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RESUMEN

INTRODUCCION: Cronobacter sakazakii es un patégeno oportunista asociado
a brotes alimentarios, causantes de casos graves de meningitis, asi como
enterocolitis necrotizante en recién nacidos y bebes inmunodeprimidos cuya tasa
de mortalidad oscila entre el 50 y el 80%. Existe evidencia de la correlacion
epidemiolégica entre C. sakazakii y las formulas infantiles en polvo,

constituyendo estas la principal fuente de transmision del patégeno.

OBJETIVO: analizar el crecimiento de la bacteria Cronobacter sakazakii en
formula infantil reconstituida, mediante citometria de flujo y técnicas clasicas con
el fin de detectar células viables comprometidas pero no cultivables y evaluar el

impacto de los diferentes tratamientos térmicos.

METODOS: se trata de un estudio experimental en el que se ha utilizado una
cepa de C. sakazakii ATCC 29544, reconstituida en TSB e inoculada en férmula
de leche maternizada, a partir de la cual se obtuvieron 5 muestras a las que se
les aplico un tratamiento térmico concreto, con temperaturas que iban de 55 a
95°C, en rangos de 10°C. Se utilizaron las técnicas de citometria de flujo y

recuento en placa con TSA.

RESULTADOS: tras someter a la suspensién de células a los tratamientos
térmicos, se esperaria que el nimero de células comprometidas aumentara, ya
gue estas temperaturas no serian efectivas para matar a todas las células pero
si para desplazarlas de la region de “eventos vivos” a la regién de “eventos

comprometidos”.

CONCLUSION: los tratamientos térmicos no serian adecuados para garantizar
la seguridad de la formula. La CMF seria capaz de detectar células de C.
sakazakii comprometidas que no podrian ser detectadas mediante métodos
clasicos de recuento en placa. Ademas, nos serviria como prueba de deteccion

para disminuir el riesgo derivado de la presencia de células viables patdgenas.

Palabras clave: Cronobacter sakazakii; formula infantil en polvo (PIF); neonatos;
enterocolitis necrotizante; estrés térmico; citometria de flujo; células viables

comprometidas.




ABREVIATURAS

DNA: “deoxyribonuclein acid”, acido desoxirribonicleico.

FAO: “food and Agriculture Organization of the United Nations”, Organizacién

de las naciones unidas para alimentacion y la agricultura.
FC: citometria de flujo.

FCM: “flow cytometry”, citometria de flujo molecular.
NEC: enterocolitis necrotizante.

OMS: organizacion mundial de la salud.

PI: loduro de Propidio.

PIF: “powered infant formulae”, formulas infantiles reconstituidas.
RNA: “ribonuclein acid”, acido ribonucleico.

RPM: revoluciones por minuto.

TSA: caldo de Soja Tripticaseina.

TSB: Agar de Soja Tripticaseina.

UCI: unidad de cuidados intensivos.

UCIN: unidad de cuidados intensivos neonatales.

UFC: Unidad formadora de colonias.

UHT: “Ultra high temperature”, ultrapasteurizacion.
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1. INTRODUCCION

1.1. Género Cronobacter

El género Cronobacter es perteneciente a la familia Enterobactericeae.
Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) fue definida en 1980 como una
especie nueva por Farmer et al. (1). Actualmente, este género engloba siete
especies y tres subespecies; C. malonaticus, C. turicensis, C. dublinensis, C.
dublinensis subesp.dublinensis, C. dublinensis subesp. Lausannensis, C.
dublinensis subesp. Lactaridi, C. condimenti, C. universalis, C. muytjensii y la

especie C. sakazakii, que sera nuestra bacteria en estudio (2, 3).

Las especies de Cronobacter son un grupo de patdégenos oportunistas ubicuos,
qgue causan infecciones potencialmente mortales en recién nacidos y bebés
inmunocomprometidos, habiendo sido implicado como agente causante de

meningitis y enterocolitis necrotizante.

Ha sido aislado de una amplia variedad de alimentos, incluidos productos como
el queso, cereales infantiles, alimentos secos, frutas, verduras, carnes, agua,
plantas medicinales, hierbas, especias, pan, arroz y PIF (“powered infant
formulae”, férmulas infantiles reconstituidas), aunque también se deben

considerar otras fuentes ambientales de infeccion (4).

