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Crecimiento de patógenos intestinales en fórmulas infantiles 

RESUMEN: Se han determinado las curvas de crecimiento de Salmonella enteritidir y de 
Staphylococcur aureur, como especies representativas de bacterias transmisibles por la 
ingesta, utilizando como sustrato una fórmula infantil comercial. Se establecieran las 
temperaturas de incubación en 37°C y 22OC y se realizaran las recuentos de coloniar en 
diversos tiempos de incubación. Se comprueba que la fórmula ensayada constituye un 
excelente medio de cultivo para ambos gérmenes. El númcro de microorganismos obte- 
nidos en la fórmula es bastante análogo al encontrado cuando crecen en un medio de 
cultivo convencional, superando a las 4 horas de incubación los niveles considerados co- 
mo peligrosos. Se recomienda, por ello, un proceso de descontaminación meticuloso y 
que el consumo de la fórmula tenga lugar en un tiempo que no exceda las dos horas a 
partir de su preparación. PALABRAS CLAVE: FORMULA INFANTIL. DECONTAMINACION. PA- 
TOGENO INTESTINAL. 

GROWTH OF INTESTINAL PATHOGENS IN INFANTILE FORMULA (SUMMARY): 
The growth of Salnonella enteritidtr and Staphylococcw aureui in a comercial formula, 
at 37OC and room temperature in several periods of incubation, was studied. The infan- 
tile formula was an excellent culture medium for bath microarganisms. In four hours of 
incubarion the number of bacteria was similar to the growth of bacteria in conventional 
culrures. The importance of the decontamination process and the rapid consume of the 
formula by the infants are emphasized. KEY WORDS: INFANTILE FORMULA. DECONTAMI- 
NATION. INTESSINAL PATHOGEN. 

Cualquiera que sea el mecanismo, pa- 
recen existir pocas dudas de  que el bibe- 
rón, sobre todo en  países en vía de  de- 
sarrollo, es con frecuencia vehículo de  
transmisión de infecciones al lactante (1). 
Se ha  comprobado que,  en los lactantes 
alimentados con biberón, los índices de 
enfermedad, muerte e ingreso hospitalario 
son mayores que en  los niños alimentados 
al pecho. PLANK y MILANESI (2)  encuentran 
que, durante los tres primeros meses de vi- 
da, la mortalidad es tres veces superior en 
los primeros que en los segundos. 

GERRARD y TAN (3 )  han indicado que 
las muertes por neumonía y diarrea se 
producían con una frecuencia siete u ocho 
veces superior entre los niños canadienses 
alimentados con biberón. Parece, por lo 
tanto, que los lactantes alimentados con 
lactancia natural presentan, al menos en 
los tres primeros meses. una menor inci- 
dencia de  enfermedades infecciosas, en es- 
pecial de infecciones gastrointestinales, 
que los alimentados de modo artificial 

(4, 5 ) .  
Aunque en ambientes de  u n  cierto ni- 

vel de  educación sanitaria se conoce la 
conveniencia de que las fórmulas para lac- 
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tantes sean esterilizadas al final de su pre- 
paración o preparadas asépticamente, en 
la práctica doméstica estas instrucciones 
son, de hecho, generalmente ignoradas o 
mal ejecutadas. 

Es razonable pensar que, cuando el su- 
ministro de agua no está contaminado y el 
ambiente se encuentra relativamente libre 
de portadores de gérmenes patógenos, 
pueda conseguirse un adecuado control de 
la proliferación hacteriana en dichas fór- 
mulas mediante la limpieza cuidadosa de 
biberones y tetinas, la utilización de la 
fórmula recién preparada, o evitando su 
almacenamiento prolongado a temperatu- 
ras superiores a 1O0C. 

La eventualidad de una contaminación 
y la relativa frecuencia con que, por como- 
didad o conveniencia (viajes, paseos) se 
administran las fórmulas después de algu- 
nas horas de haber sido preparadas, nos 
ha llevado a plantear el presente estudio 
con el fin de observar las posibilidades de 
supervivencia que ofrecen las fórmulas in- 
fantiles a los microorganismos que inci- 
dentalmente pueden contaminarles, y va- 
lorar el riesgo que potencialmente puede 
representar una eventual contaminación. 

