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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Introduccion: Se describe la investigacion de un caso de meningitis por Enterobacter sakazakii en una
Recibido el 4 de diciembre de 2009 unidad de prematuros con el objetivo de identificar la fuente de infeccién y los posibles factores
Aceptado el 8 de abril de 2010 contribuyentes.

Material y métodos: Se realizo el analisis de los posibles riesgos asociados a la infeccion. En las muestras
del preparado en polvo de los lotes que se utilizaron en la alimentacién de los neonatos se investigd la
presencia de E. sakazakii y su grado de contaminacion inicial. Las cepas de E. sakazakii aisladas en sangre y

Palabras clave:

Meningitis neonatal” heces del neonato, y en las muestras del preparado en polvo se caracterizaron mediante el biotipo,
Enterobacter sakazakii antibiotipo y pulsotipo.
Preparados en polvo para lactantes Resultados: La alimentacion del neonato infectado se habia realizado exclusivamente con un preparado en

polvo para lactantes prematuros. E. sakazakii se detect6 en una muestra abierta y otras 2 no abiertas de un
tnico lote de los analizados. Las cepas de E. sakazakii aisladas en el preparado en polvo y las aisladas en el
neonato infectado presentaron el mismo biotipo, patron de resistencias antimicrobianas y patréon de PFGE.
Como factores contribuyentes se identificaron la inadecuada reconstitucion del preparado y el excesivo
tiempo de conservacion antes de su administracion.
Conclusiones: La infeccién por E. sakazakii en el neonato de la unidad de prematuros se origind por el
consumo de un preparado en polvo para lactantes prematuros contaminado durante su fabricacién, como
resultado de una inadecuada preparacion y conservacién del producto una vez reconstituido.
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Investigation of a neonatal case of Enterobacter sakazakii infection associated
with the use of powdered infant formula

ABSTRACT

Keywords: Introduction: The aim of this study was to describe the investigation of a case of meningitis in a neonatal
Neonatal meningitis intensive care unit in order to identify the source of infection and the associated risk factors.

Enterobacter sakazakii Material and methods: An analysis was carried out on the possible risk factors associated with the
Powdered infant formula infection. E. sakazakii was detected in the batch of the powdered infant formula used during the feeding of

the neonate and the initial level of contamination of the microorganism was estimated. The strains of
E. sakazakii previously isolated in blood and faeces of the infected neonate and those isolated in infant
formula were characterised by biotype, pulsotype and antimicrobial susceptibility.
Results: E. sakazakii was detected in one opened and two unopened cases of a single batch of powdered
infant formula. The E. sakazakii strains isolated in the samples of the product and those isolated in the
infected neonate showed the same biochemical, antibiotic susceptibility and PFGE pattern.
Conclusions: The case of meningitis in the neonatal intensive care unit occurred as a result of the use of a
powered infant formula contaminated with E. sakazakii at manufacturing level, and an inadequate
preparation and storing of the reconstituted product were identified as risk factors.
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Introduccion

Enterobacter sakazakii (actualmente Cronobacter sakazakii) es
* Autor para correspondencia, un patqg_eno opqrtun;sta emergente.q'ue puede causar meningitis,
Correo electrénico: dsimon@aspb.cat (M. de Simén). encefalitis, septicemia y enterocolitis necrosante en lactantes.
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La infeccién por este microorganismo es poco frecuente, pero su
tasa de mortalidad es elevada (40-80%) y puede comportar graves
secuelas neuroldgicas como hidrocefalia, tetraplejia y retraso del
desarrollo neuronal en los individuos supervivientes. Los lactantes
inmunodeprimidos y los recién nacidos ( < 28 dias), en particular
los prematuros de bajo peso ( < 2.500g), son la poblacion infantil
que presenta un mayor riesgo de infeccién.

A pesar de que actualmente no se conoce el reservorio de
E. sakazakii, los preparados en polvo para lactantes se han
establecido como la causa de infeccion mas frecuente en Estados
Unidos y Europa con un patrén epidemiologico caracterizado por
casos esporadicos y pequeiios brotes en el dmbito familiar y
hospitalario, especialmente en las unidades de prematuros®. La
contaminacion de estos preparados por E. sakazakii puede tener
lugar durante el proceso de fabricacion en el momento de la
adicién de micronutrientes posterior a la pasteurizacién®.

