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¢Qué es la ecologia microbiana?

Microbiologia predictiva
o Ecologia microbiana
cuantitativa

Estudio de interacciones entre los
microorganismos y su ambiente

s

El uso de matematicas y
estadistica para describir
el comportamiento de
los microorganismos

(Buchanan, 2013)

- Intra-especies
- Intra-reinos
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Historia de la microbiologia de alimentos
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éTransporte seguro?
¢Los microorganismos podrian sobrevivir las condiciones ambientales?

¢Como es la variabilidad en el proceso entre lotes?
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* Describe cambios en el nUmero de bacterias respecto al tiempo
* Condiciones ambientales especificas
* Informacion de salida: fase lag y tiempo de generacion

g -

—N g JLag, 2 | Exponential Stationary Death

= — CONDICIONES EXTRACELULARES:

@ 6 . c(t) = A extracelulares f(metabolismo bacteriano)

-U .

= 5 | D(t) = A ambiental

5-;» 4. . z(t) = varianza bioldgica (p)

£ 3 4

SR R S—

o 0 J —_— -

g i u(t) = @(z(t), c(t); D(t))
O 1 1 1 1 1 1 1

0 1 2 3Time4 5 6 7 dN(t)
dt

= u(t)N(t)

Fig. 1. Growth curve. 4 lag time, g the maximum specific
growth rate, Ny inoculum and N, maximum bacterial population.

Lebert y Lebert (2006). Quantitative prediction of microbial behaviour during food processing using an integrated modelling approach. Int. J. of Food Refrigertion. 26, 968 - 984
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Ecologia microbiana cuantitativa o microbiologia predictiva:

El uso de matematicas y estadistica para describir el comportamiento de los microorganismos
(Buchanan, 2013)

g -
—~N g JLag, A | Exponential Stationary Death
_E', max /_..—-—
D 7 - _
—
% 6 - . .
— | Modelos primarios
3
E 4 - umax
£ 3 dN(t)
5 N, 21— ———— = u(t)N(t) 7 Modelos secundarios
9o 14 dt
0 ] ] ] ] ] 1 1
0 1 2 B 4 5 6 7 .
Time Modelos terciarios

Fig. 1. Growth curve. 4 lag time, fp. the maximum specific
arowth rate, N inoculum and N, maximum bacterial population.

Fuente: Lebert and Lebert, 2006
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Ecologia microbiana cuantitativa o microbiologia predictiva:

El uso de matematicas y estadistica para describir el comportamiento de los microorganismos
(Buchanan, 2013)

Observed
Linear
Weibull
Log-logistic

Modelos primarios

Log;o (N/Ny)

dN (t
A = —,Ll(t)K(t) — Modelos secundarios

Modelos terciarios

0 4 8 12 16 20
Hold time at pressure (min)

Fig. 2. Survival data (without the data during the come up time period) of
Salmonella enterica serovar Enteritidis fitted with the linear, log-logistic,
and Weibull models.

Fuente: Chen et al., 2007
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Tipos de modelos de microbiologia predictiva

K.y (Kte ambiente)
Primario e A f(historia); forma sigm.oidal
(1) antes fase exponencial y
(2) después de interacciones
. bient
Secundario umf“" .f(am |e'n e)
e Multiples variables
e Software o
. e Bases de datos Com@ ase
Terciario B S
e ESCALAMIENTO/ RE-
PARAMETRIZACION PREVIUS
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Respuesta de las entidades regulatorias a la

Microbiologia Predictiva

USDA: Guia de compilacion para enfriamiento y tratamiento térmico de productos carnicos y pollo (Estabilizacion)
- Modelacién computacional y/o muestreo que asegure seguridad de un alimento. Informacion sobre prevalencia de
C. perfrigens (LIMITACIONES DE MUESTREQO). En donde la modelacidon computacional aunque no provee
determinaciones exactas sobre el crecimiento de C. perfrigens S| PROVEE ESTIMADOS UTILES

)) DETERMINACION DE VIDA UTIL
Comission of European Communities Guidance Document (2008) on Listeria monocytogenes shelf - life studies for
ready-to- eat foods, Regulation (EC) No. 2073/2005 of 15 november 2005 on Microbial criteria for foodstuffs
- A pesar de las limitaciones de los modelos predictivos, son herramientas Utiles para estimar el crecimiento de L.
monocytogenes en alimentos.

