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RESUMEN:

“Cronobacter sakazakii es un patdgeno oportunista implicado en una serie de
enfermedades transmitidas por los alimentos causando brotes de meningitis, especialmente
en recién nacidos y lactantes, cuya tasa de mortalidad oscila del 50 al 75%. Se ha
demostrado una correlacion epidemiolégica entre C. sakazakii y las formulas infantiles en

polvo.

Numerosos estudios sugieren la capacidad de la bacteria de crecer a temperaturas
de refrigeracién. Tareas como la limpieza y el llenado de los refrigeradores, y las
condiciones de cierre o la antigledad, pueden contribuir a un incremento de la temperatura
constituyendo una oportunidad para el deterioro de los alimentos y el crecimiento de C.
sakazakii.

El objetivo del estudio fue analizar el crecimiento de Cronobacter sakazakii en leche

para lactantes reconstituida, a 10 y 15°C, planificando seis tiempos de observacién.

Se utilizé una cepa de C. sakazakii CECT 858 reconstituida en TSB y contenida en
leche para lactantes, a partir de la cual se obtuvieron las seis muestras que se incubaron a
la temperatura de estudio, para proceder a realizar la siembra en placas rellenadas

previamente con TSA. Se incubaron nuevamente y se procedi6 al recuento.

A la temperatura de estudio de 10°C, una densidad de poblacion media inicial de
2,534 UFC/ml logré desarrollarse hasta conformar 3,937 UFC/ml, con un crecimiento del
55% respecto a la poblacién inicial. A 15°C y partiendo de una densidad media de poblacion
de 2,359 UFC/mI, se lleg6 a alcanzar 6,615 UFC/mI, lo que supone un aumento de 2,8

veces la poblacion que se tenia inicialmente.

Cronobacter sakazakii es capaz de crecer contaminando las férmulas infantiles que
lo contienen, suponiendo un riesgo para aquellos que las consumen, cuando no se lleva a
cabo una correcta preparacion ni se mantiene un riguroso control de la temperatura del

refrigerador en el que se conserva el preparado.”

PALABRAS CLAVE: Cronobacter sakazakii, Formula infantil, Lactante, Leche maternizada,

Meningitis neonatal
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1.

INTRODUCCION:

Descripcion Cronobacter sakazakii:

Cronobacter sakazakii, designada de tal forma desde el afilo 2007, es una bacteria
perteneciente al género Cronobacter, de la familia de las Enterobacteriaceae. Anteriormente
era denominada “Enterobacter cloacae amarillo-pigmentada” debido a la similitud que
compartia con ésta, resaltando su pigmentacion amarilla como Unica diferencia visible, y

pasando a ser tratada como especie Unica a partir de 1980.

La bacteria se caracteriza por ser un bacilo gram-negativo no formador de esporas,

gue ha sido hallada en el intestino humano y animal y en el medio ambiente.

Asi mismo, se le considera un patdégeno oportunista por su propiedad de produccion
de endotoxinas, habiendo estado implicado en una serie de enfermedades transmitidas por
los alimentos, causando brotes de meningitis, enteritis, sepsis y enterocolitis necrotizante,

especialmente en recién nacidos y lactantes.

Figura 1. Cronobacter sakazakii

Presencia de C. sakazakii en las féormulas de leche en polvo para lactantes:

Hasta ahora, C. sakazakii ha sido hallado en una amplia gama de alimentos,
incluyendo queso, carne, verduras, hierbas y especias, y leche UHT, pero la mayor parte de
la investigacion y los estudios cientificos se han centrado en la presencia del organismo en
las formulas en polvo para lactantes, puesto que aunque se ha detectado en diversos tipos
de alimentos, sé6lo las férmulas en polvo para lactantes han sido relacionadas con brotes de

la enfermedad?.
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Resulta muy importante sefialar y divulgar que los preparados en polvo para
lactantes no son productos estériles y en ocasiones pueden contener patégenos, a pesar de

cumplir la normativa actual.

