AN. VET. (MURCIA) 34: 27-37 (2018). PROBIOTICOS EN PREPARADOS PARA LACTANTES. CANDEL-PEREZ, C. ET AL. 27

EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DE UNA MEZCLA DE
PROBIOTICOS FRENTE A CRONOBACTER SAKAZAKII'Y SALMONELLA
ENTERICA EN PREPARADOS RECONSTITUIDOS PARA LACTANTES

Evaluation of the antimicrobial effect of a probiotic mixture against Cronobacter sakazakii and
Salmonella enterica in infant formulas

Candel-Pérez, C.; Garcia-Iborra R.; Garcia-Alonso, J.; Martinez-Gracia, C.*
Departamento de Tecnologia de los Alimentos, Nutriciéon y Bromatologia, Facultad de Veterinaria,
Campus de Excelencia Regional Mare Nostrum, Universidad de Murcia, Espafia

*Autor de correspondencia: Carmen Martinez Gracid. Universidad de Murcia, Departamento de
Nutricién y Bromatologia, Facultad de Veterinaria, Campus Espinardo, Murcia 30100, Espafia.
E-mail: mamen@um.es

Historial del articulo:
Enviado: 12 de diciembre, 2019
Aceptado: 5 de marzo, 2020

RESUMEN

Cronobacter sakazakii'y Salmonella enterica son considerados patégenos capaces de causar sepsis y menin-
gitis en lactantes. Se han descrito casos de infeccién por estos patégenos asociados al consumo de preparados para
lactantes contaminados. La inclusién de probiéticos en los preparados, ademds de su papel en la modulacién de la
microbiota intestinal, podria ser ttil para contrarrestar la contaminacién de microorganismos patégenos de estos
productos una vez reconstituidos y, por lo tanto, reducir el riesgo de infeccién. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto antimicrobiano de una mezcla de probidticos (Lactobacillus rhamnosus 'y Bifidobacterium
infantis) frente a Cronobacter sakazakii y Salmonella enterica en preparados reconstituidos para lactantes. Las
muestras (con o sin probiéticos) se inocularon con C. sakazakii o S. enterica y se incubaron a 30 0 40°C durante
72 horas. Los resultados muestran que la presencia de probidticos en los preparados lacteos no tiene un marcado
efecto en el crecimiento de los patégenos. Sin embargo si se ve potenciado su efecto inhibitorio frente a C. saka-
zakii por la interaccion entre la temperatura de incubacion y los probiéticos. Los probidticos empleados fueron
viables durante todo el periodo de incubacién, por lo que el agotamiento de los nutrientes se descarté como posi-
ble mecanismo de inhibicién. La disminucién del pH en los preparados lacteos inoculados no explica de manera
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satisfactoria un comportamiento tan diferente entre ambos patégenos. Por lo tanto, se sugiere como posible me-
canismo inhibidor la liberacién de bacteriocinas especificas con accién contra C. sakazakii pero sin efecto contra
Salmonella. Se deben realizar estudios adicionales para probar esta hipotesis.

Palabras clave: Preparados para lactantes, Cronobacter sakazakii, Salmonella enterica, bacteriocinas, Bi-
fidobacterium infantis, Lactobacillus rhamnosus

ABSTRACT

Cronobacter sakazakii and Salmonella enterica have been implicated in outbreaks causing sepsis and me-
ningitis in infants. Several infection cases have been associated with the consumption of contaminated powde-
red infant formulae. Besides its role in modulating gut microbiota, the inclusion of probiotics in infant formulae
may be useful to counteract pathogen contamination in these products and thus to reduce the risk of infection.
The aim of this research was to evaluate the antimicrobial effect of a mixture of the probiotics Lactobacillus
rhamnosus and Bifidobacterium infantis against Cronobacter sakazakii and Salmonella enterica in reconstitu-
ted follow-on formulae. For that, infant formulae (with or without probiotics) were inoculated with either C.
sakazakii or S. enterica and incubated at 30 or 40°C for 72 hours. Overall, the results showed the presence of
probiotics inhibiting the growth of C. sakazakii together with incubation temperature (interaction between both
factors). Probiotics were viable throughout the incubation period so that nutrient exhaustion could be ruled
out as the mechanism of C. sakazakii inhibition. Thus, the acidification of media observed during the study
was hypothesized to be responsible for pathogen growth inhibition. However, since in the case of formulae
inoculated with Salmonella the behavior of probiotics and pH values was similar to C. sakazakii, the decrease
of pH does not satisfactorily explain such a different behavior. So, it is suggested that the production of specific
bacteriocins by probiotics against C. sakazakii but not against Salmonellla could be the underlying inhibitory
mechanism. Further studies should be carried out to test this hypothesis.

