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RESUMO

Cronobater spp. (E. sakazakii) é considerada um micro-organismo oportunista que vem ganhando atengéo
de autoridades de Saude Publica, pelo crescente nimero de surtos de infecgdo em recém-nascidos e
lactentes. A bactéria esta associada a casos raros, com alta taxa de mortalidade, podendo causar meningites,
enterocolite necrosante e septicemia. Cronobacter spp. tem ampla disseminagao, porém apenas as férmulas
lacteas infantis em p6 foram, epidemiologicamente, associadas as doencas causadas por esse agente. No
presente estudo foi avaliada a ocorréncia de Cronobacter spp. em alimentos destinados as criangas de 0-36
meses de idade, adquiridos em lactario de um hospital publico do municipio de Sdo Paulo. Vinte e seis
amostras de férmulas reconstituidas e 24 produtos em p6 foram analisados segundo a metodologia da ISO.
Cronobacter spp. foi detectada em uma amostra (3,8%) reconstituida de alimento infantil & base de farinha
de milho e em quatro desse produto em p6 (16,7%). A bactéria ndo foi detectada nas férmulas infantis
destinadas as criangas de 0-6 meses, contudo sua presenca em outros alimentos infantis pode contribuir
para a contaminagdo do ambiente e dos utensilios dos lactérios por meio da contaminagéo cruzada.
Palavras-chave. Cronobacter spp. (E. sakazakii), formulas infantis, neonatos.

ABSTRACT

Cronobater spp. (E. sakazakii) is considered an opportunistic pathogen and the public health authorities
have given attention to this matter because of the increasing number of infection outbreaks in neonates and
infants. The bacterium is associated with rare cases which can cause meningitis, necrotizing enterocolitis and
septicemia, with a high mortality rate. Cronobacter spp. is widely disseminated, but only the powdered infant
milk formulas were epidemiologically linked to diseases caused by this agent. The aim of this study was to
evaluate the occurrence of Cronobacter spp. in foods for children aged 0-36 months, that were purchased in
a public hospital in Sdo Paulo. Twenty six reconstituted samples and 24 powdered formulas were analyzed
according to the methodology established by ISO. Cronobacter spp. was detected in one sample (3.8%) of
reconstituted infant food based on corn flour and in other four samples (16.7%) of these powered products
. The bacterium was not detected in infant formula for children aged 0-6 months, although its presence in
baby food might contribute to contaminate the lactary environment and devices by cross-contamination.
Keywords. Cronobacter spp (E. sakazakii), infant formulas, neonates.
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INTRODUCAO

Enterobacter sakazakii é um patdgeno oportunista
que nos ultimos anos vem ganhando a atengio de
autoridades de Saude Publica, em diversos paises, pelo
crescente numero de surtos de infeccbes'?.

Recentemente, Cronobacter spp. foi reclassificado
como um novo género denominado Cronobacter spp.
incluindo seis espécies: C. sakazakii; C. turicensis;
C. muytjensii; C. malonaticus; C. dublinensis; e Cronobacter
genomospecies'”.

O principal grupo de risco envolvido em
casos e surtos de infec¢oes por Cronobacter spp. sio
os recém-nascidos, neonatos de baixo peso (<2500g),
imunocomprometidos e particularmente os prematuros,
que necessitam de cuidados especiais na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) neonatal. A bactéria pode afetar
também individuos de outras faixas etarias, entretanto os
casos envolvendo adultos e criancas com idade superior a
12 meses sao raros>*’.

A forma clinica mais frequente da infeccdo
por Cronobacter spp. é a meningite que ocorre em 70%
dos casos®. As complicagoes e a letalidade sdo elevadas,
podendo ocorrer enterocolite necrosante, bacteremia e
septicemia®”®. A maioria das criangas que sobrevivem a
meningite associada a Cronobacter spp. desenvolve sequelas
neuroldgicas irreversiveis como hidrocefalia, tetraplegia
e retardamento do desenvolvimento neuroldgico’. A taxa
de mortalidade é elevada, variando de 60 a 80% *1°.

Cronobacter spp. é um organismo ubiquo'' cujo
reservatorio primario ainda ¢ desconhecido, mas o solo, a
agua e os vegetais sao as principais fontes de contaminagao
dos alimentos, sendo os ratos e as moscas considerados
fontes adicionais de contaminag¢do'?. A bactéria tem sido
isolada de ambientes domésticos e industrias, como as
fabricas de leite em po'™* e de diversos alimentos como
queijos, produtos carneos, hortalicas', frutas, vegetais,
cereais, ervas e condimentos®.