C. sakazakii es una bacteria capaz de sobrevivir y crecer a temperaturas extremas,
tanto que Skladal et al. identificaron a dicho organismo como una de las principales
bacterias contaminantes en los cartones de leche UHT, lo que implica la capacidad de éste

de sobrevivir a temperaturas de pasteurizacion?.

Muytjens et al. estudiaron 141 sustitutos de leche materna en polvo comercializados
en 35 paises con el objetivo de determinar la presencia de enterobacterias. Tras el analisis,
hallaron miembros de esta familia bacteriana en el 52,2% de las muestras analizadas. La
tercera especie bacteriana mas frecuentemente hallada fue C. sakazakii, aislado en 20 de
las 141 muestras, es decir, en muestras procedentes de 13 de los 35 paises, con unos

niveles de contaminacién que oscilaron entre 0,36 y 66,0 UFC por cada 100 gramos®.

En 1990, Clark et al.* fueron los primeros en demostrar una correlacion
epidemiologica clara entre C. sakazakii y las formulas infantiles en polvo, lo que constituye
un hito en materia de salud publica ligado a las enfermedades transmitidas por los

alimentos.

Se ha considerado que incluso niveles bajos de contaminacion por C. sakazakii
en los preparados en polvo para lactantes constituyen un factor de riesgo debido al potencial
de multiplicacion durante la preparacion y la conservacion del producto antes de ser

consumido®.

Manifestaciones clinicas de la infeccién causada por C. sakazakii:

Es especialmente relevante destacar la relacion entre C. sakazakii y la meningitis en
el lactante, puesto que este organismo ha sido implicado como el agente causal de una
forma grave de meningitis neonatal que desemboca en ventriculitis, absceso cerebral e

hidrocefalia, cuya tasa de mortalidad oscila del 50 al 75%°.

Por ello y por la distribucion por edades de los casos notificados, se puede deducir
un riesgo particular asociado a los lactantes, sobre todo a aquellos recién nacidos con una
edad menor o igual a 28 dias, a los prematuros, a los inmunodeprimidos, y a aquellos con

un bajo peso al nacer’.
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Existen numerosas referencias cientificas en la literatura que estudian y abordan el
papel de C. sakazakii en diferentes brotes graves, y en ocasiones letales, de meningitis

neonatal.

Fueron Urmenyi y Franklin” en 1961, los que informaron acerca de los dos primeros

casos conocidos de meningitis en recién nacidos causadas por infeccion de C. sakazakii.

Lucas y Cole descubrieron que la enterocolitis necrotizante es 10 veces mas comun

en los bebés alimentados con férmula que en los alimentados sélo con leche materna®.

Condiciones de refrigeracion y crecimiento de C. sakazakii:

Numerosos estudios sugieren la capacidad de la bacteria de crecer a temperaturas
de refrigeracion; hecho al que hay que sumarle la existencia de una serie de actividades que

implican una elevacion en las temperaturas de funcionamiento de los refrigeradores.

La temperatura éptima de funcionamiento de los frigorificos localizados en los
hogares se sitla entre los 0°C y 5°C. El mantenimiento de esta temperatura éptima dentro
de los refrigeradores es importante para minimizar el crecimiento bacteriano, responsable,
en muchas ocasiones, del deterioro de los alimentos asi como de intoxicaciones

alimentarias.

Ciertas tareas como la limpieza y el llenado de los refrigeradores con productos o
restos de alimentos, y otras caracteristicas como las condiciones de cierre o los afios de
antigliedad, pueden contribuir a una elevacion de la temperatura de los refrigeradores. Esto,
ligado a las temperaturas de funcionamiento inexactas e irregulares de gran parte de los
frigorificos domésticos, activa una alarma silenciosa en lo que a materia de salud publica se

refiere.

