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l. ANTECEDENTES

Afines de 2014, el Servicio Agricolay Ganadero (SAG) solicitd a ACHIPIA gestionar una evaluacion
de los riesgos (ER) microbioldgicos de las frambuesas producidas por pequefios agricultores que estan
registrados en el “Programa de Control Oficial en Frambuesas de Exportacion” (Resolucion
N°3.410/2002). La inquietud del SAG surgid producto de algunos rechazos de exportaciones por la
deteccidn de Hepatitis A. Adicionalmente este proyecto estudié el programa de control vigente,

analizar su efectividad y proponer mejoras en las actividades de control.

ACHIPIA, en su rol de coordinacion, se puso en contacto con la Universidad de Nebraska-Lincoln
para realizar la ER. De esta forma se cre6 el primer proyecto cientifico entre el Gobierno y la

Academia en inocuidad alimentaria, coordinado por ACHIPIA.

Como esta experiencia fue desarrollada previamente a la creacion del Proceso Andlisis de Riesgo
(PAR), no hubo un proceso de licitacion. Un alumno de postgrado desarrollé este estudio en el
departamento de Ciencias y Tecnologia de los Alimentos de UNL como parte de su tesis. ACHIPIA
actué como coordinador general del proyecto, facilitando la gestion y comunicacion entre UNL y el
SAG.
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1. ESTUDIO

Evaluacion de Riesgo microbioldgico en frambuesas frescas y congeladas en Chile.

Autores
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Bing Wang, PhD"
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b Departamento de Ciencias y Tecnologia de los Alimentos, Universidad de Nebraska-Lincoln.

Resumen

Con el objetivo de evaluar los riesgos microbioldgicos y conocer la efectividad del “Programa de
Control Oficial en Frambuesas de Exportacién” que lleva a cabo el Servicio Agricola y ganadero
(SAG), es que durante 2015-2016 se realiz6 una evaluacion de riesgos por parte de la Facultad de
Ciencias y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de Nebraska-Lincoln (UNL). La Agencia
Chilena para la Inocuidad y Calidad de los Alimentos (ACHIPIA) actu6 como coordinador del
proyecto y de la relacion entre los participantes, a saber, UNL como ente cientifico y SAG como
mandante. Se acordd estudiar la concentracion de Hepatitis A y E. coli (como indicador de

contaminacion fecal) a lo largo de toda la cadena en frambuesas frescas y congeladas.

En primer lugar, se desarrollé un modelo de la produccion de frambuesas. Luego se hizo una revision
bibliogréafica de todas las evaluaciones de riesgos en esa matriz o similares, para obtener datos
relevantes a las fuentes, transferencia y persistencia de contaminacion y los parametros matematicos
pertinentes que describen la dinamica de concentracion de estos microorganismos. Durante la
temporada de cosecha 2016 se realizaron 3 encuestas a productores, centros de acopio y packing,
donde se recopild informacion sobre las practicas actuales en aplicacion de plaguicidas, tipo de agua
disponible para produccion, lavado de manos, practicas de almacenamiento, temperaturas y tiempos
de transporte entre muchas otras. Con estos datos se pudo alimentar el modelo matematico y realizar
una simulacion de Montecarlo usando el software @Risk con muestreo Hipercubo Latino, obteniendo
estimados estocasticos de la contaminaciéon final en frambuesas frescas y congeladas. Ademas, se
realizé un analisis de sensibilidad para conocer cuéles son los factores que tienen mayor relevancia
en la contaminacion de las frambuesas. Finalmente se simularon algunas intervenciones como

propuestas de mejora al programa de control.
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El intervalo de probabilidad (95%) para todos los estimados de concentracidn fueron muy bajos, bajo
0 log CFU/qg para contaminacion bacteriana y viral. El analisis de sensibilidad indic6 que los factores
mas importantes en la contaminacion bacteriana es el tipo de agua usada en las aplicaciones de
plaguicidas y para la viral, el tiempo de la tltima aplicacién del plaguicida (relacionado con la tasa
de decaimiento). De esta forma, las simulaciones de intervenciones fueron disefiadas con el objetivo
de mejorar la calidad de agua usada en las aplicaciones de plaguicidas, desde una perspectiva
regulatoria como también de limpieza con dispositivos de luz UV. Los resultados estas simulaciones
indicaron que un cambio regulatorio seria mucho menos eficiente que el uso de dispositivos UV. A
pesar de que los resultados indican que la contaminacion es muy baja, este estudio sugiere focalizar
los esfuerzos de fiscalizacion y control en el agua utilizada en las aplicaciones de plaguicidas antes

gue en otras etapas del proceso.
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A. Introduccién

Afines de 2014, el Servicio Agricolay Ganadero (SAG) solicitd a ACHIPIA gestionar una evaluacion
de los riesgos (ER) microbioldgicos de las frambuesas producidas por pequefios agricultores que estan
registrados en el “Programa de Control Oficial en Frambuesas de Exportacion” (Resolucion
N°3.410/2002). La inquietud del SAG surgid producto de algunos rechazos de exportaciones por la
deteccidn de Hepatitis A. Adicionalmente este proyecto estudié el programa de control vigente,

analizar su efectividad y proponer mejoras en las actividades de control.

ACHIPIA, en su rol de coordinacidn, se puso en contacto con la Universidad de Nebraska-Lincoln
para realizar la ER. De esta forma se cre6 el primer proyecto cientifico entre el Gobierno y la

Academia en inocuidad alimentaria, coordinado por ACHIPIA.

Como esta experiencia fue desarrollada previamente a la creacion del Proceso Analisis de Riesgo
(PAR), no hubo un proceso de licitacion. Un alumno de postgrado desarrollé este estudio en el
departamento de Ciencias y Tecnologia de los Alimentos de UNL como parte de su tesis. ACHIPIA
actu6 como coordinador general del proyecto, facilitando la gestién y comunicacion entre UNL y el
SAG.

B. Objetivos

1. Conocer la concentracion de E. coli y Hepatitis A en frambuesas frescas y congeladas
producidas en Chile por agricultores suscritos al programa de control del SAG.

2. ldentificar las principales fuentes de contaminacion y proponer estrategias de mitigacion del
riesgo.

