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1. Resumen

Cronobacter sakazakii es un bacilo Gram negativo que pertenece a la familia de Enterobacteriaceae,
es movil, anaerobio facultativo, no esporoformador que puede crecer en ambientes muy acidos y en
ambientes con muy poca actividad de agua; lo que lo hace adecuado para crecer en condiciones de
estrés osmotico y desecado como las que se encuentran en productos lacteos como la leche en polvo,
asi como, en las précticas de manufactura de diversidad de alimentos. Todas las especies de
Cronobacter sp. se han asociado con infecciones clinicas en bebés y adultos y se consideran
potencialmente patogenos. (Feeney, Kropp, O'Connor, & D Sleator, 2014).

En Guatemala, como en la mayoria de paises no existen datos epidemioldgicos sobre infecciones por
C. sakazakii por la falta de un sistema activo de vigilancia. En un estudio realizado en el Reino Unido
en 2004, se encontr6 C. sakazakii en muestras de leche en polvo y otros productos secos (Iversen,
Lane, & Forsythe, 2004). En 1980, Farmer aislé también C. sakazakii de muestras de leche en polvo

enlatada en Nueva York (Farmer, Asbury, Hickman, & Brenner, 1980).

El objetivo del presente estudio fue determinar la frecuencia de la contaminacion por C. sakazakii en
leche en polvo expendida a granel en mercados de la Ciudad de Guatemala. Se recolectaron 46
muestras de septiembre a noviembre del afio 2017 en 23 mercados minoristas y satelitales de la
Ciudad capital de Guatemala. Para la determinacion de C. sakazakii se utilizo el método de deteccion

del microorganismo en productos lacteos descrito por la norma ISO 22964:2006.

De las 46 muestras evaluadas, el 91.30% no presentd ningn crecimiento sospechoso de C. sakazakii
en el agar cromogeénico. El 8.7% restante que corresponde a las 4 muestras tomadas de los mercados
satelitales Canton y Unibus, si presentaron crecimiento de colonias en el agar cromogénico y se

identific Pantoea agglomerans por medio de pruebas bioquimicas.

Se establecio la ausencia de C. sakazakii en el 100% de las muestras analizadas de leche expendida a
granel en mercados de la Ciudad de Guatemala. Por la presencia de otra enterobacteria en las muestras
con contaminacion se recomienda evaluar todos los criterios descritos por el RTCA 67.04.50:08 para
determinar la inocuidad de la leche en polvo expendida a granel y orientar a la identificacion de

debilidades en el proceso de manipulacion y almacenamiento del producto.



2. Ambito de la Investigacion

Este seminario de investigacion no pertenece a un proyecto macro, surgio de la inquietud de conocer
y generar datos sobre un problema poco investigado en Guatemala, asociado con la presencia de

Cronobacter sakazakii especificamente en la leche de vaca en polvo no envasada.

2.1 Ambito geogréfico de la investigacion

La Ciudad de Guatemala es la ciudad mas grande y la capital de la Republica de Guatemala, se
encuentra en el area sur-central del pais, con una poblacién estimada de 2, 110,000 personas es la
ciudad més poblada de Guatemala y de Centroamérica. Se divide en 22 zonas en su area urbana, que

ocupan un disefio en forma de espiral que tiene su centro en la Zona 1.

En la ciudad capital hay en funcionamiento algunos mercados minoristas municipales, y mercados
satélites. Los mercados minoristas municipales funcionan en un edificio establecido, mientras que los
mercados satélites lo hacen en la via publica. Todos los mercados cumplen con la funcién de
comerciar productos de la canasta basica, entre otros (Municipalidad de Guatemala, 2013).



3. Antecedentes

3.1 Inocuidad de la leche en polvo
Inocuidad es la garantia de no hacer dafio como una responsabilidad compartida, que agrega valor
tanto al producto como al consumidor para que sea sostenible en el tiempo. Todos los agricultores,
fabricantes, manipuladores, y distribuidores de alimentos, tienen la responsabilidad de asegurar que
los alimentos sean inocuos y aptos para el consumo humano (FAO & OMS, 1959).

La leche y sus derivados son productos ricos en multiples nutrientes. La leche en polvo es fabricada
removiendo el agua de la leche fresca con el objetivo de reducir la actividad de agua, y con esto el
crecimiento de microorganismos. La leche en polvo se utiliza para producir maltiples productos
lacteos, como el queso, helado, yogurt, y proteina en polvo. La ventaja de la utilizacion de leche en
polvo contra la leche liquida es la preservacion de la calidad, la utilizacion de menos almacenamiento,
y con esto menos costos de transporte (Pal, M., Alemu, J., Mulu, S., Kara, O., Parmar, B., & Nayak,
J., 2016).

Al tratarse de productos deshidratados, no es posible utilizar la tecnologia actual para producir
preparados en polvo que estén exentos de bajas concentraciones de microorganismos, es decir, estos
productos no pueden ser esterilizados. Por consiguiente, su inocuidad microbiol6gica depende del
cumplimiento riguroso de las buenas précticas de higiene tanto durante la fabricacion como durante
el uso (CAC/RCP, 2008).

Desde la antigiiedad, el secado es reconocido como el método de preservacion por excelencia de
mualtiples alimentos, pues extingue el agua necesaria para el crecimiento de microorganismos. Los
polvos lacteos no solo se utilizan para su reconstitucion o recombinacion, pero también para

aplicaciones como ingrediente en algunos otros alimentos.

Los parametros de calidad importantes para la leche en polvo, son la calidad microbioldgica,
caracteristicas sensoriales, aparte de las caracteristicas fisicoquimicas, que engloban la humedad,
grasa, proteinas totales, nitrdgeno, lactosa, acidez titulable, cenizas, y otros nutrientes como el calcio,

bajo contenido de agua (maximo 5%).