Las infecciones neonatales por Cronobacter se asocian principalmente con la

contaminacion de la férmula infantil y de los equipos de limpieza y preparacion.

El género Cronobacter es capaz de sobrevivir con bajos niveles de humedad,

soportando niveles de actividad de agua muy bajos 0,14-0,27.

En cuanto a la temperatura, la que mas optimiza el desarrollo y el crecimiento de

los microorganismos oscila entre 37°C y 43°C.




1.2. Descripcion Cronobacter sakazakii
Cronobacter sakazakii, perteneciente al género
Cronobacter, es un bacilo gram-negativo no

esporulado y movil, oxidasa negativo y catalasa

positivo. Es una bacteria anaerobia facultativa
sin cépsula. Ilustracion 1. Cronobacter sakazakii
C. sakazakii fue denominada de esta manera por primera vez en el afio 2007, ya
gue anteriormente era conocida como “Enterobacter cloacae amarillo-
pigmentado”, debido al color que presentaba en los cultivos.

Este patdgeno oportunista, ubicuo y termotolerante, tiene capacidad para crecer
entre 5,5°C- 47°C, ademas de ser resistente en un ambiente con poca actividad
de agua (0,14-0,27).

Es precisamente esta resistencia al estrés osmatico, lo que le va a permitir
desarrollarse en las formulas en polvo.

Por otra parte, C. sakazakii es capaz de formar biofims que favorecen la
captacion de nutrientes para su crecimiento. Estos biofilms, cuando maduran,
protegen a la bacteria frente agentes fisicos como la temperatura o agentes

guimicos como los antibidticos o desinfectantes.

1.3. Cronobacter sakazakii y su presencia en la leche en polvo
C. sakazakii, se ha conseguido aislar de una gran variedad de alimentos,
anteriormente citados, ademas de en otros ambientes como son el ser humano

o el intestino de animales.

La PIF reconstituidas para lactantes son el vehiculo de transmision

mas asociado a este patdgeno, lo que puede corresponder a una

contaminacion intrinseca o extrinseca a la fabricacion (5), asi como | ‘I“’ﬁ-

al propio proceso de reconstitucién de esta (6, 7).

llustracion 2. Férmula

Ya en 1988, Muytjens et al. realizaron un estudio para determinar la infantilen polvo.
presencia de enterobacterias en sustitutos de la leche materna en polvo. Se
analizaron 141 féormulas infantiles comercializadas en 35 paises. Tras su
andlisis, hallaron especies de la familia de las enterobacterias en el 52,2% de las
muestras analizadas, siendo la que hoy ya se conoce como C. sakazakii la
tercera especie que se aislé mas frecuentemente, hallandose en 20 de las 141

muestras en estudio (8).




Las PIF se han visto implicadas en brotes de enfermedad grave en neonatos, es
por esto, que en la mayoria de la literatura cientifica se centra la presencia de C.

sakazakii en las formulas para lactantes (9,10).

Ademas, conviene recordar que las leches maternizadas en polvo no son
productos estériles y pueden por ello contaminarse facilmente, lo que constituye
un factor de riesgo por el potencial de multiplicacion durante la reconstitucion de
la formula (11). En los hospitales, la contaminacion ambiental y el abuso de
temperatura en la reconstitucion de la férmula han sido factores contribuyentes

para el desarrollo de infecciones en neonatos (12).

C. sakazakii es capaz de sobrevivir a temperaturas extremas, sobreviviendo
incluso a temperaturas de pasteurizacion. Como se ha indicado en la literatura
cientifica, Skladal et al. identificaron a este patbgeno como una de las principales

bacterias contaminantes en los envases de leche UHT (13).

La FAO/OMS recomienda enfriar la temperatura del agua hervida por debajo de
70°C para la preparacion segura de PIF (14). El estrés por aplicacion de calor
dafa la pared celular bacteriana y causa la ruptura del DNA genémico y un
plegamiento proteico incorrecto (15). Por el contrario, se ha demostrado que
Cronobacter spp. puede sobrevivir al estrés por calor subletal, pudiendo
adaptarse, al inducir una respuesta ante su sometimiento a altas temperaturas.
(16).