En 2009, la Autoridad de alimentos de Nueva Gales del Sur (NSW Food Authority)®,
registré las temperaturas de 57 refrigeradores domésticos a lo largo de dos dias. Para ello
se coloco un controlador de la temperatura y se registré la temperatura del aire cada diez

minutos.

Algunos frigorificos tuvieron que trabajar muy duro para mantener las temperaturas
adecuadas, y otros tuvieron grandes picos de temperatura y tardaron mucho tiempo en

volver a la temperatura adecuada, o incluso nunca llegaron a enfriarse lo suficiente.
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Trece refrigeradores (22,8%) alcanzaron una temperatura media superior a 5,0°C.

Cinco (8,8%) de ellos tuvieron una temperatura media superior a 6,0°C.

De aquellos frigorificos con una antigiiedad comprendida entre los cinco y diez afios,
doce superaron los 5,0°C (75%), y dos sobrepasaron los 10,0°C (12,5°C). Entre aquellos de
mas de diez afios, fueron diez los que alcanzaron una temperatura superior a 5,0°C (62,5%),
y tres los que superaron los 10,0°C (18,75%).

Como consecuencia de la rapida elevacion de la temperatura, se necesité un tiempo
mayor para lograr alcanzar de nuevo una temperatura de trabajo éptima. Y es que al superar
los 10,0°C y los 20,0°C, se necesitan dos horas y media y tres horas, respectivamente, para
lograr temperaturas inferiores a 5,0°C.

Otra caracteristica muy influyente en la temperatura de trabajo de los refrigeradores,
son los cierres de éstos y sus condiciones. De los diez refrigeradores estudiados con cierres
malos o regulares, cinco de ellos superaron los 5,0°C (50%), uno supero6 los 10,0°C (10%), y
dos superaron los 20,0°C (20%), lo que sugiere la existencia de una relacion entre el

incremento de la temperatura y las malas condiciones de sellado del refrigerador (Figura 2).
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Figura 2. Temperaturas de refrigeradores con cierres malos o regulares.
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Como se ha citado anteriormente determinadas actividades que cursan con el
mantenimiento de la puerta del refrigerador abierta de manera prolongada, como ocurre
durante la preparaciéon de las comidas, la limpieza y la carga o llenado de la nevera,
constituyen una amenaza en lo que a elevacién de la temperatura se refiere, pudiendo
causar temperaturas por encima de los niveles de seguridad durante largos periodos de

tiempo.

Al llevar a cabo la limpieza de frigorificos que funcionan a una temperatura 6ptima,
se produce una elevacion de la temperatura de mas de 15,0°C en treinta minutos,
alcanzando cifras de mas de 20,0°C. Esto supone una tardanza de mas de tres horas en
volver a recuperar los 5,0°C. Cuando se procede a la carga del refrigerador con alimentos, la
temperatura sufre un aumento hasta los 9,5°C en un periodo de 30 minutos, que requerira al

menos siete horas para funcionar de nuevo a una temperatura optima (< 5,0°C) (Figura 3).
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Figura 3. Seguimiento de la temperatura en un refrigerador de 10 afios de antigliedad

La preparacion de las comidas, asi como la conservacién de los restos o sobras,
también suponen un momento critico en el registro de temperatura, que puede llegar a

aumentar mas de 10,0°C.
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En otro estudio realizado por Van Garde y Woodburn'®, encontraron que las
temperaturas de los refrigeradores en el 21% de los hogares estudiados fueron iguales o

superiores a 10,0°C, temperaturas que permitirian crecer a C. sakazakii.

Este pobre control de la temperatura puede dar lugar a que los alimentos
conservados aumenten su temperatura a cifras superiores a los 5,0°C durante varias horas,
lo que proporciona una ventana de oportunidad para el deterioro de los alimentos y el

crecimiento de bacterias patdégenas como C. sakazakii.