La microbiota de la leche en polvo depende de muchos factores, incluyendo el nimero y tipo de
bacterias presentes en la leche cruda, las temperaturas de precalentado, las condiciones del evaporador

y secador, y la higiene de la planta de produccion. Altos nimeros de microorganismos en la leche
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cruda pueden resultar en nimero igual de elevados en la leche en polvo. Una sanitizacion no adecuada

del equipo utilizado puede llevar a intoxicaciones alimentarias (Pal, y otros, 2016).

La comision del Codex Alimentarius recomienda que toda la leche que funciona como materia prima
debe ser pasteurizada antes del secado, pero una pasteurizacion inadecuada puede facilitar la
supervivencia de patdgenos en el producto final. Se debe monitorear cada paso de la produccion hasta
la preparacion de alimentos.

Segun el cédigo de practicas de higiene para los preparados en polvos para lactantes y nifios pequefios,
los expertos FAO/OMS sobre la inocuidad microbioldgica de los preparados en polvo para lactantes
se estudiaron casos de enfermedades en lactantes relacionadas con el consumo de un preparado en
polvo, ya sea epidemiol6gica o microbiolégicamente. Se identificaron tres categorias de
microorganismos con base en la solidez de las pruebas de una relacién causal entre su presencia en
los preparados para lactantes y la enfermedad de estos: A) microorganismos con claras pruebas de
causalidad, especificamente, Salmonella enterica y Cronobacter sakazakii; B) microorganismos para
los cuales la causalidad es posible pero que no ha sido demostrada todavia, es decir, son causas
comprobadas de enfermedad en lactantes y han sido encontrados en los preparados para lactantes,
pero no se ha demostrado de manera convincente — ya se epidemioldgica o microbiolégicamente —
que el preparado contaminado sea el vehiculo y la fuente de infeccion, p. ej. Enterobacteriaceae; y
C) microorganismos en los cuales la causalidad es menos probable o0 no ha sido demostrado todavia,
como aquellos que, a pesar de causar enfermedad en lactantes, no han sido identificados en los
preparados, o bien microorganismos que han sido identificados en los preparados para lactantes pero
gue no han sido implicados como agentes de dicha enfermedad en los lactantes, tales como Bacillus
cereus, Clostridium botulinum, C. perfringens, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus
(CAC/RCP, 2008).

Los productores, proveedores y distribuidores de alimentos estan obligados por la ley asegurar la
inocuidad de los alimentos sin considerar su origen o la identidad de los ingredientes de los mismos.
Segun la OMS el acceso a alimentos inocuos y nutritivos en cantidad suficiente es fundamental para
mantener la vida y fomentar la buena salud. Los alimentos insalubres que contienen bacterias, virus,
parésitos o0 sustancias quimicas nocivas causan mas de 200 enfermedades, que van desde la diarrea
hasta el cancer. Los nifios menores de 5 afios soportan un 40% de la carga atribuible a las

enfermedades de transmision alimentaria, que provocan cada afio 125000 defunciones en este grupo



de edad. La inocuidad de los alimentos afecta especialmente a los lactantes, los nifios pequefios, los

ancianos y enfermos.

La interrelacion y la repercusion de un segmento de la cadena alimentaria sobre otro segmento son

importantes para asegurar que se aborden las posibles lagunas en la cadena alimentaria por medio de

la comunicacion y la interaccion entre los proveedores de ingredientes, el fabricante, el distribuidor

y las personas encargadas del cuidado de los lactantes y nifios. Aunque es principalmente

responsabilidad del fabricante realizar el andlisis de peligros dentro del contexto de la elaboracion de

un sistema de control basado en el APPCC o en otros sistemas equivalentes.

Para lograr una cadena eficaz con el prop6sito de reducir el riesgo, las distintas partes deberian prestar

especial atencion a las siguientes responsabilidades:

Los productores y los fabricantes de la materia prima deberian asegurar que en el &mbito de
la granja se empleen buenas practicas agricolas, buenas practicas de higiene y buenas
practicas pecuarias. Esas practicas deberian adaptarse, segin corresponda, a toda necesidad
particular relacionada con la inocuidad que especifique y comunique el fabricante.

Los fabricantes de ingredientes y de materiales de envasado deberian utilizar buenas practicas
de fabricacion y buenas practicas de higiene, asi como tener implantados sistemas APPCC.
Asimismo, deberd aplicarse toda medida adicional comunicada por el fabricante de
preparados en polvo y que sea necesaria para controlar los peligros presentes en estos
productos.

Los fabricantes de preparados para lactantes deben utilizar buenas préacticas de fabricacion y
buenas préacticas de higiene. Toda necesidad de medidas adicionales relacionadas con el
control de los peligros en las fases iniciales de la cadena alimentaria deberia comunicarse
eficazmente a los proveedores a fin de que puedan adaptar sus operaciones para cumplir esas
medidas. De igual manera, es posible que el fabricante tenga que aplicar controles o adaptar
sus procesos de fabricacion en funcion de la capacidad que tenga el proveedor de ingredientes
para reducir al minimo o prevenir los peligros relacionados con los ingredientes.

Los fabricantes deberian proporcionar informacion exacta y comprensible para permitir que
quienes actian en puntos posteriores de la cadena alimentaria utilicen el producto
debidamente. Ello incluye las medidas adicionales necesarias para controlar los peligros

presentes en los preparados en polvo durante la reconstitucion y después de esta.



- Los distribuidores, los transportadores y los vendedores al por menor deberian asegurar que
preparados en los preparados en polvo que se hallan bajo su control sean manipulados y
almacenados adecuadamente y segln las indicaciones del fabricante.

- Los profesionales de la salud y los profesionales encargados del cuidado de lactantes y nifios
pequefios deberian impartir una capacitacion efectiva en materia de higiene a los
consumidores con el fin de asegurar que los preparados en polvo sean preparados,
manipulados y almacenados de manera adecuada y siguiendo las indicaciones del fabricante
(CAC/RCP, 2008).