El objetivo de este trabajo es describir la investigacion de
un caso de infeccion neonatal por E. sakazakii en la unidad
de prematuros de un centro hospitalario realizada con el fin de
localizar la fuente de infeccion y los posibles factores
contribuyentes.

Material y métodos

El dia 5 de junio de 2007, un centro hospitalario en Catalufia
notificd al Servicio de Epidemiologia del Servei Territorial
de Tarragona del Departament de Salut de la Generalitat de
Catalunya un caso de infeccion neonatal por E. sakazakii. Se
trataba de un prematuro de 33 semanas de 1.600g de peso.
Su estado general al nacer era bueno. En el quinto dia presentd un
cuadro de meningoencefalitis que dio lugar a absceso cerebral,
formacion de quistes e hidrocefalia, con secuelas posteriores de
retraso neuroldgico grave. Se aislo E. sakazakii en liquido
cefalorraquideo, sangre y heces.

Ante esta notificacion, el dia 6 de junio miembros de la seccion
de Higiene Alimentaria del Servei Territorial de Tarragona
realizaron una inspeccién en la unidad de prematuros del centro
hospitalario implicado y analizaron los posibles factores de riesgo
asociados al caso. Se revisaron los procedimientos de reconstitucion
del preparado y esterilizacion de los biberones, los registros de
temperatura de las neveras y se inspeccionaron las instalaciones
relacionadas. Asimismo, se recogi6 informacion sobre el tiempo y
temperatura de conservacion de los preparados una vez reconsti-
tuidos y antes de su uso. Se procedi6 a la inmovilizacion cautelar
de la totalidad del preparado infantil presente en aquel momento
en el centro hospitalario y se recomendd la utilizacion de
preparados liquidos estériles para la alimentacion de los prema-
turos. Se recogieron 30 latas del preparado (segan el plan de
muestreo especificado en el reglamento (CE) n.° 2073/2005 para
preparados en polvo para lactantes) de los 2 lotes disponibles en
el momento de la inspeccién. De uno de los lotes sélo quedaban 3
latas del preparado, 2 sin abrir y 1 abierta. En todas las muestras
se llevo a cabo la investigacion de E. sakazakii mediante el método
de la norma ISO/TS 22964:2006 y su nivel de contaminacion
inicial mediante la técnica de recuento del nimero mas probable®.

Para la caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas en
el preparado, y de las cepas aisladas en sangre y heces del neonato
infectado se realizd el perfil bioquimico mediante la galeria de
identificacion API 20E (BioMerieux, Paris) y el patron de resistencia a
antibidticos mediante la técnica de disco difusion de acuerdo con
los criterios de la guia CLSP. Los antibi6ticos testados fueron:
ampicilina, piperazilina-tazobactam, cefalotina, gentamicina, cefuro-
xima, cefotazima, cefoxitina, amikacina, ceftazidima, amoxicilina-
acido clavulanico, aztreonam, ciprofloxacino, colistina, imipenem,
cefepime, cotrimoxazol, acido nalidixico, nitrofurantoina, ertapenem,

meropenem Kkanamicina, imipenem y fosfomicina. La tipificacion
molecular se realizo por electroforesis en campo pulsado de los
fragmentos de restriccion del ADN cromosoémico (PFGE) mediante el
sistema CHEF-DR II de BioRad. Se utiliz6 la enzima de restriccion Xbal
(Roche Diagnostics) y los fragmentos se separaron en geles de agarosa
al 1,2%. La electroforesis se llevo a cabo en tampén Tris borato EDTA
pH 8,4 durante 20h a 14 °C en un campo eléctrico de 6 v/cm, con un
pulso inicial y final de 5 y 12 s, respectivamente. Como marcador de
peso molecular se utiliz6 el fago lambda digerido por el enzima de
restriccion Hind III. Los patrones de macrorrestriccion se interpretaron
segn los criterios de tipado epidemioldgico establecidos por Tenover
et al (1995)°,

Resultados

La inspeccion realizada en la unidad de prematuros del centro
hospitalario puso de manifiesto que la alimentacion del prema-
turo infectado se habia realizado desde su nacimiento y durante
5 dias exclusivamente con un preparado en polvo para lactantes
prematuros administrado con biberén. Durante el mismo periodo,
en la unidad de prematuros no se habia declarado ningin otro
caso de infeccién por E. sakazakii.