OBJETIVOS:

El objetivo de este estudio es analizar y describir el crecimiento de la bacteria
Cronobacter sakazakii inmersa en leche para lactantes reconstituida, a las temperatura de
10,0y 15,0°C.

MATERIAL Y METODOS:

Vamos a estudiar el comportamiento de la bacteria Cronobacter sakazakii a dos
temperaturas diferentes (10 y 15°C), observando su crecimiento en 6 tiempos distintos. Para
ello vamos a partir de una concentracién de 10? UFC/ml que nos permita visualizar

adecuadamente el crecimiento de la bacteria desde su inicio.

Temporalizacion:

Se planificd un periodo de 5 dias para estudiar cada una de las dos temperaturas,

con un periodo ideal estimado de 10 dias.

Se establecieron los siguientes tiempos de estudio: 0 horas, 3 horas, 24 horas, 27

horas, 48 horas y 51 horas.
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Material empleado:

Para la realizacion del estudio experimental se necesitaron los siguientes materiales

e instrumentos:

- Olla a presion para la esterilizacion de los medios de cultivo, la leche, y los

materiales de laboratorio

- Campana de flujo laminar para realizar el experimento en condiciones de

esterilizacién completa
- Agitador vortex, con placas calefactoras para la reconstitucién del TSA
- Mechero Bunsen, para realizar el llenado de las placas de petri de forma estéril
- Incubador que permita mantener las muestras a la temperatura de estudio
- Estufa de secado, para secar y esterilizar el material de vidrio y metal empleado
- Estufa para mantener las placas y los cultivos a 37°C

- Bafio Maria, para reducir la temperatura del TSA y proceder a realizar al llenado

de las placas
- Cultivo de Cronobacter sakazakii CECT 858 (poblacion 10° UFC/ml)
- Medio de cultivo TSB (Caldo de Soja Tripticaseina)
- Medio de cultivo TSA (Agar de Soja Tripticaseina)
- Leche infantil (Nestlé Nativa 1 Proexcel)
- Agua destilada

- Placas de Petri

Ademas de estos instrumentos, se necesitaron materiales de laboratorio como
pipetas, rack de puntas, gradillas para tubos, marcador, guantes, botellas de vidrio,

probetas, tubos de rosca y eppendorf.
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Cepas vy medios de cultivo utilizados:

Para llevar a cabo el estudio se ha utilizado una cepa de Cronobacter sakazakii
CECT 858 obtenida de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, reconstituida previamente en

un medio de cultivo TSB.

El experimento se va a realizar por triplicado con el objetivo de poder minimizar u

obviar los resultados que puedan ser debidos al azar.

Partiendo del cultivo inicial, se obtuvieron tres cultivos idénticos para lo cual se
inocularon alicuotas de 1 ml del cultivo en un preparado de 9 ml de TSB, siendo

posteriormente incubado a 37°C durante 18-24 horas.

Asi mismo, se emple6 el medio TSA para rellenar las placas de Petri en las que se

realizé la siembra de la bacteria.

Obtencidn de las muestras objeto de estudio:

Pasado el tiempo de incubacién se recuperan los tres cultivos iniciales y se llevaron a
cabo diluciones seriadas como indica la Figura 4, con el fin de obtener una poblacion de C.

sakazakii de 10> UFC/ml sobre la cual se pueda observar el crecimiento.

Cultivo Cultivo
C. sakazakii =1 -2 -3 8 C. sakazakii 10°
10" ufc/ml 10" 10 10" 10° +

100 ml leche

2
o

\

- -

1mi 1mi 1ml 1ml 0,1ml

Figura 4. Ejemplo grafico de diluciones seriadas
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Dicha poblacién estara contenida en 100 ml de leche para lactantes (Nestlé Nativa 1
ProExcel), reconstituida en agua destilada segun las indicaciones del fabricante para nifios

recién nacidos entre 1 y 2 semanas.

