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Resumen

Los preparados en polvo para lactantes (PIF) y los productos lacteos en polvo no son estériles
con el proceso de fabricacién actual, y pueden contaminarse con especies de Cronobacter,
Salmonella enterica y otros patégenos durante sus fases de produccion, almacenamiento y
reconstitucion. Las especies de Cronobacter son patdgenos oportunistas emergentes que
causan sepsis, meningitis y enterocolitis necrotizante en lactantes, especialmente en neonatos
prematuros, de bajo peso al nacer y en aquellos con otras enfermedades o individuos
inmunodeprimidos. Las salmonelas no tifoideas son los patégenos alimentarios mas comunes
gue causan gastroenteritis aguda. Algunos casos pueden evolucionar a bacteriemia, meningitis
y osteomielitis, especialmente entre los nifios pequenos y las personas inmunodeprimidas.
Varios brotes de infecciones por Cronobacter y Salmonella entre lactantes se han relacionado
con el consumo de FPI o productos lacteos en polvo contaminados. Es importante conocer las
caracteristicas epidemiolégicas, los métodos de deteccidén e identificacion y las estrategias
preventivas de estas bacterias. Esta mini revisiéon presentard una vision general de las
infecciones causadas por especies de Cronobacter y Salmonella enterica que se asocian a FPl y
productos lacteos en polvo entre lactantes y nifios pequeiios, centrandose en las vias de
infeccion, los brotes, los métodos de deteccién y las medidas preventivas para comprender la
naturaleza de las infecciones y prevenir la contaminacidn bacteriana.
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INTRODUCCION

Los preparados en polvo para lactantes (PIF) y los productos lacteos en polvo son fuentes de
nutrientes importantes y criticas para los bebés si la lactancia materna es imposible o
insuficiente. Los preparados para lactantes en polvo y los productos lacteos en polvo no son
estériles con el proceso de fabricacidén actual. La FIP y los productos lacteos en polvo pueden
contaminarse con especies de Cronobacter (C), Salmonella (S) enterica y otros patéogenos durante
las fases de produccién, almacenamiento y reconstitucion. Cronobacter spp. y Salmonella
enterica figuran en la lista de patdgenos de clase a asociados a la FPI, y estas bacterias constituyen
una gran amenaza para la salud infantil [1]. Cronobacter spp. son bacilos anaerobios facultativos,
moviles y Gram negativos, y son patdgenos oportunistas emergentes que causan sepsis,
meningitis y enterocolitis necrotizante entre los lactantes (nifios centrados en las vias de
infeccion, los brotes y las medidas preventivas para comprender la naturaleza de la infeccién y
reducir el riesgo.

Infeccién causada por Cronobacter spp. y Salmonella enterica entre los lactantes

Tras su ingestién a través de alimentos contaminados, como el PIF o los productos lacteos en
polvo, Cronobacter spp. o Salmonella enterica causan gastroenteritis. Algunos casos de infeccion
por Cronobacter pueden evolucionar a bacteriemia, meningitis, septicemia, enterocolitis
necrotizante y abscesos cerebrales, y estas infecciones pueden causar graves alteraciones
neurologicas como hidrocefalia, tetraplejia y retraso del desarrollo [7,8]. En los lactantes, los
sintomas de las infecciones por Cronobacter suelen incluir fiebre, mala alimentacion, llanto
constante, somnolencia y convulsiones. La meningitis por Cronobacter suele producirse en los
primeros dias o semanas de vida. Por lo general, en Estados Unidos se notifican anualmente entre
4 y 6 casos de infeccion por Cronobacter en lactantes. Los lactantes prematuros y los
inmunodeprimidos corren un alto riesgo de padecer enfermedades graves [1]. Cronobacter
también puede causar diversas infecciones en los sistemas digestivo, respiratorio y urinario y en
heridas entre nifios y adultos, especialmente en ancianos o personas con enfermedades crénicas
o inmunodeprimidas.