3.2 Fuentes de contaminacion de la leche en polvo

En paises en vias de desarrollo, existe una carencia de alimentos en los niveles socioecondémicos
bajos, y los productos lacteos se consideran como una solucién parcial a este problema. Sin embargo,
dichos productos son muy vulnerables a la contaminacion por microorganismos patégenos. El nimero
y la cantidad de microorganismos presentes en los alimentos se ve influido por muchos factores que
incluyen el ambiente general del que se obtuvo el alimento, la calidad microbiol6gica del alimento
en su estado procesado, las condiciones sanitarias en las que se proceso el alimento, y si el empacado,
manejado, y almacenado se da en las condiciones adecuadas para mantener la microbiota en un nivel
bajo (Elhussein, 2007).

El conocimiento de los microorganismos y su evolucion es imperativo para asegurar la inocuidad y
calidad de los productos lacteos, incluyendo el desarrollo de métodos simples de deteccion para paises

en vias de desarrollo como Guatemala.

La contaminacion después del proceso es un factor importante puesto que en el proceso de produccion
la materia prima es sujeta a temperaturas letales, que elimina las células de patégenos. Los brotes
causados por el consumo de leche en polvo demuestran que existen fallos en los sistemas de
prevencion de contaminacion, entre estos la presencia de agua que permita que los microorganismos
se repliquen, o la presencia de areas dificiles de mantener y limpiar, por ejemplo, de las torres de
secado. Entre los patogenos de mayor interés en leche en polvo y formulas infantiles se incluye
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, y Salmonella spp. Estos microorganismos pueden
mantenerse viables en la leche en polvo por un gran periodo de tiempo, y continuar su crecimiento

cuando el polvo se reconstituye y almacena a temperaturas favorables.



Hay muchas enfermedades infecciosas de diferentes etiologias que se pueden transmitir por la leche.
La leche se puede contaminar por el ganado bovino con infecciones, mastitis, no es raro encontrar
microorganismos como Listeria, Salmonella, y Escherichia coli patégenas en los ambientes en los
que se cria al ganado (Elhussein, 2007).

Una concentracion alta de microorganismos antes del secado combinada con una pasteurizacion
inadecuada puede facilitar la supervivencia de patégenos en la leche en polvo. Se debe monitorear
cada paso de la produccion del alimento, desde el manejo de materias primas, hasta la preparacion de
los alimentos final. No hay muchos datos a nivel nacional e internacional sobre la calidad
microbioldgica de la leche en polvo, pero existe algunos reportes de la prevalencia de la
contaminacion bacteriana de la leche liquida que pueden ayudar a manejar los riesgos de

contaminacion de la leche en polvo.

3.3 Cronobacter sakazakii

3.3.1 Caracteristicas generales

Cronobacter sakazakii pertenece a la familia de Enterobacteriaceae es un bacilo Gram negativo,
movil, anaerobio facultativo, no esporoformador, con flagelos peritricos, oxidasa negativo, con un
tamafio de 0.3-1 x 1 — 6 um. Produce un pigmento amarillo caracteristico en cultivo, y crece en un
rango de temperatura de 6-45°C con un rango Optimo de 37-43°C. Entre la familia de
Enterobacteriaceae, Cronobacter spp. Son de los méas termotolerantes (Motarjemi, Moy, & Todd,
2014).

Puede crecer en ambientes muy acidos, hasta de pH 3, y en ambientes con muy poca actividad de
agua, lo que lo hace adecuado para crecer en condiciones de estrés osmatico y desecado como las que
se encuentran en productos lacteos como la leche en polvo, y en las practicas de manufactura de
diversidad de alimentos. La adaptacion a estrés osmotico y desecado es mayor cuando se encuentra
en la fase estacionaria debido a la acumulacion intracelular de trehalosa (Heredia, Wesley, & Garcia,
2009).



3.3.2 Patogenia

Cronobacter sakazakii (anteriormente llamada Enterobacter sakazakii) es un patégeno oportunista
de mucha importancia en la industria de alimentos, se encuentra naturalmente en el ambiente y
ocasiona enfermedad en su mayoria en grupos con vulnerabilidades, como los neonatos, en particular
los que han nacido prematuramente o en otras condiciones que afectan a su sistema inmune, o los
bebés nacidos de madres VIH-positivo, que tienen falta de lactancia materna. También los nifios
menores de un afio, ancianos, y adultos con un sistema inmune comprometido presentan grupos de
alto riesgo, pero menor mortalidad que los neonatos y lactantes (Farber & Forsythe, 2008). El
estdmago de los neonatos, particularmente de los que han nacido prematuramente es menos &cido que
el de los adultos, lo cual es un factor que contribuye a la supervivencia de la bacteria. Se relaciona a
la bacteria con casos esporadicos de pequefios brotes de sepsis, meningitis, cerebritis y enterocolitis
necrotizante (FAO/OMS, 2004).

Todas las especies de Cronobacter sp. Se han asociado con infecciones clinicas en bebés y adultos y
se consideran potencialmente patégenos. Cronobacter sakazakii puede invadir las células intestinales
humanas, replicarse en macréfagos y atravesar la barrera hematoencefélica (Feeney, Kropp,
O'Connor, & D Sleator, 2014).

Los bebés que son alimentados completa o parcialmente con alimentos de riesgo como la leche de
vaca o férmula presentan mayor susceptibilidad a infectarse con C. sakazakii debido a que estos
productos no poseen los agentes antimicrobianos que posee la leche materna. Muchos estudios
sugieren que los lactantes alimentados con leche materna tienen una prevalencia menor de infecciones
gastrointestinales y respiratorias (Cunningham, Jelliffe, & Jelliffe, 1991).

Incluso los lactantes que reciben leche materna de donantes presentan menor incidencia de

enterocolitis, y otras enfermedades gastrointestinales (Quigley & McGuire, 2014).



3.3.3 Epidemiologia

En Guatemala, como en la mayoria de paises no existe datos epidemiol6gicos sobre infecciones por
C. sakazakii por la falta de un sistema activo de vigilancia.