3. Proponer mejoras al programa de control del SAG con el objeto de insertar criterios de riesgo.

4. Explorar la experiencia de trabajar en una colaboracion directa con la Academia.

C. Materiales y Métodos
La colaboracion comenz6 con el desarrollo de un perfil de proyecto, el cual consistié en la
formulacion del problema, el alcance y el esbozo del proyecto, el rol y las responsabilidades de las
partes involucradas en detalle (Figura 1). Las actividades, los resultados esperados y las
responsabilidades fueron acordados por todas las partes sirviendo como hoja de ruta para este

proyecto.
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Gobierno: SAG

ACHIPIA: coordinador
del proyecto

Academia; UNL

Sector productivo:
productores de
frambuesas

Figura 1 Modelo de colaboracién usado en este estudio.

El proyecto de evaluacion de riesgo incluyd los siguientes pasos principales:

1.

2.

6.

7.

Disefar y aplicar encuestas para productores, centros de acopio y packing.

Crear un diagrama del flujo de la cadena de suministro de la frambuesa.

Recopilar datos de bibliografia y encuestas.

Construir un modelo cuantitativo de evaluacion de riesgos.

Simulacion de Monte Carlo.

Analisis de escenarios.

Inferencia de resultados.

Encuestas a productores, centros de acopio y packing

Se disefié una encuesta para ser aplicada a principios de 2016 (febrero-marzo), el cual es el momento
en el que generalmente se cosecha la frambuesa y cuando las auditorias SAG se realizan mas
intensivamente. El objetivo de las encuestas fue de recopilar datos que puedan incorporarse en la
evaluacion cuantitativa de riesgos para simular como las précticas pueden influir en la introduccién

y transmision de las cargas microbianas hacia los productos finales. De esta manera, estas encuestas
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fueron fundamentales para reducir la falta de datos y que éstos representen nuestra realidad local. Las

encuestas fueron aplicadas en espafiol y estan disponibles en los anexos S1, S2 y S3.

Diagrama del flujo de la cadena de suministro de la frambuesa

Se establecié un proceso de tres etapas: Productores, Centros de Acopio y Packing (Figura 2). La
siguiente es una descripcion general del proceso: los productores siembran las frambuesas, se irrigan,
se les aplican pesticidas y fertilizantes y finalmente se cosechan durante el verano (enero-marzo). El
Centro de Acopio es el lugar donde las frambuesas de diferentes agricultores son recolectadas y
vendidas en un Gnico paquete a la planta de packing. EI packing es el lugar donde las frambuesas se
inspeccionan visualmente y se seleccionan para la exportacion (las de mejor calidad) o se envian para

hacerlas jugo y otras frutas procesadas (las de menor calidad) o son desechadas.

PREDIOS
Sembrgdgfrarpbuesas € > Apllcaqqn de > Cosecha »| Transporte al centro de acopio
irrigacion plaguicidas
No hay peligros Peligro 1 Peligro 2 Peligro 3
Agua usada paralas Contaminacién por manos No hay refrigeracion
aplicaciones de cosechadores
CENTRO DE ACOPIO
Recepcion de frambuesas £ Transporte apacking
Peligro 1 Feligrq’z ,
No hay refrigeracion No hay refrigeracion y periodos
detransporte extendidos
PACKING
Recepcion de las » Camarade frio » Proceso de seleccion > Transporte aretai o
frambuesas planta exportadora
Peligro 1 Reduccién 1 _ Reduccion2 Peligro 2
No hay refrigeracion Refrigeracion Ala cémara de congelacion o No hay refrigeracion y periodos
refrigeradas s son frescas de transporte extendidos

Figura 2 Diagrama de flujo de los pasos del procesamiento de la frambuesa, incluyendo peligros potenciales y

pasos de reduccidn en la planta de envasado.
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Los productos terminados que se estudiaron son frambuesas frescas y congeladas. En discusién con
SAG y ACHIPIA, se estudio la contaminacion por E. coli y virus de Hepatitis A, ya que previamente

habian enfrentado detecciones fronterizas (indicacién del personal de SAG).

Recopilacion de datos y encuestas

Como se mencioné anteriormente, los agricultores chilenos fueron encuestados y se recopild
informacidn sobre las practicas de produccion. Las encuestas se disefiaron en inglés, traducidas al
espafol y las respuestas se recopilaron en una hoja de célculo de MS Excel®. Para los productores se

recibieron 226 encuestas, 23 para el centro de acopio y 36 para el packing.

La busqueda bibliogréfica fue realizada utilizando los recursos de la biblioteca de UNL,
principalmente la base de datos de la Web of Science. Los datos fueron ajustados en @Risk (Palisade

Corporation, 2016) e integrados en el modelo de evaluacion de riesgos.

Modelo cuantitativo de evaluacién de riesgos

Las tablas 1 a la 8 indican los datos utilizados en el modelo de evaluacion de riesgos. Basado en la
informacion recopilada, se construyeron diferentes ecuaciones para modelar cada uno de los pasos en

el modelo de evaluacién de riesgos.

Contaminacion previa a la cosecha (Mddulo productores)

El objetivo de este modulo es el de comprender cémo la contaminacion desde el agua se transfiere a
los cultivos durante la aplicacion del pesticida. La concentracion en la frambuesa durante la etapa
previa a la cosecha (Cph) se calculo en funcion de la concentracion en la frambuesa después de la
Gltima aplicacion de pesticidas (Cap), el tiempo entre la tltima aplicacion y la cosecha (Tap) y la tasa

de decaimiento (D) utilizando los siguientes calculos propuestos por Danyluk et al. [5]:

Con = Cap = Tap * D (1

Stine y colegas calcularon la tasa de transferencia de bacterias y virus durante una aplicacién de
pesticidas [6]. Esta informacion se uso para calcular Cap, que es el producto de la concentracion de
contaminacion del agua utilizada (Cw) y la tasa de transferencia bacteriana o viral (Bac_transf y

Vir_transf).
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Tabla 1 Lista de parametros, valores y distribuciones usadas en el mddulo de produccién de frambuesas frescas y congeladas.