)) Anexo lI: Guia de aplicacion de principios generales de higiene y control de L. monocytogenes en alimentos listos
para el consumo
Codex alimentarius (CAC/GL 61-2007)
- Crecimiento bajo limites criticos/ factores de supervivencia
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Respuesta de las entidades regulatorias a la

Microbiologia Predictiva

USDA: Guia de compilacion para enfriamiento y tratamiento térmico de productos carnicos y pollo (Estabilizacion)
- Modelacién computacional y/o muestreo que asegure seguridad de un alimento. Informacion sobre prevalencia de
C. perfrigens (LIMITACIONES DE MUESTREQO). En donde la modelacidon computacional aunque no provee
determinaciones exactas sobre el crecimiento de C. perfrigens S| PROVEE ESTIMADOS UTILES

)) DETERMINACION DE VIDA UTIL
Comission of European Communities Guidance Document (2008) on Listeria monocytogenes shelf - life studies for
ready-to- eat foods, Regulation (EC) No. 2073/2005 of 15 november 2005 on Microbial criteria for foodstuffs
- A pesar de las limitaciones de los modelos predictivos, son herramientas Utiles para estimar el crecimiento de L.
monocytogenes en alimentos.

)) Anexo lI: Guia de aplicacion de principios generales de higiene y control de L. monocytogenes en alimentos listos
para el consumo
Codex alimentarius (CAC/GL 61-2007)
- Crecimiento bajo limites criticos/ factores de supervivencia
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Toma de Evaluacion Diseno de
decisiones  de riesgos procesos
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Analisis de casos puntuales — liberacion de lotes

Fue procesado un dulce de leche (pH 7, Aw 0.986), para ello se sometid a un proceso de coccién a 92°C con

agitacion constante, por 30 min.
"=  * En los muestreos microbiologicos fue encontrado Bacillus cereus en el alimento, ¢Se asegurd bajo las

condiciones de procesamiento la inactivacion del M.O?

Toma de
decisiones

[&11] -5.0
—_ - . —
emp [°C H i

=

fif
pr T ]
B 0.086 -

€D DATg,
o s,

*

Time {h) _ 6.4 +
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Disefio de métodos de conservacién

\\; Prioridad de control ALTA
Prevﬁfenua de
Disefio de \ onocytogenes =N Listeriosis es la segunda ETA de mayor importancia
procesos 20.5%-22.1% a nivel mundial por su severidad

(Kramarenko et al., 2013 ;| (CDC, 2014; WHO, 2008)

é¢Alternativa al control, uso de cultivos iniciadores?

Multiples mecanismos de inhibicion involucrados:

- Competencia por nutrientes y factores de crecimiento DIFERENTES niveles de

- Produccién de acidos organicos resistencia y prevalencia de
- Proteasas y bacteriocinas L. monocytogenes

- Perodxidos

- Otros metabolitos secundarios

Modelo de interacciones inter-bacterianas

Modelo de respuesta a la inactivacion de diversas subpoblaciones bacterianas
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Modelo de interacciones inter-bacterianas

Food Sci. Biotechnol. 25(1): 341-348 (2016} Food Science
. ~ ™ DOI 10.1007/510068-016-0048-0 and
Disefo de Biotechnology

procesos

In vitro Modelling of Simultaneous Interactions of
Listeria monocytogenes, Lactobacillus sakei, and
Staphylococcus carnosus

Cara Maria Blanco-Lizarazo!, Indira Sotelo-Diaz*, and Adriana LIc:lrlantne-Bc:lusquets2

Agroindustrial Process Research Groug, EICEA, University of La Sabana, Colombia

‘Engineering Faculty, Agrofndustrial Process Research Group, University of Lo Sobana, Cundinamaorca, Colombia
*Engineering and Technology Department, Faculty of Graduate Studies Cugutition, National Autonomous University of Mexico {UN.
Mexico

Mellefont et al. (2008)
“Carrera entre especies para usar los
recursos del ambiente, para maximizar
crecimiento poblacional.
Cuando los recursos se han agotado, la
carrera termina y las poblaciones cesan
su crecimiento”

i. Interacciones microbianas
referidas a inhibicién MDP

ii. Relacion entre poblacion
minoritaria vs. mayoritaria
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Disenno de métodos de conservacion
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Mg TV i
dt 1+Q, NELT: Time (h)