Los brotes registrados a nivel mundial han sido notificados de forma pasiva y voluntaria, puesto que
los Unicos paises con declaracion obligatoria de infecciones por Cronobacter spp. son Brasil y
Hungria, por lo que la denuncia de eventos que involucren a C. sakazakii ocurre de manera aislada y

con escasa frecuencia, principalmente en paises en vias de desarrollo (FAO/OMS, 2008).

En el Reino Unido y en Filipinas existe un sistema de vigilancia basado en los reportes de laboratorio
gue involucran el aislamiento de C. sakazakii, sin embargo, los datos de historia clinica y otros

aspectos de importancia epidemioldgica no son registrados.

Los primeros informes de infeccion causada por Cronobacter sp. se redactaron en 1958 en Inglaterra
en el cual investigaron un caso de meningitis en una unidad de prematuros, donde encontraron la
presencia de C. sakazakii en las heces y sangre del neonato y en las muestras de preparado en polvo
de la cual se origind la infeccion como resultado de una inadecuada preparacion y conservacion del

producto una vez reconstituido (Lujan, Loredo, & Aguilar, 2014).

Existe un recopilatorio de informacion epidemiol6gica sobre Cronobacter spp. publicado por la FAO
y la OMS, este indica que de 1961 a 2008 se han reportado 156 casos documentados de infecciones
ocasionadas por Cronobacter spp. a nivel mundial, de estos al menos 29 han resultado en la muerte
del paciente. La evidencia indica que los nifios de corta edad son los mas propensos a desarrollar una

enfermedad grave que conlleve a la muerte.

En general, la cantidad de datos disponibles para tener una idea definitiva de la incidencia entre paises
y regiones, es muy limitada, y esto radica principalmente por 1) la dificultad de realizar un diagndéstico
certero, 2) la disparidad en los alcances de los sistemas de vigilancia, 3) las diferencias en las
metodologias aplicadas a la vigilancia epidemioldgica. Al tratarse de un patdgeno emergente, el
desconocimiento del microorganismo puede representar un punto débil en el reporte de casos, sumado
a la falta de herramientas en los laboratorios de los hospitales centinela en los sistemas de vigilancia
epidemioldgica para la deteccion precisa del microorganismo (Leotta, Pacheco, Epszteyns, Lirdn,

Stambullian, vecchiarelli & Stamboulian, 2011).



Las tasas de mortalidad de la infeccidn por C. sakazakii se han reportado hasta del 50%, o mas, y ha
sido mayor en casos con cerebritis, 0 meningitis. También se ha reportado un crecimiento en la
resistencia antimicrobiana a la terapia de primera linea para diagnosticos presuntivos de enfermedad
por Cronobacter sakazakii (FAO/OMS, 2004).

Los bebés que son alimentados completa o parcialmente con alimentos de riesgo como la leche de
vaca o férmula presentan mayor susceptibilidad a infectarse con C. sakazakii debido a que estos
productos no poseen los agentes antimicrobianos que posee la leche materna. Muchos estudios
sugieren que los lactantes alimentados con leche materna tienen una prevalencia menor de infecciones
gastrointestinales y respiratorias (Cunningham, Jelliffe, & Jelliffe, 1991). Incluso los lactantes que
reciben leche materna de donantes presentan menor incidencia de enterocolitis, y otras enfermedades

gastrointestinales (Quigley & McGuire, 2014).

Segun la Encuesta Nacional de Salud Materno Infantil (ENSMI) 2014-2015 la probabilidad de morir
durante el primer afio de vida es de 28 por cada 1,000 nacidos vivos, sin embargo, de estos, 17 nacidos
vivos, fallecen durante el primer mes de vida. EI primer mes de vida es el periodo con mas riesgo de

contraccién de una infeccién por C. sakazakii con consecuencias letales.

La encuesta revela que el 17.2 % de los nifios y nifias de 0-1 mes de edad consumen otros tipos de
leche aparte de la lactancia materna, entre estos incluida la leche en polvo (Ministerio de Salud
Publica y Asistencia Social, Instituto Nacional de Estadistica, Secretaria de Planificacion y

Programacion de la Presidencia, 2017).

3.3.4  Diagnostico de C. sakazakii
En nifios y bebes menores de dos meses, la bacteria entra a nivel sanguineo y /o pueden llegar a las
meninges y medula espinal causando inflamacion y produciendo meningitis. Los sintomas por
infeccion por Cronobacter empiezan con fiebre, llanto y poca energia, y en otros casos puede llegar
a convulsionar. Los recién nacidos con meningitis pueden desarrollar problemas serios o duraderos
(Lujan, Loredo, & Noe, 2014).

El diagnoéstico se establece por medio del crecimiento de los bacilos gran negativos a partir de
muestras de: sangre como hemocultivos, Liquido cefalorraquideo (LCR) u otros sitios esteriles. En
el estudio de tres casos de meningitis neonatal causado por C. sakazakii en leche en polvo, en el cual

se realizé cultivo y antibiograma de sangre y LCR de los cuales los tres fueron positivos para

10



C. sakazakii dos con hemocultivo positivos y tres con LCR positivos. En este estudio se comprobd

que la formula infantil estaba contaminada con C. sakazakii de los neonatales (Gunnar, y otros, 1989).

3.3.5 Puntos de riesgo asociados a Cronobacter sakazakii

El reservorio natural de C. sakazakii no se conoce, pero se ha podido aislar de los intestinos de moscas
hematofagas de sangre de ganado, lo cual podria ser un factor de contaminacion para los productos
lacteos. Se ha podido aislar de aguas superficiales, suelo, vegetales, y también en alimentos listos
para consumir, y bebidas (Heredia, Wesley, & Garcia, 2009) .

Se ha aislado también en instalaciones de produccion de leche en polvo y en otras plantas de
produccién de alimentos y hogares, transmitiéndose a los alimentos, principalmente, a férmulas en
polvo infantiles y de leche en polvo (CRONOBACTER, 2013); Segun la FAO un nlmero creciente
de informes se ha establecido que los preparados en polvo para lactantes son una fuente y un vehiculo
de la infeccién (Biering, y otros, 1989). Ademas, en las heces o la orina de lactantes asintomaticos se
ha detectado la presencia de C. sakazakii; y se ha demostrado su presencia en las heces durante 18
semanas (Block, Minster, Simhon, Arad, & Shapiro, 2002).