A partir de ese preparado, alicuotas de 1 ml del cultivo de poblacién 10> UFC/ml
fueron inoculados en seis tubos eppendorf, destinando cada uno de ellos a uno de los seis

tiempos en los que se va a observar el crecimiento del cultivo utilizado.

Incubacién a diferentes temperaturas:

Cada uno de los seis tubos eppendorf se introdujeron en un incubador a la
temperatura de 10°C (primer periodo de estudio) y 15°C (segundo periodo de estudio)

durante un maximo de 51 horas, en funcién del tiempo perteneciente a cada tubo.

Realizacion del muestreo:

Se observé el crecimiento de la bacteria en seis tiempos diferentes, partiendo del
tiempo inicial de 0 horas, y continuando progresivamente hasta el cultivo a tiempo final de 51

horas.

Para realizar cada muestreo se prepararon siete tubos eppendorf con 900 ul de TSB
cada uno. Seguidamente se llevaron a cabo siete diluciones a partir del cultivo inicial que

corresponda al tiempo que se va a estudiar.

Una vez que se obtuvieron las siete diluciones del tiempo correspondiente, se
procedié a realizar la siembra en las placas de Petri, previamente rellenadas con el medio
de cultivo TSA.

Siembra en placas:

Habiendo delimitado la superficie de la placa en ocho secciones se dispuso a realizar
las siembras de los tubos preparados y del cultivo de origen a partir del cual se llevaron a

cabo las siete diluciones.
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Para ello se agregan 10 ul de cada uno de los ocho tubos eppendorf a la seccion de

la placa que corresponda.

Una vez se llevan a cabo las siembras de las placas por triplicado, se introducen en

la estufa a 37°C durante 24 horas, para después proceder al recuento.

Este proceso se repitié para cada uno de los seis tiempos diferentes.

Célculos y analisis estadistico:

Pasado el tiempo anteriormente especificado, se realizd el contaje de las placas,

obteniendo resultados de UFC por cada 10 pl adicionados en las placas.

Para realizar los célculos se emple6 el programa Excel.

RESULTADOS:

A partir del recuento realizado sobre las placas se calcul6 la densidad de poblacion
de cada muestra y se obtuvo la media de cada cultivo, especificando la desviacion estandar

para cada caso.

Los datos que se recogieron aparecen reflejados en la Grafica 1 y la Gréfica 2, donde
guedan sefialados los seis tiempos en los que se observé el crecimiento de la bacteria y la

medida de crecimiento de la misma.

A la temperatura de estudio de 10°C, una densidad de poblacién media inicial de
2,534 UFC/ml logré desarrollarse hasta conformar 3,937 UFC/ml, con un crecimiento del

55% respecto a la poblacién inicial (Grafica 1).

Por otro lado, a la temperatura de estudio de 15°C y partiendo de una densidad
media de poblacioén de 2,359 UFC/ml, se llegé a alcanzar 6,615 UFC/ml, lo que supone un

aumento de 2,8 veces la poblacién que se tenia inicialmente (Grafica 2).
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La desviacién estandar calculada para la densidad de poblacion media a los
diferentes tiempos no superd en ningun caso 0,707 UFC/ml y 0,581 UFC/ml, a la

temperatura de 10 y 15°C, respectivamente.

En ambas gréficas se puede observar un crecimiento exponencial a medida que
aumenta el numero de horas transcurridas, variando el grado de crecimiento en funcién de

la temperatura de estudio a la que fue sometida la bacteria.

Las diferencias generadas por la aplicacion de una temperatura u otra se pueden
observar en la Grafica 3, donde se presenta la correlacion entre la densidad de poblacion
(UFC/ml) y las horas transcurridas desde la incubacion hasta el momento en el que se
realizé el contaje. Como podemos ver, todos los puntos mantienen un buen ajuste a la recta
de regresion estimada [R? = 0,896 (10°C); R? = 0,979 (15°C)].

