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Artículo original

Primer aislamiento de Cronobacter spp 
(Enterobacter sakazakii) en fórmula láctea 
en polvo producida en Chile

RESUMEN

La familia Enterobacteriaceae contempla agentes comunes en las 
enfermedades transmitidas por los alimentos. De esta familia Cronobacter 
spp, es considerado un patógeno que afecta principalmente a recién nacidos, 
los que pueden adquirirla a través de fórmulas lácteas infantiles en polvo con-
taminadas. Objetivo: Pesquisar Cronobacter spp, en una fórmula láctea 
en polvo producida en Chile. Material y método: En julio de 2008, se obtu-
vieron 80 muestras desde una planta ubicada en la Región de Los Lagos. Para 
el aislamiento de Cronobacter spp, se utilizó el método descrito en la norma 
ISO/TS 22964. Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de Alimentos 
del Instituto de Medicina Preventiva Veterinaria de la Universidad Austral de 
Chile. Resultados: Del total de muestras analizadas, el 5% (4 / 80) fueron 
confirmadas como Cronobacter spp, constituyendo así el  primer reporte de 
esta bacteria en Chile. Conclusión: Cronobacter spp, está presente en 
una fórmula láctea en polvo producida en Chile. Su presencia en este producto 
representa un riesgo que no es considerado en el actual Reglamento Sanitario 
de los Alimentos de nuestro país.

Palabras clave: Enterobacter sakazakii, Cronobacter spp, fór-
mulas lácteas infantiles en polvo, aislamiento, Chile.

FIRST ISOLATION OF CRONOBACTER SPP (ENTEROBACTER 
SAKAZAKII) IN POWDERED BABY FORMULA IN CHILE 

ABSTRACT
The family Enterobacteriaceae includes agents that are commonly 

transmitted through food. Within this family, Cronobacter spp, is considered 
to be a pathogen that primarily affects newborns, which can acquire it through 
contaminated powdered formula. 

Objective: Isolate Cronobacter spp, in a powdered milk formula pro-
duced in Chile. Material and method: In July of 2008, 80 samples were 
obtained from a factory in the Los Lagos Region. To isolate Cronobacter 
spp, the methods described in the ISO/TS 22964 specifications were used. 
The samples were analyzed at the Food Laboratory at the Institute of Preven-
tative Veterinary Medicine and the Universidad Austral de Chile. Results: Of 
all analyzed samples, 5% (4/80) were contaminated with Cronobacter spp, 
which constitutes the first report of this bacterium in Chile. Conclusion: 
Cronobacter spp is present in powdered baby formula produced in Chile. It’s 
presence in this product represents a risk that is not considered in the current 
food safety standards in this country. 

Key words: Enterobacter sakazakii, Cronobacter spp, powered 
baby formula, isolation, Chile.
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INTRODUCCIÓN
Cronobacter spp, es una bacteria gram-ne-

gativa móvil, no formadora de esporas, anaero-
bia facultativa, que se comporta como patógeno 
oportunista y pertenece a la familia Entero-
bacteriaceae1. En la actualidad, Cronobac-
ter spp (Enterobacter sakazakii) ha sido 
clasificado como un nuevo género que consiste 
en 6 especies diferentes Cronobacter saka-
zakii,  C. malonaticus, C. dublinensis, C. 
mytjensii, C. turinensis  y C. genomos-
pecie1,2. Cronobacter spp.  se ha aislado 
de fórmulas lácteas infantiles en polvo3. La in-
fección por Cronobacter spp puede resultar 
en serias enfermedades, tales como bacteremia, 
septicemia, meningitis, enterocolitis necrotizante 
y muerte en recién nacidos inmunocomprometi-
dos2,3. La Organización Mundial de la Salud reco-
mendó que para reducir el riesgo de contraer la 
enfermedad por Cronobacter spp, las fórmu-
las lácteas infantiles deberían ser reconstituidas 
con agua a temperaturas superiores a 70°C y 
que fueran consumidas como máximo hasta 2 
horas después de su preparación4. Si bien las 
infecciones por Cronobacter spp, son poco 
frecuentes, pueden llegar a presentar una tasa 
de mortalidad elevada que fluctúa entre el 40-
80%5. Existe información acerca de la relación 
epidemiológica entre los casos clínicos causa-
dos por Cronobacter spp, y el consumo de 
fórmulas lácteas infantiles en polvo (FIP)3, 4, 6. 
Los individuos más susceptibles a la infección 
por Cronobacter spp, lo constituyen lactan-
tes. Dentro de este grupo los recién nacidos 
(menores de 28 días de edad) -en particular los 
prematuros, con bajo peso al nacer (menos de 
2.500 g.) e inmunocomprometidos (VIH positi-
vos)- son quienes se encuentran mayormente 
expuestos1, 3, 7, 8.