Embora este micro-organismo ja tenha sido
isolado de uma grande variedade de alimentos e
ambientes, somente as formulas lacteas infantis em po
foram associadas, epidemiologicamente, as doencas
causadas por Cronobacter spp.>>16"7.

De acordo com a Food and Agriculture Organization
(FAO) e a World Health Organization (WHO)', as férmulas
lacteas infantis em p6 destinadas as criancas de 0-6 meses
apresentam risco significativo de contamina¢ao por
Cronobacter spp., entretanto, nos tltimos anos, as formulas

lacteas infantis em pé destinadas as criancas entre 6-12
meses (formulas de segmento) e os ingredientes adicionais
utilizados nessas férmulas, tém sido as principais fontes
de contaminagio cruzada e de isolamento do patdgeno.
As formulas lacteas infantis em pd sdo os substitutos que
mais se aproximam da composicdo do leite materno e,
geralmente, sdo utilizadas por criancas hospitalizadas e
prematuras, mais susceptiveis a infeccdes, criangas de maes
portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
e por criancas de maes impossibilitadas de amamentar ou
que simplesmente optam pela ndo amamentacao'.

No Brasil, alguns estudos sobre a ocorréncia
de Cronobacter spp. em alimentos infantis ja foram
realizados'®%, entretanto ainda sdo poucas as informac¢des
com relacdo a presenca desta bactéria nestes produtos.
Além disso, ha poucos casos descritos de infec¢cdes por
Cronobacter spp.”*. A escassez de dados, principalmente
os epidemiolégicos, dificulta 0 monitoramento de surtos
de origem alimentar no pais, bem como a realizacao de
estudos de Avaliagdo de Risco®.

AFAO e WHO! sugerem que os paises investiguem
as fontes e veiculos de infec¢do desse micro-organismo,
dentre os quais, as fdrmulas lacteas infantis em p9, para
um melhor entendimento da ecologia, viruléncia e
reservatorio do micro-organismo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
ocorréncia de Cronobacter spp. em férmulas lacteas
infantis e outras preparacdes, em po e reconstituidas, nao
autoclavadas, destinadas a criangas entre 0-36 meses de
idade, adquiridas em lactario de um hospital publico do
municipio de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto a novembro de 2008 foram
coletadas amostras de formulas lacteas infantis e outras
preparacdes, em pod e reconstituidas, ndo autoclavadas.
Foram analisadas 50 amostras, sendo 26 amostras
reconstituidas (5 formulas lacteas infantis, 7 féormulas
de segmento, 8 de alimento infantil a base de farinha
de milho, 4 de alimento infantil a base de farinha de
arroz, 1 de aveia em flocos e 1 de leite em pé integral)
e 24 amostras em po6 (4 de férmulas lacteas infantis, 7
féormulas de segmento, 8 de alimento infantil a base de
farinha de milho, 3 de alimento infantil a base de farinha
de arroz, 1 aveia em flocos e 1 de leite em p¢ integral).

Os produtos foram reconstituidos de acordo com
as normas estabelecidas pelo lactario, sendo as formulas
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Tabela 1. Ocorréncia de Cronobacter spp. em amostras, de produtos
em po, adquiridas em lactdrio de um hospital piblico do municipio
de Sao Paulo

Tabela 2. Ocorréncia de Cronobacter spp. em amostras, de produtos
reconstituidos, adquiridas em lactirio de um hospital publico do
municipio de Sdo Paulo

Tipo de Amostra Ne amostras N° amostras positivas P N° amostras N° amostras positivas
analisadas Teste convencional kit API 20E analisadas Teste convencional Kit API' 20E

Formula infantil 4 0 0 Formula infantil 5 0 0

(0-6 meses) (0-6 meses)

Formula de Formula

segmento 7 0 0 de segmento 7 0 0

(6-12 meses)

Alimento infantil &

base de farinha de 8 5 4
milho (6-36 meses)

Alimento infantil

a base de cereais

0
de farinha de arroz 3 0
(6-36 meses)
Aveia em flocos
0 0
(6-36 meses) !
Leite em p6
1 0 0
(6-36 meses)
Total 24 5 4

lacteas infantis, formulas de segmento e leite em po
reconstituidos com agua fervente e os demais alimentos
com leite tipo B fervente.

