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TREVISAN, Adrielle Bahiense. Enterobactérias no preparo de férmulas lacteas
infantis: ocorréncia de Cronobacter sakazakii e perfil antimicrobiano dos isolados. f.
82. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Farmécia, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2016.

RESUMO

Cronobacter sakazakii € um patdgeno oportunista emergente que nos ultimos anos vem
ganhando notoriedade em funcéo do crescente nimero de surtos em diversos paises. O
principal grupo de risco envolvido em casos e surtos de infec¢bes relatados sdo os
neonatos, principalmente os prematuros e imunocomprometidos que necessitam de
cuidados hospitalares especiais. Os quadros clinicos causados por esta bactéria sdo
caracterizados por infeccGes sistémicas graves, como a meningite neonatal,
enterocolites necrosantes e septicemia em neonatos. O microrganismo tem sido isolado
de diversos alimentos em todo o mundo, a maioria de origem vegetal, entretanto
somente as formulas infantis em p6 (FIP) foram ligadas aos casos de infeccdo em
lactentes. Esse estudo teve o objetivo de verificar a ocorréncia de C. sakazakii e outras
enterobactérias em férmulas lacteas infantis e utensilios de trés lactarios de hospitais
particulares especializados na cidade de Salvador, BA, assim como analisar o perfil de
susceptibilidade das cepas isoladas de C. sakazakii frente a antimicrobianos. Foram
analisadas 225 amostras, conforme metodologia recomendada por ISO/TS 22964,
modificada. Os resultados indicaram que 112 (49,7%) amostras apresentaram algum
tipo de contaminacdo microbiana, sendo 102 (45,3%) por enterobactérias. C. sakazakii
foi detectado em 1,8% das amostras de alimentos, sendo que Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter cancerogenus e Pseudomonas spp. foram o0s microrganismos mais
frequentemente isolados das mesmas: 36,6%, 33,9% e 14,2%, respectivamente. As
amostras de utensilios apresentaram o maior nivel de contaminacdo por enterobactérias
nos trés lactarios avaliados, destacando-se 0s bicos de mamadeiras e as jarras de preparo
do lactario C e as colheres dosadoras do lactario B, todas apresentando 100% de
contaminagdo. Em relagdo a susceptibilidade antimicrobiana dos trés isolados de C.
sakazakii, todos (100%) apresentara sensibilidade a amicacina, gentamicina,
cloranfenicol e imipenem, enguanto 66,6% apresentaram resisténcia a ampicilina,
cefalotina, tetraciclina e sulfazotrim. Embora a ocorréncia de C. sakazakii nas formulas

lacteas tenha sido baixa, o risco deve ser considerado uma vez que a falta de controle na



producdo deste alimento podera resultar na proliferacdo da bactéria, podendo ocasionar
doencas severas e sequelas irreversiveis em neonatos. A multirresisténcia dos isolados a
alguns dos agentes terapéuticos comumente empregados no tratamento da infecgéo,
justifica a necessidade de novos estudos para melhor caracterizar esse perfil de
resisténcia, visando alternativas para o tratamento e o controle do microrganismo no

alimento.

Palavras chaves: Cronobacter sakazakii, formulas lacteas infantis, lactarios,

antimicrobianos.



ADRIELLE, Bahiense Trevisan. Enterobacteria in the preparation of infant milk
formulas: occurrence of Cronobacter sakazakii and antimicrobial isolates profile. p. 82.
Dissertation (Master’s degree) - Faculdade de Farmécia, Universidade Federal da Bahia,
Salvador, 2016.

ABSTRACT

Cronobacter sakazakii is an emerging opportunistic pathogen in recent years have
gained notoriety due to the growing number of outbreaks in several countries. The main
risk group involved in disease and infection outbreaks are newborns, especially
premature infants and immunocompromised needing hospital care. Clinical infections
caused by this bacterium are characterized by severe systemic infections such as
neonatal meningitis, necrotizing enterocolitis and sepsis in neonates. It has been isolated
in various foods around the world, the majority of plant origin, but only powdered
infant formula (PIF) have been linked to cases of infection in infants. This study aims to
verify the occurrence of C. sakazakii and other Enterobacteriaceae in infant milk
formulas in lactaries specialized from three private hospitals in the city of Salvador, BA,
as well as to analyze the profile of resistance/sensitivity of the isolated strains of C.
sakazakii front of antimicrobials. A total of 225 samples were analyzed according to
ISO method/TS 22964, modified. The results showed that 112 (49.7%) samples had
some kind of microbial contamination, and 102 (45.3%) were contaminated by
enterobacteria. C. sakazakii was detected in 1.8% of the food samples and Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cancerogenus and Pseudomonas spp. were the most frequent
microorganisms isolated from its: 36.6%, 33.9% and 14.2%, respectively. Samples of
utensils showed the highest level of contamination of enterobacteria in the three
lactaries evaluated, and 100% of the beaks of baby bottles and jars used in milk
preparation from lactarie C, and spoons from lactarie B were contaminated. Regarding
to the antimicrobial susceptibility of the three isolates of C. sakazakii, all of them
(100%) showed sensitivity to amikacin, gentamicin, chloramphenicol, imipenem, while
66.6% were resistant to ampicillin, cephalothin, tetracycline and sulfazotrim. Although
the occurrence of C. sakazakii in infant formula has been low, the risk should be
considered as a lack of control in the production of food may result in the proliferation
of the bacteria and can cause severe illness and irreversible consequences in newborns.