Modelling the simultaneous growth based in Jameson effect in co-culture
without sodium nitrite (a); and 50 ppm sodium nitrite (b). Real datasets for
L. monocytogenes (), L. sakei (A) and S. carnosus (0). Estimation by model
(Eq. 3) for L. monocytogenes (-), L. sakei (-.-) and S. carnosus (--) ®

(Blanco — Lizarazo et al., 2016)
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Modelo de respuesta a la inactivacion de diversas subpoblaciones bacterianas

- - T
o 6.5 00 4 A)  Ges B) Susceptibilidad en la primera fase del tratamiento
= 12 = 4 951" “« ”
S s)s %]— 245 %1?' T Hombro
=2 Ly s % T
% 4,5 245
£, = ;  Altavariabilidad en la inactivacion
- J_, 3 o
g 3 g 3 L
S, S s 4 La variabilidad de la respuesta de
= = = <
2 2k 21°C1 e Ter S 3 2k 219y ~ et | |, monocytogenes, esta atribuida a la influencia del
215 iy 125 1 . - L

0 10 20 30 40 50 150250350 o 10 20 30 40 so 150 250 350 cultivo iniciador Yy la d,, (Mataragas et al., 2015)

Tiempo (h) Tiempo (h)

65 0 63 D) Tendencia a la inactivacion

6
s T%j J Atribuida a factores simultaneos, relacionados con la
5t ? competencia por nutrientes y la actividad metabdlica de

3§ starter
(Albano et al., 2007)

Recuento bacteriano viable (Leg UFC/g)
A

. 21909 " To00 % _
? < ST S 17X 1P e Se 1rocy o]

@ s 15 ~ Dinamica de crecimiento de L. monocytogenes en salami inoculdo
0 10 20 30 40 50 o LI k 3 3 .

O S B0 harg tratamientos Ls-Sc (A), Ls-Sc+ (B), C (C) y C+ (D). Las barras®
indican valores maximos v minimos

Recuento bacteriano viable (Leg UFC/g)

Tiemp 0 (h} Tiemp 0 {'l)
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Modelo de respuesta a la inactivacion de diversas subpoblaciones bacterianas

Modelo de N _(L)p - _(i)p
Coroller et al. (2006) N(t) = 1+ 10“ [10 03 + 10 \92 ‘

Tratamiento o p 61 (s) 62 (s)
Ls-Sct 3.13 1.31 25.92 219.42
Ls-Sc 2.00 2.47 40.90 254.70
Cct 31.15 6.00 140.72 304.11
C 48.57 4.86 197.69 385.94

Aumenta tiempo para reduccion de primera
reduccion decimal :. kmax

AR ATEL D20 SR 2 TR LR SELELE LR L 2R AR L TR E 2y}

Recuento Microbiano L. monocytogenes post-maduracion (Log ufc.g?)
C 2.20 ct 2.27

Ls-Sc 0.30 Ls-Sc* 1.25 ®
%INHIBICION vs. CONTROL 86.36 %INHIBICION vs. CONTROL 44.78 ®
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Evaluacion Base de la evaluacion a la exposicion (ICPMF, 2002;
de riesgos Nauta, 2013)

HO—ZR+ZG+ZC=ExpOSiCi6n

Re-contaminacion

[inicial]

Reduccion
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Evaluacion de riesgos de Salmonella spp para

huevo de gallina liquido pasteurizado en
Colombia

Carla Blanco, John Vasquez
Contratistas
ERIA Y Plaguicidas
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Justificacion
L EEEEEEEEEEE—————

El trabajo fue realizado en el marco del Convenio 374
de 2017 celebrado entre INS y INVIMA.