Las dos series de datos representadas son diferentes (p = 0,0957), y ambas explican
el efecto de aplicar la temperatura de estudio correspondiente sobre el crecimiento de C.

sakazakii.

Nuevamente se ve cOmo existe una tendencia lineal creciente (r = 0,9081) a ambas

temperaturas en relacion con el aumento del tiempo transcurrido.

DISCUSION:

En la actualidad, son numerosos los trabajos que relacionan Cronobacter sakazakii y
leche de férmula para lactantes, asi como con la meningitis neonatal en aquellos que la
consumen. Sin embargo, el crecimiento de la bacteria a temperaturas inferiores a los 20°C

es un aspecto importante poco estudiado y desarrollado aun.

Los resultados del presente estudio demuestran que Cronobacter sakazakii es capaz
de crecer incluso a las bajas temperaturas de 10 y 15°C, aun partiendo de una densidad de
poblacion inicial pequefa (Gréfica 1 y Gréfica 2).

Tanto si se somete a la bacteria a 10°C como si se hace a 15°C, la recta de

crecimiento estimada presenta una relacion lineal creciente, lo que implica que cuanto
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mayor sea el tiempo que la bacteria permanece a dicha temperatura, mayor capacidad

tendra para crecer y mayor densidad de poblacion se observara en el producto estudiado.

Densidad de poblacién (log UFC/ml)
w

Densidad de poblacion (log UFC/ml)

O B N W b U1 O N ©©

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo (h) Tiempo (h)

Grdfica 1. Crecimiento C. sakazakii a 10°C Grdfica 2. Crecimiento C. sakazakii a 15°C

La diferencia de efecto de someter a la bacteria a 10 o 15°C de temperatura radica
en una mayor pendiente de la recta de crecimiento estimada, lo que se traduce en un mayor

crecimiento de la bacteria cuando es mantenida a 15°C (Gréfica 3).

Y es que aunque Cronobacter sakazakii es capaz de desarrollarse a 10°C, el
crecimiento que se observa a esta temperatura no es tan intenso como ocurre cuando se le
mantiene a 15°C.

Con estos resultados se puede deducir que Cronobacter sakazakii no se mantiene
inactiva a estas temperaturas, si no que ya es capaz de crecer a la temperatura de 10°C,
aumentando la velocidad de crecimiento a medida que se incrementa la temperatura y el

tiempo de mantenimiento a dicha temperatura.

A partir de estos datos, se deduce que cuando Cronobacter sakazakii esta presente
en este tipo de formulas para lactantes y se le somete a una temperatura de 10 o 15°C, la

bacteria es capaz de crecer y desarrollarse contaminando el alimento.
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Grdfica 3. Crecimiento de Cronobacter Sakazakii a 10 y 15°C

En un estudio realizado con leche de formula, se observé una temperatura minima
de crecimiento de entre 5,5°C y 8,0°C, lo que implica que C. sakazakii no creceria a una
temperatura de refrigeracion de 4°C, siempre que los refrigeradores mantengan una

temperatura de funcionamiento 6ptima.*

En otro estudio realizado por A. Lehner y R. Stephan, las cepas utilizadas de C.
sakazakii crecieron a una temperatura de entre 6 y 45°C. Las temperaturas mas bajas
registradas que permitieron el crecimiento fueron 5,7°C, 5,5°C y 3,4°C. Los resultados de
este estudio, por tanto, y a diferencia del anterior, sugieren la posibilidad de que la bacteria
es capaz de crecer a temperatura de refrigeracion, incluso cuando los refrigeradores

mantienen un adecuado funcionamiento.!

Estos resultados confirman la importancia de una correcta preparacion, asi como de
unas temperaturas de refrigeracion adecuadas durante la conservacion de la formula infantil
en polvo tras la reconstitucion, para asegurarse de que la bacteria no dispone de las

caracteristicas idoneas para crecer y desarrollarse.