Los sintomas comunes causados por la ETN son fiebre, vomitos, dolor abdominal y diarrea, suelen
aparecer entre 6 y 12 horas después de la infeccion por Salmonella y pueden durar hasta 10 dias
[9]. Aunque la gastroenteritis causada por los serovares de la NTS suele ser autolimitada, puede
producirse bacteriemia secundaria, especialmente en nifios pequefios y en personas con otras
enfermedades o inmunocomprometidas [10]. La bacteriemia puede provocar un shock séptico e
infecciones en el cerebro, el higado, el bazo, la vesicula biliar y la médula ésea.

Incidencia, brotes y poblacion susceptible El primer brote documentado de meningitis neonatal
debida a C. sakazakii se produjo en Inglaterra en 1958 [11,12]. Tras este brote, se han notificado
infecciones por Cronobacter en todo el mundo y se ha observado un aumento entre lactantes y
nifos. El estudio de Muytjens et al. [13], analizd la tasa de contaminacion en 141 FIP de 35 paises.
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Se aislo C. sakazakii y otros miembros de Enterobacteriaceae en el 52,5% de los FIP procedentes
de 13 paises, y la concentracion bacteriana era inferior a 1 unidad formadora de colonias (UFC)/g
en los productos. Los datos sugieren que los FIP con un bajo nivel de contaminacion podrian
causar problemas para la salud de los lactantes.

Se ha informado de que la incidencia de Cronobacter spp. fue de 1 caso por cada 100.000
lactantes menores de 1 afio, y de 8,7 por cada 100.000 lactantes entre los lactantes con bajo peso
al nacer, y de 9,3 por cada 100.000 entre los lactantes con muy bajo peso al nacer en Estados
Unidos [4,14]. Patrick et al. [15] investigaron 544 casos de infeccidn por Cronobacter durante
2003-2009 en 6 estados de Estados Unidos. La incidencia de la infeccién por Cronobacter fue de
0,66 por cada 100.000 habitantes de todas las edades, mientras que el mayor porcentaje de
infecciones invasivas se produjo en nifios menores de 5 afios [15]. En los Paises Bajos, los casos
de meningitis infectados por Cronobacter en toda la poblacién fueron del 0,5-0,7% [16]. En la
tabla 1 se resumen varios brotes y casos causados por Cronobacter spp. La incidencia de
infecciones por Salmonella entre lactantes fue de 121,6 casos por 100.000 lactantes en Estados
Unidos, y fue aproximadamente 8 veces superior a la incidencia entre otros grupos de edad [17].
Se han documentado varios brotes de Salmonella asociados al consumo de FPI [5,6].

La mayoria de estas cepas de Salmonella causantes son serovares poco comunes como Ealing,
Tennessee, Anatum y Agona. En un brote ocurrido en 1985, 70 personas resultaron infectadas en
el Reino Unido, los 48 lactantes entre los casos habian sido alimentados con un producto lacteo
en polvo de un fabricante, y S. Ealing se aislé de paquetes precintados de PIF [18]. Otro brote (17
casos) se produjo en el Reino Unido y Francia entre lactantes entre 1996-1997, y se confirmé su
relacién con FPI contaminados por S. anatum [19]. Entre 2004-2005 se produjo un brote de
Salmonella entre lactantes en Francia [20], y se investigaron 141 casos de lactantes, y los
sintomas en la mayoria de los casos fueron diarrea acuosa o sanguinolenta y fiebre. Se identificd
el mismo patrén de electroforesis en gel de campo pulsado de S. agona en las cepas aisladas de
las muestras clinicas, PIF y ambientales [5,20].

