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ECRM en productos carnicos cocidos. Modelos de contaminacion cruzada y su impacto sobre la GR

Introduccion

En los uUltimos afios, la confianza de los consumidores en la seguridad de los
productos alimenticios se ha visto a veces alterada por el efecto acumulativo de las
crisis sanitarias relacionadas con los alimentos. La industrializacion del sector
alimentario y el gran desarrollo del comercio internacional han posibilitado que los
productos alimenticios puedan ser distribuidos a cualquier parte del mundo en
relativamente poco tiempo. Los peligros biolégicos, quimicos y fisicos pueden ahora,
por tanto, alcanzar distintas poblaciones con distinta susceptibilidad y diferentes
patrones de consumo con el consecuente riesgo sobre la salud que esto supone.
Ademas del coste sanitario, las pérdidas econémicas y politicas son de gran
relevancia en un mundo cada vez mas dominado por una economia global. Para
hacer frente a esta situacion, se ha desarrollado un esquema de gestion del riesgo
fundamentado en la aplicacion del método cientifico: Anélisis de Riesgos.

La base cientifica en el Analisis de Riesgo se aborda en la etapa de Evaluacion
del Riesgo, cuyos resultados sustentan las posibles decisiones y politicas nacionales
e internacionales en cuanto a un determinado peligro o riesgo alimentario. Sin
embargo, aunque en otros campos estos sistemas ya han alcanzado una cierta
madurez, tanto en sus bases como en su aplicacion, en el ambito de la microbiologia
alimentaria se presenta como un aspecto nuevo y poco desarrollado, aunque
prometedor en cuanto a su potencial en la gestion del riesgo alimentario.

En Espana, el avance en este ambito es aun, si cabe, menos importante, si lo
comparamos con el mostrado por otros paises del entorno europeo. Con el propdésito
de avanzar en esta nueva area, la presente Tesis doctoral intenta profundizar en los
aspectos metodoldgicos de la Evaluacion Cuantitativa del Riesgo Microbiano (ECRM)
empleando, como un caso estudio, Listeria monocytogenes en productos carnicos
cocidos. El presente trabajo también aborda el estudio de la contaminacion cruzada
como un factor de importancia en la apariciéon de toxiinfecciones alimentarias e
investiga el desarrollo de modelos matematicos de Escherichia coli O157:H7 y
Staphylococcus aureus para su inclusion en los estudios de ECRM.

Para ello, esta se presenta en la modalidad de “compendio de publicaciones” de
acuerdo con el Real Decreto 56/2005 del 21 de enero y conforme al Articulo 33 del
Titulo V de la Normas Reguladoras de los Estudios de Doctorado de la Universidad
de Cdrdoba, relativa a sus preparacion, presentacion, lectura y nombramiento de los
tribunales de Tesis doctoral. Los resultados obtenidos en este trabajo han dado lugar
a la confeccion de 4 articulos cientificos descritos en los Capitulos 1-4 del bloque de
Resultados. Al comienzo de cada uno de estos capitulos se presenta un resumen
introductorio donde se incluye los objetivos y aspectos méas importantes de cada
publicacion.

El trabajo se encuentra estructurado en 5 bloques tematicos: Bases
metodoloégicas y conceptuales, Objetivos, Resultados, Discusion general vy
Conclusiones.



Introduccion

En el bloque de Bases metodolégicas y conceptuales se realiza una completa
revision sobre el Analisis de Riesgos y sus componentes, centrandonos en las
nuevas herramientas de Gestiéon del Riesgo (GR), como los Objetivos de Seguridad
Alimentaria (FSO) y a otros conceptos derivados (Capitulos 1y 2). La parte central
de este bloque analiza los conceptos y aspectos metodoldgicos que son claves en el
desarrollo de la ECRM, facilitando la comprension de los trabajos publicados sobre
ECRM que se presentan en el blogue de Resultados (Capitulos 3 y 4). A
continuacion, se destaca el tratamiento de los datos en el contexto de la ECRM y se
describe el conjunto de distribuciones de probabilidad de uso méas extendido
(Capitulo 5). Los métodos de analisis de sensibilidad son revisados en el Capitulo 6,
y finalmente, se proporciona una breve descripcion y aspectos clave de la ultima
etapa del Anélisis de Riesgos, la Comunicacién del Riesgo (CR).

Dentro del bloque de Resultados, el Capitulo 1 realiza una exhaustiva revision
sobre la contaminacion cruzada en alimentos, presentando los métodos
experimentales para su estudio, identificando los factores que influyen sobre la
contaminacion cruzada, y finalmente, proporcionando una revision critica de los
modelos matematicos de contaminacion cruzada actualmente disponibles en la
literatura cientifica.

A partir de estos conocimientos, en el Capitulo 2 se lleva a cabo una
aproximacion practica a los fendmenos de contaminacion cruzada a través del
estudio cuantitativo de la transferencia de Staphylococcus aureus y Escherichia coli
0157:H7 durante el proceso de loncheado de un producto carnico cocido. Con los
datos obtenidos, se elaboran dos tipos de modelos mateméaticos que describen la
transferencia de ambos microorganismos patdgenos durante el loncheado, con el
objeto de su inclusion en estudios de ECRM.

En el Capitulo 3 se procede a la realizacion de una Evaluaciéon de Exposicidon
(EE) dentro de un esquema de ECRM, la cual se divide en dos etapas diferenciadas.
En primer lugar, se lleva a cabo una aplicacion préctica de los modelos de
contaminacion cruzada mediante el empleo de escenarios. Se describen 9
escenarios de manipulacion de productos carnicos cocidos, considerando el uso de
guantes y el lavado de manos como barreras de prevencion frente a la
contaminacion cruzada por L. monocytogenes. En una segunda etapa, el crecimiento
de L. monocytogenes en ambiente doméstico se cuantifica mediante la utilizaciéon de
distintos “modelos predictivos” de crecimiento. Finalmente, se emplea el concepto
Objetivo de Seguridad Alimentaria (FSO) como criterio para establecer un ranking de
riesgo de los escenarios estudiados. Este ranking puede servir como base en los
procesos de toma de decisiones dentro de un esquema de GR.

En el Capitulo 4 se realiza una ECRM para L. monocytogenes en productos
carnicos cocidos, donde se presentan diferentes herramientas metodoldgicas y se
aborda el uso del andlisis de sensibilidad como medio para profundizar en los
factores de relevancia en el riesgo de listeriosis. Con objeto de profundizar en las
estimaciones del riesgo microbiano, en este estudio se incluye un analisis de Monte-
Carlo de dos dimensiones de modo que se puedan distinguir las componentes de
variabilidad e incertidumbre de los datos. Con este trabajo se pretenden definir las
estrategias conducentes a la mitigacion del riesgo a través de la eliminacion de
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raciones con determinados rangos de concentracion del patégeno, asi como un
adecuado control de la temperatura y tiempo en ambientes domésticos.

Finalmente, se incluye un blogue de Discusion General acerca de los resultados
obtenidos de acuerdo con el Articulo 33 del Titulo V de la Normas Reguladoras de los
Estudios de Doctorado de la Universidad de Cordoba, relativa a la preparacion,
presentacion, lectura y nombramiento de los tribunales de Tesis doctoral. La
discusion incide en aquellos aspectos de relevancia surgidos de los distintos
articulos de Resultados, si bien, dos aspectos son tratados con especial detalle, los
factores de riesgo y el control de listeriosis asi como la contaminaciéon cruzada y su
inclusion en la ECRM.

La presente Tesis doctoral constituye una primera aproximacion y un primer
avance en el desarrollo y estudio de la ECRM, siendo su aplicacion en Espafia aun
incipiente. Los resultados obtenidos como consecuencia del propésito exploratorio
de la presente Tesis doctoral no sélo son importantes desde un punto de vista
metodoldgico, sino que su consideracion, pueden servir de gran ayuda en el estudio
y desarrollo de politicas de control de L. monocytogenes en productos cérnicos
cocidos.

La contaminacién cruzada surge como un interesante aspecto relevante en el
riesgo alimentario. Pocos estudios hasta la fecha han profundizado sobre este factor
y han abordado el desarrollo y aplicacion de modelos matematicos. Con este trabajo
se proporciona una novedosa vision de este tipo de fendmenos, y se perfilan las
bases para su inclusién en un esquema de ECRM.






Il. BASES

CONCEPTUALES Y
METODOLOGICAS



Bases metodolégicas y conceptuales

1. Una vision global de la gestion de la seguridad
alimentaria

1.1 Primero fue el riesgo, y después los sistemas de gestién

La Real Academia Espafiola de la lengua define la palabra riesgo como “la
contingencia o proximidad de un dafo”. No obstante, el riesgo mas que un término
€s una percepcion, y como tal es variable y amplio en los factores que lo afectan y lo
definen.

En nuestro mundo actual, cualquier actividad, por rutinaria que parezca, lleva
consigo un riesgo: EI hombre en su actividad diaria se enfrenta a multitud de
situaciones de riesgo que debe resolver a través de acciones muchas veces
realizadas de forma instintiva. Estas son resultado de un proceso de ponderacion de
opciones y decisiones. Este proceso se basa en la experiencia adquirida propia o
ajena. En nuestros dias, este mismo proceso puede ser traducido a términos mas
globales y formales, esto es, la gestion del riesgo, entendido como un esquema
racional sobre el que se basan los procesos de toma de decisiones y que tienen
como fin dltimo la reduccion del riesgo.

La gestion del riesgo en cualquiera de sus facetas ha sido siempre un asunto de
gran preocupacion para organizaciones internacionales y gobiernos. Probleméticas
nacionales tales como la seguridad en la carretera, la amenaza terrorista, la
seguridad en el trabajo o bien la seguridad de los alimentos exigen una gestion del
riesgo formalizada. Para ello en cada area se han desarrollado las herramientas
necesarias y apropiadas.

1.2. Antecedentes de los sistemas de gestion de la seguridad alimentaria

Si pudiéramos crear un area nueva que tratase las enfermedades transmitidas
por los alimentos a lo largo de la historia, podriamos facilmente estructurarla en
etapas atendiendo a como se han abordado las politicas de seguridad alimentaria.
En un primer periodo, muy atrds en el tiempo, esta se basd en la experiencia
adquirida a través de la observacion de las enfermedades transmitidas por el
consumo de alimentos. Como ejemplo, tenemos el “principio de prohibicion”
originado en el Imperio Romano, que podria ser considerado como la primera
aproximacion mas o menos formal a lo que ahora llamariamos legislacion alimentaria.
Este principio prohibia la produccion e ingestion de algunos tipos de alimentos por
grupos especificos de la poblacién sobre los cuales habia sido comprobado que
causaban una alta mortalidad (Notermans y col., 2002).

Ya en el siglo anterior, el mayor conocimiento sobre las toxiinfecciones
alimentarias y los agentes causales (bacterias principalmente), junto con la
experiencia acumulada a lo largo de siglos de lucha contra estas enfermedades
posibilitd la confeccion de guias de Buenas Préacticas de Elaboracion (BPE), Buenas
Practicas Higiénicas (BPH), Criterios Microbiolégicos (CM) y a una legislacion
alimentaria organizada horizontal y verticalmente. Mas recientemente se ha
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introducido sistemas especificos basados en una gestion del riesgo formal, como los
programas APPCC (Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico), que han hecho
participe a la empresa alimentaria en la gestion de la seguridad alimentaria.
Actualmente, el gran desarrollo mostrado por el método cientifico y la tendencia a
optimizar procesos a través de su sistematizacion han conducido a la necesidad de
uniformar, estandarizar y estructurar la gestion del riesgo. Con ello, no se pretende
abandonar el planteamiento que histéricamente ha prevalecido, basado en las
consultas de expertos y en el empleo de los “valores por defecto” (limites y medidas
de control conservadoras que se establecen para garantizar la seguridad de un
proceso o de un alimento); sino completar, fundamentar y mejorar su resultado a
través de un enfoque estructurado y basado en datos cientificos. En este sentido, la
World Trade Organization (WTQO) (1995) a través de los acuerdos del GATT (“General
Agreement on Tariffs and Trade”) y SPS (“Sanitary and Phytosanitary Agreement”)
propone que para asegurar un comercio internacional justo y seguro se deben
establecer estandares y legislacion alimentaria armonizada, basada en un enfoque
cientifico y riguroso, recomendando para ello la aplicacion de técnicas de Evaluacion
del Riesgo (ER).

FAO/WHO (Food Agricultura Organization/World Health Organization) en 1995,
tomando el relevo de la WTO introduce, a través de reuniones de expertos, el
concepto de Analisis de Riesgos (AR) como un esquema sistematizado y “racional”
sobre el que se debe fundamentar el desarrollo de estandares alimentarios a escala
nacional e internacional (FAO/WHO, 1995). Este enfoque también podria ser utilizado
por industrias y compafias alimentarias, si bien, en este caso su desarrollo esta
principalmente orientado a mejorar los programas APPCC y a evaluar desde el punto
de vista bio-sanitario nuevos disefios y productos (Voysey, 2000; van Gerwen vy
Gorris, 2004). Recientemente, este enfoque de gestion ha sido completado y
desarrollado a través de la inclusion de otros conceptos como el “objetivo de
seguridad alimentaria” que explicaremos en posteriores capitulos (ICMSF, 2002)

1.3. Necesidad de un nuevo enfoque de gestibn de la seguridad
alimentaria

El sector agroalimentario es una de las principales fuentes econdémicas de la
Union Europea con una produccion anual valorada en casi 600.000 millones de
euros, es decir, cerca del 15 % de la produccion industrial total. Esta industria es el
tercer mayor empleador en el sector industrial, y ocupa a mas de 2,6 millones de
empleados, un 30 % de los cuales trabajan en pequefias y medianas empresas. Por
otro lado, el sector agricola tiene una produccioén anual de cerca de 220.000 millones
de euros y proporciona el equivalente a 7,5 millones de puestos de trabajo a tiempo
completo. Las exportaciones de productos alimenticios y bebidas ascienden a 50.
000 millones de euros al afo.

Los brotes transmitidos por alimentos, por su elevada incidencia y sus graves
consecuencias en algunos grupos de poblacion, suponen un problema de salud
publica actual, ademas de tener importantes repercusiones econdmicas. Por
ejemplo, en Espafa, durante el afio 2003, el Sistema de Informacién Microbiolégica
(SIM) recopilé datos de mas de 1.000 brotes de toxiinfecciones alimentarias (TIAs).
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Sin embargo, esta cifra es probablemente mas elevada, debido a que, en muchos
casos, los enfermos con sintomatologia leve no acuden a los servicios atencion
primaria, y por tanto, el hecho no puede ser registrado.

Més alld de las fronteras nacionales, las enfermedades de transmision
alimentaria también constituyen una preocupacion de salud publica. La WHO ha
destacado que en paises desarrollados hasta un 30 % de la poblaciéon sufre
enfermedades transmitidas por alimentos. En los Estados Unidos, por ejemplo, 76
millones de casos resultan en 325.000 hospitalizaciones y 5.000 muertes anualmente
(Mead y col, 1999). En paises en vias de desarrollo es bien conocido, a pesar de la
ausencia de estadisticas fiables, que la incidencia de TIAs es aun mayor; y ademas,
€asos que en paises desarrollados no supondrian ningun problema para los sistemas
de atencion primaria, en estos paises pueden conducir irremediablemente a la
muerte.

La globalizacion de mercados y la cada vez mas compleja cadena alimentaria
han posibilitado que los agentes infecciosos puedan difundirse desde el sitio original
de elaboracion y empaque hasta lugares situados a miles de kilbmetros de distancia.
Asimismo, los Ultimos brotes de origen alimentario producidos en Europa han
demostrado una aparente debilidad de los sistemas de aseguramiento alimentario
basados en el Control Oficial y en la aplicacion de guias de BPH, provocando una
falta de confianza del consumidor.

A través del libro blanco de seguridad alimentaria, la UE establecié las lineas
basicas para el desarrollo de las politicas alimentarias en los proximos afios,
apoyandose en dos pilares basicos: la aplicacion de sistemas de autocontrol
(APPCC, Planes Generales de Higiene, etc.) lo cual desplazaria la responsabilidad
del control del riesgo hacia la empresa alimentaria, y el establecimiento del AR como
un sistema de gestion del riesgo alimentario para gobiernos y organizaciones
internaciones en el desarrollo de sus politicas de seguridad alimentaria (FAO/WHO,
1995; European Comission, 1998).

1.3.1. El Analisis de Riesgos

El Andlisis de Riesgos segun FAO/WHO (1995) se compone de 3 elementos
(Figura 1.1): Evaluacion del Riesgo (ER), Gestion del Riesgo (GR) y Comunicacion del
riesgo (CR).

La ER es la evaluacién cientifica de un conocido o potencial efecto adverso
contra la salud resultado de la exposicion humana a un peligro transmitido por los
alimentos. Esta definicion también incluye la Evaluacion Cuantitativa del Riesgo (ECR)
la cual ofrece una expresion numérica del riesgo, ademas de la expresion cualitativa
del riesgo, asi como una indicacién de la incertidumbre asociada.

La variedad de conocimientos necesarios para conducir correctamente una ER
exige la creacion de un equipo multidisciplinar (microbiologia, epidemiologia,
medicina, tecnologia alimentaria, etc.) que pueda manejar apropiadamente la
informacion cientifica disponible. Segun el CAC (“Codex Alimentarius Commission”)
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(1999), la ER es un proceso realizado en cuatro fases (aplicable también a peligros
guimicos vy fisicos):

1. Identificacion del Peligro (IP). Identificacion de agentes biolégicos, quimicos o
fisicos capaces de causar un potencial efecto adverso sobre la salud y que pueden
estar presente un determinado alimento o grupo de alimentos.

2. Caracterizacion del Peligro (CP). Evaluacion cuantitativa y/o cualitativa de la
naturaleza de los efectos adversos de un determinado agente biolégico, quimico o
fisico que puede estar presente en alimentos

3. Evaluacion de la Exposicion (EE). Evaluacion cuantitativa y/o cualitativa del
grado de ingesta de un peligro biolégico quimico o fisico a través de alimentos o de
otras fuentes si son relevantes.

4. Caracterizacion del Riesgo (CR). La estimacion cuantitativa y/o cualitativa,
incluyendo la incertidumbre asociada, de un efecto adverso y su severidad en una
poblacién dada basado en las fases anteriormente citadas, esto es, ldentificacion del
Peligro, Caracterizacion del Peligro y Evaluacion de Exposicion.

Evaluacioén del Riesgo

st “ﬂh Intercambio de
o Elecciol mplar . opinion e informacion

Gestion del Riesgo Comunicacion del Riesgo
Figura 1.1. Interaccion entre los elementos que componen el Andlisis de Riesgos

Este proceso y sus resultados son la base para el siguiente paso en el esquema
de AR, esto es, la GR. La GR es definida por la propia FAO/WHO (1997) como el
‘proceso de ponderar las distintas politicas posibles a la luz de los resultados de la
evaluacion del riesgo vy, si procede, elegir y aplicar opciones de control apropiadas,
incluidas las medidas reglamentarias". Asi, dentro de este esquema, el Codex
Alimentarius ha desarrollado su propio procedimiento para elaborar Estandares
Codex (FAO/WHO, 2001b).
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La ultima componente del andlisis de riesgos es la CR definida como el
intercambio interactivo de informacioén y opiniones sobre el riesgo entre los
evaluadores del riesgo, los encargados de la gestion del mismo, los consumidores y
otros interesados" (FAO/WHO, 1998).

Estas tres componentes deben estar separadas funcionalmente para evitar
cualquier tipo de conflicto de interés. Sin embargo, debe ser considerado, al mismo
tiempo, que el andlisis de riesgos es un proceso interactivo en donde la interaccion
entre asesor y gestor del riesgo es esencial en su aplicacion practica (Figura 1.1).
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2. Nuevas perspectivas en la gestion de Ila
seguridad microbiolégica de los alimentos

2.1. Objetivos de salud publica: “tan bajo como razonablemente
alcanzable” (ALARA) y “nivel adecuado de proteccién” (ALOP)

Tradicionalmente, el nivel aceptable de un peligro microbiano ha venido
expresado como el nivel que es “tan bajo como razonablemente alcanzable”,
traduccion de la expresion en ingles “As Low As Reasonably Achievable” (ALARA) y
no en términos de frecuencia y/o concentracion.

El ALARA se ha aplicado, durante muchos afos, en el sector alimentario para
garantizar una producciéon segura de los alimentos. En un contexto gubernamental,
los gestores evaluan el resultado de las opciones de gestion y seleccionan las mas
adecuadas para alcanzar el ALARA. La base de este planteamiento es que si la
industria alimentaria puede mejorar continuamente, el riesgo podra ser reducido
(Todd, 2003). A pesar de que la industria y gobiernos estan lo suficientemente
familiarizados con este planteamiento como para trabajar de una manera efectiva, se
necesita de la absoluta disposicion de la industria y de un conjunto de capacidades
tecnolégicas que en muchos casos no se tienen, de ahi que, “‘razonablemente
alcanzable” puede no ser suficiente para obtener una reduccion real en el numero de
enfermedades. Ademas, ALARA es un concepto algo ambiguo y que puede diferir
entre paises o sectores industriales, al igual que ocurre con la capacidad tecnoldgica
(Toyofoku, 2006).

En el acuerdo SPS (WTO, 1995) se afirma que los alimentos pueden ser
libremente importados siempre que no se ponga en peligro el “nivel adecuado de
proteccion” sanitaria o fitosanitaria del pais, expresion derivada del ingles
“Appropiate Level of Protection” (ALOP) y definida en el propio acuerdo como “el
nivel adecuado de protecciéon estimado para el miembro (pais) estableciendo una
medida sanitaria o fitosanitaria para proteger la vida o la salud humana, animal o
vegetal dentro de su territorio”. En la misma definicion se evidencia que el ALOP esta
fuertemente influido por aspectos tales como la capacidad del consumidor para
controlarlo; de la severidad del peligro; y del nivel de alerta que el peligro suscite
sobre los consumidores; en suma, su eleccion dependera en gran medida de la
percepcion del riesgo que se tenga para el peligro y alimento asociado. Este
concepto ha sido incorporado, por las organizaciones FAO y ICMSF (“Internacional
Commission o Microbiological Specification for Foods”), como la base para el
desarrollo de un nuevo esquema global de gestidon del riesgo, abandonando asi el
planteamiento tipo ALARA, que como mencionamos, habia suscitado ciertas dudas
en cuanto a su efectividad en la reduccion de enfermedades de origen alimentario.

En relacion a la terminologia, la ICMSF (2002) propone la utilizacion del término
“Nivel Tolerable de Riesgo” (NTR), en lugar del ALOP, para ello aluden al hecho de
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qgue “los riesgos asociados al consumo alimentario rara vez se aceptan, sino que mas
bien se toleran”.

Los documentos de la FAO/WHO (2002 y 2005) desarrollaron mas
detalladamente el papel del ALOP en un proceso formalizado y global de Gestién del
Riesgo Microbiano en alimentos (GRM), y su relacion con la Evaluacion del Riesgo
Microbiano en alimentos (ERM). Segun FAO/WHO (2002), un ALOP puede articularse
como una afirmacion en relacion a la incidencia de una enfermedad (por egj., n° de
cas0s/100.000 habitantes/afio) asociada a una combinacion de un peligro y alimento
especificos y a su consumo dentro de un pais, y es frecuente enmarcarlo dentro de
un contexto de continua mejora en relacion a la reduccion de la enfermedad.

Un ALOP se puede articular siguiendo dos tipos de enfoques. Estableciendo un
objetivo de reduccion para una enfermedad (por ej. de 10 casos a 5 casos por
100.000 habitantes/afio) asumiendo implicitamente que el objetivo es alcanzable; o
bien modificando tal objetivo en funcién de las capacidades de gestion que se
posean. Ambos planteamientos tienen tanto fortalezas como debilidades. Por
ejemplo, en el primer caso, se destinan mayores recursos sobre el aspecto de
gestion, ofreciendo mayor flexibilidad y fomentando la innovaciéon; aunque como
aspecto negativo es mas probable que el objetivo sea irrealista, e imposible de ser
cubierto. Por otro lado, el segundo enfoque, al estar basado en el estatus tecnolégico
actual, es mas probable que logre alcanzar el ALOP. No obstante, para que esto sea
asi, la industria debe cumplir con los requerimientos tecnoldgicos y/o adoptar las
mejores practicas que ayuden a alcanzar el objetivo de salud publica.

El documento de la FAO/WHO (2002) también afirma que, con independencia
del enfoque utilizado, los estudios de ERM pueden contribuir, de manera
fundamental, en la dilucidacion del ALOP y de otros elementos del esquema de
gestion de riesgo tales como medidas de control o CMs. El ALOP se puede definir
con unos margenes de seguridad siempre que estos sean efectivos en la reducciéon
del riesgo y ademas, estén acorde a la incertidumbre derivada de la ERM de indole
cuantitativa (Walls y Buchanan, 2005).

Como mencionamos anteriormente, el ALOP se suele expresar como el nivel de
incidencia de una enfermedad en la poblacion (por ej. niUmero de casos anuales), sin
embargo autores como Havelaar y col. (2000) propusieron el uso de medidas de
salud publica integradas. En concreto, ellos se decantaron por el uso del indice
“‘afios de vida ajustado por incapacidad” traduccion de la expresion en ingles
“Disability Adjusted Life Year” (DALY), que actualmente esta siendo considerado por
la WHO como base para el establecimiento de objetivos de salud en las Guias para
la Calidad del Agua de Bebida (Havelaar y Melse, 2003). Tal propuesta se
fundamenta por el hecho de que el ALOP expresado como incidencia no parece ser
apropiado para representar enfermedades asociadas a un peligro microbiano de
naturaleza multiple (por. ej. gastroenteritis, sindrome de Guillain-Barré, artritis reactiva
y mortalidad causad por Campylobacter spp. Termofilo) (Havelaar y col., 2004). Otras
decisiones tales como si se deben considerar grupos de poblaciones especificas,
por €j., poblaciones de alto riesgo; si el ALOP se refiere a la enfermedad originada
desde un producto alimentario especifico o de todo el conjunto; o cémo incluiriamos
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otras rutas de transmision, por €j., de persona a persona 0 agua a persona, etc.
deben todavia ser discutidas para una mejor aplicacion del ALOP.

2.2. Objetivo de Seguridad Alimentaria (FSO)

Aunqgue el ALOP es el objetivo, y también la base, para las politicas de salud
publica, no es el concepto mas adecuado para desarrollar e implantar las medidas
de control necesarias a lo largo de toda la cadena alimentaria (Havelaar y col., 2004).
Los términos en los que el ALOP se expresa no forman parte del “lenguaje” que la
industria y otros operadores de la cadena alimentaria usan y manejan para disefiar y
realizar el control de sus productos (Gorris, 2005). Para esto, la ICMSF (1998)
propone la creacion de un nuevo concepto llamado objetivo de seguridad
alimentaria”, traduccion de la expresion en ingles “Food Safety Objetive” (FSO), cuya
funcion es establecer un puente de unién entre un objetivo de salud publica, como el
ALOP, y la Gestion del Riesgo Microbiano (GRM) en la cadena alimentaria. La Figura
2.1 presenta el FSO como nexo de unidn entre el control gubernamental sobre la
gestion del riesgo y la gestion del riesgo en la cadena alimentaria.

NIVEL GUBERNAMENTAL |

| |
v

"o
(Objetivo de seguridad alimentaria) ri\t'

BPE/BPA

NIVEL OPERACIONAL

Figura 2.1. Representacion de cémo la gestion de la seguridad alimentaria a un nivel
gubernamental puede ser enlazada con la gestion de la seguridad alimentaria a un nivel
operacional a través de un FSO (objetivo de seguridad alimentaria) basado sobre un ALOP
(nivel adecuado de proteccion) establecido en un marco de Analisis de Riesgos. Buenas
Practicas Higiénicas (BPH), Buenas Prdcticas de Elaboracion (BPE); Buenas Practicas
Agrarias (BPA). (adaptado de Gorris, 2005)
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La ICMSF (2002) define FSO “como la frecuencia y/o concentracion maxima de
un peligro microbiano en un alimentos en el momento de consumo que proporciona
un ALOP”. Esta simple afirmacién lleva implicita una valiosa consecuencia: el FSO,
como meta, permite una gran flexibilidad a la hora de disefiar e implantar las
medidas y/o opciones de control a lo largo de la cadena alimentaria (Zwietering,
2005).

No se debe confundir el FSO con un criterio microbioldgico. El FSO se refiere a
niveles del peligro en el momento de consumo incluyendo asi el efecto de las
practicas de manipulacion y preparacion a nivel doméstico, lo que implica que no
puede ser sometido a comprobacion analitica (van Schothorst, 2005); en cambio los
CM son usados para comprobar analiticamente la aceptabilidad de un lote, o
conjunto de lotes (CAC, 1997).

2.2.1. FSO en un marco de Gestion del Riesgo Microbiano

Siguiendo los pasos de la ICMSF, la FAO ha desarrollado su propio marco de
gestion basado en el FSO (FAO/WHO, 2004). Segun esta ultima, el FSO puede ser
establecido bien en base a datos epidemioldgicos que describen el estatus de salud
publica actual en cuanto a un peligro o bien mediante la aplicacion de una curva de
caracterizacion del riesgo. En este Ultimo caso, existe una base cuantitativa para
relacionar el FSO y el ALOP, base indiscutiblemente vinculada a una ERM de indole
cuantiva, donde variables tanto de “salida” o “entrada” pueden relacionarse con el
FSO vy finalmente con un ALOP (ver el apartado Estimando un FSO a través de la
Evaluacion del Riesgo Microbiano). Sin embargo, los documentos no son claros en
cuanto a si un FSO debe ser derivado, sin excepcién, desde un ALOP, o si en
algunos casos, los primeros pueden ser establecidos sin considerar los segundos.
En la préctica, parece que un FSO podria ser establecido sin hacer uso de un ALOP.
De hecho, criterios microbiolégicos y otras medidas de gestion han surgido a lo largo
de la historia de la GRM solo fundamentadas en decisiones de paneles de expertos.
Lo que si parece claro es que previo a su implantacion, tendra que ser considerado
si el FSO es factible o no, o lo que es lo mismo, si la industria y los distintos
operadores que forman la cadena alimentaria tienen los recursos necesarios para
cumplirlo

En lineas generales, la GRM basada sobre el FSO podria ser estructurada en 4
fases fundamentales, segun el estudio de Swarte y Donker (2005):

Evaluacion del Riesgo

Establecimiento de un ALOP y FSO

Traduciendo la gestion del riesgo a procesos de gestion
Interaccion entre la Evaluacion del Riesgo y Gestion del Riesgo
Comienzo de un ciclo nuevo o consolidacion

2.2.2. Desarrollo matematico del concepto FSO

Su relacion directa con la ERM de indole cuantitativa se simplifica con la
inecuacion propuesta por la ICMSF (1998 y 2002). La inecuacion considera de forma
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resumida el efecto de los distintos procesos y subprocesos (crecimiento,
recontaminacion y reduccion) para alcanzar un FSO:

Hy + 31+ > R<FSO (2.1)

H, es la poblacion inicial de microorganismos, / es un factor de incremento y R
es un factor de reduccion. Todos los términos de la inecuacion son expresados en

log,,

2.2.3. Estimando un FSO a través de la Evaluacion del Riesgo Microbiano en
alimentos

Como mencionamos anteriormente, el FSO y ALOP son conceptos que pueden
derivarse de la ERM de indole cuantitativa. Segun la ICMSF (2002) un FSO puede ser
dilucidado a partir de un ALOP, aplicando lo que ellos denominan un modelo de
caracterizacion del riesgo que relaciona el valor de exposicion (FSO) con la
incidencia de la enfermedad (ALOP). El célculo se realizaria en un sentido inverso a
como se realiza en una ERM, asi, el ALOP se toma como variable de “entrada”, en
lugar de “salida”, para estimar un FSO, que en este caso sera el resultado. La Figura
2.2 ilustra esta explicacion con un simple ejemplo, donde establecido un ALOP de 5
casos/100.000 habitantes/afio se pretende dilucidar el FSO correspondiente (log
ufc/g). Aunque ejemplos similares han sido publicados en la literatura (ICMSF, 2002;
Stewart y col., 2003; Stringer, 2005), debemos mencionar que aun se plantean
muchas dudas a raiz de este enfoque. Como ocurria para el ALOP el FSO puede
tener unos margenes de seguridad, si bien aun no esta claro cémo podrian ser
definidos o si estos realmente no implicarian, contradictoriamente, una reduccién de
los niveles de seguridad, mas que un incremento.
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Figura 2.2. Interpolacicn en la curva de caracterizacion del riesgo
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El modo de aplicacién de la curva de caracterizacion del riesgo no esta
totalmente clarificado, segun propone la ICMSF (2002), ya que no se especifica como
un modelo D-R (modelo Dosis-Respuesta) podria ser usado para estimar un valor de
FSO a partir de un valor de incidencia de la enfermedad en la poblacién. Debemos
tener en cuenta que un modelo D-R trata sobre riesgo individual (probabilidad
individual de enfermar) y no poblacional (por ej., numero de casos/100.000
habitantes). Por ello, pensamos que la ICMSF deberia ser mas precisa, y definir qué
tipo de modelos deben ser usados para realizar el mencionado calculo. Por ultimo, es
interesante sefialar que el uso de unidades logaritmicas en la inecuacion puede
conducir a estimaciones erroneas cuando se aplican a procesos de recontaminacion
0 contaminacion cruzada ya que estos sélo pueden ser entendidos como procesos
aditivos, y no logaritmicos (Havelaar y col., 2004; McMaster y Todd, 2004).

2.83. Integracién del FSO en la cadena alimentaria

El FSO puede ser entendido como el eje de un sistemma mas o menos complejo
de objetivos que industriales y otros operadores a lo largo de la cadena alimentaria
pueden usar como criterio para seleccionar y desarrollar las medidas de control
necesarias (Figura 2.3).

La principal fortaleza del nuevo marco de GRM radica en su estructura basada
en un sistema de objetivos “cuantificables”, que, primeramente la ICMSF (2002), y
posteriormente, la FAO/WHO (2004) han intentado delimitar y definir a través de
distintos conceptos. Los dos primeros seran definidos aqui segun propone FAO/WHO
(2004):

Objetivo de Rendimiento (OR): “la maxima frecuencia y/o concentraciéon de un
peligro en un alimento, en un fase especifica de la cadena alimentaria antes del
momento de consumo, que proporcione o contribuya al logro de un FSO o un ALOP,
segun corresponda”.

Criterio de Rendimiento (CR). “el efecto que debe ser logrado en la frecuencia
y/o concentracion de un peligro en un alimento por medio de la aplicacion de una o
mas medidas de control para lograr o contribuir a lograr un OR o un FSO.”

Estos términos y conceptos deben ser nuevamente traducidos a otros aun mas
cercanos a industriales, estos son, los criterios de proceso y criterios de producto.
van Schothorst (2002) define los criterios de proceso como los parametros de control
(por €j. tiempo, temperatura, pH, actividad de agua, etc.) en un paso que deben ser
aplicados para lograr un criterio de rendimiento. En un contexto de APPCC estos
corresponderian con los limites de control de un proceso (Jouve, 1999). Los criterios
del producto son definidos como los parametros en un alimento que son esenciales
para asegurar que se alcance un FSO (van Schothorst, 2002 y 2005). Todo este
conjunto de objetivos, criterios y limites podra ser considerados en los programas
APPCC vy las guias BPE/BPH para asi lograr el FSO finalmente (van Schothorst, 2005).
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Figura 2.3. Representacion esquemdtica de cémo las directrices gubernamentales son
traducidas a medidas en puntos relevantes del nivel operacional a lo largo de una cadena
alimentaria imaginaria. Las directrices son proporcionadas en forma de FSO u OR. En un nivel
operacional las medidas consisten en BPE/BPH y APPCC (adaptado de Gorris, 2005).

2.4. Criterios Microbiolégicos

Los CMs son otro elemento propio del sistema tradicional de GRM que aun
tienen cabida en el esquema regido por el FSO. De hecho, los CMs, si se aplican,
deben basarse en un FSO previamente establecido. No obstante, y aunque parezca
contradictorio, la propia ICMSF (2002) indica que en algunos casos estos pueden ser
desarrollados sin necesidad de la existencia de un FSO. En muchos casos, cuando
se desconoce si se estan aplicando programas de APPCC y/o guias de BPE, pueden
usarse los CMs basados en un plan de muestro establecido como un elemento
decisorio para aceptar o rechazar un lote de productos. También pueden ayudar a
validar si las medidas de control logran los CR (ICMSF, 2002). Por ultimo,
relacionados con los CMs, segun ICMSF (2002), estan los denominados criterios por
defecto, que son utilizados cuando no existe un FSO; acordados en un panel de
expertos, son establecidos para tratar de controlar peligros en las peores
condiciones, y por ello, seran menos flexibles.

Los CMs han sido el pilar sobre el cual se han sustentado las politicas
legislativas alimentarias. Mediante su aplicacion se puede determinar si un producto
es aceptable en base a la ausencia/presencia o concentracion del microorganismo
por unidad de masa, volumen, area, o lote de alimentos (FAO/WHO, 2001a; Todd,
2003). Un CM debe hacer referencia a un microorganismo de interés y afirmar
claramente el motivo de su consideracion; ademas, debe incluir la lista de método(s)
para la deteccidon o cuantificacion del microorganismo, indicar el numero de
muestras, el método de muestreo, y el tamafio de la unidad analitica; identificar los
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limites microbiolégicos apropiados en cada punto especificado en la cadena
alimentaria, y el niumero de unidades analiticas que lo conforman (FAO/WHO, 2001a).

En un ambito mas general, segun la ICMSF (2002), los CMs pueden ser
establecidos por tres diferentes motivos:

Utilidad econdémica: Flora alterante, tiempo de vida media, contaminacion
general

Indicador: Verificacion de los programas APPCC y BPE; Staphylococcus aureus,
indicador de contacto a través de manipuladores; Escherichia coli y coliformes
sefialan contaminacion fecal y recontaminacion, respectivamente; y por ultimo,
Listeria innocua indica posible presencia de Listeria monocytogenes.

Patégenos: son usados como estandares de conformidad, investigacion de
brotes, verificacion de los programas APPCC y BPE.

A pesar de las diferencias entre FSO y CM, previamente sefaladas, existen
ciertos elementos en comun entre ambos, y que también se relacionan con el OR:

La evidencia de un peligro para la salud real o potencial

Condicioén microbiolégica de materias primas

Efecto del procesado

La probabilidad y consecuencia de contaminacion y crecimiento
durante manipulacion, almacenamiento y uso

E Consumidores de riesgo

E Tasa coste/beneficio de la aplicacion

B Uso destinado para el producto

A diferencia del FSO, el OR (referido a fases anteriores al consumo) puede ser
confirmado a través de andlisis microbiolégicos. Sin embargo, dado que el FSO y OR
estan relacionados, también lo estaran el FSO y CM, aunque de manera indirecta.
Con esto queremos decir que a pesar de las diferencias existentes entre ambos
conceptos, un CM podria estimarse, cuando sea necesario, a partir de un FSO
establecido. Aun asi, todavia existen ciertas dudas sobre la relacion matematica
entre ambos conceptos, ya que un CM es un concepto practico, que viene
acompafiado de un conjunto de parametros metodoldgicos y analiticos, y el FSO, un
concepto tedrico. Whiting y col. (2006) ha sido el primer estudio en presentar una
aplicacion practica a este respecto. El estudio concluye que el andlisis de la
sensibilidad del CM se hace crucial en el proceso de eleccion del numero de
muestras (n); ademas, destaca que el hecho de no considerar la importancia del
limite de deteccion del método microbioldégico en el establecimiento del limite
microbiolégico (M) es una de las debilidades de los planes actuales de muestreo. Sin
embargo, aun encontramos puntos sin clarificar, tales como la eleccion del
porcentaje de muestras que pueden superar el FSO, o su aplicacion en un sistema
de tres clases. La base metodoldgica aplicada en este estudio se encuentra recogida
en gran parte en los capitulos 7 y 8 del libro Microorganismos de los Alimentos 7
(ICMSF, 2002). Para mayor detalle sobre la base estadistica, pueden ser consultados
los estudios de Legan y col. (2001) y Dahms (2001). Este ultimo también trata el
concepto FSO, aunque muy someramente. En el primero de estos estudios se ha
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disefiado una macro de Excel que puede servir como herramienta en el desarrollo de
planes de atributos de dos y tres clases
<http://www.icmst.iit.edu/sampleplans1 02.xls>. Dos premisas son claves en el
desarrollo de planes de muestreo: primero asumir normalidad en la distribucién del
microorganismo en un lote, y segundo, partir de una distribucion conocida para el
lote.

FSO y OR pueden ser observables en tanto y cuanto su expresion y definicion lo
permita. Un ejemplo de la relacion existente entre FSO/OR/CM, se expone a
continuacion. Supongamos que establecemos un FSO para Listeria monocytogenes
en 100 ufc/g. Como ya mencionamos este valor no puede ser confirmado
empiricamente dada la imposibilidad de realizar la medicion en el momento de
consumo. Sin embargo, si el nivel de un patégeno no cambia a lo largo de las fases
que transcurren hasta el momento de consumo (producto microbiolégicamente
estable), se podria medir un CM establecido en la fase de fabricacion estando
directamente relacionado con el FSO. En cambio, para productos no estables, los
valores del microorganismo en fases intermedias del proceso podrian cambiar
durante su camino hasta el consumidor. Estos cambios son dependientes de una
gran variedad de factores, (temperatura y tiempo de almacenamiento, manipulacion
no higiénica, etc.) que hacen su estimacion también variable. En estos casos se debe
tener en cuenta el posible incremento. Por ejemplo, si se supone un aumento de 100
veces la cantidad original desde la fase de fabricacion hasta el consumo,
deberiamos establecer un OR (en industria) de al menos ausencia en un gramo.
Reduciendo el OR se puede incrementar la seguridad de que el FSO no se
sobrepasa, sin embargo, su aplicacion a través de un CM depende mucho de las
limitaciones metodolégicas y analiticas.

La aparicién de nuevas técnicas microbioldgicas, rapidas, eficaces y fiables
(PCR, técnica ELISA, biosensores, etc.) podrian posibilitar reducir los limites de
deteccion para los CMs (Todd, 2003). Aun asi, limites muy bajos como 1ufc/10kg sélo
pueden ser abordados a través del uso de microorganismos indicadores,
estableciendo CMs para estos, de modo que se cumplan los OR y CR establecidos
para el patdbgeno. Aqui también existen limitaciones, ya que no todos los patégenos
pueden ser bien relacionados con grupos de microorganismos indicadores, o
incluso, cuando es posible, puede no haber métodos de cuantificacion apropiados.
En tales casos, la ICMSF (2002) ha establecido un procedimiento que usa la
Evaluacion del Riesgo semi-cuantitativa y el desarrollo de “Casos”.

2.5. ALOP/FSO en el marco internacional

Las diferencias existentes entre paises (culturales, organizativas, industriales,
etc) en un mercado cada vez mas globalizado implica que Ila
importacion/exportacion de alimentos pueda estar sujeta a diferentes criterios de
seguridad alimentaria, con el consiguiente impacto sobre los niveles de riesgo en los
palses implicados. Estas diferencias a veces han conducido a importantes conflictos
comerciales y politicos. En este sentido, el esquema de gestion de riesgo basado en
el ALOP/FSO (ICMSF, 1998 y 2002), por su claridad y sistematizacion, se propone
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como un marco donde comparar y minimizar las posibles diferencias entre paises en
aspectos tales como:

B Equivalencias entre distintos sistemas de gestion nacional
E Aranceles técnicos entre paises
B Niveles de Proteccion

Es clave para el comercio internacional el aspecto relacionado con las
equivalencias. El concepto de equivalencia fue introducido en los acuerdos del GATT
y SPS, y hace referencia al hecho de que las medidas de control establecidas entre
paises que comercian sean equivalentes en cuanto el nivel de proteccion de los
consumidores (WTO, 1995). Es decir, dos paises podran establecer relaciones
comerciales cuando posean un nivel similar de proteccion, independientemente del
marco legislativo y del control que desarrolle cada uno. Loégicamente, tal
demostracion recae en el pais exportador, el cual debe decidir sobre si son 0 no
equivalentes en funcion de las pruebas aportadas por el exportador (incluyendo
auditorias y otros mecanismos adicionales). Sin embargo existen limitaciones serias
en cuanto a cémo los primeros pueden comprobar la seguridad de los productos
importados, sin conocimiento de aspectos propios del pals exportador tales como
legislacion, medidas de control, sistemas organizativos, etc.

Como ya mencionamos, en este ambito de comprobacion tiene una especial
relevancia el esquema basado en el ALOP/FSO (van Schothorst, 1998). Asi, si se
demuestra que el ALOP (o FSO) establecido por el importador puede ser alcanzado
a través de las medidas sanitarias establecidas por el exportador, la equivalencia
quedaria también demostrada.

Actualmente, este aspecto ha motivado la realizacion por parte de CAC de una
guia para la determinacion de la equivalencia de medidas sanitarias, donde se
propondra un marco para desarrollar procesos de evaluacion de equivalencias (CAC,
2003). De este se puede extraer que las medidas sanitarias pueden ser especificas y
con un objetivo concreto, mientras que el ALOP es mas flexible. Se puede expresar
de manera especifica (por ej. nUmero de casos de una enfermedad al afo en una
poblacién determinada) o mucho menos especifica (por ej. objetivos amplios
relacionados con la seguridad alimentaria). Independientemente de cémo se exprese
el ALOP, se debe establecer una base objetiva para comparar las medidas
sanitarias, incluyendo los siguientes aspectos:

E Motivo de la medida sanitaria

E Larelacion con el ALOP en forma cuantitativa cuando sea posible

E Cuando se disponga de informacién sobre la determinacion del
riesgo: la expresion del riesgo

B El nivel de un peligro en un alimento que es tolerable respecto al
ALOP (FSO).
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2.6. Etapas de la Gestion del Riesgo Microbiano

El esquema de GRM ha sido desarrollado por la FAO a través de una serie de
documentos, entre los que destacamos dos consultas de expertos que tuvieron lugar
en Kiel, Alemania (FAO/WHQO, 2000 y 2002) y, mas recientemente, la elaboracion de
“Principios y guias para conducir la Gestion del Riesgo Microbiano” (FAO/WHO,
2005a). Paralelamente, ICMSF (2002) ha explorado la conveniencia de establecer un
sistema de gestion del riesgo basado en objetivos, cuyo mayor peso conceptual
recae sobre el FSO. Los pasos basicos en un esquema de GRM segun FAO/WHO
(2005%) se resumen en la Figura 2.4.

Como ya mencionamos, cuando tratamos especificamente con la ERM, un
problema de seguridad alimentaria puede surgir cuando se sabe 0 se cree que uno o
mas peligros microbianos transmitidos por los alimentos estan asociados a uno o
varios alimentos. En este caso, un gestor del riesgo se encargaria de su estudio. Al
inicio de este proceso, la cuestion deberia ser claramente identificada y comunicada
desde los gestores de riesgos a los evaluadores de riesgos, asi como también a los
consumidores afectados y a la industria.

I[dentificacién del problema de seguridad alimentaria

En la identificacion de un problema de seguridad alimentaria es crucial estudiar
toda la informacion disponible tal como estudios epidemiolégicos o clinicos, datos de
prevalencia y concentracion microbiana, datos de los sistema de vigilancia
epidemioldgica, avances tecnoldgicos y cientificos, incumplimiento de normativa,
recomendacion de expertos, contribucion publica, etc. La ICMSF (2002) indica que la
informacion se recopila generalmente por un responsable en la gestion del riesgo
que presenta un resumen del problema de seguridad alimentaria y su contexto al
responsable de la evaluacion del riesgo.

En aquellos casos donde el problema de seguridad alimentaria necesite
abordarse con urgencia, los gestores estaran forzados a realizar su decision de
manera inmediata sin poder contar con mas informacion adicional. Por otro lado,
cuando los conocimientos cientificos sean insuficientes, podria ser apropiado aplicar
un enfoque preventivo mediante la adopcién de decisiones provisionales. En esos
casos, el caracter provisional de la decisidon deberia ser comunicado a todas las
partes interesadas articulandose el periodo de tiempo o las circunstancias bajo las
cuales se volvera a examinar la decision provisional (p. ej., nuevo examen después
determinar una ERM) cuando la decisién sea comunicada inicialmente.

Perfil del riesgo

Segun la FAO/WHO (2002), el perfil del riesgo es la descripcion de un problema
de seguridad alimentaria y de su contexto que presenta, de forma concisa, el estado
actual de conocimientos relacionados con un problema de seguridad alimentaria, las
posibles opciones de gestion de riesgo microbiano que han sido identificadas hasta
la fecha, si las hubiera, y el contexto de la politica para la seguridad alimentaria que
influira en las posibles acciones futuras. Los gestores basandose en el perfil del
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riesgo deciden sobre si es necesario profundizar en mayor detalle sobre el problema,
recomendando una recopilaciéon mas exhaustiva de datos y/o la realizacion de una
ERM, o simplemente, decidiendo las medidas o estrategias mas adecuadas que
seran aplicadas para resolver la cuestion planteada. En algunos casos, es posible
gue no se requiera ninguna medida adicional. En este sentido, van Gerwen y col.
(2000) indicaron que se puede lograr una mayor optimizacion de los procesos de
ERM si estos se plantean de una manera sistematizada y organizada en fases, donde
la consecuciéon de cada una de ellas implica un incremento del nivel de detalle y de
la complejidad de la evaluacion.

Identificacién de una cuestion de inocuidad

micrabiolégica de los alimentos -
1 ™ Preccupacion
l inmediata para la salud
Iniciacién del piblica
trabajo experimental Comisién de un perfil de
- « riesgos
Presentacién de
datos cientificos Decision mmediata
yio [provisional]
Evalvacidn de los resultados del perfil de riesgos 1
Recomendacton para medidas adicionales
{
NINGUNA MEDIDA
Politica de evaluacion de riesgos
Mandato para los evaluadores de nesgos
‘ Evaluacién de riesgos ‘
Evaluacion de los resultados de la GRM ‘—
Vigilancia y examen de las —
Identificacién y seleccién L . — opciones de GRM
de las onciones de GRM Aplicacién de las opeiones de GRM

t

Figura 2.4. Esquema para la Gestién del Riesgo Microbiano (tomado de FAO/WHO, 2005).

Directrices para la ERM

Antes de la realizacion de una ERM, los gestores deben determinar el propésito
y objeto de la ERM (Morgan y Henrion 1990) y establecer las politicas que dirigiran a
los asesores durante el desarrollo de la evaluacion. Estas politicas pueden versar
sobre aspectos generales. Por ejemplo, la FAO, como organizacién internacional, da
un especial énfasis a los paises en vias de desarrollo mientras que a nivel nacional,
da una especial relevancia a los grupos poblacionales que pudieran requerir un
tratamiento especifico en la ERM. En cuanto a otros aspectos, también se puede
indicar el tipo de analisis de los datos, tratamiento de la incertidumbre, escenarios a
modelar, etc.

Evaluacion del Riesgo. comunicacion de resultados, e interaccion entre
Gestor y Asesor del Riesgo.

Los gestores del riesgo pueden comisionar la realizacion de una ERM, en
funcion de la informacion contenida en el perfil del riesgo. Las directrices y pasos
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para la consecucion de una ERM, segun FAO/WHO, se encuentran en el documento
CAC/GL -30 (CAC, 1999) los cuales seran explicados en proximos apartados, junto a
otros aspectos técnicos y metodoldgicos. Sin embargo, nos gustaria destacar en esta
seccion que el trabajo de un asesor del riesgo no termina con la estimacion del
riesgo, sino que una vez obtenidos los resultados, estos deben ser transmitidos de la
mejor manera a los gestores. En este sentido, la propia FAO/WHO (2002) recomienda
la realizacion de dos tipos de informes para presentar los resultados: uno detallado,
donde se tienen en cuenta todos los aspectos derivados del estudio de ERM, y un
segundo informe mas resumido, donde se da respuesta a las cuestiones planteadas
por los gestores de una manera sencilla y facilmente interpretable por una audiencia
mas amplia. También los asesores deben informar convenientemente a los gestores
sobre las ventajas y limitaciones de la ERM prestando especial atencion a las fuentes
de incertidumbre, y sobretodo refiriéendose aquellos aspectos que tienen mayor
repercusion en la practica. Después, los gestores, en funcion de esta informacion,
decidiran si es propicio usar la ERM para basar y fundamentar las posibles
decisiones, politicas, etc. en el esquema de GRM, o si en cambio, aun se necesitara
de un estudio mas pormenorizado de la ERM.

Evaluacion de las opciones de gestion

Esta etapa puede ser considerada como el “corazén” de la GRM y de cualquier
otro tipo de esquema de gestion. El gestor decidira qué opciones de gestion son
aceptables y cuales no. En este momento entran en juego una multitud de factores
de diversa indole, tales como aspectos sociales, econémicos, de percepcion del
riesgo, avance tecnoldgico, de coyuntura politica, legislativos, etc. Sin embargo, los
factores mas importantes en los que se debe basar el proceso de seleccion de las
opciones de GRM son la capacidad de mitigar el riesgo, su viabilidad préactica y las
consecuencias de las opciones consideradas. Sobre estos aspectos fundamentales
tiene especial significacion la aplicacion de los resultados de la ERM. Basandose en
los resultados de varios escenarios en la ERM, describiendo diferentes situaciones
de riesgo, y/o medidas de control, y ordenandolas segun un ranking de riesgo, el
gestor puede decidir mas apropiadamente sobre las estrategias mas efectivas para
implantar en un determinado nivel o proceso en la cadena alimentaria. Existen
numerosas opciones de GRM que podrian ser aplicadas con el objetivo de mitigar el
riesgo o resolver el problema de seguridad alimentaria. Evidentemente, estas
dependeran del tipo de gestor que estemos considerando. Brevemente,
enumeraremos, segun la FAO/WHO (2005a), las mas significativas diferenciando
entre organismos internacionales como es la propia FAO y gobiernos de nacionales.
En el primer caso, las opciones de GRM pueden incluir:

E Laelaboracion de normas.

E El suministro de datos que demuestren las relaciones entre las
distintas estimaciones de riesgos y los FSO.

E La preparacion de un documento guia, incluyendo recomendaciones
y préacticas especificas. Cuando haya pruebas que indiquen que
existe un riesgo para la salud humana, pero los datos cientificos sean
insuficientes o incompletos, la Comision no deberia proceder a
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elaborar una norma, sino que deberia examinar la conveniencia de
elaborar un texto afin como, por €j., un cédigo de practicas, siempre
que tal texto estuviera respaldado por las pruebas cientificas
disponibles.

Por otro lado, para gobiernos:

Establecer requisitos reglamentarios.

Elaborar (o fomentar la elaboracion) documentos y guias especificas,
por €j., las Buenas Practicas Agricolas (BPA), BPE, BPH, el sistema
de APPCC, [trazabilidad].

Adaptar las recomendaciones y Guias del Cddex a la situacion
nacional.

Definir un FSO para una cuestion particular de la seguridad
alimentaria, dando flexibilidad a la industria para seleccionar las
medidas de control adecuadas para cumplirlo.

Establecer medidas de control en las que se especifiquen los
requisitos correspondientes para las industrias que no disponga de
medios para establecer las medidas apropiadas por si solas o por
quienes adoptan tales medidas de control, incluyendo, segun
corresponda, los OR, CR y CM en fases especificas de la cadena
alimentaria, donde la necesidad sea de importancia critica para el
funcionamiento de la cadena en general.

Establecer requisitos para procedimientos de inspecciones y
auditorias, y procedimientos de certificacién o aprobacion.

Exigir certificados de importacion para determinados productos.
Fomentar la sensibilizacion y la elaboracion de programas educativos
y de capacitacion para hacer cumplir o estipular que:

= La prevencion de la contaminacion y/o la introduccion de
peligros se aborden en todas las fases pertinentes de la
cadena de alimentos/piensos;

» Se establezcan procedimientos para la retirada o la recogida
rapida de alimentos del mercado incluyendo una correcta
trazabilidad del producto.

= El etiquetado se realice correcto con informacion que instruya
al consumidor respecto a las practicas higiénicas de
manipulacion del producto y, cuando corresponda, que
informe brevemente al consumidor sobre el problema de
seguridad alimentaria.

2.7. Validacién y verificacién de un sistema de Gestién del Riesgo

Microbiano

La validacion en este contexto es el proceso que tiene como objeto determinar,
usando evidencias, si las medidas de control son efectivas controlando un peligro y
que el alimento es seguro. Estos procesos son propios de los planes APPCC. La
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validacion puede ser previa a su implantacion; para ello podemos emplear la
“Microbiologia Predictiva” (por ej. modelos de crecimiento) y la realizacion de
“challenge tests” (tests de desafio) sobre alimentos inoculados en laboratorio (ICMSF,
2002, Stewart y col., 2003). Si la medida de control no es efectiva, se necesitara
implantar medidas correctoras (van Schothorst, 1998). En este contexto operacional
(por ej. industrial) los ORs o CMs sirven como guia en el proceso de validacion, es
decir, se puede estimar que una medida de control es efectiva, si se demuestra que
ayuda a lograr o cumplir un OR o CM, respectivamente.

