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Abstract
Human milk is recognized as the best form of nutrition for infants. However, where breast- 
feeding is not possible, infant milk formulas are used as breast milk substitutes. These 
formulas provide infants essential nutrients for their normal growth and development, 
but pathogenic microbes responsible for serious illness could contaminate them. The 
purpose of this study was to investigate the microbial quality of powdered formulas sold 
in Quito. A total of 12 powdered infant formulas and 12 powdered follow-up formulas 
were collected from markets in Quito in 2019. Microbiological quality of samples was 
analyzed using conventional culture methods. According to the microbiological 
criteria specified in the Ecuadorian regulation, all powdered infant formulas complied 
with the total count of aerobic mesophilic organisms and enterobacteria. However, 
six powered follow-up samples failed to comply with the regulation. Salmonella spp. 
and Staphylococcus aureus were not found in any sample. The isolated foodborne 
pathogens in the follow-up formulas were Bacillus cereus (25%) and Hafnia alvei (16,7%). 
Escherichia coli, a fecal-indicator organism was present in 8,3% of follow-up samples. 
The follow-up formulas were also contaminated by other enterobacteria like Klebsiella 
oxytoca and Enterobacter aerogenes (25% each) and Pantoea agglomerans (8,3%). The 
enterobacteria found in powdered infant formulas were Klebsiella oxytoca (41,7%), 
Pantoea agglomerans and Citrobacter freundii (25% each). Bacteria associated with non-
adherence to Good Manufacturing Practices were Bacillus subtilis isolated in infant and 
follow-up formulas 16,7% and 75%, respectively and Pseudomonas sp. in 8,3% of infant 
milk. This study indicates the necessity of conducing further microbial contamination 
research in powdered formula products because they could be a potential source of food 
contaminants and a risk for infants and babies.

Keywords: powdered milk formula, follow-up formula, foodborne infections, foodborne 
pathogens.

Resumen
La leche materna es el alimento más completo para los lactantes. Sin embargo, cuando 
no es posible la lactancia materna, los preparados comerciales en polvo son utilizados 
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como sustitutos. Estas fórmulas están diseñadas para proveer de nutrientes suficientes, 
garantizando el óptimo crecimiento de los niños, pero al no ser estériles podrían ser 
portadoras de microorganismos que afecten a este grupo susceptible. El objetivo 
de este estudio fue determinar la calidad microbiológica de muestras de productos 
para consumo local. Para esto, un total de 24 preparados lácteos (12 de inicio y 12 
de continuación) fueron adquiridos en tiendas y supermercados en Quito en el año 
2019. Se utilizaron métodos de cultivo convencionales para determinar la cantidad de 
aerobios totales y de enterobacterias, y para identificar los microorganismos presentes. 
De acuerdo con los criterios microbiológicos especificados en las normas ecuatorianas 
del Instituto Nacional de Normalización, todos los preparados de inicio cumplieron 
con los criterios microbiológicos, tanto para aerobios como para enterobacterias. 
Mientras que, el 50% de preparados infantiles de continuación sobrepasaron los valores 
establecidos en la norma tanto para aerobios como para enterobacterias. Salmonella 
spp. ni Staphylococcus aureus fueron aislados en ninguna muestra. Los patógenos de 
transmisión alimentaria identificados en los preparados de continuación fueron Bacillus 
cereus (25%) y Hafnia alvei (16,7%). Escherichia coli, un indicador de contaminación fecal, 
estuvo presente en el 8,3% de las muestras de continuación. Otras enterobacterias en 
las fórmulas de continuación fueron Klebsiella oxytoca y Enterobacter aerogenes (25% 
cada uno) y Pantoea agglomerans (8,3%). En los preparados de inicio se aislaron Klebsiella 
oxytoca (41,7%), Pantoea agglomerans y Citrobacter freundii (25% cada uno). Bacillus 
subtilis como una bacteria asociada con la falta de cumplimiento de Buenas Prácticas 
de Manufactura se encontró en preparados tanto de inicio como de continuación 
en el 16,7% y 75%, respectivamente. Pseudomonas sp. se encontró en el 8,3% de las 
muestras de inicio. Los resultados indican la necesidad de reforzar el control de calidad 
y la aplicación de las Buenas Prácticas de Manufactura de los preparados infantiles que 
se elaboran en el país, en especial de los de continuación, dado que, en algunos de 
ellos, microorganismos patógenos fueron aislados, constituyendo un riesgo potencial 
de infección para los infantes.