Keywords: Follow-on infant formula, Cronobacter sakazakii, Salmonella enterica, bacteriocinas, Bifido-
bacterium infantis, Lactobacillus rhamnosus

1. INTRODUCCION tes propiedades preventivas frente a diversas

patologias (Kopp-Hoolihan, 2001). Varias evi-

Los preparados para lactantes de continua-
cién son alimentos destinados a lactantes de
entre 5 meses y 3 afios que se introducen en
la alimentacién complementaria y constituyen
el principal elemento liquido en una dieta pro-
gresivamente diversificada (Comisién Europea,
2016). Con objeto de simular algunos de los
aspectos beneficiosos de la leche materna, exis-
ten férmulas de continuacién suplementadas
con simbidticos -una mezcla de probidticos y
prebidticos- capaces de beneficiar al huésped,
al mejorar la supervivencia y la implantacién
de los probidticos en el tracto gastrointestinal
(Braegger et al., 2011). La mayoria de los pro-
bidticos empleados son bacterias dcido lacticas
(BAL) pertenecientes a los géneros Bifidobac-
terium y Lactobacillus, que presentan excelen-

dencias demuestran que la suplementacién de
preparados para lactantes con una mezcla de
diferentes prebidticos induce una modificacién
significativa en la composicion de la microbiota
intestinal de recién nacidos y prematuros, au-
mentando el nimero de bacterias dcido l4cticas
en el colon (Markowiak and Slizewska, 2017).

Las férmulas en polvo no son un producto
estéril y pueden estar intrinsecamente contami-
nadas con microorganismos patégenos. Exper-
tos de la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién y la Orga-
nizaciéon Mundial de la Salud concluyeron que
los microorganismos de mayor preocupacion
en los preparados para lactantes en polvo son
Cronobacter sakazakii y Salmonella entérica
(FAO/WHO, 2006), ya que se ha demostrado
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de manera convincente que estos alimentos
contaminadas con dichos patégenos son fuen-
te y vehiculo de infeccién para los lactantes.
De hecho, C. sakazakii y Salmonella enterica,
y otros bacilos Gram negativos pertenecientes
a la familia Enterobacteriaceae, se han visto
implicados en casos de meningitis, encefalitis,
septicemia y enterocolitis necrotizante en lac-
tantes (Usera et al., 1996; Drudy et al., 2006;
Park and Soo-Hwan, 2007; Simén et al., 2010;
Salimiyan et al., 2019).

Las posibles rutas por las que C. sakazakii
y Salmonella pueden estar presentes en los pre-
parados y llegar al lactante, puede ser a través
de los ingredientes utilizados para prepararlas o
por contaminacion cruzada durante su reconsti-
tucién o almacenamiento. Los principales fac-
tores contribuyentes al riesgo de infeccidn son
la inadecuada temperatura utilizada durante la
reconstitucién del preparado en polvo (<70 °C)
y el prolongado periodo de conservacion de los
biberones a temperaturas superiores a la mini-
ma de crecimiento (5,5 °C) de los patdgenos,
antes de su utilizacion (EFSA, 2004; WHO/
FAO, 2007).

La termo-resistencia de C. sakazakii y Sal-
monella, combinada con la capacidad de persis-
tir en ambientes secos, permite su supervivencia
y crecimiento en estos alimentos (Park and Soo-
Hwan, 2007; Dancer, 2009, Bai et al., 2019;
Kingsbury et al., 2019). Ademas, C. sakazakii
y Salmonella son capaces de multiplicarse ré-
pidamente en el producto reconstituido a tem-
peratura ambiente, incluso si se almacenan a
mds de 5 °C durante el tiempo suficiente (FAO/
WHO, 2006). Por tanto, un nivel bajo de conta-
minacién podria verse incrementado en funcién
de las condiciones higiénicas adoptadas durante
la reconstitucion, asi como por la duracién y la
temperatura de almacenamiento (Iversen et al.,
2004; Hurrell et al., 2009; Al-Nabulsi et al.,
2011; Ghassem et al., 2011).