Pero scomo pueden ser validados conceptos de mas alto nivel como el FSO? o
lo que es lo mismo, ¢coémo se puede verificar un sistema de GRM basado en un
FSO? Walls y Buchanan (2005) mencionan que si el FSO se cumple, el objetivo de
salud publica representado por un ALOP y relacionado a una reduccién del riesgo
(de numero de enfermos relacionados al microorganismo patdégeno) se deberia
manifestar a través de los sistemas de vigilancia epidemiolégica. En algunos casos,
puede que tal objetivo no haya sido alcanzado porque los factores considerados en
la ERM que sirvieron para establecer el FSO hayan cambiado o no hayan sido
considerados. De aqui se deduce que los procesos de verificacion deben ser
considerados cruciales en los procesos post-implantacion de los sistemas nacionales
de gestion del riesgo. Solo a través de un sistema de vigilancia epidemiolégica bien
estructurado, organizado y eficaz en la recogida de datos se puede verificar un
sistema de gestion basado en un ALOP. Esto permitiria discernir entre cambios
producidos por la implantacion del FSO y por fluctuaciones naturales o propias del
sistema de recogida de datos.

Finalmente, este enfoque es el camino para poder establecer sistemas de GRM
de una manera transparente, basados en la ERM y con sistemas de gestion
verificables a ambos niveles, nacional e internacional. Para un mayor detalle sobre
este aspecto se recomienda la consulta del documento anteproyecto CX/FH 06/38/8
sobre “Directrices para la validacion de medidas de control de la higiene alimentaria”
(FAO/WHO, 2006).
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3. La Evaluacion del Riesgo Microbiano

Tal y como lo define la FAQ, la Evaluacion del Riesgo (ER) es el resultado de la
consecucion de 4 etapas, Identificacion del Peligro (IP), Caracterizacion del Peligro
(CP), Evaluacion de la Exposicion (EE) y Caracterizacion del Riesgo (CR), donde el
resultado de cada etapa es el punto de partida de la siguiente etapa (FAO/WHO,
1995). Lamerding y Fazil (2000) definieron la ER para peligros microbianos (ERM),
como el proceso que proporciona una estimacion de la probabilidad e impacto de un
efecto adverso sobre la salud atribuible a alimentos potencialmente contaminados.

Las técnicas de ER han sido desarrolladas durante afios por disciplinas tales
como la ingenieria de construccion, econémica e inversion, toxicologia etc. Esta
experiencia ha sido tomada como base para un enfoque en seguridad alimentaria. La
aplicacion en el ambito de la microbiologia alimentaria no ha comenzado hasta hace
unos pocos afos, necesitando, por ello, un mayor grado de desarrollo. El dinamismo
y complejidad de los sistemas bioldgicos (variabilidad natural, crecimiento, muerte,
supervivencia, etc.), objeto de la ERM, afiade una dificultad con respecto a otros
tipos de ERs (de peligros quimicos, ambiental, etc.) donde el objeto de estudio es un
sistema inerte, que no sufre modificaciones (Lammerding y Fazil, 2000). Por ello, se
deben desarrollar modelos para asf simular y/o predecir de la manera mas precisa y
exacta posible el comportamiento de los microorganismos.

Varias organizaciones y gobiernos han confeccionado guias de ERM. FAO/WHO
llevaron acabo varias consultas de expertos que se plasmaron en un documento final
donde se establecen las lineas béasicas para la consecucion de una ER (CAC, 1999).
ILSI (Internacional Life Science Institute) condujo de la misma manera reuniones de
trabajo para elaborar un marco general de ERM, dando lugar finalmente a un
documento sobre riesgos microbianos en aguas de consumo. Sin embargo el
esguema mas seguido y difundido es el propuesto por la FAO/WHO, en parte, debido
a que este fue desarrollado sobre esquemas de evaluacion del riesgo toxicoldgico
y/o ambiental ya ampliamente conocidos y desarrollados

Cuando se plantea la realizacion de una ERM, es oportuno realizar un analisis
previo, antes de la aplicacion formal de las cuatro etapas, segun la FAO (CAC, 1999).
Esta etapa previa ha sido denominada por varios autores (Lindqgvist y col., 2002;
European Commission, 2003) como perfil del riesgo. En este ambito, el perfil del
riesgo puede ser entendido como una primera respuesta, cualitativa y répida a las
cuestiones y problemas planteados (gestores del riesgo), 0 como un primer paso en
el desarrollo formal de una ER, en nuestro caso, microbiano. Esta se basa
principalmente en la interaccion entre el asesor y gestor del riesgo, con el propdsito
de establecer claramente el objetivo y objeto de la ERM (Morgan y Henrion, 1990).
Ademas, esta etapa previa puede incluir adicionalmente aspectos relacionados con
la caracterizacion del riesgo y niveles de exposicion al peligro.

Una ERM no tiene porqué incluir un andlisis completo de toda la cadena
alimentaria, si esta no es considerada relevante en el riesgo. Es decir, el objetivo y
objeto seran los adecuados para responder especificamente a las cuestiones vy
problemas planteados. Asi, si el peligro y el riesgo solo se localizan en un momento
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concreto de la cadena alimentaria, por ej. durante la pasterizacion de un alimento, las
4 etapas formales de la ERM se restringirian a priori sobre este Unica etapa. Incluso,
en algunos casos, podemos llegar a una ER sin la necesidad de llevar a cabo todas
las 4 etapas que incluyen una ERM formal (CAC, 1999). Por ejemplo, en algunos
casos nos puede bastar simplemente con la etapa de EE, donde se determinan los
niveles de exposicion al microorganismo.

El contexto de aplicacion de los resultados es otro factor que debe ser
considerado en las etapas previas al desarrollo formal de la ERM. Este es importante
a la hora de determinar el modo en el que el riesgo va a ser expresado
(enfermos/afio, gastos médicos, probabilidad de enfermar/racion, etc.), puesto que
asf facilitara la interpretacion por parte de los gestores del riesgo. Este aspecto sera
tratado con mas detalle en el apartado de Caracterizacion del Riesgo.

3.1. Identificacion del Peligro

El CAC (1999) define peligro "como el agente biolégico, quimico o fisico, 0 una
condicioén del alimento que pueda provocar un efecto adverso sobre la salud".

La Identificacion del Peligro (IP) es la etapa que estudia la existencia de relacion
entre un peligro (quimico o bioldgico), alimento o grupo de alimentos y un efecto
adverso sobre la salud, basado en la recopilacion de informacion desde diferentes
campos cientificos (epidemiologia, medicina, tecnologia y microbiologia alimentaria,
estudios de patrones de consumo, etc.). En muchos casos, no se valora lo suficiente,
y NoO se asignan l0s recursos necesarios para llevar a cabo una correcta y eficaz
identificacion del peligro. En nuestra opinién, una exhaustiva etapa de IP debe
articularse sobre la realizacién de una evaluacion cualitativa del riesgo por un panel
de expertos. Esta puede o0 no estar basada en el esquema de ER establecido por la
FAO/WHO (1995). Aunque si es cierto que este proceso posee ciertos puntos en
comun con el APPCC dada su metodologia y caracter cualitativo (ICMSF, 2002). A
este nivel, la interaccion entre el asesor y el gestor se hace fundamental
(Lammerding y Fazil, 2000), ya que el gestor debe decidir, a la luz de los resultados
del panel de expertos, si el peligro identificado es de relevancia para la salud
publica. La existencia de un peligro no implica un problema de salud publica, si no
muestra una alta incidencia en la poblacién y/o un efecto grave sobre la salud.
Cuando se identifica el peligro en base a esta primera aproximacion, el gestor debe
decidir si se requiere un mayor analisis, por ej., a modo de una ERM de indole
cuantitativa; o si bien, las cuestiones ya han sido respondidas por el panel de
expertos.

Para el riesgo microbiano, el propdsito de esta etapa es identificar los
microorganismos patdégenos que puede estar presentes en alimentos (Jouve, 2002).
Sin embargo, en los ultimos afios, las ERMs publicadas no han necesitado a priori la
realizacion de una verdadera etapa de IP puesto que la mayoria de los
microorganismos considerados hasta la fecha son reconocidos patégenos de
transmision alimentaria. No obstante, en algunos casos ha sido necesario el estudio
de la relacion entre patdgeno y alimento o grupo de alimentos.
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Debido a la facilidad con que se llega a la identificacion del peligro, esta etapa
se ha visto reducida, practicamente, a la recopilacion de datos sobre las
caracteristicas de patégeno (virulencia, fisiologia, transmisibilidad, etc), poblaciones
de riesgo y el efecto adverso sobre la salud asociados a su ingestion, datos que
seran usados para desarrollar los modelos de EE y CP. Por ejemplo, la informacion
relacionada con los grupos de poblaciones de riesgo y la variabilidad de respuesta al
patdégeno es de gran utilidad en la confeccion de los modelos dosis-respuesta y en la
eleccion de escenarios especificos para diferentes grupos de riesgo, todo ello en la
etapa de CP.

3.2. Caracterizacién del Peligro

En la etapa de Caracterizacion del Peligro (CP) se reune informacién sobre la
naturaleza de los efectos adversos asociados a la ingestion de un peligro. Segun el
CAC (1999), esta se desarrolla a continuacion de la IP. La necesidad, en la etapa de
IP, de recopilar informacion sobre la relacion causa-efecto entre microorganismo y
alimento conecta parcialmente con el desarrollo de la etapa de CP. Sin embargo,
esta Ultima tiene como objetivo principal el disefio de un modelo dosis-respuesta (D-
R). Este tipo de modelos determinan la relacién entre la magnitud de la exposicion
(dosis) a un agente quimico, biolégico o fisico y la gravedad y frecuencia de los
efectos nocivos para la salud (respuesta) (ICMSF, 2002). Los modelos de D-R
pueden ser de probabilidad de infeccion o enfermedad, segun el tipo de informacion
usada para su construccion.

Esta etapa también aborda el estudio de aquellos factores determinantes en el
desarrollo de enfermedad o de un proceso infectivo. El triangulo epidemiolégico
(Figura 3.1) es una conocida representacion de este aspecto, en donde cada vértice
corresponde con un factor clave en el desarrollo de la enfermedad/infeccion:
aspectos sobre el patégeno, hospedador, y matriz alimentaria (WHO/FAQO, 2003).

Hospedador

Patégeno Alimento

Figura 3.1. Triangulo epidemiolégico

El desarrollo de los modelos de D-R se sustenta con datos que se obtienen en
estudios experimentales con humanos, animales o "in Vitro". Los modelos pueden ser
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desarrollados para diferentes grupos de riesgo (nifios, ancianos, enfermos
inmunodeprimidos, etc.) y completados usando la informacion recopilada sobre la
triada epidemioldgica. En este sentido, los paneles de expertos pueden, al mismo
tiempo, someter a juicio la fiabilidad del modelo o la necesidad de incluir
modificaciones basandose en la informacion recopilada.

3.3. Evaluacién de la Exposicién

Ademas de la definicion proporcionada por la FAO/OMS (1995), Lammerding y
Fazil (2000) describen la Evaluacion de la Exposicion (EE) como 'la estimacion de la
probabilidad de que un individuo o poblacién sea expuesto a un peligro microbiano y
del numero probable de microorganismos que es ingerido". Aungue también, segun
Haas y col. (1999), EE es "un intento de determinar el tamafio y naturaleza de la
poblacién expuesta y la ruta, concentraciones, y distribuciones de microorganismos y
la duracion de la exposicion'. Basandonos sobre estas definiciones podemos
dilucidar cuales son los elementos necesarios a la hora de desarrollar la EE:

1. Caracterizacion de la poblacion expuesta: Tamarfio de la poblacion objeto de
estudio, poblaciones de riesgo (ancianos, nifios, embarazadas, personas
inmunodeprimidas, etc.), y patrones de consumo.

2. Ruta de transmision del microorganismo a lo largo de la cadena alimentaria.
Para ello, podemos recopilar informacion sobre los parametros del proceso
(temperatura de esterilizacion, refrigeracion, tiempo de almacenamiento, etc.),
concentraciones de microorganismos patégenos e indicadores en las distintas fases
de distribucion del producto.

3. Determinacion de los niveles de exposicion en el momento de consumo
expresados como valores de prevalencia y concentracion que pueden ser
distribuciones o valores puntuales dependiendo de si se ha optado por un enfoque
“probabilistico” o “determinista”.

Los patrones de consumo son parte esencial en el desarrollo de una EE. Por
ejemplo, el tamafho de la racion, ratios de consumo anual, semanal, etc., y las
circunstancias en las cuales el alimento es fabricado o preparado pueden ser
determinantes en los niveles de exposicion. Ademas, consideraciones sobre
diferencias regionales, culturales, sociales, etc. deberian ser incluidas, ya que
podrian tener asociadas diferentes patrones de consumo. Asimismo, la existencia de
grupos o subpoblaciones de riesgo, con diferencias en los patrones de consumo
podrian ser claves en la determinacion del riesgo.

La aplicacion de modelos es necesaria debido a la imposibilidad en la practica
de determinar los valores de prevalencia y concentracion en el momento de
consumo. También, en algunas situaciones, el resultado de un proceso de
crecimiento (almacenamiento) o una fase de inactivacion (tratamiento térmico)
pueden resultar en cambios de los niveles de prevalencia y concentracion que no
son detectables experimentalmente dadas las limitaciones de las técnicas de
analisis. En estos casos, el empleo y desarrollo de modelos puede ademas ayudar a
cuantificar el efecto de estas sobre los niveles del patégeno. Los modelos actuan
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estimando los cambios prevalencia y concentracion a lo largo de las distintas fases
en la Cadena Alimentaria. Para virus y parasitos, los modelos versan principalmente
sobre procesos de descontaminacion y/o inactivacion, puesto que este tipo de
microorganismos no tienen capacidad de crecimiento en el alimento. En cambio, en
el caso de las bacterias, dada su capacidad de multiplicacion en el alimento, los
modelos pueden ser ademas de crecimiento.

Hay casos en que la EE es conducida usando unicamente los niveles finales de
exposicion al microorganismo (prevalencia y concentracion), sin considerar, por
tanto, el efecto de las diferentes fases intermedias que sufre el alimento (por ej.
tratamiento térmico, congelacion, etc.). Esto limita su aplicacion exclusivamente a
simples predicciones de riesgo o al establecimiento de un ranking de riesgo. En
cambio, los modelos de EE llamados de la “granja a la mesa” incluyen tanto
informaciéon como modelos de las distintas fases que conforma el objeto de estudio.
Esto introduce un mayor grado de detalle en la EE y posibilita que los factores
implicados en cada una de las fases o procesos puedan ser estudiados para evaluar
su efecto sobre el riesgo final. Para ello, este tipo de EE se basa en un esquema
estructurado con modelos, donde se describen de forma compartimentada las
distintas etapas y procesos a lo largo de la cadena alimentaria (produccion primaria,
procesado, punto de venta, ambiente doméstico).

Los datos necesarios para esta etapa pueden ser obtenidos a partir de
numerosas fuentes de informacion:

E Una revision del aseguramiento de la calidad y datos de
proceso

Datos de muestreo e inspeccion “in situ”.

Informacion sobre disefio de producto y proceso
Equipamiento e especificaciones de ingredientes

Registros de la calidad de la materia prima.

Anélisis especificos de productos y materiales en linea o en el
producto finalizado.

3.4. Caracterizacién del Riesgo

Segun el CAC (1999), “el riesgo es una funcion de la probabilidad de que se
produzca un efecto adverso para la salud y la gravedad de este efecto, consiguiente
a uno 0 mas peligros presentes en los alimentos ".

La etapa de Caracterizacion del Riesgo (CR) consiste basicamente en utilizar
la informacion de las etapas anteriores para obtener una estimacion del riesgo. En
otras palabras, los resultados de la EE (concentraciéon y prevalencia) son
combinados (extrapolados) con el/los modelo(s) de D-R obtenido(s) en la etapa de
CP. Como resultado, se estima el riesgo, que en primera instancia puede ser la
probabilidad de enferma o de infectarse, como consecuencia de la ingestion de una
determinada cantidad de microorganismos patdégenos presentes en un alimento o
grupo de alimentos concreto.
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El riesgo puede ser observado desde diferentes perspectivas (unidades de
expresion del riesgo). Los valores de probabilidad de enfermar, pueden ser
transformados para estimar el numero de enfermos anuales o el numero de
asistencias medicas, llegandose incluso a estimar el coste econdémico asociado. Es
importante destacar que se facilita una mejor interpretacion de los resultados por
parte de los gestores del riesgo cuando en la eleccion de las unidades de expresion
del riesgo se tiene en cuenta el contexto de aplicacion. Por ejemplo, en un contexto
de salud publica, el riesgo es poblacional, y no individual, por tanto, se debera
expresar como el numero de casos/afo en lugar de como la probabilidad individual
de enfermar.

También es de importancia la dimension econdmica en el riesgo. Paises
desarrollados como los Estados Unidos tienen un elevado gasto econémico-sanitario
como consecuencia de las TIAs. En el afio 2000, el ERC (“Economic Research
Service”) (ERC, 2000) perteneciente al Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA) estim¢ el gasto asociado a 5 bacterias patégenas en 6.900 millones
de dolares (Tabla 3.1). El aspecto econdmico del riesgo es considerado a la hora de
priorizar los riesgos; en la confeccion de las estrategias de reduccion del riesgo, las
cuales deben mantener un equilibro entre coste y beneficio; o en el desarrollo
general de las politicas de seguridad alimentaria.

Tabla 3.1. Costes anuales en los Estados Unidos derivados de las TIAs provocadas por los
patdégenos seleccionados

NdGmero estimado de TIAs anuales ~

Patogenos Casos  Hospitalizaciones Muertes Costes
Namero 2 x 10" délares
Campylobacter spp 1.963.141 10.539 929 1,2
Salmonella 1.341.873 15.608 553 2,4
E. coli 0157 62.458 1.843 52 0,7
E. coli, no 0157 STEC 31.229 921 26 0,3
Listeria monocytogenes 2.493 2.298 499 2,3
Total 3.401.194 31.209 1.229 6,9

" Datos obtenidos por el Centro para la Prevencion y el Control de Enfermedades (CDC) de los
Estados Unidos.
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4. Evaluacion Cuantitativa del Riesgo Microbiano

La ERM se fundamenta en la aplicacion de modelos, esencialmente en las
etapas de Evaluacién de la Exposicion (EE) y Caracterizacion del Peligro (CP)
(Lammerding y Paoli, 1997).

Un modelo es una abstraccion de la realidad que captura la esencia funcional
del sistema, con un nivel de detalle suficiente como para que pueda utilizarse en la
investigacion y la experimentacion en lugar del sistema real, con un menor riesgo,
tiempo y coste. Basicamente, un modelo esta formado por un conjunto de variables
de entrada (“Inputs”) y salida (“Outputs”) y un conjunto de relaciones entre estas
variables (Figura 4.1). El output seria el resultado del modelo, que en el contexto de
la ERM es la estimacion del riesgo y su impacto.

Temperatura (°C) MODELO
Tiempo (s)
Actividad de agua Input ’ Output

Figura 4.1. Representacion esquemdtica de las componentes de un modelo

Los modelos pueden clasificarse en: modelos fisicos, matematicos vy
computacionales. El primer tipo se refiere a modelos que se desarrollan en
laboratorio, también llamados modelos experimentales. Existen claros ejemplos de
este tipo de modelos en la literatura cientifica: aproximaciones experimentales a la
ERM, y mas en concreto a la EE. Por ejemplo, el estudio de Kennedy y col. (2005)
investigo la presencia de Staphylococcus aureus 'y otros microorganismos patdégenos
en refrigeradores domésticos registrando el perfil de temperatura para después
aplicarlo en el estudio del crecimiento de S. aureus, en laboratorio. Este trabajo es un
ejemplo de un modelo de EE realizado en laboratorio donde se obtiene como
resultado final el numero de células de S. aureus que se alcanzaria en el alimento en
el momento de consumo tras su refrigeracion doméstica. A pesar de que estos tipos
de modelos son frecuentes en la literatura (Gill y col., 2002), la elevada cantidad de
recursos (tiempo, materiales y humanos) que requieren para su realizacion hace que
solo puedan tratar escenarios muy concretos. Es decir, los modelos experimentales
dificilmente abarcarian una EE completa que modele la transmision del
microorganismo a lo largo de todas las etapas en la cadena alimentaria.

Los modelos mateméaticos emplean leyes fisicas y quimicas para describir, en
términos matematicos, el comportamiento de un sistema real (Dym, 2004). Muy
relacionados con estos modelos se encuentran los modelos computacionales que se
aplican como herramienta de calculo en la resolucion de los matematicos. Su
aplicacion conjunta lleva a un ahorro considerable de tiempo, recursos humanos y
materiales, en comparacion con los modelos experimentales. Ademas, los modelos
matematicos permiten evaluar mucho mas facimente el efecto de posibles

33



Evaluacion Cuantitativa del Riesgo Microbiano

modificaciones en el sistema. Este procedimiento es esencial para conocer en detalle
el funcionamiento del sistema objeto de estudio. En nuestro caso, esto podria ser
comparado al hecho de conocer la influencia de ciertos factores sobre el riesgo final.
Las técnicas estadisticas destinadas a este tipo de analisis se denominan andlisis de
sensibilidad y seran explicadas en detalle en un posterior apartado.

4.1. Modelos de Evaluacién Cuantitativa del Riesgo Microbiano en
alimentos (ECRM)

Los modelos de ERM pueden ser cualitativos y/o cuantitativos. En el enfoque
cualitativo, las distintas etapas son conducidas usando informacion categorica y no
numérica para las variables; en este caso, el resultado (output) de la ERM no es un
numero sino una clasificacion del riesgo (por €j., riesgo alto y riesgo bajo). Por el
contrario, la ERM de indole cuantitativa (ECRM) asigna valores numéricos a las
variables, dando una mayor precision en la evaluacion; aunque, a cambio requiere
mayor y mejor informacion.

La eleccion entre los dos tipos, cuantitativo o cualitativo, viene determinada por
el numero de recursos disponibles y por el nivel de exactitud y precision que se
desea lograr (Lammerding y Fazil, 2000). Asi, cuando la informacién disponible es
reducida o el tiempo para su realizacion es limitado, un enfoque cualitativo es el mas
apropiado. Ademas, la ERM cualitativa se emplea como un paso previo a la ECRM,
ayudando a los evaluadores a focalizarse sobre la informacion realmente necesaria y
a establecer el alcance y objetivos de la ECRM que son de interés para los gestores
del riesgo.

La ECRM puede ser a su vez, “determinista” o “probabilistica” (FAO/WHO, 1995;
CAC, 1999). Un modelo de ECRM es “determinista” cuando las variables son
definidas por valores numéricos puntuales. La media aritmética es el valor puntual
mas frecuente, aunque podrian ser usados otros estadisticos (percentil, media
geométrica, mediana, etc.). El uso de un unico valor para las variables del modelo no
es la manera mas exacta y completa de definir el sistema fisico que va a ser
modelado. La explicacion radica en que el sistema fisico contiene una variabilidad
intrinseca (natural) asociada a la heterogeneidad del sistema (diferentes poblaciones
microbianas, diferentes temperaturas de almacenamiento, etc.), y una variabilidad
extrinseca, como consecuencia de las limitaciones del observador, también
denominada variabilidad experimental o incertidumbre (error de medicion, error de
muestreo, etc.). Estos dos elementos son eliminados cuando se utiliza un valor
puntual como la media aritmética. La importancia de este hecho se ilustra
visualmente en la Figura 4.2, donde el uso de un valor puntual (media aritmética) de
concentracion (log ufc/g) lleva claramente a una pérdida de informacion
(Lammerding y Fazil, 2000): por ejemplo, los valores extremos de la concentracion
tan determinantes en el riesgo microbiano (Zwietering y Pérez-Rodriguez, 2006)
quedan fuera de consideracion cuando usamos la media.

El enfoque “probabilistico”, a través del uso de distribuciones de probabilidad
que describen la probabilidad asociada a cada valor (o evento), posibilita que la
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ECRM (Vose, 2000a) pueda reflejar todas las posibles combinaciones entre los
valores de las variables del modelo.

— Distribucion que
Valor numérico caracteriza la variabilidad
puntual que en los valores de
correspohde con concentracion, y su
la medlalde frecuencia
concentraciones .-
Concentracion
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Figura 4.2. Comparacicn entre el uso de un valor puntual (media) y de una distribucion para
representar un conjunto de concentraciones (adaptado de Lammerding y Fazil, 2000).

4.2. Utilizacién de distribuciones de probabilidad en la ECRM

Para realizar calculos con distribuciones de probabilidad en una ECRM de tipo
“probabilistico” se deben emplear técnicas estadisticas especificas como el método
de momentos, el método analitico o el método numérico.

El primero hace referencia a un conjunto de leyes de probabilidad que permiten,
la adicioén, substraccion y multiplicacion de la media y la varianza de una distribucion
Normal. Sin embargo, este método posee ciertas limitaciones que impiden un uso
extendido: la imposibilidad de representar otras operaciones matematicas (division,
potencia, etc.); y la condicién de que todas las variables sigan una distribucion
Normal, lo cual no se cumple en la mayoria de los casos.

Los métodos analiticos se basan en el célculo simbdlico del area de las
funciones de probabilidad (distribuciones de probabilidad). Los resultados obtenidos
a través de este tipo de célculo muestran una gran exactitud. Su desventaja radica
en que para ciertas funciones de probabilidad o combinaciones de ellas no existe
solucion a la integracion.

Por ultimo, el método numérico, mas extendido, hace referencia, principalmente,
a las técnicas de simulacién de Monte-Carlo y al método de muestreo 'Latin
Hypercube". El primer tipo consiste en muestrear aleatoriamente cada distribuciéon de
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probabilidad en el modelo, produciendo cientos o miles de valores de cada
distribucion, los cuales se usan individualmente para operar de una manera
tradicional. A cada valor o evento muestreado por la simulacion se le suele
denominar iteracion. El muestreo se realiza de tal modo que, al final, el grupo de
datos obtenidos reproducen la forma de la distribucién original. La Figura 4.3 explica
pictéricamente el proceso de simulacion de un modelo “probabilistico”. A mayor
ndmero de iteraciones, mayor precision en la estimacion del area; en otras palabras,
un incremento en el numero de iteraciones supone una mayor probabilidad de cubrir
(muestrear) toda el area de la distribucion. Simplificando, podriamos decir que las
técnicas de simulacion de Monte-Carlo son algoritmos matematicos que intentan
imitar el muestreo en un sistema real. El método de muestreo "Latin-Hypercube" es
una técnica similar a "Monte-Carlo" pero mas eficiente, dado que el proceso de
muestreo es artificialmente forzado para que todas las zonas de la distribucion sean
muestreadas con menor numero de iteraciones (menor tiempo de simulacién). Dada
sus caracteristicas, ‘Latin-Hypercube" esta especialmente indicado i) para
simulaciones que se realizan en entorno PC (“Personal Computer”), donde los
recursos de calculo son mas limitados vy ii) cuando se tengan interés en muestrear
zonas en la distribuciones con muy baja probabilidad.

Calculo

En hoja de caleulo

A\

Distribuciones de Probabilidad | | [ Combinacién | | pistribucion resultante
' Algatoria

Figura 4.3. Representacion pictdrica de la simulacion de Monte-Carlo. Monte-Carlo actia
como si fuese un “iman” atrayendo y extrayendo los valores de las distribuciones de uno en
uno (iteracion). Los valores con mayor probabilidad en la distribucion seran atraidos mas
fuertemente, y por tanto seran recogidos con mayor frecuencia. A continuacion, todos los
valores, acumulados en una hoja de calculo, son combinados aleatdriamente, segun la
relacion matematica indicada (“+”; “-* ; "/, eftc.), para finalmente obtener la distribucion
resultante (“output”).
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4.3. Importancia de considerar variabilidad e incertidumbre en la ECRM

Las distribuciones de probabilidad en un modelo “probabilistico” pueden
representar incertidumbre y/o variabilidad. Ambos términos se refieren a conceptos
totalmente diferentes. Variabilidad representa la heterogeneidad de la poblacion,
como consecuencia del sistema fisico, e irreducible a través de mas medidas o
estudio. Variabilidad ha sido descrita como ‘"incertidumbre aleatoria’, "variabilidad
estocastica", y "variabilidad interindividual. Por otro lado, incertidumbre representa la
carencia de conocimientos y puede ser a veces, reducida con mas estudios. Esta
también se denomina ‘incertidumbre fundamental’, "incertidumbre epistémica’, o
‘grado de creencia".

En relacién con estas dos componentes, variabilidad e incertidumbre, los
modelos de ECRM pueden ser clasificados en modelos de primer y segundo orden
(de una o dos dimensiones, respectivamente). Los modelos de primer orden, o de
una dimension, no establecen una separacion entre ambas componentes en las
variables, de modo que una sola distribucién describe variabilidad e incertidumbre
sin distincion. En cambio, un modelo de segundo orden, o de dos dimensiones,
aplica méas de una distribucién para una misma variable. Por ejemplo, en la Figura
4.4, cada distribucion individualmente describe la variabilidad, y el conjunto de todas
ellas, la incertidumbre.

Variabilidad
N

Incertidumbre

%1, Y1, Z1)
(X2, Y2, 3)
(X3, Y'3, Z3)

(X4, Y'4, T4)

(X5, Y'S, Z5)

Figura 4.4. Representacion de variabilidad e incertidumbre para una hipotética variable
(adaptado de Hoffman y Hammonds, 1994)

En la Figura 4.5 A se representa un hipotético “output” que llamamos r. Cada
curva acumulativa se corresponde con una posible distribucion para el “output”, y su
conjunto es la incertidumbre sobre la verdadera distribucion de r. Los resultados, en
estos casos, pueden ser resumidos numéricamente calculando los intervalos de
confianza (90%, 95%, etc.) sobre distintas fracciones a lo largo de la variable r como
representa la Figura4.5 B.
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B

P(R>r)
P(A>r)

Figura 4.5. Representacion de variabilidad e incertidumbre de la variable concentracion de
un patégeno que llamamos r (adaptado de Hoffman and Hammonds, 1994).

El conocimiento del grado de incertidumbre sobre la estimacion ayuda a
ponderar las opciones en los procesos de toma de decision (GR). Para ilustrar esta
afirmacion usaremos un ejemplo donde se han simplificado los aspectos estadisticos
para una mayor comprension:

Supongamos que la estimacion final de una ECRM de primer orden es la
concentracién de un microorganismo patégeno (log ufc/g) con una media de 3 log
ufc/g y una variacion de = 1 log ufc/g. Estos valores significan que la concentracion
final oscila entre 2 y 4 log ufc/g, siendo el valor méas frecuente 3 log ufc/g. Sin
embargo, dado que es un modelo de primer orden, desconocemos si esta variacion
corresponde a la variacion real existente entre muestras (variabilidad), o al error del
analisis (incertidumbre), o bien, a ambos. Ademas, en esta Ultima situacion también
desconoceriamos qué rango se corresponde con cada componente. La Figura 4.6 A
representa la distribucion de concentraciones obtenida de un modelo de primer
orden.

En cambio, para un modelo de segundo orden, el rango de variaciéon + 1 log se
caracteriza o desglosa en una componente de variabilidad y una componente de
incertidumbre, como se ilustra en la Figura 4.6 B-C. Asi, partiendo del hecho de que
la variabilidad no se puede reducir, podrfamos encontrarnos con dos tipos de
situaciones. Por ejemplo, un posible primer caso seria tener + 0,5 log de variabilidad
y += 1 log de incertidumbre (ver Figura 4.6 B). Debido al ancho rango de
incertidumbre, previo a tomar una decision, se podria recomendar un mayor estudio y
analisis (mas informacion) para reducir esta componente. Pero si se tuviera que
tomar una decision en esta situacion, la informacion sobre las dos componentes
todavia es valiosa, puesto que el gestor en estos casos es consciente del grado de
fiabilidad de los datos, y en consecuencia, del nivel de consistencia de la decision
que va a tomar. En un segundo caso, opuesto al primero, tendriamos + 1 log de
variabilidad y + 0,5 log de incertidumbre (ver Figura 4.6 C). La decision basada en
estos resultados seria de una mayor consistencia y fiabilidad que en el caso anterior,
puesto que se posee una mayor certeza sobre la estimacion.
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En ambos tipos de situaciones, la aplicacion de técnicas de analisis de
sensibilidad puede ser de gran ayuda a la hora de fundamentar y valorar las posibles
opciones de gestion. El andlisis de sensibilidad ayudaria a identificar aquellas
variables (o parametros) que contribuyen de manera importante a la incertidumbre
del modelo. En base a este conocimiento, el gestor puede asignar los recursos
necesarios para su estudio de forma mas eficiente, reduciendo asi la incertidumbre
sobre la variable en cuestion, y en consecuencia, sobre las opciones de gestion que
se derivan de la ERCM (Cullen y Frey, 1999; Zwietering y van Gerwen, 2000).

14
A
0,8 4
B
2 06
3 Incertidumbre y Variabilidad
g 0,4 | + 1 log ufc
a
0,2 4
0 : - — =
0 1 2 3 4 5 6
log ufc/g
14 1
0.8 1 Incertidumbre 0,8 4 Incertidumbre
+ 1 log ufc E] + 0,5 log ufc
T 064
£
3
o 04
T = Variabilidad
+0,5log ufc 02 1 +1log ufc
0 T T T : > T 0 : T T T T
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6

log ufclg log ufclg

Figura 4.6. Representacion gréfica del resultado (“output”) de una hipotética Evaluacion
Cuantitativa del Riesgo Microbiano (ECRM). (A) de primer orden, sin separacion entre
variabilidad e incertidumbre; y de segundo orden, donde variabilidad e incertidumbre estan
separadas, (B) con un rango de incertidumbre mayor que de variabilidad, (C) con un rango de
variabilidad mayor que de incertidumbre.

Los modelos de segundo orden necesitan un mayor numero de recursos
(técnicos, calidad y numero de datos, tiempo, etc.) en comparacion a los de primer
orden. Por ello, el asesor y gestor del riesgo deben asegurarse, previamente a su
desarrollo, que el problema que se plantea no se puede resolver con un enfoque mas
simple y menos costoso.

4.4. Avances en el desarrollo de la ECRM
Aunque el esquema propuesto por el CAC (1999) establece las lineas generales

para realizar una ECRM, no existen aun procedimientos ni metodologias validadas y
publicadas de como se puede estructurar y abordar sistematicamente un ECRM
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basada en modelos. Sin embargo, este hecho no ha sido obstaculo para la
consecucion de ECRMs tanto en el ambito cientifico, como en el institucional. Por
ejemplo, en el primer caso tenemos ejemplos tan claros como la evaluacién
cuantitativa sobre S. aureus en queso de leche cruda realizada por Lindqgvist y col.
(2002) basada en la utilizacion de modelos de crecimiento y D-R para el patdgeno.
También Bemrah y col. (1998) realizaron una evaluacion cuantitativa para L.
monocytogenes en queso de leche cruda, igualmente basada en modelos de
crecimiento y D-R. Ambos estan implementados sobre una hoja de calculo, vy
simulados con el método Latin-Hypercube.

En el ambito institucional tenemos que remitirnos a dos organismos de especial
relevancia en el desarrollo de este nuevo campo, uno de ambito nacional, la USDA
(“United State Department of Agriculture”); y otro multinacional, la “Food Agriculture
Organization” (FAO). La USDA ha publicado varios estudios de ECRM donde el
mayor peso de elaboracion ha recaido en la “Food Drug Administration” (FDA) y el
“Food Safety and Inspection Service” (FSIS) siguiendo una metodologia muy estricta
en sus etapas: desde consultas iniciales entre asesores y gestores del riesgo para
determinar el objeto y objetivo de la ECRM, hasta procedimientos de revision
constante para la mejora del documento original, proceso también importante en una
ECRM. Su mejor ejemplo es la ECRM llevada a cabo para L. monocytogenes en
diferentes alimentos listos para el consumo, que fue especialmente destinada a crear
un ranking de riesgo para las diferentes categorias de alimentos (FDA/USDA/CDC,
2003). En este caso, el detalle en los procesos y fases es menos relevante, siendo
mas importante la estimacion del riesgo final que servirA como criterio para
establecer el ranking. La implementacion del modelo fue llevada a cabo en una hoja
de calculo aplicando lenguaje de programacion “VisualBasic”. Otro  estudio
interesante es la ECRM de E. coli en carne de ternera picada (FSIS/USDA, 2001). En
ella se emplean diversos modelos de crecimiento, inactivacion y D-R para llegar a la
estimacion final del riesgo. Un aspecto interesante en este Ultimo estudio es la
utilizacién de una estructura de moédulos, que separa el proceso de modelado segun
las fases a lo largo de la cadena alimentaria (matadero, produccion y preparacion).
Por otro lado la FAO ha realizado multitud de evaluaciones de riesgo: Salmonella spp.
en pollos para asar y en huevos; Listeria monocytogenes en alimentos listos para el
consumo; Vibrio spp. en pescados y mariscos; Campylobacter spp. en pollos para
asar; y Enterobacter sakazakii y otros microorganismos en preparados en polvo para
lactantes (Table 4.1). En las evaluaciones de la FAO, aparte de estimar el riesgo y
profundizar en los factores responsables del mismo, también subyace un propésito
exploratorio que tiene el propésito de mostrar todas aquellas alternativas
metodolégicas en los procesos de modelado. Esto es especialmente evidente en los
modelos D-R, los cuales normalmente merecen un mayor andlisis (FAO/WHO, 2003)
dada su papel crucial en la ER.

A pesar de estos avances, las carencias son aun notables. En nuestra opinion, el
acoplamiento éptimo de la ECRM en el esquema de AR solo podra llegar cuando las
técnicas y los métodos empleados se encuentren validados y estandarizados.
Debemos recordar que tanto la FAO como la UE, este ultimo a través del libro blanco
de seguridad alimentaria, han indicado la necesidad de mejorar y perfeccionar la
metodologia y técnicas empleados en la ECRM. El fin Ultimo es la confeccion de
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gufas que permitan realizar ECRMs de una manera mas rutinaria y eficiente, ademas
de hacer los resultados mas comparables entre distintas evaluaciones. En este
sentido, los procesos de sistematizacion puede ser un primer avance para el
desarrollo de modelos mas aplicables y comparables. Por otra parte, la
estandarizacion de los métodos puede ser también clave en la comprension de los
resultados: la familiarizacion con una metodologia posibilita que los gestores del
riesgo, obligados a interpretar los resultados, puedan entender mas faciimente los
aspectos claves de la ECRM. Los trabajos de Cassin y col. (1998) y Nauta (2001) son
muestras del intento de uniformar y unificar las metodologias a través de una
sistematizacion del proceso de modelado, aspecto que explicaremos mas adelante
en este apartado.

En el desarrollo de un modelo de ECRM, el proceso de modelado adquiere
mayor importancia en la etapa de EE. El disefio y desarrollo de un modelo
cuantitativo de EE, “determinista” o “probabilistico”, puede ser comparado a la
construccion de un puzzle. En primer lugar, se examina la imagen completa que
forma el puzzle para conocer donde se deben ajustar las piezas; traducido a nuestro
caso, son las fases y procesos alimentarios (fabricacién y manufactura, transporte,
punto de venta, y preparacién doméstica) que van a estar incluidos en nuestro
modelo de EE, y que llamamos el objeto de la EE.

Las piezas del puzzle son representaciones compartimentadas de un sistema
real, esto es, divisiones unitarias de fases y procesos alimentarios (subfases vy
subprocesos): tratamientos de inactivacion, almacenamiento en refrigeracion,
loncheado, etc. Cada una de ellas puede ser descrita a través de ecuaciones
matematicas, es decir, con pequefos submodelos matematicos. Al igual que cuando
se ensamblan las piezas de un puzzle, los submodelos lo hacen mediante el
establecimiento de relaciones matematicas (division, suma, potencia, etc.)
produciendo asi la imagen completa del puzzle, 0 en nuestro caso, la representacion
matematica de las fases y procesos alimentarios que son el objeto de nuestra EE.
Resumiendo, un modelo de EE debe, en primer lugar, definir el objeto que va a tratar,
en segundo lugar, disgregarse en subprocesos para facilitar su definicion
matematica, y finalmente, establecer las relaciones entre todos ellos para obtener la
estimacion final objeto de la EE.

Cassin y col. (1998) propone integrar el esquema metodolégico de la ERM
segun la CAC (1999) junto a la aplicacion de la “Microbiologia Predictiva” y el
desarrollo de escenarios, para proporcionar una evaluacion objetiva de las
caracteristicas higiénicas de un proceso alimentario. EI Modelo del Proceso del
Riesgo (MPR), como los autores denominan a este planteamiento, consta de dos
partes. La primera describe el comportamiento del microorganismo a lo largo de las
fases de procesado, manipulacion y consumo del alimento, lo que daria lugar a la
etapa de EE. Por otro lado, la segunda parte corresponde a un modelo D-R que
estima el riesgo sanitario asociado al consumo de un alimento. Como se puede
observar, este enfoque no dista mucho de lo explicado anteriormente, cuando se
tratd de manera general el uso de modelos en la ERM.
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Tabla 4.1. Estudios publicados de Evaluacién Cuantitativa del Riesgo Microbiano

Orden® Producto Microorganismo(s) Validacién® Referencia
Bemrah y col.,
1 Leche cruda Listeria monocytogenes NO 1992;
Cassiny col.
1 Hamburguesas Escherichia coli O157:H7 NO 1992
. . . FSIS/USDA,
2 Carne vacuno picada Escherichia. coli O157:H7 NO 2001
Rosenquist
2 Pollo Campylobacter spp. termdfila NO d y
col., 2003
Bemrah y col.,
1 Productos de pavo Salmonella spp. NO
2003
Lindqvist y col.,
1 Queso de leche cruda Staphylococcus aureus Sl q2002y
1 Carnicos cocidos Listeria monocytogenes NO Chen'y col. 2003
5 Alimentos listos para el Listeri i S| FDA/USDA/CDC,
COnSUMo isteria monocytogenes 2003
Giovanniniy
1 C d d Sall /. . Sl
arne de cerdo almonella spp col. 2004
1 Pollo Salmonella spp. NO Oscar, 2004
Productos carnicos tipo . FSIS/USDA,
2 i Listeria monocytogenes Sl
“Delicatessen” 2003
Product i
2 rodue .os origen Salmonella spp. NO Hald y col., 2004
animal
o Sanaay col.,
1 Queso leche cruda Listeria monocytogenes NO 2004
1 H teurizad Salmonella Enteritidi NO Whiting y
riz mon nteritidli
uevo pasteurizado almonella Enteritidis Buchanan, 1997
Harnett y col.,
1 Pollo crudo Campylobacter spp. NO Y
2002
Ali tos listos para el
2 men P Listeria monocytogenes NO FAO/WHO, 2004
consumo
2 Ost d Vibrio vulnifi Sl FAOMWHO,
r r ibrio vulnifi
stras crudas o vulnificus 2005
2 Huevos y pollo crudo Salmonella spp. NO FAO/WHO, 2002
C icad Nauta y col.
1 arme vacuno picada Escherichia. coli 0157 si* y
(“tartare”) 2001°@
Carne lista para FSIS/USDA,
2 P Salmonella spp. NO
consumo/carne de ave 2005b
5 Ovo-productos y Salmonella enteritidis y NO FSIS/USDA,
huevos Salmonella spp. 2005¢
C d FSIS/USDA,
2 ames procesacas y Clostridium perfringens NO /
productos de ave 2005a
_ ) CFSAN/FDA,
2 Ostras crudas Vibrio parahaemolyticus Sl 2005

* Referido a modelos de primer(1) o segundo orden (2); ® procesos de validacién con datos externos

(SI/NO)

42



Bases metodolégicas y conceptuales

Por otro lado, la metodologia descrita por Nauta (2001, 2002 y 2005) y Nauta y
col. (2001) va un paso mas alla tanto en detalle como en sistematizacion. El
denominado Modelo Modular del Proceso del Riesgo (MPRM) es una evolucion del
MPR propuesto por Cassin y col. (1998) para su aplicacion en la etapa de EE.
Basicamente, este planteamiento propone que cualquier fase a lo largo de la cadena
alimentaria puede ser descrita matematicamente a través de tres 6 procesos basicos:
crecimiento, inactivacion, mezcla, particion del alimento, eliminacién de una parte de
la unidad, y contaminacion cruzada (Tabla 4.2). Nuevamente vuelve a surgir el
concepto de compartimentaciéon, como mencionamos anteriormente, pero en este
caso, se llega a un mayor grado de simplificacion. A través de la aplicacion de 6
tipos de modelos se puede lograr una estimacion objetiva y certera de los niveles de
exposicion a un patdégeno desde un proceso alimentario determinado. Segun Nauta
(2001), el modelo objeto de la EE debe ser dividido en pequefas partes, tantas como
sean necesarias para expresar la légica entre las variables (“inputs”) y asi modelar
de la manera mas exacta posible la relacion entre ellas, todo ello acorde a los
propodsitos u objetivos de nuestra evaluacion. La principal ventaja de este método
radica en la sistematizacion y simplificacion del proceso de creacion del modelo, por
ello, quizas, recientemente, ha sido motivo de en un informe técnico de la Comisién
Europea (European Comission, 2003) donde se pretenden establecer las bases
sobre la metodologia de EE en el contexto de ECRM. Un ejemplo de aplicacion del
método MPRM es el estudio de Pérez-Rodriguez y col. (2003), en el cual se
desarrollé un modelo matematico de EE para L. monocytogenes en jamon cocido.

Tabla 4.2. Efecto cualitativo sobre prevalencia, concentracion y tamario de la racién de los
seis procesos bdsicos propuestos por Nauta (2001) y Nauta y col. (2001). “=": no efecto; “+”:

“ u,

incremento; “-": un decremento (adaptado de European Comission, 2003).

Proceso Efecto sobre Efecto sobre Efecto sobre el
Prevalencia concentracion tamarios de
racion

Crecimiento = + =
Inactivacion - - =
Mezcla + = +
Particion - =

Eliminacion - =
Contaminacién cruzada + =/+ =

4.5. Tipos de modelos en la Evaluacién Cuantitativa del Riesgo
Microbiano

Los modelos empleados en la ECRM son diversos. Entre todos ellos,
destacamos los modelos de crecimiento, inactivacién, supervivencia vy
probabilidad como la piedra angular en el desarrollo de la Evaluacion Cuantitativa
del Riesgo Microbiano (ECRM); de hecho un modelo de ECRM podria constar sélo de
modelos de crecimiento e inactivacion. Este tipo de modelos son el objeto principal
de estudio del area de la "Microbiologia Predictiva”. A pesar de su temprano
comienzo en 1920 como consecuencia del interés en producir alimentos enlatados
"estériles" (Bigelow y col., 1920), sélo en los ultimos 20 afios se han obtenido los
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avances mas significativos, que han puesto los modelos a disposicion de industriales
y de organismos oficiales para un mejor control de los procesos.

Por otra parte, recientemente, en esta misma area han surgido otros tipos de
modelos denominados de “contaminacién cruzada”, que aungue muestran un
menor desarrollo, si se ha comprobado su importancia en la estimacion del riesgo
para algunos microorganismos patdgenos y escenarios (Beumer y col., 2003). Los
modelos de contaminacion cruzada, son modelos que tratan sobre la capacidad de
transferencia de los microorganismos entre superficies o ambiente (alimentos,
superficies de trabajo, aire, etc.) y el alimento, prediciendo el numero de
microorganismos transferidos de una superficie a otra. Un ejemplo de la importancia
de estos modelos es el caso de los virus. El nUmero de particulas viricas transferidas
durante un proceso de contaminacion cruzada toma una mayor relevancia en el
riesgo como consecuencia de la imposibilidad de estos para multiplicarse en el
alimento.

Los modelos D-R son el argumento principal en el desarrollo de la etapa de CP,
y la herramienta fundamental para traducir los valores de exposicion desde la etapa
EE en unidades de riesgo en la CR. Aunque como contrapartida, también estos son
una fuente importante de incertidumbre dado el elevado desconocimiento de los
procesos implicados en los mecanismos de infeccion que daran lugar a la
enfermedad. En este apartado haremos una clasificacion de las funciones
matematicas y su base tedrica. También se hara un especial hincapié en las
limitaciones que presentan este tipo de modelos, y que, evidentemente, contribuyen
al incremento de la incertidumbre en una ECRM.

Existen otros modelos de interés para la ECRM. Por ejemplo, tenemos los
modelos que describen el comportamiento de los manipuladores. Estos incorporan
en la ECRM los patrones de consumo, el nivel de higiene durante la preparacion, y su
asociacion con factores socio-culturales, de género, edad, etc. (Christensen y col.,
2005). Su uso en la etapa de EE posibilita identificar aquellos factores de riesgo
relacionados con aspectos socio-culturales. También en la etapa de EE se aplican
distribuciones de probabilidad para describir la distribucién de los microorganismos
en el alimento (concentracion y prevalencia); en muchos casos una mala eleccion de
la distribucion de probabilidad (por €j., mal ajuste a los datos) puede implicar errores
importantes de exactitud en las predicciones del modelo. Por ello, es importante
analizar en primer lugar los datos de la distribucion del microorganismo en el
alimento, y después decidir sobre la distribuciéon que mejor se adapta a estos datos
(matematica y tedricamente) (McKellar y Lu, 2004; Haas y col., 1999). Finalmente,
también en la EE, se aplican otros tipos de modelos cuantitativos que reflejan los
cambios de concentracion y prevalencia en el alimento como consecuencia de
procesos de mezcla, particion del alimento y eliminacion (Nauta 2001 y Nauta y col.,
2001).

4.5.1. Modelos cinéticos

Estos modelos utilizan informacion sobre caracteristicas del microorganismo,
producto y proceso para predecir a través de ecuaciones matematicas los cambios
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de concentracion y prevalencia del microorganismo en el alimento (Legan y col.,
2002). Basados en la naturaleza de la respuesta microbiana, los modelos cinéticos
pueden ser clasificados en: modelos de crecimiento, modelos de inactivacién vy
modelos de supervivencia.

A lo largo de su historia, la “Microbiologia Predictiva” ha mostrado un gran
interés en diferenciar entre dos conceptos de modelo: empiricos y mecanicistas. La
diferencia es conceptualmente clara, aunque en la practica no sea asi. Un modelo
empirico se desarrolla a través de medidas experimentales sin considerar los
procesos fisicos, fisioldégicos o bioquimicos subyacentes. En cambio, el desarrollo de
un modelo mecanicista parte del conocimiento tedrico del comportamiento
microbiano y su traduccion a términos mateméticos. Este uUltimo plantea una mayor
dificultad en su disefio debido a la todavia falta de conocimiento sobre los procesos
implicados en la cinética microbiana. De ahi que la mayoria de los modelos sean
cuasi-mecanicistas (Baranyi y Roberts, 1994), esto es, modelos que incorporan tanto
parametros de explicacion matematica, como fisiolégica. A pesar de todo, aun es
posible encontrar algun raro ejemplo de modelo puramente mecanicista, como es el
caso del modelo desarrollado por Cayley y col. (1992), donde se relaciona el
crecimiento de una cepa de E. coli bajo condiciones de estrés osmdtico con la
acumulacion intracelular de betaina y prolina y la termodinamica de osmoregulacion.
Esta dicotomia de enfoques esta siempre presente en las discusiones y aunque se
asuma que los modelos mecanicistas son el objetivo principal de la investigacion
cientifica, la gran mayoria de ellos en la “Microbiologia Predictiva”, salvo algunas
excepciones, son de tipo empirico. Por ello, en el presente apartado trataremos de
modelos empiricos, y en algunos casos, cuasi-mecanicistas, mostrando sus ventajas
y desventajas en su aplicacion en la ECRM.

Una primera clasificacion de la “Microbiologia Predictiva” se basa en el nivel de
descripcion y desarrollo de los modelos. Asi, dentro de los modelos cinéticos
modelos primarios, secundarios y terciarios. Los primarios son ecuaciones
matematicas que describen el cambio del nimero de bacterias con el tiempo bajo
condiciones particulares del ambiente y del cultivo. Los secundarios son ecuaciones
que describen la variacion de los parametros de crecimiento derivados de los
modelos primarios. Por ultimo, los modelos terciarios son aplicaciones de uno o mas
modelos primarios y secundarios a través del uso de programas informaticos. Entre
los mas extendidos se encuentra el “Pathogen Modeling Program” (PMP)
desarrollado por la USDA y disponible gratuitamente en internet
<http://www.arserrc.gov/mfs/pathogen.htm>. Este modelo terciario proporciona
estimaciones para microorganismos patdgenos en procesos de inactivacion vy
crecimiento en funcién de distintos factores ambientales. Mas recientemente, se ha
desarrollado otro programa informatico de similares caracteristicas llamado
“Combase Predictor” elaborado por el Institute of Food Research (IFR) y disponible a
través de internet <http://www.combase.cc/predictor.ntml>. Ademas, “Combase” es
también una base de datos que suministra informacién de crecimiento e inactivacion
microbiana a través de Internet <http://wyndmoor.arserrc.gov/combase/>.
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Modelos de crecimiento

Los modelos de crecimiento se ocupan del rango de condiciones que permiten
crecimiento. Este tipo de modelos describen el incremento de la concentracion
microbiana a lo largo del tiempo (cinético) y se basan en las curvas de crecimento
obtenidas a distintas condiciones factoriales (Figura 4.7)

Los modelos de crecimiento primarios son ecuaciones matematicas que
describen el cambio en la poblacion microbiana en funcion del tiempo a través de los
parametros, tasa de crecimiento, tiempo de latencia o adaptacion (lag) y la densidad
maxima de poblacién (DMP). Entre las distintas propuestas, las ecuaciones mas
comunmente empleadas son la ecuacion modificada de Gompertz, la ecuacion de
Baranyi (ver Tabla 4.3) y la logistica. Las dos primeras ecuaciones estan basadas en
la forma sigmoidal de la curva de crecimiento microbiano, y la Ultima, en el desarrollo
la ecuacion diferencial que describe el crecimiento exponencial, en la fase
exponencial de crecimiento.

v

Fase estacionaria

Fase exponencial

Concentracioén

—_—

Fase de latencia (1)

Tiempo

Figura 4.7. Curva de crecimiento microbiano que engloba cuatro fases: Fase de latencia;
Fase exponencial, Fase estacionaria.

Los modelos secundarios relacionan matematicamente los parametros derivados
de los modelos primarios (tasa de crecimiento, tiempo de adaptacion y la DMP) con
los factores ambientales intrinsecos y extrinsecos. La variedad de modelos es
extensa. En la Tabla 4.3 se presentan aquellos modelos de mas extendida aplicacion
en la bibliografia cientifica.

Los modelos polinomiales, también llamados Modelo de Superficie de
Respuesta (MSR) son los modelos secundarios mas usados en “Microbiologia
Predictiva”, en primer lugar, por el buen ajuste a los datos experimentales y en
segundo lugar por su facil desarrollo matematico. Sin embargo, ciertas limitaciones
los hacen menos preferibles con respecto a otros tipos de modelos. Estos modelos
s6lo pueden aplicarse en la region de interpolacion, ya que extrapolaciones en los
mismos producen predicciones erroneas y no logicas (Baranyi y col., 1996).

a6



Bases metodolégicas y conceptuales

Asimismo, la region de interpolacion es méas estrecha que para otros tipos de
modelos. Estas limitaciones se traducen en desventajas en su aplicacion para la
ECRM. Asi, aunque son faciles para implementar tanto en hojas de calculo, como en
otros soportes informaticos, la estrecha region de interpolacion y la imposibilidad de
realizar extrapolaciones reducen la posibilidad de incluir nuevos rangos de factores
en los modelos de ECRM. Como alternativa a estas limitaciones tenemos los modelos
llamados de raiz cuadrada, tipo Ratkowsky o tipo Béleradek (McMeekin y col., 1993)
que tienen como base de desarrollo el modelo propuesto por Ratkowsky y col.
(1982):

U =0 (T=T) (4.1)

donde i, es la tasa maxima especifica de crecimiento expresada en In ufc/ml,
b es una constante y T es la temperatura. El parametro 7 __ es la temperatura minima
tedrica a partir de la cual se detecta crecimiento. También, existe una version
extendida de la ecuacion 4.1 que incluye el parametro mas la temperatura maxima
que define el valor de temperatura por encima del cual no existe crecimiento

(Ratkowsky y col., 1983)
Jumax = b(T - Tmin) + [1 - exp(c (T - Tmax)) ] (4.2)

Esta base matematica puede ser extendida para incluir el efecto de otros
factores ambientales (actividad de agua, pH, CO,, etc). Por ejemplo, McMeekin y col.
(1987) propuso un modelo de crecimiento para Staphylococcus xylosus en funcion
de la temperatura y actividad de agua, adicionando un término multiplicativo para el
nuevo factor en la ecuacion 4.1:

Hiax = b(T - 7—min

) (aw -4

wmin)

(4.3)

El mismo ejemplo pero para el factor pH fue desarrollado por Adams y col.
(1991) quien encontré el mismo efecto multiplicativo para el caso del pH.