The multidrug-resistant isolates to usually therapeutic agents used in the treatment of



infection justifies the need for new studies to characterization this resistance profile,

seeking alternatives for the treatment and control of the microorganisms in food.

Key words: Cronobacter sakazakii, infant milk formulas, lactarie, antimicrobials.
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INTRODUCAO GERAL

O Cronobacter sakazakii € um microrganismo patogénico, bastonete Gram-
negativo, aerdbio facultativo, modvel, pertencente a familia Enterobacteriaceae.
Atualmente, em fungdo do crescente numero de surtos em diversos paises, 0
microrganismo é considerado um patdgeno oportunista emergente de alto risco. Os
quadros clinicos associados a infeccéo por C. sakazakii sdo graves e apresentam taxa de
mortalidade entre 20 a 80% (LEHNER & STEPHAN, 2004; EMAMI et al., 2011;

HEALY et al.,2010).

Embora infeccbes em idosos e em individuos adultos com deficiéncia
imunoldgica também tenham sido relatadas (GOSNEY et al., 2006; SEE, THAN, &
TANG, 2007), o principal grupo de risco envolvido em casos de surtos de infeccdes
pelo patdgeno sdo 0s neonatos, principalmente os prematuros e imunocomprometidos,
que apds nascimento necessitam de cuidados especiais. Os neonatos apresentam maior
susceptibilidade a infeccdes em funcdo da sua imaturidade imunoldgica e pH estomacal
menos &cido, fatores que contribuem para a sobrevivéncia do microrganismo no trato

gastrintestinal (WHO/FAO, 2008; JOSHI, HOWELL, & D'SOUZA, 2014).

O quadro clinico causado pela infeccdo por Cronobacter sakazakii reflete
sintomas de acometimento do sistema nervoso central. A apresentacdo clinica mais
frequente € a meningite neonatal, mas podem desenvolver também enterocolite
necrosante, septicemia e disenteria (LAI, 2001; AGUIRRE CONDE et al., 2007;
CAUBILLA-BARRON et al., 2007; SIMON, et al., 2010). Os pacientes que
sobrevivem a meningite associada a Cronobacter spp. desenvolvem sequelas

neuroldgicas irreversiveis como hidrocefalia, tetraplegia e retardamento do
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desenvolvimento neuroldgico (BARREIRA et al.,, 2003; TOWSEND et al., 2008;

EMAMI et al., 2011).

Apesar do Ministério da Saude e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
recomendarem o aleitamento materno como fonte de alimentagdo exclusiva até os seis
meses de idade, ha situacdes em que o aleitamento artificial é necessario (BRASIL,
2009). Assim, neonatos prematuros de baixo peso ou aqueles em que as mées nao
possam amamentar, recebem aleitamento artificial nos hospitais em que estiverem
internados (WHO/FAO, 2007). Entretanto, as férmulas infantis em pd destinadas a
bebés ndo sdo estéreis e apresentam risco significativo de contaminacdo por

Cronobacter spp. (DRUDY et al., 2006; CDC, 2011).

A contaminacdo intrinseca das férmulas lacteas infantis por microrganismos esta
relacionada a etapa de processamento na industria devido a condi¢cBes higiénicas
sanitarias insatisfatorias e a adicdo de ingredientes contaminados. Essa contaminacao
pode perdurar no produto acabado, uma vez que a pasteurizacdo ndo é capaz de eliminar
todos os microrganismos intrinsecos ao alimento (WHO/FAQ, 2007; BARASH, HSIA
& ARNON, 2010; CDC,2011). Por outro lado, os fatores extrinsecos estdo associados
ao uso utensilios contaminados na reconstituicdo destas férmulas; a partir do ambiente

de preparacdo, ou ainda a partir da manipulacéo inadequada (WHO/FAO, 2007).

Além do C. sakasakii, estudos demonstram que as formulas lacteas infantis séo
frequentemente contaminadas por outras espécies de enterobactérias. Dentre as espécies
de enterobactérias mais recuperadas a partir deste alimento, destacam-se a Klebsiella

pneumoniae, Enterobacter cloacae, Leclercia adecarboxylata, E. coli,, Escherichia
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vulneris, Salmonella enterica, Serratia marcescens e outras (SHAKER et al., 2007;

WANG et al., 2009; OONAKA et al., 2010; ZHOU et al., 2011).

Quanto ao C. sakasakii, 0 microrganismo foi isolado a partir de uma ampla
variedade de alimentos, principalmente de origem vegetal (LI et al., 2014; LOU et al.,
2014; Xu et al., 2015), entretanto, somente as formulas lacteas infantis em po estiveram

relacionadas aos casos de surtos infecciosos em lactentes (FRIEDEMANN, 2009).