1.4. Manifestaciones clinicas de infeccion por C. sakazakii
Cronobacter sakazakii es un patégeno oportunista asociado a brotes de

enterocolitis necrotizante, meningitis y sepsis en neonatos Yy lactantes (17, 18).

La tasa de morbilidad y mortalidad como resultado de infeccién por C. sakazakii
dependen del estado inmunitario, por tanto, los recién nacidos y los bebes
inmunocomprometidos hasta los 12 meses de edad seran una poblacién con

mayor riesgo de contraer la infeccion por este patégeno (19, 20, 21).

En 1961 Urmenyiy Franklin fueron los que informaron de los primeros casos de
meningitis en neonatos asociados a infeccion por C. sakazakii que aparecieron

en Inglaterra (22).




Uno de los casos mas severos de infeccion por C. sakazakii registrado hasta la
fecha, tuvo lugar en Francia en 1994, en una unidad de cuidados intensivos
neonatales (UCIN). Se infectaron 17 nifios recién nacidos, de los cuales 7 fueron
afectados por enterocolitis necrotizantes, 1 por septicemia y 1 por meningitis. En
los 8 lactantes restantes no se identificaron sintomas clinicos. Sin embargo de

todos los casos se produjeron 3 muertes por la infeccién (20).

El patdgeno recibié atencion mundial, tras un brote de meningitis en Tennessee
en 2001.

En la literatura cientifica, hay numerosas referencias que abordan el papel de C.
sakazakii en diferentes brotes de infeccién potencialmente mortal en recién

nacidos y bebes inmunocomprometidos (23, 24, 25).

Se ha visto que C. sakazakii puede causar bacteriemia y sepsis, acumulacion de
liguido cefalorraquideo, abscesos cerebrales, enterocolitis necrotizante (NEC),
meningitis e infartos cerebrales (26, 27).

La NEC se caracteriza por inflamacion y muerte del tejido intestinal,
constituyendo una de las afecciones gastrointestinales mas comunes en
neonatos. Este patdgeno es responsable de hasta el 80% de las muertes

infantiles producidas por NEC (23).

1.5. Citometria de flujo

La citometria de flujo molecular (FCM, “Flow cytometry”) es un método éptico util
para el andlisis de células individuales en matrices complejas.

Es una técnica sencilla, que permite medir y analizar multiples propiedades de
células individuales dentro de una poblacion heterogénea. El uso de métodos de
recuento en placa no proporciona informacion directa sobre el estado fisiologico
de bacterias estresadas (28). Sin embargo, la citometria de flujo proporciona
informacion sobre la heterogeneidad fisiologica de las poblaciones bacterianas
(29).




1.5.1. Fundamento
La citometria de flujo consiste en hacer pasar los microorganismos en
suspension en un liquido, ante una haz de luz laser.
La luz es tanto reflejada (dispersada) como absorbida por los microorganismos.
Esta dispersion es una propiedad intrinseca, que puede ser analizada para
estimar el nUmero, tamafio y forma de los microorganismos.
La alta sensibilidad de la técnica permite detectar cantidades pequefias de
microorganismos (30). La FCM utiliza detectores electronicos para medir la
intensidad de la luz o la fluorescencia dispersada con una longitud de onda
concreta. Mediante el uso de filtros, se puede separar la luz de diferentes
longitudes de onda, lo que permite realizar mediciones de distintas
caracteristicas celulares. Estas medidas multiparamétricas resultan de gran
utilidad, ya que permiten correlacionar las diferentes caracteristicas y asi definir
subpoblaciones y/o distinguir entre diferentes tipos de células. En los ultimos
tiempos se han publicado excelentes revisiones sobre la FCM y la microbiologia
(31, 32, 33, 34).

1.5.2. La FCMy el recuento de microorganismos
En el laboratorio se necesita a menudo determinar el nimero de células viables
en una muestra o cultivo de interés. Tradicionalmente esto se obtiene mediante
la siembra de la muestra en placas que contienen agar de cultivo. Sin embargo,
esta técnica conlleva una serie de problemas, que en la mayoria de los casos se
asocia a la cantidad excesiva de tiempo necesario para obtener resultados;
ademas, otra desventaja significativa de los métodos de cultivo tradicionales es
su incapacidad para aislar organismos viables pero no cultivables (35). Por este
motivo, se han propuestos otras técnicas como alternativa con el fin de disminuir
el tiempo necesario para determinar el nUmero de células viables en la muestra
de interés (32). La FCM permite realizar un recuento directo mediante la
determinacion del numero de particulas presentes en un volumen conocido de
muestra. Las células se incuban con un colorante fluorescente adecuado y la
viabilidad de estas, estara en funcion de la adquisicién o exclusion del colorante.
De esta manera se puede obtener un recuento total y un recuento de viables de

forma simultanea (36).
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1.5.3. Parametros medibles mediante FCM