Del analisis de riesgos se desprendié que los principales
factores contribuyentes de la infeccion habian sido la inadecuada
temperatura utilizada durante la reconstitucién del preparado en
polvo y el prolongado periodo de conservacion de los biberones a
temperaturas superiores a la minima de crecimiento (5,5 °C) antes
de su utilizacién’. Asimismo, se observd la ausencia de trazabi-
lidad en la administracién de cada uno de los lotes del preparado.

Respecto a los resultados del analisis microbiologico del
preparado en polvo, E. sakazakii se detect6 en las 3 dnicas
muestras disponibles de uno de los lotes, una de ellas abierta
y otras 2 cerradas. El nivel de contaminaciéon observado fue de
0,9 NMP/10g en todos los casos. En ninguna de las muestras del
segundo lote disponible se detect6 la presencia del

Figura 1. Perfiles de los fragmentos de ADN por PFGE de 5 cepas de Enterobacter
sakazakii aisladas en el neonato infectado y en el preparado en polvo para
neonatos. Lineas 1 y 9, marcador molecular de PFGE. Lineas 2 y 3, cepas de
E. sakazakii aisladas en sangre y heces del neonato. Linea 4, cepa control de
E. sakazakii. Linea 5, cepa de E. sakazakii aislada en la muestra abierta del
preparado infantil del lote implicado. Lineas 6 y 7, cepas de E. sakazakii aisladas en
las 2 muestras cerradas de preparado infantil del lote implicado. Linea 8, control
negativo Acinetobacter baumannii.
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microorganismo. El producto se habia fabricado en Suiza y el lote
contaminado se habia distribuido a nivel estatal; sin embargo, no
hubo notificacién de otros casos de infeccién por E. sakazakii en el
resto del pais. Una vez informadas las autoridades sanitarias
competentes, la empresa implicada procedi6 voluntariamente a la
destruccion de la partida del producto afectado.

Las cepas de E. sakazakii aisladas en sangre y heces, y las
aisladas en el preparado en polvo presentaron un perfil bioqui-
mico idéntico, eran todas resistentes a la cefalotina, ampicilina,
cefoxitina y amoxicilina-acido clavulanico y presentaban el mismo
perfil de PFGE (fig. 1).

Discusion

Este articulo presenta el primer caso en Espafia de infeccion
neonatal por E. sakazakii confirmado microbiologicamente aso-
ciado al consumo de preparados lacticos en polvo para
prematuros.

El resultado de la caracterizacion de las cepas de E. sakazakii
aisladas en el neonato infectado, en la muestra abierta y en las no
abiertas del preparado en polvo, permitié considerar un origen
coman de las cepas y establecer, por una parte, que el preparado
habia constituido la fuente y el vehiculo de infeccién y, por otra,
que la contaminacién era intrinseca al producto, es decir que
habia tenido lugar durante el proceso de fabricacién y no por una
contaminacion cruzada durante la preparacion de los biberones.

Estudios similares sobre casos de infeccion por E. sakazakii en
prematuros por consumo de preparados en polvo concluyen que
los principales factores de riesgo asociados son la insuficiente
temperatura de calentamiento durante la reconstituciéon del
producto y el excesivo periodo de conservacion a temperaturas
inadecuadas una vez reconstituido, ya que este tipo de preparados
no son estériles y pueden suponer un medio favorable al
crecimiento bacteriano®®.

En el presente estudio, la falta de trazabilidad observada en
la administracion de cada uno de los lotes del preparado en la
nutricion del neonato infectado, no permiti6é conocer el tiempo de
exposicion ni el volumen administrado de leche en polvo

correspondiente al lote contaminado, por lo que no se pudo
establecer una relacion dosis-respuesta de la infeccion. Otra
limitacion del estudio es la falta de informacion respecto a la
posible colonizacion por E. sakazakii de otros neonatos asintoma-
ticos de la unidad de prematuros en el mismo periodo.

La Organizacion Mundial de la Salud recomienda el desarrollo
de protocolos de higiene en la manipulacion, conservaciéon y
utilizacion de los preparados en polvo para lactantes, especial-
mente en prematuros, con el objetivo de reducir el riesgo de
infeccion por E. sakazakii, tanto en el ambito hospitalario como en
el doméstico’.
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