As amostras de produtos em p6 foram coletadas
em bolsas plasticas esterilizadas e as reconstituidas,
em recipientes plasticos esterilizados; cada amostra foi
constituida por no minimo 200 g ou 200 mL e, foram
transportadas ao laboratdrio em caixas isotérmicas, sob
refrigeragdo e analisadas apo6s, no maximo, 2 horas da
reconstituicao.

A metodologia da International Organization for
Standardization® foi utilizada . Inicialmente, foi realizada
a etapa de pré-enriquecimento em que uma por¢io de
100 g ou 100 mL de cada amostra foi homogeneizada
em 900 mL de agua peptonada tamponada 1% e
incubada a 37 + 1°C por 18 + 2 horas. Em seguida,
0,1 mL de cada amostra foi transferido para 10 mL de
caldo lauril sulfato triptose modificado adicionado de
0,1 mL de solugdo vancomicina na concentragao final de
10pg/mL. Os tubos foram incubados em banho-maria
a 45 + 0,5°C por 24 * 2 horas. Apos este periodo uma
aliquota de cada tubo foi estriada em placas de agar de
isolamento de Enterobacter sakazakii (ESIA) e incubadas
a44 + 1°C por 24 * 2 horas.

As  coldnias  suspeitas, com  coloragdo
verde-azulada, foram isoladas em agar tripticase de soja e
incubadas a 25 + 1°C por 44-48 horas. Apos a incubac¢io
foram realizadas as seguintes provas bioquimicas
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(6-12 meses)

Alimento infantil a

base de farinha de 8 1 1
milho (6-36 meses)

Alimento infantil a

base de cereais de

farinha de arroz 4 0 0
(6-36 meses)
Aveia em flocos

1 0
(6-36 meses) 0
Leite em p6

1 0
(6-36 meses) L

Total 26 1 1

para a confirmacio de Cronobacter spp.: hidrdlise de
citrato; teste de oxidase; teste de arginina dehidrolase
e lisina/ ornitina descarboxilase e teste de fermenta¢io
de carboidratos (D-sorbitol, D-rhamnose, D-sucrose
e D- melibiose). As colonias positivas pelos testes
bioquimicos convencionais também foram confirmadas
no Kit API° 20E (Biomérieux®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de produtos em pd analisadas,
destinadas as criancas com idade entre 0 a 36 meses,
foram obtidas de embalagens manipuladas no lactario
(latas abertas) para o preparo das formulas reconstituidas.
Cronobacter spp. foi detectada somente em alimentos infantis
a base de farinha de milho, sendo isolada em 16,7% (4/24)
do total de amostras em p6 analisadas de diferentes lotes.
Entre as cinco amostras positivas pelos testes bioquimicos
convencionais, apenas quatro foram confirmadas pelo
Kit API°, sendo este ultimo resultado considerado no
presente estudo. Nos demais tipos de amostras analisadas,
0 patogeno nao foi encontrado (Tabela 1).

Com relacido aos produtos reconstituidos, foram
analisadas 26 amostras, sendo que apenas uma (3,8%) de
alimento infantil & base de farinha de milho foi positiva
para Cronobacter spp. (Tabela 2). Esta amostra foi
preparada com o produto em pd que apresentou resultado
positivo para o patdgeno.
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Em diversos paises, a investigagio de
surtos causados por Cronobacter spp. em hospitais,
principalmente em UTI, demonstraram que a bactéria
pode ser detectada em amostras de férmulas infantis,
provenientes de embalagens fechadas ou nao, féormulas
reconstituidas e utensilios utilizados para preparacio
dessas formulas®*%.

No presente estudo, a Cronobacter spp. ndo foi
detectada entre as féormulas destinadas ao principal
grupo de risco para este micro-organismo (criangas de
0-6 meses), entretanto a sua ocorréncia em outros tipos
de produtos, como as farinhas de milho, pode favorecer a
circulagdo do patogeno no lactario e, consequentemente,
representar um risco de contamina¢do para os demais
produtos desidratados e reconstituidos.

Resultados similares aos do presente estudo foram
observados por Restaino et al” que ndo detectaram
Cronobacter spp. em formulas infantis em pod, mas
verificaram sua presenca em outros produtos em po
como farinhas (trigo, milho, soja e arroz), cereais infantis,
vegetais e condimentos secos.

Shaker et al?® avaliaram a ocorréncia de
Cronobacter spp. em 106 amostras de formulas lacteas
reconstituidas, férmulas lacteas em pd, alimentos
infantis, cereais, agticares e especiarias. A bactéria foi
isolada de duas amostras de féormulas reconstituidas,
duas de alimentos infantis e uma de cereais. Nazaromec-
White e Farber® analisaram 120 amostras de férmulas
lacteas em pd de cinco produtores e lotes diferentes e
verificaram a presenca de Cronobacter spp. em oito
(6,7%) amostras.