A presenca deste patdgeno nas formulas lacteas em po6 constitui um sério risco,
sobretudo diante dos quadros clinicos severos com alta taxa de mortalidade entre os
neonatos. Somando-se estas premissas as falhas durante o processo de reconstituicao e
armazenamento, que maximizam a possibilidade de proliferacdo do microrganismo no
alimento pronto para o consumo, amplia-se 0S riscos a que estes pacientes serdo
expostos, aumentando a probabilidade de infeccdo pelo patégeno (PALCICH et al.,
2009). Nesse sentido, justifica-se a necessidade de pesquisas que determinem a
ocorréncia, as possiveis rotas de veiculagdo e mecanismos de controle do
microrganismo no preparo das formulas infantis, bem como o controle eficaz da

infeccdo nos pacientes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Esse estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de Cronobacter sakazakii
e outra enterobactérias em formulas lacteas infantis e utensilios usados no preparo de
mamadeiras em lactarios de hospitais particulares especializados na cidade de Salvador,
BA, assim como determinar o perfil dos isolados de Cronobacter sakasakii a

antimicrobianos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a ocorréncia de Cronobacter sakazakii e outras enterobactérias em
amostras de formulas lacteas infantis em po industrializadas (para criangas de 0
a 6 meses de idade);

e Investigar a ocorréncia de Cronobacter sakazakii e outras enterobactérias em
amostras de formulas l&cteas infantis reconstituidas nos lactarios;

e Investigar a ocorréncia de Cronobacter sakazakii e outras enterobactérias em
utensilios usados no preparo e distribuicdo das mamadeiras;

e Investigar o perfil de susceptibilidade dos isolados de Cronobacter sakazakii a

antimicrobianos comumente utilizados na terapia para tratamento da infeccao.
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ORGANIZACAO DO TRABALHO

Este estudo organiza-se em dois capitulos, sendo o primeiro de revisdo da
literatura, com abordagem de temas relacionados ao preparo de formulas lacteas infantis
em lactdrios de hospitais especializados e maternidades, caracteristicas de
enterobactérias e Cronobacter sakazakii, a sua ocorréncia em alimentos e
susceptibilidade a antimicrobianos. Obedece ao disposto na Associacdo Brasileira de

Normas Técnicas (ABNT) para redagdo de Dissertacao.

O segundo capitulo, em forma de artigo, avalia a ocorréncia de Cronobacter
sakazakii e outras enterobactérias em amostras de férmulas lacteas infantis em p6 e
reconstituidas e utensilios da preparacdo de mamadeiras em trés lactarios de Salvador,
BA. Avalia também a resisténcia dos isolados de C. sakazakii aos antimicrobianos
comumente utilizados na medicina humana para controle da infeccdo. Obedece ao

Guide for Authors para submissdo de artigos ao periédico Food Control.
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1) O LACTARIO E FORMULA LACTEAS INFANTIS

Lactario é o local destinado exclusivamente ao preparo, armazenamento, e
distribuicdo de mamadeiras contendo férmulas l&cteas reconstituidas para a alimentacao
de neonatos e pacientes pediatricos, em substituicdo ao leite materno. Ao lactério
reserva-se também a funcdo de lavagem e higienizacdo de mamadeiras, seus bicos e
todos os equipamentos e utensilios utilizados no preparo destas formulas (WHO/FAO,
2007; MEZOMO, 2015).

Segundo a RDC n° 50 de 21 de fevereiro de 2002, € obrigatorio que o0s
estabelecimentos de saude com Unidade de Terapia Intensiva (UTI) Neonatal e
Pediatrica, sejam providos de lactario, cujas dimensGes devem ser proporcionais a
quantidade de leitos disponiveis na UTI (BRASIL, 2002). Esta mesma resolucdo dispde
sobre Regulamento Técnico para planejamento, programacao, elaboracédo e avaliagéo de
projetos fisicos de estabelecimentos assistenciais de saude (EAS), incluindo todos os

padrdes para a construcdo de lactarios.

E preconizado que os hospitais com UTI neonatal contendo até 15 leitos devem
possuir lactério com &rea minima de 15,0 m? com distincdo entre rea “suja e limpa",
com acesso independente a area "limpa" feito através de vestiario de barreira. Além
disso, segundo a legislacdo, pode ser unica a sala destinada ao preparo, estocagem e
distribuicdo das formulas lacteas, desde que tenham &reas separadas especificas para
cada etapa (Figura 1). Segue 0os mesmos principios a sala com a funcdo de recepcao,

lavagem, higienizacao e esterilizacdo de mamadeiras (Quadro 1) (BRASIL, 2002).

A localizacdo ideal do lactario dentro do hospital/maternidade é em regido
préxima ao bercario, em &rea propria, sem contato com a cozinha do hospital, distante
da ala da infectologia e também de &reas com grande circulacdo de pessoas,
assegurando assim risco minimo de contamina¢do no preparo e distribuicdo dos
alimentos (MEZOMO, 2015).
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Figura 1 — Lactério: Sala de preparo, estocagem e distribuicdo de férmulas lacteas
infantis.

Fonte: Arquivo pessoal.