Hemos determinado las curvas de cre- 
cimiento de SalmonelLa enteníidis, serori- 
po  B y Stapbyl'ococcus aureus, como espe- 
cies representativas de bacterias transmi- 
sibles por la ingesta, utilizando como 
sustrato una fórmula infantil comercial. 
Dicha fórmula es una leche humanizada 
de iniciación en cuya composición inter- 
vienen seroproteínas Iácticas desminerali- 
zadas, leche entera, lactosa, aceite vegetal. 
vainilla, calcio, hierro y vitaminas. 

El nivel máximo de contaminación 
aceptado para las leches en polvo (6) es de 
5 x 104 unidades formadoras de colonias 

(cni)/gramo, lo que significa que, a la 
concentración en que se consume la fór- 
mula, el 12 %, puede admitirse como to- 
lerable la presencia de hasta 6 x lo3 
cnrlml. 

Según esta valor, se fijaron en 3 x 
lo2, 3 x 103, y 3 x 1@ las concentra- 
ciones más adecuadas de los inóculos de 
Salmonelia entenndir para utilizar poste- 
riormente concentraciones menores. 
iguales y superiores a la concentración to- 
lerada; la concentración empleada del inó- 
culo fue de 3 x lo6 cmlml.  para el 
StapbyLococcui aureus, ya que a menores 
concentraciones se obtenía una gran va- 
riabilidad de resultados. Las temperaturas 
de incubación se establecieron en 37'C y 
22OC, y se realizó el recuento de colonias 
a las 2, 4, 9, 24 y 48 horas de incuhación. 

Una vez establecidas las condiciones de 
trabajo se hicieron 20 experiencias con Sal  
monella enten'tidis, utilizando una misma 
cepa mantenida en subcultivo mediante 
pases sucesivos en placas de agar MacCon- 
key, y otras 20 con Stapbylococcw aureus, 
empleando una cepa distinta en cada oca- 
sión. En cada experiencia se preparaba un 
volumen de la fórmula y una suspensión 
de microorganismos para hacer un control 
de la viabilidad del germen, un control de 
la esterilidad de la fórmula, y un cultivo 
del inóculo en la fórmula y en el caldo 
tripticasa soja (TSB), tanto a 2Z°C como a 
37°C. 

La fórmula infantil se reconstituyó di- 
solviendo 12 gramos del polvo en 96 ml. 
de agua estéril, calentada previamente eri 
baño maría a 48->O°C. La solución ohte- 
nida se repartió en dos fracciones de 48 
ml. cada una, añadiendo a una de ellas 2 
ml. del inóculo correspondiente, y a la 
otra 2 ml. de agua destilada estéril. De es- 
te modo, cada fracción quedaba a una 
concentración final del 12 %, concentra- 
ción a la que debe consumirse la fórmula 
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según las indicaciones de la fuma pro- 
pietaria. 

Se resuspendía una o dos colonias del 
microorganismo correspondiente en 2 ml. 
de suero salino fisiológico estéril y se ajus- 
taba la suspensión a una turbidez equiva- 
lente al patrón 1 de la escala de Mc 
Farland, lo que venía a resultar una con- 
centración aproximada de la suspensión 
stock bacteriana de 3 x lo8 c ~ u l m l .  

A partir de esta suspensión, se toma- 
ron 0 , l  ml. que se añadieron a 9.9 ml. de 
suero salino con lo que se consiguió una 
dilución de 3 x lo6 c ~ u / m i . ,  que fue la 
concentración utilizada con el Stupbylo- 
coccus. En el caso de la SuLmonelLu, a par- 
tir de dicha concentración se hicieron dilu- 
ciones en suero fisiológico para conseguir 
las tres concentraciones de empleo, 3 x 

lo2, 3 x lo3, y 3 x lo4 cnilml. 

Por cada experiencia se hicieron 
controles de esterilidad de la fórmula uti- 
lizada como medio de cultivo y de la 
viabilidad de los microorganismos en las 
suspensiones empleadas como inóculo. 

Para determinar el número de micro- 
organismos presentes en las muestras se 
efectuaron cinco recuentos en agar CLED 

(Cistina-Lactosa-Electrolitos-Deficiente) 
sembrando por vaciado al cabo de los dis- 
tintos períodos de incubación. Se prome- 
diaron estos resultados y la media obteni- 
da fue el valor que se tomó para expresar 
el resultado correspondiente a cada 
muestra. 