Vias infecciosas

Cronobacter spp. se ha aislado de diversos alimentos, sustancias alimentarias, fabricantes de
alimentos, entornos y tractos digestivos de humanos y animales [21-24]. La FPI se ha identificado
como una de las fuentes infecciosas importantes, especialmente en los centros de cuidados
neonatales. Cronobacter spp. se ha detectado en: (1) alimentos de origen lacteo, como la FIP y
los productos lacteos en polvo. (2) alimentos de origen vegetal, como cereales, trigo, arroz,
frutas, verduras, legumbres, hierbas y especias. (3) alimentos de origen animal, como carnes,
pescados y quesos [4], agua y refrescos [21-24]. Un estudio realizado por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de EE.UU. (FDA) en 2002 detectd Cronobacter en aproximadamente
el 23% de las muestras de FIP [25]. Lee et al. también informaron de que se aislaron Cronobacter
en aproximadamente el 18,6% de las muestras de alimentos [22]. Aparte de los alimentos y el
medio ambiente, los roedores y las moscas también sirven como via de contaminacion de
Cronobacter spp [1]. Las guarderias de los hospitales, los hogares y otros entornos también son
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fuentes contaminadas de Cronobacter [26]. Las Cronobacter se aislan de la mayoria de las
muestras clinicas, como sangre, liquido cefalorraquideo, médula &sea, orina y heces. Se han
detectado Cronobacter y Salmonella en PIF y productos lacteos en polvo en fabricas de productos
lacteos. La incidencia de contaminacion de la FIP fue de aproximadamente el 6,6% en los estudios
archivados notificados por la FDA, y de aproximadamente el 2,4-14% en estudios internacionales
[13,27-29].

DOSIS INFECCIOSAS

La dosis infecciosa de Cronobacter por ingestion entre los lactantes fue de unas 104 bacterias
propuesta por la OMS/FAO en 2007 [1]. La dosis infecciosa puede disminuir en neonatos
prematuros o en aquellos con baja acidez estomacal o individuos inmunodeprimidos. La dosis
infecciosa varia segln los serovares de Salmonellae. Para NTS, la dosis infecciosa es de
aproximadamente 103 bacterias por ingestion [30]. Los lactantes, los ancianos o los individuos
inmunodeprimidos pueden infectarse con una dosis infecciosa pequefia. Los medicamentos de
venta libre, como los antiacidos, o alimentos como la leche pueden reducir la dosis infecciosa al
disminuir la acidez estomacal.

PATOGENESIS

Las enfermedades bacterianas del tracto gastrointestinal suelen ser el resultado de un complejo
conjunto de interacciones entre la bacteria agresora y el huésped. Aunque el mecanismo de
patogenicidad y los factores de virulencia de Cronobacter no se conocen bien, Cronobacter puede
adherirse, invadir, transcitar a través de células epiteliales y endoteliales intestinales y sobrevivir
en macrofagos [31,32]. Tras la ingestidon de alimentos o agua contaminados, Salmonella se
adhiere e invade las células intestinales empleando multiples factores de virulencia, como
flagelos, fimbrias, un sistema de secrecion de tipo 3 y plasmidos, para sobrevivir y replicarse, e
inducir la infeccion intestinal y la respuesta inmunitaria [33]. Se ha demostrado que Cronobacter
spp. es mas resistente al calor, la desecacion, los acidos, el estrés osmoético, la luz ultravioleta y
los reactivos antimicrobianos que otros miembros de Enterobacteriaceae.

La alta resistencia contribuye a que Cronobacter sobreviva en alimentos deshidratados como los
FIP y los productos lacteos deshidratados, y la resistencia puede atribuirse a su capacidad para
adherirse a superficies hidrdfilas e hidrofobas, formar biopeliculas y expresar factores de
virulencia [34-36]. Cronobacter puede tomar los ingredientes de la FPI como nutrientes
potenciales para multiplicarse y sobrevivir. Estos ingredientes de los FIP incluyen lactosa,
proteinas de suero y soja, aceite vegetal, vitaminas, minerales, jarabe de maiz y maltodextrina
de maiz [27]. La Salmonella también puede formar biofilm. La biopelicula formada por celulosa,
fimbrias y otras sustancias contribuye a la capacidad de la salmonela para sobrevivir en un
entorno de hachis y a los reactivos antimicrobianos [37]. Los factores del huésped parecen
desempeiiar un papel importante en las infecciones bacterianas. Los lactantes son mads
susceptibles a las infecciones de patdgenos transmitidos por los alimentos, como Cronobacter y
Salmonella, que otros grupos de edad, porque sus sistemas digestivo e inmunitario no estdn
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suficientemente maduros para luchar contra los patégenos bacterianos ofendidos, y los lactantes
producen menos acidos estomacales o una acidez estomacal mas débil que los de otros grupos
de edad.