Palabras clave: preparados infantiles en polvo, leche de fórmula, calidad microbiológica, 
enfermedades transmitidas por alimentos, patógenos de transmisión alimentaria

INTRODUCCIÓN

La alimentación con leche materna es ideal para el crecimiento y desarrollo adecuado 
de lactantes y niños pequeños. Se ha reportado que provee muchos beneficios a nivel 
cognoscitivo, sensorial y de protección contra enfermedades infecciosas [1]. La Organización 
Mundial de la Salud recomienda que sea exclusiva durante los 6 primeros meses de vida y 
que se continúe hasta los dos años o más [2]. Sin embargo, esta práctica milenaria es cada vez 
menos frecuente, ya sea por enfermedad de la madre, por la creciente participación de las 
mujeres en diversas áreas laborales, las pocas facilidades para dar de lactar en áreas públicas o 
los anuncios comerciales que presentan a los preparados en polvo como alimentos completos 
que pueden sustituir a la leche materna [3,4]. El Instituto Nacional de Estadísticas y Censos 
del Ecuador, analizó la prevalencia de la lactancia materna exclusiva en niños ecuatorianos 
menores de 2 años, indicando que el 72,7% recibieron leche materna en la primera hora de 
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vida y que mientras aumenta el nivel de instrucción de la madre, el porcentaje de lactancia 
materna exclusiva disminuye [5].

Existen en el mercado varios tipos de preparados en polvo de origen lácteo y no lácteo, 
formulados para cubrir las necesidades nutricionales de lactantes en etapas críticas de 
crecimiento y desarrollo [6]. Según el grupo al que van dirigidos pueden ser de inicio, 
para lactantes de 0 a seis meses, o de continuación para niños de seis a 12 meses y se 
diferencian por su composición nutricional [7,8]. Estos productos se elaboran mediante 
procesos de mezcla de varios ingredientes como: leche en polvo, concentrados de 
proteína de soja, hidratos de carbono, grasas, vitaminas, minerales y algunos aditivos 
alimentarios según los lineamientos establecidos en el Código de Prácticas de 
Higiene para Alimentos con Bajo contenido de Humedad CXC 75-2015 [9]. Todos los 
ingredientes deben estar limpios, ser de buena calidad e inocuos [10]. En su proceso 
de elaboración es necesario que se cumpla rigurosamente las buenas prácticas de 
higiene para garantizar la inocuidad del producto [11], y deberán ajustarse a los criterios 
microbiológicos relativos a los alimentos.

La contaminación microbiana de estos preparados puede ser causa de infecciones 
y enfermedades en lactantes y niños pequeños, resultando en graves secuelas en su 
desarrollo e  incluso la muerte [12]. Por ejemplo, en España en 2008, se determinó que 
leche de fórmula contaminada con Salmonella serotipo Kedougou, provocó diarrea 
y fiebre en 31 niños menores a un año, 10 de ellos necesitaron hospitalización [13]. 
Cronobacter sakazakii también ha sido implicado en brotes, como el caso de Bélgica, 
donde preparados infantiles utilizados en la unidad de cuidados intensivos neonatales 
de un hospital, estaban contaminados con este microorganismo provocando que 12 
neonatos desarrollen colitis necrotizante, de los cuales dos de ellos fallecieron [14].

En el Ecuador, la Agencia Nacional de Regulación, Control y Vigilancia Sanitaria (ARCSA), 
es la entidad reguladora encargada del control post registro de muchos productos, 
entre ellos, los preparados infantiles en polvo. El control se hace a través de un análisis 
microbiológico, donde se comprueba la calidad y seguridad de los productos importados 
y/o cuando se hayan presentado alertas sanitarias por contaminación microbiana [15].

En el año 2017, en base al informe presentado por la Red Internacional de Autoridades 
de Seguridad Alimentaria (INFOSAN, por sus siglas en inglés), la ARCSA, puso en alerta 
a los establecimientos encargados de la importación y comercialización de preparados 
infantiles en polvo debido a la contaminación con Salmonella de marcas francesas 
comercializadas en Perú y Colombia, las cuales fueron retiradas del mercado [16]. En el 
año 2019, una nueva alerta por la contaminación de productos infantiles con Salmonella, 
ahora de una marca que se importaba y comercializaba en farmacias y supermercados de 
Ecuador, condujo a un retiro del producto en el mercado por el alto riesgo que supone la 
presencia de este patógeno [17].