El concepto gamma fue introducido por Zwietering y col. (1992). Este
planteamiento se fundamenta en dos premisas:

1. Se ha observado que muchos factores afectan al crecimiento bacteriano de
manera independiente. Por tanto, su efecto total puede ser representado como la
multiplicacion del efecto individual de cada factor.

2. El efecto sobre la tasa de crecimiento pude ser expresado como una fraccion
de la tasa maxima de crecimiento (la tasa cuando los factores ambientales estan a un
nivel 6ptimo)

Bajo condiciones 6ptimas la tasa de crecimiento se hace maxima. Sin embargo,
segun el concepto gamma, este valor se reduce a niveles subdptimos como
consecuencia del efecto inhibitorio acumulativo de los factores. El efecto de cada
factor es representado por una funcidn gamma, que es adimensional, cuyo valor
oscila entre 0 y 1. Cuando no existe inhibicion la funcion toma el valor 1, en cambio,
cuando el efecto inhibitorio es maximo, la funcion toma el valor 0. La multiplicacion de
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las funciones gamma para cada factor proporciona el efecto inhibitorio total
acumulado. Asi, la tasa de crecimiento a distintos niveles de los factores viene
determinada por la ecuacion (modelo gamma):

Hrax = Hopt é‘(7—) : 5(8W) ' é‘(/Ol_/) (44)

El modelo gamma es de gran aplicabilidad en la ECRM, puesto que la base
matematica que lo sustenta permite que pueda ser completado con términos de otros
modelos para incluir un nuevo factor no incluido previamente. Esto posibilita, en una
modelo de ECRM, realizar modificaciones de una manera facil, para asi evaluar
nuevos factores sin necesidad de cambiar de modelo base.

Tabla 4.3. Modelos primarios usados para describir el crecimiento microbiano

Modelo Ecuacion Donde:

n= ufc/g a tiempo t
n,= ufc/g a tiempo t=0

) _ _ t = tiempo (h)
Exponencial 10g(n) =109(m) = Hnard u,.. = tasa maxima de crecimiento
(h")
Lag- log(n) =109(My) = e (t = A) A= tiempo de latencia lag (h)
exponencial
m =representa la curvatura existente
entre la fase exponencial y la
estacionaria.
1 exp(mp,. Alt) —1 n__= poblaciéon maxima (ufc
Baranyi n(t) = no+ pumax A(t) — = In(1 + M] max= P (ufc/g)

exp(mn, ., —Ny) 1 e +(exm,‘)4
Alt) =t + —In| ———— 1
L max 1+ (ekum ")

B = tasa méaxima de crecimiento (h);
M= el tiempo al cual ocurre la tasa
maxima de crecimiento (h); A =

Gompertz log(n) = A+ Cexp [— exp (-B(t - /\//))] méxima asintota de log,, ufc/g; C =
la diferencia entre A y la asintota
inferior de log,, ufc/g

Otros modelos mas sofisticados como las redes neuronales artificiales han
mostrado un excelente ajuste a los datos, con una buena capacidad de prediccion.
Sin embargo en su aplicacion en los modelos ECRM pueden presentar una mayor
dificultad técnica a la hora de su implementacion, dada la elevada complejidad de
las funciones que acompafian este tipo de modelos. Esto es especialmente
destacable en los modelos desarrollados en hojas de calculo, donde la gran cantidad
de funciones, parametros y transformaciones para escalado que hacen mas costosa

y larga su implementacion.
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Aunque la mayor parte de los modelos secundarios son especificos para la tasa
de crecimiento, también existen en la literatura cientifica modelos para el tiempo lag
y, en menor medida, para la DMP (maxima concentracion que puede alcanzar un
microorganismo).

Los primeros han tenido un mayor desarrollo, y su inclusion en una ECRM podria
tener un gran impacto sobre el resultado. En muchos casos, con condiciones
limitantes en el alimento, el hecho de que el alimento alcance o supere un
determinado nivel critico para un microorganismo puede estar determinado por la
duracién de la fase o tiempo lag. Dada la relacion existente entre el tiempo de
latencia y la tasa de crecimiento (Baranyi y Robert, 1994), alguna que otra ECRM ha
descrito este parametro mediante esta simple ecuacion (Cassin y col., 1998):

lag=A+B/max (4.5)

donde Ay B son parametros de regresion y Lmx €S la tasa maxima de
crecimiento.

Como inconveniente, estos modelos son mucho mas inexactos e imprecisos en
sus predicciones. La explicacion radica en que el tiempo lag no solo esta influido por
los factores ambientales sino también por las condiciones de preincubacion del
microorganismo (condiciones ambientales previas a la realizacion del experimento)
afectan a este parametro cinético (McMeekin y col., 1993; Baranyi y col., 1995
Mellefont y Ross 2003; Swinnen y col., 2004). Esta incapacidad para predecir de
manera fiable, unida al elevado grado de variabilidad asociado al parametro han
determinado que el enfoque estocastico sea considerado en algunos casos el mas
adecuado para describir el parametro; esto es, usar una distribucién de probabilidad
en lugar de un modelo matematico para el tiempo lag (Metris y col., 2005).

Los modelos de DMP son considerados por la literatura de menor importancia.
En su aplicacion para la ECRM se debe evitar la utilizacion de modelos que no
incluyen el efecto de la flora microbiana acompafiante o competitiva, puesto que
dichos modelos pueden sobreestimar el valor del parametro en un rango de 1-2
logaritmos. En la bibliografia podemos encontrar modelos en medios de cultivo que
incluyen el efecto adicional de la flora microbiana alterante, sin embargo las
evaluaciones cuantitativas raramente han incluido este tipo de modelos. Asi, en los
modelos de ECRM se han tomado distintas alternativas:

1. Utilizaciéon de datos sobre la DMP obtenidos en alimentos (“challenge tests") y
ajuste de un modelo lineal del tipo DMP = K*T+C, donde K y C son parametros de
regresion y T es la temperatura de crecimiento, considerada como el factor con
mayor impacto sobre la DMP. En la Figura 4.8 se representa la estructura de un
modelo “légico” de DMP dependiente de la temperatura. Este mismo planteamiento
puede ser aplicado también en el caso del parametro tiempo lag.

2. Basado en que sélo niveles altos de flora competitiva ejercen un efecto
significativo sobre el crecimiento de patdégenos (Malakar y col., 2003), se han
utilizado modelos cinéticos de flora competitiva para conocer su concentracion a lo
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largo de los procesos de almacenamiento, y en funcion de la misma, aplicar un factor
de reduccion sobre la tasa de crecimiento del patégeno.

Otro aspecto importante en cuanto a los modelos de crecimiento es el modelado
del crecimiento en condiciones dinamicas, esto es, cuando los niveles de los factores
cambian en funcién del tiempo. Bernaerts y col. (2004) destacaron la necesidad de
desarrollar este tipo de modelos, puesto que aquellos realizados en condiciones
estaticas pueden errar en sus predicciones. Sin embargo, a pesar de su existencia
en la bibliografia (Baranyi y Roberts, 1994; McKellar, 2001), no se han aplicado en la
ECRM, debido probablemente, a su elevada complejidad matemética y a la escasez
de modelos disponibles para algunos microorganismos.

| i |
NO 1 N¢ |
|

——— -

Figura 4.8. Esquema del modelo de densidad de poblacién méxima (DMP) dependiente de
la temperatura utilizado para el estudio de ECRM de Staphylococcus aureus en cdrnicos
cocidos en Espafia (no publicado). Los rombos representan sentencias condicionales en el
modelo de tipo “Si...”. Nc: concentracion después de aplicar el modelo de crecimiento. DMP:
limite maximo de crecimiento dependiente de la temperatura.

Modelos de inactivacion

Los modelos de muerte o inactivacion son aplicados para estimar el ratio de
muerte microbiana como consecuencia de un proceso de destruccion, generalmente
térmico. La mayoria de ellos fueron desarrollados a raiz de su aplicacion en el disefio
de procesos térmicos mas efectivos contra microorganismos patégenos y alterantes;
sin embargo, los modelos de inactivacion pueden ser también aplicados para
describir el efecto de tratamientos de irradiacion o procesos de alta presion. Es
importante mencionar que son procesos cinéticos que describen la inactivacion en
funcion del tiempo de tratamiento letal.

Los modelos de inactivacion pueden ser clasificados en modelos lineales
basados en una cinética de muerte de primer orden y en modelos no lineales cuando

50



Bases metodolégicas y conceptuales

se asume una heterogeneidad de la poblacion en cuanto a su sensibilidad o
resistencia al tratamiento de inactivacion. Estos Ultimos son un conjunto de modelos
mas recientes pensados como alternativa a los modelos lineales, dada las
desviaciones a la linealidad (log) que se han observado para algunos procesos de
inactivacion. Entre los modelos mas comunes se encuentran la ecuacion logistica y la
de Gompertz (van Gerwen and Zwietering, 1998) (Tabla 4.4). Muchos de los
conceptos mencionados para los modelos de crecimiento pueden ser aplicados a
este grupo. Asi, en los modelos de muerte también encontramos modelos
secundarios (Tabla 4.5).

Tabla 4.4. Modelos primarios comunmente empleados para describir curvas de inactivacion
microbiana (adaptado de Legan y col., 2002).

Ecuacion Donde:

n= recuento/g a tiempo ¢

t = tiempo

k = una constante de tasa

También: 1/k = D = tiempo necesario
para alcanzar una reduccion decimal
ufc/g

log(n) = log(n,) — kt

Exponencial

n = recuento/g; n= recuento/g

Iog(n) _ Iog(n )+ a cuando t= cero; t = tiempo (horas); a,

Logistico 0 1+exp(b - ct) by ¢ son los parametros de ajuste; t
= tiempo (horas)

s = fraccion de supervivencia (n/n,) a
tiempo t

s =exp(-bt") olog(s) = -bt" b = paréametro de escala
n = parémetro de forma

Weibull
acumulativa

L(t) = log,recuento bacteriano a
tiempo t, B = tasa relativa de muerte
maxima(h™); M= el tiempo al cual

Gompertz L(t)=A+Cexp[—exp(—8(t—M))} ocurre la tasa de muerte (h); A =
maxima asintota de log,recuento
bacteriano C = la diferencia entre Ay
la asuntota inferior de log,recuento
bacteriano.

Modelos de supervivencia

Estos modelos describen la inactivacion no térmica bajo condiciones (niveles de
los factores) no extremas, y frecuentemente fuera de los limites de crecimiento.
Procesos tales como el calentamiento del alimento a valores alrededor de 50-60 °C,
desecacion en superficies, la presencia de sustancias toxicas-inhibitorias, etc. son
situaciones adecuadas para ser descritas por este tipo de modelos. Podriamos decir
que estos procesos son un caso especifico de inactivacién donde el proceso de
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muerte se produce de manera mas lenta. Son menos frecuentes que los grupos
anteriores; y aunque los datos son tratados de la misma forma que en el caso de los
modelos de inactivacion, la seleccion utilizada es algo diferente (Legan y col. 2002).
Su inclusién en modelos de ECRM puede ser clave, por ej., los procesos de
supervivencia en superficies o el ambiente (aire, aerosoles, charcos, etc.) son
determinantes en los procesos de recontaminacion. El numero de células transferidas
dependera de la cantidad que sobreviva a las condiciones de estrés normalmente
presentes en estas situaciones.

Tabla 4.5. Ejemplos de modelos secundarios de inactivacion microbiana (adaptado de Legan
y col., 2002).

Modelo Ecuacion Donde: Comentarios
Modelo  facil de
aplicar por regresion

Polinomial G+ C,V+CV+CV V+C(vy  TodoslosCsonconstantey oo ™ ol No
los V son variables ) o
existe significado
biolégico para los
parametros
K es la constante de tasa de L.OS parame.t(os .rjo
) B tienen  significacion
muerte; A es el “factor de i .
P . biolégica. Ha sido
Tipo colision”; E, es la energia de adaptado para otros
: k=A exp(-E_/RT) inactivacion del sistema; R B
Arrhenius @ ; parametros, como
es |la constate universal de or e H  No
los gases (8,31 J/mol/K); y T por el pH.
! predice valores
es la temperatura en Kelvin o
limitantes para las
variables
T es la temperatura
necesaria para un cambio
decimal en el valor D; D es el
Concepto L, -T tiempo necesario para Asume una cinética

T

i logD; —logD;

obtener una reduccion
decimal en los
supervivientes; T, es la
temperatura mas baja; T, la
temperatura mas alta

de primer orden

4.5.2. Modelos de crecimiento/no crecimiento y modelos de probabilidad

Los modelos de crecimiento/no crecimiento son una extensién de los modelos
de crecimiento, y definen los limites de un grupo de condiciones que permiten o no
crecimiento del microorganismo. En el caso de las bacterias, la temperatura
probablemente sea el factor més significativo sobre la determinacion de la zona de
crecimiento y de no crecimiento. Este hecho toma més relevancia en el caso de
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temperaturas de refrigeracion donde la respuesta microbiana es especialmente
variable (ver Figura 4.9).

Por otro lado, también podemos estar interesados en definir los limites de
crecimiento para factores tales como pH, actividad de agua, &cido citrico, etc. Otra
variante de estos modelos son aguellos que estiman el tiempo necesario para que se
produzca crecimiento, basandose, para ello, en datos cualitativos del tipo
crecimiento/no crecimiento, que son recogidos a determinados intervalos de tiempo.
Debido a la presencia de datos censurados, se aplican técnicas de regresion propias
del "anélisis de supervivencia".

Temperatura de refrigeracion doméstica Zona de mayor
incertidumbre

4 ”, ~

X>30672 x> 1521
950% 50%

Probabilidad

Zonade
crecimiento/ no
crecimiento

Figura 4.9. Representacicn pictérica del impacto de las temperaturas de refrigeracion
en el grado de precision de los modelos de crecimiento

Los modelos de crecimiento/no crecimiento actian como complementarios a los
modelos de crecimiento propiamente dichos, ya que ayudan a determinar las
condiciones que se deben incluir en el disefio de estos Ultimos. La combinacion de
ambos tipos de modelos puede entenderse mas claramente si acudimos a un
enfoque practico de ECRM. Por ejemplo, un modelo de crecimiento/no crecimiento se
utilizaria para determinar si las condiciones de una supuesta fase de almacenamiento
(temperatura, tiempo de almacenamiento, pH, etc.) permiten crecimiento o no. Si el
resultado es crecimiento, se aplicaria a continuacion el modelo de crecimiento
propiamente dicho para estimar la concentracion de este tras el tiempo de
almacenamiento. En caso de no crecimiento, el modelo cinético no seria aplicado, y
por tanto, el valor de concentracion tras el almacenamiento seria igual al inicial.
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Los modelos de crecimiento/no crecimiento también pueden incorporar
probabilidad cuando se realicen con varias repeticiones en el disefio experimental.
Estos modelos llamados de probabilidad estiman, por tanto, la probabilidad de
crecimiento (si el microorganismo crece o0 no) dentro de un intervalo de tiempo
usando para ello funciones matematicas de tipo logistico, lineal y no lineal.
Nuevamente, su aplicacion en la ECRM esta unida a los modelos cinéticos, y
proporciona una componente “probabilistica” a la evaluacion cuantitativa del
crecimiento; no solo indican si crece 0 no crece, sino que ademas, detalla con que
frecuencia 1o haria. Por ejemplo, en el caso anterior, a unas determinadas
condiciones de almacenamiento, el modelo podria predecir una probabilidad de
crecimiento del 50%. Esto significaria que, en la simulacion, de 100 iteraciones, 50
darian crecimiento, y por tanto se aplicaria el modelo cinético, y otras 50 darian no
crecimiento, manteniéndose la concentracién al nivel inicial (antes del
almacenamiento).

4.5.3. Modelos Dosis-Respuesta

Basicamente, un modelo D-R es una funcion matematica que toma como
argumento una medida de la dosis (nUmero de células ingeridas) y devuelve como
resultado la probabilidad de un efecto adverso asociado (infeccion, enfermedad,
muerte, etc.). El valor de probabilidad oscila en el rango 0 -1, donde 0 indica
ausencia de efecto y 1 aparicion completa del efecto.

La principal razén por la que se usan modelos de D-R estriba en que la
contaminacion en alimentos y los efectos adversos asociados son de tan baja
frecuencia que los métodos de observacién directa no son efectivos en la deteccion
y recogida de informacion; de ahi que para evaluar el riesgo se necesite de modelos
(generados con altas dosis) que faciliten la extrapolacion hacia dosis mas bajas.

La exposiciéon a un microorganismo patdégeno puede ocasionar diferentes tipos
de respuestas en el hospedador como muestra la Figura 4.10. Por ejemplo, la
ingestién de un microorganismo en una poblacién provocara la infeccion de una
fraccion de la poblacion (P). La infeccion se manifiesta como una multiplicacion de
microorganismo en el interior del hospedador, seguido por su eliminacién. Las
determinaciones analiticas de anticuerpos y el aumento de la temperatura corporal
(fiebre) pueden ser indicativos de infeccion. A continuacién, de los infectados, un
proporcion P, enfermaréan, y de estos, finalmente, una fraccion P,,, moriran (Figura
4.10).
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Individuo Infectado
Alimento Contaminado

Muerte

Individuo Enfermo

Figura 4.10. Representacicn pictérica de los puntos finales que puede ser resultado de la
exposicion a microorganismos (adaptado de Haas y col., 1999)

En base al tipo de respuesta que se considere, los modelos pueden ser
clasificados en:
E Modelos dosis-infeccion

E Modelos dosis-enfermedad

E Modelos dosis-muerte.

Para describir matematicamente la relacion entre la dosis y probabilidad de un
efecto adverso, debemos atender a la siguiente premisa, que aunque logica, es
determinante en la eleccion del tipo de funcion: cuando la dosis aumenta, la
probabilidad de ocurrencia de un efecto adverso sera mayor. Por tanto, sélo se
pueden utilizar funciones de probabilidad acumulativas para este tipo de modelos.
Asimismo, se ha observado que la respuesta de un grupo de individuos expuestos a
una dosis (frecuentemente expresada en unidades logaritmicas) presenta una forma
sigmoidal (ver Figura 4.11). Existen numerosas funciones matematicas que cumplen
estas condiciones, y que por tanto, serian apropiadas para su utilizacion como
modelo D-R. Sin embargo, cuando se extrapola fuera del rango de los datos
experimentales, muchos de estos modelos dan lugar a predicciones de escasa
precision (Coleman y Marks, 1998; Holcomb y col., 1999). Los modelos de mayor
aceptacion parten, para su desarrollo matematico, de hipétesis tedricas sobre la
actuacion del microorganismo en el hospedador, esto es, consideran la interaccion
entre los tres factores, matriz del alimento, patdégeno y hospedador.
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RESPUESTA |

Figura 4.11. Curva sigmoidal que describe la respuesta fisioldgica (efecto adverso) de un ser
Vivo a la exposicion a un microorganismo patégeno

Como previo a la descripcion de los modelos, debemos considerar, como en el
caso de la “Microbiologia Predictiva”, la separacion entre modelos mecanicistas y
empiricos. La clasificacion de los modelos D-R en uno otro grupo ha dado lugar a
diferentes enfoques. Segun Haas y col. (1999), el modelo exponencial y beta-Poisson
son modelos mecanicistas puesto que son desarrollados sobre la base de varias
hipdtesis relacionadas con la variabilidad e infectividad del microorganismo o
susceptibilidad del hospedador. Para Haas y col. (1999) funciones tales como la log-
logistico, log-probit y Weibull-gamma son empiricas debido a que se limitan
Unicamente a describir el rango de datos. Sin embargo, Buchanan y col. (2000)
ponen en duda el hecho de que los modelos mencionados por Haas y col. (1999)
como mecanicistas lo sean, puesto que ellos afirman que la principal justificacion
para su uso recae en el buen ajuste a los datos, y no tanto en su profundizacion
sobre el mecanismo de accion del patégeno (MclLauchlin y col., 2004). Por ello,
Buchanan y col. (2000) definen los modelos mecanicistas como aquellos que
describen la relacion D-R como resultado del modelado compartimentado del
mecanismo infeccion/enfermedad: barrera acidez gastrica, adhesion/infectividad vy
morbilidad/mortalidad. El resto de modelos, donde se incluyen tanto los modelos
mecanicistas y empiricos de Haas y col. (1999), son clasificados por Buchanan y col.
(2000) como empiricos.

En opinion de Buchanan y col. (2000), los modelos mecanicistas son la
alternativa para mejorar las predicciones por extrapolacién donde habitualmente
fallan los modelos empiricos. Sin embargo, existen pocos modelos de este tipo, en
parte debido a la todavia falta de conocimiento sobre el modo en que interaccionan
los tres factores de la triada epidemiolégica. En la presente revision trataremos los
modelos recogidos como mecanicistas por Haas y col. (1999) ya que son los mas
utilizados, y explicaremos la base tedrica que los sustenta.

Base tedrica y modelos mecanicistas

Hipotéticamente, para que ocurra un proceso de infeccion se requiere que
ocurran secuencialmente dos subprocesos:

* El hospedador deberia ingerir uno 0 mas microorganismos con capacidad
de producir efecto adverso.
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* Muchos de los microorganismos son eliminados o destruidos por diferentes
mecanismos de defensa del hospedador, de modo que sélo una fraccion de los
microorganismos ingeridos alcanzara el sitio donde la infeccién puede comenzar.

Estas hipotesis implican, en términos matematicos, que la probabilidad de
infeccion, P(k), es el producto de la probabilidad de ingerir una cantidad |
microorganismos a través de una dosis (d), P,(j/d), por la probabilidad de que un
ndmero k de microorganismos sobrevivan para iniciar el procesos de infeccion,
PAK)):

M

Rj1d)P (K1 ) (46)

J

A partir de la ecuacién 4.6 se pueden derivar un importante ndmero de
funciones D-R. La forma en que son definidos los parémetros P, , P,,y k. que es la
dosis minima infectiva, determinara el tipo de modelo D-R obtenido.

in

A la hora de desarrollar los modelos se puede tomar dos alternativas, segun se
considere o no la existencia de un umbral de infeccion. En base a esta
consideracion, los modelos pueden ser clasificados en:

* Modelos con umbral de infeccion ("threshold models"): La infeccion solo puede
tener lugar a partir de un determinado numero de microorganismos patdégenos
inoculados (dosis minima infectiva).

* Modelos sin umbral de infeccion (‘non-threshold models"): No es necesario
alcanzar un numero determinado de patdgenos inoculados para posibilitar la
infeccion.

Existen dos conjuntos de hipdtesis que son determinantes para el desarrollo
matematico de cualquier modelo:

* La hipotesis de accion independiente y de accion cooperativa. La primera
hipdtesis viene a decir que la probabilidad de causar infeccion por cada
microorganismo patdgeno inoculado es distinta de cero e independiente del nimero
total de microorganismos inoculados. En cambio, la segunda hipdtesis afirma que la
probabilidad de infeccion por cada microorganismo patdégeno si es dependiente del
numero de microorganismos inoculados.

* El concepto de "single-hit" y "multi-hit". La primera afirma que un Unico
microorganismo patdégeno, por si solo, es capaz de producir infeccién, o lo que es lo
mismo k. = 1. La hipdtesis de "multi-hit concept" resumida a términos matematicos

afirma que k,, > 1. Los modelos de "non-threshold" se basan en la hipotesis de
"single-hit", y los modelos de "threshold" lo hacen en el concepto de "multi-hit".

A pesar de que lo modelos con umbral en la dosis infectiva parten de una base
tedrica sélida, hasta la fecha todos los esfuerzos por definir las dosis infectiva minima
de algunos microorganismos patdégenos ha sido insatisfactorios. En cambio, la teoria
de 'single-hit", base de los modelos "non-threshold", ha podido ser comprobada
experimentalmente a través del estudio de brotes ocasionados por E. coli O157:H7,
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Salmonella entiritidis, y Shigella (Buchanan y col., 2000) donde una sola célula pudo
ser causante por si sola del brote. Este hecho ha puesto en duda la validez de los
modelos de umbral de infeccién y ha relanzado el uso de los modelos de "single-hit"
("non-threshold"). Entre los modelos que no representan umbral, el modelo
exponencial es el méas extendido gracias a su simplicidad matematica y su excelente
ajuste a los datos experimentales. Sobre la funcion primaria en la ecuacion 4.6
aplicamos:

*

La hipotesis de ‘single-hit concept" (k, =1) e hipbtesis de accion
independiente.

* d no es un unico valor sino que es una distribucion de dosis, y esta es la
Poisson (el patdgeno se distribuye homogéneamente entre raciones).

Asi, tras el desarrollo matematico, tenemos que la ecuacion exponencial de D-R
es:

P,(a)=1-exp(-rd) (4.7)
donde res la probabilidad de que un solo microorganismo produzca infeccion.

El modelo exponencial puede ser aproximado a uno lineal. Cuando rd<<1, exp(-
rd)~1-rd, asf tenemos que:

P.(d) ~ rd, para rd<<1 (4.8)

El modelo D-R beta-Poisson es un modelo exponencial con el parametro r
variable. Esta variacion puede ser debida a la diversidad en la respuesta humana, a
la diferente virulencia entre cepas de la misma especie o0 a ambas. El modelo beta-
Poisson describe el parametro r a través de una distribucion beta (Moran, 1954) y
asume la accion cooperativa entre microorganismos patégenos (Buchanan y col.,
2000), por lo que r es dependiente de la dosis. Dada la complejidad de la funcién
explicita para el modelo beta-Poisson, se ha optado por una aproximacion de mayor
sencillez, que mostramos a continuaciéon (para mas detalle sobre su desarrollo
matematico acudir al texto de Haas y col. (1999):

d—a
Pd)=1-1+2 4.9
(@) (+ﬁj (4.9)

Los parametros a ¥ f son derivados del proceso de ajuste matematico. Se debe
tener en cuenta que a pequefios valores de f o valores altos de d, la aproximacion es
menos exacta. Nuevamente esta ecuacion puede ser aproximadamente lineal a bajas
dosis.

Otros modelos pueden ser derivados de los dos funciones anteriores,
modificando el tipo de distribucion para las dosis o incluso cambiando la distribucion
para r (Cassiny col., 1998).

Los modelos de umbral pueden obtenerse a partir de la funciéon exponencial,
modificando la hipoétesis de partida en cuanto a la dosis minima infectiva. En el
modelo exponencial k=1, en cambio, en el modelo de umbral infectivo k_ >1.
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Sobre esta base pueden ser generados los modelos de umbral, que son de tipo
Gamma, y que en su forma compacta pueden ser definidos como:

Pl(d) = r(kmm’dr) (410)

Al igual que en los modelos de no umbral infectivo, estos pueden incluir la
variabilidad existente en la sensibilidad del hospedador, a través del parametro r,
usando para ello la distribucion Beta. También es posible construir modelos de
umbral variable donde k. es una distribucion. Ambos tipos de modelos presentan
cierta dificultad en su desarrollo matematico. Para un mayor detalle, consultar Haas y
col. (1999).

4.5.4. Modelos de recontaminacion y/o contaminaciéon cruzada

Aunque los fendmenos de contaminacion cruzada y recontaminacion han sido
siempre entendidos como una causa importante de contaminaciéon de alimentos, solo
en los Ultimos afios, ha surgido un interés especial en estudiarlos en mayor
profundidad. La revision de Reij y col. (2004) incide especialmente en este aspecto e
indica la importancia de la informacién epidemioldgica para poder identificar rutas y
factores de riesgo asociados a la contaminacion cruzada. También se destaca la
importancia de incluir estos fendmenos en modelos de ECRM vy estudiar asi su
impacto sobre el riesgo final (den Aantrekker y col., 2003; Reij y col. 2004). Sin
embargo, la bibliografia consultada es escasa, y aun carece de una vision unificada
en cuanto al modo de modelar los fendbmenos de contaminacién cruzada y de
incluirlos en un contexto de ECRM (Schaffner, 2004).

Los escasos modelos que se encuentran en la bibliografia se basan en la
aplicacion de tasas de transferencia (TR), o lo que es lo mismo, en porcentajes que
describen la proporcion de bacterias que pasan de una superficie contaminada a
otra debido al contacto entre ellas (Zhao y col., 1998):

TR (%) = ufc en la superficie donadora X 100 (4.11)
ufc en la superficie receptora

Con el objetivo de generar datos de TRs para su inclusion en estudios de ECRM,
un trabajo previo fue realizado en colaboracién con el centro nacional de seguridad y
toxigologia de los Estados Unidos (NFSTC), en el cual se investigo la transferencia de
L. monocytogenes durante el loncheado de productos céarnicos cocidos,
obteniéndose datos de TR que describen el grado de transferencia de este patégeno
entre la loncheadora y el producto en ambos sentidos durante un proceso normal de
loncheado (Vorst y col., 2004). También en este trabajo se exploran diferentes
alternativas para modelar el conjunto de datos obtenidos y poder asi incluirlo en un
estudio de ECRM.

La contaminacion cruzada cubre un mas amplio conjunto de situaciones como la
transferencia a través de liquidos o aire. En estos casos, la complejidad matematica
es mas elevada, aunque también se emplea TR con ciertas modificaciones sobre las
unidades (volumen aire y liquido) (den Aantrekker y col., 2003).
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4.6. La validacion: Un paso necesario en la aplicacion de modelos

La validacion es un elemento esencial en el proceso de modelado. Un modelo
no puede ser aplicado si no ha sido validado previamente, y esto ocurre cuando la
predicciones estan confirmadas experimentalmente, o estadisticamente, o por algun
otro método cuantitativo (Dym, 2004).

Cualquier modelo, independientemente de su naturaleza debe ser sometido a un
proceso de validacion. El proceso de validacion puede ser referido a cuatro
importantes aspectos importantes:

E Validacion conceptual: Se evalua si el modelo representa razonablemente el
sistema en estudio.

E Validacion de algoritmos: Se evalla si las funciones matematicas representan
el modelo conceptual

E Validacion del codigo del programa informatico (verificacion): Comprueba si
los algoritmos o funciones matematicas han sido implementadas
correctamente

E Validacion funcional: Se evalla si el modelo simula el sistema en estudio, o lo
que es lo mismo, la semejanza de los resultados del modelo a las
observaciones del sistema estudiado.

En “Microbiologia Predictiva”, la validacion funcional ha tenido un gran
desarrollo. Practicamente, la mayoria de modelos en la literatura cientifica presenta,
paralelamente al desarrollo del modelo, un proceso de validacion. Ademas, los libros
sobre esta area tratan con gran profundidad y claridad la forma de abordar un
proceso de validacion de manera 6ptima y eficiente (McKellar y Lu, 2004; Legan y
col., 2002).

En “Microbiologia Predictiva”, el analisis experimental del crecimiento de un
microorganismo en el alimento es la base para la validacion del modelo (“challenge
tests”). Los datos experimentales de crecimiento son comparados con las
predicciones del modelo. Este proceso se denomina validacion externa en el
alimento para distinguirlo de otros tipos de validaciones, como la validacion
matematica o la validacion a través de datos procedentes de la literatura cientifica.
La validacion mateméatica es previa a la validacion en el alimento, y su objetivo es
estimar la bondad de interpolacion del modelo. La validacion con datos de la
literatura cientifica tiene el mismo propodsito que la validacion en alimento pero
empleando datos de otros autores. Este Ultimo método es el mas extendido dada la
facilidad con la que actualmente se puede acceder a una gran cantidad y diversidad
de informacién. Un ejemplo es la conocida base de datos ComBase (Baranyi y
Tamplin, 2004) que proporciona una valiosa informacioén en cuanto a los parametros
de crecimiento (tasa de crecimiento, lag, DMP) para distintos microorganismos y
factores ambientales.

Para facilitar esta comparacion se ha propuesto una amplia variedad de indices
estadisticos, entre los mas extendidos se encuentran el factor de exactitud, Af
(“accuracy factor”) y el factor sesgo, representado por Bf (“bias factor”) (Ross, 1996).
El primero nos indica el grado de confianza con el que se puede usar el modelo, esto
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es, su exactitud, mientras que el segundo nos indica si las predicciones se
encuentran por encima o por debajo de los valores observados. La representacion
grafica de los valores observados frente a las predicciones correspondientes también
proporcionan una buena idea de la bondad predictiva del modelo, y si estas
predicciones sobreestiman o subestiman el crecimiento. El error cuadratico medio
(MSE) es un buen indicador de la bondad predictiva de un modelo. Es frecuente
encontrar todos estos indices, junto a la representacion grafica en un mismo proceso
de validacion. EI empleo de varios indices a la vez permite obtener un mayor
conocimiento de la capacidad predictiva del modelo (te Giffel y Zwietering, 1999).

En el caso de los modelos de D-R, toda la informacion disponible se suele
emplear en el propio desarrollo del modelo, de modo que raramente encontramos
datos para el proceso de validacion. Sin embargo, cuando se proporcionan nuevos
datos, la fiabilidad de las predicciones y la idoneidad de las asunciones en el
modelado puede ser evaluadas comparando las predicciones del modelo con los
nuevos datos, lo cuales no han debido ser usados para el modelo (Dennis y col.,
2002; FAO/WHO, 2003). Un ejemplo podria ser comparar los resultados de un
modelo de D-R derivado de estudios hechos sobre ratones con la informacién bien
detallada de uno o varios brote(s) en humanos. Para obtener una informaciéon mas
practica sobre los procesos de validacion en un modelo D-R, consultar Haas y col.
(1999) y McCullagh y Nelder (1989). También los modelos de contaminacion cruzada
pueden ser validados comparando la transferencia obtenida después de aplicar el
modelo (ratio de transferencia) a los valores observados experimentalmente con
condiciones similares a las que describe el modelo.

Un modelo de ECRM es también un modelo matematico y como tal debe ser
validado en su conjunto. Nuevamente, el método se basa en la comparacion de
valores del modelo con valores obtenidos de la observacion del sistema real. Por
ejemplo, en el caso de la EE, se pueden comparar valores de concentracion vy
prevalencia predichos con datos obtenidos a partir de estudios prospectivos llevados
a cabo por empresas, instituciones estatales, asociaciones sectoriales, etc. Sin
embargo, cuando no hay informacion cuantitativa para comparar, debemos
centrarnos mas en la validacion conceptual, estudiando los limites de aplicacion del
modelo y la robustez de ciertas aproximaciones. En este mismo sentido, Voysey vy
col. (2002) afirman que es esencial asegurar que los resultados de la evaluacion de
riesgo sean acordes con el sentido comun y la experiencia.

Hasta la fecha, pocos son los estudios de ECRM que han incorporado un paso
de validacion. La dificultad para encontrar informacion cuantitativa, y la falta de
procedimientos matematicos pueden ser las razones de tal carencia. Entre los
estudios que llevaron a cabo una validacion podemos citar el trabajo conducido por
Giovannini y col. (2004), en donde se utilizaron datos obtenidos de entrevistas por
teléfono para validar una ECRM de Salmonella spp. para consumidores de productos
carnicos de cerdo en una region de ltalia. Los datos de las entrevistas fueron
transformados por un modelo bayesiano de segundo orden a valores de incidencia
de brotes diarreicos debidos al patdogeno. Los valores de incidencia del modelo de
ECRM (13,7%) y los datos para validacion expresados como intervalos de confianza
fueron comparados, encontrandose una buena concordancia entre ambos. En esta
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aproximacion se echa en falta el empleo de técnicas estadisticas que permitan
demostrar matematicamente que las diferencias entre resultados del modelo vy
validacion no fueron realmente significativas. Por otro lado, en el estudio de
Rosenquist y col. (2003) se compard el nimero de casos de listerioris obtenidos por
el modelo con el numero de casos observados en el afio 2000, encontrandose una
buena concordancia entre ambos. Como en el caso anterior, el criterio utilizado para
decidir sobre la validez se basé mas en un aspecto meramente personal y subjetivo,
gue en un andlisis estadistico, el cual proporcionaria una mayor fiabilidad a la
validacion.

En otros casos, cuando no existen datos con los que validar, los procesos de
revision realizados por otros asesores o cientificos ajenos a la evaluacion pueden ser
una buena herramienta para comprobar y determinar si las asunciones,
aproximaciones, y limites del modelo son adecuadas para dicho propésito (Voysey y
col., 2002). Un claro ejemplo de esto es la ECRM conducida por la FDA/USDA (2003)
para L. monocytogenes en alimentos listos para el consumo, donde existe un excelso
proceso de revision, que sirve como un proceso de validacion.

También, la separacion entre variabilidad e incertidumbre, en los modelos de
segundo orden, puede ser utilizado para validar. El modo en que la incertidumbre
afecta a los resultados del modelo determina la validez de los resultados.

Como resumen de todo lo dicho, y generalizando a todo tipo de modelos,
podemos decir que los modelos son incompletas representaciones de la realidad
(European Comission, 2003). Pero aun asfi, los modelos pueden ser Utiles a nuestros
propositos. Aproximaciones cuantitativas o cualitativas pueden ser empleadas con el
objetivo de conocer la validez del modelo, dependiendo de la disponibilidad o no de
datos, respectivamente. Al final, lo importante, independientemente del enfoque
tomado para la validacion, es que el modelo y su simulaciéon sean el medio mas o
menos exacto a través del cual el gestor del riesgo pueda establecer politicas y
tomar decisiones que sean efectivas en la reduccion del riesgo.

62



Bases metodolégicas y conceptuales

5. Tratamiento de los datos en la ECRM y su
incorporacion mediante distribuciones de
probabilidad

5.1. Fuentes de informacién para la ECRM

La informacion utilizada para la construccion de modelos de ECRM puede
obtenerse a partir de diferentes fuentes:

B Experimentacion: Informacién numérica obtenida a través de
experimentacion en laboratorio

E Datos de campo: Informacién numérica procedente de estudios
prospectivos

B Informacion general: Conocimientos generales y basicos sobre
diferentes fases y procesos alimentarios. Puede ser de tipo
informacion numeérico o cualitativo.

B Opinién de expertos: Informacion cualitativa que puede ser
transformada a términos numéricos.

El primer problema al que se enfrenta un asesor cuando empieza a desarrollar
una ECRM es la recopilacion de informacion y datos. Actualmente, con el gran
desarrollo de las tecnologias de la informacion, especialmente, el desarrollo de la red
Internet y bases de datos, cualquier tipo de informacion, por dificil o especifica que
parezca, puede ser consultada (ver Tabla 5.1). La mayoria de las publicaciones
cientificas son accesibles a través de Internet; ademas, instituciones vy
organizaciones publicas, y también privadas, proporcionan informacion de interés
general (consultas de expertos, estudios prospectivos, etc.).

Las bases de datos, por sus caracteristicas, pueden ser la mejor fuente de
informacién para el asesor. La informacion diseminada de cualquier tematica, origen
y formato puede ser reunida en un espacio virtual con gran facilidad, y puesta a
disposicién para su consulta en cualquier momento y desde cualquier lugar. Bases
de datos como la disefiada por el instituto IFR (Institute of Food Research) y USDA,
denominada ComBase, relne y proporciona una rica y valiosa cantidad de
informacion sobre el crecimiento y muerte microbiana: parametros cinéticos, curvas,
y datos crudos, proporcionados a través de un interfaz facil y accesible gratuitamente
a través de Internet <http://wyndmoor.arserrc.gov/combase/>.

También, Health Canada esta desarrollando un sistema de vigilancia de salud
publica, con una infraestructura basada en Internet. El objetivo global del proyecto es
promocionar y proteger la salud de la poblacion canadiense y ayudar en el desarrollo
de la ER. Entre las diferentes partes que conformaran este proyecto, se encuentra el
"Canadian Integrated Public Health System" (CIPHS) que proporcionara un modo
estandarizado de unir informaciéon desde distintos origenes, como laboratorios de
salud, unidades de salud publica, centros de tratamiento etc. El "Global Public Health
Intelligence Network" (GPHIN) es otra parte del sistema que se encargara de
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monitorizar y recopilar informacion para una vigilancia global, creando una base de
datos de informacion internacional de ER.

Tabla 5.1. Ejemplos de direcciones web que proporcionan informacién util para el desarrollo
de una ECRM.

Direccion Web Descripcion

Base de informacion de FDA: documentos
www.cfsan.fda.gov de Evaluacién del Riesgos, brotes recientes,
guias, enlaces a otras fuentes.

Informacién bésica y actualidad sobre

www.foodsafety.gov . . )
seguridad alimentaria

Informacion sobre seguridad alimentaria;

www.fsis.usda.gov g .
documentos de Evaluacion del Riesgo

www.foodrisk.org Recopilacion sobre estudios de Andlisis de
Riesgos en alimentos

Seccion de Analisis de Riesgos de FAO;
www.who.int/foodsafety/micro/riskanalysis/en/  informes y estudios FAO de Evaluaciéon de
Riesgos

Sociedad de andlisis de riesgos

WWW.Ssra.org . .. L
(informacioén general): base metodoldgica

Resumen e informes de analisis de riesgos
www.riskworld.com/Profsoci/psbme002.htm  en general: base metodoldgica; lista de
recursos en Internet

europe.ilsi.org/activities/taskforces/riskassess Estudios de Evaluaciéon de Riesgo en
ment/RiskAnalysisMicrobiology.htm Europa

Recopilacion de estudios de Evaluacion

www.cost920.com ;
del Riesgosen Europa

Centro dedicado a la investigacion y la
http://www.jifsan.umd.edu/ educacion en  Seguridad  alimentaria:
Evaluacion del riesgo en alimentos, etc.

Base de datos europea: informacion vy

http: .eu-rain. ., .
D:llwww eu-rain.com/ datos para Evaluacion del Riesgo

El establecimiento de sistemas de recopilacion de datos es un elemento clave
para mejorar la disponibilidad de informacion a asesores y otros agentes en la
cadena alimentaria. No solo basta con disefiar una base de datos, sino que ademas,
debemos crear medios y procedimientos para mantenerla renovada y actualizada en
la medida de lo posible. La UE es también consciente de esta problematica. Asi,
como un primer paso, la Directiva 03/99/EC, sobre monitorizacion de zoonosis y
agentes zoonoticos (EU, 2003) establece que EFSA sera la responsable de examinar
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y recopilar datos de todos los paises miembros y publicarlos a través de informes
técnicos (Cavitte, 2004) En la directiva se propone reformar el anterior sistema de
informaciéon por uno basado en la plataforma Internet (Figura 5.1) (Hugas y Makela,
2004).

Zoonoses
Database

.
\f

Other parties

Web
applicatio

RS
) 7 ——

""o="" Mational data ! =

MS Report manager

Figura 5.1. Esquema de funcionamiento de la EFSA para la recopilacion y creacion de base
de datos sobre zoonosis y agentes zoondticos (Cavitte, 2004).

5.2. Calidad de los datos en la ECREM

A la hora de seleccionar la informacion que seré utilizada en la ECRM, formando
parte de alguno de los modelos o definiendo algun “input”, tienen prioridad los datos
de mayor calidad. Para una seleccion ¢ptima de la informacion debemos considerar
diferentes aspectos (Wooldrigde, 2002):

E Informaciéon completa, detallada y clara
E Informacion relevante para nuestro problema.

E Inclusion de referencias, fuentes datos utilizados, instituto o centro de donde
se deriva, etc.

E Datos crudos accesibles, especificacion de unidades, especificacion de la
variabilidad e incertidumbre de los datos.

E Detalles sobre el disefio experimental (numero de muestras, método de
muestreo, etc.) y método microbiolégico (sensibilidad, reproducibilidad,
precision, cepas y microorganismos usados)

E Datos homogéneos (estandarizados): Alta comparabilidad entre ellos.

En algunos casos, el tipo de informacion, y el formato en que se presenta, no es
el mas adecuado para su utilizacion en una ECRM. Por ejemplo, cuando un estudio
de enumeracion y prevalencia presenta su informacion en tablas, estas pueden dar
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los valores de concentracion por muestra, o por el contrario, clasificar las muestras
en rangos o intervalos de concentracion (informacion semicuantitativa). Este dltimo
formato puede ser consecuencia de una metodologia poca precisa y/o limitada que
no permite mas resolucion en los resultados. Sin embargo, en otros casos, es un
modo de reducir la complejidad en la presentacion de los datos y hacerlos mas
claros y comprensibles para el lector, aunque al mismo tiempo puede hacer nuestro
modelo mas incierto y menos preciso. Por ejemplo, la Tabla 5.2 presenta las
concentraciones analizadas para un patégeno X, en un producto Y, expresadas en
intervalos de concentracion:

Tabla 5.2. Concentracion del patégeno X (ufc/g).

Concentracion (ufc/g) Numero de muestras (n)*
< 0,04 22
0,04-1 5
1-10 2
10-100
100-1000 1
Total 30

*Fueron analizados 25 gramos por cada muestra.

La muestra que se encuentra en el rango 100-1000 ufc/g podria ser
determinante en términos de riesgo. Para aclararlo usaremos un modelo D-R para el
patdogeno X, el cual podria ser P=rd (ver seccion anterior), donde P es la
probabilidad de infeccion, d= 25 g es la dosis ingerida y r=0,0005 es una constante
para el patdgeno X (probabilidad de infeccién por célula ingerida). Para calcular el
riesgo asociado a esta muestra aplicamos los extremos de concentracion del
intervalo 100 - 1000 ufc/g como posibles valores reales, obteniéndose, para el
primero un valor de P = 0,05 y P = 0,5 para el segundo. Es decir, dentro del mismo
intervalo se podrian registrar probabilidades de infeccion de 5:100 a 50:100
individuos. Este ejemplo pone de manifiesto que informacién poco precisa en los
datos conduce a una estimacion del riesgo mas incierta.

La ER es el elemento que el gestor del riesgo tiene que utilizar para decidir. Por
tanto, desde un punto de vista practico, el proceso de ER debe proseguir utilizando
para ello todos los datos necesarios aunque, en algunos casos, estos sean
incompletos o deficientes. Posteriormente, si fuese disponible nueva informacion, el
modelo podria ser mejorado incorporando la dicha informacion.

Numerosas herramientas estadisticas estdn a nuestra disposicion para tratar
datos deficientes e incompletos de la manera mas 6ptima en una ECRM como puso
de manifiesto el trabajo de Pérez-Rodriguez (2004).

Por otro lado, durante el desarrollo de una ECRM, el asesor puede encontrase
sin modelos adecuados para describir alguna de las fases o procesos. Esto es
bastante frecuente cuando se quiere incluir un modelo de recontaminacion o
contaminacion cruzada en una EE. Actualmente, la cantidad de modelos que
describen el fendbmeno de transferencia son escasos y sélo consideran un reducido
grupo de microorganismos patégenos. En estos casos, el asesor esta obligado a
realizar extrapolaciones y aproximaciones con otros modelos, si quiere incluir esta
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parte en la evaluacion. La validaciéon del modelo debe intentar basarse en una
validacion funcional usando datos bibliograficos. Sin embargo, si esto no es posible
(ya que a veces puede no existir informacion disponible), debemos i) analizar si la
incorporacion del modelo puede ser Util para nuestro propésito, y ii) si la
aproximacion o extrapolacion es razonable (confirmacion del modelo). Aunque no es
propiamente una validacion segun lo explicado en un apartado anterior; es también
cierto, que el propésito de un modelo ECRM es servir como herramienta para que los
gestores del riesgo puedan emitir juicios y decisiones efectivas y coherentes con la
situacion. La inclusion de un modelo, si es Util, puede ser considerada aceptable.

5.3. Definiendo las variables de un modelo de ECRM

Las variables que describen cada modelo matematico pueden ser definidas por
valores puntuales o distribucion de probabilidad, dando lugar a los mencionados
modelos “deterministas” o “probababilisticos”, respectivamente. En el primer caso, se
pueden obtener valores medios de un grupo de datos experimentales, o simplemente
proporcionar el valor a través de un juicio u opinién de expertos. En el caso de un
modelo “probabilistico”, las variables son distribuciones de probabilidad que pueden
ser generadas desde datos experimentales o, nuevamente, desde una opinion de
expertos. Los datos experimentales son utilizados para ajustar matematicamente una
distribucion de probabilidad, representada matematicamente como una funcién de
probabilidad. Evidentemente, un mayor numero de datos posibilita una mejor
inferencia sobre la variable. El siguiente ejemplo ilustra coémo ambos aspectos
pueden ser abordados en la practica:

En un proceso de almacenamiento de un alimento, donde se produce
crecimiento del patégeno X, las variables temperatura (7) y tiempo (f) son las mas
determinantes en el crecimiento. Por lo que, en este caso, el crecimiento puede ser
estimado aplicando la ecuacion 5.1:

log (N) = Log (N) + K(T) - t (5.1)
donde, N, : Concentracion final de células (log ufc/g)

N, : Concentracion inicial de células (log ufc/g)

t: Tiempo de almacenamiento (d)

K(T): Tasa maxima de crecimiento, dependiente de la temperatura (7) (d”)

Para describir las variables de la ecuacion 5.1, se utilizan datos tomados de
observaciones directas en equipos de refrigeracion (Tabla 5.3)

En un enfoque “determinista”, los datos son utilizados para calcular las medias
dela Ty t(Tabla 5.3), y aplicadas como valores puntuales en el la ecuaciéon 5.1:

log (N)=1+0,82,5=3 log ufc/g
(log (N) = 1 log ufc/g)
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Tabla 5.3 Temperaturas observadas en diferentes refrigeradores domésticos.

Refrigerador T (°C) t(dia) K (log ufc/dia)
A 10,0 1,0 1,4
B 7,0 2,0 0,8
C 6,25 2,5 0,7
D 52 3,0 0,4
F 7,3 3,6 0,9
G 6,3 2,6 0,7
Media 7,2 2,5 0,8

Para el caso probabilistico, las distribuciones que describen las variables Ty t
se pueden estimar mediante diferentes métodos estadisticos de ajuste, tales como
método de momentos, funcidon de maxima probabilidad, etc. Como resultado del
proceso se eligen las distribuciones que mejor se ajusten a los datos, utilizando para
ello diferentes estadisticos de bondad de ajuste. Al margen del aspecto puramente
estadistico, se debe comprobar que no existan contradicciones entre las
caracteristicas de la distribucion elegida y la variable que va a representar. Por
ejemplo, la distribucion Normal es una distribucién con dominio (-00, +00), y por tanto,
no podria ser utilizada como tal para representar la variable f, a pesar de un
hipotético buen ajuste, ya que t, el tiempo, no puede ser negativo.

Cuando para una misma variable tenemos varios grupos de datos, estos pueden
ser empleados conjuntamente a través de diferentes técnicas estadisticas para ser
ajustados a una sola distribucién; o por el contrario, pueden ser utilizados
separadamente, definiendo escenarios especificos en el modelo, con diferentes
“outputs”, segun el grupo de datos utilizado. En el caso de usarse conjuntamente,
podemos aplicar un proceso de ponderacion o "pesado” estadistico de los datos en
funcion de ciertas caracteristicas (pafs, antigliedad, numero de muestras, etc.)
(Pérez-Rodriguez, 2004). Asi, durante la simulacion, seran muestreados con mayor
frecuencia (mayor numero de iteraciones) aquellos que tenga un mayor "peso
estadistico (Wooldrigde, 2002).

En aquellos casos donde la informacion es escasa o simplemente no existen se
acude al juicio u opinidn de expertos. Para modelos “probabilisticos”, el experto, en
funcion de sus conocimientos sobre la variable, proporciona los parametros
necesarios para describir la funcion de probabilidad (paramétrica) que mas se
adecue a las caracteristicas y propiedades de la variable. Para ello, los expertos
deben poseer una base soélida de conocimientos de estadistica y distribuciones de
probabilidad. En algunos casos se ha propuesto un procedimiento normalizado para
definir las distribuciones desde un panel de expertos apoyandose en técnicas
“probabilisticas”. Asi, cada experto del panel propone los parametros para la
distribucion. Posteriormente, estas distribuciones son simuladas conjuntamente para
dar lugar a una Unica distribucién que describira la(s) variable(s) en cuestion en el
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modelo de ECRM. Ademas, a cada distribucion se le asigna un “peso” estadistico en
funcion del grado de conocimientos que cada experto posee sobre la variable en
cuestion. Para este procedimiento, se usa un tipo de distribucién paramétrica,
denominada BetaPert, la cual puede ser definida mediante tres parametros de facil
interpretacion, como son valor maximo y minimo y valor mas probable (Vose, 2000a).

5.4. Distribuciones de probabilidad

Una distribucion de probabilidad es una funcién de la probabilidad Ax) que
representa una variable aleatoria X.

Fx)= A(X<x) (5.2)

A FAx) se le denomina funcion de distribucion de probabilidad de la variable X'y
representa la probabilidad de que la variable tome un valor desde oo hasta x.
También se la denomina funcién de probabilidad acumulada.

Asimismo, las distribuciones se dividen en discretas y continuas en funcién del
conjunto de valores que puede tomar la variable X.

1) Las distribuciones de variables discretas, se componen de un conjunto de
valores definidos, donde cada uno de los cuales tiene una probabilidad de
ocurrencia. Ejemplos de estas son la distribucion Binomial, Poisson, Geométrica,
Hipergeométrica, Binomial y Poisson negativa, y Discreta. En este caso, la funcién de
probabilidad acumulada se define como:

F) =3 Px) (5.3)

2) Las distribuciones de variables continuas son aquellas que pueden tomar
cualquier valor dentro de un rango definido. Estas son la distribucion Normal,
Lognormal, Exponencial, Gamma, Beta, Weibull, etc. La derivada de la funcién de
probabilidad da lugar a la funcion de densidad de probabilidad, f(x) que es el ratio

de cambio de la funcién de probabilidad acumulada:

f(x) = iF(x) (5.4)
ax
Las distribuciones de probabilidad pueden ser, a su vez, paramétricas 0 no
paramétricas:

1) El primer término hace referencia a funciones de probabilidad ya
establecidas, y definidas por un nimero limitado de parametros, que se basan en el
desarrollo tedrico de un problema matematico. Las mas conocidas son la distribuciéon
normal, exponencial, gamma, beta, binomial y Poisson.

2) En cambio, las distribuciones no paramétricas son funciones empiricas cuyo
numero de parametros es proporcional al grado de ajuste a los datos (mayor nUmero
de parametros, mejor ajuste), y por tanto no se derivan de un problema matematico.
Las distribuciones no paramétricas son mas flexibles y se adaptan mejor a un
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conjunto de datos, pero sin embargo, no tienen una base tedrica matematica que
permita una aplicacion mas fundamentada.

5.4.1. Distribuciones continuas

Distribucion lognormal

El dominio de la funcién corresponde soélo a valores positivos. Describe variables
aleatorias que resultan de procesos multiplicativos, y es un buen descriptor de
concentraciones como resultado de procesos de dilucion en aire y agua. Ademas, ha
sido usada para modelar longitud de palabras y sentencias, tamafios de particulas
en agregados, dosis criticas en farmacia y periodos de incubacion de enfermedades.
Finalmente, la distribucion lognormal se usa también para representar valores de
incertidumbre con asimetria, dado la pronunciada desviacion que presenta en su
cola derecha (Olkin y col., 1980).
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o
w

Densidad de probabilidad
o
©

014

X

Figura 5.2. Ejemplo de la distribucion lognormal.

Los parametros que definen una distribucion lognormal son m (m= exp(u,,)) Y &
(la desviacion estandar de In(x), o también llamado el parametro de la forma. La
funcion de densidad de probabilidad es:

| —| 2
f(x) = ——=exp —M para0< x> (5.5)

N2rox 202

Distribucién normal

La distribucion normal se origina a partir del Teorema Central del Limite (TCL).
Este teorema afirma que la distribucién de medias de observaciones independientes
converge hacia una distribucién normal a medida que el nimero de observaciones
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se hace mayor. Otra afirmacion del teorema es que, independientemente de su forma
o tipo, para muestras que se originen a partir de un importante numero de
distribuciones, su suma se aproxima a una distribuciéon normal a medida que el
ndmero de distribuciones aumenta. De modo que cuando se supone que una
variable es el resultado de un conjunto grande de causas independientes, el TCL
conduce a que esta variable sea una distribuciéon normal.

Esta distribucion esta unida desde un punto de vista teérico con la distribucién
lognormal. Esta es también una distribucion derivada del TCL, aunque para el caso
de un proceso multiplicativo, y no sumatorio, como indicabamos en un péarrafo
anterior para la distribucion normal. Asi, cuando el logaritmo natural de la variable es
distribuido como una distribucion normal, esta variable se distribuye como una
lognormal. De hecho en muchas ocasiones la distribucion normal se define mediante
los parametros de la lognormal.

Densidad de probabilidad

Figura 5.3. Ejemplo de la distribucién normal.

El dominio de esta funcién se corresponde con el conjunto de ndmeros reales.
Evidencias experimentales sugieren que la distribucién normal puede representar
bien algunos procesos fisicos y caracteristicas fisioldgicas.