Parametro

(fuente del dato)

Descripcion

Distribucién/Unidad

Referencia

w_t_pest Tipo de agua usada para la aplicacién de plaguicidas Discreta Ajuste de @risk
(Encuesta) 1 - De pozo 1-71%

2 — Superficiales 2-15%

3 — Potable 3-14%
Cu 1 Contaminacion bacteriana de aguas de pozo Uniforme (0;1000) GDWAQ, 3rd Edition [1]
(Literatura) CFU/L
Cu 2 Contaminacion bacteriana de aguas superficiales Pareto (1,31;2900) Ajuste de @Risk de Schets et al.,
(Literatura) CFU/L 2008 [2]
Cuw_ 3 Contaminacion bacteriana de agua potable Uniforme (0,01;0,1) Norma chilena “Nch 409” [3]
(Literatura) CFU/L
Cuw 4 Contaminacion viral de aguas de pozo Uniforme (0;2) GDWAQ, 3rd Edition [1]
(Literatura) PDU/L
Cuw 5 Contaminacion viral de aguas superficiales Uniforme (0,01;10) GDWAQ, 3rd Edition [1]
(Literatura) PDU/L
Cw_6 Contaminacion viral de agua potable Uniforme (0,006;4) Borchard et al, 2012 [4]
(Literatura) PDU/L
Tap ¢Cuanto tiempo transcurre desde la Gltima aplicacion Laplace (30;21,88) Ajuste de @Risk de las encuestas
(Encuesta) hasta la cosecha? Dias
D Tasa de decaimiento Triangular Danyluk et al, 2011 [5]
(Literatura) (0,008;0,019;0,039)

Log CFU/dia
Log PDU/dia
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Bac_transf
(Literatura)
Vir_transf
(Literatura)
Prev_hands
(Literatura)
F_prod
(Literatura)
W_harv
(Literatura)
W_hand
(Literatura)
W _prod
(Literatura)
F_hand
(Literatura)
C_harv_vir
(Literatura)
C_harv_bac
(Literatura)
transp_time

(Encuesta)

transp_temp

(Encuesta)

Porcentaje de transferencia bacteriana por cada 0.5 g
Porcentaje de transferencia viral por cada 0.5 g
Prevalencia de bacterias en la mano de un cosechador
Proporcién de transferencia por evento desde el fruto a
la mano

Superficie de la mano que toca el fruto

Superficie total de un lado de una mano

Superficie del fruto

Proporcién de transferencia por evento desde la mano
al fruto

NUmero de virus en la mano del cosechador

NuUmero de bacterias en la mano del cosechador

¢ Cuénto tiempo demora el transporte desde el predio al
centro de acopio?

¢A qué temperatura se transportan las frambuesas?

Uniforme (0,000081;
0,00011)

Uniforme (0,021;0,031)
Beta (7;41)

Beta (15,64;41,94)
2,1cm?

245 cm?

Normal (1064;167)
mm?

Lognormal (-8,34;0,58)
Gamma (0,14;54,6)
PDU/mano

Uniforme (1;1,9)

CFU/cm?
Loglogistic

(0,0014937;0,044281;1,70

81) Dias

Triangular (11,256;28;28)

°C

Stine et al, 2005 and 2011 [6, 7]

Stine et al, 2005 and 2011 [6, 7]

Aceituno et al, 2016 [8]

Verhaelen et al, 2013 [9]

Verhaelen et al, 2013 [9]

USEPA, 2011 [10]

Bouwknegt et al, 2015 [12]

Verhaelen et al, 2013 [9]

Bouwknegt et al, 2015 [12]

Quadros Rodrigues et al, 2014 [11]

Ajuste de @Risk de las encuestas

Ajuste de @Risk de las encuestas
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Tabla 2 Lista de parametros, valores y distribuciones usadas en el mddulo de acopio de frambuesas frescas.

Parametro Descripcién Distribucién/Unidad Referencia

(fuente del

dato)

Time_cc Tiempo promedio que las frambuesas estan ~ Triangular (0,041667;0,041667;0,33716) Dias  Ajuste de @Risk de las
(Encuesta) en el centro de acopio encuestas

Temp_cc ¢Cual es la temperatura del centro de Valor Extremo (24,3522;5,1304) °C Ajuste de @Risk de las
(Encuesta) acopio? encuestas

transp_temp ¢Cual es la temperatura de transporte? Triangular (-7,6691;27;27) °C Ajuste de @Risk de las
(Encuesta) encuestas

transp_time Tiempo que demora el transporte desde el Exponencial (0,060343) Dias Ajuste de @Risk de las
(Encuesta) acopio al packing encuestas

Tabla 3 Lista de parametros, valores y distribuciones usadas en el mddulo de acopio de frambuesas congeladas.

Parametro Descripcion Distribucion/Unidad Referencia

(fuente del dato)

Time_cc_frz Tiempo promedio que las frambuesas Uniforme (30;40) Dias Ajuste de @Risk de las
(Encuesta) estan en el centro de acopio encuestas
Temp_cc_frz ¢Cual es la temperatura del centro de Uniforme (-22,5;-18) °C Ajuste de @Risk de las
(Encuesta) acopio? encuestas
transp_temp_frz ¢Cual es la temperatura de transporte? Uniforme (-22,5;-20) °C Ajuste de @Risk de las
(Encuesta) encuestas
transp_time_frz Tiempo que demora el transporte desde Uniforme (0,0007;0,0834) Dias Ajuste de @Risk de las
(Encuesta) el acopio al packing encuestas
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Tabla 4 Lista de parametros, valores y distribuciones usadas en el packing de frambuesas frescas.

Parametro
(fuente del dato)

Descripcién

Distribucion/Unidad

Referencia

wait_time_rec
(Encuesta)
wait_temp_rec
(Encuesta)

cold_time
(Encuesta)
cold_temp
(Encuesta)
C_food_vir
(Literatura)

Ttfood
(Lit.Search)
C_food_bac
(Literatura)

pack_time
(Encuesta)

pack_temp
(Encuesta)
time_transp
(Encuesta)

temp_transp
(Encuesta)

Tiempo de espera para las frambuesas

Temperatura promedio en el area de
recepcion

Tiempo que la fruta pasa en la camara
de frio

Temperatura objetivo en la camara de
frio

NUmero de virus en la mano de un
manipulador

Proporcidn de la mano del manipulador
que toca el fruto

NUmero de bacterias en las manos del
manipulador

Tiempo transcurrido hasta la salida del
packing

Temperatura dentro del packing

Tiempo que transcurre para llegar a
destino.