Se han calculado los estadísticos bási- 
cos de media, desviación típica, error 
típico de la media, y coeficiente de va- 
riación en las 20 experiencias. Para la Sal- 
monella el nivel de confianza para la sig- 
nificación de las diferencias entre curvas se 
ha calculado utilizando el análisis bidirec- 
cional de la varianza para la doble clasifi- 
cación sustrato-inóculo en cada temperatu- 

ra de incubación y temperatura-inóculo en 
cada sustrato, realizado para cada uno de 
los cinco tiempos de incubación. 

En el caso del Stupbylococcus sólo se 
ha comparado el sustrato y la temperatu- 
ra, ya que sólo se ha utilizado una con- 
centración con inóculo. 

Considerados globalmente, los recuen- 
tos obtenidos en las 20 experiencias reali- 
zadas para cada tiempo de incubación, 
temperatura, inóculo y medio de cultivo 
ponen de manifiesto una gran variabili- 
dad. Los coeficientes de variación de los 
recuentos de SulmoneLla ententi& son 
considerablemente altos (Tabla 1). Como 
puede apreciarse, los resultados más cons- 
tantes, con menor coeficiente de variación, 
se obtuvieron con los inóculos más altos (3 
x lo4 c ~ ~ l m l . ) ,  cualquiera que fuera el 
medio utilizado como sustrato de creci- 
miento y la temperatura de incubación. 

En los inóculos bajos (3 x 10' 
cnilml.) y medios (3 x 10) cnilml.) la 
variabilidad es mayor cuando se utiliza el 
caldo tripticasa soja como sustrato de cre- 
cimiento y tiende a disminuir al aumentar 
el tiempo de incubación. En los inóculos 
medios y altos la variación no presenta 
patrones regulares en relación con la tem- 
peratura de incubación, 'aunque en los 
inóculos bajos la variabilidad es sistemáti- 
camente menor a 37OC que a 22%. 

En los recuentos de Stapbylococcw 
uureus los coeficientes de variación son 
menores que en el caso anterior (Tabla 11) 
y se advierte una mayor regularidad de re- 
sultados con caldo tripticasa soja, que pre- 
senta coeficientes de variación más bajos. 

Las curvas de crecimiento para cada 
inóculo de Salmonella eutentids en fór- 
mula y en caldo uipticasa soja a 37°C pre- 
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TABLA 1. COEFICIENTES DE VARIACION EN LAS SERIES DE RECUENTOS DE COLONIAS 
DE S. ?ARATY,DHI B 

a: Fórmula 

TIEMPO DE INCUBACION 
INOCULO lFMPERATURA 
(CFVlrnl) ( "c )  2 h.  4 h. 9 17. 24 h.  48 h.  

TIEMPO DE LNCUBACION 
INOCULO TEMPERATURA 
(CFLllrnll ("c) 2 h. 4 h. 9 h.  24 h.  48 h.  

TABLA 11. COEFICIENTE DE VAFUACION EN LAS SERIES DE RECUENTOS DE COLONIAS 
DE S. AUREUS 

MEDIO TIEMPO DE INCUBACION 
INOCULO DE TEMPERATURA 
( C F U I ~ I )  C U L ~ V O  ("C) 2 h.  4 h. 9 h.  24 h.  48 h.  

22 24,43 6,33 26,43 85,76 67,68 
Leche 

37 24,47 7,58 9,84 13,88 86.45 
3 .  lo6 

22 3,89 4 3 7  10,85 59,24 7588  
T S B  
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sentan una morfología muy similar (Figura 
1). La fase logarítmica se inicia y termina 
prácticamente igual, aunque la magnitud 
del crecimiento es ligeramente superior en 
el caldo tripticasa soja. Las diferencias 
entre inóculos para cada sustrato no son 
significativas, excepto a las 2 y a las 9 ho- 
ras de incubación. 

Las curvas obtenidas a 22°C presentan 
características muy semejantes a las ante- 
riores (Figura 2). Sin embargo, el creci- 
miento logarítmico es más lento y la 
influencia del sustrato en las cuatro prime- 
ras horas es más marcada. 