Con base al Plan de Monitoreo de Salmonella spp. en
plantas productoras de huevo liquido seleccionadas a
nivel nacional de Invima en el 2016

[ N



Prevalencia de Salmonella spp. en huevo pasteurizado
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Prevalencias de Salmonella spp. en huevo liquido antes y después de pasteurizacion con base en los
datos aportados por el Invima

Prevalencia

NUmero de muestras
Tratamiento NUumero de muestras

positivas para

Salmonella spp.
Huevo liquido

homogenizado, 55 38 69,1

sin pasteurizar

Huevo Liquido
_ 45 8 17,8
pasteurizado
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Modelamiento del comportamiento microbiano

Muestreo para Anéalisis de concentraciones por proporciones

determinar

Evaluacion de prevalencia

Muestras no detectadas de huevo homogenizado, sin
la exposicion

pasteurizar se aleatorizaron de acuerdo con una
distribucion normal (-3 y -1,4 Log UFC/mI)

Escenarios:

i) Reduccion
de 5 Log
UFC/ml a
60°C -

i)  63.33°C Log(H, 1 lHuevo ligquido
por 3.5 [
min Pasteurizacion [—— 2

ii) 60°C por i
3.5 min

Modelos predictivos de
inactivacion [
(Consideracion de subpoblaciones resistentes)



Desarrollo de modelo para evaluacion de riesgo
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Notacion Descripcion de Distribucién - Modelo, valores Unidades Fuente
evento

Inactivacién por pasteurizacion en planta

P; Prevalencia de Distribucién beta % Datos Invima
Salmonella spp.

H, Concentraciéon antes Distribucion Normal, simulado para cada escenario Log UFC/ml  Calculado
de pasteurizacion

R, Reduccion por Distribucion Normal, inactivacion simulada para cada escenario Log UFC/ml  Calculado con base en
pasteurizacion simulaciones en

(Modelo no lineal de Baranyi y Roberts, con base en la velocidad de
inactivacion (W) y reduccion Log (UFC/mI) para poblaciones susceptibles y
resistentes)

Combase
(www.combase.cc)

Temperatura 60°C:
Horom= -66,3 Log UFC/ ml. h — P (-21,8 < X < -45,6) = 0,90

Temperatura 63,33°C:
Mprom= -201 Log UFC/ ml. h — P (-179 < X = -376) = 0,90

*P, corresponde a la probabilidad de fluctuacion de p, considerando la

variabilidad biolégica de los microorganismos
Concentracion N,= Hy—R Log UFC/ml  Calculado por
después de simulacion de
pasteurizacion Montecarlo
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D\ “ g
Pinf(d; a;f)=1— (1 + E) D = Npost—atmacenamiento (W) X Consumo (%)

r--r—-r———"f"™"""™"""~"""*""~"" "~~~ T T ST, TTTTTTTTTTTTTTTTTTTSTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT TSI TTTTT T T T T TTTTT i
i i
! Modelamiento del comportamiento microbiano i
i i
e
I w ] 1 ]
i Planta ' Cadena de abastecimiento f Consumo ;
i [ | l
i 1 |
! lHuem con cascara | i
i 11 '
i Muestreo para Homogenizacion i
! determinar :
i Evaluacién de sl le | i !
' . u [ . . s [ | [
| la exposicién | : Filtracion H |
! . Escenarios: ( :
: i) Reduccidn l |
i i
! ﬂEFSILOIE Almacenamiento i
! mi a . |
i 60°C refrigerado i
i . a [ i
| i) 63.33°C Log (H, 1 Huevo liquido ( '
i por 3.5 l — - Leg(Np Log (Na) — |
| min Pasteurizacion —— 2 —* Almacenamiento " Coccion i
' a [ | — -, — |
! iii) 60 C PO'  Modelos predictivos de H Modelos predictivos de Reduccién por coccion |
E 3.5 min inactivacion Crecimiento (Simulacion T, t) Log (Nc) I
' (Consideracion de subpoblaciones resistentes) (Modelos: Ratkowsky; Baranyi y Roberts) !
] D
. 2 l
i i
! Probabilidad de infeccion (P,) — Dosis (D) i
1 1
i 2 _ i
i Caracterizacién Modelo Beta - Poisson (aleatoria) i
i " i
: del riesgo UFC l
i i
1 1
i i
i i



Desarrollo de modelo para evaluacion de riesgo
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Crecimiento durante almacenamiento en cadena de abastecimiento

Temperatura de Distribucion Triangular (10,8; 6; 3,1) °C (Lee, Kim, Choi, & Yoon,
almacenamiento refrigerado 2015)

Tiempo de almacenamiento Distribucion Uniforme (72; 960) h Calculado

Tasa de crecimiento durante Modelo de Ratkowsky Log UFC/ml. h Calculado por regresion
almacenamiento Vitg = 0,0137(T, — 4,6 °C) lineal