Temperatura del camion durante el
transporte

Exponencial (0.010305) Dias
Triangular (0.050215,27,27) °C
Triangular (-
0,0093158;0,083333;0,56261) Dias
Exponencial (0.79688) °C

Gamma (0.67,1.62)
PDU/mano

Uniforme (0,1)

Uniforme (1,1.9)
CFU/cm?

Loglogistic
(0.0043615,0.0080573,1.7482) dias

Logistic (7.6448,1.4959) °C

Pareto (0.77518,0.083333) dias

Loglogistic (-23.0679,4.6603,4.4384) °C

Ajuste de @Risk de las
encuestas
Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Bouwknegt et al, 2015 [12]

Bouwknegt et al, 2015 [12]

Quadros Rodrigues et al, 2014
[11]

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @risk de las
encuestas

Ajuste de @risk de las
encuestas
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Tabla 5 Lista de parametros, valores y distribuciones usadas en el packing de frambuesas congeladas.

Parametro

(fuente del dato)

Descripcion

Distribucion/Unidad

Referencia

wait_time_rec

(Encuesta)

wait_temp_rec

(Encuesta)

cold_time
(Encuesta)
cold_temp
(Encuesta)
C_food_vir

(Literatura)

C_food_bac

Tiempo de espera para las frambuesas

Temperatura promedio en el &rea de
recepcion

Tiempo que la fruta pasa en la cdmara de
frio

Temperatura objetivo en la camara de frio

Ndmero de virus en la mano de un
manipulador

Ndmero de bacterias en las manos del
manipulador

Laplace (0.021,0.0164) Dias

Triangular (0.050215,27,27) °C

Triangular (-
0.0093158,0.083333,0.56261) Dias

Exponencial (0.79688) °C

Gamma (0.67,1.62)
PDU/mano

Uniforme (1,1.9)

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Bouwknegt et al, 2015 [12]

Quadros Rodrigues et al, 2014
[11]

(Literatura) CFU/cm?
pack_time Tiempo transcurrido hasta el congelador Loglogistic Ajuste de @Risk de las
(0.0043615,0.0080573,1.7482) Dias  encuestas
(Encuesta)
Tlood Proporcidn de la mano del manipulador que  Uniforme (0,1) Bouwknegt et al, 2015 [12]
. toca el fruto
(Lit.Search)
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pack_temp Temperatura dentro del packing Logistic (7.6448,1.4959) °C

(Encuesta)

Frz_temp Temperatura objetivo en el congelador Uniforme (-35,-25) °C

(Encuesta)

Frz_time Tiempo que la fruta pasa en el congelador Gaussian Inversa (16.348,1.3124)

dias

(Encuesta)

time_transp Tiempo que transcurre para llegar a destino.  Pareto (0.77518,0.083333) dias

(Encuesta)

temp_transp Temperatura del camidn durante el Loglogistic (-23.0679,4.6603,4.4384)
transporte °C

(Encuesta)

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas

Ajuste de @Risk de las
encuestas
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Contaminacion cruzada durante la cosecha (Médulo productores)

Para evaluar la posible contribucién de contaminacion debido a las practicas de cosecha de frambuesa,
fue utilizado el modelo Bouwknegt et al. [12]. EI nGmero de bacterias o virus por gramo (Nnar) de

frambuesa durante la cosecha se calculé de la siguiente manera:

Wharv Wharv
Nharv = Lpn — fprod W, Cph + fhand W Charv (2)
prod hand

Siendo Frang la proporcidn de virus transferidos de la mano a las frambuesas. El tamafio de una mano
(Whand) corresponde a la superficie total de la mano de un cosechador [10], Whar €5 el &rea de la mano
gue realmente toca las frambuesas. Finalmente, Crarv €S la concentracion de bacterias o virus en la

mano.

Modelo de crecimiento bacteriano (para todos los médulos)

Uno de los principales efectos en las poblaciones bacterianas es el crecimiento debido al abuso de
temperatura y la reduccion debido a las practicas de congelacion y enfriamiento. Danyluk y sus
colegas [5] estudiaron los parametros de crecimiento del E. coli O157: H7 en verduras de hoja verde
y propusieron un modelo de crecimiento. La supervivencia del E. coli O157: H7 se estudié también
en frutillas en temperaturas de enfriamiento y congelacion [13]. En base a los datos extraidos de estas
dos publicaciones, las cuales fueron las mas similares a esta investigacion, se crearon tres modelos
basados en la temperatura del proceso: mas de 8° C, entre 0° Cy 8° C, y por debajo de 0°. Las tablas

6, 7 y 8 indican los parametros y valores resumidos.

Para las temperaturas de enfriamiento y congelacion, se propuso una reduccién maxima (rmax) basada
en los datos de Knudsen et al. [13]. Adicionalmente, los primeros dias de congelacion tienen una
reduccion mas fuerte en las poblaciones bacterianas, por lo que se propusieron dos tasas de reduccion
diferentes (r1 y r2) basadas en los tiempos de congelacién. Para menos de 8 dias, se utilizd r1 y para

mas de 8 dias, se utilizo r,.
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Tabla 6 Parametros del modelo de crecimiento bacteriano para temperaturas sobre 8°C.

Parametro Descripcion Ecuacion Valor/Distribuciéon/Cal ~ Unidad

ID culo

Il Tasa de crecimiento (b*(T-To))"2 - Log CFU

T Temperatura de la etapa - Vea tablas 4,5,6,7y 8 °C
modelada

Tot Constante de - 2,628 Sqrt (log
temperatura 1 CFU/day/°C)

bt Constante de - 0.0616 °C

temperatura 2

t Tiempo transcurrido en
la etapa modelada

Vea tablas 4,5,6,7y 8 Dias

Ci Concentracion inicial - De la etapa anterior Log CFU/gr

- Concentracion final Ci+ p*t - Log CFU/gr

L Ecuaciones y constantes adaptadas de Danyluk et al., 2011 [5].