La funciéon de densidad de probabilidad para la distribucion normal es:

1 (x-#)
f(x) = —==exp| ————— | para = < x z (56)
N O

Los parametros ¢ (media) y u (desviacion estandar) definen esta distribucion.

Distribucion acumulativa

Esta distribucion se utiliza con frecuencia para modelar datos procedentes de
opiniones de expertos. En otros casos, también se puede usar para simplemente
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convertir un grupo de datos experimentales en una distribucion. La distribucion es
una sucesion de representaciones de incrementos lineales y rectilineos entre los
valores y sus probabilidades, (x, P) : (x.,, P.,); y estos mismos valores son los
parametros que la definen. La forma de la distribuciéon no es muy natural (Figura 5.4)
Si la comparamos con otras, aunque puede ser muy Util si se desconoce de que
manera se distribuyen los datos.
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Figura 5.4. Ejemplo de la distribucion acumulativa.

La funcion de la probabilidad acumulativa corresponde a la siguiente expresion:

i

F(x)=Y.p, six <x2Xx

i+1

suponiendo gque x; estan en orden ascendiente (5.7)

=

Distribucién uniforme

La distribucion uniforme es un caso especial de la distribucion beta. Es una
distribucién que suele emplearse para describir variables con pocos datos o cuando
estos son inexistentes. También se puede aplicar para modelar opiniones de
expertos sobre la incertidumbre de un parametro. Si bien, la caida abrupta de
probabilidad hasta 0 en el minimo y maximo de la distribucién no la hace la mas
adecuada para este propoésito. Como se puede observar en la Figura 5.5, este tipo
de distribucion tiene una forma en linea recta.
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Densidad de probabilidad

Figura 5.5. Ejemplo de la distribucién uniforme.
La funcion de densidad de probabilidad corresponde a:
1

fxX)=———— (5.8)
max—min
Y la funcion de probabilidad acumulada:
F(x) = 1- mln. (5.9)
max—min

Los parametros que definen este tipo de distribucién corresponden a los valores
maximo y minimo de la variable.

Distribucion triangular

La distribucion triangular es otra distribucion que no presenta formas naturales
(Figura 5.6), y que no tiene una base tedrica. Sin embargo, descrita a través de tres
parametros, posibilita el modelado aproximado de un conjunto de datos, con un
grado de flexibilidad considerable. Por esta razon, se usa ampliamente en evaluacion
del riesgo para modelar conjuntos con pocos datos y la opinidbn de expertos. Los
parametros son los valores minimo, maximo y mas probable del conjunto de datos.
Aunque no es una distribucion muy comun en estadistica clasica, suele ser incluida
en los programas informéticos de simulacion (por e]., @Risk Palisade®).

La funciéon de densidad de probabilidad es:

)= —2X=3  Gacxsp (5.10)
(b-a)c-a)

f)=—2€=X _ Gp<xsp (5.11)
(c-a)(c-Db)

donde a= valor minimo, b= valor mas probable y c= valor maximo.
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0,16
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0,08 +

Densidad de probabilidad

0,04

Figura 5.6. Ejemplo de la distribucion triangular.

Distribucién exponencial

La distribucion exponencial se utiliza para representar intervalos de tiempo entre
eventos sucesivos, aleatorios, e independientes que ocurren a un ratio constante. Por
ello, la distribucién exponencial se asocia a procesos de Poisson. Ejemplos de esto
son el tiempo que tarda una bombilla en fallar, o el que un estudiante emplea en
realizar un examen. La ingenieria la aplica en el célculo del tiempo que trascurre
entre sucesivos fallos de componentes en una maquina compleja. Las empresas de
telefonia la utilizan en la estimacion del tiempo de duracion de llamadas.

0,16
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N

Densidad de probabilidad
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Figura 5.7. Ejemplo de la distribucién exponencial.

La funcion de densidad de probabilidad es:
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f(x) = Aexp(-4ix),para 0 < x > (5.12)
La funcién de probabilidad acumulada:
F(x) =1—exp(-xA4) (5.13)

Donde, A el parametro de la distribucion, es igual al ratio medio de ocurrencia de
un evento. Algunos ejemplos adicionales del empleo de la exponencial, son el su
uso para representar la concentraciéon de plomo en el aire o la prevalencia de
microorganismos en productos alimenticios.

Distribuciéon gamma

Esta distribucion pertenece a la familia de distribuciones exponenciales. La
distribucion gamma (o, f) describe el tiempo transcurrido antes de que un
determinado ndmero (a) de eventos ocurra segun un proceso de Poisson, y a un ratio
medio constante (f3). La diferencia con la distribucién exponencial radica en que la
distribucion gamma describe el tiempo para uno o mas eventos; sin embargo, la
exponencial sélo lo hace para un unico evento. De hecho, la distribucion gamma se
considera una generalizacion de la exponencial, de tal modo que cuando a =1,
tenemos una distribucion exponencial (Peebles, 1987).

1.2

08 1
06 1
1

044

Densidad de probabilidad

02+ =2

Figura 5.8 Ejemplos de la distribucién gamma.

Ejemplos de su uso son la estimacion del nimero de tormentas, duracion de
estas y el tiempo entre ellas. También se ha aplicado en ECRM para modelar el
tiempo de permanencia en refrigeradores domésticos (Nauta, 2001)

La funciéon de densidad de probabilidad es:

fx) = LX° FG(ZD)(‘XW) (5.14)
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Distribucion beta

Esta distribucion posee una gran flexibilidad, con una gran diversidad de
formas, que consigue a través de la modificacion de sus dos parametros, ay b (ver
Figura 5.9 y 5.10). Dado que su dominio solo comprende un rango 0-1, la distribucion
es adecuada para representar porcentajes, ratios, proporciones etc. (tiempo,
longitud, biodisponibilidad). Ademas, esta caracteristica posibilita que pueda ser
reescalada usando los valores de los limites del nuevo rango. También esta
distribucion tiene su aplicacion en técnicas estadisticas no clasicas, como en la
inferencia Bayesiana, donde se usa frecuentemente para representar la
incertidumbre sobre el parametro p de la distribucion binomial.

La distribucion de densidad de probabilidad es:

a-1¢4 _ b-1
fr) = X 0= (5.15)
fea-n""ar
5
a=>5
4 1
§ b=1
3 b=
s °7
[oN
® = b=2
©
g 21
o
)]
3
o 1
0 f } +
0 0,25 0,5 0,75 1

X

Figura 5.9. Ejemplos de la distribucion beta con a= 5.
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Densidad de probabilidad

0 0,25 0,5 0,75 1

Figura 5.10. Ejemplos de la distribucion beta con a=2.

Distribucién Pert (beta Pert)

Es una variante de la distribucién beta usando 4 paréametros: el valor maximo,
minimo, mas probable, y medio. Este Ultimo puede ser derivado de los tres anteriores
mediante la expresion:

Media =Minimo+4*Mas probable+Maximo/6 (5.16)

Esta distribucion es idonea para modelar los datos procedentes de opinion de
expertos sobre una variable. No es habitual dentro de los compendios de
distribuciones pero si se encuentra en los programas de simulacion.

Distribucion Weibull

La distribucion Weibull se utiliza para representar procesos tales como el tiempo
hasta finalizacion o el tiempo hasta fallo. Esta distribucion flexible puede adoptar
asimetrias positivas y negativas; en el primer caso, la distribucion muestra bastante
similitud con la distribucién gamma, pero con menos desviacion y una cola menos
pesada. También la distribucion Weibull es una alternativa a la distribucion lognomal
cuando la cola que presentan es mas ligera. Los parametros a y S definen esta
distribucion. Cuando el parametro de forma (a) es igual 1, esta distribucion es
idéntica a la distribucion exponencial. Ademas, cuando el parametro f = 3,25 la
distribucion es muy parecida a la distribucién normal.

Como ejemplos de su aplicacion, la distribucion ha sido usada para modelar la
velocidad del viento o también para modelar el tiempo entre eventos climaticos.

La distribucién de densidad de probabilidad es:
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f(X)=%[X’;Lj 7 exp{—{%) }para a,f>0x>L (5.17)

(L es el parametro de localizacion)
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Figura 5.11. Ejemplos de la distribucién Weibull
5.4.2. Distribuciones discretas

Distribuciones Bernoulli y binomial

Cuando un experimento aleatorio tiene dos posibles resultados, decimos que es
un ensayo de Bernoulli. Por ejemplo, ensayos de Bernoulli pueden ser cuando
estamos interesados en si un estudiante aprueba o suspende un examen o en si una
persona ha contraido 0 no una determinada enfermedad. Esta dualidad permite
referirnos al resultado como éxito o fracaso, si bien su asignacion es arbitraria.

La variable de un ensayo de Bernoulli puede ser definida como sigue: si el
resultado es un éxito m, X (o)=1; mientras que si el es un fracaso o, X(®)=0.

Tabla 5.4. Funcion de masa de una variable aleatoria de Bernoulli (p es la probabilidad de éxito).
X 0 1

px) 1-p P

Toda variable con esta funciéon de masa (Tabla 5.4) es una variable aleatoria de
Bernoulli. Si nosotros hacemos n repeticiones de un ensayo de Bernoulli, podemos
considerar una nueva variable Z = 1, 2,...n. Por ejemplo, si n = 3, los resultados
posibles son 8: (E, E, E), (E, E, F), (E, F, E), (F, E, E), (F, F, E), (F,E, F),(E,F, F) (F, F,
F). “E” indica éxito y “F” fracaso. Entonces, correspondiendo, respectivamente, con
los resultados anteriores tenemos Z: 3, 2, 2, 2, 1, 1, 1, 0. Para calcular la probabilidad
total del modelo Z, primero debemos calcular la probabilidad asociada a cada
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resultado simple. Puesto que n = 3 ensayos son independientes, las probabilidades
para los resultados simples pueden se calculan segun se muestra en la Tabla 5.5:

Tabla 5.5. Probabilidades simples para el modelo Z con n= 3
Z 0 1 2 3

P{Z=2) (1-p)’ 3p(1-p)* 3p°(1-p) p’

La probabilidad asociada a resultados que tienen el mismo valor de Z puede
ser calculada multiplicando la probabilidad de uno de ellos por el numero total de
eventos. Por ejemplo, para Z = 2, {(E, E, F), (E, F, E), (F, E, E)}, todos tienen la misma
probabilidad p’(1-p), valor que se multiplica por C(3, 2) = 3, obteniéndose asi la
probabilidad asociada al resultado simple Z = 2. Por tanto, la funcién de masa de
probabilidad, p(k), para Z corresponde a la ecuacion 5.18:

p.(K)=P{Z = k) =[Z

)pkﬁ—p)”‘k, k=0,12..n. (5.18)

donde k es el numero de éxitos y n el nimero total de eventos. Esta ecuacion es
la funcién de masa de probabilidad de una distribucion binomial. La distribucion
binomial esta definida por dos parametros: n el nimero de ensayos de Bernoulli y p
la probabilidad de éxito en cada uno de los ensayos.

La distribucion Binomial surge en todo proceso que implica el muestreo aleatorio
de un numero n de muestras con reemplazamiento. Cada unidad en la poblacion de
muestreo es clasificada en una u otra categoria en funcion de si posee 0 no una
cierta propiedad. Por ejemplo, la unidad puede ser una persona y la propiedad
puede ser si va a votar “si” o si ha sido arrestado alguna vez. Esto aplicado a
microbiologia alimentaria puede ser si un alimento (unidad) esta contaminado
(propiedad). En este ultimo caso, si conocemos la proporcion de alimentos
contaminados en toda la produccion, y tomamos una muestra de esta (£) entonces £
posee una distribucion binomial con los parametros ny p.

03 +

0,2 +

Probabilidad

Figura 5.12. Ejemplo de la distribucién binomial
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La distribucién Poisson

Si la concentracion de un microorganismo patdégeno o compuesto toxico en una
muestra liquida, por ej., de 10 L. es muy baja, o casi cero, y ademas, esta varia entre
diferentes muestras, entonces decimos que sigue un proceso Poisson y pudiendo ser
descrito por una distribuciéon Poisson:

exp(—r) A

p.(K)=P{X =k} = -

, k=012,.. (5.19)

donde A es el parametro que define la distribucion Poisson, y puede ser
cualquier valor positivo. Como p para la binomial, A es una propiedad del sistema
fisico que describe. Como ya mencionamos previamente, la distribucion Poisson se
aplica para describir la distribucion de microorganismos o toxicos se distribuyen en
grandes extensiones de agua. Generalizando, esta distribucion se utiliza en la
biologia cuando el sistema puede ser dividido en secciones iguales de las cuales se
realizan recuentos: glébulos rojos en sangre, cultivos celulares, etc.

Otra explicacion para la distribucion Poisson se puede derivar del hecho que
describe el numero de eventos discretos que ocurren dentro de un intervalo de
tiempo fijado. Esta distribucion esta estrechamente relacionada con la distribucion
exponencial.

0,4

0,3 +

02 +

Probabilidad

-0,5 0,5 1,5 2,5 3,5 4,5
X

Figura 5.18. Ejemplo de la distribucion Poisson

La distribuciéon discreta

Esta funcion no tiene una base tedrica, y no se encuentra como una distribucion
clésica en los libros de estadistica. No obstante, tiene gran aplicacion en la
evaluacion del riesgo, por lo que se incluye en los programas de simulacion. Su
funcion de masa de probabilidad es:
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F(x) = ij si x, < x> x,,, suponiendo que X, esten en orden ascendente  (5.20)
j=1
Esta distribucion es particularmente Gtil para obtener probabilidades

compuestas 0 para combinar varias distribuciones que han sido derivadas de la
opinién de expertos.

0,35

03 +

0,25 +

02+

0,15 +

Probabilidad

014

0,05 +

0,5 1,5 25 3,5 4,5 55
X

Figura 5.14. Ejemplo de la distribucion discreta
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6. Analisis de sensibilidad

El término “analisis de sensibilidad” hace referencia a un conjunto de métodos
de indole estadistico que se utilizan en el campo de la evaluacion del riesgo y en
otras areas afines (por ej., ciencias econémicas, matematicas, ingenieria civil, etc.)
para conocer como opera un modelo y qué factores en él son los mas significativos.
Para ello, se realizan cambios sistematicos en el modelo, y se observa el efecto sobre
los resultados (Ragsdale, 2001, Saltelli, 2002).

La construccion de un modelo es un proceso que viene acompafado
inevitablemente de multitud de suposiciones e interpretaciones sobre los datos que
se manejan. De ahi que ninguna opcion tanto estructural, metodoldgica o de elecciéon
de variables pueda ser considerada en términos absolutos, como solucion 6ptima, y
raramente Unica (European Commission, 2003). Esto da lugar a una fuente de
incertidumbre constante e inevitable. Por ello, su evaluacion y reduccién debe
entenderse como un paso necesario en el desarrollo y construcciéon de cualquier tipo
de modelo.

Un analisis de sensibilidad ayuda a comprender la influencia de la incertidumbre
de nuestro modelo influye sobre el resultado final (“output”). Ademas, es también una
herramienta efectiva para identificar y localizar aquellas carencias méas significativas
en los datos. A través de su conocimiento, los gestores del riesgo, por ejemplo,
pueden asignar de manera mas eficiente los recursos necesarios para reducir la
incertidumbre.

Muchas veces, el “output” no resulta lo suficientemente explicito o interpretativo.
Las representaciones graficas o el andlisis visual puede ser una manera 6ptima de
conseguir una mayor claridad en los resultados. Esto es clave para que los gestores
del riesgo puedan interpretar los resultados del modelo de una forma mas adecuada
(Vose, 2000b).

Por otro lado, si estamos interesados en inferir o en realizar intervenciones reales
en base a los resultados, no seria suficiente una simple predicciéon o estimacion, de
por ej., el numero de enfermos por afio, o el nimero de hospitalizaciones. En todo
caso, deberiamos conocer qué variables (“inputs”) son las determinantes en nuestro
resultado, y de qué manera deberiamos actuar sobre ellas para conseguir nuestro
objetivo en nuestro ambito evidentemente, la reduccion del riesgo microbiano en
alimentos.

6.1. Clasificacién y tipos de métodos de sensibilidad en modelos de
ECRM

Cassin y col. (1998) ya mostraron la conveniencia de realizar cambios sobre el
modelo original (riesgo microbiano, MPR) para evaluar posibles estrategias de
reduccion del riesgo. También, en este mismo trabajo, se realizé lo que llamaron un
andlisis de importancia, que se basoé en la estimacion del coeficiente de correlacion
de Spearman entre las variables “input” y “output” del modelo.
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Zwietering y van Gerwen (2000) presentaron tres tipos de andlisis de
sensibilidad enfocados al riesgo microbiano. ElI primero tiene un carécter
“determinista”, y pone de relieve las fases (inactivacion, crecimiento, etc.) mas
significativas en el orden de magnitud del modelo de ECRM. Para ilustrarlo de una
manera simple, podemos comparar un tratamiento térmico con un fenémeno de
recontaminacion. El primero implica una reduccion logaritmica de la concentracion,
en comparacion con el segundo que solo lo hace aritméticamente; en consecuencia,
el tratamiento térmico podria considerarse mas importante que la recontaminacion en
cuanto al nivel de concentracion final del microorganismo resultante de ambos
Procesos.

El siguiente tipo también recurre al calculo “determinista”. Este consiste en
comparar la estimacién a valores conservadores o extremos (“worst-case”) de una
variable (“input”) con valores medios de este. Para ello se puede usar la siguiente
expresion:

Efecto = N(extremo) /N(normal) (6.1)

Log Efecto= log N(extremo)- log N(normal) (6.2)

N seria la concentracion estimada para cada valor de la variable objeto de
estudio (extremo o normal). Cuando la diferencia o cociente es inferior a 1 log, el
efecto de la variable puede ser considerado despreciable. Este método también
posibilita el estudio de una variable considerando la variacion sobre otras. Asi, a
través de un proceso escalonado pueden identificarse ciertos sinergismos entre
variables.

Los métodos, hasta ahora presentados, pueden identificarse como el primer
paso en un proceso sistematizado de analisis de sensibilidad. A través de ellos se
pueden identificar las fases y procesos méas determinantes en un modelo; sin
embargo, seran necesarios analisis mas exhaustivos que nos indiquen con un mayor
detalle las variables mas determinantes sobre el riesgo, y en qué medida lo son.

El andlisis probabilistico es el dltimo tipo que se propone en el trabajo de van
Zwietering y van Gerwen (2000). Este analisis se basa en simular mediante Monte-
Carlo u otra técnica similar el modelo con todos los “inputs” en forma de distribucion.
Las iteraciones generadas son aplicadas para estimar el coeficiente de correlacion
de Spearman, que ya mencionamos para el trabajo de Cassin y col. (1998), y que
también suele denominarse coeficiente de regresion o correlacion de ranking (Vose,
2000b y Cullen y Frey, 1999). En este caso, el andlisis tiene en cuenta la interaccion
entre las variables fruto del carécter aleatorio de la simulacion, con lo que los
resultados aqui, proporcionan un mayor grado de informaciéon sobre el efecto de las
variables en el modelo.

La distincién entre variabilidad e incertidumbre en el modelo (dos dimensiones)
puede ayudar a identificar, ademas, aquellas fuentes de incertidumbre, las cuales se
podrian reducir con una investigacion mas profunda y una mayor disponibilidad de
datos. Distinto es el caso de aquellas variables que sdélo son determinantes en la
variabilidad del modelo, y no en la incertidumbre, ya que su efecto no puede ser
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eliminado por ser propio del sistema natural que se esta modelando, aunque si
controlado.

Es evidente, por tanto, que combinando un modelo “probabilistico”, con dos
dimensiones, y aplicando un andlisis de sensibilidad exhaustivo se puede obtener
una informacion valiosa sobre aspectos de funcionamiento, variables determinantes,
y error del modelo.

Aunque, la bibliografia no abunda mucho en cémo puede ser abordada una fase
de andlisis de sensibilidad sobre un modelo de ECRM, si es cierto que existe un
interés creciente en acordar una metodologia que se adapte a las caracteristicas
especificas de este tipo de modelos. Es resefiable el interés que ha mostrado
Christopher Frey de la universidad de North Carolina (USA). Este investigador ha
incidido en que no existe ningln método que por si solo pueda extraer de una
manera optima y sin errores y suposiciones toda la informacién contenida en un
modelo de ECRM. Es mas, este autor destaca que cada método tiene sus ventajas y
desventajas, ademas de su contexto de aplicacion, y que, por tanto, solo a través de
una combinacion de los métodos de analisis de sensibilidad mas adecuados se
puede llegar a una conclusion fiable y éptima (Patil y Frey, 2004).

Con el objetivo de proporcionar una vision completa del amplio nimero de
métodos disponibles, presentamos una clasificacion basica propuesta por Frey y col.
(2003) en la Figura 6.1, y que contrasta con la propuesta por Zwietering y van

Gerwen (2000).
METODOS Evalua la sensibilidad del “output” de
MATEMATICOS un modelo en el rango de variacién de

un “input”

VT On0E Ser'13|l.)|,lldad' c:e, un outpcll.ltI ma Izz

ESTADISTICOS varlgmon simu tan.e,zamente eulnput
segun su distribucién de probabilidad

METODOS Visualizaciéon de potenciales

GRAFICOS dependencias complejas entre el

“output” y un “input’

Métodos de
andlisis de
sensiblidad

Figura 6.1 Clasificacion de los métodos de sensibilidad (adaptado de Frey y col., 2003)

En la Figura 6.1, los métodos matematicos y estadisticos corresponderian con
los “deterministas” y “probabilisticos”, respectivamente, referidos por Zwietering y
van Gerwen (2000). Sin embargo, en la Figura 6.1 se introduce algo de cierta
importancia como la aplicacion de los métodos graficos. Como estudiaremos mas
adelante para el caso de diagramas de dispersion, una manera eficaz de determinar
relaciones entre los “input” y “output” en un modelo es a través del analisis visual de
la representacion de las iteraciones del “input” frente a las del “output”. Asimismo, el
método grafico, al margen de su capacidad de evidenciar relaciones, tiene un gran
potencial para facilitar la interpretacion de los resultados derivados de un andlisis de
sensibilidad mas complejo. No debemos olvidar que, a veces, datos de una ECRM
(incluyendo el analisis de sensibilidad) pueden utilizarse por personas no
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familiarizadas con la metodologia y terminologia empleada en su desarrollo, como
por €j. los gestores del riesgo, que aungue son técnicos no tienen porqué poseer un
conocimiento avanzado sobre métodos estadisticos y simulacion.

Frey y Patil (2002) revisaron 10 métodos de andlisis de sensibilidad:

E Andlisis de sensibilidad nominal
o Nominal Range Sensitivity (NRSA)
E Diferencia en el log odd ratio (tasa de eficacia)
o Difference in the log-odd ratio (ALOR)
E Analisis de punto de equilibrio
0 Break-Even Analysis (BEA)
E Analisis de sensibilidad diferencial
o Automatic Differentiation Technique (AD)
E Andlisis de correlacion y regresion /
o Correlation and Regression Analysis;
B Analisis de varianza
0 Analysis of Variance (ANOVA)
E Método de superficie de respuesta
0 Response Surface Method (RSM)
E Test de sensibilidad de Furier
0 fFourier Amplitude Sensitivity Test (FAST)
B indice de informacion mutua
0 Mutual Information Index (MIl)
B Diagrama de dispersion
0 Scatter plots (SP)

Patil y Frey (2004) afirmaron que ninguno de los citados métodos fue claramente
superior a los demas. Sin embargo, se indicé que cada modelo de ECRM tiene sus
propias caracteristicas, y que esto favorece el empleo de unos métodos en lugar de
otros. Por ejemplo, modelos de ECRM de tipo no lineal (o exponencial) no pueden ser
analizados a través de métodos tales como el andlisis de regresion, RSM, AD, ALOR
o NRSA, ya que estos asumen una relacion lineal entre variables (y= ax+b). La
aplicacién de métodos inadecuados puede dar lugar a interpretaciones erréneas o a
informacion incompleta sobre las variables.

Por otro lado, a pesar de lo atractivo del método FAST, este solo puede utilizarse
sobre variables discretas. Asi, métodos como el ANOVA, SP o MIl, que son
independientes del tipo de relacion existen entre las variables, parecen ser los mas
adecuados a las singularidades de los modelos de ECRM. Entre ellos, el MIl puede
implicar cierta complicacién computacional debido al elevado numero de
simulaciones que son necesarias para su estimacion.

Como conclusion parece recomendable, a raiz de lo comentado, usar varios
métodos de sensibilidad lo que quiza contribuya a obtener conclusiones mas fiables
y certeras.

Aunque todos los métodos se definen de manera basica para modelos de una
sola dimension (sin separacion entre variabilidad e incertidumbre), en su mayoria,
tienen una version desarrollada para su aplicacion en modelos de dos dimensiones
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(Mokhtari y Frey, 2005). Estos no han sido recogidos en este apartado dado que su
inclusion supondria una mayor complejidad que no es propdsito de la presente tesis.

6.2. Andlisis de Correlacién y Regresioén: Graficos de Tornado

El analisis de correlacion y regresion es el método de sensibilidad mas
empleado en los estudios de ECRM, debido a que los cientificos se encuentran mas
familiarizados con este tipo de métodos que, histéricamente, se han aplicado para el
analisis estadistico de datos experimentales.

Entre todos ellos, el mas extendido es el coeficiente de correlacion, que se
define como la medida del grado de asociacion o covarianza entre dos variables
aleatorias. En nuestro ambito, nos informa de la dependencia lineal que tiene el
“output” sobre un “input” concreto del modelo. Cullen y Frey (1999) destacan que
este coeficiente es sensible a dos factores:

B Laintensidad de la relacion lineal entre “input” y “output”

E El rango de variacion del “output” relativo al rango de variacion del
“input”.

La férmula del coeficiente de correlacion (de Pearson) (1) es:
X»Y
z XY — Q
N

r= (6.3)

X)? Y)?
\/(Zx2 _(ZI\I)XZYZ_((Z ) ))

N

Este tipo de andlisis es “post-simulacion”, es decir, que la estimacion del
coeficiente se realiza usando los datos obtenidos en la simulacion. Imaginemos, en
una hoja de célculo, en una columna, los valores del “input” para cada iteracion, en
otra columna, los valores correspondientes del “output”, resultado del modelo, vy
finalmente una tercera donde se encuentra la férmula de la ecuacion 6.3, que aplica
las columnas anteriores.

Este indice oscila entre -1 y 1, donde 1 corresponde a una correlacion perfecta
entre “output” e “input”, de caracter positivo, y -1 de caracter negativo, el 0 significa
ausencia de correlacion. De modo que basado sobre este estadistico, las variables
“input” pueden ser ordenadas de mayor a menor importancia.

Para el caso de modelos no lineales pero monoténicos (cuando la variable X
aumenta, Y también aumenta), tenemos el coeficiente de correlacion de Spearman,
gue ya hemos comentado. Este se basa en ordenar los valores “input” y “output” y en
asignarles un valor de orden, como por €j., se ilustra en la Tabla 6.1:
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Tabla 6.1. Procedimiento de ordenamiento de datos para el célculo del coeficiente de
correlacion de Spearman.

“Input” “Output” Orden “output” Orden “input”
4 21 4 3
10 212 1 1
8 12 2 4
6 33 3 2

La férmula de coeficiente de correlacion de Spearman (p) es:

6 D’
T o4

(los datos son ordenados y reemplazados en la ecuacion por su respectivo orden)

donde D es el resultado de la diferencia entre los valores de orden asignados a
los datos (x, y); y N es el numero de parejas (X,y).

Otros métodos similares son el andlisis de regresion (R?), regresion multivariante,
correlacion parcial, y coeficiente de correlacion estandarizado (Cullen y Frey, 1999).
El primero asume que hay una relacion lineal entre las variables; por tanto, su
aplicacién se debe limitar a modelos que presenten ese caracter. La regresion
multivariante es la generalizacion del método anterior. Con él se puede considerar la
interaccion existente entre y dentro de un grupo de variables (“inputs”). A través del
coeficiente de correlacion parcial, y basado sobre la regresion multivariante, se
puede medir la intensidad de la relacion lineal entre el “output” y un “input”,
excluyendo del andlisis el efecto de otros “inputs”. Finalmente, tenemos el coeficiente
de regresion estandarizado, una alternativa al anterior cuando los “inputs” tienen
diferente escala.

Una manera ampliamente reconocida de presentar los resultados en este tipo
analisis (correlacion y regresion) es mediante el uso de graficos de Tornado (Anéalisis
de Tornado). En este, los valores de los coeficientes se presentan en forma de barras
cuyo tamafio es proporcional al valor del coeficiente. Normalmente, en un mismo
grafico se presenta los valores de varios “input” que son ordenados de mayor a
menor coeficiente de arriba a abajo. La forma que presentan estos graficos recuerda
a un tornado, de ahi, su nombre. Un ejemplo de este tipo de gréficos puede ser
observado en la Figura 6.2.

Los estudios suelen aplicar este tipo de métodos para identificar los “inputs”
mas importantes en el modelo, o que mayor efecto tienen sobre el “output”. Como
mencionamos, estos métodos se basan en el grado de relacion o dependencia
existente entre variables. Sin embargo, lo que realmente determinaria que un “input”
constituya un factor de riesgo es que los cambios en este “input” produzcan cambios
significativos en la magnitud del “output” (riesgo final). En este sentido, la utilizacion
de otros métodos de sensibilidad es clave para identificar de manera fiable los
factores de riesgo en un modelo de ECRM.
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Temperatura

Concentracién

pH

Actividad de agus

Tiempo de
almacenamisnto

Storage temperature

Lavado de manos

Coeficiente de correlacidn

Figura 6.2 Un ejemplo de gréfico de tornado tomado del estudio de ECRM de
Staphylococcus aureus en productos cédrnicos cocidos en Espana (datos no publicados).

6.3. Andlisis de varianza (ANOVA/MANQOVA)

El proposito de este apartado no es explicar y desglosar los fundamentos vy
principios de un analisis de varianza, para lo cual recomendamos la lectura de
cualquier libro de estadistica basica (Casas, 1997). Lo que intentamos con este
apartado es presentar un poderoso método para su aplicacién en el analisis de
sensibilidad en estudios de ECRM; estudios que, por otro lado, no han confiado hasta
la fecha en este tipo de andlisis para estudiar la sensibilidad del modelo y sus
variables.

Probablemente, a pesar del amplio conocimiento que se tiene del andlisis de
varianza en otras areas de la ciencia, es dificil considerar que un analisis como este,
basado en la categorizacion de las variables, pueda ser Util para modelos
eminentemente cuantitativos. Sin embargo, un andlisis de varianza, en nuestro
ambito, puede ayudar a determinar si hay asociacion entre un “input” y el “output”,
sin asumir ningun tipo de relacion entre ambos. Ademas, dado su caracter
cualitativo, este método también puede usarse para evaluar “inputs” categdricos o
incluso distintas variantes en la estructura del modelo (escenarios).

Para un analisis de varianza, los “inputs” son referidos como factores, y el
“output” como respuesta. Los factores son agrupados en rangos de igual tamafo,
que llamamos niveles del factor. Resumiendo, el analisis de varianza, a través del
estadistico F, determina si hay diferencias significativas en la respuesta media entre
distintos niveles de los factores (Tang y col., 2006).

Un andlisis de varianza multifactorial considera un conjunto de factores, y asi
también, la interaccion entre ellos. El factor puede ser el tipo de microorganismo
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patdgeno, area geografica, un escenario concreto (por €j., implantacion de una
medida de control). Después del andlisis de varianza, también puede aplicarse tests
(post-hoc) que permiten considerar el diferente rango de los factores, tales como el
test de Tukey o el test de Scheffé. En la Figura 6.3 se ilustra un ejemplo de aplicacion
de un anélisis de varianza en modelos de ECRM.

B
[
— W

=3
=

Figura 6.3. Un ejemplo de aplicacion de ANOVA como analisis de sensibilidad.
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El andlisis de varianza al igual que el coeficiente de correlacion puede
proporcionarnos un ranking de los factores mas determinantes en base al valor del
estadistico F.

Como mencionamos, la principal ventaja de este método es su robustez ante
violaciones de ciertas asunciones. No obstante, puede ser sensible a errores de
medida sobre los factores o a la existencia de relaciones entre ellos. Ademas,
cuando existe un gran numero de factores, el método incrementa su dificultad
computacional.

6.4. Diagramas de dispersion

El diagrama de dispersion es la representacion gréfica de la relacion existente
entre un “input” y un “output”. Este consiste en la representacion de las iteraciones o
valores de la simulacion para un “input” y el correspondiente “output” (Cullen y Frey,
1999).

A través del diagrama de dispersion se pueden evidenciar posibles
dependencias, que en algunos casos pueden ser de gran complejidad y dificultad
para ser detectadas por métodos estadisticos. En este sentido, en algunos casos, se
pueden identificar zonas o valores en los cuales la relacién se hace mas intensa o
produce un incremento o decremento mas importante del “output”. En estos casos,
podemos estar identificando limites criticos en el “input” (Vose 2000b). En la Figura
6.4 se representa un diagrama de dispersion.

Figura 64 Un ejemplo de un diagrama de dispersion representando una relacion lineal
rectilinea entre las variables.

El diagrama de dispersion suele recomendarse como un primer paso en el
analisis de sensibilidad de un modelo. El conocimiento del tipo de dependencia por
este método entre sirve para seleccionar métodos estadisticos mas adecuados.

Como una desventaja importante esta el hecho de que para generar un
diagrama de dispersion se necesita una reorganizacion de los valores obtenidos en
la simulacion del modelo (iteraciones), lo cual en algunos casos, si no es
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suministrado por el software, puede ser tedioso y necesitar gran cantidad de tiempo.
Para resolver esta dificultad Vose (2000b) indica la posibilidad de seleccionar un
grupo significativo de las iteraciones simuladas. También, este método, por estar
sujeto a la interpretacion del asesor, puede dar lugar a juicios erréneos o incompletos
de la relacion encontrada.

6.5. Otras consideraciones

El andlisis de sensibilidad es la herramienta bésica para extraer la informacion
de un modelo de ECRM, y asi, poder, los gestores del riesgo, establecer medidas o
estrategias de gestion mas eficaces y precisas.

La verificacion es un proceso que nos indica si un modelo esta funcionando de
acuerdo a lo que ha sido establecido para él. El analisis de sensibilidad puede ser
fundamental para desarrollar este tipo de procesos. Ayuda a comprobar si la
estructura o variables del modelo son correctas. En caso contrario, el andlisis de
sensibilidad identificaria aquellos aspectos erréneos, posibilitando el desarrollo de
planes para su eliminacién o mejora.

Los procesos de validacion no son habituales en modelos de ECRM debido a la
escasez de informacién, ya que dichos modelos suelen incluir fendmenos con muy
poca probabilidad de ocurrencia. A pesar de la falta de validacién, el analisis de
sensibilidad puede ayudar a aumentar la confianza de gestores y evaluadores del
riesgo en el modelo y en sus predicciones (Frey y Patil, 2002).

La aplicacion del analisis de sensibilidad tiene una relacion directa con la
gestion del riesgo. La identificacion de factores de riesgo, valores y zonas en estos
puede ser de gran ayuda a la hora de determinar el OP o CR; y también pueden
incidir sobre conceptos tales como limites criticos, criterios de proceso y producto en
los programas de APPCC.
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7. Comunicacion del Riesgo

7.1. Percepcioén y dimensiones del riesgo

El riesgo es un término que ya definimos anteriormente en un sentido general, y
al que volvemos a colacion del tercer elemento del Andlisis de Riesgos (AR):
Comunicacion del Riesgo (CR). Riesgo en un contexto alimentario es la funciéon que
expresa la probabilidad de que se produzca un efecto nocivo para la salud como
consecuencia de un peligro en el alimento, asi como la gravedad de ese efecto.
Digamos, que desde una dimension  cientifico-técnica, riesgo =
probabilidad+severidad. Sin embargo, esta definicion no contempla la dimension
humana, o lo que es lo mismo, el factor psicolégico, el cual irremisiblemente es parte
esencial de como el publico en general percibe el riesgo (Tabla 7.1). En estos casos,
los autores suelen hablar de que la percepcion riesgo= peligro+factor psicologico.

Tabla 7.1. Factores cualitativos que afectan la percepcion del riesgo y su evaluacion
(adaptado de NRC, 1989)

Factor

Condiciones asociadas con
mayor preocupacion publica

Condiciones asociadas
con menor
preocupacién publica

Potencial catastréfico

Familiaridad
Comprensién

Control personal
Exposicion
Efecto en los nifios

Efectos/manifestaciones
Efecto en generaciones
futuras
Identidad de las
victimas
Temor
Confianza institucional
Atencién de medios de
comunicacion
Historia de accidentes

Equidad
Beneficios

Reversibilidad
Origen

Dafios y fatalidades agrupadas
en tiempo y espacio

No familiar (poco conocido)

Mecanismos o procesos no
comprendidos
Fuera de control

Involuntaria
Nifios en riesgo particular

Efectos retardados
Riesgo para generaciones futuras

Victimas identificables

Efectos temidos
Poca confianza
Mucha

Accidentes severos y
ocasionalmente menores
Distribucion no equitativa de
riesgos y beneficios
Poco claros
Efectos irreversibles
Causado por acciones o fallas
humanas

Dafios y fatalidades no
agrupadas y aleatorias
Familiar
Mecanismos o procesos
comprendidos
Controlable
Voluntaria
Nifios no especificamente
en riesgo
Efectos inmediatos
Sin riesgo para
generaciones futuras
Victimas estadisticas

Efectos no temidos
Confianza
Poca

Sin historia de accidentes
severos o menores
Distribucién equitativa de
riesgos y beneficios
Claros
Efectos reversibles
Causado por causas
naturales (“actos de
Dios”)

Un factor de riesgo tan convencional como la pérdida de la vida no es tan
determinante en la percepcion personal del riesgo como se podria esperar. Factores
tales como el beneficio percibido, la justicia en la distribucion del riesgo, o confianza
en las instituciones son de relevancia en la percepcion del riesgo. Asi, por ejemplo la
percepcion del riesgo es mas alta cuando un evento catastréfico ocurre aisladamente

93



Comunicacion del Riesgo

qgue cuando lo hace con mayor frecuencia (Tabla 7.1). Por ello, aunque los cientificos
puedan cuantificar el riesgo, este no es un fenédmeno real, sino una construccion
mental que depende de multitud de factores. La gran cantidad de factores nos da
una idea de la complejidad de la percepcion del riesgo. En este sentido, volviendo a
la definicion de riesgo del inicio, Jaeger y col. (2001) dan un contrapunto sobre la
misma (no especifica para alimentos) y definen el riesgo como “una situacion o
evento en el cual algun valor humano (incluyéndose los propios humanos) ha sido
puesto en juego, y donde el resultado es incierto”

Tener en cuenta esta variedad dimensional en la percepcion es clave para la
efectividad de un proceso de comunicacion del riesgo. En algunos casos, los
cientificos suelen establecer una expresion numérica para expresar el riesgo, que
dificilmente entenderan, o en algunos casos interpretaran correctamente, los
consumidores (Hampel, 2006; Mitchell, 2002).

7.2. Comunicacién del riesgo

El objetivo de un proceso de comunicacion de riesgo es producir un nivel
adecuado de interés y accién en una audiencia sobre un determinado riesgo o
peligro. Normalmente, los procesos de comunicacion del riesgo fallan debido a que
los gestores, evaluadores, y comunicadores del riesgo, en definitiva, técnicos, no
tienen en cuenta que el publico en general percibe el riesgo de manera distinta a
como ellos lo hacen.

7.2.1. Audiencia

Para establecer procesos de comunicacion efectivos es determinante
caracterizar la audiencia. Para ello, se puede indagar sobre aspectos tales como:
informacion demogréfica, educativa, econémica, etc. (Bruhn, 2005). Atendiendo a la
teoria sobre percepcion del riesgo, el ser humano percibe el riesgo segun factores
tales como la edad, grupo social, circunstancias especificas, etc. Teniendo esta
informacion se pueden identificar segmentos 0 grupos y sus areas de interés, y sobre
esta base, establecer el medio y tipo de mensaje mas adecuado.

Sin embargo, no siempre este proceso se conduce de una manera honesta y
ética. Por ejemplo, Gordon (2003) destacd que patrocinadores o anunciantes pueden
influir sobre el tipo de mensaje con el fin de incrementar o reducir la percepcion del
riesgo que los consumidores tienen sobre un peligro. Ademas, afirma que cuando la
percepcion no esta equilibrada, porque se favorezca un percepcion sobrevalorada o
infravalorada del riesgo, pueden ocasionar resultados desproporcionadas (ansiedad,
demanda de reglamentacion, rechazo de productos y medidas preventivas
inadecuadas, perjuicio, etc.).
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7.2.2. Mensaje

Como mencionamos previamente, el mensaje se debe adaptar al tipo de
audiencia a la que va dirigida. La informacion acerca de la forma de vigilancia,
control o reduccion del riesgo es de gran importancia sobre su percepcion.
Normalmente, esta descripcion ayuda a reducir la preocupacion sobre un
determinado peligro. También debe considerarse que para que un mensaje sea
efectivo debe ser repetido, por tanto la continuidad en los programas de
comunicacion es clave para su efectividad. Otro aspecto importante hace referencia
a que los mensajes no solo deben proporcionar informaciéon sino que ademas, segun
el caso, deben influir sobre el comportamiento de la audiencia. Para ello, se debe
hacer participe al intercomunicador sobre los procesos de control y reduccion del
riesgo, siendo en algunos casos el ultimo objetivo de un proceso de comunicacion
(Bruhn, 2005).

La credibilidad del comunicador y origen del mensaje tienen una gran influencia
sobre si el mensaje es considerado o descartado. De este modo, cuerpos legislativos
o reguladores con una baja credibilidad pueden no ser efectivos en el desarrollo de
procesos de comunicacion; incluso aunque estos estén bien argumentados, pueden
tener un efecto negativo sobre la audiencia (Frewer, 1997).

Mitchell (2002) resume los principales elementos que deben ser considerados
con respecto a los mensajes de riesgo:

E Los mensajes son primero juzgados por si su fuente es o no de
confianza.

E La comunicacion deliberada es frecuentemente un pequefia parte del
mensaje que se transmite realmente.

E La respuesta al mensaje no solo depende del contenido sino también de
la manera de proporcionarlo, concretamente del tono expresivo con que
se presenta.

E La confianza es generalmente fomentada por la franqueza, tanto en evitar
el secretismo como en la disponibilidad para escuchar.

7.2.3. El medio

Normalmente cientificos 0 en general expertos comunican el riesgo a través de
medios muy especificos y exclusivos (publicaciones, foros de expertos y
conferencias). Este abanico de opciones no esta disponible para el publico en
general, el cual normalmente recibe informacion a través de los medios de
comunicacion. De hecho, esta suele ser con gran frecuencia la primera y Unica
fuente de informacion sobre riesgo para el publico. Los medios pueden tener dos
objetivos:

B Educar e informar

B Obtener un beneficio o ventaja
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Es méas, como mencionamos en un apartado anterior, la manipulacion de los
medios sobre el mensaje pueden influir intencionadamente influir sobre una mayor o
menor percepcion del riesgo. Los medios normalmente conocen cuéles son los
factores que estimulan o amplifican el interés mediatico sobre un historia; asi, un
posible riesgo sobre la salud publica puede hacer una historia mas interesante y
atrayente, si esos factores son mayores o aparentan serlo (Mitchell, 2002).

7.3. Directrices de la FAO/WHO respecto a la Comunicacién del Riesgo
microbiano en alimentos

En el presente apartado se resumen el documento FAO/WHO (1998) sobre las
bases de la CR en alimentos. Esta es la etapa que ha presentado un menor
desarrollo dentro del esquema del AR. Sin embargo, en contraposicion, puede ser
una de las mas complejas dado su caracter multidimensional e interactivo.

La definicion de CR es: el intercambio interactivo de informacion y opiniones
respecto al riesgo y los factores asociados al riesgo, entre los responsables de la
Evaluacion del Riesgo (ER), Gestion del Riesgo (GR), consumidores y otras partes
interesadas (FAO/WHO, 1998). Ademas, ha sido descrita como un elemento que
integra procesos y procedimientos que:

a) engloban e informan a todas las partes interesadas del proceso de analisis
de riesgo;

b) ayuda al desarrollo de procesos de toma de decisiones transparentes y
creibles;

c) infunde confianza en la GR asociado a alimentos (Figura 7.1).

Sector oficial

Responsable dz la toma
de decisiones

7R
TRANSPARENCIA
Beneficiarios "=~ Receptores del

importadores, riesgo
consumidoras, sector
pecuario

sector pacuario,
consumidares, industria

Figura 7.1. Partes involucradas en la comunicacion del riesgo
7.3.1. Objetivos del proceso de Comunicacion del Riesgo

E Promover el conocimiento y entendimiento de todos los participantes
sobre el tema en consideracion.
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E Promover la consistencia y transparencia sobre la toma de decisiones e
implementacion de medidas de gestion del riesgo.

B Proveer una base sdlida para entender las decisiones de manejo de
riesgo propuestas o implantadas.

B Mejorar la eficacia y eficiencia del proceso del AR.

B Contribuir al desarrollo y entrega de informacién y programas de
educacion efectivos.

B Promover confianza publica en las instituciones encargadas de tomar
decisiones
E Promover la participacion de todos los sectores interesados

E Intercambiar informacién sobre las actitudes, conocimientos, valores,
practicas y percepciones relativas a riesgos

Esta vision general se puede enfocar a aspectos mas concretos, también
mencionados en el citado documento de la FAO/WHO (1998), entre los cuales
exponemos aquellos que han sido considerados para el desarrollo de la presente
Tesis:

E En los nuevos enfoques de seguridad alimentaria basados en el riesgo, la
comunicacion del riesgo juega un importante papel como el medio a
través del cual se consideran todos los datos e informacion disponible
que seran utilizados en las fases de ER y GR.

E Es necesario que un proceso de ER esté acompafiado de un proceso de
comunicacion entre los responsables de la evaluacion, los gestores, y
otras partes interesadas de manera que los primeros puedan enfocar y
determinar sus objetivos en funciéon de los intereses de los segundos y
terceros. En este sentido, los perfiles del riesgo, ayudan a crear un
proceso de intercambio de informacion entre ambas partes,
adecuandose asi la evaluacién para dar respuesta a las cuestiones de
gestion planteadas.

B Caracterizacion del Riesgo es el medio primario por el cual los resultados
de la ER microbiano son comunicados a gestores del riesgo y a otras
partes interesadas. El empleo de conceptos matematicos, terminologia
especifica, etc. dan lugar a ciertas dificultades de comprension entre
responsables de la evaluacién, gestores del riesgo y otras partes
interesadas. Por tanto, se deberia desarrollar y favorecer un marco
linglistico comun para posibilitar el entendimiento entre todas las partes
interesadas. En términos mas concretos, y como ya mencionamos a lo
largo del presente bloque, los resultados de una ER, aunque complejos,
deben ser adaptados de la manera mas adecuada para su comprension
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por parte de los gestores del riesgo en su objetivo para el
establecimiento de medidas de gestion efectivas.

B La comunicacion interactiva entre las diferentes partes interesadas tiende
a garantizar transparencia, facilitar la consistencia y mejorar 10s procesos
de GR. Ademas, cuando una decision de gestion ha sido tomada
finalmente, es importante establecer procesos de comunicacion a través
de los cuales todas las partes puedan conocer las bases para tal
decision.

7.3.3. Barreras para una comunicacion del riesgo efectiva

Las barreras existen y deben ser identificadas para asi poder corregirlas y
posibilitar una efectiva comunicacion del riesgo. La FAO identifica tres categorias de
barrera, las dos primeras hacen referencia al tipo de institucion y al procedimiento
dentro del AR, y la tercera barrera se relaciona con el tipo de contexto, en concreto al
esfuerzo que se realiza para comunicar el riesgo al publico en general y a otras
partes interesadas.

Ademas, el documento de la FAO hace una recopilaciéon de un conjunto de
procedimientos a considerar en el desarrollo de un proceso de comunicacion
efectivo, que son divididas en 3 categorias: Preparacion y ensamblaje; Diseminacion
y distribucion; Revision y evaluacion. Su contenido dependera segun estemos en
estrategias de comunicacion de riesgo orientadas a situaciones rutinarias o de crisis.

Finalmente el documento concluye ciertos aspectos clave para una correcta
comunicacion del riesgo y que después se traducen a recomendaciones para
gobiernos y organizaciones. Los puntos destacados fueron:

E Implicacion e interaccion de todas las partes interesadas
B Empleo de personas formadas en comunicacion del riesgo
B Garantia del que la comunicacion del riesgo es recibida y comprendida

E Fomento de transparencia durante el proceso completo
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lll. OBJETIVOS



ECRM en productos carnicos cocidos. Modelos de contaminacion cruzada y su impacto sobre la GR

Objetivos

- Profundizar en el conocimiento y desarrollo de metodologias para la
Evaluacion Cuantitativa del Riesgo Microbiano (ECRM) en un contexto
“probabilistico”.

- Desarrollar herramientas interpretativas para los modelos de ECRM.
Aplicacion de metodologias de analisis de sensibilidad.

- Estudiar y analizar los fendmenos de contaminacion cruzada en alimentos
desde una perspectiva de seguridad alimentaria: Identificacion de factores
de riesgo y revision de los modelos matematicos de contaminacion cruzada.

- Desarrollar modelos matematicos de contaminacion cruzada en alimentos
para su aplicacion en la ECRM.

- Aplicar procedimientos para la incorporaciéon de modelos matematicos de
contaminacion cruzada en alimentos en la ECRM.

- Analizar el impacto de los fendmenos de contaminacion cruzada sobre la
gestion del riesgo: Aplicacion de los Objetivos de Seguridad Alimentaria
(FSO).






IV. RESULTADOS



Resultados

1. Contaminacion cruzada: Factores de riesgo y
modelos matematicos.

Es ampliamente conocido, y esta demostrado, que los fendmenos de
contaminacioén cruzada son un factor importante en la transmision de toxiinfecciones
alimentarias (TIAs).

El fendmeno de contaminacion cruzada se puede definir como un proceso de
transferencia microbiana entre distintas superficies en un ambiente alimentario,
siendo una de ellas el propio alimento.

En general, la transferencia microbiana puede ser clasificada en tres tipos: de
aire a producto (SF); de superficie a alimento en fluidos (SFF); y de superficie a
alimento por contacto (SFC). La transferencia SFC es el tipo mas frecuente, dada su
alta incidencia en la etapa de consumo doméstico. Sin embargo, se han realizado
pocos estudios que hayan tratado este tipo de fendmenos.

Los métodos tradicionales de muestreo de superficies revisados no son
complemente efectivos, si bien concluimos que la combinacién de diferentes
métodos posibilita una mejor tasa de recuperacion. Ademas, se indica que otros
métodos mas actuales como son los equipos de ultrasonidos, la microscopia de
fluorescencia, etc. podrian mejorar la precision y exactitud en los resultados de los
estudios de transferencia.

Los estudios de transferencia bacteriana pueden ser divididos en dos grupos
basandonos en el grado de control a que se someten los factores que influyen sobre
la transferencia. En primer lugar, tenemos aquellos que se realizan con un control
exhaustivo de estos factores, evaluando, por tanto, en estos casos, el efecto de estos
sobre el grado de transferencia. En segundo lugar se encuentran aquellos que se
realizan en condiciones no controladas sin una consideracion especifica de los
factores. Estos tienen lugar simulando condiciones reales (cocina domeéstica,
industria, restauracion, etc.). La consideracion de ambos tipos de estudios es clave
para comprender la transferencia bacteriana y los factores implicados.

Los factores que gobiernan los fendémenos de transferencia SFC no son
conocidos totalmente, aunque esta probado que estan intimamente relacionados con
las caracteristicas de adherencia de la bacteria a la superficie. Simplificando, estos
factores pueden ser clasificados en factores ambientales/extrinsecos o en factores
de especie/intrinsecos. La presente revision sugiere que niveles elevados de ciertos
factores tales como la humedad, tiempo de contacto entre superficies, grado de
presion y caracteristicas hidrofébicas/hidrofiicas de las superficies estan
probablemente asociados a grandes incrementos del grado de transferencia. En el
caso de la humedad y presion, su incremento, ademas, reduce las diferencias en
transferencias debidas al tipo de microorganismo. Por el contrario, la mayor duracion
del contacto entre superficies hace que existan diferencias mas significativas en
cuanto al tipo de microorganismo.
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La informacién generada en el presente trabajo podria ser de gran aplicacion en
la confeccién de recomendaciones, guias o programas educativos relacionados con
las practicas de higiene de los manipuladores. La eliminacion de los factores de
riesgo, identificados aqui, durante la manipulacion de los alimentos, podria reducir la
incidencia de los fendmenos de transferencia bacteriana.

Finalmente, destacamos la importancia de usar datos cuantitativos para modelar
la transferencia bacteriana. Debido a su alta variabilidad, los modelos probabilisticos
parecen ser los mas adecuados para representar la transferencia microbiana. La
inclusion de estos modelos en estudios de Evaluacion Cuantitativa del Riesgo
Microbiano (ECRM) puede ayudar a obtener estimaciones mas completas, y a
considerar los fendmenos de transferencia bacteriana en los procesos de toma de
decisiones basados en la ECRM.

El presente capitulo ha originado la siguiente publicacion:

Understanding and Modelling Bacterial Transfer in
Foods: A Review

Pérez-Rodriguez*, F.,Valero, A., Carrasco, E.,Garcia, RM?. and
Zurera, G.

Department of Food Science and Technology, University
of Cérdoba, Campus de Rabanales, C-1, 14014 Cérdoba,
Spain

Trends in Food Science and Technology, submitted




Resultados

Understanding and Modelling Bacterial Transfer
in Foods: A Review

1.1 Abstract

Bacterial transfer events are considered to be an important cause of transmission
of food-borne diseases. In this review, the most common ways of bacterial transfer to
food are studied, concluding that high levels of moisture, contact time and pressure
could result in higher transfer between surfaces. From a risk management approach,
this means that the identification and elimination of certain tasks or activities involving
higher levels of these factors could be helpful to prevent bacterial transfer. Besides,
mathematical bacterial transfer models from literature are analyzed, highlighting the
use of transfer rates distributions to model bacterial transfer in a probabilistic
Quantitative Microbiological Risk Assessment (QMRA) framework.

1.2. Introduction

The well-established UK surveillance system reported that cross contamination
was the main contributing factor (32 %) in the outbreaks investigated in the period
1999-2000 (WHO, 20083). Likewise, the Center for Diseases Control (CDC) reported
that 18 and 19 % of food-borne diseases caused by bacteria in the years1993-1997 in
the United States were associated with contaminated equipment and poor hygiene
practices, respectively (CDC, 2000). Moreover, although most outbreaks result from
extensive growth, insufficient cooking, etc, many are also associated with bacterial
cross-contamination/recontamination (Roberts, 1990). Similarly, various authors have
stated that cross contamination of bacterial and viral pathogens in homes and in food-
service establishments can probably be the major contributing factor for sporadic and
epidemic food-borne ilinesses (Beumer and Kusumaningrum, 2003 ;Bloomfield, 2003,
Chen, Jackson, Chea, and Schaffner, 2001). Therefore, it is apparent that pathogens
transfer to foods through many different type of events such as recontamination, cross
contamination, etc. which may be determinant factors in many of the outbreaks
studied.

Nevertheless, there appeared to be a lack of epidemiological information about
common contamination routes and sources as shown by Reij, den Aantrekker and
ILSI Europe Risk Analysis in Microbiology (2004). This is mainly derived from two
important factors: the inherent difficulty to inquire into the contamination source in the
outbreaks and the fragmentation of the information. Indeed, the reports do not usually
provide clear and understandable information on contamination routes and
contributing factors (Panisello, Rooney, Quantick and Stanwell-Smith, 2000). In some
cases, terminology is misused, i.e. use of overlapping, non-standardised or very
general terms (e.g. contaminated equipment, environmental contamination,
contaminated handlers, etc.).

Cross contamination is frequently proposed as a general term which refers to the
transfer, direct or indirect, of bacteria/virus from a contaminated product to a non-
contaminated product. Also, other terms have been used to refer to bacterial transfer,
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but not in a general sense, such as recontamination (food contamination after an
inactivation process), poor hygiene handlers, contaminated equipment, etc. In this
paper, the term transfer is proposed as a generic term which can be extended to refer
to 3 specific transfer ways: Air-to-food (AF); Surface-to-food in fluids (SFF); and
Surface-to-food by contact (SFC).

The AF transfer occurs through dust particles or via aerosols (den Aantrekker,
Boom, Zwietering and van Schothorst 2003, and Muller, 1980) especially during the
preparation and packaging of products (Reij et al., 2004, and Burfoot, Brown, Xu,
Reavell and Hall, 2000). In these cases, the contamination levels reached in the
product can be similar to other transfers such as hand-to-product transfer (SFC) (den
Aantrekker et al. 2003). However, the non-inexistence practically of attendant
outbreaks, and the low incidence and/or viability of pathogens in the air (Hughes,
2003 and, Eisel, Linton and Muriana, 1997) suggest low impact on food-borne
diseases (Reij et al. 2004).