A través del uso de las medidas de luz, fluorescencia y absorbancia de células
teflidas o no, se pueden obtener una gran cantidad de parametros. Estos son:
tamano y forma celulares, viabilidad, pH intracelular, potencial de membrana, asi
como diversos componentes celulares: DNA, RNA, proteinas, lipidos, actividad
enzimética (33).

En el caso de la fluorescencia, los parametros celulares pueden caracterizarse
como intrinsecos o extrinsecos segun la necesidad de reactivos. Para el ensayo
de la fluorescencia intrinseca no es necesario un pretratamiento, a diferencia de
la fluorescencia extrinseca, la cual, requiere que la tincion, con colorantes
fluorescentes de los componentes celulares, sea realizada con anterioridad al
analisis. La concentracion de células viables en un cultivo es una de las
mediciones mas importantes para la evaluacion de procesos biologicos. La forma
mas comun para valorar la viabilidad es la deteccion de la integridad de la
membrana celular, la cual puede detectarse por inclusion o exclusion de un
colorante. Los colorantes de exclusion tifien los &cidos nucleicos de células con
la membrana dafiada (consideradas células muertas). Dentro de estos
tendriamos el Propidio de yodo y Etidio de bromuro, que tifien el DNA 'y el RNA.
Ademas, también se ha utilizado para monitorizar la viabilidad bacteriana el
colorante fluorescente Sytox Green (36). Por el contrario, los métodos de
retencion de colorantes utilizan sustratos no fluorescentes que sirven como
pruebas de viabilidad. El colorante es degradado por las enzimas intracelulares

(presentes solo en células vivas) dando lugar a productos fluorescentes.

1.6. Justificacion

Este trabajo surge de la necesidad de analizar el comportamiento de C. sakazakii
en las formulas de leche infantil, ya que como he dicho anteriormente se trata de
un patégeno oportunista, que tiene gran correlacion con las formulas de leche en
polvo y a su vez se asocia a casos graves de infeccidén en neonatos. El modo de
reconstitucion de la formula, asi como su recalentamiento seran puntos que

requieran especial atencion.

Por otro parte, se ha visto que el modelo de recuento en placa conlleva una gran
cantidad de tiempo para obtener resultados y con ello no es posible determinar
células viables comprometidas, lo que si se logra mediante su el analisis por

citometria de flujo.

11
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es analizar la recuperacion de la bacteria
Cronobacter sakazakii en PIF tras ser sometida a temperaturas entre 55°C y
95°C a intervalos de 10°C, utilizando meétodos clasicos y citometria de flujo.
Como objetivos especificos se plantea el detectar células viables
comprometidas pero no cultivables y evaluar el impacto de los tratamientos

térmicos.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Disefio

El disefio del presente estudio es de tipo experimental, basandose en primer
lugar en una busqueda bibliografica y en segundo lugar desarrollandolo de

manera experimental, con parametros controlados.

3.2. Material
Para la realizacion del estudio, se utilizaron los siguientes materiales e
instrumentos:

- Maedio de cultivo TSA (Caldo de Soja Tripticaseina)

- Medio de cultivo TSB (Agar de Soja Tripticaseina)

- Férmula infantil en polvo 6 PIF (Hero Baby 1)

- Cultivo de Cronobacter sakazakii, cepa ATCC 29544 (poblacion 10°
UFC/ml)

- Agua destilada

- NaCl 0,9%

- Gilicerol

- Tritébn X-100 al 1%

- Kit de recuento y viabilidad bacteriana Live / Dead BacLight (Molecular
Probes, Invitrogen, CO, EE. UU.)