Aunque la capacidad de C. sakazakii y Sal-
monella para crecer en preparados para lactan-
tes en polvo y reconstituidos ha sido estudia-

da por diversos autores (Iversen et al., 2004;
Kandhai et al., 2006; Lenati et al., 2008), su
comportamiento en preparados con probidti-
cos, y a diferentes temperaturas de conserva-
cion tras su reconstitucion, no se ha estudiado
completamente. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto antimicrobiano de una mez-
cla de probiéticos (Lactobacillus rhamnosus y
Bifidobacterium infantis) frente a Cronobacter
sakazakii y Salmonellla enterica en preparados
de continuacion reconstituidos para lactantes.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Preparados de continuacion para lactantes

Se prepararon cuatro muestras reconstitui-
das de 170 mL, en botellas de vidrio estériles,
suplementadas con probidticos a partir de un
preparado comercial para lactantes compuesto
por una mezcla de 2.0x10° UFC /100 g Lactoba-
cillus rhamnosus y 2.7x10% UFC /100 g Bifido-
bacterium infantis. Como control, se prepararon
otras cuatro muestras reconstituidas de 170 mL
con el mismo preparado comercial de conti-
nuacién sin probidticos (también disponible de
forma comercial). Ambos tipos de muestras, ad-
quiridas en una farmacia local, se prepararon de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (20
g por 150 ml de agua) utilizando agua destilada
estéril calentada a 40°C en un bafio de agua.

2.2. Medios de cultivo y microorganismos

Se prepararon los siguientes medios de cul-
tivo, de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes: agua de peptona (BPW) (Oxoid,
Reino Unido); agar Man Rogosa Sharpe (MRS)
(Oxoid, Reino Unido) suplementado con 0,25%
de L-cisteina (Sigma-Aldrich, EE. UU.); agar
VRBGA (Oxoid, Reino Unido); agar TSA
(Oxoid, Reino Unido); solucién salina tampo-
nada con fosfato (PBS) pH 7.4 (Sigma-Aldrich,
St. USA); caldo BHI (Scharlau, Scharlab, S.L.,
Italy). Se adquirieron los siguientes medios de
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cultivo listos para utilizar: agar E. sakazakii
(ESIA) (AES Laboratoire), caldo selectivo de
E. sakazakii (ESSB) (AES Laboratoire), Agar
Salmonellla-Shigella (SS) (BioMérieux, Fran-
cia) y caldo selenito (Difco, Espafia).

La cepa de Enterobacter sakazakii CECT
858, suministrada por la Coleccién Espaiiola de
Cultivos Tipo (lote 05-10-2006), se reconstitu-
y6 en caldo ESSB para posteriormente aislarse
en agar ESIA. Salmonella enterica serotipo D,
fue cedida por el Laboratorio de Microbiologia
del hospital Virgen de la Arrixaca, aislandose en
agar SS a partir de una muestra de heces.

2.3. Diserio experimental

Se realizaron cuatro ensayos para estudiar el
crecimiento y la supervivencia de Salmonella y
C. sakazakii a dos temperaturas de incubacion
diferentes. La Figura 1 muestra cémo los pre-
parados reconstituidos para lactantes (con o sin
probidticos) se inocularon con C. sakazakii o
con Salmonella enterica, y se incubaron a 30 o
40°C durante 72 h.

Los indculos se prepararon transfiriendo una
colonia bacteriana de C. sakazakii o Salmone-
lla enterica a 2 mL de solucién salina estéril.
Esta suspensién se ajusté a la escala McFar-
land de 0,5 puntos con un nefelémetro (600 nm)
(Densimat®, BioMérieux, Francia), equivalente
a una concentracién de aproximadamente 108
UFC / mL y se diluyé con agua de peptona
estéril hasta obtener una concentracién de 10°
UFC/mL. Las muestras reconstituidas (170 mL)
se inocularon con 1,7 mL de esta suspension.
El nivel inicial de C. sakazakii y Salmonellla
enterica en la preparacién reconstituida fue de
aproximadamente 10° UFC/mL.

