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Importancia del uso de métodos actualizados en el control microbiolégico
de las formulas lacteas en ambientes hospitalarios

Importance of the use of updated methods in the microbiological control
of powdered infant formula in hospital environments

Sr. Editor:

Hemos leido con mucha atencién el articulo titulado
“Contaminacion microbioldgica en férmulas infantiles en
polvo en dos hospitales de Honduras “, publicado en el
volumen 46 de su prestigiosa revista (Rev Chil Nutr. 2019;
46: 571-578). De él, han surgido varias inquietudes que
creemos debemos comentar con usted. Cronobacter spp.
(inicialmente Enterobacter sakazakii) es un género patégeno
cuyos primeros casos clinicos datan de 1989, cuando se
asocié por primera vez a las leches en polvo (LP) con las
infecciones por éste patégeno en neonatos'. Luego de ello,
entre 2007 y 2014 se realizaron cinco reclasificaciones
taxonémicas basadas en pruebas fenotipicas y gendmicas
con el fin de tener una mejor identificacion y caracterizacién
de Cronobacter spp. y evitar falsos postivos debido a
su similitud con otras enterobacterias. Actualmente, se
conocen 7 especies de Cronobacter spp., de las cuales
solo C. sakazakii y C. malonaticus han sido asociados a
cuadros clinicos?. Fl riesgo de enfermar por Cronobacter
spp como género patdgeno y especialmente C. sakazakii,
esta asociado principalmente al consumo de LP destinada
a lactantes menores de 6 meses’. La dosis infectiva se
ha estimado entre 100 y 10.000 unidades formadoras de
colonias (UFC) como una primera aproximacién y un riesgo
de enfermar de 0,2 y 0,7 con un inéculo de 1y 50 células,
respectivamente*>.

Un aspecto central del articulo y del cual queremos
comentar se refiere al método de aislamiento y confirmacién
utilizado, el cual en nuestra opinién esta muy desactualizado.
El método ISO/TS 22964: 2006, fue el primer método para
la deteccion de Enterobacter sakazakii en leche en polvo y
férmula infantil en polvo. Este método utilizaba un caldo
de enriquecimiento y agar cromogénico para mejorar
la visualizacion de las colonias aisladas. Sin embargo,
posteriormente se demostré que varios aislamientos de
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) no crecian bien
en las condiciones establecidas en este método. En 2012, la
Food and Drug Administration (FDA) modificé su método
de aislamiento y enumeracion de Cronobacter spp. utilizado
y que era de 2002. La actualizacién del método utilizaba
pruebas moleculares mediante la reaccion de polimerasa
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en cadena (PCR) y el uso de 2 medios cromogénicos®.
Posteriormente a ello, en 2014 Stephan et al.’, reclasificd
especies de Cronobacter spp en tres nuevos géneros
Franconibacter helveticus, Franconibacter pulveris y Siccibacter
turicensis, las cuales estén muy estrechamente relacionadas
con Cronobacter spp y que producen falsos positivos.
Debido a ello, se produce una nueva actualizacién de los
métodos de aislamiento y se publica en 2017 el método ISO
22964: 2017 para deteccién de Cronobacter spp®. Por esta
razén, para una actualizada y correcta deteccién, control e
identificacion de Cronobacter spp. en LP, es necesario el uso
combinado de un caldo de enriquecimiento selectivo, un
agar cromogénico en conjunto con técnicas de identificacién
basadas en la amplificacién y secuenciacién del DNA de
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Cronobacter spp?, situacion que no ocurre en el articulo
publicado. Por ello, como grupo de investigacién tenemos
serias dudas de que los Cronobacter spp identificados y
mencionados en este estudio lo sean, y que lo encontrado
sean otras enterobacterias muy estrechamente relacionadas
con Cronobacter spp. y que generan falsos positivos cuando
se utilizan métodos desactualizados.