- Agitador vortex, con placa calefactora

- Bascula

- Mechero Bunsen

- Micropipetas

- Puntas

- Asa de siembra

——
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- Matraz Erlenmeyer

- Probeta

- Placas de Petri

- Frasco de vidrio con tapén roscado
- Tubos Falcom (5 y 10ml)

- Tubos eppendorf de 1ml

- Tubos FC

- Parafilm

- Gradillas

- Autoclave

- Estufa a 37°C

- Centrifuga

- Bafio Maria

- Citometro de flujo (Cytomics FC 500 -Beckman Coulter Brea, CA, EE.UU.)

Ademas, se utilizaron otros materiales propios del trabajo en laboratorio, como

guantes, bata y marcador.

——
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3.3. Metodologia

i €. sakazakli en
tindalizada T5E
dilusicin 104
qml 1ml
e— f—
Incubar & 378 /Th

| Tratamientos térmicas |

l
| |

558 B5C 758 B5EC 958
Smin

Smin Smin Smin Smin

/

Aclaramiznto

o Tritan 1%

Centrifuga

Tincian

Incubsar 30 min

FCM

Illustracion 3. Diagrama de flujo

Con respecto a la metodologia, me gustaria indicar que esta fue planificada en

su totalidad, tal como se muestra en la llustracion 3.

Debido a la situacion de pandemia ocasionada por la Covid-19, que nos ha
afectado en los Ultimos meses, esta metodologia no puedo llevarse a la practica

en su totalidad.

No obstante, como el planteamiento de esta estuvo programado y se puedo
llegar a iniciar, a continuacion me referiré a ella como si se hubiera podido llevar

a la practica por completo.

14
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3.3.1. Recuperacion de la cepa de Cronobacter sakazakii
En el presente estudio se utilizd la cepa Cronobacter sakazakii ATCC 29544
conservada a -40°C. Se recuperé en medio de cultivo TSB. Se realizd el
experimento por duplicado. Para ello se prepararon 10 alicuotas, cada una de

las cuales contenia 1 ml del cultivo con 9 ml de caldo TSB.

Al mismo tiempo se recuperé sembrando en superficie de agar TSA, dispuesto

en placas de Petri.

Tanto las cepas inoculadas en medio TSB como las sembradas en TSA, se

incubaron a 37°C durante 24 horas.

3.3.2. Obtencién de las muestras de estudio
Tras 24 hora de incubacion, se realizo la dilucion de los dos cultivos, hasta una
concentracion de 104. De esta manera se obtuvo un cultivo con una poblacion
de 10° UFC/ml (unidades formadoras de colonias por mililitro), sobre la que poder

realizar el estudio.

Se necesitd que el cultivo tuviera esa concentracion para que en fases

posteriores fuera posible realizar el recuento de las poblaciones bacterianas.

Posteriormente, se reconstituyeron 100 ml de PIF Hero Baby 1, al 10% en agua
destilada, siguiendo las indicaciones del fabricante.

Esta misma fue sometida a un proceso de tindalizacion en el autoclave, con un
programa de 100°C, durante 5 minutos. Tras este primer proceso de

tindalizacion, se incub6 la PIF en estufa a 37°C, durante 24 horas.

A continuacion, se sometid a un segundo proceso de tindalizacion (100°C/
5minutos) con el fin de eliminar las posibles esporas que habrian sido activadas

(germinacion) durante el proceso de incubacion.

A partir de la PIF previamente preparada, se dispusieron las 10 alicuotas, dos
por cada temperatura a las que se va a someter el cultivo. En cada una de estas
alicuotas, se inocularon 9 ml de la PIF mas 1 ml de la dilucion 104, del cultivo de

C. sakazakii. Se incubaron a 37°C, durante 3 horas.

15
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3.3.3. Tratamientos térmicos
Cada una de las alicuotas previamente preparadas se introdujeron, de una en
una, en un bafio termostatico, a las temperaturas de 55°C (primer tratamiento),
65°C (segundo tratamiento), 75°C (tercer tratamiento), 85°C (cuarto tratamiento)
y 95°C (quinto tratamiento). Cada alicuota se mantuvo durante 5 minutos a su
temperatura correspondiente.

3.3.4. Siembra en placa y recuento
Tras someter a las muestras a las temperaturas ya descritas, se llevaron a cabo

diluciones seriadas de hasta 107, de cada una de las muestras anteriores.