Regarding SFF transfer, bacteria in aqueous environments and suitable
conditions tend to form biofilm on surfaces (pipelines, tanks, etc) (Characklis and
Marshall, 1990). In these cases, the standard cleaning and sanitation procedures
used in the food industry are not totally effective in eliminating biofilms (Bremer, Fillery
and McQuillan 2006; Chavant, Gaillard-Martinie and Hébraud, 2004; Joseph,
Karunasagar, Karunasagar, 2001; Leriche, Chassaing and Carpentier, 1999). Thus,
when parts of these structures are released into fluids, bacterial transfer to food (milk,
juices, sauces, purees) can occur, causing cross contamination or recontamination
events. This type of transfer is a well-recognized contamination source in the food
industry, e.g. in pipeline systems of dairy factories (Oliver, Jayarao, and Almeida,
2005, Flint, Bremer and Brooks, 1997; Koutzayiotis, 1992), leading, when occurring, to
large outbreaks. An example of this is the last outbreak of Salmonella occurred in
Spain with more than 2138 cases. This was caused by consumption of pre-cooked
chicken contaminated by Salmonella Hadar which was found in a bend of the
pipelines system (transporting gravy) of the factory (HPA, 2005).

The SFC transfer can occur in a wide variety of ways and situations: through
contact with raw food, equipment, pets, pathogen carriers, cutting boards, dishcloths,
food handlers, etc; and at different phases in the Food Chain (the food industry, retail,
restaurants and homes) (Haysom and Sharp, 2005, De Jesus, Olsen, Bryce and
Whiting, 2004, Martinez-Gonzales et al 2003, Lundén, Autio and Korkeala, 2002,
Ollinger-Snyder and Matthew, 1996, Hudson and Mott, 1993). Moreover, SFC transfer
has been reported to be a very important contributing factor in the food-borne
illnesses originated at home (Beumer and Kusumaningrum, 2003, Bloomfield, 2003,
Bloomfield and Scott, 1997). This is expected since it is well-reported that consumers
usually fail to handle and prepare food in a hygienic manner (Gillespie, O brien and
Goutam, 2001). In conclusion, further knowledge on this transfer type could help in
the reduction of food-borne illnesses and in the development of effective hygiene
practice. This review tries to gather recent information about SFC transfer in order to
provide researchers the basis to be able to develop new investigations. Thus, the
review will show the different experimental approaches carried out to investigate the
phenomenon, highlighting advantages and drawbacks of each one. Conclusions are
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extracted from studies to give a brief description about which factors are governing
the phenomenon and how. Finally, a critical analysis of the mathematical transfer
models published is presented and some alternatives are suggested in a quantitative
microbiological risk assessment (QMRA) framework.

1.3. Investigating Bacterial Transfer
1.3.1. Types of studies

Traditionally, most studies on bacterial transfer have been presented in medical
publications due to the important role that bacterial transfer plays in infections
acquired in hospitals (Avila-Aguero, German, Paris and Herrera 2004, Weber and
Rutala, 1997, Haynes Jr. and Hench, 1965). However, only recently transfer events
have gained attention in food environments (foods, hands, stainless steel surfaces,
air, fluids etc.) which has led researchers to study and quantify the phenomenon.

Studies on bacterial transfer can be sorted out into two groups based on the
degree of experimental control. First, there are those that provide a great degree of
control and, therefore, are useful for gaining insight into bacterial transfer
phenomenon through detailed information about specific processes and factors
affecting bacterial transfer. These studies design a very controlled experimental
model in laboratories in which factors important in bacterial transfer are controlled
(pressure, contact area, moisture level, temperature, time contact, personnel training,
etc.). Studies by Vorst et al. (2006) and Kusumaningrum, Riboldi, Hazeleger and
Beumer (2002) can be a clear example of this type of works.

On the other hand, studies can be performed closer to real environmental
conditions, regardless of those factors and processes influencing transfer (i.e. factors
are not controlled). These are focused on quantifying bacterial transfer events
frequency and transfer rates as well as identifying contamination routes in real
environments such as factories, food services, domestic kitchens, etc. For instance,
studies by Luber et al. (2006), De Jesus et al. (2004) obtained transfer rates for
Campylobacter during handling in kitchen and E. coli from flies, respectively. Besides,
Chen et al. (2001), Montville et al. (2001) performed experimental models to pick the
random nature associated with bacteria transfer during food handling by different
workers. Gorman, Bloomfield and Adley (2002) evaluated the cross contamination
events that occurred during domestic preparation of chicken naturally contaminated
with Salmonella spp., Campylobacters spp., E. coli and Staphylococcus aureus.
Results showed that the drain site was the most frequently contaminated site. Also,
the total frequency of occurrence of cross contamination for Campylobacter spp. was
18 %, Salmonella spp. 16.6 %, E. coli 9.5 % and S. aureus 19.7%. As a conclusion,
the study evidenced the ability of these pathogens to disseminate from contaminated
raw foods to hands and to food contact surfaces in domestic kitchens. Moreover, the
results are helpful to identify the most abundant pathogens, contamination routes and
reservoirs. Similarly, the study by Mattick et al. (2003) developed 5 different
experimental scenarios which simulated diverse transfer routes occurring in domestic
kitchens during the washing-up of soiled dishes and food preparation. This study
showed the ability of E. coli and Salmonella spp. to be transferred through sponges
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and contaminated dished to foods in domestic kitchen. Other similar studies are as
follows: Haysom and Sharp (2005 and 2004), Redmond, Giriffith, Slader and
Humphrey (2004), Kishimoto et al. (2004) who also evaluated also the facility of
different microorganisms to be transferred to foods in different handling scenarios.

An important difficulty arises when we try to study bacterial transfer event is that
there are many factors could be influencing our results (i.e. transfer events); in
addition, it is likely that some of factors are still unknown. Experiments under strict
control enable us to study and identify those factors influencing bacterial transfer.
Nevertheless, they can not account for the combined effects of factors (unknown and
known) that occur in a real and complex system. Therefore, it is desirable to jointly
combine results generated in controlled experimental models and information from
field studies (i.e. studies developed in more real conditions). This would lead to a
better understanding of bacterial transfer events. Further, by using data from field
studies, findings obtained from the first type of studies can be validated. Finally, data
from both types of studies can be an important source of information (quantitative and
qualitative) for Exposure Assessment (bacterial transfer models), Risk Management
and in the development of consumer risk communication strategies.

1.3.2. Recovery methods: limitations and alternatives

There is a multitude of available methods to quantify bacterial transfer between
surfaces. Destructive methods as excision and scratching are the most efficient
recovering systems (Palumbo, Klein, Capra, Eblen, and Millar, 1999), although they
are only applicable on soft materials such as foods and some cases on wood. The
most popular non-destructive method is the swabbing method which is frequently
applied in the food industry to assess the effectiveness of the cleaning and
disinfection procedures. Generally, this consists of, firstly, stroking the surface using a
swab (according to a determined protocol), then streaking it or snapping in a sterile
extracting solution (peptone water; 0.8% saline solution; phosphate buffer solution)
and vortexing it to release the bacteria from the bud into the extracting solution
(Davidson, Griffith, Peters and Fielding, 1999). Finally, the bacteria suspension is
enumerated by plating. The composition of the swab’s tip varies according to the
commercial brand. The most frequently used material is cotton, although alginate
calcium is reported by some authors as a more effective compound to collect bacteria
from solid surfaces (Higgins, 1950). In spite of its wide use in transfer studies
(Montville et al., 2001), the swabbing method poses certain drawbacks that should be
taken into account by researchers. For instance, Yamaguchi, Ishidoshiro, Yoshida,
Saika, Senda and Nasu (2003) reported low reproducibility because of variation
among individual operators, a fact mainly associated to the different pressures
applied by operators during stroking. Regarding recovery capacity, Bredholt et al.
(1999) and Angelotti, Foter, Busch and Lewis (1958) reported that only a small
proportion of the total bacterial population present on a surface could be recovered.
Also, Foschino, Picozzi, Civardi, Bandini and Faroldi (2003) and Davidson et al.
(1999) reported low recovery rates, being higher when wet surfaces were used (~0.1 -
8.8 %). By contrast, Moore and Giriffith (2002) suggested that the swabbing method is
able to remove a significant proportion from dry surfaces. These findings can
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probably be explained by the fact that bacteria collected in the tip matrix can not be
released easily (Salo, Laine, Alanko, Sjoberg and Wirtanen, 2000). Hence shaking
procedures should be used to facilitate bacteria detaching from the swab.

Another type of recovering method that is widely used in transfer studies is the
agar stamp method (dipslide, Rodac plate, etc.): the agar is pressed directly onto the
surface to be sampled. This method is much more sensitive at low counts than the
swabbing method, e.g. Foshino et al. (2003) reported recovery rates of 80 % and 1 %
for Escherichia coli by using the Rodac plate method and the swabbing method,
respectively; although, as a drawback, this can only be applied on flat surfaces.
Besides this, factors such as contact time and pressure levels should be optimized
during experimentation, if one wants to obtain better recovery rates (Yamaguchi et al.,
2003).

When the agar stamp is applied to surfaces with high inoculum, bacteria
microcolonies on the surface are likely to be identified as individual colonies in the
agar underestimating thus the number of bacteria on surfaces. For this reason, many
authors suggest, on the one hand, using the agar stamp exclusively for flat surfaces
and not highly inoculated surfaces, and on the other hand, using the swabbing
method for irregular surfaces and high inoculum. However, there are exceptions,
Kusumaningrum et al. (2002) demonstrated that contact agar plates can be utilized at
relatively high inoculum levels (10°-10" CFU/100 c¢cm?), obtaining high recovery rates
(50-60%) if the agar is homogenized in a sterilized broth such as peptone water, then
the bacterial content is enumerated. In the case of soiled surfaces and/or biofiim
formation, mechanical action (scraping/abrasion) is necessary to remove the organic
matter where bacteria are entrapped, so swabbing should be applied instead of agar
stamp methods. Since both methods are complementary, many transfer scenarios
could be studied by using the above methods alone or in combination as shown by
Tebbutt (1991).

Summarizing, some analytical problems still remain because a standardised
contamination of a solid material with a viable microbial population and its proper
determination is not easy to perform (Palumbo et al., 1999, Dorsa, Cutter and
Siragusa, 1996, Fliss, Simard and Ettriki, 1991). In this sense, Moore and Griffith
(2002) stated that various methods of bacterial enumerating surface of contamination
exist although there is no consensus as to an accepted standard. Besides, the
manual skill of operators and the technique of recapture affect greatly the accuracy
and the repeatability. In addition, the results are often not meaningful when the cell
concentration on the surface is low (Bloomfield, Arthur, Van Klingeren, Holah and
Pullen, 1994 and Bellon-Fontaine and Cerf, 1991).

Some alternatives could be proposed on the basis of a better recovery rate and
repeatability: sonication, vortexing and epifluorescence are increasingly used to
investigate the reduction or increment of bacterial population on surfaces
(Chantarapanont, Berrang and Frank, 2003). Sonication and vortexing in a microbial
broth, is a well-documented method to remove cells from small surfaces. Yan, Todd,
Ryser (2005) studied the recovery capacity for sonication, vortexing alone and
vortexing with sterilized crystal beads for Listeria monocytogenes on two different
conveyor belt pieces. All showed similar numbers of Listeria except for one type of



Contaminacioén cruzada: Factores de riesgo y modelos matematicos

conveyor in which vortexing alone resulted less effective than the others remaining.
Similarly, Wilks, Michels, and Keevil (2005) showed 100 % recovery when the
stainless steel coupons were vortexed with beads in a microbial broth.
Epifluorescence microscopy is other alternative to the classical methods (swabbing
and the contact plate) enumerating bacteria directly on surfaces. This method offers
some advantages when compared to classical methods. Firstly, meaningful results,
with high accurate and precision, can be obtained at low counts since the
enumeration is carried out directly on the surface containing bacteria, in addition,
based on the biochemical properties of cells and the use of specific fluorochromes,
this can provide information on the physiological state of bacteria on the surface
(Alive/dead, sterease activity, etc.) (Bredholt et al. 1999). Automation of this process
via image-analyzing systems would further facilitate the application of this method on
transfer studies.

1.3.3. Microorganisms

In many cases, surrogate microorganisms are used due to pathogen
manipulation which could lead to certain risk levels for experimenters. For instance,
Chen et al., 2001 used Enterobacter aerogenes since the attachment characteristics
were similar to Salmonella spp. which was already shown by Zhao, Zhao, Doyle,
Rubino and Meng (1998). In addition, resistance ability against antibiotics is used to
avoid the interference of background flora in the enumeration of the studied
microorganisms (Watchel, Mcevoy, Luo, Campbell and Solomon, 2003; Chen et al.,
2001 and Montville et al., 2001).

1.3.4. Transfer measure: transfer rate (TR)

The transfer data obtained can be expressed by means of transfer rates (Chen et
al., 2001), defined as the percentage of cells transferred from the donor surface to the
recipient surface, which can be written as follows:

TR = CFU recipient x 100
CFU donor

In this manner, the TR can be expressed “per surface units” (e.g. cm?) when a
sampled area is known or simply “per fomite” (the total bacteria number recovered
from the recipient surface after the transfer event) when the area is unknown or
difficult to estimate. Besides, Moore, Sheldon and Jaykus (2003) pointed out that data
for the donor surface (CFU donor) can be taken either from surfaces already involved
in the transfer event or from control surfaces with the same inoculum quantity not used
for the transfer assay (Vorst et al. 2006; Kusumaningrum et al. 2002; Dickson, 1990).
According to these authors, the former would be less preferable as the recovery
efficiency is not validated. To validate it, they propose to use this simple formula
(Moore et al., 2003):

log ratio = Log (CFU donor + CFU recipient)
Log (CFU control)
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If the log ratio value is significantly low, it means that there is a low recovery
efficiency or a great decrease in bacteria during incubation time due to environmental
stress. If this is not taken into account, the TR obtained could underestimate the
transfer ability. Thus, to resolve it, a percentage-basis or baseline could be applied to
calculate the TR (Bidawid, Malik, Adegbunrin, Sattar and Farber, 2004). Firstly, a
baseline is obtained through the following formula:

Baseline = CFU control after drying
CFU control at time O

And then, by using the baseline as the actual inoculum on the donor surface, the
TR is calculated as follows:

TR = CFU recipient x 100
Baseline

1.4. Factors Governing Bacterial Transfer

It is generally known that the transfer ability is strongly linked to bacterial
attachment (i.e. attachment force on surfaces). Nevertheless, theoretically speaking,
factors affecting bacterial transfer may be divided into two groups: environmental and
intrinsic factors (Figure 1).

Environmental
factors

Intrinsic factors -
Receptor surface

Exopolisacaride Pressure
Biofilm Moistness
Cluster Roughness
E:(tﬁ?:tfl?:elfl Contact time

7'y Donor surface [’y

Attachment Characteristics

Figure 1. Schematic of bacterial transfer processes by contact between surfaces.
Environmental and intrinsic factors governing bacterial transfer are included.

The first group refers to the physical-chemical properties of the surface material
and biofouling layer, moisture, pressure, and contact time. The second group
includes factors related to bacterial species such as the producing-capacity of
exopolisacaride; biofilm formation, clump formation and the presence of extra-cellular
structures (curlis and fimbriaes).
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1.4.1. Environmental factors

Differences in the types of surfaces can be significant in bacterial transfer. Thus,
studies usually agree in the importance of fat/lean and moisture content in bacterial
transfer (Luber et al., 2006, Vorst et al., 2006, Kusumaningrum et al., 2002 and
Dickson, 1990). Data regarding fat/lean content show that contact with contaminated
higher fat content foods lead to a lower transfer rate when compared with higher lean
content surfaces. From a general point of view, this could be explained by the fact
that bacteria with hydrophobic properties tend to better adhere to hydrophobic
material surfaces (rubber, PVC, fat meat, etc.) thus reducing the number of bacteria
available for transfer (Sattar et al., 2004, Foong and Dickson, 2004; Dickson and
Koohmaraie, 1989; Chung, Dickson and Crouse, 1989). Conversely, bacteria with
hydrophilic characteristics better attach to hydrophilic surfaces (e.g. stainless steel,
lean meat, etc.), and therefore, in these cases, the transfer capacity would be lower. A
paradigmatic case is that depicted by S. aureus (hydrophilic) in the study by
Knobben, Van der Mei, Van Horn and Busscher (in press). They reported that S.
aureus transferred to hydrophilic surfaces very easily, but then, because of strong
attachment, it transferred worse to other materials. In this respect, the data indicate
that hydrophobity/hydrophility properties of both donor and recipient surfaces could
contribute significantly to bacterial transfer, although it seems that donor surfaces
exert a major and clearer effect (Knobben et al. in press, Vermeltfoort, van der Mei,
Busscher, Hooymans and Bruinsma, 2004). In addition, note that the presence of
organic material, or biofouling on surfaces could modify original physical-chemical
characteristics of inert surfaces (stainless steel, rubber, etc.), thereby attachment and
bacterial transfer (Absolom, Lamberti, Policova, Zingg, van Oss and Neumam, 1983).
In fact, data show that surfaces with different initial properties become similar
(hydrophilic) when these are covered with food exudates (Midelet and Carpentier,
2002).

On the other hand, it is also likely that foods with high lean content support a
better transfer between surfaces than foods with high fat content because of higher
moisture associated to lean tissue (Dickson, 1990). Thus, more moisture could yield
looser attachment on tissue, and consequently, a higher bacterial transfer. Similarly, it
has also been proven that additional moisture facilitates the transfer from
contaminated stainless steel (Moore et al., 2003 and Kusumaningrum et al., 2001),
fabrics (Sattar et al. 2001, Marples and Towers, 1979) and hands (Merry, Miller,
Findon, Webster, and Neff, 2001). Moreover, it has been demonstrated that bacteria
can be transferred through gloves (Heal, Blom, Titcomb, Taylor, Bowker and Hardy,
2003; Montville et al., 2001), and that residual moisture on these enhances bacterial
transfer (Blom, Gozzard, Heal, Bowker, and Estela, 2002; Gill and Jones, 2002,
Patrick, Findon and Miller, 1997, Marples and Towers, 1997, Scott and Bloomfield,
1990, Mackintosh and Hoffman, 1984).

The surfaces topography can be another significant factor influencing bacterial
transfer. Thus, studies often distinguish between smooth surfaces (e.g. stainless steel)
and rough surfaces (e.g., rubber and PVC). Some studies reported that bacterial
attachment depends on the degree of roughness; however, others found no
differences between bacterial transfers at difference degrees of roughness (Flint,
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Brooks and Bremer, 2000). The cause of this divergence could be in the differences
in recovery methods and menstrum used between studies. Conversely, bacterial
transfer studies did reveal a clear correlation between roughness and bacterial
transfer (Dawson, Han, Cox, Black and Simmons in press, Knobben et al. in press,
Midelet and Carpentier, 2002): the higher the roughness, the lower the transfer; since
bacteria colonize in the depressed areas on rough surfaces they are no longer in
contact with the transfer surface, and therefore, they can not be transferred. These
results refer exclusively to donor surfaces; regarding recipient surfaces, there are
some data that would also suggest that roughness in these could influence bacterial
transfer, although less than donor surfaces (Dawson et al., in press, Vermeltfoort et
al., 2004). Moreover other data would indicate that rough recipient surfaces could
favour transfer when friction is applied (Knobben et al. in press). Regarding the
porosity degree on surfaces, it can be observed that porous surfaces (clothes,
aprons, sponges, etc.) show lower rates when compared to non-porous surfaces
(stainless steel, knobs, etc.) (Rusin, Maxwell and Gerba, 2002, Kusumaningrum et al.,
2002, and Scott and Bloomfield 1990). However, in this case, although apparently
less risk could be associated to transfer from fabrics, the fact is also remarkable that
the residual water accumulated in clothes and sponges would enable bacteria to
survive for longer periods, and consequently, bacterial transfer events could also be
prolonged (Bloomfield, 2003). Besides this, corrosion and scratches (consequence of
repeated use and cleaning) are other factors that influence bacterial transfer, since
major corrosion or scratches on surfaces facilitates accumulation of bio-fouling where
bacteria can be embedded or trapped, thereby resulting in lower bacteria available
for transfer. However, because of this, bacteria are better protected from
environmental stress which leads to more extended transfer time. In this respect,
although bacteria are firmly attached to depressed areas or scratches on surfaces,
certain factors such as additional moisture could make bacteria be loosely attached,
leading to high bacterial transfer when contacting surfaces. This fact, therefore,
highlights the importance of performing adequate cleaning and disinfection
procedures as a means to prevent bacterial transfer events to food. Nevertheless, it
should also be noted that these procedures become less effective when the surface
presents corrosion or scratches.

With regard to the pressure effect, the study by Vorst et al. (2006 and 2004)
evidenced an apparent positive effect of this factor on bacterial transfer, which is also
consistent with the findings from Kusumaningrum et al. (2002). Moore and Giriffith
(2002) also demonstrated that the recovery from stainless steel increased with
mechanical energy. In essence, high pressures would yield lower distances between
surfaces enabling thus the setting of unions and interactions between
surface/biofouling layer and bacteria.

Based on the mechanism of bacterial adhesion proposed by Bower et al. (1996),
we can hypothesize that the increase in pressure provokes surfaces to be closer,
avoiding the initial repulsion forces (50 nm in distance) and enabling binding forces
(20 nm in distance) and more specific interaction (< 1.5 nm in distance). However,
another mechanism can also explain the pressure effect on transfer: the pressure or
contact force between surfaces can mechanically release residues containing
entrapped bacteria, producing thus transfer to the other contact surface. In this
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respect, it is important to consider the direction of the force friction (Knobben et al. in
press, Sattar et al., 2001), surface profile, contact time, etc.

Regarding the effect of contact time, there is very limited information. Recently,
Dawson et al. (in press) found that the transfer rate increased as the contact time
increased, although this was observed only when the inoculum on the surface was
incubated for 8 hours or more. Dickson (1990) suggested that the longer the contact
time, the higher the number of unions and interactions could occur. Indeed,
according to attachment studies, bacterial attachment increased with longer time
(Gudbjornsddéttir, Einarsson, and Thorkelsson, 2005).

1.4.2. Intrinsic factors (specie)

The effect of inoculum size was studied by Montville and Schaffner (2003); the
study concluded, after 352 observations, that the inoculum size had a statistically
significant effect on transfer efficiency. They observed a strong negative linear trend
between inoculum on source and transfer rate for almost all data. “When the
population of bacteria on the source surface was high, the percent transfer was
relatively low. Where the population on the source surface was lower, the percent
transfer tended to be higher.” These authors suggested that the same effect could be
observed in other studies (Rusin et al., 2002, Mackintosh and Hoffman, 1984). The
influence of the inoculum size on attachment strength evidenced by other authors is
proposed as a possible explanation. In our opinion, another factor that explains this
phenomenon could be the clump size. Sommer, Martin-Rouas, and Mettler (1999)
demonstrated that for biofilms of Pseudomanas spp. with high adherent populations,
the microcolonies were small, but rare and wide for low adherent populations. This
fact by itself could explain why the low initial inoculum would yield a higher
percentage: the transfer by contact between surfaces of the same number of
microcolonies, bigger for low inoculum levels and smaller for high inoculum levels,
would lead to higher transfer rates for the former as the total number of individual cells
transferred would be greater. Also, it has been reported that clumps are more difficult
to be transferred than non-grouped cells (Tebbutt, 1991; Scheusner, 1982). However,
such a hypothesis should be studied and confirmed through more specific
experiments and with a larger number of microorganism species.

Several studies have reported that transfer ability is dependent on bacterial specie
(Knobeen et al., in press, Midelet, Kobilinsky and Carpentier, 2006, Midelet and
Carpentier, 2002) which is probably related to the difference in attachment
characteristics between bacterial species. Furthermore, other factors related to
bacterial species, were proven to be significant in bacterial transfer (e.g. preculture
conditions, disinfection treatments, mixture cultures, etc.). Contrarily, results from
Kusumaningrum et al. (2002) evidenced that in some cases bacterial species could
not be significant in bacterial transfer. In this study, bacterial transfer to a roasted
chicken fillet (handled with or without pressure) and to a cucumber slice with pressure
did not depend on the bacterial specie (S. aureus, S. enteritidis and C. jejuni), but it
did when the cucumber was handled without pressure. On the other hand, in this
same study, a significant difference was found when a more controlled experiment
was performed which consisted of press contact agar against contaminated surfaces
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and applying a 500 g weight. This latter experiment was similar to those performed by
Midelet, et al. (2006) and Midelet and Carpentier (2002), though these works were
performed by using bacterial populations in biofilm. Data seem to suggest that in
some cases, the specie effect could be cancelled out, due to environmental factors
with a more important effect on bacterial transfer (pressure, moisture, etc.). Thus, to
explicate the different results from Kusumaningrum et al. (2002), we could
hypothesize that combinations of high moisture and pressure (500 g) could facilitate
the bacterial detachment, thus reducing the difference between species and
equalling transfer ability. In addition, Vermeltfoort et al. (2004) found that the specie
factor did not influence transfer as a single factor but it did when combined with
contact time. In conclusion, contact time, when increased, enhances possible
differences between species due probably to differences in attachment processes
such as the producing-capacity of exopolisacaride, the presence of extra-cellular
structures, etc. In turn, moisture and pressure, if high, reduce differences between
species; in the first case due to the fact that attachment is weakened by the moisture
present and the second one because of the bacteria embedded in organic material
are easily removed by high pressure and friction. From an experimental point of view,
this implies that for some scenarios or tasks involving high moisture levels and
pressure, microorganisms with different attachment characteristics could be
indistinctly applied to obtain transfer rates. Nevertheless, further studies will be
needed to clarify the specie effect on bacterial transfer and identify the environmental
factors governing bacterial transfer. Experimental models developed in more
controlled environments would enable us to isolate the effect of every factor more
clearly. As an example, the use of agar-based surfaces to mimic food surfaces allows
the control of factors affecting bacterial transfer such as nutrients, moisture, texture,
area, etc. (Veulemans, Jacgmain and Jacgmain,1970 ; Midelet, et al., 2006).

1.4.3. By identifying the determinant factors, risk can be located and reduced

According to the previous section, it can be stated that high levels of moisture,
pressure and contact time increase bacterial transfer. From a risk-based approach, it
can also be said that, control on these environmental factors can be an interesting
way to reduce the risk derived from bacterial transfer. For instance, by drying wet
surfaces after handling products or reducing the time that foods are in contact with
work surfaces could be a means of reducing bacterial transfer.

Besides this, by assuming that each type of task can be associated to a specific
level in those factors (moisture, contact time, pressure, etc.), we could state that
certain transfer patterns (i.e. high, medium or low transfer) would be further linked to
certain tasks or scenarios than to others. For instance, scenarios corresponding to the
handling with wet gloves (e.g. handling raw meat and fresh produce or washing
gloves for reuse) are associated with higher transfer to hands, and consequently, to
higher risk (associated to subsequent tasks performed with bare hands). This fact is
also supported by data shown in this review and has also been suggested by other
authors (Rusin et al., 2002.). Accordingly, it is logical to think that there can be certain
tasks or scenarios which are more likely than others to lead to cross contamination
events. This information, when considered, could help risk managers focus on those
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foods, practices, and factors which suppose higher risks of bacterial transfer, thereby
proposing more effective and useful recommendations or control measures. Thus,
coming back to our example, it is reasonable to recommend that hands should be
washed even when gloves have been used. Nevertheless, further knowledge on how
factors affect bacterial transfer could be useful to propose safer alternatives in
handling foods, recommending the elimination of those factors that increase bacterial
transfer.

1.5. SFC Transfer Models
1.5.1. General view

To date, few QMRA’s studies have included mathematical models describing
bacterial transfer between surfaces (Pérez-Rodriguez, Todd, Valero, Carrasco, Garcia
and Zurera, 2006; Yang, Mokhtari, Jaykus, Morales, Cates and Cowen, 2006;
Kusumaningrum, Van Asselt, Beumer and Zwietering, 2004; Schaffner 2004,
Rosenquist, Nielsen, Sommer, Norrung and Christensen, 2003). Most of them are
based on the application of the equation TR(%)/100*N (cfu), through which one can
estimate the number of bacteria transferred.

den Aantrekker et al. (2003) proposed a simple scheme for a bacterial transfer
model based on 3 elements: a contaminated source; an intermediate phase
(contaminated equipment, utensils, hands); and finally the food, which comes into
contact with the intermediate phase and is contaminated. In this general scheme, the
TR is used to describe the transfer ratio through the different elements.

Unlike others types of phenomenon such as bacterial growth and death, bacterial
transfer events does not give rise to an exponential increment of bacteria in food but
also a linear one. In other words, in the above equation, the TRs should be applied to
arithmetical values of concentration (cfu), and not to log-transformed ones (log cfu) as
one would do in the case of growth or inactivation models. For instance, if 1 log
cfu/cm?®is transferred to a surface contaminated with 2 log cfu, the final concentration
would be 100+ 10 =110 cfu/cm? and not 2+1 = 3 log cfu/cm® as expected for a growth
or inactivation process.

The TR often shows a large variation as a consequence of the ample number of
factors involved, and also, of the experimental error derived from sampling and
enumeration techniques typically applied in transfer studies. Indeed, a same transfer
scenario could result in different transfer levels when repeated (Kusumaningrum, et
al., 2004, Chen et al., 2001, Montville et al., 2001). Therefore, probability distributions
should be used to capture the uncertainty and variability inherent to the TR data. An
example of the usage of TR distributions in quantitative exposure assessment is the
study carried out by Perez-Rodriguez et al. (2006) who modelled transfer of L.
monocytogenes from a contaminated raw meat product to a cooked meat product
using TR distributions taken from other studies (Chen et al., 2001 and Montville et al.,
2001). As the model used probability distributions, Monte-Carlo analysis had to be
applied to perform the necessary calculations. Most studies have used similar
methodologies to model bacterial transfer between surfaces. Figure 2 depicts how
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calculations are performed with TRs in a probabilistic context on the basis of the
scheme proposed by den Aantrekker et al. (2003), mentioned previously.

Contamination B — Intermediate — Food
Source IR surface I’
1 |

U, |

sl | < mmm-nm_ x =

Cloncentration Cloncentration Concentration
(cEw'g) Percentage (%) (cfulg) Percentage (%) (cfufg)

EVENT i EVENT 2

i

MONTE-CARLO ANALYSIS

Figure 2. Probabilistic bacterial transfer model based on the application of TRs distributions.
TR, is multiplied by the concentrations distribution for the contamination source resulting in the
number of bacteria transferred to the intermediate surface (1). Then, TR, is multiplied by the
concentrations distribution for the intermediate surface, obtaining the number of bacteria
transferred to food (2).

On the other hand, many times, the contact between surfaces (at least one
contaminated) could result in no bacterial transfer (i.e. failed bacterial transfer events)
which occurs especially at low inoculum levels (Luber et al., 2006; Vorst et al. 2006
and Watchel et al. 2003). What is more, concentrations on surfaces in the real world
are typically associated with low or very low levels. This fact would suggest that failed
bacterial transfer events could be more frequent than expected. An interesting way of
modelling this aspect would be by means of TR distributions including also 0 %
transfer values. However, there are not sufficient data available in literature to develop
this approach because transfer works are more interested in studying successful
transfer events (> 0% transfer data) than failed transfer events (i.e. 0 % transfer data).
To solve this, bacterial transfer models developed by Yang et al. (2006) and Schaffner
(2004) applied cross contamination frequency values (based on surveillance studies
or expert opinion) and TRs to describe prevalence and concentration changes,
respectively. On the other hand, Ariza, Mettler, Daudin and Sanaa (2006) in its
compartmental and dynamic cross contamination model for mechanical smearing of
cheeses took an interesting approach to modelling bacterial transfer based on the
concept that bacterial transfer and biomass transfer are similar processes. Thus, by
assuming that microorganisms are distributed homogeneously throughout food, they
could apply a binomial distribution B(n, p) to describe bacterial transfer between
different compartments, p being the transfer probability and n the number of bacteria
in the compartment. The binomial parameters were obtained from experimental data
and simulated in a probabilistic model. In line with this approach, Perez-Rodriguez,
Valero, Carrasco, Garcia-Gimeno and Zurera 2005 suggested that the TRs obtained
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from transfer studies could also be interpreted as the probability of one cell being
transferred (p), and therefore, these could also be used as the parameter p in a
binomial distribution. This probabilistic model can also explain 0% transfer events
(prevalence changes) when p and/or n become very small (see Figure 3).
Nevertheless, if is not assumed homogeneous distribution of bacteria (e.g. cluster
formations) another type of distribution should be used instead of the binomial.
Further studies, especially, at low inoculum are necessary to generate new data to
help in bettering the modelling of bacterial transfer considering the effect on
concentration and prevalence.

Binomial (100; p)

-
[

-

o
)

<
'

Probability of transfer
[=}
@

0.2

0 5 10 15 20

s (number of bacteria transferred)

Binomial (n; 0.05)

-
(8]

-

o
)

o

=
.
N

Probability of transfer
[=}
(=2}

o
o
.
.
AN

0 5 10 15

s (number of bacteria transferred)
Figure 3. Binomial distribution accounting for bacterial transfer which is defined by
parameters p and n: the smaller is p (A) or/and the smaller is n (B), the higher is the frequency
of failed bacterial transfer events (s= O bacteria transferred).

1.5.2. Integrating bacterial transfer models in a QMRA framework

It is generally accepted that bacterial transfer by itself does not lead to high risk
unless other contributing factors are present. Bacterial transfer models, therefore,
need to be applied together with other types of models, in a QMRA context (Figure 4).
For instance, for opportunistic pathogens such as L. monocytogenes, the risk is
significantly high only when the pathogen is linked to an extensive growth in homes
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(Pérez-Rodriguez et al. 2007; Yang et al. 2006; FDA/USDA/FSIS, 2003). In these
cases, it is necessary to apply growth models to know whether the initial
concentration in food (e.g. due to bacterial transfer) could increase up to risk levels at
the moment of consumption.

The practices and activities developed during manufacturing, preparation, and
food handling could largely influence on how, how many, or when bacterial transfer
events take place. To consider this aspect, factors such as contaminated area,
contact frequency, washing frequency, etc. (Yang et al. 2006; Christensen et al.,
2005; Ilvanek, Gronh, Wiedmann, and Wells, 2004) should be modelled. Social factors
or the age of handlers can also determine the way foods are handled, and
consequently, bacterial transfer. In addition, its inclusion enables us to identify the
handlers’ attitudes associated potentially to bacterial transfer events. Summarizing,
these types of models determine the potential number of bacterial transfer events in a
specific scenario (cross contamination or recontamination cases), thus resulting in
both prevalence and concentration changes for the microorganisms modelled (Figure
4).

It is generally known that bacteria on surfaces die due to environmental stress
(dehydration, starvation, etc.). This fact, although obvious, could greatly determine
bacterial transfer (Wilks, Michels and Keevil, 2006, Schaffner 2004). For instance, if a
surface is contaminated with 3 log cfu/cm® and its reduction rate (due to
environmental stress) is 1 log cfu/cm’h”, bacteria would decrease in time, so after 3
hours there would be no available bacteria to be transferred. In other words, the
survival ability of microorganisms determines whether or not bacterial transfer takes
place and the number of bacteria being transferred (see Figure 4). Hence, models not
including survival models would overestimate the risk associated to bacterial transfer.

The predictions given by bacterial transfer models seem to be less precise and
accurate than other types of models (e.g. bacterial kinetic models) (Pérez-Rodriguez
et al., 2006). Further, it is difficult to perform validation processes due to the lack of
quantitative data. In spite of this, models can be useful to identify both effective
control strategies and factors affecting final risk. In addition, these provide valuable
information in cases where there is a lack of epidemiological information or when it is
difficult to develop experimental models. Examples of this are lvanek et al. (2004) who
developed an in-plant model for Listeria transfer to food using data obtained from a
fishery factory, evaluating the impact of handling practices or FSIS, 2003 where it was
evaluated the effectiveness of sanitation regimes and food contact surface sanitation
testing at the plant and its impact on bacterial transfer and levels of Listeria. Results
from these models could be helpful to choose effective practices and procedures, or,
if necessary, preventive measures to reduce risk associated to bacterial transfer
events (sanitation regimes, disinfection procedures, handling practices, sampling
plans, etc.).
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Figure 4. The diagram represents the prevalence and concentration changes in a cross
contamination scenario including the impact of bacterial transfer, bacterial survival, and
handlers’ behaviour as well as growth and inactivation processes. The symbols +/- indicate
increase or decrease effect, respectively on prevalence and concentration.

1.6. Conclusions

Advances in our understanding of bacterial transfer could be clearly benefited
from an iterative approach that combines laboratory and field investigation. This
information combined with mathematical models can be helpful to develop guides to
good food hygiene. In this review, moisture, pressure and contact time have been
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identified to be factors that increase SFC bacterial transfer. From a risk-based
approach, this means that food practice involving reduction of these factors could
contribute positively in reducing frequency of bacterial transfer cases to foods (i.e.
cross contamination).

In our opinion, the main objective and challenge for modelling work about
bacterial transfer is to develop reliable mathematical models capable of predicting,
first, whether or not transfer (prevalence changes) takes place and second, what
proportion of bacteria is transferred (concentration changes) in function of certain
factors (pressure level, fat/lean content, moisture level, etc). However, with today’s
knowledge, such models are a Utopia, since information is imprecise and scarce, and
data show a great experimental error. Hence, not only further insight in the
mechanisms and factors involved will be necessary, but also, more precise and
accurate microbiological methods should be developed and applied to transfer
studies. Only through both achievements, suitable bacterial transfer models for QMRA
could be obtained. Until that moment, the stochastic models, (i.e. probability
distributions), seem to better fit the apparent random and imprecise nature showed by
experimental data.
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2. Desarrollo de modelos de contaminacion
cruzada: Estudio de I|a transferencia de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli
0157:H7 durante el loncheado de productos
carnicos cocidos.

Como se ha puesto de manifiesto en el capitulo anterior (“Revision de los
fendémenos de contaminacion cruzada en alimentos: Factores de riesgo y Modelos
matematicos”), existe una carencia notable de modelos de contaminacién cruzada
para su aplicacion en la Evaluacion Cuantitativa del Riesgo Microbiano en alimentos
(ECRM).

La contaminacion cruzada se considera uno de los factores mas importantes en
la aparicion de brotes alimentarios en la etapa de consumo doméstico. Sin embargo,
la informacion publicada sobre transferencia bacteriana entre superficies es limitada.
El objetivo de este estudio fue cuantificar la tasa de transferencia de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli O157:H7 entre una maquina loncheadora de uso doméstico
y un producto carnico cocido (“chopped pork”) durante el proceso de loncheado y
proponer modelos matematicos para sendos microorganismos que puedan ser
aplicados en una ECRM.

Los resultados mostraron que ambos microorganismos pudieron transferirse a
todas las lonchas analizadas (20 lonchas sucesivamente loncheadas), y ademas, a
diferentes niveles de inoculo inicial sobre la hoja de corte (10°, 10°, 10" ufc/hoja). No
obstante, las tasas de transferencia obtenidas fueron bajas comparadas con otros
estudios de transferencia. También, el andlisis de los datos de transferencia
(expresados como log ufc/cm?) reveld que la concentracion microbiana presente en
las lonchas decrecié durante el loncheado siguiendo un proceso logaritmico, lo cual
pudo ser observado para ambos microorganismos y a niveles de indculo de 8 'y 6 log
ufc/hoja. Sin embargo, en el caso de 4 log ufc/hoja, S. aureus no mostrd una
tendencia definida, mientras que para E. coli O157:H7 no se obtuvieron valores de
concentracion, aunque se detectd presencia en todas las lonchas analizadas
después de su enriquecimiento en medios selectivos adecuados.

Por otra parte, el analisis de varianza indicd que el tipo de microorganismo no
influy6 significativamente sobre la tasa de transferencia (p<0,05). Ademas, este
mismo analisis puso de manifiesto una interaccion entre el nivel de inéculo vy la tasa
de transferencia para S. aureus (p<0,05), aunque no fue asi para E. coli O157:H7.
Finalmente, se ajustaron dos modelos matematicos (modelo logaritmico-lineal y
modelo Weibull) a los datos de transferencia de ambos microorganismos (para los
tamafios de indculo de 6y 8 log ufc/hoja), con el propdsito de su posterior utilizacion
en una ECRM. Ambos modelos presentaron un buen ajuste a los datos ((R°<0,73),
siendo el modelo Weibull el que mejor se ajustd a las primeras lonchas, que fueron
las que presentaron los niveles mas altos de microorganismos patdgenos, y por
tanto, de riesgo. En resumen, el presente trabajo propone el modelo de Weibull como
el mas adecuado, concretamente, para el caso de S. aureus, el cual necesita de
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relativamente altos niveles de concentracion (>10° ufc) para producir enterotoxina.

El presente capitulo ha originado la siguiente publicacion:

Modeling transfer of Escherichia coli O157:H7 and

Staphylococcus aureus during slicing of a cooked meat
product
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Modeling transfer of Echerichia coli O57:H7 and
Saphylococcus aureus during slicing of a cooked
meat product

2.1. Abstract

Cross contamination is one of the most important contributing factors in
foodborne illnesses originating in household environments. The objective of this
research was to determine the transfer coefficients between a contaminated domestic
slicing machine and a cooked meat product, during slicing. The microorganisms
tested were Staphylococcus aureus (Gram +) and Escherichia coli O157:H7 (Gram -).
The results showed that both microorganisms were able to transfer to all slices
examined (20 successively sliced) and at different inoculum levels on the blade (108,
106, 104 cfu/blade). The results also showed that the number of log cfu transferred
per slice, during slicing, decreased logarithmically for both microorganisms at
inoculum levels of 8 and 6 log cfu/blade. The type of microorganism significantly
influenced transfer coefficients (p<0.05) and there was an interaction between
inoculum level and transfer coefficient for S. aureus (p<0.05), but not E. coli O157:H7.
Finally, to describe bacterial transfer during slicing, two models (log-linear and
Weibull) were fitted to concentration on slice data for both microorganisms (at 6 and 8
log cfu/blade), obtaining a good fit to data (R*20.73).

2.2 Introduction

In Spain, from 1993 to 1998, 49% of foodborne outbreaks occurred in the
household environment, being Salmonella the main responsible pathogen (~60 %)
followed by Sthapylococcus spp. (BgVV-FAO/WHO, 2000; Hernandez, Mangas, de
Mateo, Liacer, Eiman, and Sanchez-Serrano, 1998). These data showed that
consumers often failed to store, handle and prepare food in a hygienic and safe
manner. Moreover, studies such as those of Gorman, Bloomfield, and Adley (2002);
Mattick et al. (2003) and Bloomfield (2003) have demonstrated the ability of
pathogens such as Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella and
Campylobacter to be transferred from contaminated food to hand and food contact
surfaces in the domestic kitchen. Thus, Beumer and Kusumaningrum (2003) and
Bloomfield and Scott (1997) stated that cross contamination in the kitchen
environment can be a significant factor in the household outbreaks.

Reij, Aantrekker and ILSI Europe Risk Analisys in Microbiology Task Force.
(2004) reviewed scientific literature on recontamination routes and sources (e.g. raw
materials, food contact surfaces, food handlers, etc.) and demonstrated their
relevance in contributing to foodborne disease outbreaks. They also suggested that
such knowledge on recontamination should be incorporated into exposure
assessments of quantitative microbiological risk assessments (QMRA) to help in
determining mitigation strategies to reduce foodborne disease. Thus, the importance
of performing QMRA (Codex Alimentarius Commission, 1999) has led to researchers
to try and quantify cross contamination events. For instance, Zhao, Zhao, Doyle,
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Rubino, and Meng (1998); Chen, Jackson, Chea, and Schaffner (2001); Montuville,
Chen, and Schaffner (2001) determined the transfer coefficient of Enterobacter
aerogenes as a surrogate microorganism for Salmonella through different handling
scenarios. The transfer coefficient is the proportion of cells that is transferred between
surfaces (food, equipments, tools, hands, etc.) under one or more operations. The
study provided probability distributions of transfer coefficients associated with
different handling tasks, and also demonstrated that the microorganism could be
transferred from hands to food even with the use of gloves. In addition,
Kusumaningrum, Riboldi, Hazeleger and Beumer (2002) noted that the transfer ability
of S. aureus, Campylobacter jejuni and Salmonella Enteritidis between cutting board
and foods at different pressure levels was not dependent on the type of organism.

Recent outbreaks caused by E. coli O157:H7 associated with cross
contamination between raw meat and raw vegetables, prompted Wachtel, McEvoy,
Lyo, William-Campbell and Solomon (2003) to quantify the transfer of E. coli O157:H7
from raw contaminated meat to hands and cutting surfaces, and then to iceberg
lettuce by contaminated hands and cutting boards. They studied the effect of
successive contacts (cutting lettuce leaves with a contaminated knife) on whether or
not and how much was transferred. The result revealed the random nature of cross
contamination events when they used low inoculum. This fact was also pointed out by
Vorst, Todd and Ryser (2006) when slicing deli meats with a blade inoculated with 10°
cfu of Listeria monocytogenes. Also, in previous studies, we simulated experimentally
the transfer of S. aureus and L. monocytogenes to a cooked meat product through a
slicing machine; the results indicated that bacteria were transferred logarithmically to
slices during slicing (Pérez-Rodriguez, Fuentes, Valero, Carrasco, Garcia-Gimeno,
and Zurera, 2004; Vorst, Todd, Pérez-Rodriguez, McMasters, and Ryser, 2004).

In the present work, we determined the transfer coefficients at different inoculum
levels of two pathogens, one Gram positive (S. aureus) and the other Gram negative
(E. coli O157:H7), between a contaminated slicing machine and a cooked meat
product. Finally, two mathematical models were fitted to transfer data to enable its
inclusion in QMRA.

2.3. Material and Methods
2.3.1. Inoculum preparation

Five strains of S. aureus (CCM 1484, ATCC 13565, CCTM La 2812, ATCC 19095,
ATCC 23235) and four of E. coli O157:H7 (CCUG 20570, ATCC 35150, ATCC 43894,
ATCC 43895) were obtained from the Spanish Type Culture Collection (CECT). All
strains were maintained at -18°C in cryovial containing beads and cryopreservative
(Microbank™). Three days before the experiment, a bead of each strain was
transferred to a tube containing 10 ml of Tryptone Soya Broth (TSB, Oxoid, UK) and
incubated at 37°C for 24 h. Then, 1ml of the initial subculture was pipetted on a tube
containing 10 ml of TSB, and incubated at 37°C for 24 h. Finally, a third subculture
was obtained in the same way, incubating 1ml of inoculum in a flask of 100 ml of TSB
until the early stationary phase was reached (16 and 18 h for E. coli O157:H7 and S.
aureus, respectively). Cocktails of strains for each pathogen were generated by
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mixing 10-ml aliquots containing similar numbers of each strain, diluted in TSB to
approximately 10°, 10°, and 10° cfu/ml.

2.3.2. Slicing Machine and Atrtificial contamination

Before use, a domestic slicer and a polished stainless steel blade (Demoka ®,
M-381 Zeta Plus &) were disinfected with 70% (v/v) ethanol for 10 min. Then, both
were washed with hot water with anionic-active detergent and rinsed with distilled
water. The slicing machine surfaces and the blade were sprayed with 70 % (v/v)
ethanol and allowed to evaporate prior to any contamination step. The blade was
inoculated at the different concentrations (10, 10° and 10° cfu) with a pipet containing
0.5 ml of TSB of the appropriate cocktail. The TSB medium was used in the inoculum
to simulate soiled conditions in the blade (Moore, Sheldon and Jaykus, 2003). The
inoculum was allowed to dry in a laminar flow cabinet for 50 min at 25° C and 50 %
Relative Humidity.

2.3.3. Transfer of S. aureus and E. coli O157:H7 from contaminated blade at different
inoculum levels via the slicer to uninoculated cooked meat product by slicing

Large pieces of pork were used to simulate a delicatessen meat product that
could be contaminated with the inoculated blade. Each piece of pork was trimmed
uniform so that all slices had a similar area and weight, and have plain and uniform
surface for slicing. After drying, the inoculated blade was placed in the slicer, and
then a pork piece was sliced up to 21 slices (7-10 g each). Each slice was picked up
as it came off the machine by using a pair of sterilized pincers and placed in sterile
stomacher bags. Three repetitions for each inoculum level were performed. The
pressure applied on the pork piece was assumed to be similar to that occurring at
household slicing.

2.3.4. Estimation of the force or pressure applied during slicing

A sensor film provided by Sensor Products Inc was utilized to estimate the force
level applied during slicing. The type of sensor film was Ultra Low Pressurex ®,
specially intended for a pressure range of ~2-6 kg/cm®. The sensor film was placed
between the pork piece and the guard area of the slicer. Next, the pork piece was
pushed against the blade simulating a normal slicing process in a retail delicatessen.
Then, the sensor film was removed and prepared according to manufacture’s
instructions to be sent for exhaustive image analysis; this analysis revealed the
pressure distribution applied on the pork surface.

2.3.5. Microbiological Analysis

Efficacy of the disinfection process

To prove the effectiveness of the disinfection process, Plate Count Agar (PCA,
Oxoid, UK), MacConkey (MCA, Oxoid, UK) and Baird Parker agar/medium (BP,
Oxoid, Uk) with tellurite egg yolk supplement (Oxoid, UK) Rodac plates were pressed
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on three different zones in the slicing machine, including the blade, and incubated at
30°C for PCA and 37°C for MCA and BP.

Chopped pork piece control

Before each experiment, two samples (10 g) of pork were placed into sterile
stomacher bags with peptone buffer 1 % and homogenized in a Stomacher (Seward
Stomacher 400 Colworth House, England) for 2 min and tested for the presence of S.
aureus and E. coliO157:H7 by using the enrichment methods described below.

Quantification of transfer

To estimate the number of viable cells transferred during the slicing process (up
to 21 slices), slices were placed independently into sterile stomacher bags and filled
with 90 ml of peptone buffer 1 % and then homogenized in the Stomacher for 2 min.
Serial decimal dilutions were prepared in saline solutions, cultured on agar plates and
the colonies were enumerated. The selective medium and conditions for S. aureus
were BP with tellurite egg yolk supplement incubated at 37°C for 48 h; for E. coli
0157:H7, MCA incubated at 37°C for 24 h was used. As required, the samples not
detectable by direct plating were enriched by incubating the flasks containing
homogenized samples at 37°C for 24 h. In the case of the S. aureus assay, the flasks
were supplemented with NaCl and Sodium Pyruvate to reach a concentration of 20%
and 1%, respectively. In the case of E. coli, the flasks were supplemented with
Cifixime and vancomycin (Dodd et al.,, 2003). Then, the enriched samples were
examined for presence/absence by spreading 10 pl of enriched samples on BP
tellurite egg yolk in the case of S. aureus and Sorbitol MacConkey with Potasium
tellurite and cefixime for E. coli O157:H7 (SMAC, Oxoid, UK) (37°C for 24 h). Any
growth on the SMAC plates which had shown characteristic colonies of E. coli
0157:H7 was considered to have been transferred from the blade to the slices.

2.3.6. Data and statistical analysis

The detection limit of the microbiological analysis varied depending on the slice
weight, but was, on average around 30 cfu/ slice for both pathogens. For data
analysis, we used this limit on those slices in which counting was not possible, but
were positive in the enrichment analysis.

The concentration of pathogen on slice were expressed per cm2 of slice and
logarithmically transformed (log cfu/cm2) in Excel (Microsoft Corporation)
spreadsheet. Two different mathematical models were fitted to the data to describe
the concentration variation on slice as a function of the number of slice taken
(Nslice=1, 2..., 20).

In this study, transfer coefficient is the logarithm of the proportion (%) of bacterial
cells transferred from the blade to each slice (expressed per cm2) (1). The transfer
coefficients were tested by analysis of variance (ANOVA), and Duncan’s multiple-
range tests using SPSS 12.0 software (SPSS inc. N.C.) for the factors type of
microorganism and inoculum level on blade.
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cfu/ Cms/fc92 %1 OO:| (1 )

Tr(%) = Iog{ 0
blade

2.3.7. Mathematical models

A log-linear model (log (B) = log (A)-k-N) has been used in previous studies to
describe attachment strength of bacteria in surface (ease of removal) (Veulemans et
al. 1970; Midelet and Carpentier, 2002). The model accounts for a first-order kinetic.
Such a model was fitted to experimental data consisting of the number of colonies
transferred to successive plates by contact or swabbing (Richard and Piton, 1986;
Erginton, Holah, Allison, Handley and Gilbert., 1995; Erginton, 1998). The steeper the
slope, the weaker the microorganisms' attachment strength. Based on this approach,
we propose to use the log-linear model (semi-logarithmic model) described by
equation (2) to determine the bacterial concentration on the successive slices:

109(/sce ) = 109(/piage ) = K * Ngjoe /10(10) (2)

where N . is the number of slice (N, =1, 2...,20); /.. is the concentration (log
cfu/cm2) on the slice N _; 1, is a regression parameter (the intercept); k/In (10) is a

regression parameter related to the slope through the calculation.

We decided to also use a non-linear model to model the transfer data. We chose
the Weibull model because the underlying principles of this model, which allows
modeling of the processes occurring during bacterial transfer between surfaces.
Weibull distributions are usually applied to objects with a large number of links, each
of which has a certain probability of breaking. In many cases, when only one link
breaks, the object can experience failure (Olkin, Gleser, and Derman, 1980). For this
reason, Weibull distributions are widely used to model lifetime or failure time events
(e.g. bulbs lifetime, fatigue of materials, etc.). Furthermore, Weibull distributions are
often used to model the time interval between successive, random, independent
events that occur at a variable rate (Vose, 2000; Cullen and Frey, 1999). In predictive
microbiology, Weibull models have been applied to represent the logarithmic process
of bacterial inactivation (Peleg and Cole, 1998; Fernandez, Collado, Cunha, Ocio,
Martinez, 2002). In cross contamination events, the initial bacterial population on a
surface includes a complex net of interactions between the bacteria and the contact
substrate through attachment, in which each component has a certain probability of
breaking. To enable bacterial transfer between surfaces it is necessary that these
interactions fail (attachment structures), and bacteria can travel from one surface to
another (Dickson, 1990). Therefore, based on this hypothesis, contamination or
recontamination between surfaces by contact could be described by means of a
probability curve of breaking probabilities, i.e. the Weibull distributions. The other
advantage of using Weibull distributions, compared to others such as exponential or
gamma distributions, is its high flexibility to fit to many types of data (Vose, 2000). The
Weibull model used to fit the data is shown in Equation (3), which has two parameters,
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a and b. The parameter a is considered as a reaction rate constant and b as a
behaviour index. This model reduces to a linear model when b=1.

|og(/slfce) = |Og(/b/ade) - (Ns//'ce /a)b (3)
2.4. Results and discussion

The analysis of the control samples performed on the pork pieces confirmed the
absence of E. coli O157:H7 and S. aureus. The first slice of every assay was
discarded since the contaminated side of the blade did not come into contact with
this slice, and it was therefore not contaminated.

The image analysis obtained by Ultra Low Pressurex® showed that pressure was
variable along the slice surface (see Figure 1). The highest pressure value was
around 6.75 kg/cm?, but more typical values showed pressure on slices around 2.50

kg/cm?.
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Figure 1. Distribution of pressures along the slice area observed during simulation
of slicing obtained by using Ultra Low Pressurex ®.

2.4.1. Low transfer ability

The summary of the experimental data are shown in Table 1. The transfer values
expressed as log Tr(%) ranged between 1.11 and — 4.34 log, values corresponding to
S. aureus at 8 log cfu/blade and E. coli O157:H7 at 6 log cfu/blade, respectively. The
magnitude of transfer data was much lower than the levels found by Kusumaningrum
et al. (2002), who showed that 25 % to 100 % (expressed arithmetically and per cm?)
of S. aureus, Campylobacter jejuni and Salmonella Enteritidis on stainless steel
boards were transferred to roast chicken and cucumber. Similarly, Scott and
Bloomfield (1990) reported transfer coefficients of approximately 20 and 21% for E.
coli and S. aureus, respectively, from contaminated laminate surfaces to stainless

148



Resultados

steel bowl with low initial inoculum levels. This is consistent with the findings of Moore,
Sheldon and Jaykus (2003) who demonstrated that the mean transfer coefficients
from contaminated stainless steel to lettuce ranged from 2.3 to 66 % for Salmonella
and from 16.3 to 38.4 % for Campylobacter. In contrast, lower transfer coefficients
generally occur with non-uniform or porous surfaces such as, faucets, sponges,
hands, etc. An example is the transfer of only 0.47% E. coli from a damp cloth
(inoculated with 10°cfu/cm?) to the human hand (Mackintosh and Hoffman, 1984).
Similar transfer levels were reported by Chen et al. (2001) for E. aerogenes’s transfer
between chicken, hands and spigots and by Wachtel et al. (2003) for E. coli O157:H7
through fingers. Rusin, Maxwell and Gerba (2002) reported transfer coefficients
between 28-65 % for non-porous surfaces such as faucets or phone receivers with a
high initial inoculum level of 10° cfu/fomite, but < 0.01 % when porous surfaces were
used, e.g. sponge, dishcloth, laundry. This is understandable since most of the
inoculum is no longer in contact with the surface of transfer material. Even though our
data indicated low transfer rates, this can be explained because a slicing machine is
different from the static contact experiments in the other studies. Transfer during
slicing involves horizontal movement between surfaces when cooked meat surface
runs over the blade, and at the same time the latter revolves rapidly. Thus, food
particles with the inoculum would tend to be spun off during the slicing process onto
other parts of the slicing machine and also into the larger environment. This is what
Vorst et al, (2006) found for Listeria monocytogenes in deli meats on a similar slicing
machine.