Debido a estas alertas sanitarias y a la escasa investigación sobre la inocuidad de 
estos productos en el país, este estudio tuvo por objetivo el análisis de muestras de 
preparados infantiles comercializados en la ciudad de Quito, en base al cumplimiento 
de los criterios microbiológicos descritos en las normas del Instituto Ecuatoriano de 
Normalización (INEN), NTE INEN 707 (2013) para preparados de inicio (para lactantes 
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de 0 a seis meses) y NTE INEN 2516 (2010) para preparados de continuación (para 
lactantes de seis a 12 meses) [18, 19]. Los análisis realizados en las muestras fueron el 
contaje de microorganismos aerobios y de enterobacterias. También se investigó la 
presencia de bacterias responsables de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) 
como Salmonella, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Hafnia alvei. Se analizaron las 
muestras para buscar la presencia de indicadores de calidad como Escherichia coli y de 
otros microorganismos que pudieran indicar falta de aplicación de Buenas Prácticas de 
Manufactura (BPM), higiene deficiente o un inadecuado tratamiento térmico. Los datos 
generados son de utilidad para determinar la inocuidad y calidad microbiológica de estos 
productos destinados a un grupo poblacional sensible.

MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño del estudio y muestra

Este fue un estudio observacional, descriptivo y transversal. De acuerdo con la división 
geográfica de la ciudad se seleccionaron de forma no aleatoria supermercados, tiendas 
y farmacias del norte, centro y sur de Quito, donde se adquirieron los productos a 
disponibilidad de los establecimientos comerciales. En total se obtuvieron 24 preparados 
infantiles en polvo de 8 diferentes marcas: 12 preparados de inicio (para lactantes de 0 a 
seis meses) todos importados y 12 preparados de continuación (para niños de seis a 12 
meses) de los cuales 3 fueron importados y 9 de fabricación local. El precio en el mercado 
estaba en un rango de US$ 4 a 25. El periodo de ejecución del estudio fue del 11 de marzo 
al 5 de septiembre de 2019.

Las muestras adquiridas contaban con registro o notificación sanitaria, estaban dentro 
del periodo de vida útil y sus envases primarios no presentaban irregularidades ni 
alteraciones. Fueron transportadas al laboratorio de Microbiología General y Farmacéutica 
de la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad Central del Ecuador, donde se 
procesaron en un máximo de cuatro horas después de haber sido adquiridas.

Contaje de microorganismos en los preparados infantiles en polvo

Se siguió la metodología descrita en la norma AOAC 990.12 (2002) para el contaje de 
microorganismos aerobios [20]. Brevemente, se tomaron 10 gramos de cada producto 
y se disolvieron en 90 ml de diluyente tamponado de fosfato de Butterfield estéril a pH 
7,2 (dilución 10-1); para las diluciones 10- 2 y 10- 3, se tomaron 10 ml de la dilución anterior 
y se colocaron en 90 ml del diluyente estéril. Se inoculó 1 ml de cada dilución en placas 
Petrifilm (por duplicado) para recuento de aerobios y se dejaron reposar por 3 minutos 
a temperatura ambiente, antes de ser incubadas a 37 °C en una incubadora Incucell de 
MMM durante 48 horas. Para el recuento de enterobacterias se siguió la metodología 
descrita en la norma AOAC 2003.01 (2006), donde las placas Petrifilm para enterobacterias 
fueron inoculadas con las diluciones y se incubaron durante 24 horas a 37 °C [21]. El 
procesamiento de las muestras se llevó a cabo en una cabina de bioseguridad. Después 
del tiempo de incubación, se cuantificaron las colonias para el cálculo de unidades 
formadoras de colonia por gramo de muestra (UFC/g) [22].
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Aislamiento e identificación de microorganismos

Diluciones de las muestras se sembraron en agar Manitol-Yema de Huevo-Polimixina para 
la identificación de especies de Bacillus, en Manitol Salado para especies de Staphylococcus 
y en agar Cetrimida para Pseudomonas spp. La confirmación de géneros y especies se 
hizo a través de pruebas bioquímicas específicas, según el tipo de microorganismo 
aislado en caja [23-25]. Todos los medios de cultivo utilizados en este estudio fueron de 
BD, Maryland, Estados Unidos.