Quadro 1- Ambientes e areas minimas para Estabelecimentos Assistenciais de Saude
com mais de 15 leitos.

Ambiente Area
Sala 1- Recepgéo e descontaminagdo de mamadeiras e utensilios 8m?*
Sala 1- Area para esterilizacdo de mamadeiras 4m*
Sala 2- Area para preparo e envase de formulas 7m°
Sala 2- Area para estocagem e distribuicio de formulas 5m°

Fonte: BRASIL, 2002.

Formulas lacteas infantis sdo definidas como os produtos prescritos para
lactentes e fabricados para satisfazer as necessidades nutricionais desse grupo etario.
S&o geralmente compostas por leite de origem bovina, podendo-se utilizar leite de
outros mamiferos, bem como componentes de origem vegetal. A escolha do tipo de
formula lactea varia em funcédo das particularidades do lactente, e a composigdo destas
formulas pode sofrer alteragbes visando o atendimento as necessidades distintas
(WHO/FAO, 2007; BRASIL, 2011a; BRASIL, 2011b; BRASIL, 2011c).
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Segundo recomendacdo do Ministério da Saude e da Organizacdo Mundial da
Salde (OMS), o aleitamento materno deve ser exclusivo até o sexto més e
complementado até os dois anos de idade ou mais (BRASIL, 2009). No entanto, é
recomendado o aleitamento artificial como substituto, em situacbes em que o
aleitamento materno é inviavel. Neonatos prematuros de baixo peso, mdes em uso de
medicacdo que impecam a amamentacdo, mées que ndo produzem quantidade suficiente
de leite ou recém-nascidos de mées portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) recebem aleitamento artificial em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) de
hospitais ou maternidades (WHO/FAO, 2007).

O processo atual de producdo das formulas infantis ndo garante a esterilidade do
produto destinado aos bebés, pois a pasteurizacdo a que sdo submetidas ndo é capaz de
eliminar em sua totalidade os microrganismos intrinsecos ao alimento (DRUDY et al.,
2006; BARASH, HSIA & ARNON, 2010; CDC, 2011). Além da contaminagdo
intrinseca, ha também a extrinseca que pode ocorrer a partir de utensilios contaminados
(colheres dosadoras, liquidificadores, mamadeiras e bicos) utilizados na reconstituicao
destas formulas; a partir do ambiente de preparacdo, ou ainda a partir da manipulacéo
inadequada (WHO/FAOQ, 2007).

Nesse contexto, as formulas lacteas infantis apresentam risco significativo, pois
podem funcionar como veiculos de microrganismos potencialmente patogénicos
(DRUDY et al., 2006; CDC, 2011). Assim, a reconstituicdo das férmulas nos lactéarios
pode representar uma porta de entrada para microrganismos patogénicos, sendo,
portanto, reconhecido como um ponto critico que deve ser controlado (WHO/FAO,
2007).

Para a garantia da seguranca dos alimentos preparados nos lactarios, o controle
higiénico-sanitario deve ser rigoroso, de modo a minimizar os riscos de contaminac&o.
As principais causas de contaminacdo nestes ambientes incluem a manipulacéo
inadequada, higiene pessoal deficiente, praticas inadequadas na higienizacdo de

equipamentos e utensilios, e contaminacao cruzada (WHO/FAO, 2007).
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2) ENTEROBACTERIAS EM FORMULAS LACTEAS INFANTIS

As enterobactérias sdo caracterizadas como bacilos Gram negativos, oxidase
negativos, catalase positivos, moveis ou ndo, aerébios ou anaerdbios facultativos. O
termo “enterobactérias” € utilizado para se referir aos microrganismos da familia
Enterobacteriaceae. S&o encontrados largamente na agua, plantas, solo e uma
diversidade de alimentos, mas apesar do carater onipresente, a maioria das
enterobactérias habitam o trato intestinal dos animais, incluindo o homem. Algumas
espécies desta familia fazem parte da microbiota autdctone do trato gastrintestinal
humano e de outros animais, outras, no entanto, quando presentes sdo agentes de
doencas, como observado em algumas infec¢bes. Os principais géneros de
enterobactérias isoladas a partir de alimentos sdo: Escherichia, Enterobacter,
Salmonella e Shigella (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

Os microrganismos denominados Coliformes Totais compreendem um grupo de
enterobactérias, cuja principal caracteristica é a capacidade de fermentar a lactose com
producdo de gas, quando incubados a 35-37°C por até 48h. A presenca de coliformes
totais em um alimento ndo remete sempre a contaminacao fecal, uma vez que apesar de
albergar a espécie Escherichia coli, cujo habitat primério é o trato intestinal do homem
e animais de sangue quente, outras bactérias pertencentes ao grupo, a exemplo das
espécies dos géneros Citrobacter, Enterobacter e Klebsiella, que sdo encontradas no
solo, &gua e em vegetacdo (FRANCO & LANDGRAF, 2003; JAY, 2005).