Cada muestra se sembrdé en TSA mediante la técnica de aislamiento por gota.
Esta técnica se realizé dividiendo en cuatro secciones cada placa, de manera
gue se dispusieron dos placas por muestra. En cada seccion, previamente
nombrada con su diluciéon correspondiente, se pusieron 3 gotas de 10 pl del

cultivo. Se realizé la siembra por duplicado.

Tras la realizacion de la siembra en placa, fueron incubadas en la estufa a 37°C

durante 24 horas.

Se procedi6 de la misma manera, con cada una de las muestras para cada
temperatura en estudio.

Tras el tiempo de incubacién, se
pudieron observar las colonias de
C. sakazakii, tal como se muestra

en la lustraciéon 4.

Se realiz6 el recuento de colonias
en cada una de las secciones de las
placas y a partir del mismo y
mediante los calculos pertinentes,

se obtuvieron las UFC/ml de

llustracién 4. Placa con medio TSAen la que se observa el crecimiento de C.
muestra. sakazakii.

16
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3.3.5. Preparacion de las muestras para introducir al citometro
La técnica usada en la preparacion de las muestras para su posterior analisis
en el citometro fue desarrollada y utilizada con anterioridad en el equipo de

trabajo de manera que se siguidé el mismo protocolo.

Tras someter cada alicuota al tratamiento térmico, se procedié a realizar un
aclaramiento de las muestras. Para ello fue necesario realizar la preparacion de
Triton X-100 al 1%.

Se preparé una bateria de tubos Eppendorf, en los cuales se dispuso 1ml de
cada muestra sometida a tratamiento térmico. Cada tubo fue nombrado con la

temperatura a la que habia sido sometida la muestra previamente.

A cada tubo se le aflade 50 pl de Tritdbn 1% y se dejé incubar a 37°C durante 40

minutos.

Transcurrido este tiempo, se sometid a las muestra a centrifugacion a 14000
rom, durante 10 minutos. De esta manera, tras terminar la centrifugacion,
obtuvimos dos fases en el tubo, siendo el sobrenadante, la capa de grasa. Esta

la retiramos con ayuda de una pipeta desechable.

Una vez eliminada la capa de grasa, afiadimos a cada uno de los tubos 998,5 pL
de NaCl al 0,9%. Posteriormente, fueron llevados al vértex para su

homogenizacion.

El contenido de los tubos se trasvaso cuidadosamente a tubos FC.
La suspension de células se tifid usando el kit de conteo bacteriano y viabilidad
Live / Dead BacLight (Molecular Probes, Invitrogen, CO, EE. UU.), siguiendo las
indicaciones del fabricante.
Los reactivos que contenia el kit fueron:

- SYTOO9 tincion de &cido nucleico fluorescente verde; tifie todas las células

y nos sirve para hacer un recuento total de células.
- loduro de Propidio (PI) tincion de acido nucleico fluorescente rojo; solo tifie

aquellas células que tienen las membranas citoplasmaticas dafadas.
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Se tomaron 10 pL de la suspension de bacterias, afadiéndole 987 uL de NaCl
0,9%, 1,5 puL de 30mM de loduro de Propidio (PI) tincion de acido nucleico
fluorescente roja y 1,5 pyL de 3,34Mm de tincion de acido nucleico fluorescente
verde SYTOO9.

El volumen total en cada tubo FC fue de 1000 pL.

Se dejé incubar los tubos en oscuridad, tapandolos con papel de aluminio y
almacenandolos en un armario, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Este proceso fue repetido para cada una de las muestras sometidas a los

distintos tratamientos térmicos.

Los andlisis de FC para cada una de las muestras se realizaron utilizando un
Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, Brea, CA, EE.UU.). Con una longitud de
onda de excitacion de 488 nm a partir de un laser de argon azul.

Cada célula o evento, estuvo caracterizada por dos parametros que median la
emision de fluorescencia: canal FL1 para la emision de la fluorescencia verde y
canal FL3 para la emision de fluorescencia roja.

El SYTOO fluorescente verde puede ingresar atodas las células, lo que permite
evaluar el recuento total de eventos, mientras que el fluorescente rojo (IP) solo
ingresa a las células con membranas citoplasmatica dafiadas.

Los filtros Opticos de paso de banda fueron configurados para medir la
fluorescencia verde a 525/40nm (FL1; SYTO9 FL1 Log) y la fluorescencia roja
de Pl a 620/30nm (FL3; Pl FL3 Log).