Para Salmonella, se siguió la metodología de la norma ISO 6579-1: (2017), para el pre 
enriquecimiento se disolvieron 25 gramos de muestra en 225 ml de agua peptonada 
tamponada y se incubó de 16 a 20 horas a 37 °C. Se inoculó 1 ml de muestra pre-
enriquecida en 10 ml de caldo Rappaport Vassiliadis y se incubó a 42 °C durante 24 
horas. Después del tiempo de incubación, las muestras que presentaron turbidez o 
cambio de coloración del medio se sembraron por estriación en agar Xilosa Lisina 
Desoxicolato (XLD) que se incubó durante 24 horas a 37 °C. Colonias características, 
se aislaron en agar Tripticasa Soya (TSA) y se realizaron las pruebas bioquímicas en los 
medios: Triple Azúcar Hierro Agar (TSI), Lisina Hierro Agar (LIA), Urea, y Motilidad Indol 
Ornitina Agar (MIO) [26].

Para identificar las enterobacterias presentes en las muestras, se hizo un enriquecimiento 
selectivo, para lo cual se siguió la metodología de la Administración de Alimentos y 
Medicamentos de Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés). Se incorporaron 10 g 
de muestra en 90 ml de agua peptonada tamponada y se incubó durante 24 horas a 
37 °C. Un mililitro se colocó en 9 ml de caldo de Enriquecimiento de Enterobacterias 
(EE) de Mossel y se incubó a 37 °C durante 24 horas. Después del tiempo de incubación, 
las muestras que presentaron turbidez o cambio de coloración del medio se sembraron 
por duplicado en agar Violeta Rojo Bilis Glucosa (VRBG) y se incubaron durante 24 horas 
a 37 °C. Las colonias características, se aislaron en agar TSA y se realizaron las pruebas 
bioquímicas correspondientes [27].

Identificación de especies de enterobacterias con el Kit Microgen GN-ID A

Según la metodología descrita por Microgen Bioproducts Ltd (2007), se suspendió 
una colonia de un bacilo Gram negativo/oxidasa negativo de un cultivo de TSA de 24 
horas, en 3 ml de solución salina estéril al 0,9%. Se inoculó cada pocillo del kit con 100 
uL de la suspensión bacteriana y se incubó por 24 horas a 37 °C. Después del tiempo de 
incubación, se realizó la lectura e interpretación de los resultados. En la base de datos 
del programa Microgen ID Software Registration, se ingresó la asignación numérica, para 
obtener el género y especie del microorganismo ensayado [28].

Criterios microbiológicos según las normas vigentes

Acorde con la norma técnica ecuatoriana INEN 707 (2013), los preparados infantiles de 
inicio pueden tener contajes iguales o menores a 500 UFC/g para microorganismos 
aerobios y ausencia de enterobacterias en 10 gramos de muestra. Para los preparados de 
continuación los valores de microorganismos aerobios deben ser iguales o menores a 103 
UFC/g y ausencia en 10 gramos para enterobacterias según la norma técnica ecuatoriana 
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INEN 2516 (2010). En este estudio no se consideró el valor de < 3 para enterobacterias 
de la norma, sino ausencia en 10 gramos al igual que en la INEN 707, debido a que es 
coherente con el método analítico empleado. Ninguno de los preparados tanto de inicio 
como de continuación debe tener Salmonella spp. en 25 gramos, ni Cronobacter sakazakii 
en 10 gramos [18, 19]. Dado que se analizó una muestra de cada lote y marca, se tomó en 
cuenta el valor de m de los requisitos microbiológicos de las normas y no el de M, debido 
al n menor. Siendo n el número de muestras a analizar por lote, m el valor que separa la 
calidad microbiológica buena de la marginal y M el valor de recuento microbiano por 
encima del cual las muestras son inaceptables. 

Análisis de datos

El análisis de este estudio fue descriptivo. Los contajes de microorganismos fueron 
comparados con las normas INEN 707 (2013) e INEN 2516 (2010) para saber qué 
productos cumplían o no con los parámetros establecidos en las mismas [18, 19]. Los 
porcentajes de muestras con presencia de un determinado microorganismo, fueron 
obtenidos relacionando el número de muestras donde hubo el aislamiento, sobre el total 
de muestras analizadas.

