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Introduccion

La Lactancia Materna (LM) es el primer y mas importante alimento para los recién nacidos. Aporta toda la
energia y los nutrientes que el nifio necesita es sus primeros meses de vida, cubriendo ademas mas de la
mitad de las necesidades nutricionales requeridas por los lactantes durante el segundo semestre de vida. A
pesar de los multiples beneficios que posee la LM, los indicadores de su consumo a nivel mundial presentan
valores cercanos al 90% en los primeros dias, con un descenso progresivo hasta 43% de LM a los 6 meses
de vida. Dentro de las principales razones de esta prevalencia esta la insercion de la mujer al mundo laboral,
baja escolaridad de las madres y en menor medida contraindicaciones médicas por enfermedad de la madre
o el nifio [1].

En los casos en que la alimentaciéon con LM no es viable, es necesario complementar o sustituirla por una
férmula lactea (FL). Que, si bien no entrega la misma calidad ni beneficios que la LM, cubren los
requerimientos nutricionales basicos del lactante para asegurar su crecimiento y desarrollo. Dentro de ellas,
encontramos Formulas Lacteas Liquidas (FLL) y Formulas Lacteas en Polvo (FLP), siendo la ultima
mencionada la mas utilizada, pero no estéril con probabilidad cierta de presencia de microorganismos
patégenos los que pueden causar enfermedades al lactante [2].

Debido a la necesidad de asegurar la inocuidad las FLP, la FAO/OMS ha realizado reuniones de expertos
estudiando casos de enfermedades relacionadas a su consumo, ya sea epidemiolégica o
microbioldgicamente. Se identificaron tres categorias de microorganismos con base en la solidez de las
pruebas de una relacidon causal entre su presencia en estos alimentos y la enfermedad de éstos: A)
microorganismos con claras pruebas de causalidad, Salmonella entérica y Cronobacter spp. (Enterobacter
sakazakii); B) microorganismos para los cuales la causalidad es posible pero que no ha sido demostrada
todavia, principalmente de la familia Enterobacteriaceae, y C) microorganismos en los cuales la causalidad
es menos probable o no ha sido demostrada todavia, y que no han sido identificados en ellos. Por ello, la
OMS recomendo la ausencia de Cronobacter spp., Salmonella y Enterobacteriaceae en productos lacteos
[3-8].

Cronobacter spp. es un patdégeno emergente y oportunista. La enfermedad esta asociada con el consumo
de FLP rehidratada como portador del patégeno y con la eventual participacion de utensilios y equipos como
reservorios. Los sintomas clinicos se encuentran principalmente en meningitis, septicemia o enteritis
necrosante en recién nacidos, pero también afectando a adultos mayores [4].

Salmonella es el microorganismo méas ampliamente estudiado entre los patdgenos que pueden ser aislados
de los alimentos y también en FLP. Su habitat natural es el contenido intestinal de los animales, incluido el
hombre. Muestra capacidad para sobrevivir a diversas condiciones ambientales, cualidad que favorece su
aislamiento de diversos materiales. Se le ha aislado del medio ambiente, hortalizas, animales silvestres,
domeésticos, de explotacion, humanos enfermos, asintométicos o convalecientes, de equipo y utensilios, y
de fomites [5].

A finales de noviembre de 2017, el Centro Nacional de Referencia de Francia (NRC) para Salmonella,
observé un aumento inusual de Salmonella Agona con 22 casos identificados en nifios menores de seis
meses entre agosto y noviembre de 2017. Posteriormente se identificaron dos casos mas en Inglaterra y
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Espaia ligada a la misma FLP. Finalmente hubo 35 contagiados y millones de kilos de FLP retirados del
mercado afectando a mas de 80 paises [6].

En el afio 2017 se modifica el Reglamento Sanitario de los Alimentos (RSA) en Chile incorporando a
Cronobacter spp. Se incluye un criterio de ausencia en 10 g en 30 muestras de FLP para menores de 12
meses [10]. Debido a que no se ha evaluado esta incorporacion al RSA, este trabajo tiene por objetivo
evaluar el cumplimiento de RSA de Chile para Cronobacter spp y Salmonella en FLP consumidas por nifios
menores de 12 meses.

Metodologia

Seleccion de muestra

Se empled un muestreo no probabilistico con férmulas lacteas en polvo obtenidas en 2 ciudades de Chile y
analizadas en el laboratorio LECYCA (Laboratorio Experimental de Control y Calidad de Alimentos) de la
Universidad del Bio-Bio con un total de 95 muestras.

Microorganismos indicadores

El recuento de microorganismos aerobios mesofilos (BAM), Enterobacteriaceae (ENT) y E. coli se hara
mediante metodologia oficial NCh 2659 (2002) para BAM, NCh 2676 (2002) para ENT y NCh 2636 (2002)
para E. coli. La categoria del plan de muestreo fue 5y 6 respectivamente y con los limites microbiol6gicos
establecidos en el criterio 9.1 destinados a férmulas de uso infantil para menores de 12 meses establecida
en el RSA de Chile.