2.4.2. Logarithmic decrease during slicing

The transfer results for S. aureus are expressed as log cfu/cm’ (per slice)
in Figure 2. At inoculum levels of 8 and 6 log cfu/ blade, cells transferred during
slicing (log cfu/slice) decreased logarithmically from the first documented slice to
the last slice in 1.68 and 1.74 logarithms, respectively. In the case of 4 log
cfu/blade, the results showed a high degree of variability as shown in Figure 2,
where bars representing the standard deviation were longer. Moreover,
transferred cells did not seem to follow a clear trend, probably, due to the low
precision of microbiological method at low concentrations. Likewise, cells
transferred during slicing decreased logarithmically from the first documented
slice to the last slice in 0.80 log cfu/cm® which might be considered within the
experimental error range (Mossel, Corry, Struijk and Baird, 1995).

The results for E. coli O157:H7 in Figure 3 showed that for 8 and 6 log cfu/ blade,
the cells transferred during slicing decreased logarithmically from the first
documented slice to the last slice in 1.44 and 2.03 log cfu/cm’, respectively, showing
a linear-logarithmic trend as in the case of S. aureus. For the lowest inoculum of 4 log
cfu/blade, no counts were obtained in any of the slices in the three repetitions.
However, the analysis by enrichment demonstrated that the 20 slices were
contaminated by E. coli O157:H7.
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Table 1. Summary of the transfer data for S. aureus and E. coli O157:H7 from an
inoculated slicing machine blade to pork pieces at inoculum levels of 8, 6 and 4 log cfu/
blade

Inoculum Staphylococcus aureus Escherichia coli O157:H7
(log
cfu/blade) 2 o/ \1 o/ \2 2 o o
log cfu/cm TH(%) Tr(%) log cfu/cm T %) Tr(%)
8 5.34 + 0.58 -1.25+058" 176 +0.07° 343+0.83 -277+0.90° 062 =+0.67"
6 278 £0.73 -1.62 £0.79° 137 £0.27° 1.41+090 -2.67+0.95" 0.60 +0.90°
4 0.99 + 0.73 1.48 £ 0.77° 1.65 + 0.32°

+ indicates the standard deviation.

*and " indices show the different homogenous groups reported by Duncan’s test.
'Tr(%)= log[ (cfu ., per cm?/ cfu initial on blade)*100].

Tr(%)= logl[ (cfu transferred in 20 slices/ cfu initial on blade)*100].

The highest quantity of cells transferred per slice did not always correspond to
the first slice. For example, at 6 log cfu/ blade, although the first slice had 3.71 = 0.27
log cfu/cm? the highest concentration was marginally higher for the second and third
slices, 3.87 + 0.26 and 3.80 + 0.41 log cfu/cm?, respectively. This same observation
can be observed for E. coli O157:H7 at 8 log cfu/blade, in which the first and second
slice had 3.97 + 1.10 and 4.66 + 0.72 log cfu/cm?®, respectively. These facts can be
evidenced visually in the graphs of Figure 2 and 3.

log cfu/cm?

0 5 10 15 20

Slice number

Figure 2. Transfer (log cfu/cnt’) of S. aureus from an inoculated slicer blade with 8 (), 6
(A) and 4 (M) log cfu/blade. Data reported are means + standard deviation for three
replicates. The Log-linear (----) model and Weibull (—) models fitted to transfer data at 8
and 6 log cfu/blade
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2.4.3. Influence of microorganism type and inoculum size on transfer coefficients

The analysis of variance of the transfer data (7n(%)) at 8 and 6 log cfu/blade,
according to Equation 1, showed significant differences between both
microorganisms (p = 0.014). Also, the analysis of variance of the Tr(%) in 20 slices
(log [cfu transferred in 20 slices/cfu initially on blade]*100) at 8 and 6 log cfu/blade
revealed significant differences for the type of microorganism (p=0.003). A possible
explanation for this fact is the different susceptibility of both microorganisms to
stressful environmental conditions, which is higher for E. coli 0O157:H7.
Kusumaningrum et al. (2002) reported no significant differences in transfer
coefficients among their inoculated strains (S. aureus, C. jejuni and S. Enteritidis)
when roasted chicken and cucumber were contaminated under pressure. However,
without any pressure, the analysis of variance did indicate significant differences for
the three organisms. In this scenario, in addition to the absence of pressure, the
shorter drying time prior to the contact (< 15 min), and relatively high resistance under
stressful conditions of the test microorganisms (the most susceptible microorganism
to slow-air-drying, C. jejuni, was detectable on contaminated surface until 4 h) could
explain the divergence in results between the studies. Moreover, Erginton, et al.
(1995) did not find significant difference in the degree of attachment to surfaces
between the microorganisms, which may affect their transfer ability
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Figure 3. Transfer (log cfu/cn’) of E. coli 0157:H7 from an inoculated slicer blade at 8
(®) and 6 (A) log cfu/ blade. Data reported are means + standard deviation for three
replicates. The Log-linear (----) model and Weibull (—) models are fitted to transfer data at
8 and 6 log cfu/blade.

In respect to the inoculum level effect, the analysis of variance and Duncan's test
performed on the first six slices (with the highest transfer coefficients) showed
significant differences for S. aureus (p= 0.027) but not for E. coli O157:H7 (p= 0.894).
The analysis of variance including 20 slices gave the same result. Thus, for S. aureus,
there was significant difference (p= 0.034) and Duncan’s test indicated the existence
of two homogeneous groups, the first one formed by the transfer data of 4 and 6 log
cfu/blade and the second one formed by 6 and 8 log cfu/blade) (Table 1).
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Other variance analysis performed by comparing the Tr,(%) for S. aureus and E.
coli O157:H7 indicated no significant difference between inoculum levels for both
pathogens (p=0.327 and 0.982, respectively) (Table 2). Therefore, it can be
concluded, for S. aureus, the 8 and 6 log cfu//blade inoculum level group exerted a
statistically different effect on Tr(%) from the 6 and 4 log cfu/blade group. However, in
the case of E. coli O157:H7 it was clear that the inoculum size did not influence the
transfer capability of the microorganism. These conclusions did not agree with those
reported by Montville and Schaffner (2003) who stated that “When the population of
bacteria on the source surface was high, the log 10 percent transfer was relatively
low. Where the population on the source surface was lower, the log 10 percent
transfer tended to be higher”. Our results are more consistent with the findings of
Kusumaningrum et al. (2002) who did not find significant differences between
different inoculum levels for S. aureus, C. jejuni and Salmonella Enteritidis, and of
Dickson (1990), who worked with L. monocytogenes and Salmonella typhimurium.

2.4.4. An example of modeling transfer data for the QMRA

Transfer data obtained for the levels 6 and 8 log cfu/blade were used to fit two
mathematical models described previously, which could be applied in QRMA to
describe cross contamination scenarios. We only used the data at high inoculum
levels for S. aureus and E. coli (log 6 and 8 cfu/blade), because the transfer trends at
4 log cfu/blade were not obvious and much of the transfer data were generated
through enrichment only. To perform the model, we preferred to use, as transfer unit,
the concentration transferred on slice (log cfu/cm?) since this could be easily
interpreted and used by modelers in QRMA. Nevertheless, the models represented by
equation (2) and (3) could be log-back-transformed easily resulting in equation (4)
and (5) for the log-linear and the Weibull model, respectively:

Equation (4) and (5) return the transfer coefficients measured as a
fraction of 1, but it could also be expressed as % cfu/cm?if it is multiplied by 100.

/s//'ce /b/ade = eXp(—k ' Ns//‘ce) (4)

[(Ns//'ce /a)bJ

/s/ice //b/ade = 107 (5)

Parameters and goodness-of-fit indices for the log-linear and Weibull model are
shown in Table 2, and the fitting lines are plotted in Figure 2 and 3. With regards to
the log-linear model, S. aureus and E. coli presented a logarithmic trend at 8 and 6
log cfu/ blade (R*= 0.73-0.95), though S. aureus showed the best fit as shown by the
values of SEP (Standard Error of Prediction) and R® (see Table 2). These findings
agreed with the results of Vorst et al.(2006) who reported that with 8 log on blade, the
proportion of L. monocytogenes cells transferred to ready-to-eat turkey and bologna
decreased logarithmically during slicing ( R°>0.92). At 8 and 6 log cfu/blade, the
model showed higher slopes for E. coli O157:H7 (k/In(10) =0.11 and 0.10,
respectively) than for S. aureus (k/In(10)= 0.08 and 0.09, respectively). Therefore,
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when using log-linear model to describe the transfer, these results would indicate that
the logarithmic decrease was slightly more rapid for E. coli O157:H7 at 8 log cfu/lade,
while at 6 log cfu/blade, the slopes for both microorganisms were practically similar.

Table 2. Regression parameters and goodness-of-fit indices for both semi-logarithmic and
Weibull models obtained from transfer data of S. aureus and E. coli O157:H7 at 8 and 6 log
cfu/blade.

log Log linear model Weibull model
cfu/blade
109(/00) R? SEP® a b° 109(/,40) R? SEP
8 0.18 6.17 0.95 2.04 6.50 0.59 6.60 0.97 1.66
S. aureus
6 0.22 3.74 0.86 8.66 5.15 0.61 4.21 0.88 8.30
E. coli 8 0.25 4.56 0.80 9.43 9.08 0.97 4.58 0.80 9.70
0157:H7
6 0.23 2.47 0.73 25.96 710°  0.15 7.15 0.89 17.20

*kis the slope of the semi-logarithmic model: 10g(/ge) = 109(/; 1006 ) = K - Nygise /1N(10)

slice

n

100 (yobs - ypred )2
*SEP (Standard Error of Prediction): SEP = — =

y obs n

“aand b are parameters of the Weibull model: 10g(/,;..) = 109(/, 00 ) = (Nyeo /@)°

Parameters and goodness-of-fit indices for the Weibull model are shown in Table
2 and the fitting lines are plotted in Figure 2 and 3. In comparison, the Weibull model
presented a better fit than the log-linear for both microorganisms (see Table 2). In the
case of E. coli at 8 log cfu/ blade, the Weibull model almost described a log linear
model since the value for the parameter b was practically 1. Hence, both curves
overlap as can be seen in Figure 3. Though the goodness-of-fit indices showed little
difference between the models, we believe that the Weibull model overall best models
the experimental data, specially where the first slices showed much higher
concentration than the rest (two phases in the curve), e.g. at 6 log cfu/ blade for E.
coli O157:H7 (Figure 3). These values are crucial in risk, so a better fit in this zone
would lead to more accurate risk estimation in QMRA. In this respect, the application
of the Weibull model would be more relevant for S. aureus due to the fact that
production of enterotoxin is mainly associated to relatively high concentrations of
pathogen, i.e. > 10° cfu/g (Anunciacao, Linardi, do Carmo, and Bergdoll, 1995; Rérvik
and Granum, 1996). However, for E. coli O157:H7, it is well-recognized that the
infectious dose is estimated to be well under 100 organisms (Tilden et al., 1996).

2.5. Conclusions
Firstly, the results show that all the pork slices could be contaminated by both

pathogens at the inocula of log 4, 6 and 8 log cfu slicing machine blades, even
though the transfer was lower than in other transfer scenarios. As expected, the first
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slices had the highest contamination levels, and the risk of illness would be higher
after eating these compared to the subsequent slices in a product being sliced. This
fact is even more relevant in those pathogens that should be ingested at high dose to
produce illness, such as L. monocytogenes or S. aureus (but not E. coli O157:H7).
However, the risk of the latter slices causing illness would be increased if growth of
the pathogens were allowed during storage. This would be less likely for S. aureus
unless the slices were kept at ambient temperatures for several hours sufficient to
produce enterotoxin; nevertheless this has happened with other foods in causing
mass casualities (Do Carmo et al., 2004). Therefore, the stage in slicing where the
cross contamination takes place (i.e. first and last slices) could have a significant
impact, especially on individual risk. Other factors such as strain persistence in the
environment, disinfection practices, storage temperature and times, should also be
included in a QMRA. Clearly, the pathogen type does affect T{(%) and Tr(%).
Moreover, the inoculum level on the blade influenced significantly the transfer of S.
aureus, but not of E. coli O157:H7. An analysis of the most suitable model for
incorporating transfer data into QRMAs was not clear-cut since both log-linear and
Weibull models fitted the data describing the log-decrease of cells during slicing.
However, the Weibull model showed a better fit for the first few slices where the risk of
illness upon consumption is greatest. Inoculum levels used here were relatively high
as compared to the concentrations usually found in real world. Ideally, they should be
similar if transfer coefficients are influenced by inoculum level. In this sense, future
research should consider the use of microbiological analysis with lower detection
limits to better imitate real. Besides, other factors like the type of medium used to
inoculate the blade or the contaminated area should be investigated regarding their
effect on the transfer coefficient.
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3. Incorporacion de modelos de contaminacion
cruzada en la ECRM y su impacto sobre la
Gestion del Riesgo

El presente estudio desarrolla un enfoque para la aplicacion de modelos de
contaminaciéon cruzada basados en la tasa de transferencia en la Evaluacion
Cuantiativa del Riesgo Microbiano de los alimentos (ECRM) e ilustra una aplicacion
practica de los Objetivos de Seguridad Alimentaria (FSO).

El modelo se dividié en dos etapas. La primera consistio en la confeccion y
simulacion de una serie de 9 escenarios de contaminaciéon cruzada. Los escenarios
representaron la contaminacion desde un alimento crudo contaminado con Listeria
monocytogenes a una loncha de productos carnicos cocidos a través de su
manipulacion en el punto de venta, considerando como barreras de prevencion
frente a la contaminacion, el uso de guantes y el lavado de manos, las cuales se
definieron en el modelo a través de distribuciones de probabilidad. A continuacion,
en la segunda etapa, procedentes de la anterior (contaminacion cruzada) fueron
aplicados en un modelo de crecimiento para asi obtener la concentracion de L.
monocytogenes en el momento de consumo después de una etapa de refrigeracion a
nivel de consumo doméstico.

El modelo matematico consisti6 en un modelo de primer orden, construido en
Excel y simulado a través del Software @Risk de Palisade®©.

Los resultados combinados con el FSO para L. monocytogenes (100 ufc/g)
sirvieron para construir un ranking de riesgo, basado en el porcentaje de lonchas que
en cada escenario superaron el citado FSO (analisis de percentil). Otro método
alternativo, basado en el andlisis de varianza, fue aplicado también, para identificar
los escenarios de mayor riesgo; sin embargo, en este caso, el criterio utilizado fueron
los valores de concentracion en la loncha, y no el porcentaje de las mismas que
superaron el FSO. Ambos andlisis coincidieron, determinaron en primer lugar que el
mayor riesgo estuvo basado en el uso de los mismos guantes para manipular ambos
tipos de productos; y en segundo lugar, en que el escenario mas seguro
correspondié con aquel en el que se combind, al mismo tiempo, el uso de diferentes
guantes y lavado de manos. A pesar de ello, todos los escenarios simulados
pudieron alcanzar valores de concentracion final superiores a 10° ufc/g. Un anélisis
mas especifico sobre este aspecto concluyd que la transferencia de una sola célula
puede ser relevante en el riesgo final, ya que ciertas combinaciones de temperatura y
tiempo pueden producir grandes incrementos en la concentracion de L.
monocytogenes durante su refrigeracion a nivel de consumo doméstico. Este
resultado también nos indica que, en el caso de L. monocytogenes, €s mas
importante para el riesgo su capacidad de transferirse al alimento que la cantidad
transferida, puesto que a temperaturas de refrigeracion L monocytogenes puede
crecer desde concentraciones muy bajas hasta alcanzar niveles de riesgo.

A través del presente estudio pudo ponerse de manifiesto la actual carencia de
informacion relativa a la tasa de transferencia de L. monocytogenes y sus importantes
consecuecias sobre la incertidumbre final de la ECRM. Por otro lado, el trabajo utilizé
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técnicas de analisis “What-if” para evaluar posibles medidas de control. Como un
ejemplo de aplicaciéon de estas ténicas se empled el escenario 2, que consistié en la
transferencia de L. monocytogenes por manipulacion a través de manos sin guantes
y lavado de manos. Los resultados indicaron que el lavado de manos por si solo no
fue determinante en la disminucion del riesgo, ya que es necesario un nivel de
reduccion del 80 % para poder reducir a la mitad el porcentaje de lonchas que

superen el FSO.

Finalmente, como conclusién, el estudio destacé la aplicabilidad del disefio en
escenarios para modelar los procesos alimentarios (contaminaciéon cruzada), y asi
proporcionar respuestas mas adecuadas y rapidas a las cuestiones de seguridad

alimentaria.

El presente capitulo ha originado la siguiente publicacion:

Linking Quantitative Exposure Assessment and Risk
Management by means of the FSO concept: an example
for Listeria monocytogenes in different cross-

contamination scenarios
'Pérez-Rodriguez, F., °Todd, E.C.D., 'Valero, A., 'Carrasco, E.,
'Garcia, RM?., and 'Zurera, G*.

'Department of Food Science and Technology, University of Cérdoba,
Campus de Rabanales, C-1, 14014 Cdrdoba, Spain

*National Food Safety & Toxicology Center, 165 Food Safety & Toxicology
Building, Michigan State University, East Lansing, MI 48824-1314, U.S.A.

Journal of Food Protection Volume 69, Number 10, pp 3284-2394
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Linking Quantitative Exposure Assessment and
Risk Management by means of the FSO concept:
an example for Listeria monocytogenes in
different cross-contamination scenarios

3.1. Abstract

A practical approach was used to achieve specified Food Safety Objectives
(FSO) by incorporating risk assessment methodology. A series of cross contamination
scenarios at retail were evaluated in a spreadsheet and ranked according to their risk
level, and the degree to which they exceeded a FSO for Listeria monocytogenes (100
CFU/g) was determined. Percentiles and analyses of variance were used to identify
which scenarios would be most likely not to achieve the FSO. It was also possible to
incorporate into the model the effect of additional risk management interventions (e.g.,
hand washing method) by using “what-if” scenarios analysis. The highest risk
corresponded to the use of the same gloves to handle contaminated meat and then
sliced ham compared with the safer method of using different gloves to handle each
product. Nevertheless, in all scenarios bacterial concentration could be higher than
10° CFU/g. A significant lack of knowledge regarding the transfer rates of L.
monocytogenes was revealed, which provided the model with an important
uncertainty component. The “what-if” scenarios analysis based on the scenario
representing handling with bare hands followed by hand washing (scenario 2)
revealed that the hand washing procedure modeled in the present paper had less
impact than expected. This study illustrates the use of scenarios to model the most
effective food processes and thus provide risk managers with appropriate information
on which to base their decisions.

3.2. Introduction

Quantitative Microbiological Risk Assessment is an innovative scientific approach
that can be used to link data from food and human diseases to provide a clear
estimation of the impact of contaminated food on public health (37) and assess the
probability of illness from a pathogen in a given population. According to the
framework for QMRA, defined by Codex Alimentarius Commission (8), Exposure
Assessment (EA) is often the most complex and varied component to model because
of the large number of potential scenarios, including the many types of cross
contamination that can occur. Deli meats (cooked ham) contaminated with Listeria
monocytogenes were used as an example in this study.

L. monocytogenes is a ubiquitous pathogen capable of surviving and growing
under limiting conditions, such as low pH and temperature, high NaCl concentrations,
or anaerobic conditions (72, 13). This microorganism is a major concern for food
industries because the associated food-borne disease, listeriosis, has high mortality
rates of 20-30% (30, 34). Most cases of human listeriosis appear to be sporadic,
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although there have been well-documented outbreaks. Many of the sporadic cases
may represent unrecognized common-source clusters (34). Contamination in food-
processing and retail environments has been cited as a contributing factor in
outbreaks and recalls. Thus, it is important to consider cross-contamination (3, 4, 15,
29, 34, 35, 40) in L. monocytogenes risk assessments.

A Food Safety Objective (FSO) specifies the maximum frequency and/or
concentration of a microbiological hazard at the time of consumption that provides the
Appropriate Level of Protection (ALOP) to the public. The FSO concept is the basis for
the food safety management scheme proposed by the International Commission on
Microbiological Specifications for Foods (9, 19). This scheme links the hazard analysis
critical control point system, risk assessment and the task of pathogen risk
management for consumer protection (33). However, the methodology required to
integrate FSO in probabilistic and second order risk assessment is not sufficiently
clear (14, 37).

The aims of this study are: i) to model in a spreadsheet the two main steps
(handling and storage) that take place at retail and consumer levels, by describing
different cross-contamination scenarios with cooked ham, and to model the potential
for L. monocytogenes growth in domestic refrigerators and ii) to illustrate how risk
assessment and FSOs can be linked to support risk management strategies.

3.3. Material and Methods
3.3.1. Scope of the model.

In the proposed model we quantified the effect of handling and storage on the
contamination levels of L. monocytogenes in cooked ham at retail and consumer
levels. In the first instance, the model describes the contamination of hands by
contact with minced chicken meat that is contaminated with L. monocytogenes
(wearing or not wearing gloves and washing or not washing hands) and subsequent
cross-contamination from these contaminated hands to a cooked ham slice (including
or not the use of gloves and hand washing). To model these scenarios, transfer rate
distributions taken from both published and experimental data were combined,
generating nine different cross contamination scenarios (Fig. 1). Growth of L.
monocytogenes in the contaminated sliced ham during domestic storage was
simulated with kinetic primary and secondary models, considering the temperature
and time distributions and other deterministic factors (pH and water activity [a,]). The
resulting output of the model was the concentration of L. monocytogenes at time of
consumption (N), expressed as log CFU per gram of sliced meat. For some
intermediate calculations, it was necessary to transform the information back into
arithmetic values; for example, cross contamination is an arithmetic process that
cannot be described by logarithmic calculations. The general scheme of the model is
reflected in the Figure 1. Statistical distributions, point-estimate values and literature
sources used to describe the variables of the model are shown in Table1
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Table 1.Statistical distributions, point-estimate values and source used to describe the input
variables for the exposure model of L. monocytogenes in different cross-contamination
scenarios.

VARIABLE UNITS DISTRIBUTION/ POINT-ESTIMATE VALUE SOURCE
Product to bare hands log[T(%)] RiskNormal (0.94, 0.68); RiskTruncate (-0.44, 2) Chenetal. (7)
Bare hands to product Iog[TM(%)) RiskNormal (0.12, 1.07); RiskTruncate (-2.5, 2) Chen et al. (7)

Hand washing reduction log[TM(%) RiskNormal (-0.2, 1.42); RiskTruncate (-3, 1.65) Chen et al. (7)

Product to gloved hands log[TM(%)] RiskGamma (5.91, 0.4, RiskShift (-5)) Montville et al. (24)
Gloved hands to product log[T(%)] RiskNormal (0.35, 0.88); RiskTruncate (-1.154, 1.534)  Montville et al. (24)
Gloves to product Tr(%) * RiskPert (0.14, 5, 23) Perez-Rodriguez et

al. (28)
Product to gloves Tr(%) RiskPert (0.15, 0.9, 99) Perez-Rodriguez et

al. (28)
Slice Size grams RiskPert (15, 40, 50) Carretero Baeza et
Temperature in domestic °C RiskNormal (6.6, 2.2); RiskTruncate (0.9, 11.4) Laguerarl:—*-; Eet@aL 21

refrigerator

Days RiskCumulative (0, 14{3,7,10,14}{0.49,0.95,0.99,1}) American Meat

Time in domestic refrigerator Institute (1)

Preservative formulation in - pH =6.35 Anonymous (2)
cooked ham products - Aw = 0.983
Concentration of L. logCRUgG RiskNormal (0.2, 1.19); RiskTruncate(, 4)) Inoue et al. (17)
monocytogenes
in minced chicken meat
- pH . =439
- pH, =7
4 b=
Growth model parameters °C T.=15
- a,. =092 te Giffel and
°C T.=37 Zwietering (38)
- pH_ =96

3.3.2. Modeling - Retail phase

Different handling procedures were modeled as potential sources of cross-
contamination at the retail level (24). Minced raw chicken meat was used as the initial
food source of L. monocytogenes because of the high contamination frequency of
chicken carcasses (16, 18). A log-normal distribution of the concentration of L.
monocytogenes in the chicken was determined from data obtained by Inoue et al.
(17) (Table 1 and Fig. 2A). Then, different cross-contamination scenarios were
surmised from food workers handling minced chicken and then handling ham slices,
both with and without washing their hands and with or without gloves (Fig. 1). The
typical ham slice sizes (grams) were estimated based on Carretero Baeza et al. (5).
Data were described by a Beta-pert distribution (Table 1). This distribution is
characterized for three parameters (minimum, maximum and most likely values),
which can be derived from a set of data or expert opinion
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Figure 1. General scheme of the exposure assessment model describing cross-contamination
scenarios and growth of L. monocytogenes at the retail and consumer level, respectively. The
risk ranking was built up applying a Food Safety Objective (FSO) as target value for the model
outcome.

Transfer rate distributions of L. monocytogenes cells between hands (bare or
gloved) and cooked ham slices were determined from the studies of Chen et al. (7)
and Montville et al. (24) (Table 1). These transfer rates data were obtained from
experiments with Enterobacter aerogenes instead of Listeria while performing
activities other than those included in this paper (not handling sliced meat); therefore
transfer rate distributions represented variability and uncertainty. Montville and
Schaffner (25) noted that the type of activity performed when handling food probably
influences transfer rates and these differences could be attributed to the use of
different initial inoculum concentrations. Because the real contamination levels are
seldom high, the transfer rate distribution used here to describe the transfer from
hand to slice was that obtained by Montville et al. (24) at low inoculum concentrations.
No biofilm formation was assumed because of the short contact time in the various
cross-contamination scenarios.

Transfer rates corresponding to cross contamination between minced chicken
meat and cooked ham slices (scenario 9) via the same gloves were based on assays

with L. monocytogenes performed in our laboratory (28) (data not shown). These
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transfer rates were included in the model by means of a Beta-Pert distribution (Table
1). Based on expert opinion, a higher probability was assigned to the low values in the
distribution by using a smaller most likely value. Maximum and minimum values were
taken from experimental data. The maximum transfer rates (99 %) were similar to
those obtained by Chen et al. (7) and Montville et al. (24) for transfer between bare
hand and product in both directions. In our model, we included the variability of
washing efficacy among workers at the retail level by incorporating the distribution of
Chen et al. (7), who used Enterobacter data obtained from hand-washing experiments
in the laboratory (Table 1), through a sequential process of hand-washing and drying.
The reduction rate is expressed as the percentage of CFU removed from hands
during hand washing and drying.

The output obtained for each scenario was the number of L. monocytogenes
transferred to a cooked ham slice (Fig. 1), calculated from the simple expression:

N._ 10" Tr/100 (1)

where: N, is the number of bacteria transferred (CFU per gram of slice), Tr is transfer
rate representing the overall scenario (%) and N, is the initial concentrations of L.
monocytogenes for the contamination source (log CFU per gram)

Concentration of L. monocytogenes in minced chicken meat Domestic storage time

176 28
" 5

X>031 x>7
5% 5%
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= 008
8
]
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002
o 11111 S
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x
0 2 4 4
(

Density probability
Density probability
8

x

L. monocytogenes (log CFU/g) Storage time (days)

Domestic storage temperature

Density probability

0 4 8 12

Storage temperature (°C)

Figure 2. (A) Frequency distribution of L. monocytogenes concentration (log CFU per gram) in
minced raw chicken meat by using data taken from the study of Inoue et al. (17). (B) Frequency
distribution of storage time (day) of cooked ham slices in domestic refrigerator, taken from U.S.
Food and Drug Administration (41) (C) Frequency distribution of storage temperature (°C) in
domestic refrigerator, taken from Laguerre et al. (21).
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3.3.3. Modeling Storage phase

The output from the cross-contamination scenarios at the retail level expressed
as CFU per gram was combined with the distributions of storage time (47) and
temperature in domestic refrigerators (27) (Fig. 2B and 2C).

The predictive model for the growth rate of L. monocytogenes was taken from the
study of te Giffel and Zwietering (38), which takes into account the effect of a,, pH and
temperature (Fig. 1):

lumax = y(p/_/) Y(aW) y(T) .ILtopt (2)
Where: u,, is the growth rate per hour under optimal conditions and

2
min
7/(1)—(—j j}

opt

(pH - pH ..)-(pH .. — PH )
pH,, - pH . )-(pH ., - PH,,)

7(pH)=(

were a, .., pH_and T _are the values of water activity, pH and temperature,
respectively, below which no growth occurs; pH,,,and T _,are the pH and temperature,
respectively, at which the growth rate is maximal; pH is the pH for cooked ham; a,is
the water activity for cooked ham, and T is the distribution of domestic refrigerators
temperatures (Table 1).

The growth model was combined with a simple lag time model (secondary
model) presented by Cassin et al. (6), which was fitted to data taken from the
Pathogen Modeling Program for Windows (version 7.0) for the range of factors
considered in the product:

Lag =C,/u,, +C, (3)

where: Lag is the lag time (in hours), g, ., is the maximum growth rate (per hour), and
C,and C, are regression parameters

Water activity and pH were described by point-estimate values derived from the
known formulation of cooked ham (2) (Table 1). The temperature distribution in
domestic refrigerators was based on data from French homes (27) (Table 1 and Fig.
2C) because they better represent the Spanish situation. The distribution for the
storage time was taken from U.S. Food and Drug Administration (47) and the
American Meat Institute (7) (Table 1 and Fig. 2B) because of the lack of any
equivalent Spanish data. The model developed assumed that L. monocytogenes does
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not grow below 4°C on ham. Most published growth models (70, 43) make predictions
at temperatures > 4°C because predictions only for temperatures > 4 °C because
predictions <4°C are normally erratic and unreliable (22). L. monocytogenes
concentration at the time of consumption was calculated through the exponential
growth function, which combines the outcomes from the growth rate and lag time
models as follows:

N — Nt . e/umax-([—/ag) (4)

where N is the concentration of cells at the time of consumption; N, is the
concentration of cells at the beginning of the exponential growth phase (N); 4. is the
maximum growth rate per hour, t is the distribution of published storage time in
domestic refrigerators (1); lag is the lag time in hours.

Many risk assessment studies have included considerations of the relationship
between storage temperature and time: Spoilage actions determine consumer
behaviour, giving rise to shorter storage times at higher storage temperatures.
However, few studies have generated results that describe accurately the relationship
between both factors based on real data. Owing to the lack of data, an initial analysis
was carried out using the Spearman’s Rank Order Correlation in the @Risk programs
to establish different association levels representing qualitatively non-dependence (0),
low dependence (-0.25), medium dependence (-0.50), and high dependence (-0.75)
between storage time and temperature (42). The outcomes from every scenario were
analysed for each correlation coefficient simulated. Time and temperature
combinations obtained from the simulation were graphed for each correlation value
and analysed visually (Fig. 3). During our studies in the laboratory with cooked meat
(32), we did not observe any organoleptic deterioration (based on a sensory analysis)
during a period of 18 days at 12°C (above maximal values in the present model), in
agreement with the results obtained by Samelis et al. (36). Thus, consumer behaviour
would not be strongly affected by extreme combinations of both factors.
Consequently, the correlation to be applied should describe low dependence.
Bacause of the lack of data on the dependency between these twho factors, a
conservative approach (low dependency) seemed appropriate. Therefore, based on
the above analysis, a low correlation coefficient was chosen, -0.25, at which the
highest temperatures (10-11.4°C) occurred mostly within O to 5 days (Fig. 3B).

The maximum population density (MPD) of bacteria reached in cooked ham
slices largely depend on temperature. To include this factor into the model, a logical
expression was used (47):

If[T < 5°C; 5 log (CFU/g);
If(T < 7°C; 6.5 log (CFU/g); 8 log (CFU/g) )] (5)

A logarithm range of variability was supposed for MPD, which was included in
the model by using a uniform distribution (MPD-0.5, MPD+0.5).

Because bacteria are discrete entities, the application of transfer rates in the
model could in some cases lead to an unrealistic risk characterisation (26), i.e., 0.1
CFU per slice means 1 CFU every 10 slices in the simulation and not 0.1 CFU in one

167



Aplicacion de modelos de contaminacion cruzada en la ECRM y su impacto sobre la GR

slice (iteration), which is biologically impossible. Therefore, assuming that bacteria are
distributed homogenously in the food matrix (binomial process), an exponential
distribution was used to determine the probability that one slice has at least one
bacterium. The exponential distribution was defined by the product of the slicing size
(grams) and bacterial concentration (CFU per gram): p(x>1) = 1-exp(-CsS), where C is
the concentration (CFU per gram) and S is the serving size (grams). This probability
was included in a discrete distribution to determine the presence or absence of
bacteria in each slice or iteration in the simulation.

Correlation coefficient =0 A

Storage time (days)

Storage temperature (°C)

Correlation coefficient = -0.25

2 B

(]

hoA

[

£

©

[=2]

©

S

0

Storage temperature (°C)
15 Correlation coefficient = -0.50

N e .

2 C

z

[}

£

®

o

©

S

2]

Storage temperature (°C)

15 Correlation coefficient = -0.75
£ D
< 10
£
& 51
<
n

0

Storage temperature (°C)

Figure 3. Scatter plots representing the storage temperature and time combinations when
correlation between both input variables are fixed in the simulation at (A) O (non-dependence);
(B) -0.25 (low dependence); (C) -0.5 (medium dependence); (D) -0.75 (high dependence).
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3.3.4. Building up a risk ranking of the scenarios by applying a FSO

Once the concentration of L. monocytogenes in food at the time of consumption
(N) has been calculated, it is possible to obtain the percentage of products that
exceed an established FSO. The FSO used in this study was proposed by the
European Commission Scientific Committee on Veterinary Measures Relating to Public
Health (77), which considered the FSO for L. monocytogenes to be 2 log CFU/g at
consumption. From this limit, the simulated frequency distributions of N (log CFU per
gram) for each scenario were obtained, and the percentage of slices with N> 2 log
CFU/g was calculated (Fig. 1). According to these percentages, the scenarios that
exceeded the FSO were ranked from highest to lowest.

3.3.5. Simulation Analysis

The exposure assessment model did not include a separation between the
variability and uncertainty of input variables (first order model). The model was
simulated using the Latin-Hypercube Technique, implemented in @Risk Professional©
software (Palisade, Newfield, NY). The simulation was run using 100,000 iterations for
each scenario.

A Tornado analysis based on the Spearman’s Rank Order Correlation Coefficient
was performed to evaluate the influence of different input variables on the final output
of the model, N (log CFU per slice). The coefficient values oscillate between -1 and 1,
whose extreme values correspond to perfect negative and positive correlation,
respectively, between variables. If a zero value is obtained, non-correlation exists
between variables. Strictly speaking, this analysis illustrates the level to which the
variance (uncertainty and/or variability) in the output of the model is affected by
variances in the individual variables used in the model. Therefore, based on this
criterion, the most significant input variables can be identified (6). However, the
significant variables identified in this analysis are not necessarily the parameters that
have the greatest effect on output level.

3.3.6. Statistical Analysis

Descriptive statistics of the data obtained during simulation were calculated
using Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, Wash.). Differences between scenarios
were examined by performing nonparametric variance analysis (Kruskal-Wallis test,
significance at p < 0.05) on a subset of N (log CFU per gram) of 2000 slices taken
randomly from the simulation outcome in all the scenarios. A Sheffe test (p < 0.05)
was performed on the same data set, which allowed the formation of homogenous
groups by an association of scenarios with concentrations that were statistically
similar. This analysis was carried out using Statistica 5.5 Software (Statsoft, Tulsa,
Okla).
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3.3.7. Applying the ICMSF food safety management scheme

In the management scheme proposed by the International Commission on
Microbiological Specification for Foods (ICMSF) (79), cumulative increases (/) and
reductions (R) associated with a biological hazard along the food chain starting from
an initial concentration (H,) can be expressed as:

Ho- IR + I/ <FSO (6)

This simple expression provides a conceptual means of establishing and
assessing the effect of control measures in conjunction with performance and process
criteria to achieve an established FSO. Although this expression might be considered
too simplistic for complex food control situations (23), it was considered adequate to
illustrate an approach to finding out the degree to which an FSO might be achieved.

By following this scheme, the variables and parameters of the cross-
contamination model were converted into / or R terms (equation 6). For example,
hand washing is considered a reduction process (R), and transfer from bare or gloved
hand to slices can be seen as an increase (/).

3.4. Results and discusion

3.4.1. Outcome of the Model

The model outcome was the distributions of N (log CFU per gram) for every
scenario. Figure 4 shows the frequency distributions of N (log CFU per gram) at the
time of consumption for each scenario. Table 2 contains the main descriptive
statistics (mean, standard deviation, 95% percentile and maximum) of the distribution
of N for all scenarios.

3.4.2. Performing a risk ranking

A risk ranking was created for the nine scenarios. The ranking criterion was the
percentage of slices containing > 2 log CFU/g, using the N (log CFU per gram at
consumption) distribution for each scenario. Hence, the scenarios were ranked from
high percentage (major risk) to low percentage (minor risk), as shown in Table 2.
Scenario 9 (using the same gloves) was reported to be the most risky scenario, with a
risk of 5.73 %. Scenarios including handling of contaminated chicken meat with bare
hands (scenarios 8, 3, 1 and 2) had the second highest percentages (around 3.5%).
The other scenarios had risk below 0.10%. The lowest risk was for scenarios 6 and 7,
which included the use of different pairs of gloves. However, in all scenarios high
concentrations, i.e. > 8 log CFU per slice were reached because of the extensive
growth resulting from relatively extreme combinations of time and temperature during
storage (e.g. 9.8°C for 12days), which occurred occasionally in the simulation. This
extensive growth was responsible for the similarities found between scenarios, e.g.,
scenario 1 and 2 (Table 2 and Fig. 4).
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3.4.3. Differences in the concentration level (N) between scenarios

Significant differences (p < 0.000) between the nine scenarios were found using
a Kruskal-Wallis test (non-parametric analysis of variance). According to the Scheffé
test (p < 0.05), these scenarios fell into four homogeneous groups (Table 2). The
highest risk group was scenario 9, (using the same gloves for handling contaminated
meat and ham slices), with a mean of more than -2 log CFU/g.

Table 2. Summary of statistics from the distribution of N (log CFU per slice) at consumption
and results of the simulation of each scenario and risk ranks of scenarios according to the
percentage of slices above the FSO for L. monocytogenes (2 log CFU/g).

95" % slice >2  Ranking
Na Scenario Mean + 8D’ . Maximum log CFU/g
Percentile (FSO)
1 Comammatedsrﬁwée:t—bare hands- 2 57° 213 134 8.49 342 4
2 Contaminated lmeat—‘bare hands- 259 213 136 8.49 338 5
washing-slice
3 Contamlnated meat-bare halnds— 230° 201 1.40 8.50 353 3
washing-gloved hands —slice
4 Contamme}ted meat —gloved_ hands- 6.40° 185 3.40 8.47 0.10 7
washing-bare hands-slice
5 Contaminated meat —glgved hands- 6.38° 185 339 8.47 011 6
bare hands-slice
6 Contaminated meat —glqved* hands- 6.15° 185 336 8.47 0.09 8
gloved hands-slice
7 Contgmmated meat —glov_ed hands- 6A46° 171 337 8.49 0.08 9
washing-gloved hands-slice
3 Contaminated meat —bgre hands- 2000 201 143 8.50 358 2
gloved hands-slice
9 Contaminated meat -gloved hands- 4510 1.99 229 8.50 5.73 1

slice **

" Different pair of gloves is used to handle both chicken meat and cooked ham slices
" The same gloves are used to handle both chicken meat and cooked ham slices

' Standard Deviation of the N (Log CFU/slice) distribution

2°¢9 Homogenous groups reported by Scheffe test at a p-value of < 0.05

The second group included scenarios 3 and 8 (handling the contaminated meat
and then ham slices with bare hands and gloved hands, respectively, with or without
hand washing), with a mean of approximately -2.30 log CFU/g. The third group
included the scenarios 1 and 2 (in which bare hands are used to handle both
contaminated meat and ham slices, with or without hand washing, respectively), with
a mean of around -2.50 log CFU/g.

The last group included the scenarios that represented the use of gloves when
handling contaminated meat (scenarios 4, 5, 6 and 7), with means of around -6 log
CFU/g. It is of particular notable that scenario 9 had the highest concentration levels,
denoting that the use of the same gloves to handle raw meat and ready-to-eat
products might carry a higher risk of cross-contamination than other scenarios that
are expected to be more risky, such as scenarios 1 and 2 (handling with bare hands
and washed hands).
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nine scenarios.

These results should be treated with caution because the data used to build the
transfer rates distribution for this scenario were taken from experiments with L.
monocytogenes instead of Enterobacter, which was used for the rest of scenarios.
Kusumaningrum et al. (20) reported that there were no significant differences between
species for transfer rates. However, the surprising lower concentration for scenarios 1
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and 2 compared with that for scenarios 3 and 8, according to the statistical test, was
due to the differences in sampling (simulation) of the exponential and discrete
distributions (determining presence or absence of Listeria in each slice or iteration) in
each scenario, thus canceling out the slight differences between these scenarios. The
results of the risk ranking for these scenarios were affected by the same technical
issue. Aside from statistical analysis, it seems reasonable to consider scenarios 1, 2,
3 and 8 (use of bare hands when handling contaminated meat) in the same risk

group.
3.4.4. Efficacy of Hand-Washing versus Use of Gloves

The results of these simulations suggest that reduction of L. monocytogenes
through hand washing followed by bare-hand contact with food (scenario 2) is not
sufficient to assure that the FSO will not be exceeded. The use of disinfection
procedures after drying hands and before handling food coupled with training
programs, may improve the likelihood that the FSO will be achieved. Howver, scenario
7 indicated that a combination of gloves and proper hand washing is the most
effective procedure; only 250 of the 100,000 slices (in the simulation) were
contaminated (0.25%). The use of gloves when handling contaminated raw meat led
to lower risks regardless of the type of barrier used when handling ready-to-eat
products (cooked ham) as long as different gloves were used. Even when gloves are
used, hands should be washed with an effective sanitizer before gloves are put on to
reduce the chances of cross contamination (27).

3.4.5. Significant variables in the scenarios

To consider the effect of the model variables (inputs) on N (log CFU per gram)
(output), and because of the high number of scenarios, some of the most
representative scenarios, including the riskiest and safest scenarios (1, 2, 7 and 9,
Table 2), were chosen for a sensitivity analysis. Tornado graphs (Fig. 5) indicate the
levels of association between the model inputs and output based on Spearman’s
Rank Order Correlation Coefficient, accounting for the degree to which output
variance (uncertainty and/or variability) is affected by input variance.

The Tornado analysis indicated that several factors had a significant effect on
bacterial concentration distribution (log CFU/g per gram at consumption). The main
variables were (i) presence of bacteria on the slice and contamination source
(contaminated minced chicken meat), (ii) transfer or reduction rates, and (iii) storage
time and temperature. The “presence” of Listeria on the slice (after contaminating the
slice) was considered an intermediate input, which was derived from the exponential
and discrete distribution by determining whether or not Listeria is present in the slice,
based on a binomial process. Its appearance on the top of the Tornado graphs can
be considered to be a technical contrivance in the @Risk model and not a real input.
However, it should be highlighted because it demonstrated that the presence or
absence of Listeria on the slice had great impact on the output distribution variance.
Hence, the contamination source was the most variable factor and was correlated
with the concentration of Listeria at the time of consumption (N) in the scenario
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representing contamination from the use of different pairs of gloves (0.7, Fig. 5C) and
hand washing and in the scenario representing the use of the same gloves without
hand washing (0.8, Fig. 5D). Similarly, transfer rates had a similar effect in all the
scenarios analysed, for which correlation coefficients ranged between 0.57 and 0.20
(Fig. 5A and D, respectively). Temperature, time and washing hand had lower
correlation coefficients (<0.1).

In first-order models, Tornado analysis might be of use, from a qualitative

point of view, by identifying significant sources of uncertainty in the model (42). If an
input distribution clearly shows an important uncertainty component (e.g., measure
errors, low sensitivity, few data, etc.) and, in addition, presents a high correlation
coefficient, this input may be reccognized to be a significant source of uncertainty in
the model. This application of Tornado analysis can be illustrated in the present study
with the transfer rate distributions taken from Chen et al. (7) and Montville et al. (24).
These studies are bound to have an important uncertainty component caused in part
by the limitations of sampling techniques for surfaces (4) and by the fact that the
distributions were generated using Enterobacter data. Therefore, the high correlations
indicate that these inputs were both a significant source of variability and a significant
source of uncertainty in the present model. However, care should be taken by risk
assessors and managers not to place too much faith in the validity of this application
of Tornado analysis because the validity largely depends on the reliability of the
assumption of uncertainty for the input variable is.

3.4.6. Establishing an effective reduction rate for hand washing procedures.

Hand washing procedures can be considered an imperfect reduction step (Rw)
for achieving FSOs (HO - =R + Xl < FSO). Managers might be interested to know the
Rw needed to reduce the percentage of slices with N > 100 CFU/g (FSO). Although R
in the ICMSF scheme is expressed in logarithmic form, some processes cannot be
described logarithmic form, som processes cannot be described logarithmically (e.g.,
cross contamination and removal process, etc) (23, 39, 44). Thus, Rw was defined as
the percentage (%) of bacteria removed from hands by hand washing procedures.
For instance, if hands are contaminated with 100 bacterial cells, a hand washing
procedure with 20% reduction rate will result in an elimination of 20 cells, and 80 cells
will remain on the hands. Each hand washing procedure would be associated
hypothetically with a certain reduction rate depending on the method used (e.g.,
antimicrobial soap, drying method or training level of workers). For this purpose, a
Monte-Carlo analysis was carried out on this variable based on scenario 2 (Table 1).
Thus, the Rw for the hand washing procedure was fixed at different values (10, 20, 50,
60, 70, 80 and 90 %), and the output of the model (% slice N > 100 CFU/g) was
observed. A reduction rate of around 80 % would be necessary from hand washing to
more than halve the percentage of L. monocytogenes on slices at N > FSO (i.e., 6.36
to 3.00 %) (Fig. 6). These results suggest that reduction by hand washing would not
have an marked impact on the percentage of slices at N > FSO, because although
few bacteria would remain on hands, even if only one bacterial cell was transferred to
the ham slice, the bacterial population could reach levels that exceeded the FSO due
to growth during domestic storage. To prove such a statement, a “what-if” scenario
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was evaluated in which the number of cells transferred to the slice was fixed at 1
CFU/slice (0 log CFU/ slice) and the time and temperature distributions were allowed
to vary. The analysis of N distribution (log CFU per gram at consumption) revealed
that around 8% of slices exceeded the FSO.

Product-bare hands-slice A Product-bare hands-hands washing-bare hands-slice B

Presence Presence

‘Source contamination
Source contamination

Hand-product (Tr)
Hand-product (Tr)

Product-hand (Tr)
Product-hand (Tr)

Storage time:
Storage time
Storage temperature
Storage temperature

MPD

MPD
Hand washing (Rw)

108 06 -04 1
Correlation Coefficients
Correlation Coefficients
Product-gloved hands-washing hands-gloved hands-slice Product-gloved hands-gloved hands-slice
Contamination source
Source contarmination 0696
Presence
Product-gloved hand (Tr) 059
Gloves-product
Product-gloves
Gloved hand-prod (Tr) 0391
Storage time
Presence 08 Storage temperature
4 .08 06 04 02 0 02 04 06 08 1 WD
Correlation Coefficients -1 -08 -06 -04 -02

Correlation Coefficients

Figure 5. Tornado graphs of the scenarios (A) 1 (contaminated meat to bare hands to slice),
(B) 2 (contaminated meat to bare hands to washing hand to slice), (C) 7(contaminated meat to
gloved hands to washing hands to gloved hands to slice) and (D) 9(contaminalgd to gloved
hands to slice). The significance degree is ranked from top to bottom. The presence variable
refers to the binomial sampling process described by means of the exponential and discrete
distributions that determine the presence or absence of L. monocytogenes on the slice after
cross-contamination. The Tr variables correspond to transfer rate distributions. The
contamination source variable is the concentration of L. monocytogenes in minced raw chicken
meat. Longer bars indicate a high correlation between input variable and output (N).
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From a management point of view, these findings suggest that consumer
behavior at home (domestic storage temperature and time) can have a significant
impact on the percentage of ham slices exceeding the FSO; hence, changes in
consumer behavior could help to reduce risk levels. However, storage temperature
and time (at home) are not controllable by regulations, and must be addressed by
appropriate educational programs for consumers. The efficacy of such programs
depends on quality and dissemination and on whether the objective established (e.g.,
home refrigerator temperatures below 7°C) is effective and feasible. These issues can
be addressed by performing probabilistic risk assessment for food groups instead of
specific food products, and applying “what-if” scenarios and sensitivity analysis.

3.5
34 Baseline model
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o e e S
2 15 ] ) ) '
[ Hypothetical reduction \
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0.5 A
0 T T T \:
0 20 40 60 80 100
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Figure 6. Solid line indicates the fixed reduction rates for hand washing procedure of the
scenario 2 plotted against the percentage of slices with N > 2 log CFU/g obtained in each
simulation (“what-if” scenarios). The dotted line shows the baseline percentage of slices with N
> 2 log CFU/g. The dashed line indicates that the reduction rate leads to a drop of 50% in the
percentage of slices with N >2 log CFU/g with respect to the baseline result

3.5. Conclusions

The approach taken in this study is a relatively easy way of evaluating the safety
of a process within set guidelines. The process includes integrating risk assessment
methodology, quantitative mathematical modeling, and a risk management goal such
as setting FSOs. Exposure assessment models in spreadsheet format allow the
comparison of different processes and handling scenarios. Scenario analysis can
help stakeholders and managers choose the most appropriate processing and
handling option for a particular food product. The model also illustrated how to identify
the sources of uncertainty present in the scenarios in a simple and qualitative way
and thus can provide managers with feedback that will allow them to reduce these
uncertainties through surveys and research. However, if greater accuracy is required
regarding sources of uncertainty and how they affect output uncertainty, a second-
order model approach should be carried out by improving the quality and quantity of
data.

This study also revealed the lack of suitable transfer rate data for cross
contamination models of L. monocytogenes. An unquantifiable uncertainty came from
certain assumptions and surrogate distributions used for Listeria transfer rates.
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However, models can be a helpful basis for risk management when decisions must be
made, even when the models are not complete, as long as the assumptions are taken
into account in decision-making process. Validation and new data are needed to
refine the models process and to generate second order models.
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4. Evaluacion Cuantitativa del Riesgo Microbiano
en alimentos (ECRM) y aplicacion de métodos de
Analisis de Sensibilidad

Con este trabajo se pretende profundizar en la metodologia de Evaluacion
Cuantitativa del Riesgo Microbiano (ECRM). Para ello, se aplicé un modelo de ECRM
que proporciond predicciones del numero de casos de listeriosis por afio en
personas ancianas de los Estados Unidos de América debido al consumo de
productos carnicos cocidos contaminados por Listeria monocytogenes. El modelo
comprendio las fases que transcurren desde la venta del producto hasta su consumo
doméstico. Ademés, como particularidad, no se consideraron fenémenos de
contaminacién cruzada, ya que se asumid que ocurrieron fuera del alcance del
modelo; esto es, durante manufactura del producto o durante su venta, pero no
posteriormente.

Por otra parte, el estudio incidié en la propuesta y aplicacion de métodos de
andlisis de sensibilidad (Cullen and Frey, 1999) y su desarrollo gréfico. Estos
métodos son la base para la construccion fundamentada de estrategias de reduccion
del riesgo, puesto que a través de ellos los principales factores de riesgo pueden ser
identificados y cuantificados. Ademads, se evaluaron diferentes metodologias de
modelado y su efecto sobre la estimacion final.

El trabajo siguid el esquema propuesto por la FAO/WHO (1999) para la ERM
estructurada en cuatro fases, si bien, la identificacion del peligro no fue necesaria
dadas las evidencias de la existencia del peligro.

El modelo de segundo orden (separando variabilidad e incertidumbre)
construido en Excel y simulado a través del Software @Risk de Palisade© ayudo a
interpretar mas adecuadamente los resultados, y por tanto, a establecer medidas de
control mas eficaces.

El analisis de sensibilidad puso de manifiesto que los valores extremos de la
distribucion de dosis (log ufc/racion al consumo) fueron los responsables de la
mayoria de casos de listeriosis. Por otro lado, para el caso de la variable
“concentracion en el punto de venta” se demostré que valores por debajo del limite
de deteccion 0,04 cfu/g y el criterio 100 ufc/g produjeron el 29 y el 82 % de los casos
de listeriosis, respectivamente. La explicacion para estos resultados radica en el
hecho de que niveles bajos fueron los mas frecuentes en el punto de venta, y que
estos pudieron incrementarse hasta niveles de riesgo durante la refrigeracion
doméstica sin necesidad de que las temperaturas y tiempos fueran especialmente
extremos o abusivos. Finalmente, el andlisis de sensibilidad aplicado sobre los
parametros de incertidumbre indicd que la prevalencia de L. monocytogenes en el
punto de venta fue la fuente de incertidumbre mas relevante para el modelo.

Esta informacion puede ser de relevancia en el establecimiento de estandares
microbioldgicos y politicas de reduccion del riesgo mas efectivas.
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Otro aspecto de interés que surgié del presente estudio es la importancia de la
densidad maxima de poblacion (DMP), esto es, la poblacion bacteriana maxima
asumida a una temperatura determinada, en el riesgo producido por
microorganismos patdégenos oportunistas como L. monocytogenes. Asi, segun los
resultados, solo valores cercanos o correspondientes a la DMP fueron responsables
de casos de listeriosis.

El presente capitulo ha originado la siguiente publicacion:

Extracting risk managers-information from a Risk
Assessment of Listeria monocytogenes in deli meats

Pérez-Rodriguez” F., E. D. van Asselt’, R. M. Garcia-Gimeno', G.
Zurera', and M. H. Zwietering *

'Department of Food Science and Technology, University of Cordoba,
Campus de Rabanales, C-1, 14014 Cérdoba, Spain
?Laboratory of Food Microbiology, Wageningen University, P.O. Box
8129, 6700 EV Wageningen, The Netherlands

Journal of Food Protection, en prensa

182



Resultados

Extracting Additional Risk Managers-information
from a Risk Assessment of Listeria
monocytogenes in deli meats

4.1. Abstract

The risk assessment study for Listeria monocytogenes in ready-to-eat foods
conducted by the U.S. Food and Drug Administration is an example of an extensive
guantitative microbiological risk assessment that could be used by risk analysts and
other scientists to obtain information and by managers and stakeholders to make
decisions on food safety management. The present study was conducted to
investigate how detailed sensitivity analysis can be used by assessors to extract more
information on risk factors and how results can be communicated to managers and
stakeholders in an understandable way. The extended sensitivity analysis revealed
that the extremes of the right side of the doses distribution (at consumption, 9to 11.5
log CFU/serving) were responsible for most of the cases of listeriosis simulated. For
concentration, values below the detection limit of 0.04 CFU/g, and the often used limit
for L. monocytogenes of 100 CFU/g (also at retail) were associated with a high
number of annual cases of listeriosis (about 29% and 82%, respectively). This
association can be explained by growth of L. monocytogenes at both average and
extreme values of temperature and time, indicating that a wide distribution can lead to
high risk levels. Another finding is the importance of the maximal population density
(i.e., the maximum concentration of L. monocytogenes assumed at a certain
temperature) for accurately estimating the risk of infection by opportunistic pathogens
such as L. monocytogenes. According to the obtained results, mainly concentrations
corresponding to the highest MPD-levels caused risk in the simulation. However,
sensitivity analysis applied to the uncertainty parameters revealed that prevalence at
retail was the most important source of uncertainty in the model.

4.2. Introduction

Food Safety is a relevant issue for international organizations, governments and
companies. The General Agreement on Tariffs and Trade and Sanitary and
Phytosanitary agreement propose risk assessment as the framework providing the
scientific basis for ensuring fair commerce avoiding commercial barriers and
guaranteeing consumer health (8). Quantitative Microbiological Risk Assessment
(QMRA) is considered to be a useful tool for countries setting laws and standards for
food safety policies and for industries trying to produce safer food products (5).