No grupo dos coliformes totais se encontram os coliformes termotolerantes que
possuem a propriedade de fermentar a lactose com producédo de gas quando incubados
na temperatura de 44-45°C, ou seja, a um intervalo de temperatura onde nem todas as
espécies presentes no grupo coliformes totais resistem (JAY, 2005). A presenca de
espécies desse grupo € indicativa principalmente de contaminacdo de origem fecal e,
consequentemente, da possibilidade de haver microrganismos patogénicos (FRANCO &
LANDGRAF, 2003).

Vérios estudos tém demonstrado a presenca de enterobactérias em férmulas
lacteas infantis no Brasil e, sobretudo, em outros paises do mundo. Oonaka et al. (2010)
analisaram 149 amostras de formulas lacteas infantis, distribuidas em 61 amostras

provindas do Japdo e 88 de diversos paises estrangeiros (incluindo quatro amostras do
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Brasil), e observaram que 24,6% das amostras estavam contaminadas por diversas
espéecies de enterobactérias. Dentre as espécies isoladas, os autores detectaram a
presenca de C. sakazakii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Leclercia
adecarboxylata, E. coli,, Escherichia vulneris, dentre outras. Apenas uma (25%)
amostra proveniente do Brasil estava contaminada. Shaker et al. (2007) também
isolaram as espécies C. sakazakii, E. cloacae e Pantoea agglomerans a partir de
amostras de formula lactea infantil e leite em pd. Wang et al. (2009) detectaram em
formulas infantis em p6 além de C. sakazakii, diversas outras enterobactérias como
Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Serratia marcescens, e
Escherichia coli O157. Ainda, Zhou et al. (2011) identificaram as espécies C. sakazakii
e K. pneumoniae em 26,7% das amostras de férmulas para lactentes analisadas na
China.

3) Cronobacter spp.

3.1) TAXONOMIA

Anteriormente conhecido como Enterobacter cloacae, produtor de pigmento
amarelo, C. sakazakii teve sua classificacdo alterada, e em 1980, Farmer et al. (1980)
definiram uma nova especie que recebeu o nome de Enterobacter sakazakii. Essa
modificagcdo na classificacdo se baseou nas diferencas existentes entre E. cloacae e E.
sakazakii, observadas sobretudo, em pesquisas sobre a genética destes patdgenos.
Essencialmente, os pesquisadores notaram que as diferencas na hibridacdo de DNA,
determinavam uma distancia genética entre as duas espécies. Além disso, E. sakazakii
também apresentava rea¢Ges bioquimicas, producdo de pigmentos e susceptibilidade aos
antimicrobianos diferentes da outra espécie (FARMER et al., 1980).

Os mesmos pesquisadores mencionados anteriormente verificaram a existéncia
de 15 biogrupos e concluiram que a espécie E. sakazakii poderia apresentar linhagens
filogeneticamente diferentes. Essa teoria foi comprovada em 2004, quando Lehner et al.

analisaram as sequéncias completas de 16S rRNA de 13 estirpes de E. sakazakii obtidas
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a partir de varias fontes, relatando a existéncia de duas linhagens filogeneticamente
distintas dentro da espécie (LEHNER et al., 2004).

Em consoancia, novas pesquisas elucidaram outras caracteristicas diferenciais da
espécie, até que em 2007, Iversen et al. realizaram um estudo utilizando 210 cepas de E.
sakazakii de diferentes origens. Nesse trabalho, os pesquisadores amplificaram
fragmentos polimorficos fluorescentes de DNA (f-AFLP), ribotipos e analisaram as
sequéncias génicas completas de 16S rRNA de todas as estirpes. Assim, relacionando as
caracteristicas genotipicas e os perfis fenotipicos determinados, os autores propuseram
uma reclassificagdo do microrganismo como um novo género. A partir da publicagédo
do trabalho, a nova nomenclatura foi validada e o género Cronobacter foi incorporado a
familia Enterobacteriaceae (IVERSEN et al., 2008).

Atualmente o género é composto por seis espécies: Cronobacter sakazakii,
Cronobacter malonaticus, Cronobacter turicensis, Cronobacter muytjensii,
Cronobacter dublinensis, Cronobacter genomospecies |, e trés subespécies:
Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis, Cronobacter dublinensis subsp.

lausannensis e Cronobacter dublinensis subsp. lactaridi (IVERSEN et al., 2008).

3.2) CARACTERISTICAS DO GENERO E RESERVATORIOS

As bactérias pertencentes ao género Cronobacter sdo bastonetes Gram
negativos, oxidase-negativas, catalase-positivas, ndo formadoras de esporo, geralmente
moveis, com flagelos peritriquios, anaerdbios facultativas e produtoras de pigmento
amarelo (IVERSEN et al., 2008).

Estudos demonstram que na familia Enterobacteriaceae 0s microrganismos do
género Cronobacter sdo 0s mais resistentes a dessecacdo e ao estresse osmotico,
caracteristicas que garantem a sobrevivéncia em condi¢des muito secas, a exemplo dos
alimentos desidratados (BREEUWER et al. 2003; CAUBILLA-BARRON et al., 2007).