RESULTADOS

Todos los preparados de inicio analizados fueron importados y el 100% cumplieron con 
el recuento de microorganismos aerobios, al presentar valores menores a 500 UFC/g y al 
no contener enterobacterias en 10 gramos de producto analizado. De los 12 preparados 
de continuación, 3 eran importados y cumplieron los valores tanto para aerobios (≤103 
UFC/g) como para enterobacterias (ausencia/10g). De los 9 productos restantes, de 
fabricación nacional, 6 no cumplieron, ya que presentaron valores de aerobios de entre 
1,2 x 104 y 2,8 x 104 UFC/g y valores de entre 2 x 101 y 1,2 x102 UFC/g para enterobacterias 
(Tabla 1). No hubo presencia de Salmonella spp. ni Staphylococcus aureus en ninguno de 
los preparados analizados. Sin embargo, patógenos de alimentos como Bacillus cereus se 
aisló en el 25% y Hafnia alvei en el 16,7% de preparados de continuación.

La determinación de enterobacterias como indicadores de prácticas de higiene, mostró 
en los productos de inicio a Klebsiella oxytoca (41,7%), seguida de Pantoea agglomerans y 
Citrobacter freundii en igual porcentaje (25%). En el caso de las fórmulas de continuación 
se aisló Klebsiella oxytoca y Enterobacter aerogenes (cada una en un 25%) y Escherichia coli 
al igual que Pantoea agglomerans en el 8,3% de muestras (Fig. 1).

Otros microorganismos que pueden estar relacionados con fallas en los procesos de 
elaboración y almacenamiento también se identificaron, Bacillus subtilis se aisló en el 
16,7% de fórmulas de inicio y en el 75% de continuación. Pseudomonas sp. se identificó 
solamente en los preparados de inicio en un 8,3% (Fig. 1).
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TABLA 1. Recuento de microorganismos aerobios y de enterobacterias en los preparados infantiles analizados 
(Los autores)

Preparados infantiles de inicio † Preparados infantiles de 
continuación ‡

Recuento 
de micro-
organismos 
aerobios

Recuento de 
enterobacterias

Recuento 
de micro-
organismos 
aerobios

Recuento de 
enterobacterias

Valores de 
referencia 
(NTE  INEN 
707 y
2516)

≤ 500 
UFC/g Ausencia/10 g ≤103 UFC/g Ausencia/10 g

(UFC/g) (UFC/10 g) (UFC/g) (UFC/10g)

Muestra1 <10 Ausencia Muestra 
13* 2,8 x 104 2,0 x 101

Muestra 2 <10 Ausencia Muestra 
14* 2,5 x 104 2,0 x 101

Muestra 3 <10 Ausencia Muestra 
15* 2,7 x 104 3,0 x 101

Muestra 4 <10 Ausencia Muestra 16 <10 Ausencia

Muestra 5 <10 Ausencia Muestra 17 <10 Ausencia

Muestra 6 <10 Ausencia Muestra 18 <10 Ausencia

Muestra 7 <10 Ausencia Muestra 
19* 1,2 x 104 1,2 x 102

Muestra 8 <10 Ausencia Muestra 
20* 1,4 x 104 3,0 x 101

Muestra 9 <10 Ausencia Muestra 
21* 1,4 x 104 4,0 x 101

Muestra 10 <10 Ausencia Muestra 
22* <10 Ausencia

Muestra 11 <10 Ausencia Muestra 
23* <10 Ausencia

Muestra 12 <10 Ausencia Muestra 
24* <10 Ausencia

En negrita se detallan las muestras que incumplieron el recuento de aerobios y el de enterobacterias. * Muestras que 
fueron de fabricación local.

† norma INEN 707. ‡ norma INEN 2516.
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Preparados infantiles de inicio Preparados infantiles de continuación

Número de muestras: 24 (12 preparados de inicio y 12 preparados de continuación)

2 (16,7%)

2 (16,7%)

9 (75%)

3 (25%)

3 (25%)

3 (25%)

3 (25%)

3 (25%)

1 (8,3%)

1 (8,3%)

1 (8,3%)

5 (41,7%)

Bacillus subtilis

Bacillus cereus

Pseudomonas

Escherichia coli

Klebsiella oxytoca

Pantoea agglomerans

Enterobacter aerogenes

Citrobacter freundii

Hafnia alvei

FIGURA 1. Especies de microorganismos identificados en los preparados infantiles analizados (Los autores)

DISCUSIÓN

Los preparados infantiles en polvo son alimentos procesados empleados con frecuencia 
en la alimentación de lactantes y niños pequeños, y como tales, deben cumplir con 
criterios microbiológicos que aseguren su calidad e inocuidad. En este estudio, se analizó 
la calidad microbiológica de 24 preparados infantiles en polvo, empleando métodos 
reconocidos para el contaje e identificación de los microorganismos que pudieran estar 
presentes en estos productos.