Se tomaron alicuotas de cada muestra re-
constituida a las 0, 4, 16, 24, 48 y 72 horas de
incubacién a 30 y 40°C. Una alicuota de 1 mL se
empled para realizar diluciones seriadas 1:10 en
PBS hasta 10°. De cada dilucién se sembraron
0,1 mL en agar TSA, VRBG y MRS mediante
la técnica de extension en superficie. Las placas

de TSA'y VRBG se incubaron 24 horas a 37 °C,
mientras que las placas de MRS se incubaron
durante 48 horas a 37°C en una jarra hermética
que contenia un sobre de anaerobiosis (Oxoid,
Reino Unido). Transcurrida la incubacién, se
realizé visualmente el recuento bacteriano de
enterobacterias en VRBG y de los probidticos
en MRS. El agar TSA se empleé para descar-
tar la contaminacion extrinseca de las muestras
reconstituidas durante el estudio. Ademas, una
alicuota de 100 uL de los preparados se sembrd
en ESIA o SS para confirmar el crecimiento de
C. sakazakii o Salmonella, respectivamente, en
el reconstituido (limite de deteccion de 10 UFC/
mL). Para completar los ensayos, otra alicuota
de las muestras (10 mL) se emple6 para realizar
una medida de pH (microPH 2000, Crison Ins-
truments S.A., Barcelona, Espafia). Todos los
ensayos se realizaron por duplicado.

2 4. Identificacion bacteriana

Las colonias azuladas en agar ESIA, suscep-
tibles de ser C. sakazakii, y las colonias negras
en SS, potencialmente de Salmonella spp., se
identificaron por su perfil bioquimico con una
galeria API20E (bioMérieux Reino Unido), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Mediante la base de datos apiweb ™ (version
4.0) se identificaron las presuntas colonias de
Cronobacter al nivel de especie como Ente-
robacter sakazakii con identificacién “buena-
excelente” (98.4%), y se identificé Salmonella
con identificacién “buena-excelente” (99.9 %).
La confirmacion seroldgica de Salmonella se
llevé a cabo mediante aglutinacién en portaob-
jetos con antisueros de agrupamiento de Salmo-
nella D (Difco Salmonella O Antiserum Factor
9, Becton Dickinson, EE. UU.), de acuerdo con
las instrucciones del fabricante.

La identificacién fenotipica de los probid-
ticos se baso en las caracteristicas macroscépi-
cas de las colonias en el medio MRS y por su
morfologia microscopica tras realizar la tincion
de Gram.
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Figura 1. Disefio experimental: los preparados para lactantes (con o sin probio-
ticos) se inocularon con C. sakazakii o con Salmonella enterica, y se incubaron a 30
0 40°C durante 72 h



32 AN. VET. (MURCIA) 34: 27-37 (2018). PROBIOTICOS EN PREPARADOS PARA LACTANTES. CANDEL-PEREZ, C. ET AL.

2.5. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el paquete es-
tadistico SPSS (versién 15.0) para Windows.
Para estudiar el efecto de la presencia de pro-
bidticos, el tiempo de incubacién y la tempera-
tura de incubacion sobre el crecimiento de los
patégenos, se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) utilizando el modelo lineal general
(GLM), considerando P <0,05 como el nivel de
significancia estadistica.

3.RESULTADOS

La Tabla 1 y 2 muestran los valores de pH
y recuentos de C. sakazakii y probiéticos obte-
nidos a partir de los preparados reconstituidos
almacenados a 30 y 40 °C respectivamente. Los
recuentos de C. sakazakii sufrieron variaciones
en funcién a las condiciones de estudio. En las
muestras con probidticos, tras la incubacién a
30 °C durante 72 horas, la concentracion de
C. sakazakii fue de 3.3 log UFC/mL (p <0,05)

Tabla 1. Valores de pH y recuentos de Cronobacter sakazakii y probioticos de los
preparados reconstituidos para lactantes y almacenadas a 30 °C

Tiempo de Preparados sin probidticos Preparados con probidticos

incubacion pH C. sakazakii pH Probiéticos(log C. sakazakii
(horas) (log UFC/mL) UFC/mL) (log UFC/mL)
0 6.87 2.70 6.64 700 2.45

4 6.79 4.00 663 704 4.00

16 551 7.86 542 709 8.60

24 5.26 8.78 526 748 9.20

48 448 9.18 484 791 8.41

72 433 9.30 446 9.8 5.90

Tabla 2. Valores de pH y recuentos de Cronobacter sakazakii y probioticos en los preparados
reconstituidos para lactantes y almacenadas a 40 °C

Tiempo de Férmula sin probidticos Férmula con probidticos

incubacion pH C. sakazakii(log pH Probidticos(log C. sakazakii(log
(horas) UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL)