Tabla 7 Parametros del modelo de crecimiento bacteriano para temperaturas entre 0 y 8°C.

Parametro Descripcion Ecuacion Valor/Distribucién/Calculo Unidad

ID

rt Reduccién por dia - 0.18I Logs/dia

Mmax Reduccién maxima - 1.225 Logs

t Tiempo transcurrido - Vea tablas 4,5,6,7y 8 Dias

en la etapa modelada

Ci Concentracion inicial - De la etapa anterior Log CFU/gr

- Concentracion final Ci-r*t - Log CFU/gr
6
Ci- I'max

1 Ecuaciones y constantes adaptadas de Danyluk et al., 2011 [5].
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Tabla 8 Parametros del modelo de crecimiento bacteriano para temperaturas bajo 0°C.

Parametro Descripcion Ecuacion Valor/Distribucion/ Unidad
ID Calculo
rd Reduccidn por dia, menos - 0,18l Logs/dia
de 8 dias
r? Reduccidn por dia, masde 8 - 1,225 Logs/dia
dias
Fmax? Reduccion maxima - 1,6 Logs
t Tiempo transcurrido en la - Vea tablas 4,5,6,7y 8 Dias
etapa modelada
Ci Concentracién inicial - De la etapa anterior Log
CFU/gr
- Concentracion final Ci-ri*t, sit<8 - Log
. CFU/gr
0
Ci-rp*t, si t>8
0
Ci' rméx

L Ecuaciones y constantes adaptadas de Danyluk et al., 2011 [5].

Contaminacion cruzada debido a la manipulacidn (packing)

Al igual que en el mddulo de produccion, el modelo de Bouwknegt et al. [12] se usé para la
manipulacion de frambuesas durante la seleccion en el packing. El proceso de seleccion consiste en
que los trabajadores manipulan para evaluar su calidad visual. EI nimero de bacterias o virus por

gramo (nwuch) de frambuesa durante el proceso de seleccidn se calculd de la siguiente manera:

Wrood
Wficfood (3)

hand

Ntouch = Ccc - fprod ”food Ccc + fhand

Siendo Ccc la concentracion en la frambuesa después del paso por el centro de acopio. Cfooq €S la
concentracion de virus o bacterias en las manos del manipulador, nfeod €S la proporcion de la mano
del manipulador de alimentos tocando el producto y Wiood €S la superficie de tocado por la mano de

un manipulador, la cual es lo mismo que Wharv €n la granja.

Simulacién de Monte Carlo

Una vez que se desarroll6 el modelo, se realizé la simulacidon de Monte Carlo utilizando muestreo de

Hipercubo Latino con 10.000 iteraciones para obtener estimaciones estocasticas de las variables de
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salida, es decir, cargas de contaminacion bacteriana y viral tanto en productos de frambuesa fresca
como congelada, utilizando Microsoft Excel® add-on package @Risk (version 7.0, Palisade
Corporation, New York, USA).

Analisis de escenarios

La eficacia de las intervenciones de control microbiano que pueden ser potencialmente adoptadas en
diferentes puntos a lo largo de la cadena de suministro de la frambuesa fue evaluada a través de un
analisis de escenarios. Un total de 13 escenarios se evaluaron en el modelo, incluyendo un escenario
de referencia con fines comparativos utilizando los datos mencionados anteriormente para la
estimacion del escenario "sin intervencion" y otros 10 escenarios alternativos para predecir la
reduccion en la contaminacion si cierta tecnologia o regulacion especifica fuese adoptada. Para cada
escenario, el modelo se ejecutd para 10,000 iteraciones para generar las estimaciones de riesgo
promedio. Todos los analisis de escenarios se realizaron en frambuesas frescas. Las tablas 9 a la 12

indican los escenarios evaluados para intervenciones en agua.
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Tabla 9 Escenario analisis contaminacion bacteriana segun uso de agua.

Tipo de Agua
Escenario  Contaminacion del . Ocurrencia .
Ocurrencia de Ocurrencia de
uso agua de
> agua uso agua de uso de agua Cambios tipo de agua
superficie
pozo (GW) potable (PW)
(Sw)
Contaminacion Ocurrencia actual
Basal 71% 15% 14%
como actual
A Sin intervencion 86% 0% 14% 100% SW->GW
50% SW => GW & 50% GW
B Sin intervencion 42% 8% 50%
- PW
C Sin intervencion 5% 5% 90% GW&SW->PW
Intervencion con luz Ocurrencia actual
D 71% 15% 14%
uv
Intervencion con luz 100% SW->GW
A+D 86% 0% 14%
uv
Intervencion con luz 50% SW > GW & 50% GW
B+D 42% 8% 50%
uv -> PW
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Tabla 10 Escenarios de contaminacion bacteriana con reduccion de tiempos de transporte.

Tiempo de transporte desde predioal ~ Tiempo de transporte desde el centro de

Escenarios centro de acopio acopio al packing
Basal 0-9 horas 0,5-8 horas

E 1 hora Basal

F Basal 1 hora

E+F 1 hora 1 hora

Tabla 11 Escenarios de reduccién de temperatura en centro de recoleccion

Scenario Temperatura en el Centro de Recoleccién
Basal 0.5-30 °C
G 50 % de reduccion
4-8 °C
H

(Sistema de refrigeracion totalmente implementado)

Tabla 12 Escenario tiempo de aplicacién de pesticidas

Escenario Tiempo entre la Gltima aplicacion de pesticida y la cosecha

Basal 0-120 dias

I 25% de incremento

J 50% de incremento
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Estudios previos muestran que el agua es una de las principales fuentes de contaminacion para las
bayas y las verduras de hoja verde [14, 15]. En la encuesta de practicas a los productores, en Chile,
las fuentes de agua consideradas para las aplicaciones de plaguicidas son tres, en orden decreciente
de limpieza; agua potable, aguas de pozo y aguas superficiales. Por lo tanto, una de las intervenciones

simuladas en este estudio fue cambiar los usos en la frecuencia de distintos tipos de agua.