No Brasil, alguns estudos sobre a ocorréncia
de Cronobacter spp. ja foram realizados em produtos
lacteos, utensilios e no ambiente de maternidades. Gillio*®
analisou 150 amostras de férmulas lacteas infantis em
po e todas apresentaram populacio de Cronobacter
spp. menor que 0,03 NMP/100g. Santos® analisou 175
amostras provenientes de hospitais e maternidades da
regido de Campinas (SP), constituidas por férmulas
lacteas em po e reconstituidas, leite de vaca com amido,
leite UHT, amido, utensilios usados na preparagdo das
mamadeiras e agua utilizada para reconstituicdo das
formulas. Cronobacter spp. foi isolada em 12 amostras de
formulas lacteas em p6 e em quatro de amido. No estudo
realizado por Palcich® foram analisadas 292 amostras
(formulas desidratadas e reconstituidas, e utensilios)
provenientes de trés Hospitais Maternidades da Grande
Sao Paulo. Cronobacter spp. foi isolada em amostras

de mamadeira, férmula infantil desidratada lacrada e
esponja de lavagem das mamadeiras.

A contamina¢io das férmulas em pd por
Cronobacter spp. pode ocorrer durante a etapa de
processamento na industria devido as condi¢oes higiénicas
inadequadase/ouadi¢aodeingredientescontaminados'®*.
A presenca de Cronobacter spp. em férmulas lacteas,
mesmo em baixos niveis, pode estar relacionada a
elevada resisténcia térmica desse micro-organismo e ao
seu grande potencial de multiplicagdo, particularmente
no intervalo de tempo entre o preparo e o consumo da
formula reconstituida, sendo considerados fatores de
risco significativo®. Além disso, quando comparados com
outras bactérias da familia Enterobacteriaceae o micro-
organismo apresenta maior resisténcia a temperatura’®"?,
ao stress osmotico e disseca¢do®, o que garante a sua
sobrevivéncia em produtos desidratados.

Alguns estudos sugerem que as formulas devem
ser reconstituidas com agua aquecida em torno de 70 °Cee
armazenadas abaixo de 4 °C, minimizando a multiplica¢ao
de Cronobacter spp.'***. Entretanto, essa pratica nem
sempre ¢ adotada e algumas férmulas possuem instrugdes
com temperatura de reconstituicio em torno de 40 °C,
faixa de temperatura que favorece o desenvolvimento
de Cronobacter spp. e outras enterobactérias®. Por outro
lado, a FAO e WHO! alertam que temperaturas superiores
a 70 °C favorecem a formacdo da reacio de Maillard,
reduzindo a biodisponibilidade de micronutrientes,
perdendo assim, o valor nutricional do alimento.

Apesar das normas do lactirio em questao
preconizarem a utilizagdo de agua ou leite tipo B fervente
para reconstituicio dos produtos, verificou-se a presenca
de Cronobacter spp. em uma amostra de alimento infantil
a base de farinha de milho reconstituida com leite. O
binémio tempo/temperatura pode nio ter sido suficiente
para eliminar o micro-organismo, uma vez que a bactéria
foi também detectada no produto em pd. Além disso,
férmulas reconstituidas com agua ou leite apresentam pH
inicial em torno de 6,0 o que permite o desenvolvimento
de Cronobacter spp.”.

De acordo com o Centers for Diseases Control
and Prevention (CDC)S, se a unica opgao disponivel para
atender as necessidades nutricionais dos recém-nascidos
e criancas forem as férmulas lacteas infantis, condi¢oes
adequadas de temperatura e armazenamento durante
o preparo destes produtos devem ser adotadas para
reduzir os riscos de contaminagéo e infec¢des por micro-
organismos patogénicos.
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CONCLUSAO

A presenca de Cronobacter spp. em outras

preparagdes destinadas as criangas, além das férmulas
infantis, pode contribuir para a contaminacio do
ambiente e de utensilios dos lactarios, favorecendo a
contaminagéo cruzada.

Portanto, a implantacdo de medidas preventivas

em ambientes como lactérios e industrias é fundamental
para minimizar os riscos associados ao consumo desse
tipo de alimento, principalmente aqueles destinados as
criangas com idade entre 0 a 6 meses.
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