METODOS DE DETECCION E IDENTIFICACION

Se han desarrollado diversas técnicas para detectar e identificar Cronobacter y Salmonella a
partir de FPI y productos lacteos en polvo. Los métodos tradicionales para el aislamiento y la
identificacion de Cronobacter spp. requieren un paso de preenriquecimiento no selectivo
seguido de un cultivo selectivo de enriquecimiento de Enterobacteriaceae (EE) durante toda la
noche a 37°C. El caldo EE se inocula en agar glucosa bilis rojo violeta (VRBGA) y se incuba toda la
noche a 37°C. Las colonias presuntivas se seleccionan y se cultivan en Trypti case Soy Agar (TSA)
durante unos 3 dias a 25°C, y las colonias pigmentadas de amarillo se confirman con una tira
bioquimica [38]. En el procedimiento de deteccién de Cronobacter del Manual Analitico
Bacteriolégico (BAM) de la USFDA, las muestras sospechosas de FIP se incuban con agua de
peptona tamponada suplementada con antibidticos durante unas 20 h a 37°C. Tras un segundo
enriguecimiento en agua de peptona tamponada durante 4-6 h, se extrae el ADN vy se utilizan
ensayos de reaccién en cadena de polimeros (PCR) o PCR en tiempo real para confirmar la
bacteria objetivo [39]. Los métodos basados en cultivos para la deteccidon de Salmonella consisten
en un cultivo de enriquecimiento previo en agua de peptona tamponada no selectiva, un
subcultivo en dos caldos selectivos y, a continuacion, la inoculacion en medios de agar
seleccionados (agar xilosa-lisinedeoxicolato (XLD), agar Hektoen enteric (HE), agar verde brillante
o agar sulfito de bismuto) a 37 °C durante 24 horas [40].

Un aislado presuntamente positivo suele analizarse mediante serotipado, fagotipado, PFGE y
sensibilidad a los antibidticos. Los métodos moleculares para la deteccion de la ENT incluyen la
PCR, la gPCR, la PCR en tiempo real, la espectrometria de masas por ionizacion de desorcidn laser
asociada a la matriz en tiempo de vuelo (MALDI-TOF-MS), los biocensores y otros. Los genes mas
populares para disefiar cebadores para ensayos de PCR son el gen de invasion de Salmonella invA,
el gen de la flagelina fliC, el gen capsular viaB, y otros genes relacionados con la virulencia hilA,
sopB, stn, PefA, spvC, y el ARN 16s [41,42]. Se han desarrollado diversos métodos de tipificacion
y subtipificacion de Salmonella. Los métodos fenotipicos incluyen el serotipado vy la tipificacidon
de la resistencia a los antimicrobianos (AMP), mientras que los métodos genotipicos incluyen la
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), el ribotipado y la tipificacion de secuencias
multilocus (MLST). Los métodos de identificacion y subtipado de Cronobacter incluyen PCR,
ribotipado, secuenciacion de genes, electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), tipado de
pldsmidos y ensayos de serogrupo [38]. Se eligen muchos factores de virulencia y genes de
mantenimiento para disefar cebadores para ensayos de PCR, incluyendo ARN 16S, ARNt, ompA,
zpx, cpa, fhaB y otros [38,43]. El ensayo PCR multiplex es una herramienta valiosa para identificar
rapidamente bacterias sospechosas.

Disefiamos cebadores dirigidos a los genes del segundo mensajero bis-(3'-5') - monofosfato de
dimericguanosina ciclico (c-di-GMP) de Cronobacter spp. [44]. El gen cgcA, uno de los genes c-di-GMP, se
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presenta en todas las especies de Cronobacter y se utilizé para disefiar varios conjuntos de cebadores
para detectar seis especies de Cronobacter. En el ensayo PCR multiplex, se investigaron 305 cepas de
Cronobacter aisladas de diferentes fuentes, incluidos aislados de muestras de FPI. Nuestros resultados
demuestran que el método multiplex dirigido al gen cgcA es un ensayo altamente sensible y especifico y
puede identificar rdpidamente especies de Cronobacter en una sola reaccion [44].