Los cambios en las fuentes de agua se modelaron a través del incremento de frecuencia de uso de
agua potable y/o aguas de pozo en el modelo. Para controlar las cargas microbianas en las fuentes de
agua, la introduccion de luz ultravioleta fue evaluada, porque se ha demostrado que las lamparas
ultravioletas son faciles de instalar y operan a un costo relativamente bajo y no crean subproductos
perjudiciales [16]. Se ha demostrado que la luz ultravioleta reduce la contaminacion bacteriana y viral
en el agua en 2-4 logs [16,17]. Las combinaciones de las dos intervenciones en el agua también fueron
evaluadas. Se calcularon los cambios relativos en las estimaciones de riesgo promedio de cada

escenario, en comparacion con el escenario de referencia.

D. Resultados y discusion

Estimaciones de riesgo de las practicas actuales

Las figuras 3 y 4 muestran la distribucion de la contaminacion al final del proceso para frambuesas
frescas para E. coli y Hepatitis A, respectivamente. La contaminacion bacteriana para las frambuesas
congeladas se muestra en la Figura 5. No se muestran los datos de contaminacién viral en la cadena
congelada porque los Unicos pardmetros modificados son las practicas de congelacién, las cuales no

afectan a las poblaciones de virus.
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Densidad de probabilidad

Densidad de probabilidad

0.40

0.35

0,30

025

020

0.158

0,10

0,058

0,00

8
6
-4
2

Log CFU/gr

Figura 3 Distribucion de contaminacion con E. coli para frambuesas frescas.
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Figura 4 Distribucién de contaminacion con Hepatitis A para frambuesas frescas.
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Densidad de probabilidad

Para las frambuesas frescas, la contaminacion bacteriana fue de -1,89 log CFU/g. La mayoria de los
resultados (intervalo de probabilidad del 95%) para 10.000 iteraciones oscilaron entre -5,48 y 0,13
log CFU/g con el valor maximo sobre 8 registros. La contaminacion media para las frambuesas
congeladas fue de -4,44 log CFU/g. La contaminacidn viral media para las frambuesas frescas fue de
-2,07 log PDU/gr. La mayoria de los resultados (intervalo de probabilidad del 95%) para 10.000

iteraciones oscilaron entre -3,67 y — 0,93 log PDU/gr con un valor maximo de 0,03 log PDU/g.

-10,00 0,00

2,5% 2,5%

0,30

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

0,00 hSE | 1 E
4 @ h w e w

Log CFU/gr

10

Figura 5 Distribucién de contaminacion bacteriana para frambuesas congeladas.

Analisis de sensibilidad

Los diagramas de tornado que se muestran en las figuras 6, 7 y 8 indican las entradas que tienen el
mayor impacto en las simulaciones. Para la contaminacion bacteriana en la cadena de frambuesas
frescas, las tres entradas que mas afectan los resultados son el tipo de agua utilizada, los tiempos de
transporte al packing y el tiempo transcurrido después de la Gltima aplicacién de pesticidas. Para la
contaminacion viral en la cadena de frambuesas frescas, las tres entradas que mas afectan los
resultados son el tiempo transcurrido después de la Gltima aplicacién, la contaminacién de las aguas
de pozo y la tasa de decaimiento. Finalmente, para la cadena de suministro de frambuesa congelada,
los parametros mas importantes son el tipo de agua utilizada, los tiempos de congelacion y el tiempo

de transporte al packing.
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Contaminacién bacterial en frambuesas frescas
Inputs Ranked By Effect on Qutput Mean

Tipo de agua usada

47140

Tiempo de packing a destino.

Tiempo transcurrido desde la (itima aplicacion

Contaminacién de agua de pozo

Tasa de decaimiento

| Input High
W Input Low
Tiempo de predio a acopio
Proporcion de la mano del manipulader que toca el fruto.
Temperatura en acopio
Tiempo de espera en acoplo
Temperatura de transporte al packing —1,9116.—1,7140
[[Baselne = 1550
=3 - Q = b3 " =3 3 U "
w T T o L of & E - ?
Log CFU/g
Figura 6 Analisis de sensibilidad de la contaminacidn bacteriana en frambuesas frescas.
Concentracién en frambuesas frescas
Inputs Ranked By Effect on Qutput Mean
TR
Contaminacién de agua de pozo
Tasa de decaimiento
Tipo de agua usada
Contaminacidn de aguas superficiales
H Input High
W Input Low
Contaminacion de agua potable
Tasa de transferencia durante aplicaciones.
Proporcion de la mano del manipulador que toca el fruto '2,1399- 2,0130
Proporcin de transferencia de frutos a manos (packing) -2,0961 .—z,ms
Proparcién de transferencia de manas a fruto (packing) -2,0853 I-Z,BSSB Log PDU/g
[Bas 3]
a @ a - o Ly w -
3 2 2 5 3 =

Figura 7 Analisis de sensibilidad de la contaminacidn viral en frambuesas frescas
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Contaminacion frambuesas congeladas
Tnputs Ranked By Effect on Output Mean

Tipo de agua usada

Tiempo de congelacién

Tlempo transporte packing a desting

Tiempa transcurrido desde la tiitima aplicacion

Contaminacion del agua de pozo
[ Input High

B Input Low
Proporcion de manos que tocan el fruto (packing)

Tiempo de transporte de predio a acopio

Tasa de decaimiento

Transf prop from prod to hand - Packing -4,5174_-4,21&13
Temperatura transporte packing a dastino -4,5720 - -4,2859

Daseine = 44347

3 3 3 ¥ ¥ 7
Log CFU/g
Figura 8 Analisis de sensibilidad de la contaminacion bacteriana en frambuesas congeladas.

=30

En todas las simulaciones de Monte Carlo para cada conjunto de datos, uno de los parametros
significativos recurrentes es el agua utilizada para las aplicaciones de pesticidas. Esto es intuitivo ya
que varios informes habian indicado que el agua es uno de los principales vehiculos de contaminacion
de productos frescos [18], especialmente en el caso del agua utilizada para aplicaciones de plaguicidas
[18,19,20]. Inicialmente, también se considero el agua de riego, pero luego se descarto, de acuerdo
con una breve consulta de expertos, a causa de la imposibilidad de cosechar la frambuesa debido al

deterioro fungico asociado con este evento.