3.4 Normasy reglamentos

La norma guatemalteca para la leche en polvo es la COGUANOR NGO 34 044 en la cual tiene como
objetivo establecer los tipos y definir las caracteristicas que deben reunir la leche de vaca, en polvo.
Segun esta norma este tipo de leche debera cumplir con los requisitos microbiol6gicos indicados a
continuacion:

Cuadro 1. Caracteristicas microbioldgicas de la leche en polvo segun la NGO 34 044

Caracteristicas Leche en polvo

Microorganismos no patdgenos por gramo en 50,000 UFC/g

leche para consumo humano, maximo

Escherichia coli en 0.1g, leche en polvo para Negativo

consumo humano

Coliformes por gramos: en leche para 90 UFC/g

consumo humano.

Fuente: Pardmetros obtenidos de la NGO 34 044
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Con respecto al RTCA la leche en polvo debe cumplir con lo establecido en el RTCA 67.04.50:08
Alimentos. Criterios microbiolégicos para la inocuidad de Alimentos.

Cuadro 2. Caracteristicas microbiolédgicas de la leche en polvo segun el RTCA 67.04.50:08

Parédmetro Tipo de riesgo Limite méaximo permitido
Salmonella ssp/25 g A Ausencia

Staphylococcus aureus A 10% UFC/g

Escherichia coli A <3 NMP/g

Fuente: Pardmetros obtenidos del Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:08

3.5 Estudios realizados en leche en polvo

La leche lleva un proceso de pasteurizacion previo al tratamiento por secado, en este proceso se puede
eliminar C. sakazakii que es mas sensible al calor que otros patdgenos como L. monocytogenes. Sin
embargo, no se puede descartar como un patdgeno que puede estar presente en la leche en polvo por
la contaminacion cruzada por contacto con superficies contaminadas como las de los equipos (Shaker,
Osaili, Al-Omary, Jaradat, & Al-Zuby, 2007).

En un estudio realizado en el Reino Unido en 2004, se encontré C. sakazakii en muestras de leche en
polvo, y otros productos secos (Iversen, Lane, & Forsythe, 2004). En 1980, Farmer aislé también C.
sakazakii de muestras de leche en polvo enlatada en Nueva York (Farmer, Asbury, Hickman, &
Brenner, 1980).
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4, Justificacion

En 2004, la FAO y OMS convocaron a una reunion de expertos en el asunto, con el fin de informar a
las autoridades en alimentos sobre medidas preventivas, y la importancia del microorganismo
Cronobacter sakazakii dentro de la salud publica y el impacto negativo que puede tener en la misma
debido a las condiciones de desnutricion y pobreza del pais. Los consumidores acceden a los
alimentos que sus ingresos les permiten. Existen ventas de leche en polvo formales e informales, estas
Gltimas no reguladas.

La situacion de pobreza general del pais se refleja en multiples carencias de la poblacién general. A
esto se suma una deficiente seguridad alimentaria, malnutricion, falta de educacion nutricional, y
niveles socioecondmicos bajos, lo cual podria significar infecciones en bebés de edad lactante, y es
uno de los patégenos mas importantes asociados a la leche en polvo, C. sakazakii.

En Guatemala existen limitaciones en el sistema de control en la seguridad alimentaria hay instancias
para la auditoria, pero aun no tienen el impacto deseado por la poblacidn. Esto se refleja en las tasas
altas de mortalidad por enfermedades diarreicas. Las infecciones por C. sakazakii no se reportan en
su totalidad en la mayoria de paises, y ello no es diferente en Guatemala, por lo que no hay
informacidn sobre estudios realizados y esto fortalece la importancia de la realizacion de este estudio.
La lactancia materna se ve afectada en los paises en vias de desarrollo como Guatemala por muchos
factores tales como la falta de educacion, malnutricion, ausencia de las madres, por lo que se recurre
en nifios de edad lactante a la alimentacion complementaria con formula infantil en algunos casos, o
segun estudios que indican que la leche de vaca en polvo también se utiliza como alimentacion
complementaria a pesar de que no es recomendada para la alimentacion de lactantes. Por lo que se
considera conveniente determinar la frecuencia de contaminacion por C. sakazakii de leche en polvo
expendida a granel en mercados de la ciudad de Guatemala y asi realizar un estudio como primer

paso para dar a conocer la importancia de este tema.

Este estudio proveera de datos pioneros en la regién que pueden llegar a poner en marcha un sistema
de vigilancia mas estricto que abarque la mejora a través de la capacitaciéon en la manipulacion de
alimentos expendidos a granel, teniendo bajo control las fuentes de contaminacion. Los resultados
generados por este estudio pueden también incentivar al diagndstico clinico y reporte de datos para
estadistica sobre este microorganismo, asi como reafirmar la importancia de una educacion
nutricional y los problemas que influyen en ella en los sectores diversos en los que se consume la

leche de vaca en polvo en rangos de edad que abarcan desde la edad lactante.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia de contaminacién de leche en polvo expendida a granel en mercados de la
ciudad de Guatemala.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Determinar la presencia de Cronobacter sakazakii en muestras de leche en polvo
expendida a granel en mercados minoristas de la ciudad de Guatemala.

5.2.2 Determinar presencia de Cronobacter sakazakii en leche en polvo expendida a granel en
mercados satelitales.

5.2.3 Establecer la frecuencia de contaminacion por Cronobacter sakazakii en la leche en

polvo.
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6. Hipotesis
Este estudio no presenta hipotesis por ser de tipo descriptivo.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Universo y muestra

El universo esté constituido por leche de vaca en polvo distribuida a granel en distintos mercados

de la Ciudad de Guatemala. Se analizaron 46 muestras por conveniencia obtenidas de 23

diferentes mercados de la Ciudad de Guatemala.