Las mediciones se realizaron a una velocidad de flujo baja (10 puL/ min), hasta
identificar 500000 eventos.

——
| —
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4. RESULTADOSY DISCUSION

Siguiendo las pautas previamente establecidas en el grupo de investigacion (37),
la figura del citobmetro obtenida tras la introduccion de células muertas de C.
sakazakii seria la mostrada en la Figura 1. Los eventos o células se distribuyen
de acuerdo con la intensidad de la fluorescencia a las dos longitudes de onda
estudiadas. De esta forma, se fija una ventana de eventos en la que siempre
encontraremos las células muertas, utilizando asi esta zona como control en

futuros ensayos diferenciando con claridad entre células vivas y muertas.
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Figura 1. Células muertas de Cronobacter sakazakii (37).

El presente estudio se plantedé con el objetivo de someter a las bacterias a
distintos tratamientos térmicos, esto es, 55, 65, 75, 85 y 95 °C. Los datos
esperados tras dichos tratamientos mostrarian una progresiva disminucion del
nuamero de células vivas con un incremento de los eventos presentes en la zona

de las células muertas (ver Figura 1).

En la Figura 2, (37) se observan los eventos (células) obtenidos tras la
introducciéon al citometro de una poblacion de C. sakazakii sin haber sido
sometida a tratamiento térmico (control). Se observa un porcentaje de células
muertas minimo, estando el mayor porcentaje de eventos en la zona clasificada

como células vivas.
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Figura 2. Células no sometidas a tratamiento térmico (37).

La identificacion de las é&reas de células vivas y muertas permitiria la
identificacion de una tercera area en la que se situarian las células con
membranas comprometidas (han sido teflidas con ambos colorantes). Las
células comprometidas son células dafiadas que, aunque metabdlicamente
activas, no son capaces de crecer en un cultivo convencional, es decir, no

formarian colonias visibles.

En la Figura 3 y en la Figura 4 se muestra la distribucion de los eventos
observados en el citbmetro tras someter a las bacterias a los tratamientos
térmicos de 60 y 65 °C durante 5 min (37).
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Figura 3. Células sometidas a 60 °C durante 5 min (37).
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Figura 4. Células sometidas a 65 °C durante 5 min (37).

Al igual que en el trabajo de Paloma et al. se esperaria un aumento de eventos
en la region denominada como “eventos comprometidos” tras el sometimiento de
la muestra a un tratamiento térmico suave. Por otra parte, a mayor incremento
de la temperatura, se esperaria que la nube de eventos comprometidos se fuera

desplazando progresivamente hacia la “region de eventos muertos” (37).

C. sakazakii es una bacteria patégena, capaz de producir biopeliculas, que
suelen ser patdgenas, causando con ello infeccion por transmision alimentaria o
infecciones nosocomiales (38). Ademds, esta caracteristica permite al
microorganismo resistir ante condiciones ambientales adversas, pudiendo asi
desarrollarse en productos de la industria alimentaria o material hospitalario. En
el presente estudio se pretendian usar cinco tratamientos térmicos diferentes
para analizar la viabilidad de C. sakazakii y poder asi determinar las células
bacterianas comprometidas viables pero no cultivables tras el sometimiento de
estas al estrés térmico, asi como las bacterias muertas. Ademas, se sembrarian
posteriormente en agar con el fin de analizar su capacidad para formar colonias.
Segun paloma et al. cabria esperar una fuerte correlacion entre células vivas por

FC y recuentos en placa de agar TSA (37).

Hasta la fecha, la naturaleza de las bacterias comprometidas de C. sakazakii no
esta aclarada. Recientemente, Paloma et al. pudieron detectar este estado
intermedio vinculando a las propiedades fisiologicas de las células bacterianas
(37). Ademas, observaron un patron distintivo de fluorescencia en forma de
curva, para una suspension de células de C. sakazakii sometida a tratamiento

térmico. La nube de eventos siguidé un patron en forma de curva, reflejando los
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diferentes estados fisioloégicos de las bacterias a medida que avanza el dafio
celular. Pasarian por una primera fase de dafio de membrana externa sin
afectarse la membrana citoplasmatica, pues el Pl no podria penetrarla y en una

segunda fase en la que se produciria el dafo de la membrana citoplasmatica.