Las practicas de congelacion en la camara de congelacion y el transporte desde el centro de acopio
también son significantes en las salidas, ya que temperaturas muy bajas y periodos prolongados de

tiempo reducen significativamente la carga bacteriana [13].

Como se ve en la Figura 8, el tiempo transcurrido después de la Gltima aplicacion, la contaminacion
del agua de pozo y la tasa de decaimiento -todos datos relacionados con aplicacion de pesticidas-
tienen el mayor impacto en las concentraciones virales. Esto se debe principalmente al hecho de que

esta etapa es la unica fuente de entrada para la contaminacion viral en este modelo.
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La manipulacion del cosechador y las manos del manipulador no se muestran en la simulacién como
un factor significativo. Debido a la falta de datos, los datos de prevalencia no se consideraron, aungque
es un parametro muy importante por estudiar cuando se evalGa el impacto de la contaminacion
cruzada. Esto ultimo es especialmente importante porque con el modelo y los datos recolectados de
diferentes autores [7, 8, 12] el efecto neto de tocar una frambuesa es una transferencia de

contaminacion de la frambuesa a la mano, en lugar de la direccidn opuesta, como se podria pensar.

Todos los resultados estan dentro de un rango bajo, la cadena de frambuesa fresca es la que tiene los
recuentos mas altos de E. coli. Esto se debe a que en la cadena de frambuesa fresca hay mas periodos
de espera con temperaturas mas altas. Sin embargo, esto ultimo no se ve en el diagrama de tornado
en la Figura 6, donde uno esperaria que estos tiempos y temperaturas tuvieran efectos mas marcados
en las estimaciones. Esto podria deberse a las incertidumbres asociadas a los datos de contaminacion

del agua y la tasa de transferencias a la fruta producto de las aplicaciones de pesticidas.

Existen incertidumbres significativas en el modelo las cuales se clasifican en dos categorias: 1) datos
no locales y 2) datos no optimizados. El primero se refiere a la necesidad de utilizar datos que no se
hayan creado a partir de fuentes chilenas, como la contaminacién del agua y la contaminacion en las
manos del manipulador. La segunda clase se refiere a los datos que se recopilaron de otros modelos
y usos. Entre otras, las tasas de transferencia propuestas por Stine et al [6] estaban destinadas a la

lechuga y no a las frambuesas, por lo tanto, esta es una importante limitacion del modelo.

La recopilacion de datos en términos de reduccion de incertidumbre y de incluir datos mas cercanos

nuestra matriz alimenticia es invaluable para mejorar la calidad de las estimaciones de riesgo.

Analisis de escenarios y evaluacién de intervenciones

La Tabla 13 resume los resultados de los diferentes analisis de escenarios. Para los Escenarios A-C,
cambiar la frecuencia del tipo de agua en uso tuvo un fuerte impacto en las poblaciones bacterianas,
pero no en las poblaciones de virus. ElI aumento del uso de agua potable redujo las poblaciones
bacterianas en 66,35% y 136,96% para los escenarios By C, respectivamente. Las poblaciones virales
se vieron ligeramente afectadas por los cambios en la frecuencia de uso de las fuentes de agua. El uso
de lamparas UV tuvo un efecto mucho més marcado, reduciendo las poblaciones de bacterias a un
nivel similar que cuando se usa principalmente agua potable (Escenario C). Todos los escenarios con
la lampara UV tienen al menos un 100% de reduccion logaritmica en poblaciones bacterianas y un
50% en virales. Los escenarios E y F tuvieron poco efecto en las simulaciones, resultando en
reducciones menores al 6% en cada uno de los casos. Como se ve en la Tabla 13, aumentar la
frecuencia del uso de agua potable (Escenario C) es muy efectivo para las poblaciones de bacterias,
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pero no para los virus. El pequefio aumento en los virus puede deberse a la falta de datos para el agua
potable; los pocos datos recopilados por Borchard et al. [4], describen concentraciones ligeramente

mas altas en comparacion con las estimaciones mundiales de la OMS para las aguas de pozo [1].

Por otro lado, la intervencion propuesta con luces ultravioleta indica una reduccién significativa tanto
en poblaciones bacterianas como virales. Como se muestra en la Tabla 13, la reduccion logaritmica
lograda por esta tecnologia (Escenario D) para bacterias y virus es de hasta 133% y 159%,
respectivamente. El efecto sobre los virus es mayor probablemente porque no hay mas etapas de

crecimiento como si lo hay en las bacterias.

La combinacion de lamparas UV y el aumento del uso de agua potable (Escenarios A+D y B+D) no
parecen proporcionar una reduccion adicional considerable, especialmente considerando que las

aguas de pozo estan aumentando los conteos de virus (Escenarios B 'y C).

Identificacién de falta de datos

Se eliminaron varias rutas de contaminacion debido a la falta de modelos disponibles para conectar
los datos chilenos -principalmente sobre la frecuencia de uso- o la inexistencia de datos de prevalencia
y concentracion de los microorganismos seleccionados en frambuesas, asi como datos especificos
sobre la contaminacion del agua y la tasa de descomposicion en Chile (Danyluk et al [5] fue el Unico
autor que propuso una estimacion utilizable, aunque en espinaca para un sustituto de E. coli). La tasa
de transferencia utilizada se estim6 en la lechuga, debido a la falta de estudios realizados en

frambuesas; datos de investigacion experimental [6] fueron tomados y aplicados.

Es necesario aumentar los datos disponibles, no solo desde una perspectiva experimental sino también
desde una observacional, en materia de informacion de acceso libre y la creacion de sistemas de
vigilancia continua que proporcionen estos tipos de datos a los investigadores. Las colaboraciones
Academia-Gobierno son Utiles para lograr este objetivo, como se muestra en este estudio para algunos

conjuntos de datos.
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Tabla 13 Resumen de los resultados del analisis de escenarios.