Por el contrario, las diferencias obser- 
vadas en el caso del Staphylococcur aureus 
(Figura 3) entre las curvas de crecimiento 
en la fórmula y en el caldo son 
estadísticamente significativas, por lo que 
puede afirmarse que el germen tiene ma- 
yor crecimiento en el caldo tripticasa soja, 
tanto a 22'C como a 37%. 

La aparición de trastornos nutritivos y 
diarreicos que parecen estar en relación 
con la lactancia artificial justifica la exis- 
tencia de una actitud de reserva frente a 
ella y un esfuerzo por establecer y elimi- 
nar los factores de riesgo que permitan su 
utilización segura cuando ello sea aconse- 
jable. 

Aunque son muchos y muy diversos 
los factores que pueden influir en la pro- 
babilidad de que un lactante padezca un 
proceso infeccioso, el biberón puede jugar 
un papel importante en el caso de infec- 
ciones gastrointestinales o de toxi-infeccio- 
nes (7). En zonas de bajo nivel sociocultu- 
ral y económico a las que llega la «leche 
artificial>, el nivel de contaminación del 
biberón puede ser importante y el riesgo 
de infección transmitida por la alimenta- 
ción artificial elevado (8). Por otra parte, 

los procedimientos domésticos de descon- 
taminación son con frecuencia mal aplica- 
dos, lo que conlleva a una mayor inciden- 
cia de infecciones (9). 

Se acepta desde hace tiempo que la 
SalnoneLh, la Shigella y los serotipos eo- 
terotóxicos de Erchenchzi coli son agentes 
etiológicos de los trastornos gastrointesti- 
nales del lactante. De entre ellos, hemos 
elegido en nuestro esnidio el género Su/- 
nonella porque constituye un problema 
importante de salud pública y porque su 
incidencia en lactantes no es nada desde- 
ñable (10). La ubicuidad del Staphylococ- 
cus aumw y, por consiguiente. la elevada 
posibilidad de que el biberón se contami- 
ne a partir de las personas que lo prepa- 
ran, así como su relación con la mastitis y 
su papel en las toxi-infecciones alimenta- 
rias nos ha movido a incluirlo, igualmen- 
te, en el presente trabajo. 

La legislación española recogida en el 
Real Decreto 2.685176 sobre Reglamenta- 
ción Técnico-Sanitaria para la elaboración, 
circulación y comercio de preparados ali- . . 
menticios para regímenes dietéticos y10 
especiales (ú), admite para productos que 
han de consumirse después de añadir un 
líquido, un máximo de 50.000 microorga- 
nismo~ aerobios por gramo de producto. 
Este tipo de legislación garantiza en cierto 
modo que la fórmula no llegue al merca- 
do con un grado de contaminación igual o 
mayor al señalado. Por otra parte, aunque 
la fórmula no es leche en sentido estricto, 
el proceso industrial de su preparación es 
análogo al de la leche en polvo. En conse- 
cuencia, asumimos que, como en ella, los 
microorganismos que contenga o se incor- 
poren durante su elaboración, disminuyen 
en número conforme aumenta el tiempo 
de almacenamiento en el medio desecado. 
quedando en todo caso reducidos a los 
gérmenes formadores de esporas. 

Por lo tanto, el riesgo más importante 
no radica en los microorganismos que con- 
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tenga la fórmula en polvo sino en los que 
pueden ser introducidos en los recipientes 
por las manipulaciones utilizadas en su 
preparación para el consumo. Sin embar- 
go, el riesgo de infección sería relativo si 
el microorganismo no fuera capaz de 
sobrevivir y multiplicarse en la fórmula. 

En el presente estudio hemos compro- 
bado que la fórmula ensayada constituye 
un excelente medio de cultivo para la Sal- 
monella entenhdu y para el Stapbyiococ- 
czs azreus. Por otra parte, el número de 
rnicroorganismos que se obtienen en ella, 
incluso a temperatura ambiente y con inó- 

culos bajos como los tolerados por la le- 
gislación, es bastante análogo al obtenido 
cuando crecen en un medio de cultivo 
convencional, superando con mucho, a las 
4 horas de incubación, los niveles conside- 
rados como peligrosos. 

La contaminación de biberones y teti- 
nas representa un riesgo real de infección 
cuando las fórmulas infantiles se consu- 
men después de haber transcurrido más de 
dos horas desde su preparación, por lo 
que recomendamos que el proceso de de- 
contaminación sea meticuloso y esmerado. 
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