De acuerdo con las normas INEN vigentes en el Ecuador que se aplican a estos productos 
INEN 707 (2013) e INEN 2516 (2010) [18,19], el 100% de los preparados de inicio 
cumplieron con los criterios microbiológicos de recuento de microorganismos aerobios 
y de enterobacterias. Sin embargo, el 50% de preparados infantiles de continuación 
sobrepasaron los valores establecidos tanto para aerobios como para enterobacterias 
considerados indicadores de calidad. Los valores de microorganismos aerobios 
aumentados no necesariamente implican un riesgo para el consumidor, sino que 
pueden estar relacionados con el incumplimiento de BPM en las plantas de fabricación, 
inadecuadas condiciones de almacenamiento, elaboración, distribución y transporte 
de materias primas, aditivos, productos intermedios y del producto terminado [29]. En 
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el caso de recuentos aumentados de enterobacterias, estarían indicando prácticas de 
higiene deficientes o fallas de procesamiento, que podrían llegar a afectar la calidad y 
seguridad del alimento.

Al considerar lo que indica el Código de Prácticas de Higiene para los Preparados en 
Polvo para Lactantes y Niños Pequeños (CAC/RCP 66 2008) del Codex Alimentarius 
[11], “la fabricación inocua de estos productos depende del mantenimiento de un alto 
nivel de control sobre la higiene. Los criterios microbiológicos (...) están destinados a 
que los utilice el fabricante como medio de evaluación permanente de sus programas 
de higiene”, por lo que en el caso de este estudio, la presencia de enterobacterias en 
este tipo de preparados, constituye una alerta sobre las condiciones en las que se están 
elaborando los productos.

Un estudio en Chile reportó que el 11% de marcas analizadas sobrepasaron los niveles 
permitidos de aerobios, presentando recuentos de entre 1 x 103 y 5 x 103 UFC/g, mientras 
que los recuentos de enterobacterias fueron mayores a los de esta investigación y se 
encontraban entre 5,0 x 102 y 7,9 x 102 UFC/g en el 55% de las muestras [30]. En un 
estudio en Malasia, en que se analizó el contaje de aerobios, el 33,3% de las muestras de 
continuación y el 10% de los preparados de inicio, presentaron cantidades superiores a 
104 UFC/g [31]. Estos datos indican que contajes elevados en este tipo de productos no 
son eventos aislados.

Uno de objetivos de esta investigación, fue detectar la presencia de indicadores de 
inocuidad en los productos. Salmonella se considera uno de los patógenos alimentarios 
más importante en alimentos procesados o derivados de lácteos y causante de ETA. Este 
microorganismo no se encontró en ninguna de las muestras analizadas, lo que coincide 
con el estudio de Heperkan, Dalkilic-Kaya, y Juneja en 2016 [32]. Por otro lado, Maçi et 
al. (2015) analizaron 70 muestras de farmacias, hospitales, supermercados y tiendas 
de comestibles en Albania y encontraron el 1,4% de preparados infantiles en polvo 
contaminados con Salmonella [33]. Infecciones asociadas al consumo de preparados 
infantiles contaminados con esta bacteria, se han reportado en muchos países [34, 35].

Otro patógeno responsable de ETA que tampoco se aisló de las muestras fue S. aureus, 
sin embargo, un estudio en China reportó su presencia en el 11,2% de productos y se 
identificaron genes productores de toxinas en muchas de las cepas aisladas [36].