Estado fisiolégico Distribucion Normal, o, ;= 0,0263 Adimensional Calculado con base en

simulacién por Combase
P(0,357<X<0,0130) = 0,90

Fase de latencia —log(ay) h Calculado por simulacion de
A=—"""
Ua Montecarlo
Concentracién  posterior al Modelo de Baranyi y Roberts Log UFC/ml Calculado por simulacién de
almacenamiento logNp(t) Montecarlo
—1 + e”a-ﬂ- + e#a-t
= lOgNmax + log ehat — 1 + ela- A x 10logNmax—log Np

Concentraciéon  posterior aN.=N,-0,9 Log UFC/ ml (USDA - FSIS, 2005)

coccion
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Concentracion de Salmonella spp. en diferentes etapas de procesamiento. Percentil 95 (P95) 99 (P99)

_Promedio | _Miaximo | P95 | _pog

Post - Pasteurizacion 1 -4,604 8,883 1,972 4,839
(N,) 2 -8,309 8,957 3,077 7,771

3 -1,916 5,886 1,943 3,598

Post - Almacenamiento 1 -4,220 7,690 2,361 4,827
(N,) 2 -8,289 9,530 2,827 8,243

3 -1,766 7,641 2,040 4,047



Desarrollo de modelo para evaluacion de riesgo
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D\ “ g
Pinf(d; af)=1-— (1 + E) D = Npost-atmacenamiento (W) X Consumo (%)
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i i
! Modelamiento del comportamiento microbiano i
i |
i - |
! Planta Cadena de abastecimiento § Consumo |
| 5 |
i . |
! lHuevo CONn cascara ;
i i
! Muestreo para Homogenizacion 5
: determinar [
' Evaluacién de prevalencia !
i 1 - . |
i la exposicién i ; Filtracion ;
! i Escenarios: i
! i) Reduccidn l |
i i
| LeEls Almacenamiento i
! UFC/ml a . i
! 60°C refrigerado
i i
| i) 63.33°C  |og(H, 1 |Huevoliquido é ;
i por 3.5 l — Log (Np Log (Na) | — 5
| min Pasteurizacion ——— 2 —* Almacenamiento — Coccion
1 5 ] — s v |
| iii) 60 C PO'  Modelos predictivos de Modelos predictivos de . Reduccidn por cocciéon |
! 3.5 min inactivacion Crecimiento (Simulacion T, t) _ Log (Nc)
! (Consideracion de subpoblaciones resistentes) [(Modelos: Ratkowsky; Baranyi y Roberts) |
T e ]
oy l
i i
! Probabilidad de infeccién (P,.) — Dosis (D) i
] ]
i - R i
i Caracterizacién Modelo Beta - Poisson (aleatoria) i
! del riesgo UFC i
i i
] ]
i i
i i
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Resultados de la caracterizacion de riesgo

Caracterizacion probabilistica del riesgo de Salmonella spp. en huevo. Percentiles 95 y 99 (P95, P99)

Probabilidad de infeccidn (P;,

Promedio Maximo P95 P99
0,041 0,985 0,367 0,742
0,051 0,987 0,495 0,897
0,050 0,909 0,351 0,631

Anadlisis de correlacion . Variables de mayor influencia

Concentracion de microorganismos pre- pasteurizacion: 0,441 — 0,624

Reduccidn de la concentracion del microorganismo generada por la pasteurizacion: -0,140 a — 0,367
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Incertidumbre

NoO se cuenta con datos acerca de la concentraciéon del microorganismo en los puntos
de muestreo evaluados

Las cinéticas de inactivacion y crecimiento, se basaron en datos obtenidos por otros
autores que se obtuvieron en circunstancias que no necesariamente deben coincidir
exactamente con las de este estudio. Es decir, el resultado es meramente indicativo.
Para disminuir la incertidumbre se deberia haber trabajado con datos obtenidos en los
productos bajo estudio, los productos elaborados en Colombia inoculados con Salmonella

SpPpP.

Los escenarios planteados estan basados en la revision de la literatura, debido a que no
se conocen las condiciones de proceso de las plantas de procesamiento
muestreadas

No se conoce el consumo y frecuencia de consumo de huevo liquido pasteurizado, ni
cuanta de esta proporcion se dirige al consumo directo y no como materia prima para
productos de panaderia y otras
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