7.2 Recursos
7.2.1  Humanos

Asesores: Dra. Karin Herrera Aguilar,
Estudiantes: Br. Leslie Ovalle, Br. Rafael Mench.
7.2.2 Institucionales

Laboratorio Microbioldgico de Referencia, LAMIR

7.3 Materiales
7.3.1 Medios de cultivo
- Agua peptonada tamponada
- Caldo Lauril Sulfato con Vancomicina
- Agar cromogénico para Cronobacter sakazakii
- Agar Tripticasa Soya
- Agar LIA
- Agar MIO
- Agar Arginina
- Medio bésico

- Agar Citrato segin Simmons

7.3.2 Reactivos
- D-Sorbitol
- L-Ramnosa
- D-Sacarosa
- D-Melibiosa

- Tiras para la determinacién de oxidasa

M.Sc.

Sergio

Lickes

(LAMIR).
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7.3.3  Insumos
- Placas de Petri de poliestireno de 90mm de didmetro
- Fosforos

7.3.4 Cristaleria
- Erlenmeyers de 250ml
- Tubos de ensayo con tapadera y rosca

7.3.5 Cepas de referencia
- Cronobacter sakazakii ATCC® 29544
- Escherichia coli ATCC® 25922
- Staphylococcus aureus ATCC® 25923

7.3.6 Equipo
- Balanza de precisién
- Autoclave
- Campana de flujo laminar
- Mechero de Bunsen
- Pinzas
- Incubadora a 37°C
- Incubadora a 44°C
- Asaenargolla

- Cucharas estériles

7.4 Metodologia

Muestreo

Para la obtencion de muestras se compraron de 2 a 4 onzas de leche en cada mercado sin pedir
consentimiento de cada comerciante los dias de lunes a sabado. Durante el mes de septiembre a

noviembre del afio 2017 se realizd el muestreo a cada mercado en diferentes dias.
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Método estandar de la norma ISO/TS 22964:2006
7.4.1 Preparacion de la muestra

Se prepard la dilucion primaria agregando 10 g de muestra a 90 ml de Agua Peptonada Bufferada.
Se dejo dispersar la muestra en el liquido sin agitar. (International Organization for
Standardization, 2006).

7.4.2  Pre enriquecimiento en medio liquido no selectivo
Se incubd el Agua Peptonada inoculada a 37°C por 16-20h.

7.4.3 Enriguecimiento en medio liquido selectivo
Se transfiri6 0.1 mL del cultivo liquido obtenido a 10 mL de caldo Lauril Sulfato con

Vancomicina (mLST/Vancomicina). Se incubé a 44°C por 22-26h.

7.4.4  Aislamiento de colonias presuntivas de Cronobacter sakazakii

7.4.4.1 Después de la incubacién en el medio mLST/Vancomicina se inoculé 10 uL de medio
liquido sobre la superficie de la placa de agar cromogénico para C. sakazakii. Se incubd
la placa a 44°C + 1°C por 24 + 2hrs. Después de la incubacion se examiné el agar

cromogeénico identificando colonias presuntivas de C. sakazakii.

NOTA: las colonias tipicas son pequefias de 1-3mm color verde o verde azulado. Colonias no

presuntivas son color violeta o transparente.

7.4.5 Confirmacion

7.4.5.1 Produccion de pigmento amarillo

Se selecciond por cultivo sospechoso una colonia presuntiva observada en el agar cromogénico
y se estrio en una placa de agar Tripticasa Soya. Se incubd a 25°C por 44-48h buscando colonias

con coloracion amarillenta para realizar una caracterizacion bioquimica.

7.4.5.2 Caracterizacion bioquimica

Se realizaron las siguientes pruebas bioquimicas a las colonias sospechosas: B-galactosidasa, L-
arginina, L-lisina, L-ornitina, Citrato, Urea, L-triptéfano, Indol, Voges Proskauer, Gelatina, D-
glucosa, D-manitol, Inositol, D-sorbitol, L-ramnosa, D-sacarosa, D-melibiosa, Amigdalina,
Arabinosa y para la correcta identificacion se utilizo el Software de Identificacion Bacteriana

Avanzada (ABIS por sus siglas en inglés).
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8. Resultados

Se realizd un muestreo aleatorio en 23 mercados minoristas y satelitales del municipio de Guatemala
(ver Tabla No.1) para determinar la presencia y frecuencia de C. sakazakii en la leche en polvo de

venta a granel.

Tabla No. 1. Identificacion numérica de mercados minoristas y satelitales muestreados
aleatoriamente en el municipio de Guatemala.

Mercado Numero Mercado Numero
Central 1 Satélite El Sauce 13
La Terminal 2 Satélite Trinidad 14
Sur Dos 3 Satélite Unibus 15
La Presidenta 4 La Reformita 16
Satélite 27 calle 5 Satélite Canton 17
Colén 6 Satélite el Tierrero 18
Satélite Gerona 7 Satélite la Chacara 19
Cervantes 8 Roosevelt 20
La Palmita 9 Satélite 12 avenida 21
La Villa 10 Santa Fe 22
El Granero 11 Satélite La Verbena 23
El Gallito 12

Fuente: Municipalidad de Guatemala 2013, listado de mercados minoristas y satelitales de la ciudad de Guatemala

De las muestras de los 23 mercados evaluados, las muestras del mercado Satélite Unibus (ver Anexo
No.3, Imagen 11) y del mercado Satélite Cantdn (ver Anexo No.3, Imagen 12) presentaron un
crecimiento sospechoso (ver Tabla No. 2) en el agar cromogénico para C. sakazakii, el cual fue similar

al presentado por la cepa control en el mismo medio (ver Anexo No.3, Imagen 10).
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Tabla No. 2. Presencia de colonias sospechosas en las muestras de leche en polvo expendida a
granel en los 23 mercados minoristas y satelitales de la Ciudad de Guatemala.

Mercados Muestras?

A

Mercados

Muestras?