Otros dos aspectos mencionados en el articulo son que
Cronobacter spp. es el microrganismo mds termoresistente
de las enterobacterias y que Klebsiella spp. es un peligro
en las LP. Estas afirmaciones carecen de fundamento. En
primer lugar, la OMS desde el afio 2007 ha recomendado
usar agua a> 70 °C para rehidratar LP con el objetivo
de abatir la presencia y limitar el riesgo de infeccion
por Cronobacter spp. Demostrando que Cronobacter
spp., al igual que otras enterobacterias presentes en la
LP son sensibles a temperaturas de pausterizacion y que
utilizando agua igual o superior a 70 °C para rehidratar
la LP, se produce una disminucién de hasta 4 log UFC de
Cronobacter spp. Reduccién logaritmica muy aceptable
considerando que la evidencia cientifica publicada
informa niveles de contaminacién de Cronobacter spp
en LP no superiores a 2 células por gramo®. Respecto a
Klebsiella spp., la OMS ha clasificado solo a Klebsiella
pneumoniae en el grupo B, que son microorganismos
para los cuales la causalidad de enfermedad es posible
pero que no se ha demostrado todavia®. Por ello, afirmar
que Klebsiella spp. es un peligro estd sobredimensionado
y podria causar una alarma innecesaria en la poblacién.
La leche materna y en polvo, son el alimento principal
de los recién nacidos. Sin embargo, la LP es factible de
ser contaminada por Cronobacter spp. en niveles que
pueden provocar enfermedad. Por tal motivo, mantener
un sistema de evaluacién de la calidad microbiolégica
de las LP elaboradas en los hospitales es fundamental
para prevenir infecciones en nifios que atn tienen su
sistema inmunolégico en evolucién. Ademas, adoptar las
indicaciones entregadas por la OMS referidas a utilizar
agua de rehidratacién para las LP a >70 °C, descartar las
LP rehidratas y no consumidas luego de 2 horas y desechar
la LP rehidratada que ha sido mantenida refrigerada a <
5°C luego de 24 horas'®. Aunque en este Gltimo punto,
varios autores han sugerido desechar las LP rehidratada
luego de 12 horas almacenada en refrigeracion debido
a la incapacidad de mantener 5 °C en los sistemas de
enfriamiento hospitalario, ya que se ha evidenciado el
crecimiento de Cronobacter spp. a partir de 6 °C. Por ello,
el uso de sistemas preventivos para garantizar la inocuidad

alimentaria y el monitoreo microbiolégico permanente
con metodologias validadas y actualizadas por parte
de los productores de LP y de las autoridades de salud,
es fundamental para un control exitoso de Cronobacter
spp y otros patégenos en las LP utilizadas en ambientes
hospitalarios. Ademds, de favorecer la LME hasta los 6
meses como el primer factor protector de infecciones en
los lactantes menores de 6 meses.
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Estimado Sr. Editor:

Examinamos los siguientes puntos relevantes sefialados
a nuestra publicacién, a los que respondemos para su
consideracién y del piblico de esta prestigiosa revista.

1. Uso de Métodos actualizados

Estamos de acuerdo con los autores de la carta que
comentan nuestro trabajo de investigacion, sobre la importancia
del uso de métodos actualizados. Es importante aclarar que
el estudio se realizé en el afio 2015, en donde el Método
actual ISO 2017, atin no estaba publicado. Conocemos
las limitaciones de la metodologia utilizada, sin embargo,
consideramos importante para Honduras, donde no se
cuentan con los recursos necesarios para hacer vigilancia
epidemiolégica en el sector pablico, dar a conocer los
resultados de la investigacién para crear medidas que
fomenten la vigilancia en el pais asi como la adopcién de
metodologias de diagnéstico apropiadas. Asi mismo, es de
suma importancia difundir las medidas necesarias para evitar
enfermedades asociadas al consumo de FIP contaminadas.

2. Termorresistencia de Cronobacter

Como se menciona en el documento de FAO (2004),
este patégeno, en ambientes con baja actividad de agua,
como la que presentan las FIP, incrementa su resistencia
a los tratamientos térmicos. El comportamiento puede ser
variado, y su resistencia a temperaturas de 58 °C, es mayor
comparado con otras enterobacterias. En ningiin momento
se menciona en nuestro estudio que Cronobacter resista
a la pasteurizacién. Dentro de las recomendaciones del
articulo en cuestion, se refuerza la recomendacion de utilizar
temperaturas >70 °C para hidratar las FIP'. Existen diversos
factores que determinan la sobrevivencia del patégeno
durante la hidratacién de las FIP y que deben tomarse en
cuenta como lo mencionan Parra et al. en su investigacién®.

3. Klebsiella como peligro en las FIP
En la referencia nimero 35 del articulo original, Parra
menciona que ademds de Cronobacter sakasakii, en el
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estudio que realizo, identificé la presencia de Klebsiella
spp. en 8%, y menciona que este microorganismo puede
estar presente en férmulas importadas®, como lo sustentan
los estudios de Liu y colaboradores sobre la deteccién de
Klebsiella pneumoniae por medio de PCR basada en 165-23S
rDNA, donde se determind su presencia en 21 aislamientos
de 10 diferentes cepas en 63 muestras de FIP*.

Otro ejemplo fue el trabajo de tesis “Enterobacterias
en preparados de férmulas infantiles, ocurrencia y perfil
microbiano” del post grado de ciencia en alimentos, en el
cual el resultado demuestra que K. pneumoniae, Enterobacter
cancerogenus 'y Pseudomonas spp. fueron los microrganismos
mas frecuentemente aislados en 36.6%, 33.9% y 14.2%,
respectivamente en 225 muestras de las cuales 112 mostraron
algin tipo de contaminacién microbiana. Esta evidencia
permite referir que la Klebsiella es un peligro en las FIP>.

Agradecemos la oportunidad de aclarar estos puntos
relevantes.
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