Iversen et al. (2004) observaram caracteristicas de termotolerancia em cepas de
Cronobacter spp. e verificaram que a temperatura 6tima para crescimento compreendeu
o intervalo entre 37-43°C, concluindo que a resisténcia térmica desses microrganismos

¢ similar a de outras enterobactérias. Todas estas caracteristicas favorecem a



33

sobrevivéncia dos microrganismos em situagOes adversas, como por exemplo, no

ambiente de processamento de alimentos em po (inddstrias), lactarios e creches.

Diversos estudos foram realizados com o intuito de obter maiores informacdes a
respeito do reservatério primério do Cronobacter spp., no entanto, essa questdo ainda
néo foi completamente elucidada. Sabe-se, entretanto, que microrganismos deste género
possuem carater ubiquo, tendo sido isolado a partir de uma vasta gama de alimentos,
ingredientes alimentares, amostras ambientais e também de amostras clinicas
(IVERSEN & FORSYTHE, 2004; SHAKER et al. 2007; FRIEDMANN, 2007; CHAP
etal., 2009; ARSALAN et al., 2013).

Iversen e Forsythe (2004) sugerem que as espécies de Cronobacter ndo fazem
parte da microbiota autoctone dos humanos ou animais. Entretanto, Hamilton et al.
(2003), a partir de estudos com larvas da mosca de estabulos (Stomoxys calcitrans),
verificaram que ha uma grande probabilidade de que o0s insetos representem
reservatorios de enterobactérias, dentre as quais, Cronobacter spp. Nesse trabalho, os
pesquisadores identificaram C. sakazakii, Providencia stuartii, Carotovora Erwinia,
Micrococcus luteus e Serratia marcescens, 0 que demonstra que a contaminagao por
insetos € uma importante fonte de disseminacdo de patdgenos. Apesar dessa
possibilidade, estudos apontam como principais fontes ambientais 0 solo, a agua e,
sobretudo, os vegetais e cereais, incluindo produtos originados a partir deles (IVERSEN
& FORSYTHE, 2004; FRIEDMANN, 2007; LOU et al., 2014; VOJKOVSKA et al.,
2016).

O amplo espectro de alimentos contaminados por Cronobacter spp. abrange
tanto os alimentos crus como o0s processados de origem vegetal ou animal, ou seja, 0s
estudos demonstram isolamentos a partir de cereais, frutas e legumes, ervas e
especiarias, ovo, leite, dgua, carne e peixe, e produtos feitos a partir desses alimentos
(FRIEDMANN, 2007; XU et al., 2015; MOHAMMED et al., 2015; VOJKOVSKA et
al., 2016).

Lou et al. (2014) em pesquisa com 0 objetivo de identificar os possiveis
reservatorios e rotas de veiculagdo das espécies de Cronobacter, analisaram 141
amostras de diversos alimentos, dentre eles, formulas infantis em po, leite e bebidas
lacteas relacionados, produtos a base de cereais, chocolates, doces, farinha de trigo,

gréos de trigo, macarrao desidratado e bolinho congelado. Os resultados demonstraram
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que 12% de todas as amostras de alimentos apresentaram positividade para Cronobacter
spp., sendo que os produtos a base de cereais foram o grupo de alimentos com o maior

percentual de contaminagéo (69,3%).

A partir desse mesmo estudo, Lou et al. (2014) verificaram que a maioria dos
produtos a base de cereais que apresentaram contaminagdo por microrganismos do
género tinham em sua composicao o trigo e, ao analisarem a farinha de trigo e amostras
de grdos de trigo, detectaram a espécie em 100% e em 62,5% das amostras,
respectivamente. Ainda, outro estudo conduzido por Li et al. (2014) demonstrou
também que as amostras de trigo representavam 0 maior percentual de detecgdo,

concluindo que o trigo é um reservatdrio importante na veiculacdo de Cronobacter spp.

Em se tratando de estudo com amostras ambientais, Kandhai et al. (2004),
analisaram 147 amostras ambientais de industrias alimenticias e de domicilios. Os
autores verificaram a presenca dos patdgenos em oito das nove fabricas de alimentos e
em cinco dos 16 domicilios, sendo que no geral, 35 (24%) amostras foram positivas. Os
pesquisadores concluiram que 0s microrganismos desse género estdo amplamente
distribuidos nos ambientes estudados, sobretudo no ambiente das industrias
alimenticias. De modo similar, Mullane et al. (2008) observaram a presenca de
patégenos do género em um estudo numa inddstria produtora de caseina em po, a partir
de amostras ambientais, amostras de equipamentos (filtros de ar) e também, no produto

acabado.

Reforcando o carater ubiquo destas bactérias, pesquisadores relatam a presenca
das mesmas em diversas amostras clinicas, tais como sangue, escarro, cavidade oral,
cavidade nasal, intestino, pele, ferimentos, olhos e orelhas. Os autores verificaram ainda
a presenca do microrganismo no ar, agua, solo e ralos de unidades de assisténcia a satde
(ARSALAN etal., 2013).
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4) Cronobacter sakazakii

4.1) CARACTERISTICAS E RESISTENCIA

O Cronobacter sakazakii € um importante patégeno oportunista de origem
alimentar, classificado como emergente e que pode causar infec¢des sistémicas graves,
como a meningite, septicemia e enterocolite relacionadas ao consumo de formulas
lacteas infantis (LAI, 2001; VAN ACKER, et al., 2001; FAKRUDDIN et al., 2013;
HUERTAS et al., 2015).