En los últimos años, Cronobacter spp, ha 
sido considerado un patógeno de importancia 
mundial, donde inclusive la Comisión Interna-
cional de Especificaciones Microbiológicas para 
los Alimentos lo clasificó como un peligro severo 
para determinada parte de la población, capaz 
de causar riesgo vital, enfermedades a largo 
plazo o considerables secuelas crónicas9-10. El 
objetivo de esta comunicación es reportar el 
primer aislamiento en Chile de Cronobacter 

spp, en muestras de FIP provenientes de una 
planta elaboradora de productos lácteos en la 
Región de Los Lagos.

MATERIAL Y MÉTODO
Se recolectaron 80 muestras de una marca 

comercial nacional de fórmula láctea en polvo 
(producto en base a leche semidescremada con 
cereales y fortificada con minerales y vitaminas), 
en envases de 1 kg, proveniente de una planta 
elaboradora de productos lácteos ubicada en 
la Región de Los Lagos. La obtención de las 
muestras se realizó mediante un procedimiento 
aleatorio de 16 lotes, de los cuales se  recogie-
ron  5 muestras por lote. El muestreo en la plan-
ta se efectuó bajo la supervisión del personal 
del Servicio de Salud de Osorno. Las muestras 
fueron posteriormente trasladadas, procesadas 
y analizadas en el Laboratorio de Alimentos del 
Instituto de Medicina Preventiva Veterinaria de la 
Universidad Austral de Chile.

El proceso de aislamiento e identificación de 
Cronobacter spp, se llevó a cabo de acuerdo 
a lo propuesto por la norma ISO/TS 2296411. Bre-
vemente, se hizo un pre-enriquecimiento, con 
25 g de la muestra y 225 ml de agua peptonada 
tamponada. Los tubos fueron incubados por 18 
± 2 h a 37°C. Posteriormente se traspasaron 0,1 
ml a un tubo con 10 ml de medio caldo lauril sul-
fato triptosa modificado/vancomicina. Luego se 
incubó por 24 h a 44°C. De estos tubos se sem-
bró una alícuota en agar cromogénico ESIA®  y 
en agar triptosa de soya (TSA) por 24 h a 44°C. 
Las placas que presentaron colonias azul verdo-
sas se consideraron presumiblemente positivas 
a Cronobacter spp, en el medio cromogénico 
ESIA® (Figura1). Para el caso del agar TSA la 
confirmación se llevó a cabo mediante la pre-
sencia de colonias con pigmentación amarilla 
(Figura 2) y posterior confirmación bioquímica 
mediante las pruebas de Oxidasa, descarboxila-
ción de aminoácidos (lisina, ornitina, y arginina), 
fermentación de carbohidratos (sorbitol, ramno-
sa, sacarosa, melibiosa y amigdalina) e hidrólisis 
de citrato. El control positivo fue la cepa  Ente-
robacter sakazakii ATCC 51329.

RESULTADOS  
De las 80 muestras de fórmula láctea infantil 

en polvo (FIP) se obtuvo que el 5% (4/80) fueron 
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confirmadas con presencia de Cronobacter 
spp,

       

Figura 1.  Cronobacter spp, en medio cromogénico 
ESIA®  

Figura 2. Cronobacter spp, en medio TSA          

DISCUSIÓN
El aislamiento e identificación de Crono-

bacter spp se realizó a partir de fórmulas 
lácteas en polvo correspondientes a una misma 
empresa, por lo cual pudiera tratarse de un mis-
mo clon bacteriano, sin embargo, la importancia 
de este trabajo radica en que constituye el pri-
mer reporte de esta bacteria en Chile. 

Existen varios estudios en distintos países 
que señalan la presencia de Cronobacter 
spp. Así, en Canadá se analizaron 120 mues-
tras de FIP de diferentes empresas, el 6,7% 
contenían E. sakazakii en concentraciones 
de 0,36 ufc/100 g12.

En 2004, en Inglaterra se muestrearon 82 
muestras de FIP provenientes de diferentes paí-
ses aislándose E. sakazakii en 2.4% de las 
muestras13. En un estudio realizado por la FAO/
OMS en 8 laboratorios de 7 países se analiza-
ron 136  muestras de FIP  aislándose Crono-
bacter spp sólo en 1% de las muestras14. En 
Bangladesh de 32 muestras de FIP sólo una re-
sultó positiva a C. sakazakii15. En Australia, se 
recolectaron 298 muestras del medio ambiente 
en cinco fábricas de procesamiento de FIP, ais-
lándose un 32% de Cronobacter spp. De ese 
estudio, un 49% de aislamientos se produjo en 
zonas de procesamiento y 29% en las zonas de 
elaboración, aunque la mayor incidencia fue en 
áreas de cierre de leche en polvo (81%) y la me-

nor (6%) después de la reincorporación de las 
prácticas de higiene de la producción16.