Varios autores (39, 40 ,41) han declarado que la integridad de la membrana
depende de las condiciones ambientales (temperatura, tiempo y diferentes
compuestos) como del estado fisiolégico de la célula. Arku et al. (41) mostré una
menor supervivencia de C. sakazakii ante un aumento de temperatura de 52 a
67°C durante 30 minutos, Choi et al. (42) encontré que la proporcion de células
de C. sakazakii en la regién de fluorescencia PI, aumento bajo la influencia de

compuestos antimicrobianos en tiempos de 5,10 o 30 minutos.

Las formulas de leche en polvo pueden estar contaminadas por C. sakazakii. Al
reconstituir la férmula, el patégeno podria sobrevivir a tratamientos térmicos
suaves (43). La FAO/OMS propuso una serie de recomendaciones para la
reconstitucion de PIF en UCI de neonatos o en el hogar asegurando asi una
correcta manipulacion que garantice la seguridad de PIF (14). Sin embargo, hay
otras instrucciones para la reconstitucion de PIF que sugieren enfriar el agua
hasta 40°C con el fin de evitar quemaduras o pérdidas de propiedades

nutricionales y organolépticas en la férmula (43, 44).

Se ha de tener en cuenta que un recalentamiento de la PIF (35-40°C)
previamente preparada asi como un tratamiento térmico suave (40-70°C), del
agua para reconstituir la férmula, supondrian un riesgo para los nifios pues como
se ha visto las células no tratadas o tratadas con calor suave pueden recuperarse

y crecer durante el tiempo de retencién (44).

Para el presente estudio podriamos esperar que alos tratamientos de 75°C, 85°C
y 95°C no se observara crecimiento en placa ni células vivas al citbmetro. Por el
contrario, con los tratamientos de temperatura mas suaves de 55°C y 65°C, al
igual que Paloma et al. (37) cabria esperar que no se eliminaran todas las
bacterias en recuentos de agar ni en citbmetro de flujo. Esto nos muestra que la
aplicacion de temperaturas suaves en la reconstitucion o recalentamiento de la

férmula no garantizan la seguridad alimentaria.
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Ademas, el periodo de enfriamiento ha de realizarse en condiciones estériles, de
manera que nos garantice llegar de manera segura a la temperatura de

consumo.

5. CONCLUSIONES

Los tratamientos térmicos suaves aplicados a la reconstitucion de PIF, no son
adecuados para garantizar la seguridad de la férmula. Se ha de remarcar la
importancia que tiene el llevar el agua que se utilice para su reconstitucion a
temperaturas de ebullicién. El uso de temperaturas suaves en el momento de
reconstitucion de la férmula o para un recalentamiento, aumentan de forma clara
el riesgo de contaminacion por C. sakazakii. Como mostr6 Paloma et al., a
temperaturas de 60 o 65°C no se eliminaron todas las bacterias y se mostré un
porcentaje alto de bacterias comprometidas que pueden dar lugar a células
viables patdgenas, ya que este estado fisiologico intermedio mantiene las
caracteristicas patégenas (37). Gracias ala FCM se pudo determinar las células
comprometidas viables pero no cultivables, lo cual no podria haberse

determinado mediante agar en placa.

Como prevencion en UCI neonatal y bebes inmunodeprimidos, seria conveniente
el analisis mediante citometria de flujo, de las formulas infantiles, antes de la
administracion al neonato, con el fin de detectar células comprometidas que

puedan suponer un riesgo para el bebé.

6. LIMITACIONES
La principal y gran limitacion para el desarrollo del presente estudio, ha sido la

pandemia sufrida a nivel mundial por el Covid-19.

Aunque se pudo desarrollar el planteamiento de la metodologia, no fue posible

llevar a cabo el desarrollo completo de la parte analitica.

Por este motivo, los resultados del estudio han tenido que ser estimados en base
al estudio realizado por Paloma et al. (37), ya que no se pudo llegar a realizar la

parte experimental del proyecto en su totalidad.

La coyuntura actual no ha permitido completar el trabajo de la manera deseada.
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ANEXOS

Ilustracion 5. Placa TSA enlaque se observan las coloniasde C. sakazakii.
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llustracion 6. Leche infantil empleada e instrucciones del fabricante para su reconstitucion y administracion.