0 6.81 2.15 6.67 7.00 2.62

4 6.83 4.00 6.71 7220 4.00

16 4.98 8.78 4.74 7.56 7.69

24 4.50 7.86 437 7.71 741
438 435 6.00 3.88 8.13 nd

72 4.29 nd 3.84 8.79 nd

nd: no detectado
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menor que en la muestra sin probidticos. Esto
supone una disminucién del 36.5 % en los re-
cuentos de C. sakazakii, sugiriendo el posible
efecto antimicrobiano de los probidticos frente
a C. sakazakii a 30 °C a partir de las 48 horas.
Los recuentos de C. sakazakii no se recuperaron
en las muestras con probidticos a las 48 horas
de incubacién a 40 °C, mientras que si se aisld
la bacteria en ausencia de las bacterias l4cticas.
Por tanto, el efecto inhibitorio de los probidticos
frente C. sakazakii se ve potenciado por la tem-
peratura de incubacién. Tal y como se observa
en la Tabla 1 y 2, los valores de pH de los pre-
parados de continuacién disminuyeron significa-
tivamente (p <0,05) durante la incubacién, con
independencia de las condiciones de estudio.

La Tabla 3 y 4 muestran los valores de pH
y recuentos de Salmonella y probidticos ob-
tenidos a partir de las muestras reconstituidas
almacenadas a 30 y 40 °C respectivamente.
Los recuentos bacterianos de Salmonella no
disminuyeron durante las 72 horas de incuba-
cion, independientemente de las condiciones de
estudio. Al igual que C. sakazakii, los valores
de pH de los preparados para lactantes dismi-
nuyeron significativamente (p <0,05) durante la
incubacion a 30 y 40 °C.

La Figura 2 ilustra la evolucién del creci-
miento de la mezcla de probidticos presente en
las muestras reconstituidas. Durante las 72 ho-
ras de incubacion, se observa un aumento cons-
tante de la poblacién de las bacterias lacticas

Tabla 3. Valores de pH y recuentos Salmonella enterica y probiéticos de los preparados re-
constituidos para lactantes y almacenadas a 30 °C

Tiempo de Preparados sin probiéticos Preparados con probidticos

incubacion pH Salmonella pH Probidticos Salmonella
(horas) (log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
0 6.82 1.65 6.62 7.00 2.08
4 6.79 2.00 6.67 7.08 5.00
16 5.54 8.86 545 7.12 8.45
24 5.08 8.78 5.14 7.11 8.60
48 448 10.30 4.52 7.59 8.00
72 4.29 6.04 4.39 8.92 8.65

Tabla 4. Valores de pH y recuentos Salmonella enterica y probioticos de los preparados re-
constituidos para lactantes y almacenados a 40 °C

Tiempo de Preparados sin probidticos Preparados con probidticos

incubacién pH Salmonella pH Probiéticos Salmonella
(horas) (log UFC/mL) (log UFC/mL) (log UFC/mL)
0 6.80 2.04 6.65 7.00 1.90
4 6.78 2.00 6.58 7.26 2.70
16 5.16 8.39 5.06 7.46 8.41
24 4.71 8.60 4.52 749 8.13
48 449 7.30 371 8.20 891
72 4.35 nd 3.70 9.94 nd

nd: no detectado
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Figura 2. Evolucion del crecimiento de la mezcla de probioticos presente en los preparados
para lactantes reconstituidas bajo las condiciones de estudio

del preparado, con independencia de la tempe-
ratura de incubacidn y de las variaciones de pH.

4. DISCUSION

Nuestros hallazgos sugieren que la mezcla
de probidticos presente en el preparado para
lactantes fue capaz de inhibir el crecimiento de
C. sakazakii, efecto que se vio incrementado
por la temperatura de incubacion. Al igual que
en este experimento, Shaker et al. (2008) in-
formaron de la inhibicién de C. sakazakii du-
rante el procesamiento y almacenamiento de
yogur natural con Lactobacillus bulgaricus y
Streptococcus thermophilus. La competencia
por los nutrientes en la matriz alimentaria po-
dria contribuir a la disminucién de la poblacion
de C. Sakazakii. Sin embargo, los probidticos
continuaron creciendo a lo largo del periodo
de incubacién, por lo que el agotamiento de
nutrientes se descarta como mecanismo de in-
hibicién del crecimiento de C. sakazakii. En
nuestro estudio los valores de pH mds bajos se
observaron a las 48 y 72 h, coincidiendo con los
recuentos mas bajos de C. sakazakii, sugiriendo

que la acidificacién del medio por la produccién
dcidos orgdnicos u otros metabolitos -peréxido
de hidrégeno, diéxido de carbono y diacetilo-,
derivados del crecimiento de las bacterias aci-
doldcticas, podria desempefiar un papel clave
en la inhibicién de C. sakazakii.