Actualmente la metodología ISO/TS 22964 
utilizada en este estudio, se encuentra cuestio-
nada, ya que la adición de diversos agentes se-
lectivos para neutralizar posibles competidores 
afecta también el crecimiento de algunas cepas 
de Cronobacter spp. que parecen ser más 
sensibles y que, sin bien son excepciones, pue-
den dar lugar a falsos negativos, con el riesgo 
para la salud pública que esto significa. Se ha 
demostrado que algunas cepas de Cronobac-
ter spp no crecen en caldo lauril sulfato triptosa 
ni en caldo bilis verde brillante a ninguna tempe-
ratura19. Tampoco en caldo lauryl sulfato triptosa 
modificado o en caldo de enriquecimiento para 
enterobacterias13,20,21. También existen cepas 
que se ven afectadas por el cristal violeta y el 
desoxicolato de sodio, ambos agentes selecti-
vos presentes en el medio ESIA® usado como 
medio cromogénico21. Además, algunas cepas 
han sido incapaces de crecer a 44°C mientras 
que otras no producen pigmento amarillo sobre 
TSA, característica citada en el aislamiento se-
gún la ISO/TS 2296418-21. Por  lo anteriormente 
expuesto y con el fin de evitar resultados falsos 
negativos, se ha desarrollado un nuevo caldo 
para aislar Cronobacter spp, y propuesto 
cambios que permitan perfeccionar la actual 
ISO/TS 2296418. Por lo tanto, existe el riesgo de 
que los resultados obtenidos con este método 
sean menores a los reales. Sin embargo, este 
es el método que actualmente describe la ISO/
TS 22964(2006) y que recomienda la Unión Eu-
ropea22. 

Las FIP no son productos estériles, y de 
acuerdo a las especificaciones establecidas por 
el Codex Alimentarius, este tipo de preparados 
deben tener un recuento de coliformes   < 3/
g8. La Unión Europea y la norma oficial de Co-
dex Alimentarius23 especifica la ausencia de E. 
sakazakii en 30 muestras de 10 gramos para 
todos los preparados deshidratados destinados 
a lactantes menores de 6 meses22.

En Chile, el Reglamento Sanitario de los Ali-
mentos no señala especificaciones microbioló-
gicas respecto a este microorganismo, además 
no existen estudios en cuanto a la prevalencia 
de C. sakazakii. Es por este motivo que se 
hace necesario realizar estudios epidemioló-
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gicos y adoptar las normas propuestas por la 
Unión Europea en cuanto a la búsqueda de este 
microorganismo.
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Nota del Editor

El muestreo es una disciplina que se preocu-
pa del diseño, cálculo del tamaño de muestra 
y obtención de información a nivel poblacional. 

La muestra constituye la materia prima del 
quehacer de una investigación. En estadística 
una muestra es la materia prima con la cual los 
investigadores pueden estudiar las propiedades 
y estructura de una población, pero a una escala 
menor dado que evaluar la población en su tota-
lidad es difícil dado el tiempo, recursos financie-
ros, personal involucrado, etc.

Gran parte de la investigación realizada en 
salud pública  se caracteriza por utilizar informa-
ción levantada mediante encuestas o entrevistas 
mediante la aplicación de un cuestionario. Estas 
estrategias corresponden a una aproximación 
metodológica que permiten medir un objeto de 
estudio, como por ejemplo una persona entre-
vistada. Las respuestas son representativas de 
la población en estudio u objetivo y el muestreo 
estadístico las utiliza para explorar, describir o 
explicar las propiedades de la población que dio 
origen a la muestra y analizar dicha información.

El sustento teórico del muestreo radica en el 
concepto de la ley de los grandes números, que 
implica que al aumentar el tamaño de muestra, 
la probabilidad teórica respecto a la probabilidad 
empírica se diferencian lo menos posible. El cál-
culo se orienta a que dicha diferencia sea menor 
que un cierto valor prefijado por el investigador.

Existen dos tipos de aproximación al mues-
treo. El primero hace referencia al muestreo de 

tipo poblacional y su objetivo radica en otorgar 
representatividad a las unidades de análisis; el 
segundo, privilegia el carácter aleatorio de la 
muestra y el objetivo es poder hacer compara-
ciones mediante pruebas o contrastes de hipó-
tesis estadísticas.

La determinación del tamaño de muestra en 
el diseño de una encuesta por muestreo proba-
bilístico es una de las etapas más importantes 
en el contexto de un estudio epidemiológico, 
dado que las conclusiones que se obtengan 
afectan y modifican notablemente la calidad de 
vida de aquellas personas o grupos de personas 
en donde se implementen políticas públicas o 
de salud derivadas de la información levantada. 
Una buena muestra reproduce las característi-
cas de interés que existen en la población de la 
manera más cercanamente posible.

Si el muestreo es de tipo poblacional una 
buena muestra se entiende como aquella re-
presentación reducida de la población y que pri-
vilegie la “representatividad”, entendiendo por 
representatividad la capacidad de reproducir la 
diversidad que existe en una población. El dise-
ño de muestreo y la estimación del tamaño de 
muestra requerido se deben afrontar teniendo 
en vista las consideraciones de carácter técnico 
de la teoría estadística inferencial, así como a 
los objetivos de la investigación propuesta.

(Sergio Alvarado)
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