PREVENCION

Las estrategias de prevencidon de la contaminacién bacteriana de la FIP deben centrarse en
mejorar la produccién, el almacenamiento y la reconstitucion de la FIP y en mantener limpios los
entornos de los centros de atencidn sanitaria neonatal y los hogares. La Organizacion Mundial de
la Salud, la USFDA y los CDC han elaborado directrices para la produccion, el almacenamiento y
la preparacion de la FIP [45-48]. El control de la contaminacidn por Cronobacter y Salmonella es
muy dificil en un entorno de procesamiento debido a la naturaleza generalizada de las bacterias
y a su alta resistencia al calor, la sequedad, el estrés osmatico, la luz ultravioleta y los reactivos
antimicrobianos [35,36]. Investigadores recientes basados en normas microbioldgicas
internacionales sugirieron que Cronobacter spp. no deberia detectarse a partir de 10 g de FPI
[49]. Por lo tanto, es fundamental implantar métodos de deteccion fiables, una vigilancia
ambiental eficaz y practicas higiénicas estrictas durante la produccion, el almacenamiento vy la
reconstitucion de la FPI para minimizar la exposicion neonatal a los patégenos bacterianos y
reducir el riesgo de infecciones graves. La lactancia materna puede prevenir a los lactantes de las
infecciones por estas bacterias.

En el caso de los bebés que dependen de la FIP o de los productos lacteos en polvo, es importante
seguir unas normas bdsicas para evitar la multiplicacidon de los patégenos en los productos. Las
reglas basicas pueden incluir (1) elegir leche de férmula liquida comercial estéril para neonatos,
especialmente para neonatos prematuros. (2) Preparar la FPI cuidadosamente para conseguir
una temperatura adecuada, una buena higiene personal y un tiempo de mezcla suficiente. La FPI
debe consumirse inmediatamente después de ser reconstituida o almacenada a menos de 5°C.
(3) Lavar los biberones de leche y mantener limpias las superficies de trabajo de encimeras y
fregaderos para minimizar la entrada de Cronobacter en los productos y eliminar cualquier
posibilidad de multiplicacién bacteriana [45,38]. Se estan desarrollando numerosos métodos y
tecnologias para reducir/eliminar la posible contaminacion bacteriana de la FIP y los productos
lacteos en polvo. Estos métodos pueden incluir métodos quimicos (diéxido de carbono
supercritico, cobre, acidos lacticos y monolaurina), fisicos (radiacién gamma, irradiacién por haz
de electrones, calor, microondas, luz ultravioleta y radiacion infrarroja cercana) y bioldgicos
(péptidos antimicrobianos bioactivos, probidticos y prebiodticos) [50-52]. Sin embargo, estos
métodos aun estan siendo investigados o evaluados para su empleo en FPI y productos lacteos
deshidratados por cuestiones de seguridad, sabor, calidad, reproducibilidad y relacion
coste/beneficio [51,44].
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CONCLUSION

La FIP y los productos lacteos en polvo no son estériles. Varios brotes de infecciones por
Cronobacter y Salmonella en lactantes se han relacionado con el consumo de FPI o productos
lacteos en polvo contaminados. La FPly los productos lacteos en polvo pueden contaminarse con
bacterias patdgenas durante las fases de produccién, almacenamiento y reconstitucion. La
caracteristica mds destacada de los brotes de infecciones por Cronobacter y Salmonella es que
las bacterias se detectan en niveles bajos en la FPl y los productos lacteos en polvo. Los brotes y
casos de infecciones pueden representar sélo una pequefia proporcidn de la incidencia real de
infecciones por Cronobacter y Salmonella entre lactantes y nifios pequeiios. Por lo tanto, deben
desarrollarse métodos de deteccidn y cribado mas sensibles y fiables para proporcionar FPI y
productos lacteos en polvo seguros. En todas las etapas de produccién, almacenamiento y
reconstitucidn de FPI y productos lacteos en polvo, es fundamental mantener entornos limpios y
normas de higiene estrictas para reducir/eliminar la contaminacién y multiplicacidn bacterianas.

<Referencias en el texto original en inglés.>

NOTA: La traduccidn libre es una traduccidn que, respetando el sentido del texto, no
sigue fielmente la forma de expresion de la obra original. Los datos y conocimientos
del texto no se han alterado y siguen siendo fieles al original. Sin embargo, al no ser
una traduccion oficial del autor se recomienda leer la fuente original en su idioma
original si es posible.
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