Un patógeno oportunista transmitido por alimentos que se encontró fue Bacillus cereus en 
los preparados de continuación, este microorganismo formador de endosporas, puede 
resistir diversas condiciones de estrés, entre ellas, la pasteurización o UHT de la leche 
[37, 38]. También puede permanecer viable por largos periodos de tiempo en alimentos 
con actividad de agua (aw) por debajo de 0,85 [9], como los preparados infantiles en 
polvo cuya aw está entre 0,25 a 0,5 [39]. Una vez que las condiciones son favorables, las 
bacterias germinan y producen las enterotoxinas responsables de emesis y diarrea, lo 
que se ha observado en neonatos y pacientes con catéteres permanentes [40]. En China, 
encontraron que el 7,5% de los preparados infantiles tuvieron contajes ≥ 10 UFC/g y el 
1,1% valores superiores a 100 UFC/g de B. cereus que se cree ha causado brotes en niños 
e infantes en ese país [41].
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También en China, se evaluaron 880 muestras entre materias primas, equipos, personal 
y productos terminados de una empresa encargada de la manufactura de preparados 
infantiles, y se identificó B. cereus en el 22,7% de los productos terminados [42].

Hafnia alvei presente solo en preparados de continuación, puede considerarse un 
patógeno intestinal productor de toxinas citolíticas responsables de gastroenteritis [43]. 
Esta bacteria forma parte de la microbiota natural de la leche [44], y tiene la capacidad 
de formar biofilms en equipos y materiales utilizados en la industria de alimentos de 
manera que una adecuada desinfección y limpieza de estos, es fundamental [45].

Además en este estudio se determinó, cuáles eran los géneros de enterobacterias 
presentes en las muestras que son indicadores de la calidad e higiene de un alimento, 
y muchas de ellas pueden causar trastornos gastrointestinales, enterocolitis necrosante 
e infecciones sistémicas, enfermedades que han sido reportadas en niños menores 
de un año, siendo los bebés inmunocomprometidos o debilitados médicamente los 
más susceptibles [12]. Además, según se indica en el Código de Prácticas de Higiene 
para Alimentos con Bajo Contenido de Humedad CXC 75-2015, cuando se detectan 
patógenos como Salmonella o microorganismos indicadores de la higiene de los 
procesos, como las enterobacterias en el ambiente de la instalación del establecimiento 
y sus niveles superan el “criterio de decisión”, deberían tomarse medidas adecuadas 
para investigar la fuente de contaminación y eliminar o controlar los microorganismos 
presentes en el ambiente [9].

E. coli se identificó en uno de los preparados de continuación. Esta enterobacteria 
es un indicador de contaminación fecal. Su presencia en un alimento está asociada 
a la posibilidad de encontrar patógenos intestinales, de manera que un alimento 
contaminado con esta bacteria, no es apto para consumo. En un estudio similar, los 
investigadores reportaron 14% de fórmulas infantiles contaminadas con este bacilo 
Gram negativo [46].

Klebsiella oxytoca fue la enterobacteria aislada en mayor porcentaje en las muestras de 
inicio (41,7%), y también estuvo en los productos de continuación, aunque en menor 
porcentaje (25%). Este microorganismo está relacionado con contaminación ambiental 
y ha sido identificado en plantas y en el suelo de granjas lecheras [47]. Otros estudios 
también la han reportado en preparados infantiles en Nigeria y China [48, 49].

Otra enterobacteria aislada tanto en muestras de inicio como de continuación, fue 
Pantoea agglomerans. Aunque este microorganismo no se considera un patógeno 
que se transmite por alimentos, si ha sido implicado en sepsis por trauma o por uso de 
catéteres en pacientes hospitalizados [50]. En un estudio realizado en Irán se la identificó 
en 6,4% de preparados infantiles en polvo dispensados en farmacias de hospitales, los 
autores indican que la presencia de esta enterobacteria podría estar relacionada con 
ingredientes contaminados que son añadidos después de la etapa de secado y antes 
del envasado de estos productos [51]. En Ecuador, Carvajal (2013) analizó preparados 
infantiles en polvo utilizados en un Hospital Público de la ciudad de Guayaquil y reportó 
que en el 20,9% de muestras se identificaron especies de enterobacterias como Pantoea 
spp. y Enterobacter cloacae [52].
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Enterobacter aerogenes aislado en productos de continuación, no se transmite por 
alimentos, pero es uno de los patógenos nosocomiales con amplia resistencia 
antimicrobiana [53].

También se aisló en preparados de inicio a Citrobacter freundii, que, si bien se considera un 
comensal del intestino de humanos y animales, hay datos que demuestran que puede 
causar enfermedades diarreicas por medio de la producción de toxinas [54]. Estos bacilos 
Gram negativos también fueron identificados en 6 de 75 preparados infantiles en Italia [55].