Em meios normalmente usados para cultivo, 0 microrganismo cresce formando
colbnias com producdo de pigmento amarelo, entretanto, essa caracteristica isolada ndo
é suficiente para a identificacdo da espécie, visto que outras bactérias da familia
Enterobacteriaceae exibem essa mesma peculiaridade. Como exemplo de outras
enterobactérias produtoras de pigmento amarelo pode-se citar: Pantoea agglomerans,
Escherichia vulneris, Escherichia hermannii, Klebsiella oxytoca e Klebsiella planticola,
dentre outras (FARMER et al. 1980; RICHARD, 1984; NAZAROWEC-WHITE &
FARBER, 1997).

Os métodos de caracterizacdo fenotipica baseados na producdo de pigmento
amarelo sdo questionados por estudiosos, uma vez que ha variacdo da expressao dessa
caracteristica dentro do proprio género. Além disso, foram considerados métodos de
baixa sensibilidade, especificidade e acurécia. Assim, a producao de pigmento amarelo
pode ser utilizada como teste de triagem, sendo necessarias provas adicionais para a
correta identificacdo da espécie (IVERSEN & FORSYTHE, 2007; CAWTHORN et al.
2008).

A espécie apresenta outras caracteristicas que a diferenciam dentre as demais,
inclusive a nivel bioquimico, como por exemplo, a capacidade de produzir a enzima a-
glucosidase, na sua aptiddo para produzir uma desoxirribonuclease extracelular e
incapacidade de fermentar o D-sorbitol (FARMER et al. 1980; NAZAROWEC-WHITE
& FARBER, 1997).

Quanto ao perfil bioquimico, algumas caracteristicas sd&o comuns a todas as

espécies do género, como por exemplo, reacdo negativa aos testes vermelho de metila
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(VM) e producdo de H,S e reagéo positiva aos testes Voges Proskauer (VP) e citrato de
Simmons. Por outro lado, C. sakazakii apresenta reacdo negativa aos testes da lisina
descarboxilase, formacéao de indol e producao de urease; e reacdo positiva para os testes

de a-glucosidase, arginina, ornitina, dentre outros (RICHARD, 1984).

A particularidade de produzir a enzima a-glucosidase propiciou o
desenvolvimento de meios cromogénicos para o isolamento seletivo do patdgeno. Estes
meios se baseiam na degradacdo enzimatica do cromdgeno 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a,
d-glucopirandsido (XaGlc) presente nos meios, com producdo de coldnias de pigmento
azul (Figura 2) ou verde (variando a depender do meio) que sdo caracteristicas para

Cronobacter spp.

Figura 2- Coldnias caracteristicas de Cronobacter sakazakii em agar Hicrome
Cronobacter.

Fonte: Arquivo pessoal.

As cepas de C. sakazakii apresentam como temperatura étima para crescimento
o intervalo entre 37 e 43°C, entretanto algumas cepas se desenvolvem entre 25 a 45°C, e
outras ainda na faixa de 6 a 47°C. Néo foi relatado crescimento de células do patégeno
em questdo, em temperaturas maiores que 50°C (FARMER et al., 1980; BREEUWER et
al. 2003; IVERSEN et al., 2004).

A termotoleréncia observada nesta espécie € semelhante aquela exibida por
outras enterobactérias (IVERSEN et al., 2004), entretanto, Breeuwer et al. (2003)
verificaram que C. sakazakii é capaz de se multiplicar no intervalo de temperatura de 45
a 47°C, o que significa, que as bactérias pertencentes ao género suportam uma
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temperatura superior a tolerada pela maioria das enterobactérias (HUERTAS et al.,
2015). Ainda em relacéo as caracteristicas de crescimento em diferentes temperaturas,
estudos revelam que Cronobacter spp. apresenta taxa de sobrevivéncia maior na
temperatura de 4°C do que 30°C (BEUCHAT et al. 2009). Essa capacidade foi relatada
também por Iversen et al. (2004) que observaram que as espécies deste género sao
capazes de crescer em temperaturas de refrigeracdo em formulas lacteas infantis durante
a estocagem, bem como em equipamentos e utensilios utilizados no preparo do alimento

infantil.

A capacidade de C. sakazakii de formar cépsulas de polissacarideo, uma goma
viscosa, espessa e aderente, esta relacionada com a formacéo de biofilmes. A habilidade
de formar biofilme é reconhecida como importante para 0 mecanismo de adesdo do
microrganismo em superficies abidticas ou para a colonizacdo de organismos Vvivos
(FARMER et al., 1980; BEUCHAT et al. 2009).

Iversen et al. (2004) ao investigarem a formacéo de biofilmes de duas linhagens
de C. sakazakii, uma encapsulada e a outra ndo, observaram que a estirpe encapsulada
produziu biofilmes mais densos do que a outra linhagem. Além disso, 0s pesquisadores
verificaram que a aderéncia foi mais acentuada nas superficies de latex, silicone e

policarbonato, do que na superficie de aco inoxidavel.