Preparacion de la muestra de la férmula lactea en polvo

De manera aséptica, se obtuvieron 25 g de cada lata de FLP de acuerdo al método descrito por Parray cols.
[2]. Se enriquecieron en Caldo EE Mossel (BD Difco, Sparks, MD, USA) y posteriormente se estrié en Agar
Cromogénico DFI (CM 1055, Oxoid Termo-Fisher, UK). Las colonias presuntivas (color verde y azul) se
purificaron en Agar Soya Tripticaseina (BD Difco, Sparks, MD, USA).

Aislamiento de patégenos en la leche en polvo

Se realiz6 de acuerdo a la norma vigente NCh 2675 (2002) para Salmonella y segun Parra y cols. [2] para
Cronobacter spp. Para el preenriguecimiento, se obtuvo de forma aséptica 25 g de cada lata de leche en
polvo y se mezclaron con 225 ml de agua peptonada tamponada estéril. Se homogeneiz6 a velocidad media
por 60 s y se incubd a 35°C por 20-24 horas. Posteriormente se enriquecié en caldos selectivos, luego en
agares diferenciales y cromogénicos para su identificacion. Se selecciond 5 colonias sospechosas de cada
muestra y se purificaron en agar soya tripticaseina (AST) para su posterior uso.

Identificacién de patégenos mediante PCR

Purificadas las cepas se realiz6 un enriquecimiento a 35°C por 24 h en caldo soya tripticaseina. EI ADN
gendmico se extrajo y purificé con el kit UltraClean® (MOBIO Laboratories, Inc, Carlsbad, CA, EE. UU.). Se
cuantific6 el DNA mediante el espectrofotdmetro MestroNano Pro (Mestrogen-TW). EI DNA fue mezclado
con el producto comercial GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, WI) y los con los oligonucleétidos
especificos establecidos en Tabla 1. Se realiz6 la amplificacién del ADN en un termociclador TCL (Fermelo
BIOTEC) de acuerdo con las caracteristicas particulares del patégeno. Terminada la amplificacion, se realizé
la electroforesis en gel de agarosa 1.5% con condiciones de 100 V, 90 mA y por 120 minutos. Se utilizé un
marcador de peso molecular de 100 pb (pares de bases) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para determinar
el peso de los productos amplificados. El gel de agarosa se revel6 utilizando SYBR®Safe DNA Gel Stain
(Thermofisher INC) por 20 minutos y la imagen se capturd con un sistema de foto documentacion.

Andlisis bioinformatico

Posteriormente, los amplificados fueron enviados a secuenciar a MACROGEN (Korea). Las secuencias
generadas fueron analizadas mediante bioinformética utilizando el software de acceso libre GENtle y
alineando las secuencias con los softwares ClustalW y PrabiDua [9]. Los contigs fueron alineados en
secuencias multiples en el Sofware Mega 7.
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Tabla 1. Genes utilizados para la identificacién de patégenos en el estudio.

Patogeno Gen Primer sequence Referencia

Cronobacter spp. OmpA F: GGATTTAACCGTGAACTTTTCC Mohan-Nair y cols.,
R: CGCCAGCGATGTTAGAAGA 2006 [2]

Salmonella spp orgC F: CTTTATGATGCATTCTACCAACGACTG Day y cols., 2009 [9]

R:CCGAATCACCACTGTTAGGA

Perfil de resistencia a antibiéticos

Se utilizé el método de difusion en disco de acuerdo con las recomendaciones del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Se utilizaron discos comerciales de antibiéticos que consisten en ampicilina
(10 pg), amikacina (30 pg), levofloxacina (5 pg), cefalotina (30 ug), cefotaxima (30 ug), ceftriaxona (30 pg),
cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg), netilmicina (30 pg), nitrofurantoina (300 pg), cefepime (30 pg) y
sulfametoxazol / trimetoprim (25 pg). La caracterizacion de los perfiles de resistencia/susceptibilidad se
determiné de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La cepa de E. coli ATCC 25922 se utiliz6 como
referencia.

Resultados y discusidn

Un 52,7% de las muestras analizadas presentaron un valor aceptable de recuentos de RAM (<102 UFC/g),
un 10,5% un valor medianamente aceptable (>10° y <10* UFC/g) y un 36,8% un valor rechazable segun los
criterios microbiolégicos del RSA de Chile (>10* UFC/g). Ademas, en el estudio se encontré una relacion
estadisticamente significativa (Test Kruskal-Wallis: p<0,0001) entre RAM y paises de origen (Tabla 2). Parra
y cols. [2] encontraron en FLP destinados a nifios menores de 10 afios que el 72 % de las muestras
analizadas contenian menos de 3 log UFC de BAM no existiendo diferencias entre productos liquidos y en
polvo (p>0.05). Sin embargo, fue preocupante encontrar en nuestro estudio FLP con recuentos por sobre 5
log UFC/g en todas las FLP independiente de pais de origen. Recientemente, Heperkan y cols. [7] en su
estudio con 80 muestras de FLP encontraron valores entre 1.7 y 4.99 log UFC/g para FLP, recuentos
similares a los comparados con los resultados descritos en la literatura, pero inferiores a los encontrados
por nuestro estudio. Por ello, es necesario que las empresas controlen de mejor forma las fuentes de
contaminacion de las FLP debido al amplio rango de microorganismos presentes en el por la mayor
susceptibilidad de infeccion que tienen los nifios que consumen estos alimentos lacteos.