Escenario Contaminacion media % de cambio comparado con la linea
(log CFU/g o0 log PDU/g) base
-2,07

(Linea base)
9,24% reduccion

A 52513 5,31% reduccion
-3.06 66,30% reduccion
B 201 2,89% aumento
436 136,96% reduccion
c 191 7,73% aumento
-4.29 133,15% reduccion
D 399 158,94% reduccion
5.41 194,02% reduccion
A+D 391 55,07% reduccion
430 133,7% reduccion
B+D 331 59,9% reduccion
o -1,90 3,26% reduccion
(Solo bacteriana) ' .
F ) 3
(Solo bacteriana) -1,88 2,17% reduccion
= -1,94 5,43% reduccion
(Solo bacteriana) ' ,43%
G . y
(Solo bacteriana) -1,99 8,15% reduccion
H . y
(Solo bacteriana) -2,03 10,33% reduccion
-1.99 8,15% reduccion
! 296 9,18% reduccion
J -2,15 16,85% reduccion
-2,44 17,87% reduccion

Discusion

La evaluacion de riesgos es una herramienta que se ha utilizado desde hace ya varios afios. Es un
proceso muy bien estructurado que considera las limitaciones en los datos y proporciona informacion
facil de entender para los gestores de riesgo. Aunque el proceso en si requiere experiencia cientifica,
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es alli cuando las alianzas estratégicas, como las colaboraciones entre Academia y Gobierno, son méas

Utiles.

En este proyecto particular de evaluacion de riesgos los principales hallazgos desde la perspectiva de

los gestores de riesgo son:

- La calidad del agua usada en las aplicaciones de plaguicidas debe mejorarse ya que es el principal

contribuyente de contaminacién en frambuesas;
- Con los datos recopilados, la contaminacion en general de las frambuesas es baja;

- Es relativamente barato y facil el uso de tecnologias como la aplicacién de luz ultravioleta, que

proporcionan una importante reduccion en la contaminacion.

El uso de la evaluacion de riesgos proporciona informacion critica cuando existe carencia de
informacién. Es necesario realizar mas investigaciones en las fuentes de agua, la transferencia de
contaminacion especificamente en la frambuesa debida a los desechos de animales y la prevalencia

de bacterias y virus en las instalaciones de operacion de alimentos, entre otros.

Como se mencion® anteriormente, uno de los objetivos fue el de pilotar la experiencia en colaboracion
entre la Academia y ACHIPIA. En general la comunicacion fue expedita y simple. Tener un
estudiante en UNL hizo que la informacion fluyera de manera muy rapida, lo que destaca la
importancia de tener interlocutores con experiencia en este tipo de colaboraciones. ACHIPIA como
coordinador de las actividades, apoyando al SAG en la gestidn de las encuestas, en la traduccién y
procesamiento en conjunto con la UNL. Debido a la naturaleza de las actividades del SAG, el rol de
ACHIPIA como coordinador fue fundamental para lograr los objetivos del proyecto, especialmente

lo que guarda relacion con las solicitudes de informacion desde UNL a SAG.

Respecto a los resultados del modelo, no se encontraron datos para comparar los resultados de
contaminacion en frambuesa por hepatitis A y E. coli, con la prevalencia inicial observada en Chile.
Sin embargo, un estudio realizado en Canada no encontrd contaminacion por E. coli en el grupo de
bayas vendidas al por menor (por ejemplo, arandanos, fresas, moras, frambuesas, entre otras) en mas
de 1.373 muestras las cuales incluian productos importados y nacionales [21]. Extendiendo esta
comparacion a las frutillas, Johannessen et al. encontr6 en la produccién primaria de frutillas en

Noruega 1/80 muestras positivas para E. coli con una concentracion de 1 log10 CFU/g [22].

La Regulacién Sanitaria de Alimentos de Chile (RSA) establece los niveles méaximos de E. coli
encontrados en fresco (10”2 -1073 CFU/g, n=5, c=2) y frutas congeladas (10-10"2 CFU/g, n=5, c=2)
[23] y de esta manera pudimos confirmar que la concentracion de E. coli encontrada en nuestro
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estudio (-5,48-0,13 log UFC/g, intervalo de probabilidad del 95%) se mantuvo dentro del rango
admitido establecido por la legislacion chilena. Dado que el RSA no menciona la contaminacién por
hepatitis A [23], no pudimos compararlo con la concentracion calculada de hepatitis A. Un estudio
realizado en cuatro paises europeos (Republica Checa, Finlandia, Polonia y Serbia) no detectd
contaminacion por virus de hepatitis A en frambuesas frescas (0/60) o en congeladas (0/39) [24]. Sin
embargo, el tamafio de muestra de este estudio es restringido y la deteccion podria verse afectada por
las limitaciones asociadas con las metodologias de testeo, como las limitaciones de la extraccion de

ARN viral y los bajos niveles de virus en alimentos y agua contaminados [25].

E. Conclusiones
Esta alianza estratégica con la Academia ha permitido acercar el conocimiento cientifico a las tareas
de los gestores del riesgo en Chile. Consideramos que, si bien el desarrollo de este piloto de estudio
ha revelado una falta de datos locales y pertinentes a los alimentos en estudio, se ha demostrado que
la contaminacidn es baja y que es posible identificar cuéles son las fuentes o factores que influyen de
mayor manera en la contaminacion de los alimentos, para focalizar los recursos y mejorar los actuales
programas de control y vigilancia. Adicionalmente, las metodologias actuales en evaluacion de
riesgos permiten evaluar in silico intervenciones que de otra forma habria que salir a terreno a
comprobar su eficacia, incurriendo en gastos innecesarios. De esta forma, la evaluacién de riesgos no
solo permite estudiar los riesgos asociados a la produccién de alimentos, sino que ademas ayuda a

identificar donde estan los problemas y, a su vez, proponer alternativas para mitigar estos riesgos.

Este modelo de trabajo es extensible a otras matrices de alimentos y peligros, por lo que se podria
implementar a otros estudios tendientes a conocer méas a fondo la situacion de la inocuidad de nuestros
alimentos y proveer de mas informacion con base cientifica a los gestores del riesgo. Todo esto con
el objetivo de fortalecer el Sistema Nacional de Inocuidad y Calidad Alimentaria para proveer de

alimentos seguros y saludables.
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