Por otra parte, la sintesis de péptidos con
actividad antimicrobiana -nisina, lactobrevina,
acidofilina- por parte de los probidticos pue-
de inhibir el crecimiento de una amplia gama
de patdgenos transmitidos por los alimentos,
dependiendo de su especificidad (Mishra and
Lambert, 1996; O"Connor et al., 2020). L. aci-
dophilus DPC 6026 produce sustancias protei-
cas derivadas de la caseina capaces de inhibir
el crecimiento de bacterias como E. coli y E.
sakazakii (Hayes et al., 2006, 2009). Igualmen-
te, otros autores han demostrado el potencial
inhibidor de diversas cepas de BAL sobre el
crecimientos de C. sakazakii (Kim et al., 2018;
Campana et al., 2019; Jamwal et al., 2019),
aunque otros estudios han demostrado resulta-
dos contradictorios (Al-Holy et al., 2009). La
actividad antibacteriana del probidtico L. aci-
dophilus ha sido examinada y los resultados
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han demostrado que este probidtico no ha sido
efectivo para inhibir C. sakazakii en prepara-
dos para lactantes en polvo o reconstituidas.
Del mismo modo, otro estudio mostré que el
probidtico Bifidobacterium breve no redujo la
concentracion de C. sakazakii en férmulas in-
fantiles reconstituidas a mas de 30 °C, incluso
fue capaz de estimular el crecimiento del pato-
geno tras 2 horas de incubacién a 37 °C (Osaili
et al., 2008). Estos hallazgos concuerdan con
los resultados de nuestro estudio en los que la
presencia de probidticos en los preparados re-
constituidos para lactantes no tiene efecto in-
hibitorio sobre el patégeno Salmonella en las
condiciones probadas. Por tanto, las posibles
bacteriocinas secretadas por los probiéticos du-
rante su crecimiento podrian explicar el efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de C. sakazakii
pero no frente a Salmonella. Sin embargo, la
posibilidad de que, frente a pH mads dcidos, C.
sakazakii sea mds sensible que Salmonellla no
deberia descartarse, requiriéndose mas estudios
para corroborar estas hipdtesis.

Los probidticos mantuvieron su viabilidad
en las muestras reconstituidas durante las 72
horas de estudio. Este dato es de interés ya que
proporciona informacién sobre la estabilidad de
los componentes funcionales de los preparados
para lactantes durante su vida ttil. Esta super-
vivencia de los probidticos puede ser muy ttil
frente a la posible contaminacién con microor-
ganismos patégenos, aunque la actividad anti-
microbiana del probidtico -o accién simbidtica
de pre y probidticos- se espera que se produzca
principalmente en el tracto gastrointestinal.

Las condiciones utilizadas en nuestro estu-
dio son improbables siempre y cuando se apli-
quen las recomendaciones en la reconstitucion
de preparados para lactantes (EFSA, 2004;
WHO/FAO, 2007)PIF can become contamina-
ted with harmful bacteria, such as Enterobacter
sakazakii and Salmonella enterica. This is be-
cause, using current manufacturing technology,
it is not feasible to produce sterile PIF. During
the preparation of PIF, inappropriate handling

practices can exacerbate the problem. Recog-
nizing the need to address such hazards in PIF,
Codex Alimentarius decided to revise the Re-
commended International Code of Hygienic
Practice for Foods for Infants and Children. In
doing so it requested specific scientific advice
from the Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO. El enfoque experi-
mental utilizado en este estudio sirve para crear
un hipotético ambiente en el cual se puede re-
velar el posible efecto antimicrobiano de los
probidticos frente a C. sakazakii y Salmonella
enterica.

5. CONCLUSIONES

Este estudio demuestra la estabilidad de los
probidticos de los preparados para lactantes su-
plementados durante su vida util. La presencia
de probidticos no mostré ninguna actividad in-
hibitoria frente a Salmonella, mientras que la
actividad inhibitoria contra C. sakazakii puede
deberse a la produccién de bacteriocinas espe-
cificas contra este enteropatégeno que actian en
funcién de la temperatura.
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