13

14

15°

16

17°

18

19

20

©| O N o O b W N
1

21

[y
o
1

22

[E=Y
[E=Y
1

12 -

23

Nota. Simbologia: “-“denota no crecimiento de colonias sospechosas, “+”: denota crecimiento de colonias sospechosas.
Se tom6 como colonias sospechosas aquellas que crecieron en el agar cromogénico para C. sakazakii y presentaron una

coloracioén azul-verdosa.
@ Se tomaron dos muestras por mercado.

b |as dos muestras de estos mercados fueron tomadas del tnico proveedor de leche en polvo a granel en cada mercado.
Fuente: Datos experimentales obtenidos del cultivo en agar cromogénico para C. sakazakii
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Las colonias sospechosas se sometieron a pruebas de identificacion bioquimica como se describe en la Tabla No.3 y de la lectura en el sistema ABIS

(Advanced Bacterial Identification Software) se identificd Pantoea agglomerans de las cuatro muestras analizadas.

Tabla No. 3 Identificacion bioquimica de colonias sospechosas aisladas de las muestras

Muestra 0] A L. OD. Cit. HS URE TD IN VP GEL GLU MAN INO SOR RH SA MEL AMY ARA Resultado
15A + - - - - - - - - - - + + - + + + + + + P.
agglomerans
15B + - - - - - - - - - - + + - + + + + + + P.
agglomerans
17A + - - - - - - - - - - + + - - + - + + + P.
agglomerans
17B + - - - - - - - - - - + + - - + - + + + P.
agglomerans
Control + + - + + - - - - - + + + + - + + + + + C. sakazakii
positivo

Nota. O: B-galactosidasa, A: L-arginina, L: L-lisina OD: L-ornitina C: Citrato, U: Urea, T: L-triptofano, I: Indol, VP: Voges Proskauer, GEL: Gelatina, GLU: D-

glucosa, MAN: D-manitol, INO: Inositol, SOR: D-sorbitol, RH: L-ramnosa, SA: D-sacarosa, MEL: D-melibiosa, AMY: Amigdalina, ARA: Arabinosa.
Fuente: Datos obtenidos de la interpretacion de los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas y leidas con el Software de Identificacion Bacteriana

Avanzada (ABIS).
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9. Discusion de Resultados

Al realizar el estudio se encontr6 poca informacion sobre los microorganismos contaminantes de los
preparados en polvo lacteos para lactantes en los paises en desarrollo y  también acerca de la
vigilancia epidemioldgica sobre la carga de morbilidad y mortalidad para estos paises derivada del
consumo de este tipo de preparados contaminados. Sin embargo, aun cuando no se hayan realizado
estudios sobre si el producto utilizado en los paises en desarrollo estd contaminado, no se puede
descartar el riesgo potencial de contaminacion, inclusive en Guatemala, ya que durante todo el estudio
se observo un desconocimiento de C. sakazakii, frecuencia, protocolos rutinarios de identificacion en
centros hospitalarios y fuente de contaminacion. En los informes proporcionados por la OMS, 2002,
de diferentes paises en desarrollo se ha puesto de manifiesto que algunos lotes de preparados de leche

en polvo presentaron contaminacién por C. sakazakii.

De las 46 muestras de leche en polvo que se obtuvo de los 23 mercados minoristas y satelitales del
municipio de Guatemala, el 91.30% de las muestras no presenté crecimiento de ningun tipo de
microorganismos en el agar cromogénico, por lo que se contd solo con el 8.7% restante de las
muestras para determinar la frecuencia y presencia de C. sakazakii como agente de contaminacién de

la leche en polvo expendida a granel en mercados de la ciudad de Guatemala.

En la Tabla No. 2 de resultados se observa que el 8.7% de las muestras analizadas presentaron
crecimiento bacteriano similar a la cepa de C. sakazakii ATCC® 29544 utilizada como control en
el agar cromogénico para C. sakazakii. Al realizar las pruebas bioquimicas descritas en la Tabla No.3,
se logro identificar a Pantoea agglomerans la cual es una enterobacteria sin importancia para esta
investigacion, pero al ser cominmente aislada de suelo, plantas, e insectos y el analito ser dispensado
sin envase, su presencia podria ser un indicador de contaminacion cruzada relacionada a las practicas
de almacenamiento y manipulacién del alimento (Cruz, Cazacu, & Allen, 2007). Por lo tanto, se
puede sugerir la presencia de P. agglomerans como un punto de partida para realizar investigaciones

futuras sobre la contaminacion de la leche en polvo expendida a granel.

No se aislo C. sakazakii en el 100% de las 46 muestras de los 23 mercados minoristas y satelitales,
dicho resultado puede constituir un indicador de Buenas Précticas de Manufactura de la leche en
polvo, ya que se ha aislado C. sakazakii de leche que ha sido sometida a procesos de Ultra Alta

Temperatura para eliminacion bacteriana (Iversen & Forsythe, 2003).

C. sakazakii se ha aislado de diferentes tipos de alimentos como pan, lechuga, queso, vegetales, y

carne (lversen & Forsythe, 2003), por lo que su ausencia en el 100% de las muestras analizadas de
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leche en polvo dispensada a granel puede indicar una prevencion adecuada de la contaminacion
cruzada en mercados, que son puntos de comercio de los alimentos descritos anteriormente, entre
otros. También se ha aislado C. sakazakii de moscas y ratas, (Iversen & Forsythe, 2003) por lo que
su ausencia en el 100% de las muestras puede también indicar un adecuado manejo de las plagas o

buen almacenamiento del producto.

Para concluir, los datos obtenidos del estudio sugieren una tasa de morbilidad y mortalidad casi nula
por infecciones de C. sakazakii adquiridas por el consumo de leche en polvo expendida a granel. En
el estudio realizado por Muytjens, Roelofs-Willemse, y Jaspar en 1988 se encontrd C. sakazakii en
un pequefio porcentaje de muestras de leche en polvo proveniente de 35 paises en una concentracién
menor al criterio para coliformes de 3 UFC/g; La FAO recomienda esta concentracion para formulas
infantiles en polvo de buena calidad; y se concluy6 que aungue las concentraciones encontradas
cumplieron con el criterio de la FAQ, puede ocurrir multiplicacion durante el proceso de preparado o

almacenamiento, por lo que la ausencia del microorganismo incide en tasas de infeccién casi nulas.