Microorganismos indicadores de fallas en la aplicación de Buenas Prácticas de Manufactura 
también se aislaron, por ejemplo, Pseudomonas spp. en el 8,3% de las muestras de inicio. 
Este microorganismo tiende a formar biofilms y su presencia puede deberse a sistemas 
inapropiados para la distribución y almacenamiento del agua para uso en la industria [56]. 
Se ha descrito que comprende entre el 70 al 90% de bacterias que están presentes en la 
leche cruda y puede desarrollarse a temperaturas inferiores a 7 °C, condición estándar de 
almacenamiento antes de ser pasteurizada en las industrias. Su presencia en los preparados 
infantiles en polvo, puede indicar que las condiciones de refrigeración que permiten controlar 
la carga bacteriana en la leche de vaca, han creado un medio óptimo de crecimiento para 
Pseudomonas spp. y que probablemente el proceso de tratamiento térmico es ineficiente 
[57]. Dogan y Boor (2003), aislaron 338 cepas de Pseudomonas spp. a partir de muestras de 
leche cruda, pasteurizada y del ambiente de 4 plantas de producción lechera [58]. Avellan y 
Parra (2019) analizaron preparados infantiles comercializados por distribuidoras y farmacias 
de un importante sector comercial de Guayaquil-Ecuador, encontrando Pseudomonas spp. 
en el 3% de las muestras [59].

Bacillus subtilis se identificó tanto en fórmulas de inicio como de continuación. Este 
microorganismo no es un enteropatógeno, pero está ampliamente distribuido en la 
naturaleza y puede contaminar la materia prima y el ambiente, además por su capacidad 
de formar biofilms puede ser persistente en los sistemas de agua de las industrias [60].

Una de las limitaciones de este estudio fue que no se analizó la presencia de Cronobacter 
sakazakii, debido a que no fue posible acceder a técnicas cromogénicas y moleculares 
como lo establece el protocolo de la FDA [61]. Este patógeno es causante de múltiples 
infecciones en lactantes y niños pequeños, particularmente en neonatos cuya muerte 
puede ocurrir en 40 – 80% de los casos y que ha estado implicado en casos de meningitis 
y septicemia [62]. Otra limitación fue que los resultados son exclusivamente aplicables 
a los productos y marcas analizadas, debido a que la selección de las muestras no 
fue aleatoria, por lo que es difícil la generalización de estos resultados a estos u otros 
productos y marcas.

En esta investigación a más del contaje de enterobacterias según las normas de 
la AOAC, también se sometió a las muestras a un proceso de pre-enriquecimiento 
selectivo para bacilos Gram negativos, aun cuando esto no consta en las Normas 
INEN. Se consiguió detectar enterobacterias inclusive en los preparados de inicio, 
donde los recuentos para estos microorganismos fueron negativos, esto se considera 
una de las fortalezas de este estudio. Estos resultados indican que estas bacterias están 
presentes y que puede ser necesario que las normas incluyan el pre-enriquecimiento 
como un mecanismo válido para asegurar su correcto aislamiento e identificación. Otra 
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fortaleza es que se hizo el análisis de una variedad de preparados infantiles según el 
grupo de edad, nacionales e importados, que se comercializan en Quito. Igualmente, 
los métodos de contaje e identificación que se aplicaron en este estudio constan en las 
normas vigentes en el país y fueron previamente validados.

CONCLUSIÓN

Los resultados generados en este estudio muestran la necesidad de reforzar el control 
de calidad y de la aplicación de las Buenas Prácticas de Manufactura de los preparados 
infantiles que se comercializan en el país, en especial de los preparados de continuación 
donde el 50% presentaron contajes de microorganismos aerobios superiores a 103 
UFC/g y presencia de enterobacterias, todos correspondientes a muestras de fabricación 
nacional. El aislamiento de enteropatógenos como B. cereus y Hafnia alvei constituye 
riesgo para los consumidores y la presencia de E. coli y otras enterobacterias implica la 
necesidad de reforzar la higiene y vigilancia del cumplimiento de BPM.

En esta investigación aplicamos un pre-enriquecimiento para aislar enterobacterias, aun 
cuando no está estipulado en la metodología recomendada en las normas, lo que podría 
indicar la necesidad de incluir este procedimiento en el análisis microbiológico y así 
asegurar la inocuidad y seguridad de estos preparados en polvo.
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