QMRA is an emerging scientific field, and some guidelines have been developed
by international and national organizations (e.g., the Food and Agriculture
Organization, World Health Organizatio, Scientific Committee for Foods, and the
European Union). Nevertheless, there may be different approaches to modeling. In
essence, the modeling process can be deterministic or probabilistic. In the first
approach, point-estimate values are used to describe variables of the model (713). In
the second approach, variables are distributions of probability, which can include
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uncertainty and/or variability. Both approaches provide support for decision-making
processes (risk management), although by including variability and uncertainty,
insight into the level of accuracy is gained.

The interaction among the phases of risk analysis (risk Assessment, risk
management and risk communication) is vitally when developing an effective policy
for food safety in international, national, and industrial framework. The process
includes weighing policy alternatives, considering risk assessment and other factors
relevant to health protection of consumers and promotion of fair trade practices, and if
needed selecting appropriate prevention and control measures. Communication of
results of a risk assessment to managers, stakeholders, and others becomes very
important because decisions of policy and laws depend on the comprehensibility of
these results. The assessor should determine the variables of the model, identifying
those variables and parameters that could lead to risk, and should then to explain
them to the manager in a comprehensible way. However, in many cases risk
assessors are focused on the modeling process and neglect the fact that the
information generated in the risk assessment may be used by risk managers not
familiarized with quantitative modeling and probabilistic methods. In other cases, risk
assessments are performed to obtain an output (risk) without conducting detailed
analysis of how factors are affecting risk. In both cases, we propose an extended
sensitivity analysis which indirectly allows simplification or summarization of the risk
assessment results to the most important aspects affecting risk, making
communication to managers and stakeholders easier.

The aims of this study were i) to illustrate how valuable information for risk
managers can be extracted from an extensive QMRA by applying sensitivity analysis,
offering response and guidance in the decision-making processes and ii) to evaluate
the impact of different modeling approaches on risk estimation. We reproduced the
risk aasessment by conducted by the U.S. Food and Drug Administration (FDA) for
deli meat and elderly persons (27) because this food category and population group
were estimated to be associated with the highest number of cases of Listeria
monocytogenes infection.

4.3. Material and Methods
4.3.1. Scope of the model

To achieve the objectives of this work, an extensive two-dimensional risk
assessment model was reproduced in an Excel (Microsoft, Redmond, Wash.)
spreadsheet. The L. monocytogenes risk assessment in ready-to-eat foods (27) was
selected for analysis because of the large amount of easily traceable information
available. This risk assessment provides analyses and models that estimate the
potential level of exposure of three population groups in the United States to 23
categories of food that could be contaminated with L. monocytogenes and relates this
exposure to public health consequences. The model provides prediction of the
likelihood that severe iliness or death will result from consuming foods contaminated
with this pathogen. The scope of the model goes from the retail point to the
consumption phase (Fig. 1). Lag time and cross-contamination were not considered
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because we assumed that these factors were not important after retail sale, so few
variables were included in the model. Yang et al (23) reported that cross-
contamination was irrelevant compared with possible growth after retail sale, which
also supports the noninclusion of cross-contamination in the model. Only a small part
of the model was used in our study, corresponding to the deli-meat category and
elderly subpopulation, which were associated with the highest number of cases of
listeriosis.

4.3.2. Exposure Assessment

A model of exposure assessment was developed using distributions of
probability for the variables described in Figure 1.
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Figure 1. Schematic representation of the two-dimensional risk assessment of Listeria
monocytogenes contamination in deli meat. EGR, exponential growth rate;, MPD, maximal
population density; D, distribution.
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4.3.3. Exposure Assessment: prevalence and concentration at retail sale

A log normal distribution can be described through two parameters, 4 and o, but
it is also possible to use only one of these parameters (u or o) and a percentile value.
This property of the log normal distribution was used in FDA study (27) to combine
both absence-presence and concentration data and to derive the concentration
distribution for L. monocytogenes at retail. First, the frequency of positive samples
was obtained from each presence-absence study. The concentration level for positive
samples was assumed to be the detection limit of each study (e.g., 0.04 CFU/g for a
method using 25 g-sample). These concentration and frequency define a percentile in
the hypothetical log normal distribution derived from each presence-absence study.
Second, the concentration from enumeration studies were used to estimate the
standard deviation (o) of the concentration of L. monocytogenes in the samples.
Then, the parameter x and percentile obtained from many presence-absence and
enumeration studies were used and combined randomly to describe a set of 300
cumulative log normal distributions. Each log normal distribution represented the
variability of the concentration of L. monocytogenes at retail, and the set of 300 log
normal distributions represented the uncertainty about the log normal distribution. By
applying the Excel Goal Seek procedure, the mean (u) corresponding to each
combination of ofpercentile was calculated. The set of 300 log normal distributions
defined by u and o were used to simulate the variability and uncertainty of L.
monocytogenes concentration at retail in the FDA model (27). The distributions were
truncated on the right side at 9 log CFU/g to eliminate concentrations that are virtually
impossible in food products (Table 1).

The use of a single distribution to account for prevalence and concentration
could pose difficulties. In the concentration distribution, very low values are related to
prevalence and concentration. For instance, a concentration of -5 log CFU/g,
assuming a serving size of 100 g, means that there is a 1:1000 probability of exact
one organism in a serving. The consequence of these difficulties is illustrated in a
numerical example. If the growth of L. monocytogenes during domestic storage is
modeled using the following equation describing growth:

log(N,) = 1og(N,) +EGR et (1)

where log (N) is the final concentration (log CFU/g), log (N,) is the initial
concentration, EGR is the exponential growth rate (log CFU/day) at 10°C and t is
storage time (days), and values are point-estimate, such as EGR = 0.93 ; t = 12 and
log(N,) = -5, the final concentration is:

log (N)=-5+0.93x 12 = 6.16 log CFU/g,

which is not correct because in this calculation the probability 1:1,000 was
treated as concentration when it is actually prevalence. However, when concentration
and prevalence are separated, equation 1 would yield a final concentration of —
2+0.93 x 12 = 9.16 log CFU/g, in which the value -2 refers only to concentration (one
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organism in a serving). It is obvious that these two different results reflect different
levels of risk. However, risk also depends on factors such as growth limit and dose-
response model (extrapolation in the linear and non-linear zone).

To overcome this problem, a conditional equation was applied to concentration
distribution at retail. This equation filtered only those concentration values resulting in
> 0.5 cells per serving, assuming 0.5 to 1 cells per serving to be 1 cell per serving
which is plausible from a probabilistic sense (27).

As an alternative to the above modeling approach, the use of separate
distributions instead of a single distribution was studied for concentration and
prevalence at retail. Because L. monocytogenes is supposed to be homogeneously
distributed in deli-meat products (Poisson process), normal and exponential
distributions could be used to describe both parameters separately (7). The normal
distribution describing concentration only was defined using the original normal
distribution (log) avoiding values of < 1 CFU per serving (< 0 log CFU per serving) by
truncation. The probability of finding one cell or more per serving (i.e., prevalence)
was described with a exponential distribution p(x>1) = 1-exp(-CeS), where C is the
concentration (CFU per gram) and S the serving size (grams) from the original normal
distribution (7, 77). In principle, this approach seems to be more appropriate and
accurate because concentrations of < 1 CFU per serving are translated into
probabilities by the exponential distribution. For instance, if C = 0.01 CFU/g and S =
80 g are given in the simulation for a serving, we would have a probability of 0.55 of
the serving being contaminated according to the exponential distribution. This means
that if this value is present in the simulation 100 times, 55 occasions would have >1
CFU per serving (presence) and the remaining 45 would have 0 CFU per serving
(absence). In turn, the single distribution (baseline model) has the advantage of being
easier to use. Both approaches were compared on the basis of the results obtained to
determine which modeling approach was the most appropriate.

4.3.4. Exposure Assessment: refrigerator temperature and storage time

Storage temperature (7T) was described by means of a discrete distribution
based on the 939 data points obtained from a survey of Audits International (9) (Table
1), reproducing thus the modeling procedure carried out in the FDA risk assessment
(21). Use of discrete distributions has a drawback: only values defined in the
distribution can be sampled in lieu of values in a continuous range; however looking
at the high number of values used in the study, the negative effects were supposed to
be minimal.

Storage time (t) was accounted for by a normal distribution of log days (Table 1).
The parameters defining the normal distribution (the mean and standard deviation)
also were distributions, so the mean was described by an empirical cumulative
distribution representing the average time in the refrigerator (interhouse variation),
and the standard deviation (intrahouse variation) was described by a uniform
distribution representing uncertainty in this parameter (see Table IlI-6 and Fig. IlI-7 of
the FDA study (217)).
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Table 1.Statistical distributions and point-estimate used to describe the variables of the model.

Input Distribution

Variability and uncertainty of concentration of
M . [Normal (1 ,0),, Normal (1 ,6), Normal
Listeria monocytogenes at retalil

(log CFU/g) (1 ,0),]% truncate (, 9)

Variability of storage temperature Discrete uniform ({-6, -3...21})

(°C)
Normal (Log [Cumulative (0, 45, {0, 2,
Variability and uncertainty of storage time 55,9, 125, 18, 26, 45},{0, 0.39, 0.84,
(log days) 0.91,0.96, 0.97, 0.99, 1}],
Uniform{0.4,0.6}")
Variability of Uniform (MPD-0.5, MPD+0.5)
maximal population density (MPD) (lof CFU/g) - ’
Variability of serving size Cumulative (0, 648, {0, 11.2...648}, {0,
(9) 0.01,..1})
Triangular (-0.0113, 0.0785, 0.755007) =
A
Uncertainty and variability of exponential growth Weibull (1.45, 0.314009) = B
rate (EGR) at 5°C Gamma (1.82, 0.160235) = C
(log CFU/day) Beta (1.232895, 3.038674) = D
Discrete {(A, B, C, D); (0.42 ,0.24, 0.2,
0.14})°

Uncertainty of parameter r. scope of linear dose-

Pert (56107, 1107, 3¢10™)°
response model

* Thirty normal distributions described by the mean (u) and standard deviation () were selected randomly
from a set of 300 curves accounting for the uncertainty around the concentration of Listeria monocytogenes
at retail

® Uniform distribution used to represent the uncertainty associated with the parameter o (standard
deviation) of the normal distribution describing storage time.

“Discrete distribution refers to the uncertainty associated with the type of distribution (A, B, C and D). The
probability assigned to each distribution was based on the goodness of fit to data

“Pert distribution described by the parameters “most probable value”, 5th and 95th percentile, respectively.

Spoilage flora can determine consumer behaviour because of changes in the
organoleptic characteristics of the product. Because elevated storage temperature
necessitates shorter storage time, a negative correlation coefficient (-0.25) was
applied in the simulation to avoid unrealistic combinations of time and temperature.
The coefficient choice was based on the information provided in the FDA study (27):
when the refrigeration temperature was 10°C, the mode of the storage distribution was
5 days, and when the refrigeration temperature was 0°C the model of storage
distribution was 7 days. The maximum storage time ranged from 20 to 30 days for
storage at 10°C and 0°C, respectively.
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4.3.5. Exposure Assessment: serving size

The serving size was modeled through an empirical cumulative distribution,
whose mean was 59 g per serving and the extreme value on the right side was 648 g
per serving (21), although this case presented a very low probability (Table 1).

4.3.6. Exposure Assessment: variability and uncertainty of exponential growth rate
(EGR)

The square root model for EGR (equation 2) is used as a basis for calculating
pathogen growth during storage (217).

VEGR=a-(T-T,) (2)

where T is the growth temperature (°C), T, is the extrapolated minimum notational
growth temperature (°C) whose value was -1.18°C, and a is the slope parameter for L.
monocytogenes in the specific food.

To represent the variability and uncertainty of EGR, EGR at 5°C was taken from
various studies (Appendix 6 of the FDA risk assessment (217)) and different distribution
functions were built using @Risk Software according to the indications of the FDA
study. To reflect the uncertainty in this parameter, it was used with a discrete
distribution combining such distributions, where each distribution had a different
statistical weight according to the goodness of fit (Table 1). Therefore, in each
uncertainty realization a single EGR distribution was sampled from discrete
distribution. Equation 3, which was derived from equation 2, was applied in the
simulation to calculate EGR at the simulated temperatures, using the uncertainty and
variability range of EGR;:

2
EGR=EGR5[T+]']8} 3)
6.18
where EGR is the growth rate at the simulated temperature, EGR, is the growth

rate at 5°C (Table 1), and T is the temperature simulated (Table 1).

T = Temperature simulated (Table1)
4.3.7. Exposure Assessment: maximal population density

Maximal population density (MPD) refers to the maximal concentration that a
certain microorganism is able to reach under different conditions in a food matrix. This
element is introduced into the model by a logical equation that prevents reaching a
higher concentration than the MPD during the simulation (27).

The model assumes that the MPD depends on only storage temperature. Thus,
when the temperature is less than 5°C, the maximal concentration is 5 log CFU/g. If
the temperature is higher than 7°C, the concentration will not be above 8 log CFU/g
during simulation. If the temperature ranges between 5 and 7, the concentration will
be 6.5. To represent uncertainty in the FDA model (27), these limits are given a
uniform distribution in a range of 1 logarithmic unit (Table 1), so the MPD above 7°C
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could be given a limit within the range 7.5-8.5 log CFU/g. However, unlike the FDA
study, the present work dealt with this MPD distribution as variability and uncertainty
jointly. It is reasonable that the variation described by the distribution is also derived
from factors such as biological variability, food matrix, and microflora effect, and not
only from uncertainty in the MPD.

MPD is applied only for domestic storage because of the lack of data about
temperatures in earlier steps of the food chain. If the initial pathogen concentration is
already larger than the MPD, this initial concentration is used instead of the MPD to
describe the concentration at consumption after domestic storage (no more growth)

4.3.8. Hazard characterization

In the hazard characterization step of FDA study (27), different types of
adjustment factors were used to match the results of the model with the
epidemiological data. In the FDA study, the initial dose-response relation from mice
was transformed into a more suitable model for human beings.

The curves representing the average and 5th and 95th percentiles from a
simulated set of 300 curves accounting for uncertainty (27) was chosen in the present
study to build a simple dose-response relationship. Because the concentrationd of L.
monocytogenes corresponded to the linear zone of the dose-response model, a
straight line model was fitted to model dose-response (r = 1 x 10™; 3 x 10™ and 5 x
10™), corresponding to the 5th and 95th percentile and the mean, respectively). In the
mean curve, for doses until 1 x 10", the deviation between this linear approximation
and the exponential model developed in the FDA study (27) differed by less than 1%.
These values were then used to define a Pert distribution accounting for the
uncertainty of r being described through the parameters, most likely value, 5" and 95"
percentiles (Table 1). This dose-response model represented initially the death
probability, so a factor of 3.7, in accordance with the FDA study (27), was applied to
obtain an illness curve (e.g., r=1.85 x 10™ for the mean curve).

4.3.8. Risk characterization

In this step, the dose-response relationship elaborated in the hazard
characterization is linked with the results of the exposure assessment. However, prior
to risk calculation, it is necessary to determine which definition of risk will be used.
Because different stakeholders can use results from a risk assessment, it is important
to identify the stakeholder to provide an understandable and suitable measure of risk.

The number of cases/serving (i.e., the probability of illness after consuming one
serving of product) is a frequent manner of expressing risk; however, it will hardly
support governmental policy and public intervention. This measure is relevant only for
individual consumers on certain occasions, e.g., to determine the risk associated to
consumption of one deli-meat product. For public administration (e.g., research
institutes, or governments), concern is focused on public health of the overall
population, and a logical definition of risk would be the number of cases per year
and/or population. Because this work was conducted to analyze the risk of listeriosis
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as an issue of public health, the most suitable definition of risk would be number of
cases per year in a certain population. This risk could be calculated by applying a
simple (equation 4) that integrates the information of both exposure assessment and
hazard characterization to obtain a quantification of risk:

RISK (casesfyear) = PCSrN (4)

where P is the prevalence of L. monocytogenes at consumption (percentage), C
is the concentration of L. monocytogenes at consumption (CFU per gram), Sis the
serving size (grams), r is the slope of the dose-response model (probability of
becoming ill by ingestion of one cell of L. monocytogenes), and N is the number of
servings consumed in a year. The product C x S is defined as the dose (D) at
consumption, i.e., the number of cells consumed per serving (CFU per serving).

4.3.9. Estimating number of cases per year in a probabilistic framework

For the probilistic model, some variables were simulated as probability
distributions. To calculate the number of cases per year, equation 4 was applied in
three steps.

1. Similar to the FDA study, the D distribution simulating the product C x S was
divided into 23 half-log intervals (0-11.5 log CFU per serving) and each was multiplied
algebraically by r value (constant for elderly population), obtaining 23 intervals of 7,
(probability of becoming ill per contaminated serving in the dose range n).

2. Each & interval obtained was multiplied by the corresponding prevalent
segment of servings, that is, the product of P x N x f, where f is the frequency
(percentage) for each n interval of D distribution (n = 1,..., 23). Thus, the result was
the number of cases of listeriosis per half-log interval of dose or .

3. These 23 intervals were algebraically added to estimate the total number of
cases per year:

23 23
Annual cases = Y, PNf, = > D,rPNf, = PNr) D, f (5)
n=1

n=1

This procedure was repeated for each uncertainty realization in the model.
4.3.10. Gaining insight of the inputs: which inputs are responsible for risk?

As mentioned in introduction, sensitivity analysis is proposed as a useful tool to
determine the main risk-determining phenomena (79, 24) by identifying the most
influential inputs and their zones or ranges in the model. Cullen and Frey (6) defined
sensitivity analysis as the assessment of the impact of changes of inputs values on
model output. Sensitivity analysis methods can be classified into mathematical,
statistical, and graphical methods (70). Mathematical methods are based on the
assessment of the effect of changes in the range of inputs on model output performed
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in a deterministic way. The statistical methods use the stochastic character of
variables (Monte Carlo and Latin hypercube techniques) so that the effect of the
interaction among variables (inputs) can be taken into account. The graphical
methods give visual indication of the influence of inputs on output (e.g., magnitude of
impact and type of relation among variables). In addition, the graphical methods can
be used to give a visual and comprehensive representation of sensitivity results from
mathematical and statistical methods (22). A large number of sensitivity analysis
methods have been published. For example, Frey and Patil (79) focused on 10
specific methods: nominal range sensitivity, break-even analysis, automatic
differentiation technique, correlation and regression analysis, analysis of variance,
response surface method, Fourier amplitude sensitivity test, mutual Information index,
and scatter plots. The study by Patil and Frey (78) evaluated and identified the
advantages and disadvantages of these methods in their application to QMRA and
concluded that all methods could be validly applied to QMRA as long as the
assumptions were met. In this sense, the study highlighted the fact that the
combination and comparison between various sensitivity methods could help to
provide more robust conclusions. However, in spite of the great variety of methods,
only two are widely used in the studies of QMRA (2, 7, 17, 20): correlation analyses
(statistical method) and scatter plots (graphical method).

Correlation analyses determine the contribution of the input to the output
variability and thus are helpful for ranking the inputs but not for identifying how inputs
(quantitatively) influences on output. Another disadvantage of this method is that its
robustness largely depends on the type of model and the relationship among inputs
and output (79). However, the scatter plots, which are graphical representation of
inputs values versus the output can help to identify through visual analysis the type of
relationship between input and output and even sometimes the presence of input
threshold (value in an input range below which there is not response to changes in the
output) (76) or zones of risk in inputs (22). For two-dimensional models, there is
limited information on which methods are more useful for QMRA. For instance,
Mokhtari and Frey (76) evaluated the analysis of variance and correlation analysis in a
two-dimensional model and concluded that variance analysis gave more robust
results. In the present work, the sensitivity analysis was based on iterations analysis,
“what-if” scenarios analysis and graphical representation. These approaches
provided an understandable and visual answer to the question of where risk comes
from in the model and, as far as possible, avoided the complex statistical and
mathematical aspects. Lindqvist et al. (74) used iterations analysis to extract detailed
and quantitative information on the behaviour of variables (inputs) regarding risk.
Carrington et al. (7) employed “what-if scenarios” analysis (truncating the input
distribution at different values and using simulations) to find out which values of the
inputs had a higher impact on final risk, thus identifying critical control points and
critical limits (thresholds). The methods used here were performed in the following
way taking into account the stochastic behaviour of variables (probabilistic analysis):

e The input studied is fixed to a certain value within the variable range, and the
rest of the input distributions are allowed to vary during simulations (variability
and uncertainty separately). The results from different simulations (output),
each one at a different fixed value, were plotted into graphs. The graph shows
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whether changes are constant or linear and whether results start to change
more dramatically with increases in input value (threshold). This type of
graphs is referred to here as sensitivity graph.

e A filtering method was applied to the distributions simulated to identify the
zones of risk, i.e., ranges in input distributions that were associated with 95%
of the cases. Simulated doses at consumption (EA output) were sorted out,
and the amount of cases per dose range (RC output) were determined (Fig.
2). The highest dose ranges including 95% of cases were used as a criterion
for tracing back and filtering out the iterations and values in the input
variables that yielded such dose ranges at consumption (Fig. 2). The data
filtered out were then plotted as a histogram and compared with non-filtered
inputs (original distribution) using Microsoft Excel to identify risk-increasing
conditions (Fig 2). This filtering method allowed us to identify which values
and, in some cases, which zones of the inputs had a major impact on risk.
This type of analysis was referred to here as iterations analysis.

4.3.11. Simulation of the model

The model was developed with two separate dimensions, variability and
uncertainty (i.e., a two-dimensional model). Simulation was performed with 25,000 and
30 iterations for variability and uncertainty, respectively. This relatively small number
of uncertainty iterations (also called realizations) was used for computational
convenience; however through this number it is possible to obtain the most common
statistics (mean and 5th, 50th and 95" percentiles). For instance, in the case of
concentration at retail, the set of 300 log normal distributions was sampled up to 30
times by simple random sampling. The same procedure was carried out for other
uncertainty parameters (temperature, EGR, and r-value). Throughout this work, the
arithmetic mean or median and the 90% confidence interval (Cl) were used to
describe uncertainty in the model. Similarly, for variability the arithmetic mean or
median and 5th and 95th percentiles were reported. The output for cases per year did
not include variability, so the statistics used were referred exclusively to uncertainty;
however, when statistics were used to describe variability, this use was indicated in
the text to distinguish it from uncertainty statistics.

The simulation of the variability dimension was carried out by applying the Latin
Hypercube technique implemented in @Risk Professional© software (Palisade,
Newfield, N.Y.) to optimize the sampling in the extremes of the distributions. The
uncertainty dimension simulation was performed by using a simple random sampling
method implemented in Excel. In total, 750,000 data points were obtained and
submitted to different analysis (sensitivity graphs and filtering methods).
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Figure 2. Filtering method applied to the inputs simulated to isolate those combinations of
values that led to risk. The ranges of pathogen concentration at consumption (doses)
accounting for 95 % of the listeriosi cases for different uncertainty realizations were used as
criteria to filter the inputs. The filtered data were used to build frequency histograms that were
compared with original distributions of the input.

To assess the variation associated with the sampling procedure used to simulate
the model (77), 10 simulations (of 25,000 iterations each) were performed with
different random number generator (RNG) seeds, which were chosen randomly.
Effects of approximations between studies can then be judged in comparison to this
variation. The coefficient of variation (CV) was used to quantify and represent such
variation:
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100 yox =’
Y7, n

%CV = (6)

where, x is the output of the two-dimensional model obtained (mean, median,
or 5 and 95 % confidence intervals of cases per year predicted) at each value of RNG
seed, y is the mean of the data set x,, X,,... X,, for the 10 RNG seed values, and n is
the total number of data points (n=10).

The RNG-seed chosen for the baseline model was 10,000,000, because this
number produced effective sampling in the extreme zones of the input distributions.
Fixing the RNG seed value made it possible to compare between the results from
different modeling approaches and simulated scenarios. The output obtained was
used as a baseline result throughout the study.

4.4. Results and discussion
4.4.1. Output of the model

The CV was calculated according to equation 6 by using the results (cases per
year) obtained with 10 different RNG seeds. The CV obtained for the mean cases per
year was 31 %. The ample variation found was probably consequence of the
important influence of RNG seed value on the sampling in the extreme right side of
distribution, in which the highest values and the less probable values (e.g., of
concentration or temperature) are situated. For median and 5th and 95th confidence
percentiles (90 % CI), the CV was 64, 56, and 26 %, respectively. The variation in the
mean number of cases per year seemed to be reasonable in accordance with the real
variation in number of cases per year. For instance, Centers for Disease Control and
Prevention (3) reported an average percentage change in the incidence of L.
monocytogenes (annual cases per 100,000 population) of -21 % in the period 1996 to
2003. Thus, approximations in this model that give errors close to this 30% variation
could be regarded as negligible. The main statistics of the simulated doses
distribution (at consumption) and 1 are shown in Table 2. The simulation of the
baseline model (with RNG seed equal to 10,000,000) resulted in 635 (90% CI. 22-
1,739) cases per year, which is consistent with the results of the original model in the
FDA study (767 cases in the elderly due to deli meats; Table A10-2 (27)) taking the
uncertainty level reported earlier.

4.4.2. Risk is determined by the extreme doses at consumption
The impact on the risk of extreme doses at consumption is apparent when the

half-log dose intervals are represented against the number of cases derived from
each dose (Figure 3).

195



ECRM en alimentos y aplicacion de métodos de Analisis de Sensibilidad

Table 2. Main statistics (variability and uncertainty) of simulated doses distribution (at
consumption) and 7T (probability of illness per contaminated serving).

Output Mean Maximum 95 % Percentile
Mean 50% N%C  Mean 50% 90%Cl Mean 50% 90 % Cl

Dose -7.67 -7.43  -7.17-(-8.25) 10.81 1093  10.65-10.93 -2.22 1.38 -7.91-1.80
(log CRUlsenving)
9 o 3.80 ¢10" " 5 6.39¢10°- 15 s 1.76¢10%-
T . 1.25¢10° 1.13¢10 212 (0" 9.73¢10° 1.22¢10 1 23¢10° 3.57¢10 3.49¢10 9.07¢10°
(casesfenving)
Cases/year 635 590 22-1739

The analysis of variability and uncertainty iterations indicated that the most
probable interval of doses at consumption (40 % of uncertainty realizations)
responsible for 95 % of the cases per year was 9 to 11 log CFU per serving, which
was also associated with the highest MPD, followed by 8.5 to 11 log CFU per serving
with 33 % of uncertainty realizations and by 8 to 11 and 10 to 11 log CFU per serving
with 23 % and 4 % of uncertainty realizations, respectively. These ranges indicate that
a very small part of doses (at consumption), the interval 9 to 11 log CFU per serving,
contained approximately a 0.1 % (median; 90 % CI, 0.01 to 0.13%) of servings
simulated. Thus, the extreme right side of the dose distribution was responsible for the
largest number of cases of listeriosis. The dose 95th percentile (1.80 log CFU per
serving at 95 % of confidence level) (see Table 2), a statistic commonly reported in
risk assessment studies, was not at all representative of the risk zone in doses
distribution because of the very low prevalence of doses responsible for risk (9 to 11
log CFU per serving). This fact highlights the importance of performing sensitivity
analysis to identify risk zones in distributions because this information can be used
subsequently to select the most useful statistics or parameters to be reported to risk
managers.

These findings were based on data similar to those obtained in the FDA study
(21), in which a frequency (median) of 0.3 %, (90% CI, < 0.1 to 0.6 %) was reported
for doses of > 9 log CFU per serving. Although a high frequency of doses is obtained
for the range 3 to 6 log CFU per serving in both this and the FDA study,
concentrations corresponded to > 9 log CFU per serving contributed most to
listeriosis cases.

The strong relationship between the highest doses and the highest risk agrees
with the conclusions of Hitchins (77), who reported that high doses are responsible for
the observed listeriosis rates.
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Figure 3. Frequency histogram representing (A) doses (at consumption) of Listeria
monocytogenes (log CFU/serving) in the simulations and (B) number of cases of listeriosis per
year at different dose of L. monocytogenes (log CFU/serving). Uncertainty bars represent
median and 90 % confidence interval.

4.4.3. Concentration at retail

Sensitivity graphs in Figure 4A revealed that only values between 7 and 9 log
CFU/g greatly increased risk. In contrast, the analysis of iterations plotted in Figure 5A
and 5B (non-filtered and filtered data, respectively) revealed that the range between
approximately -3 and 9 log CFU/g at retail was responsible for 95 % of listeriosis
cases, which corresponds to the part of the distribution representing at least one L.
monocytogenes cell per serving. This zone in the original distribution just represented
6% of concentrations found (90% CI, 0.8 to 11 %) (see Fig. 5A and 5B). The fact that
the two sensitivity methods had different results is not especially contradictory
because the sensitivity graph provides information exclusively on the effect of the
magnitude of concentrations, whereas histograms of filtered data also take into
account the statistical weight (frequency) of concentrations. Therefore, although
extreme areas of the distribution of concentration at consumption led to major risk (as
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shown in Figure 4A), it is also certain that risk can originate from a wide zone of the
distribution of concentration at retail (Fig. 5B). The high frequencies in Figure 5B
(servings responsible for 95 % of cases) for very low concentrations (-2 to O log
CFU/g) indicated that the presence of only a single cell of L. monocytogenes at retail
could lead to high levels of risk, which suggests that risk is dominated by the absence
or presence of L. monocytogenes in ready-to-eat foods but not for the concentration
of L. monocytogenes because abundant growth is still possible.

An analysis of “what-if” scenarios for the servings accounting for 95 % of
listeriosis cases provided more detailed information about the contribution of different
contamination levels at retail to the overall risk:

When the concentration range of 6 to 9 log CFU/g was removed from (initial)
concentration at retail, a reduction of cases of only 4 % (median = 2 % and 90% ClI,
0.01 to 16 %) was obtained. The analysis of iterations (servings) corresponding to this
range (6 to 9 log CFU/g at retail) confirmed that 95 % of servings did not undergo
growth because they were already near, at, or above the MPD. Further, these
concentrations only represented 0.01 % (90% CI, 0.001 to 0.03%) of the total servings
at retail (original distribution). From a statistical point of view, this means that when
1,000 samples are analyzed there is only a 9.5 and 26 % probability of detecting at
least one positive sample for the mean (0.01%) and 95 % confidence level (0.03%),
respectively. Therefore, it seems that the detection of these concentrations is difficult
and, may be ineffective: with low impact on public health but high impact on
individual risk. The elimination of concentrations at retail in the range 2 to 6 log CFU/g
resulted in a reduction of 17 % (90% CI, 0.01 to 34%) of listeriosis cases. This range
comprised 0.4 % (90% ClI, 0.01 to 0.05%) of the total servings at retail, a narrow part
of original distribution.

With respect to the general L. monocytogenes limit of 2 log CFU/g in ready-to-eat
foods, one could think that risk in the simulation would be mainly determined for
values above this threshold. However, the analysis of filtered data (servings
responsible for 95 % of the listeriosis cases) confirmed that 87 % (90 % CI, 63 to 100
%) of these servings were below this microbiological criterion at retail, which resulted
in 82 % (90% CI, 40 to 98 %) of the cases. Thus, compliance with the microbiological
criterion and/or performance objectives for L. monocytogenes in this step would not
be completely effective for eliminating overall risk. The same applies for the criterion
of 1 log CFU/g, with 79 % of servings (95 % of the cases) contaminated below this
concentration. Furthermore, 33 % (90 % CI, 6 to 71 %) of the filtered data were below
the detection limit (0.04 CFU/g) commonly considered in the presence-absence
studies (25 g of sample analyzed). The percentage of servings contaminated at this
concentration yielded a similar (relatively high) percentage of cases, i.e., 29 % (90%
Cl, 2 to 93%) of listeriosis cases. This finding implies that a significant number of
cases could be caused by samples with nondetectable pathogen concentrations at
retail. However, the wide uncertainty range for servings with 0.04 CFU/g indicated that
at low concentrations uncertainty becomes a much more important factor. Thus,
decisions and/or conclusions based on these results should be made carefully by
considering the attendant uncertainty.
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Figure 4. Graphical representation of the number of cases per year obtained at different
concentrations at retail (A), different storage temperature using 7°C (baseline) as the
temperature from which the highest maximum population density (MPD) of 8 logs can be
reached (B), different storage temperatures when the temperature limit was changed from 7
(baseline) to 9°C (C), different storage time (D) and different serving size (E), which were fixed
in each simulation. The rest of inputs were allowed to vary stochastically. Bold and smooth line
represent mean and median, respectively. The dashed lines represent 90% confidence
intervals (uncertainty). The vertical dashed lines indicate the input value yielding a sharp
increase in the number of cases (threshold).

These findings are in accordance with those obtained in FDA study (27) and by
Carrington et al. (7), who suggested that in foods that support growth, reduction of
contamination to some specified level (but not zero) is not adequate by itself for
controlling the risk of listeriosis. Nevertheless, Chen et al. (4) came to a different
conclusion, which was summarized in the title “Listeria monocytogenes: Low Level
Equal Low Risk”. This apparent discrepancy can be explained by the fact that these
authors did not consider a growth step during domestic storage, and the risk of
associated with ready-to-eat products was attributed mainly to relatively high
concentrations of L. monocytogenes at retail sale. Thus, high risk can be associated
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with low early concentrations because extensive growth can occur later, and high risk
will be associated with high concentrations when later growth is not probable or
possible. The implications of this conclusion could be relevant in decision-making
process and in establishment of control measurements or mitigation strategies.
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Figure 5. Frequency histogram of concentration of Listeria monocytogenes at retail, (A)

Original distribution. (B) Accounting for 95 % of Listeriosis cases per year as simulated (filtered

distributions). Uncertainty bars represent median and 90 % confidence interval.

4.4.4. Evaluating the effect of values <<1 CFU/g at retail on risk estimation

Use of a single distribution to describe concentration and prevalence obligates
the use a conditional equation and avoiding the fact that very low concentrations can
result in growth and thus falsely predict high concentrations in products that do not
contain initial contamination. The method chosen in the simulations of the baseline
model to prevent these false growth predictions was to remove those concentrations
that gave values below 0.5 CFU per serving. However, this assumption could yield a
certain bias in the results. Therefore, assuming that contamination of L.
monocytogenes is a Poisson process, an exponential distribution could be used to
describe the probability that one or more cells of L. monocytogenes can be found in a
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serving (2). This alternative procedure resulted in a mean and median of 364 and 198
(90% CI, 15 to 1,102) cases, respectively, which means that the baseline model
yielded an overestimation of 47 and 69 % for the mean and median, respectively and
45 and 39 % at 5 and 95 % confidence levels (90% ClI), respectively. These values
are slightly out of the uncertainty threshold obtained for the model; therefore, the
difference found between both approaches was significant. The second approach
produced a narrower Cl, which means that the estimation from the baseline was less
accurate, i.e., lent more uncertainty to the estimation. However, an overestimation of
2,845 (90% CI, 115 to 5,984) cases was obtained when data from the distribution of
concentrations at retail were used without the above constraints, allowing growth in all
products, even if initial concentrations are so low that on average there is less than
one organism per serving. These findings indicate that in some cases the way this
phenomenon is treated can have a significant impact on simulation outcomes. The
use of a nonlinear dose-response model instead of a linear model (as used in the
present study) would lead to greater difference between approaches. Therefore, an
additional analysis should be carried out with an exposure assessment model to
determine which modeling approach, separate distributions or a single distribution,
will provide the most reliable estimation.

4.4.5. Refrigerator temperature and storage time

The iterations analysis of simulated storage temperature (Fig. 6A and 6B)
revealed that the servings stored at 7 to 10 °C caused approximately 67 % (90% ClI,
49 to 91 %) of the listeriosis cases, which represented only 14 % of the nonfiltered
temperatures data or original distribution (Fig. 6A). The mean temperature for filtered
data was 10.4 °C (90% ClI, 6.9 to 12.6 °C), which was more than two times the mean of
non-iltered data (4°C). These data indicate that most of cases could not be attibuted
to extreme temperatures abuse, although storage temperature below 7°C were
associated with very few cases (mean: 2.7 %; 90% ClI, 0 to 22 %). Similar conclusions
can be reached from the sensitivity graph (Fig. 4 B), in which a threshold (dashed
line) was situated around 7°C (which corresponds to the temperature limit used in the
MPD model), from which an exponential increase in the number of cases were
obtained. The findings here presented are in accordance with those reported in the
FDA study (27) and by Carrington et al. (7). However, in the present work, these
results were also confirmed when considering the uncertainty ranges.

The threshold was affected mostly by the temperature from which L.
monocytogenes is able to grow up to the highest MPD. Thus, if in the model of MPD,
the temperature limit is changed from 7 (baseline) to 9°C, the threshold rises from 7 to
9°C (dashed lines in Fig. 4 B and 4C).
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Storage time had a lesser impact on the number of listeriosis cases, as shown by
the sensitivity graph in Figure 4 D, where there is no a clear threshold although a
threshold could be situated at around 5 days. The filtered time values (responsible for
95 % of cases) ranged between 3.8 days (90% CI, 0.6 to 6.8 days) and 43 days (90%
Cl1,17 to 60 days), with 39 days (90% CI, 17 to 55 days) being the 95th percentile (see
Fig. 7A and 7B). Almost any storage time could lead to risk because the domain of the
filtered distribution and 95th percentile were quite similar to those in the original
distribution, which corresponded to 0 to 60 days and 25 days (90% Cl, 22 to 27 days)
respectively (Fig. 7A and 7B). The mean of the filtered distribution corresponded to 19
days (90% CI, 16 to 22 days), i.e., three times the mean of the nonfiltered distribution
(5.9 days, 90% ClI, 5.5 to 6.3 days).

To clarify further the impact of the combination of storage temperature and time
on number of listeriosis cases, T-t combinations (for 95 % of the cases) were
analyzed. First, the T-t combinations were grouped according to the associated log-
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increments (<1; 1 to 4; 4 to 7; >7 log CFU/g). Next, T-t combinations were
transformed into T-t intervals (e.g., 4-8°C for 10 to 20 days) and frequencies were
calculated for each interval combination. This analysis (Table 3) confirmed that
extreme values of temperature and time together were not possible, i.e., when the
temperature exceeded 9°C, only on rare occasions did storage time exceeded 20
days because of the negative correlation coefficient implemented in the model.
Extreme values could be present in the simulation but only with relatively low values of
the other variable (e.g., 21°C for 3 days).
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Figure 7. Frequency histogram of (A) storage time (original distribution) and (B) filtered
storage times accounting for 95 % of listeriosis cases per year as simulated (filtered
distribution). Uncertainty bars represent median and 90% confidence interval.

The lowest T-t combination (<4°C and <10 days) was found in lower categories,
i.e., <1 and 1 to 4 log CFU/g, (see Table 3), which corresponded to servings with
initial high concentrations (at retail, 7 to 8 log CFU/g) that could cause listeriosis after
either slight or no growth during domestic storage.
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The fact that the higher growth categories (4 to 7 and >7 log CFU/g) had higher
frequencies for servings responsible for 95 % of listeriosis cases indicated that risk
was derived further from an extensive growth (Table 3). This can be clearly seen for
growth of > 7 log CFU/g, where servings responsible for 95 % of cases had a
frequency of 77.4% (90% CI, 50.7 to 100%) in contrast with the low frequency found
for this same range in the nonfiltered data (2.42%; 90% CI, 1.48 to 4.05%) (Table 3).
Besides, these increases were associated with both low initial concentrations
(predominant in the original distribution) and the highest MPD (data not shown).

The high frequency found for growths of 4 to 7 and >7 log CFU/g (Table 3)
indicated that combinations of nonextreme temperatures and times (95% of cases)
resulted in high levels of growth and consequently high risk. These values
corresponded to the combinations 12 to 16°C for <10 days and 8 to 12°C <30 days.
The first combination was more frequent than the second, although in this case most
of the temperature values were situated close to 12°C.

These findings can be worked out if we take from the above intervals the minimal
T(8°C) and average t (15 days) and apply equation 1: EGR= 0.55 log CFU per day for
the given temperature. This approach gave a theoretical increment of 8.3 log CFU/qg,
thus reaching risk levels (e.g., 9 to 11.5 CFU per serving). This extensive log
increment could be seen, though less often, when the time was shorter and
temperature were higher (abuse temperature) or when the time was longer and the
temperature much lower (see Table 3). For example, 14°C for 8 days and 7°C for 47
days produced in the simulation an increment of >10 and >8 log CFU, respectively,
leveling off to the MPD. Therefore, extreme values are possible but encountered less
frequently.

4.4.6. Serving Size

The filtered data accounting for 95 % of listeriosis cases (Fig. 8A and 8B)
produced a mean of 114 g (90% CI, 76 to 197 g), almost two times the mean of the
nonfiltered data (59 g). The 95th percentile of the filtered data was 253 g (90% ClI, 157
to 518 g), just about two times the value for non-filtered data (113 g). A visual
comparison of both the nonfiltered and filtered distribution (Fig. 8A and 8B) revealed
that a wide range of the original distribution could lead to risk, with the central zone
the most important zone (around the mean).

Results from the sensitivity graph in Figure 4E revealed that the number of
listeriosis cases is directly proportional to serving size. Thus, changes in serving size
would translate equally into proportional changes in the number of cases (straight
line), indicating that the effect is the same throughout the range of the variable.
Conversely, the number of cases showed nonlinear relationships with the refrigerator
temperature and storage time which means there are certain zones in the variable,
which have a much higher impact on the number of cases. This inconsistency is a
consequence of the mathematical relationship in which the variable is involved and its
magnitude. Serving size increases the dose linearly, whereas time and temperature
increases result in an exponential dose increase because of exponential growth. Both
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sensitivity methods indicate that the impact of serving size on the risk (number of
cases) is not comparable to those impacts of storage temperature and time.
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sizes accounting for 95 % of cases per year as simulated (filtered distribution). Uncertainty bars
represent median and 90% confidence interval.

4.4.6. Importance of Maximal Population Density in risk estimation

MPD is incorporated into the model to establish the limits of L. monocytogenes
growth. The MDP is especially important for pathogens as L. monocytogenes
because although low doses (10° to 10° CFU/g) have been associated with listeriosis
outbreaks (15), only high doses (near the MPD) are likely to have the highest impact
on total number of cases in a given population (Fig. 3A and 3B). Ninety-one percent
(90% CI, 78 to 92%) of the servings responsible for 95 % of listeriosis cases reached
the MPD during domestic storage. Hence, uncertainty and/or variability associated
with this parameter could be considered a significant component in risk estimation. To
evaluate the effect of the MPD in the estimation of risk, two different analyses were
performed on the MPD variability.
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1. The variability incorporated into the MPD model with a uniform distribution can
be disputed because rarely does a physiologic parameter follow this type of
distribution. Therefore, a normal distribution was introduced and evaluated in the
model instead of uniform distribution. The values obtained were not very different from
those in the baseline model: 8% fewer cases (90% CI, 0.1 to 4%), which is close to
the expected variation in the number of cases. The degree of difference from baseline
model also depended on the parameters values chosen for describing the normal
distribution.

2. The variability range was extended to include higher values during the
simulation.  Such  high MPDs have been reported in ComBase
(http://wyndmoor.arserrc.gov/combase). An increase of 0.5 log units on the maximal
growth yielded an estimated mean of 6,370 cases, 10 times the number of cases
obtained with the baseline model (634). However, when the MPD was reduced 0.5
log, an inverse effect was observed. Nevertheless, the change was not quantitatively
the same because the number of cases declined from 634 (baseline) to 254, which
means a drop of 58% in the baseline model. This finding indicates that relatively small
changes in the MPD can result in significant changes in the number of cases
predicted.

The risk assessment study conducted by the Food and Agriculture Organization
and the World Health Organization (FAO-WHOQO) on L. monocytogenes in ready-to-eat
foods (9) revealed (for the example of cold-smoked fish that supported growth) that
the variation in the MPD (sensitivity analysis) had no effect on the estimation of the risk
because growth never reached the MPD. The explanation for this discrepancy
between findings of different studies is not the low frequency of the MPD, which both
studies found, but the modeling method used. In FAO-WHO study, the MPD was
taken from growth studies in broth, which produces higher population than do food
matrices (as used in the FDA study and our study). In contrast, in the FAO-WHO study
the impact of the spoilage flora on the growth of L. monocytogenes was included by
applying a reduction rate to growth when the spoilage flora reached a high level (the
effective MPD). Thus, the initial MPD implemented in the model was rarely reached
because of these two facts. In the FAO-WHO report, the conclusion drawn from the
sensitive analysis was that the effect of reduction of the growth of L. monocytogenes
greatly influenced the risk estimation, proving indirectly that the limit of growth or MPD
had an important effect on the risk estimation. For pasteurized milk, the same
modeling method used in the present study was used in the FAO-WHO study, and the
MPD was seldom reached as observed in our study. However, the doses associated
with the MPD were responsible for most cases in the simulation (risk is determined by
the extreme doses at consumption) because these doses greatly influence the the
probability of becoming ill (see Fig. 3).
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Table 3. Frequency intervals corresponding to different combinations of temperature and storage time associated with 95% of listeriosis cases
(filtered data).

Mean frequency and 90% CI *° of servings responsible for 95 % cases

Storage Storage > 7 log CFU/g 4-7 log CFU/g 1-4 log CFU/g < 1log CFU/g
temperature Time
(°C) (day) 7.74E-01 5.07E-01-1 1.61E-01 0-3.00E-01 2.98E-02 0-8.35E-02 3.41E-02 0-1.35E-01

(2.42E-02)°  (1.48E-02-4.05E-02)°  (4.71E-02)  (3.76E-02-5.50E-02)  (1.83E-01) (1.63E-01-1.95E-01)  (7.45E-01)  (7.31E-02-7.71E-01)

<10 - - - - 5.29E-04  Not calculated 6.62E-03 2.95E-02-2.95E-02
10-20 ; ) ) ) . . . -
<4
20-30 1.11E-02 Not calculated - - - - - -
50-60 - - - - - - 9.80E-04 Not calculated
<10 7 59E-02 0-3.33E-01 8.10E-03 0-3.58E-02 6.44E-03 0-3.17E-02 4.67E-02 1.08E-01-1.08E-01
10-20 9.67E-02 0-2.86E-01 4.76E-02 0-1.17E-01 1.12E-02 0-3.79E-02 1.76E-03 1.60E-02-1.60E-02
B e ST U sme cmee |
1.76E-02 -4.89E- -69E- -2.61E- - - - -
40-50 3.07E-03 0-2.22E-02 2.08E-03 0-1.58E-02 - - - -
50-60 2 29E-02 0-5.14E-02 1.62E-02 0-3.62E-02 3.80E-03 0-1.63E-02 - -
<10 1.16E-01 0-2.28E-01 2.78E-02 0-6.25E-02 2.33E-02 0-5.58E-02 - -
10-20 2 20E-01 6.11E-02-6.67E-01 1.88E-02 0-5.34E-02 - - - -
610 igjg 3.01E-02 2-;.(1)252; 1.99E—OS 0-1.92E-02 - - - -
1 97E-02 -3.13E- 79E-03 0-1.55E-02 - - - -
40-50 501E-03 0-2.49E-02 - - - - - -
50-60 1 11E-02 0-2.35E-02 - - - - - -
12-16 <10 8.58E-02 0-3.33E-01 1.26E-02 0-3.07E-02 1.45E-03  Not calculated - -
16-22 <10 5.19E-03 0-2.49E-02 - - - - - -

*90 % Confidence interval; ° Mean frequency and 90 % CI for non-filtered data are reported between brackets; © 90 % CI for non-filtered data are reported
between bracket
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4.4.7. Effect of uncertainty on number of cases estimate

Uncertainty propagation through model depends on many factors such as
number of inputs, model formulation, nonlinear and linear character (72). QMRAs are
nonlinear models that normally lead to amplified uncertainty during simulation (6). This
amplification also occured in the present study when in sensitivity graphs the changes
in the inputs produced large increases in the uncertainty ranges (Cls), especially for
some values (threshold). Model structure and modeling types also had an important
impact on uncertainty ranges, as demonstrated for the modeling of << 1 CFU/g and
MPD.

The model presented here included uncertainty in four inputs: pathogen
concentration at retail sale, storage time, EGR and r-value. In the previous sections of
this report, we focused on the effect of inputs variability on the output (cases per year)
considering also uncertainty ranges (the Cls) of the estimates.

To show how inputs uncertainty affected the output, 100 uncertainty realizations,
each with 25,000 iterations of variability, were performed. The uncertainty values
simulated were plotted against the estimated number of cases (in a scatter plot), and
Pearson correlation coefficient was calculated. This coefficient may range from -1 to
1, where 1 indicates a positive linear dependence; 0 indicates no linear dependence;
and -1 indicates a negative linear dependence (22). The Pearson correlation
coefficient provided in this case information on how the uncertainty range of the inputs
affected the variation of the output (uncertainty). The scatter plots (Fig. 9A) revealed
that uncertainty range for the mean of concentration at retail clearly influenced the
estimated number of cases, with the highest Pearson correlation (0.44). This result
was expected because the mean of the log normal distribution (concentration at retail)
is related to the prevalence, which was one of the most important factors affecting risk
(cases per year). Also, uncertainty in r-value had certain influence (Fig. 9B), with a
Pearson coefficient of 0.27. However, for storage time and EGR it was not found a
clear trend or association (see Fig. 9C and 9D). For storage time, the Pearson
coefficient was 0.02 which was consistent with the indications of the scatter plot.
Conversely, for EGR the Pearson coefficient could not be calculated because of the
qualitative character of the uncertainty plotted here (different distributions).
Nevertheless, use of the the triangular distribution, when sampled, resulted in a higher
number of cases than did use of other distributions.
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4.5. Conclusions

Results indicated that a high percentage of listeriosis cases was derived from low
concentrations at retail. Low concentrations (< 2 log CFU/g) grew up to risk levels (9
to 11.5 CFU per serving) even at nonextreme combinations of storage temperature
and time. Thus, from a management standpoint, the absence criterion (e.g., in 25 g)
may be recommended as a reasonable measure for foods supporting growth to
significantly reduce the number of cases. In turn, for foods not supporting growth a
concentration criterion (e.g., 100 CFU/g) seems to be more appropriate for controlling
the high concentrations, which is the main cause of risk. Our analysis revealed that
the recommendation of consistent refrigeration temperatures at home below a certain
threshold (7°C in our analysis) could help lower risk levels (23). The effectiveness of
this value is based on reduction of both EGR reduction and MPD. In this same sense,
the MPD is an important factor in listeriosis incidence and, probably also in infections
cause by other opportunistic pathogens. For a psychrotrophic microorganism such as
L. monocytogenes this factor can be even more determinant than temperature-time
combinations because of the ability of this microorganism to grow at a wide range of
temperatures common in household refrigerators. An understanding of the factor that
can affect the MPD (e.g., preservative formulation, temperatures, food matrix, and
competitive flora) and the development of more accurate and comparable MPD
models could lead to more effective risk management. The results obtained through
sensitivity analysis indicate that the prevalence of Listeria at retail and the r-value
were the most important sources of uncertainty in the model but modeling and model
structure also influenced the inaccuracy of the risk estimate. Regarding uncertainty
derived from prevalence, extensive absence-presence studies using more sensitive
and precise microbiological methods could be helpful for obtaining a clearer estimate
of real prevalence. Standardization of microbiological and sampling methods (e.g.,
through national and international joint programs) could yield to more accurate and
comparable estimations of the parameter (among different studies), and consequently
better QMRAs.

When complex and extensive risk assessments are carried out, much information
can be obtained; however, it may be difficult for risk managers and stakeholders to
use this information correctly because they may fail to understand the data. In the
present study, an extensive analysis of the risk factors was performed and graphical
representations were developed to make the data more understandable and to
respond to questions from risk management. Results of this interactive process
between assessors and managers can be improved if a two-way process is used, i.e.,
the responses given by risk assessors to questions from risk management yield new
management questions. At the end of the process, clearer and more specific
information would be available to decision makers. Application of extended sensitivity
analysis techniques by risk assessors could lead to more specific information
regarding risk management options and to identification of determinant zones within
risk factors.
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1. Listeria monocytogenes: El riesgo esta en los
extremos de la distribucion de dosis

En el estudio de Evaluacion Cuantitativa del Riesgo Microbiano (ECRM) para
Listeria monocytogenes en productos carnicos cocidos (Capitulo 4 de Resultados) se
encontré que el riesgo poblacional (>65 afios) estuvo asociado, en su mayor parte,
con dosis elevadas del patdgeno en el momento de consumo; dosis que, por otro
lado, estuvieron en un infimo porcentaje de raciones (0,1%); o lo que es lo mismo, se
situaron muy en el extremo derecho de la distribucion de dosis, en el rango 9-11 log
ufc/racion para el 40 % de las simulaciones de incertidumbre.

Gombas y col. (2003), tras un muestreo de 31.705 alimentos en puntos de venta
de los Estados Unidos, encontraron una prevalencia que oscild, segun la categoria,
entre 0,17 y 4,7%, con un pequefio porcentaje de muestras con niveles superiores a
100 ufc/g. Sin embargo, estos niveles de prevalencia adn podrian ser mayores como
se demuestra en el estudio de Vitas y col. (2004), con un 9% de las muestras de
productos carnicos cocidos contaminadas con L. monocytogenes. Basado en un
conjunto mas extenso de datos, nuestro estudio (Capitulo 4 de Resultados) utilizd
valores de prevalencia en torno al 6 % al nivel de venta como valor medio de las
simulaciones de incertidumbre.

Como consecuencia de la alta prevalencia del patégeno en los alimentos, parte
de la poblacion estaria expuesta de manera habitual a dosis del patdégeno por debajo
del umbral de infeccion (~5%); es mas, entre 3-10% de la poblaciéon podria ser
portadora asintomatica de L. monocytogenes en el tracto gastrointestinal (Schlech,
2000). Estos datos demostrarian, dada la baja tasa de incidencia de la enfermedad,
que la listeriosis se encuentra asociada a dosis altas (Hitchins, 1996; Norrung, 2000)
como ha sido puesto de relieve en nuestro estudio (Capitulo 4 de Resultados). No
debemos olvidar que estamos hablando de un microorganismo tradicionalmente
considerado oportunista, y que, por tanto, produce enfermedad en muy raras
ocasiones aunque la sintomatologia, cuando aparece, sea de extremada gravedad.

La poblacién normal, raramente desarrolla enfermedad, sin embargo, grupos de
alto riesgo, como mujeres embarazadas, ancianos, 0 personas inmunodeprimidas
presentan unos umbrales de infeccion mucho maéas bajos, proliferando asi la
enfermedad, que, segun los casos, puede llegar a producir serias consecuencias
sobre la salud (abortos, infeccion en el feto, meningitis, septicemia, etc.) incluyendo
la muerte en un importante nimero de casos (20-30%) (Gellin y Broome, 1989). Los
estudios epidemiolégicos sobre brotes encuentran frecuentemente que el mayor
porcentaje de afectados corresponden a grupos de riesgo, entre los que destacan
las mujeres embarazadas y personas mayores de 65 afios (CDC, 2000). En este
sentido, nuestros resultados indicaron una elevada tasa de incidencia de listeriosis
(0,002%) para el consumo de productos carnicos cocidos por la poblacién anciana
(Capitulo 4 de Resultados)
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2. Importancia de Ila refrigeracion a nivel
doméstico en la incidencia de listeriosis.

El estudio del Capitulo 4 de Resultados evidencié el papel crucial que juegan
tanto el tiempo, como la temperatura de refrigeracion en el ambiente doméstico en el
riesgo de listeriosis. El andlisis de sensibilidad indicd que, entre los dos factores, el
tiempo fue el de menor impacto sobre la estimacion final de casos, identificadose un
valor umbral de riesgo de 5 dias, por debajo del cual el nimero de casos de
listeriosis se redujo de manera significativa. En el caso de la temperatura, el andlisis
de sensibilidad mostré un mayor efecto sobre el nimero de casos, situandose el
umbral de riesgo alrededor de 7°C. De hecho, el analisis de las iteraciones reveld
que las temperaturas entre 7 y 10°C fueron responsables del 67 % de los casos de
listeriosis.

La refrigeracion a temperaturas abusivas o0 la coccion a temperaturas
insuficientes es el factor mas frecuentemente implicado en las toxiinfecciones
alimentarias (Robert, 1990).

La literatura es bastante extensa en cuanto a recomendaciones de temperaturas
de refrigeracion, estando estas en funcién del producto, proceso vy tipo
establecimiento considerado. La legislacion indica los limites de temperatura que no
deben superarse para cada grupo o categoria de alimentos, cuyo control, en muchos
casos, se realiza dentro de los Planes Generales de Higiene (PGH) y/o los programas
de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC); ademas del propio
control realizado por las autoridades sanitarias.