Los criterios que segun el Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:08 califican a un alimento
de este tipo como de calidad microbioldgica aceptable no fueron analizados, lo cual constituye una
limitante para el estudio. Estos criterios pueden ampliar el panorama para inferir en la calidad de las

practicas de manejo y almacenamiento de la leche en polvo dispensada a granel.

Se recomienda evaluar la presencia de Salmonella spp. y Escherichia coli, y cuantificar
Staphylococcus aureus para asegurar la inocuidad microbiol6gica de la leche en polvo dispensada a
granel segin los parametros obligatorios establecidos en el Reglamento Técnico Centroamericano
67.04.50:08.
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10. Conclusiones

1. En 100% de las leches en polvo vendidas a granel en los mercados
minoristas y satelitales de la ciudad de Guatemala no se encontrd
presencia de C. sakazakii.

2. El 91.30% de las muestras analizadas no presentaron crecimiento de

ningun tipo de bacteria en el agar cromogénico.
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11. Recomendaciones

1. Investigar la presencia de C. sakazakii en otro tipo de alimentos.

2. Evaluar las précticas de almacenamiento y despacho de la leche en polvo a
granel para determinar posibles causas de contaminacion cruzada con otros
microorganismos gue amenacen la inocuidad del producto.

3. Evaluar los criterios microbiolégicos especificados en el RTCA 67.04.50:08

para determinar la aceptabilidad del producto.
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13.1 Anexo No. 1.

Lista de mercados en la Ciudad de Guatemala

Mercado Ubicacion

Central 92 av. entre 72,y 82 Calle zona 1
La Terminal 0 av. Entre 72, y 82 Calle zona 4
Sur Dos 6% Aventre 19y 21 calle, zona 1

La Presidenta

28 Av. Entre 21y 22 calle, zona 1

Satélite 27 calle

Av. Elena entre 27 y 28 calle, zona 3

Coldn 13 av. Entre 72, Y 62 Calle, zona 1
Satélite Gerona 16 av. Entre 15y 15 calle “A”, zona 1
Parroquia Calle Marti y 11 av. zona 6

Satélite 3 de mayo

108 Calle y 15 av. “A”, zona 6

Satélite La Maya

Manzana 12, calle principal, zona 18

Cervantes Avenida Elena y 18 calle, zona 3
La Palmita 16 av. Entre 26 y 27 calle, zona 5
Satélite Santa Ana 33 avenida, zona 5

La Villa 14 av. entre 18 y 19 calle zona 10
Satélite Canton 21 17 av. Y 42 Calle, zona 14

El Granero 28 calle final via 1, zona 4

San Martin de Porres

18 av. entre 1. Y 1% Calle “A” zona 6

Satélite Kennedy

32 Y 42 Calle, zona 18

La Florida 12 av. Y 52 Calle, zona 19
Satélite La florida 22 Calle entre 72. Y 82 Avenida zona 19
El Gallito 13 calle entre 22. Y 32, Avenida zona 3

Satélite El Sauce

12 av.y 32 Calle zona 1

Satélite Trinidad

53 Av.Y 14 calle zona 3

Satélite Unibus

6*. Av.Y 12 calle “B”, zona 3

San José Mercantil

52 Calle y 12 av. Quinta Samayoa zona 7

Candelaria 52 Av. Y 25 calle, proyecto 4-3, zona 6
La Reformita 11 av. Entre 22 y 23 calle, zona 12
La Asuncién 35av. Y 18 calle zona 5

Satélite el Tierrero

21 calle entre 29 31y 32 av. zona 5

Satélite la Chacara

20 calle entre 44 45y 46 av. Zona 5

Flores Avenida el cementerio y 18 calle zona 3
Satélite Candelaria 22 Av. De la 32 a 35 calle, zona 8
Roosevelt 12 av. Y 11 calle, zona 11

Satélite 12 avenida 12 av. entre 42 y 52 calle zona 11
Santa Fe 11 av. y 22 calle Santa Fe, zona 13
Bethania 1lav.y 27 calle, zona 7

Satélite Landivar

62 av. y 92 calle landivar, zona 7

Satélite La Verbena

20 calle Final y Avenida el cementerio zona 3

Fuente: (Municipalidad, 2013)
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13.2 Anexo No. 2.

Mapas de la ubicacion de los mercados distribuido en las zonas capitalinas

Imagen No. 1 “Mercados en zona 1y zona 5”
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Imagen No. 2 “Mercados en zona 3”

r

@l

Fuente: Imagen de Google Maps (Maps, 2015).




Imagen No. 4 “Mercados en zona 11”

Fuente: Imagen de Google Maps (Maps, 2015).

Imagen No. 5 “Mercados en zona 7”

Fuente: Imagen de Google Maps (Maps, 2015).




Imagen No. 6 “Mercados en zona 12”

Fuente: Imagen de Google Maps (Maps, 201




Imagen No. 8 “Mercados en zona 18”

Fuente: Imagen de Google Maps (Maps, 201

Imagen No. 9 “Mercados en zona 19”

Fuente: Imagen de Google Maps (Maps, 201




13.3 Anexo No. 3.

Imagenes del control positivo y las colonias sospechosas aisladas en agar cromogénico para C.
sakazakii.

Imagen 10. Cepa ATCC® 29544 Imagen 11. Muestra del Imagen 12. Muestra del
de Cronobacter sakazakii mercado satelital # 15 mercado satelital # 17

Fuente: Fotografias obtenidas durante el proceso de lectura de todas las muestras comparadas con la cepa ATCC® 29544
en el medio cromogénico para C. sakazakii a los 23 mercados minoristas y satelitales de la Ciudad de Guatemala en el
Laboratorio Microbioldgico de referencia -LAMIR- USAC.
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