Otro indicador utilizado fue ENT que, aunque no esta indicado en el RSA, si es recomendado por el Codex
Alimentarius como indicador de control postproceso [4]. Aun cuando, la asociacién de riesgo de enfermar
con la ingesta de FLP contaminados con ENT aun no se ha establecido con certeza, su ausencia en el FLP
proporciona una proteccion adicional a los recién nacidos, especialmente para prematuro,
inmunocomprometidos, y recién nacidos de bajo (<2 500 g) y muy bajo (<1 500 g) peso al nacer, durante la
preparacion, almacenamiento, o la administracién de la alimentacién infantil con FLP [2]. En nuestro estudio
encontramos que en todas las marcas analizadas contenian ENT en diversos rangos y en algunos casos
muy por sobre lo permitido segin norma Codex CAC RPC 66, que exige ausencia de este indicador en 10
g. La alta positividad de ENT es compatible con la presencia de varios microorganismos oportunistas y
patégenos asociados a enfermedad en lactantes en diversas publicaciones [8]. Por lo que estos hallazgos
deben ser analizados en términos del riesgo asociado al consumo de FLP en lactantes, del poco control que
estarian realizando las empresas elaboradoras (Tabla 1).

Se confirmd la presencia en 2 muestras de Cronobacter spp y que posteriormente fueron confirmadas como
Cronobacter sakazakii mediante la amplificacion del gen fusA (Tabla 2). Esta situacion es relevante en
términos que en los Ultimos afios se ha detectado en forma continua de Cronobacter spp en diversas
muestras de FLP elaboradas en Chile. Por ello, es recomendable realizar un estudio para establecer origen
y relaciones genotipicas entre las cepas aisladas. Inclusive con una alerta nacional e internacional en 2017.
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Tabla 2. Recuento de mesdfilos aerobios (RAM) y Enterobacteriaceae (ENT) por pais.

Recuento

RAM log UFC ENT log UFC

Mediana Mediana
Pais (P25-P75) (P25-P75)
Chile 1.5 3.9

(<0.1-5.4) (<0.1-5.0)
Espafia 5.1 4.0

(4.2-5.6) (1.5-4.9)
Inglaterra 51 4.1

(1.2-5.4) (<0.1-4.8)
México 4.6 2.9

(<0.1-5.8) (<0.1-4.3)
p-value * 0.0001 0.0001

*p-value: Kruskal-Wallis test

Esta alta positividad es motivo de preocupacion y por ende deberia originar una mayor fiscalizacion por
parte del fabricante y de las autoridades de salud debido a la alta letalidad, secuelas neuroldgicas asociadas
y riesgo de enfermar por C. sakazakii. Ademas, se confirmo que estas cepas fueron resistentes a cefalotina,
ampicilina y ceftazidima. Es primera vez que se detecta Salmonella spp., en 2 muestras de FLP para nifios
menores de 6 meses. Esta situacion es de suma gravedad por lo que fue informado oportunamente a las
autoridades de salud y a la empresa elaboradora cuyo origen es de México. Ademas, se encontré que estas
cepas eran resistentes a Gentamicina, Eritromicina, Ampicilina y, por tanto, de preocupacion en la Salud
Pulblica. Estas cepas ya fueron enviadas a secuenciar el genoma completo para obtener mayor informacion.
Ya que debemos recordar que fueron aisladas de FLP para nifios menores de 6 meses y por tanto
considerados hipersensibles. Comentar, que ademas se encontrd E. coli genérica (> 3NMP/g) en 2 muestras
de FLP elaboradas en Chile.

Tabla 3. Positividad de Cronobacter spp y Salmonella en FLP segun pais de origen

Pais de origen Cronobacter spp en FLP Salmonella spp
n n % n %
Chile 40 2 5 0 0
Espafa 15 0 0 0 0
Inglaterra 15 0 0 0 0
México 25 0 0 2 8
Total 95 2 2.1 2 2.1

Conclusiones

Se aislé C. sakazakii y Salmonella spp de FLP listas para el consumo lo que es un riesgo para la Salud
Publica en el pais. Se sugiere utilizar agua de rehidratacion de las FLP a 70°C, tal como lo indica la OMS
gue plantea que esta temperatura tiene un efecto comprobado en disminuir significativamente el riesgo de
enfermedad por C. sakazakii y Salmonella spp en FLP ya reconstituidas.
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