Las férmulas en polvo para lactantes no son productos estériles, caracteristica por la

cual se debe tener muy en cuenta el riesgo potencial de contaminacion que existe durante
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su elaboracién, haciendo necesario desarrollar estrategias para reducir estos riesgos, como

minimizar el tiempo de almacenamiento y manipulacién de la formula infantil reconstituida.

Por tanto, se debe educar a las personas encargadas de cuidar a los nifios sobre el
alto riesgo de utilizar estos preparados no estériles, y aconsejar el uso, siempre que sea
posible y viable, de preparados liquidos comerciales estériles o preparados que hayan sido
sometidos a un proceso de esterilizacion, usando agua hirviendo para la reconstitucion del

preparado o calentando el producto ya reconstituido.

Ademas, se debe mantener un riguroso control del refrigerador y de su temperatura
de funcionamiento, para mantenerla en el rango 6ptimo de 0 a 5°C y evitar que aumente por

encima de niveles a los que C. sakazakii es capaz de crecer y contaminar el producto.

No solo se debe educar y concienciar a las personas a cargo de los nifios, sino
también se debe alentar a la industria de la alimentacién infantil a reducir la concentraciéon y
la prevalencia de C. sakazakii tanto en el entorno de fabricacion como en los preparados en

polvo para lactantes.

En la presente investigacion se ha desarrollado un estudio experimental de corta
duracién para conocer los aspectos basicos sobre el comportamiento de C. sakazakii a las

temperaturas de estudio de 10 y 15°C.

Seria apropiado realizar estudios de investigacion sobre estas lineas, observando el
desarrollo de la bacteria desde el momento en el que se introduce a la temperatura de

estudio concreta y de forma continuada en el tiempo.

No se dispone de mucha informacién sobre el riesgo exacto que supone la presencia
de Cronobacter sakazakii en las formulas infantiles en polvo, lo que hace explicita la
necesidad de realizar mas estudios de investigacion para determinar la dosis infecciosa, los
factores de competitividad, la evaluacion exacta del riesgo, asi como de la virulencia de C.
sakazakii y el medio para reducir su concentracién en los preparados lacteos en polvo para

lactantes.

Aungue no se conoce la prevalencia exacta de meningitis neonatal causada por C.
sakazakii, la gravedad de la infeccion, la alta tasa de mortalidad, y la falta de informacién

sobre las caracteristicas de crecimiento de la bacteria hace necesario estudios de evidencia.
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CONCLUSIONES:

Cronobacter sakazakii es capaz de crecer a las temperaturas de 10 y 15°C,
contaminando las férmulas infantiles en polvo que lo contienen, lo que supone un importante
peligro y un riesgo potencial para aquellos nifios que las consumen, cuando no se lleva a
cabo una correcta preparacion y conservacion, ni se mantiene un riguroso control de la
temperatura de funcionamiento del refrigerador en el que se conserva el preparado

previamente reconstituido.
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ANEXOS:

FOTOGRAFIAS DE LA REALIZACION DEL ESTUDIO:

Fotografia 1. Instrumentos de trabajo (Campana de flujo laminar)
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Fotografia 2. Leche infantil empleada y pauta de
alimentacion
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Fotografia 3. Reconstitucion de leche
para lactantes (Nestlé Nativa 1)

Fotografia 4. Medios de cultivo empleados en
el estudio (TSA y TSB)
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Fotografia 5. Obtencion del cultivo de estudio
y realizacion de las diluciones seriadas
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Fotografia 6. Diluciones seriadas

Obtencion de las muestras para la siembra
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Fotografia 7. Incubacion de las muestras a temperaturas de estudio

Fotografia 8. Siembra en placa e incubacion a 37°C
durante 24 horas

26| Pagina




Fotografia 9. Crecimiento de
C. sakazakii (Cultivo1 - 10°C)
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Fotografia 10. Crecimiento de
C. sakazakii (Cultivo1 - 15°C)
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