En el caso de refrigeradores domésticos, normas (criterios de proceso) o
controles legales no pueden ser aplicados. En estos casos las campafas
informativas o programas educacionales pueden ser de gran utilidad para
concienciar a los consumidores en cuanto a este aspecto. No obstante, aungue los
consumidores puedan reconocer el papel crucial de la temperatura del refrigerador
en la aparicién de toxiinfecciones (Angelillo y col., 2001), cuando se les pregunta
sobre la temperatura de refrigeracion mas adecuada, responden no conocerla
(FRPERC, 2005); o incluso en algunos casos parece haber una gran confusion en
cuanto al valor. Se suele indicar, como recomendacion, que temperaturas por debajo
de 4 o 5°C impiden el desarrollo de microorganismos patdégenos y mantienen de
manera efectiva el crecimiento de microorganismos alterantes (USDA, 2005; CFIA,
2006).

En un trabajo reciente (Carrasco y col., 2007), comparamos datos de
temperatura de refrigeradores domésticos en la ciudad de Cdérdoba (Espafia) con
valores de otros paises. El rango de temperaturas medias entre estudios oscilé entre
4y 7°C aproximadamente, siendo préoximo a 7°C en el estudio de Cérdoba. En este
estudio también se encontraron temperaturas maximas de hasta 15°C. En el estudio
de Sergelidis y col. (1997), el 51% de los refrigeradores domésticos (en Grecia)
funcionaron a temperaturas > 9°C. En este mismo sentido, Azevedo y col. (2005)
publicaron que el 25 % de los refrigeradores domésticos en Portugal tuvieron
temperaturas superiores a 10°C. Todos estos datos demuestran, aparentemente, la

214



Discusién general

dificultad de cumplir con las recomendaciones de <5°C; e indican, unicamente
atendiendo a los valores medios, que existiia una cantidad considerable de
refrigeradores domésticos que permitirian el crecimiento de L. monocytogenes.

Los resultados del estudio en el Capitulo 4 vienen a destacar la importancia de
la refrigeracion doméstica en la aparicion de listeriosis por consumo de productos
carnicos cocidos. Solo valores extremos de concentracion fueron responsables de
los casos de listeriosis, la mayoria de los cuales provinieron de raciones de producto
en el punto de venta con niveles bajos o muy bajos del patégeno, que
experimentaron un incremento considerable a temperaturas de refrigeracion
domeéstica (4-7 o >7 log ufc/g). Estos resultados no son los Unicos en el conjunto de
estudios de ECRM realizados hasta la fecha han incidido sobre este aspecto. Por
ejemplo, Yang y col. (2006) encontraron que el crecimiento de L. monocytogenes
durante la refrigeracion en ambientes domésticos fue el factor que mas contribuyé al
riesgo de listeriosis por consumo de carnicos cocidos.

Los valores de temperatura empleados en el modelo del Capitulo 4 de
Resultados se encuentran en el valor mas bajo del rango citado anteriormente
(media= 4°C, Audit internacional/FDA (2000)), si bien el modelo pudo proporcionar
valores por encima de este limite en un 31% de los casos, con una ocurrencia
esporadica de temperaturas extremas >16°C. Estas temperaturas altas solo pudieron
ocurrir junto a tiempos de almacenamiento reducidos, ya que ambas variables
estuvieron correlacionadas negativamente, de modo que el aumento de una supuso
la reduccion de la otra (por ej., cuanto mayor fue la temperatura en el refrigerador,
menor fue el tiempo de almacenamiento). Sin embargo, aun asi, pudo crecer desde
muy bajos niveles hasta valores de riesgo considerables, y producir asi listeriosis.
Las combinaciones de tiempo y temperatura que provocaron tales incrementos en la
simulacion no se correspondieron a valores extremos, aunque si estuvieron por
encima de los valores medios (por ej., 4-8°C y <20 dias). Esto significa que, aunque
puedan ser establecidas medidas de control a lo largo de la cadena alimentaria para
asegurar la cadena del frio, e impedir el desarrollo de L. monocytogenes, finalmente,
estos se hacen inefectivos puesto que las temperaturas que normalmente presentan
los refrigeradores domésticos posibilitan el crecimiento del patdégeno hasta niveles de
riesgo. En este sentido, en nuestro modelo, también se concluy6, al igual que en el
estudio de FDA/USDA/CDC (2003), que la eliminacion de temperaturas por encima
de 7°C podria repercutir en una reduccion de mas del 95% del nimero de casos de
listeriosis anuales.

Debido a la relativa eficacia que los programas educacionales tienen sobre los
habitos de los manipuladores (Howes y col., 1996; Powell y col., 1997), se hace
necesario acompafarlos con el desarrollo y aplicacion de otras medidas o
estrategias de reduccion del riesgo. Por ejemplo, la determinacion de la fecha de
caducidad basada en la distribucion real de temperaturas en los ambientes
domésticos en lugar de basada en las temperaturas recomendadas en el etiquetado
del producto puede ayudar a establecer unos mayores niveles de seguridad durante
la refrigeracion en estos tipos ambientes. Al margen de estas actuaciones,
modificaciones en la formulacion del producto o la adiciéon de nuevos conservantes
(acidos organicos, bacteriocinas, etc.) también podrian contribuir a reducir o impedir

215



ECRM en productos carnicos cocidos. Modelos de contaminacion cruzada y su impacto sobre la GR

el desarrollo de L. monocytogenes durante su almacenamiento (Muriana, 1996;
Valero y col., 2006).

A través de la incidencia sobre el consumidor se puede lograr evitar que los
alimentos, por descuido o0 mala manipulacién, sean sometidos a temperaturas
extremas o abusivas, que conducirian en muchos casos a un incremento del riesgo.
Sin embargo, este mismo hecho nos hace plantearnos una pregunta el consumidor
concienciado sobre el riesgo y conocedor de las temperaturas limite o criticas
jpodria hacer que un frigorifico funcionara a un valor no superior a 7°C?.
Reformulando la pregunta en términos estadisticos, ¢el consumidor podria lograr
reducir la temperatura media del refrigerador y la variacion de este hasta el punto de
gue no se supere 7°C? Bien, la respuesta en un alto porcentaje de casos seria “NO”;
Unicamente, a través de la puesta a disposicion del consumidor de mejores
tecnologias de refrigeracion, y de la adaptacion de estas a las peculiaridades
climaticas de cada zona, se podra lograr mantener el alimento a un valor seguro de
temperatura. En este sentido, actualmente, se estan desarrollando planes nacionales
y autondémicos para la renovacién de muchos de los equipos electrodomésticos que
ya se encuentran obsoletos y que carecen de una tecnologia adecuada.
Seguramente, nuevos refrigeradores, con independencia de la formaciéon de los
consumidores en cuanto a temperaturas de refrigeracion, ayudaran a reducir
significativamente los casos de toxiinfecciones que se encuentran asociados a un
crecimiento en refrigeracion, como es el caso de L. monocytogenes.

3. Densidad Maxima de Poblacion

La Densidad Maxima de Poblacion (DMP) es un parametro cinético que define la
concentracion celular maxima que puede alcanzar una poblacién microbiana en un
medio concreto para un conjunto de condiciones determinadas.

En el estudio de ECRM en el Capitulo 4 de Resultados se concluy¢ que los
valores extremos que fueron responsables de casi la totalidad de casos de listeriosis
(95%) estuvieron relacionados con el nivel maximo de la DMP establecido en el
modelo para L. monocytogenes, y que dependid linealmente de la temperatura de
refrigeracion. Asi, el estudio indicd que valores de temperatura > 7°C fueron
mayoritariamente los responsables del 95 % de casos de listeriosis anuales. La
explicacion de estos resultados se encuentra en el hecho de que la temperatura de
7°C fue usada en el modelo como limite a partir del cual L. monocytogenes pudo
alcanzar su DMP limite (7,5-8,5 ufc/g). Ademas, se demostré6 que pequefias
modificaciones en la DMP pudieron dar lugar a cambios muy significativos en los
valores de riesgo (casos/afio), destacando la importancia de su correcta inclusion en
estudio de ECRM, y de la necesidad de desarrollar mas completos y exactos
modelos de DMP.

El control sobre la DMP, por tanto, nos proporcionaria una via alternativa para
impedir, durante su periodo de refrigeracion doméstica, que L. monocytogenes
alcance niveles de riesgo en el alimento, incluso, algunas veces, a pesar de que se
presenten temperaturas por encima de la media (Mataragas y col., 2003).
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Multitud de factores influyen sobre el parametro DMP, entre ellos, se encuentran
el tamafo de la poblacion inicial, factores ambientales (T, pH, &cidos orgéanicos, CO,,
etc.), sustancias toxicas o antibiéticos, y la microflora competidora (Coleman vy col.,
2003a). Sin embargo, aun no se encuentra definido en que medida influye cada uno
de estos factores sobre la DMP, y qué grado de interaccion existe entre ellos.

El estudio de Uhlich y col. (2006) no encontrd diferencias significativas para la
DMP de L. monocytogenes en queso a diferentes temperaturas, probablemente
debido al mayor efecto de la microflora competidora. Por otro lado, Buchanan y Bagi
(1999) afirmaron que cuando se cultivd L. monocytogenes con Pseudomonas
fluorescens, la DMP varié en funcion del pH, actividad de agua y temperatura. Lu y
col. (2005) encontraron que ciertas combinaciones de acidos disminuyeron la DMP
de L. monocytogenes, si bien, este efecto se hizo menos evidente segun se
aumentaba la temperatura de almacenamiento. Estos resultados ponen de manifiesto
que una combinacion adecuada de acidos en el alimento y el control de
temperaturas podrian ser una estrategia razonable para reducir el riesgo de listeriosis
a través de la reduccion de la DMP.

El efecto “Jameson” es una teoria que intenta explicar el efecto competidor entre
microorganismos, y establece que niveles elevados de la DMP para una poblaciéon
bacteriana podrian suprimir el crecimiento de otras poblaciones presentes en el
alimento (Stephens y col., 1997). Muchos autores explican este fendmeno acudiendo
al ejemplo de una carrera de competicion entre poblaciones microbianas por lograr
la fase estacionaria; cuando una de ellas la alcanza, la otra se detiene o reduce muy
significativamente su crecimiento, y asi también su DMP. Una consecuencia de este
hecho es que microorganismos con bajas tasas de crecimiento o con
concentraciones iniciales pequefas podrian verse mas facilmente inhibidos por otros
con niveles mas altos (Coleman y col. 2003b). No obstante, no todos los estudios
estan de acuerdo con este hecho, por ej., Walls y Scott (1996) demostraron que
Escherichia coli O157:H7 pudo crecer en carne picada de vacuno con flora natural
hasta niveles tedricos maximos de DMP (10 logs).

En relacion con el efecto “Jameson”, en los ultimos afios, se ha estudiado con
gran profusién la aplicacion industrial de bacterias acido-lacticas (“cultivos
protectores”) y sus metabolitos para impedir o reducir el desarrollo de patégenos,
entre ellos L. monocytogenes, en diferentes tipos de productos alimenticios, como
curados o listos para el consumo (Bredholt y col., 1999; Alves y col., 2006). Aunque
no se conoce muy bien el mecanismo inhibitorio, parece estar relacionado con
factores tales como la produccién de bacteriocinas o acidos organicos (nisina, acido
acético, lactico, etc.), bajada del pH, competencia por nutrientes, ademas de un
posible efecto sinérgico (Schillinger y Lucke, 1990; Skytta y col., 1991; Daeschel,
1992; Vandenbergh, 1993). Este tipo de procesos pueden ocasionar tanto una
inhibicion total o parcial del crecimiento, como una reduccion de la concentracion
presente en el alimento. Por ejemplo, Teixeira de Carvalhoa y col. (2006) mostraron
que valores subletales de una bacterocina producida por bacterias acido-lacticas
aisladas de salami italiano aumenté la duracion del tiempo lag y disminuyo la DMP de
L. monocytogenes a temperaturas de refrigeracion. De la misma manera, el estudio
de Nilsson y col. (2004) indicaron que la DMP de L. monocytogenes cayo entre 3y 6
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log cuando fue cultivada junto con Carnobacterium piscicola A9b bac y bac+,
respectivamente.

La teorfa del Quorum sensing estudia los procesos de comunicacion celular y se
fundamenta en el hecho de que la regulaciéon de la expresion génica, mediada por
sefiales bioquimicas, es dependiente de la densidad celular (Otero y col., 2005). Esta
teoria ha proporcionado pruebas de que la densidad celular es un factor
desencadenante de complejos procesos bioquimicos (bioluminiscencia, resistencia,
etc.) algunos de los cuales parecen relacionarse con la expresion de genes de
virulencia, como ha podido demostrarse para L. monocytogenes (Ermolaeva y col.,
2004) o Pseudomonas aeruginosa, un patdgeno oportunista (Otero y col., 2005). A
pesar de ello, la informaciéon sobre los mecanismos y factores implicados es muy
escasa, y aun necesitara mayor grado de desarrollo. Quizés, en un futuro mas o
menos proximo, a la luz de nuevas investigaciones, se pueda probar la eficacia de su
aplicacion en la reduccion de enfermedades de L. monocytogenes y otros
microorganismos patégenos oportunistas.

3.1. Modelos de densidad maxima de poblacién en la ECRM

No es frecuente encontrarse en la literatura cientifica y en los estudios de ECRM
con modelos de DMP propiamente dichos, como podria ocurrir en el caso de otros
modelos secundarios (por ej., modelos de tasa de crecimiento y tiempo lag). Entre
las causas pueden estar la dificultad de desarrollar modelos de DMP con una buena
capacidad predictiva, o incluso, la falta de interés por modelar este parametro. Como
alternativa para incluir este parametro en la ECRM, se desarrollan estrategias de
modelado de caracter mas sencillo.

Los modelos de la DMP de L. monocytogenes desarrollados en los Capitulos 3 y
4 de Resultados asumen que la DMP es exclusivamente dependiente de la
temperatura de refrigeracion, sin considerar, por ejemplo, el efecto de la microflora
acompafante. No obstante, puesto que la temperatura es el factor que va a
determinar en mayor medida tanto el crecimiento del patdégeno, como el de otras
poblaciones microbianas, su consideracion puede llevar a una estimacion, mas o
menos aproximada, de su efecto conjunto sobre el DMP.

Otro ejemplo del uso de limites de crecimiento, a través de la aplicacion de
un parametro DMP, es la ECRM de L. monocytogenes en leche pasterizada
(FAO/WHOQO, 2004). En este estudio, se aplicod un procedimiento similar al realizado en
los capitulos 3 y 4 de Resultados, obteniéndose un resultado similar, esto es, el DMP
fue raramente aplicado en la simulacion. No obstante, no se proporcioné informacion
sobre el impacto de este pequefio porcentaje de raciones con DMP sobre la
estimacion del riesgo final (casos/afio), que como vimos en nuestro estudio en el
Capitulo 4 de Resultados puede llegar a ser determinante.

El estudio de ECRM de L. monocytogenes en pescado ahumado envasado al
vacio (FAO/WHQO, 2004) incluye el efecto de la microflora acompafiante a través de
un modelo de crecimiento de bacterias acido-lacticas (BAL). Cuando las BAL llegan
a ciertos niveles de concentracion (DMP), el crecimiento de L. monocytogenes se
hace mas lento. Esto se lleva a cabo en el modelo aplicando un factor de reduccion
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sobre la tasa de crecimiento de L. monocytogenes. El estudio, ademas, demostrd
que la incertidumbre sobre este tipo de modelos (el efecto de las BALs en el
crecimiento del patégeno) tuvo un gran impacto sobre la incertidumbre total del
modelo.

El estudio de ECRM para Salmonella enteritidis (FSIS/USDA, 2005b) también
introdujo un limite de crecimiento para describir la DMP, ademds de un factor de
reduccion de la tasa de crecimiento basado en los planteamientos matematicos de
Baranyi y Roberts (1995), y no en la interaccion entre poblaciones microbianas. Este
factor es dependiente del tiempo, y se hace mayor a medida que la concentracion se
acerca al nivel DMP. En otro estudio de ECRM para Salmonella spp en alimentos
listos para el consumo (FSIS/USDA, 2005a) se utilizé un unico valor para describir la
DMP (8.5 log ufc/g). No obstante, el valor utilizado fue basado en datos
experimentales de competencia con flora competitiva procedentes del estudio de
Tamplin (2002). Un enfoque similar se siguid en el estudio de ECRM de Vibrio
vulnificus en ostras, donde se asignd un valor puntual de 6 log ufc/g como DMP
basado también en estudios experimentales. En ninguno de estos estudios se analizd
el efecto del modelo de DMP sobre la estimacion final del riesgo. Sin embargo, en el
caso de Salmonella spp es de suponer que el impacto de la DMP fuese de menor
significacion que para L. monocytogenes, dado que bajas dosis de Salmonella (<100
ufc/g), lejos todavia del nivel de DMP, estan asociadas a una relativamente alta
probabilidad de infeccion (FAO/WHO, 2002a). Este hecho también podria
extrapolarse a otros microorganismos patégenos con dosis infectivas bajas o muy
bajas, como por €j., E. coliO157:H7; en estos casos, la consideracion del DMP en el
modelo puede no ser relevante en la estimacion del riesgo final. En este mismo
sentido, el estudio realizado por Lindsqvist y col. (2002) para evaluar el riesgo
asociado a Staphylococcus aureus por consumo de queso no utilizé DMP alguno
para limitar el crecimiento del patdégeno ya que se considerd que valores por encima
del rango 5-6 log ufc/g, aun no el DMP, son ya significativos en la produccion de la
enterotoxina.

En definitiva, los datos aqui discutidos, muestran la variedad de estrategias
utilizadas a la hora de incluir la DMP en la ECRM. De hecho, parece que muchas
veces la limitada informacion sobre este parametro condiciona el tipo de modelo, de
modo que lo deseable seria utilizar una combinacién de todos ellos para asf incluir de
la manera mas completa posible el efecto los factores implicados (por ej., pH,
Temperatura, flora competitiva, etc.). Ademas, destacamos la importancia de incluir
este parametro en los estudios de ECRM para una correcta estimacion del riesgo. No
obstante, su impacto puede ser minimo en el caso de microorganismos patégenos
con dosis infectivas bajas, como en el caso de E. coli O157:H7. Por otro lado,
también destacamos la necesidad de incluir modelos de competencia, no sélo para
encontrar una mayor exactitud en las predicciones de crecimiento en valores de
tiempo de lag o de tasa de crecimiento, sino también, para obtener una estimacion
de DMP mas exacta y fiable, tan importante, por ej., en el caso del riesgo asociado a
L. monocytogenes.
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4. Estrategias para el control de Listeria

En el Capitulo 4 de Resultados se pone de relevancia el hecho de que la
listeriosis es una enfermedad asociada a eventos de muy baja probabilidad.
Situaciones con baja de probabilidad son mas dificilmente detectables, y por tanto
controlables. Por otro lado, el diferente grado de susceptibilidad en la poblacion,
junto a la amplia distribucion de Listeria en los alimentos y su caracter psicrotrofo
plantean cierta dificultad en cuanto a su control y gestion.

Las politicas nacionales sobre este patdégeno son diversas, y en algunos casos,
de cierta complejidad, como veremos mas adelante. Sin embargo, dos enfoques o
tipos de estandares parecen ser los mas extendidos. El primero hace referencia a lo
que se llama “tolerancia cero”, es decir, se busca la ausencia del patdégeno para
reducir el nUmero de casos anuales. Por otro lado, tenemos “el enfoque tolerancia no
cero” donde se permite un cierto grado de contaminacion, ya que se entiende que
esta se encuentra muy por debajo del umbral infectivo. Un claro ejemplo del primer
caso es Estados Unidos, donde el estandar es ausencia en 25 g, lo que se asemeja
al caso de Salmonella en la legislacion espafiola. En relacion al segundo enfoque,
paises como Francia, Alemania y Holanda han aceptado como nivel seguro valores <
100 ufc/g. Hasta la fecha, no parece haber evidencias claras si uno otro son
realmente efectivos en el control de la listeriosis (FAO/WHO, 2006).

Por otro lado, paises como Canada y Dinamarca mantienen una politica de
“tolerancia cero” para algunos alimentos y de “tolerancia no cero” para otros. En el
caso de Canada, este Ultimo estandar se aplica a productos (Categoria 3) que no
hayan estado asociados a brotes del patégeno y que, ademas, no impliquen un
periodo de refrigeracion superior a 10 dias (Health Canada, 2004). En el caso de que
el alimento sea consumido con frecuencia por poblaciones susceptibles o de riesgo,
se clasificaria en categorias 1 y 2, donde se pide ausencia del patégeno. Para
Dinamarca, sin embargo, se consideran 7 categorias de alimentos, donde el estandar
se modifica en funciéon del conjunto de factores de riesgo en el alimento, como
periodo de almacenamiento, susceptibilidad de la poblacién a la que se destina, etc.
Por ejemplo, para alimentos crudos listos para el consumo (por €j., vegetales de
cuarta gama) el estandar habla de una concentracion entre 10-100 ufc/g (Nerrung y
col., 1999). La nueva reglamentacion alimentaria europea (Reglamento CE
2073/2005) parece nutrirse de los planteamientos desarrollados en Canadéa y
Dinamarca, y desarrolla una politica a medio camino entre los dos, estableciendo
alimentos para los cuales hay una “tolerancia cero” y alimentos para los que hay un
rango de concentracion permitido cuando las caracteristicas propias del alimento no
permitan crecimiento o cuando el industrial pueda demostrar que el nivel de
concentracion no superaré 100 ufc/g a lo largo de su vida comercial. Este aspecto
fue puesto de relevancia en nuestro estudio (Capitulo 4 de Resultados),
observandose que una doble estrategia segun si el alimento permite crecimiento o
no, puede ser de gran ayuda en el control del patégeno y de la listeriosis.

Nuestro estudio en el Capitulo 4 de Resultados pudo comprobar, para el caso
de poblaciéon anciana en los Estados Unidos, que la eliminacion de niveles >100
ufc/g del patdégeno en el punto de venta, antes de la refrigeracion a nivel de consumo
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domeéstico, no disminuyd significativamente el numero de casos/afio. De hecho,
desde un punto de vista de gestion, su baja presencia, hace dificil su control a través
de programas de muestreo.
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Figura 4.1 Distribucion de Listeria monocytogenes en un lote de producto

Para ilustrar lo indicado anteriormente, usaremos un plan de muestro n=20; c=0
para el limite (m) < 100 ufc/g (muestra = 25 g) sobre un lote contaminado que
presenta una distribucion Normal; en concreto, usaremos la distribucion media de las
empleadas en el estudio del Capitulo 4 de Resultados, esta es la Normal (-8; 4) log
(ver Figura 4.1). Aplicando las bases estadisticas que sustentan los planes de
muestro, esto es, el proceso Binomial, obtenemos que la probabilidad de aceptar el
lote es casi de un 99%, lo cual demuestra la incapacidad de estos tipos de planes
para detectar lotes con raciones por encima del limite.

En el modelo se observé que la eliminacion de raciones con niveles bajos o muy
bajos (< 10 ufc/g), supuso una reduccion efectiva y significativa del riesgo. Estas
raciones fueron mas abundantes en el punto de venta, sin embargo, muchas de ellas
tuvieron concentraciones muy por debajo de los limites de detecciéon habitualmente
aplicados para la deteccion del patégeno (<0,04 ufc/g). Por esto, podria ser que los
planes de muestreo actualmente utilizados no fueran efectivos en su deteccion. Por
ejemplo, si usamos un criterio de ausencia en 25 g, para n=5 y c¢=0 (Regulation (EC)
No 2073/2005), basados en el lote contaminado arriba empleado, y sobre los mismos
principios anteriormente indicados, la probabilidad de aceptarlo seria sélo de un
78%. Aungue con una menor probabilidad que en el anterior caso de aceptar un lote
defectuoso, el valor aun se encuentra muy por encima de lo aceptable, mostrando,
por tanto, la ineficacia de este plan para detectar los lotes contaminados. Ademas,
debemos considerar el hecho de que los industriales son reacios, en un gran
porcentaje de los casos, a llevar a cabo tales planes de manera continuada
(NZFSA/ESR, 2002), incluso pueden ocultar los resultados cuando son positivos
(Todd, 2003). Imaginemos que el industrial solo lleva acabo un control del 25% de los
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lotes producidos, en este caso, solo tendriamos una probabilidad del 5% de detectar
el lote defectuoso.

Estos datos y ejemplos numéricos explican por si mismos porqué los dos tipos
de estandares no producen, en la practicas, diferencias significativas en la reduccion
de los casos listeriosis. Parece que la inherente capacidad de L. monocytogenes
para crecer desde concentraciones dificiimente detectables a temperaturas de
refrigeracion doméstica, no especialmente extremas; y la dificultad de los
consumidores para llevar a cabo unas buenas practicas de conservacion son los
factores mayoritariamente implicados en el riesgo de L. monocytogenes en productos
carnicos cocidos.
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Figura 4.2. Tasas relativas comparadas con el periodo base 1996-1998 de casos de
infeccion diagnosticados en laboratorio originados por Campylobacter, Escherichia coli 0157,
Listeria, Salmonella, y Vibrio anuales - Foodborne Diseases Active Surveillance Network, United
States, 1996-2004 (adaptado de CDC, 2005)

4.1 ;Cuél es el enfoque correcto para la disminucion del numero de
casos de listeriosis?

Durante los ultimos afios, los casos de listeriosis se han visto reducidos en un
importante numero de paises. Por ejemplo, un 40 % (IC: 25-41 %) en los Estados
Unidos en el periodo 1996-2004 (CDC, 2005) y un 27 % en Francia desde 1999 a
2003 (Goulet y col., 2006), alcanzandose en ambos una tasa de incidencia similar, a
pesar de tener estandares distintos. Contrariamente, en el caso espafiol, entre 1999 y
2005, se registré un incremento de 32 a 100 casos anuales, lo que corresponde con
un porcentaje de cambio del 100%, situandose asi la tasa de incidencia para 2005 en
1,57 casos por 1.000.000 habitantes (EFSA, 2005 y 2006). Probablemente, este
incremento se deba méas a una mejora en los sistemas de recopilacion y andlisis
microbioldgico que a, realmente, un incremento muy elevado del niumero de casos. A
este respecto, debemos sefialar que los datos recopilados en Espafa corresponden
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s6lo a hospitalizaciones, lo que significa que la tasa real incluyendo casos que no
han necesitado hospitalizacion seria ain mayor.

Los datos en el caso de los Estados Unidos, aunque positivos en numeros
globales, obligan a reflexionar sobre la importancia de la implantacién de politicas de
tolerancia cero en la reduccion de los casos de listeriosis. Recientemente, han
ocurrido brotes importantes que han incidido puntualmente sobre la tasa anual de
listeriosis (Figura 4.2). Este hecho se ha visto confirmado con los Ultimos datos de
incidencia correspondientes al afio 2005, donde la tasa de listeriosis estuvo en 3
casos por millon de habitantes, un dato similar al del afio 2000 (CFA, 2006).
Adelantandose a estos datos, diferentes agentes de la cadena alimentaria, en los
Estados Unidos, han llevado a cabo una peticion oficial para modificar la actual
politica de tolerancia cero para aquellos alimentos que no permitan crecimiento de L.
monocytogenes (HHS/FDA, 2003).

Probablemente, los esfuerzos preventivos a través de programas especificos
(BPH, BPE, métodos de desinfeccion, campafias informativas y formativas, etc.) han
tenido un papel determinante en la reduccion de listeriosis (Goulet y col., 2001); en
nuestra opinién, mayor que la propia aplicacion de los estandares microbiolégicos
aqui discutidos. Aunque también cabe pensar, en un sentido general, que el gran
desarrollo tecnolégico acometido por la industria alimentaria en los Ultimos afos, y la
mayor concienciacion sobre aspectos de seguridad alimentaria, como consecuencia
de las mayores exigencias de un mercado global cada vez mas competitivo, han
repercutido sobre la reduccion la listeriosis al igual que también ha ocurrido para
otros microorganismos patégenos (Todd, 2003).

Todo esto nos plantea la siguiente pregunta, jhabremos llegado al limite en la
reduccion de casos de listeriosis? Bien, si tenemos en cuenta la dificultad de
controlar los factores de riesgo puestos de manifiesto en nuestro estudio (crecimiento
a temperaturas de refrigeracion doméstica, ubicuidad, alta incidencia, etc.), junto a lo
esporadico de su incidencia a pesar de su gravedad (2500 casos y 500 muertes
anuales en EEUU, Mead y col. 1999) parece razonable pensar que muy dificilmente
se podran reducir los casos listeriosis de una manera definitiva (“no existe riesgo
cero”), o mas alla de un hipotético nivel. En consonancia con esta afirmacion,
recientemente, FAO/WHO (2006) indico, entre las posibles medidas de gestion para
la reduccion de los casos de listeriosis, mantener el status quo y no aplicar ninguna
medida en especial. De hecho, un pequefio fallo en el control de la temperatura de
un lote contaminado pueden llevar a un brote de listeriosis a pesar de todas las
medidas preventivas y de control aplicadas, como hemos podido comprobar en
nuestro estudio.

Durante muchos afios se ha incidido sobre el aspecto de que el control rutinario
sobre el producto final no es garantia de ausencia de patégenos, ni productivo para
la industria; capitulos y libros se han escrito justificando su ineficacia, y defendiendo
el desarrollo de sistemas de gestion del riesgo (por ej., el sistema APPCC) como una
alternativa mas eficaz. En este sentido, el beneficio de la implantacién de este tipo de
programas, tipo APPCC, estd ampliamente demostrado vista la progresivamente
reduccion de enfermedades alimentarias observas en paises desarrollados durante
los ultimos decadas (FAO/WHO 2002b). Por otro lado, también es cierto que, cada
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vez, se hace mas dificil reducir la incidencia para algunos microorganismos
patdbgenos como Salmonella o Listeria, este Ultimo aqui discutido.

Nuevos métodos de analisis 0 nuevas estrategias de reduccién del riesgo
actualmente en desarrollo podrian abrir nuevas puertas al control de
microorganismos patdgenos alimentarios y sus enfermedades. Avances en
biosensores, técnicas de deteccién en linea como el NIR (“Near Infrared
Spectroscopy”), ELISA y PCR han mejorado la capacidad de deteccion de
microorganismos patégenos con una importante reduccion de los costes, incluso
llegando su aplicacion a la etapa de consumo doméstico, como es el caso de los
biosensores, que colocados sobre los alimentos pueden ayudar a detectar su
presencia cuando superan un cierto limite. Ademas, nuestra comprension sobre los
mecanismos de transmisién en alimentos y de patogenia nos estan dando la
posibilidad de nuevas y distintas estratégicas de reduccién del riesgo (por €.,
reduciendo la densidad poblacional, se puede reducir la expresion de genes de
virulencia).

5. La Transferencia microbiana: Factores de
riesgo

La transferencia microbiana es uno de los factores de riesgo mas relevantes en
la aparicién de toxiinfecciones alimentarias (Capitulo 1 de Resultados), como
demuestran los informes epidemiolégicos sobre brotes y casos alimentarios que
anualmente se publican en cada pais. Por ejemplo, Finlandia y Francia informaron
que el 38 % y 43 % de las toxiinfecciones alimentarias (con factor causante
identificado) en el bienio 1999-2000 fueron causados por fendmenos de transferencia
microbiana (WHQO, 2003a y 2003b). Sin embargo, paradojicamente, es también el
proceso menos conocido y estudiado, si o0 comparamos con otros como el
crecimiento o muerte bacteriana (Capitulo 1 de Resultados). En los Ultimos afios,
algunos autores han incidido sobre este aspecto y han sefialado la importancia de
llevar a cabo un mejor y mayor analisis de la informacién epidemiolégica disponible
con objeto de dilucidar qué rutas de contaminacion cruzada son las mas probables o
qué factores favorecen mas la aparicion del fendmeno (Den Aantrekker y col., 2003;
Reij y col., 2004).

La vision clasica que se tiene de los procesos de transferencia microbiana
encuentra su mejor ejemplo en los programas educacionales y guias, que centran
parte de sus esfuerzos en mostrar como evitar que un alimento entre en contacto con
una superficie o zona contaminada, mediante la separacion entre productos crudos
(la fuente de contaminacion) y alimentos ya manufacturados (alimentos listos para el
consumo, cocidos, etc.) y/o la reduccion de la contaminacion en estas a través de la
correcta ejecucion de las practicas de limpieza y desinfeccion (por e€j., L
monocytogenes en puntos de venta, USDA/AFDO, 2006).

Solo recientemente, los estudios han profundizado sobre los procesos que
actuan durante la transferencia microbiana (Capitulo 2 de Resultados,
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Kusumaningrum y col., 2002; Vorst y col. 2006). Los datos generados en este tipo de
estudios han permitido, en el Capitulo 1 de Resultados, identificar ciertos factores
determinantes en la transferencia microbiana, y mas concretamente bacteriana, estos
son: la presencia de humedad, el tiempo de contacto o permanencia sobre las
superficies contaminadas, y el grado de presion ejercido durante el contacto.

También, segun nuestro estudio (Capitulo 1 de Resultados), las caracteristicas
fisico-quimicas de la superficie puede favorecer o dificultar la transferencia, segun el
grado de complementariedad o atraccion entre la carga neta de la pared celular
propia del microorganismo y la superficie. Digamos, que a mayor atraccion (union)
entre superficie y microorganismo, menor grado de transferencia. Este factor ya ha
sido mencionado por otros autores como un factor de influencia en la tasa de
transferencia (Schaffner, 2004b). Por ejemplo, el estudio de Knobben y col. (2007)
encontré que S. aureus, microorganismo de caracter hidrdfilo, se transfirié en gran
porcentaje a una superficie hidréfila pero, a continuacion, a causa de su fuerte
adhesion a esta superficie se transfiri6 en menor medida a otros materiales.

Reij y col. (2004) indicaron la necesidad de llevar acabo un disefio “higiénico”
de equipos e instalaciones alimentarias, con el objeto de que los programas o
practicas de limpieza y desinfeccién puedan ser los mas efectivos posibles en la
reduccion de la recontaminacion. De la misma manera, el disefio podria considerar
otros factores de riesgo, como los aqui identificados. Equipos que eviten
condensacion de agua sobre su superficie, evitaran, ademas de la supervivencia de
microorganismos patdgenos, el riesgo de transferencia al alimento, ya que la
humedad ha sido identificada como un factor que favorece el aumento de la tasa de
transferencia durante el contacto entre superficies contaminadas. También, el estudio
de Wilks y col. (2005 y 2006) sugiere que el uso de ciertas aleaciones en el acero de
superficies de utensilio, equipos o instalaciones alimentarias puede ayudar a reducir
los fendmenos de contaminacion cruzada a través de un efecto antimicrobiano que
reduce su supervivencia sobre la superficie.

Por otro lado, la topografia de la superficie puede ser otro factor con influencia
en la transferencia bacteriana (Whitehead y col., 2004). Rusin y col. (2002) afirmaron,
basados en datos de su estudio, que la tasa de transferencia fue mayor para
aquellos objetos con superficies lisas que para aquellos con superficies porosas.
Estudios como los de Dawson y col. (2007), Knobben y col., (2007) y Midelet y
Carpentier (2002) afirman que a mayor rugosidad o aspereza de la superficie menor
grado de transferencia, puesto que las bacterias al colonizar depresiones o
concavidades en la superficie se hacen menos accesibles a una posterior contacto, y
por tanto, a la transferencia a la otra superficie.

Como se pone de manifiesto en el Capitulo 1 de Resultados, la reduccion o el
control de los factores de riesgo podria ser un medio efectivo para reducir los
fendmenos de transferencia o su ocurrencia. Sin embargo, desde una perspectiva de
gestion y comunicacién del riesgo, parece dificil trasladar esta informaciéon de una
manera directa a consumidores, manipuladores, y responsables de la gestion del
riesgo en la cadena alimentaria, y ser al mismo tiempo efectiva. Este tipo informacion
tiene un gran nivel de abstraccion y es dificilmente interpretable en un contexto
alimentario. Sin embargo, si podemos, a partir de esta informacion, identificar
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aquéllas tareas vinculadas con factores de riesgo, podremos, a su vez, identificar
estas como escenarios 0 actividades de riesgo. Este tipo de mensaje es mas
concreto, y puede ser entendido mas facilmente por la audiencia que no es técnica,
en nuestro caso, trabajadores del sector alimentario, y consumidores.

Como se destaca en el Capitulo 1 de Resultados, la consideracion de estos
factores en el desarrollo de planes APPCC puede ayudar, si no a establecer puntos
de control critico (PCC), si a orientar en el desarrollo e implantacién de las practicas
higiénicas de manipulacion mas seguras o a identificar aquellas practicas que
puedan suponer un incremento en el riesgo de transferencia bacteriana. Por ejemplo,
durante una fase de loncheado en un proceso de manufactura de jamoén cocido, la
acumulacion de lonchas sobre las superficies de trabajo incrementaria la
probabilidad de transferencia en el caso de que la superficie estuviera contaminada,
ya que, como hemos indicado en dicho capitulo, a mayor presion sobre superficie,
mayor la tasa de transferencia se obtiene.

6. Aspectos clave para incluir modelos de
transferencia microbiana en la ECRM.

El proceso de transferencia microbiana en el ambiente alimentario puede ser de
caracter bidireccional; no lineal (elementos interrelacionales); y/o ciclico (bucle),
como se ilustra en la representacion de la Figura 6.1 (Schaffner, 2004a; Pérez-
Rodriguez, 2005). Esta complejidad en los fendémenos de transferencia microbiana
hace mas dificil su introduccioén en estudios de ECR que en el caso de otros tipos de
modelos (por ej. modelos de crecimiento e inactivacion). Como pone de relieve el
Capitulo 3 de Resultados, la sintesis en escenarios de contaminacién cruzada, como
alternativa, ademas de facilitar el desarrollo mateméatico en un contexto de ECRM, se
adapta al sistema de opciones de gestion que forman parte de un proceso de toma
de decisiones (Pérez-Rodriguez, 2005). No obstante, en la escasa bibliografia
existente también se pueden encontrar ejemplos de enfoques distintos al empleo de
escenarios, como el modelo realizado por Ivanek y col. (2004) que se basd en
procesos binomiales para describir la probabilidad de contacto, y por tanto de
transferencia, entre diferentes elementos (guantes, manos, ambiente, alimento, etc.).
También, el estudio de ECRM realizado por la FSIS/USDA (2003) disefio, en Visual
Basic, un modelo de transferencia de L. monocytogenes en fabrica, interpretando
esta como un sistema abierto, donde existe un flujo de entrada y salida de
microorganismos. Sin embargo, ambos, por su complejidad matematica, se hacen
poco claros, e inaccesibles para gestores del riesgo y otros agentes interesados,
reduciendo asi su aplicabilidad en los sistemas de Gestion del Riesgo.

El Capitulo 3 de Resultados es un claro ejemplo del disefio de diferentes
escenarios para describir la transferencia de L. monocytogenes durante la
manipulacién de productos carnicos cocidos loncheados. La aplicacion del concepto
objetivo de seguridad alimentaria (FSO) como criterio posibilita la valoracion del
riesgo asociado a cada escenario.
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Figura 6.1. Representacicn de los elementos y procesos que intervienen en un fenémeno de
contaminacion cruzada (tomado de Pérez-Rodriguez, 2005).

Como un dato de especial interés surgido de este trabajo, esta el hecho de que
la transferencia de una sola célula de L. monocytogenes pudo dar lugar a niveles de
riesgo siempre que las condiciones de refrigeracion doméstica lo permitieron. Esta
informacion esta en consonancia con los resultados y conclusiones derivadas del
Capitulo 4 de Resultados que, en lineas generales, vienen a decir que el riesgo de
listeriosis principalmente se deriva de un crecimiento extenso durante refrigeracion.

Por tanto, nuestro estudio sugiere, mas alld de posibles dudas sobre la
viabilidad de que una sola célula pueda lograr grandes incrementos, que los casos
de listeriosis vinculada a procesos de transferencia microbiana depende del hecho,
en si, de si se existe o no transferencia, mas que de la cantidad de células
transferidas, esto es, de la tasa de transferencia, la cual parece ser mas determinante
para aquellos patégenos con dosis infectivas bajas como E. coli O157:H7, Shigella'y
algunos virus (Snyder, 1998). Estas diferencias, son importantes a la hora de disefiar,
desarrollar y aplicar modelos de transferencia microbiana, y por ello, se deben
considerar a lo largo del proceso de ECRM. Este hecho, ademas, pone de relevancia
la importancia de seguir unas buenas practicas higiénicas de manipulacion, y de ahi,
la conveniencia también de incidir sobre trabajadores y consumidores a través de
campafias educativas, y de los programas de formacion de manipuladores que
actualmente exige la legislacion espafiola (RD 202/2000).
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7. Eficacia del lavado de manos y del uso de
guantes

El estudio cuantitativo de Evaluacion de Exposicion llevado a cabo en el Capitulo
3 de Resultados evalué 9 escenarios de contaminacion cruzada durante la
manipulacién de lonchas de un producto carnico cocido considerando el lavado de
manos y el uso de guantes como medidas higiénicas para reducir el riesgo de
transmision de L. monocytogenes a las lonchas. Los resultados de este capitulo
destacan la facilidad de este patdégeno para transferirse desde un producto carnico
crudo contaminado a lonchas de jamoén cocido, a través de las manos, a pesar del
lavado de manos y del uso de guantes. Todos los escenarios tuvieron cierta
probabilidad de obtener lonchas contaminadas con el patdégeno. El escenario 7 que
fue el mas seguro en la simulacion y que correspondié a un uso de guantes correcto
y al lavado de manos durante la manipulacién de ambos productos también produjo
un 0.25 % de las lonchas contaminadas. Ademéas, todos los escenarios, incluyendo el
escenario 7, pudieron alcanzar concentraciones > 8 log ufc/loncha.

En Estados Unidos se estim6 que el 42% de los brotes alimentarios registrados
durante el periodo 1975-1998 fueron causados por las manos de los manipuladores
(Aycgigek y col., 2004). Por otra parte, los examenes microbiolégicos llevados a cabo
sobre las manos de manipuladores indicaron, con bastante frecuencia, la presencia
de microorganismos indicadores asociados a una mala higiene; por €j., el estudio de
Lues y Tonder (2007) encontré que el 88% de las manos estuvieron contaminadas
con S. aureus y el 40 % fueron positivas para coliformes, entre los que se encontraba
E. coli. Aungue no es muy frecuente, algunos estudios han llegado a aislar
microorganismos patdégenos de las manos de manipuladores, como el estudio de
Kerr y col. (1993) donde el 7% de los manipuladores examinados en distintos
establecimientos fueron positivos para L. monocytogenes. También, por €j., Byrne y
col. (2000) aislaron E. coli O157:H7 en manipuladores en mataderos, aunque en este
caso, las canales de vacuno habian sido artificialmente contaminadas previamente;
de cualquier modo, este estudio demostrd la capacidad de este patdégeno para
contaminar las manos durante las tareas habituales de manipulacion en un matadero.
Bloomfield (2003) destaco la importancia de la contaminacién de alimentos a través
de las manos en las toxiinfecciones originadas en el ambiente doméstico. En este
sentido, Gorman y col. (2002) demostraron la capacidad de ciertos patdégenos
(Salmonella, S. aureus, Campylobacter y E. coli) para poder diseminarse entre
distintos elementos y objetos, entre ellos las manos del manipulador, durante la
manipulacion de productos contaminados en la cocina doméstica.

Los manipuladores suelen, con frecuencia, no llevar a cabo unas buenas
practicas higiénicas de manipulacion, favoreciendo asi los fendémenos de
transferencia microbiana al alimento. Por ejemplo, Little y Louvois (1998) recogieron
que el 11 % de los manipuladores no se lavaron las manos cuando manipularon
productos crudos y carnicos cocidos directamente con manos sin guantes. Ademas,
un estudio en Turquia sobre las actitudes de los manipuladores de alimentos
encontré que solo el 5 % de los encuestados afirmaron lavarse las manos antes de
manipular un producto listo para el consumo (RTE). Es mas, un 40% contestd no
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lavarse las manos antes de manipular este tipo de productos, lo que contrasta con el
hecho de que solo un 2 % de los encuestados afirmé lavarse siempre las manos
después de manipular un producto crudo (Basy col., 2006).

Los resultados derivados del Capitulo 3 de Resultados demuestran que la
reduccion de L. monocytogenes a causa del lavado de manos, en el caso de que no
se usen guantes, no fue suficiente para asegurar el cumplimiento del FSO (100
ufc/g). De hecho, segun el andlisis de varianza y el ranking de escenarios, los
escenarios con y sin lavado de manos que no usaron guantes fueron clasificados en
el grupo de riesgo mas alto. Por tanto, en el caso de no poder usar guantes, se
deberian aplicar otras medidas adicionales después de secarnos las manos. El uso
de algun tipo desinfectante incluido en la formulaciéon del jabdn, impregnando los
guantes, o usado como producto por separado podria contribuir positivamente en la
reduccion del numero de lonchas con concentracion > FSO. El estudio de Macinga y
col. (2003) evalud la eficacia de dos tipos de guantes con propiedades
desinfectantes obteniendo un desigual resultado, asi para Pseudomonas aeruginosa
se obtuvo una reduccion maxima de hasta el 95%, sin embargo, para S. aureus se
alcanzo una reduccion maxima del 54%. Marples y Towers (1979) obtuvieron una
eficacia del 95% para el lavado de manos, y un 99,99% cuando usaron alcohol al
70%. Estos valores son muchos mas altos que los empleados en nuestro modelo,
probablemente debido a que en nuestro caso, los datos fueron obtenidos de
simulaciones experimentales usando voluntarios que en muchos casos no realizaban
un correcto lavado de manos, lo cual se asemeja mas una situacion real. Asi, sobre
esta base de reduccion, nuestro estudio indicé que un hipotético producto usado
para aumentar la eficacia del lavado de manos tendria que alcanzar una reduccion
de alrededor del 80 % para asi reducir a la mitad el nimero de lonchas con
concentraciones > FSO. Asimismo, el desarrollo de programas educativos dirigidos a
la mejora de la eficacia del lavado de manos podria contribuir positivamente en la
disminucion del riesgo.

Errores y un mal uso de los guantes (Pilley, 2000) son mas que probables
durante la manipulacion del alimento. Factores de inhibicion tales como la falta de
personal, exceso de trabajo, olvido, etc. (Hugonnet y Pittet, 2000; Griffith, 2002)
podrian ser la causa. El escenario 9 simulado en el Capitulo 3 de Resultados es un
ejemplo de un mal uso de guantes: por error, el trabajador no cambian de guantes
entre la manipulaciéon de carne cruda (contaminada) y un alimento listo para el
consumo. En este caso, el modelo obtuvo el mayor porcentaje de lonchas > FSO,
muy cercano a los valores obtenidos cuando no fueron usados guantes para
manipular ambos productos. Estudios como el de Legg y col. (1999) y Gill y Jones
(2002) encontraron también que tanto el uso, como el no uso de guantes dieron lugar
a niveles similares de contaminacion. A este respecto, se deberia considerar que la
distribucion usada para este escenario fue obtenida de un estudio previo con L.
monocytogenes realizado por Pérez-Rodriguez y col. (2004), que fue distinto al usado
en los restantes escenarios, donde se emplearon datos de Enterobacter aerogenes
tomados de los estudios de Chen y col. (2001) y Montville y col. (2001). Esta
particularidad pudo también influir sobre las diferencias entre este escenario y los
restantes.
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Algunos paises como Estados Unidos han hecho obligatorio el uso de guantes
cuando se manipulan alimentos crudos y alimentos listos para el consumo (por €j.,
jamoén cocido) (1997 FDA Food Code 3-301.11). La falta de pruebas sobre la total
eficacia del lavado de manos (Snyder, 1994) parece ser el principal argumento para
mantener esta exigencia legal. Segun los resultados del Capitulo 3 de Resultados, el
uso de guantes para manipular el producto crudo fue mas eficiente en la reduccion
del numero de lonchas > FSO que cuando estos se usaron para manipular
Unicamente el alimento listo para el consumo. Basados sobre estos resultados, se
podria sugerir, como una medida preventiva, que siempre que se manipule un
producto crudo se usen guantes.

Los guantes son barreras que por si solas no pueden impedir totalmente los
fendmenos de contaminacién cruzada, ya que estos son permeables a bacterias (Gill
y Jones, 2002). Los estudios indican que las bacterias pueden transferirse a través
de su superficie con una eficiencia o tasa de transferencia del 1-10 % (Montville y col.
2001; Heal y col. 2003). Ademas, otros investigadores han sefialado que a pesar del
uso de guantes, factores tales como la contaminacion previa de las manos,
crecimiento en el interior del guante, micro-roturas del guante etc. pueden posibilitar
procesos de transferencia microbiana (Olsen y col. 1993, Fendler y col. 1998,
Hugonnet y Pittet, 2000, y Jamal y Wilkinson, 2003).

Todos estos datos ponen de manifiesto la incapacidad que tienen el lavado de
manos y el uso de guantes por separado para reducir totalmente el riesgo de
contaminacion cruzada. Esto nos lleva a recomendar, como una medida preventiva
de mayor garantia, el uso combinado de ambos tipos de barreras (Paulson, 1996),
como fue mostrado en el Capitulo 3 de Resultados, donde el escenario mas seguro
correspondi¢ al escenario 7. No obstante, ningun escenario fue totalmente eficaz; y
este escenario, aun siendo el mas seguro, todavia pudo alcanzar esporadicamente
niveles de riesgo (>8 log ufc/g). Este resultado incide sobre el hecho que el riesgo
cero no existe y que, incluso, en las situaciones de mayor control, existe una
pequefia posibilidad de aparicion del peligro, o lo que es lo mismo de riesgo.

8. Transferencia de Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli
0157:H7 durante el loncheado de productos
carnicos cocidos

Los productos cérnicos cocidos son un grupo de productos alimenticios listos
para el consumo de amplia aceptacion en diferentes sectores de la poblacion que se
han vinculado, con cierta frecuencia, a brotes alimentarios causados por diferentes
microorganismos patdégenos, entre los que destacamos Escherichia coli 0157,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes (Salvat y col., 1995; Stevenson vy
Hanson, 1996; Simone y col., 1997; CDC, 1997).

El tratamiento térmico destinado, en parte, a eliminar la posible presencia de
microorganismos patdgenos, también destruye la microflora acompafiante. Asi,
cuando el producto es recontaminado por un microorganismo patégeno, y las
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condiciones favorecen su crecimiento, este lo hace con gran velocidad debido a la
ausencia de microorganismos competidores.

Los datos indican que estos productos se contaminan durante los procesos de
elaboracion o manipulacion (Hudson y Mott, 1993; Samelis y col., 1998; Lunden vy
col.,, 2002). Cuando ocurre en etapas iniciales, el posterior tratamiento térmico
consigue destruir por completo los microorganismos patégenos, sin embargo, en
etapas posteriores, la ausencia de tratamientos de inactivacion, y la aparicion de
condiciones de crecimiento pueden dar lugar a niveles de riesgo en el alimento en el
momento de consumo.

En el caso de L. monocytogenes, su ubicuidad y resistencia al estrés ambiental,
junto a su capacidad para crecer a temperaturas de refrigeracion hacen que su
transferencia al alimento sea de especial significacion en el riesgo final (Fenlon y col.,
1996; Garrec y col., 2003). También, S. aureus, suele ser habitual en superficies de
trabajo, utensilios y equipos (Sneed y col., 2004) debido a su gran resistencia al
estrés hidrico (desecacion). Su presencia en la piel del manipulador constituye otra
via importante de diseminacion del patégeno al alimento. Por otra parte, E. coli
0157:H7 por su caracter gram — presenta una menor resistencia al estrés ambiental,
con lo cual es menos frecuente sobre las superficies. El riesgo por E. coli O157:H7 se
vincula mas a la aparicién de fenémenos de contaminacién cruzada durante la
manipulacion de alimentos crudos vy listos para el consumo (Morgan, 1998) siempre
que el proceso no implique una permanencia excesiva del patdégeno sobre la
superficie.

El estudio sobre la transferencia de S. aureus y E. coli O157:H7 a un producto
carnico cocido durante su loncheado (Capitulo 2 de Resultados) mostré que ambos
patdgenos tuvieron una tasa de transferencia particularmente baja en comparacion
con otros trabajos, donde se desarrollaron otros tipos de escenarios (Chen y col.
2001; Kusumaningrum y col., 2002). En estos ultimos, donde el contacto fue de tipo
estéatico entre superficies lisas, se alcanzaron tasas de transferencia de hasta el 100
% (Chen y col., 2001). Sin embargo, en el estudio del Capitulo 2 de Resultados, el
valor maximo obtenido estuvo en torno al 13 % de tasa de transferencia, valor
obtenido en el ensayo realizado para S. aureus con un nivel de inoculo de 8 log
ufc/hoja. El estrés hidrico pudo ser una explicacion a la baja tasa obtenida, puesto
que células dafiadas o muertas a consecuencia de este factor ambiental no pueden
crecer en el agar aunque hayan sido transferidas al alimento. No obstante, los
resultados del estudio de Vorst y col. (2004 y 2006) y Todd (2006), que cuantificaron
la transferencia de L. monocytogenes durante el loncheado de productos carnicos
cocidos, fueron similares, obteniéndose una tasa maxima de transferencia del 15 %.
Las similitudes en los valores de tasa de transferencia se deben, probablemente, a
que ambos trabajos simularon escenarios parecidos, si bien el microorganismo fue
distinto.

En el caso de procesos de transferencia donde hay implicada una superficie
rugosa o porosa, la tasas obtenidas son también especialmente bajas como mostré
Rusin y col. (2002), con valores por debajo de 0,01 % para objetos como esponjas,
pafios de cocina y tejido de ropa. Sin embargo, en este caso, a diferencia de nuestro
estudio, la baja tasa de transferencia se deriva de que los microorganismos incluidos
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en depresiones o concavidades de la superficie, no pueden transferirse a otra
superficie por contacto.

El Capitulo 1 de Resultados profundiza en la idea de que cada escenario de
transferencia bacteriana puede tener asociado un patrén o perfil de tasa de
transferencia definido y concreto. Por tanto, basandonos en los datos de nuestro
trabajo (Capitulo 1y 2 de Resultados), podriamos afirmar que en procesos donde el
contacto entre superficies implica movimientos adicionales laterales o giratorios,
como ocurre durante el loncheado, la tasa de transferencia del microorganismo es
mucho méas baja (Vorst y col., 2006; Todd, 2006). En este sentido, Todd (2006) afirmd
gue el movimiento giratorio de la hoja puede provocar que pequefios trozos del
alimento se desprendan hacia distintas zonas de la loncheadora y del ambiente
cercano, aumentando la diseminacion del microorganismo, y, por tanto,
disminuyendo la tasa de transferencia a la loncha. Por el contrario, en procesos de
transferencia bacteriana que se deriven de un contacto estatico y vertical entre
superficies, como la transferencia desde una tabla de cortar a un alimento (vegetal o
carne) durante su troceado, los valores son mayores. El estudio de Moore y col.
(2003) es un ejemplo de este Ultimo donde se obtuvieron valores maximos de tasa de
transferencia para Salmonella de hasta el 66 %.

Nuestro estudio ha demostrado que la transferencia de S. aureus estuvo influida
por el nivel de inoculo usado en la hoja (Capitulo 2 de Resultados), obteniéndose las
tasas de transferencia mas altas cuando el inoculo utilizado fue el mas alto (8 log
ufc/hoja). En cambio, para E. coli O157:H7, no se observaron diferencias
significativas entre niveles de inoculo, lo cual estuvo en linea con los resultados de
Kusumaningrum y col. (2002) y Dickson (1990), quienes tampoco encontraron
diferencias significativas para otros escenarios y microorganismos (S. aureus,
Campylobacter jejuni, S. Enteritidis y L. monocytogenes). No obstante, el estudio de
Montville y Schaffner (2003) concluyé que a menor concentraciéon del inoculo inicial
se observd mayor tasa de transferencia. Este dato entra en contradicciéon con los
resultados obtenidos para S. aureus (Capitulo 2 de Resultados). Ciertos factores
pueden explicar la divergencia entre estudios. En primer lugar, las diferencias en el
tipo de microorganismo utilizado en cada estudio (por ej., gram -/+, adherencia,
formacion de agrupamiento celular y viabilidad sobre la hoja) pudo afectar a la tasa
de transferencia y a su interaccion con el nivel de inoculo. En segundo lugar, las
diferencias en el tipo de escenario, y preparacion del inoculo pudieron ejercer cierta
influencia sobre su adherencia sobre la hoja, y en consecuencia sobre la tasa de
transferencia. Por ejemplo, en nuestro estudio (Capitulo 2 de Resultados), el tiempo
de permanencia de los microorganismos en la hoja previo a la transferencia fue de 50
min, sin embargo, en el estudio de Montville y Schaffner (2003) solo fueron 30
minutos. Estas pequefas diferencias pueden ser determinantes en el
comportamiento y viabilidad del microorganismo, especialmente si este es gram —
como en el caso de E. aerogenes. Por tanto, con los datos disponibles hasta el
momento, es dificil extraer una conclusion definitiva con respecto al tipo de ef