Ye et al. (2015) estudaram a habilidade de 23 isolados de C. sakazakii
produzirem biofilmes sob diferentes valores de pH, temperatura e tempo, em culturas
em laboratdrio. Os autores observaram que o pH foi determinante para a formacao de
biofilmes e que quantidade mais expressiva de biofilme foi encontrada quando o cultivo
do microrganismo foi realizado em pH 5,0 (9 cepas, 39,1%), temperatura de 28°C (23
cepas, 100%) e 48 h (14 cepas, 60,9%).

A adesdo bacteriana e a formacdo de biofilmes possibilitam que as superficies
possam albergar e disseminar microrganismos, constituindo uma fonte de contaminacao
(IVERSEN et al., 2004). Essa caracteristica também contribui para a resisténcia das
células microbianas frente a condigdes adversas, tais como: exposicdo a
antimicrobianos, saneantes, as variacbes de pH, ao aquecimento e a dessecagédo
(BEUCHAT et al. 2009; HEALY et al., 2010).

Algumas cepas de C. sakazakii ja& demostraram capacidade de sobreviver e se

multiplicar em ambientes &cidos. Quando submetida ao estresse acido, a bactéria
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desenvolve um estado vegetativo (fase estacionéria) que permite a manutencdo da
integridade do envelope celular e consequentemente a sua sobrevivéncia. Esse fator,
aliado a capacidade de formar biofilmes, possibilita que o patdgeno supere a primeira
barreira de defesa do organismo — o baixo pH estomacal - podendo causar infec¢do no
individuo (ALVAREZ-ORDONEZ et al., 2014).

De acordo com Breeuwer et al. (2003), C. sakazakii apresenta alta resisténcia a
dessecacdo e ao estresse osmotico e, segundo 0S mesmos, essa resisténcia esta
relacionada a acumulacdo de trealose nas células microbianas, o que estabiliza as
membranas fosfolipidicas e protéicas, impedindo a ruptura e consequentemente,
protegendo as células durante a dessecacdo. Essa alta tolerancia a dessecacdo
proporciona uma vantagem competitiva para 0 microrganismo em alimentos e
ambientes secos, como por exemplo, em fébricas de leite em p0, podendo sobrevevier
no produto acabado por longos periodos (HUERTAS et al., 2015).

4.2) MANIFESTACOES CLINICAS

C. sakazakii raramente causa doencga em individuos higidos e, embora tenha sido
considerado agente causal de infec¢cBes em todas as faixas etarias, o principal grupo de
risco sdo 0s neonatos e criancas de até 1 ano de vida (WHO/FAOQ, 2007; CDC, 2011).
Dentro desse grupo, destacam-se os bebés de até 28 dias de idade e/ou nascidos
prematuramente, sobretudo os de baixo peso (< 2,5 Kg) e, ainda, 0s que apresentam
algum grau de imunocomprometimento (LAI, 2001; WHO/FAO, 2007), ou seja,
pacientes que geralmente demandam cuidados especiais, permanecendo internados apos
0 parto, na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) neonatal (WHO/FAO, 2007).
Entretanto, infecgdes em idosos e pacientes adultos com e sem deficiéncia imunoldgica
também foram relatadas (LAI, 2001; GOSNEY et al., 2006; SEE, THAN & TANG,
2007).

Os quadros clinicos associados a infeccdo por C. Sakazakii sdo graves e
apresentam taxa de mortalidade que varia entre 20 e 80% (LEHNER & STEPHAN,
2004; EMAMI et al., 2001), ou 50-80% (HEALY et al., 2010).
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Em neonatos, criancas lactentes, adultos e idosos, as infec¢cdes podem apresentar
uma diversidade de sintomatologias. Nos lactentes, de uma forma geral, o quadro
infeccioso reflete acometimento do sistema nervoso central, sendo a meningite, a
apresentacdo clinica mais frequente (MUYTJENS et al, 1983; LAI, 2001;
HIMELRIGHT et al., 2002; BARREIRA et al., 2003; CAUBILLA-BARRON et al.,
2007; TOWSEND et al., 2008; BAUMBACH et al., 2009; SIMON, et al., 2010).

Segundo LAI (2001) a predilecdo de C. Sakazakii pelo sistema nervoso central
em neonatos e lactentes, ainda ndo foi elucidada. Os autores afirmam que o quadro de
meningite nestes pacientes resultam em infartos e hemorragias cerebrais, ventriculite,
formacdo de cistos e abscessos cerebrais. Os pacientes que sobrevivem a meningite
causada por Cronobacter spp. desenvolvem sequelas neuroldgicas irreversiveis tais
como hidrocefalia, tetraplegia e retardamento do desenvolvimento neuroldgico (LAI,
2001; BARREIRA et al., 2003; TOWSEND et al., 2008; EMAMI et al., 2011).

Simén et al. (2010) descreveram um caso de infec¢do neonatal por C. sakazakii
na Espanha, em que o paciente desenvolveu meningite, hidrocefalia e abscessos

cerebrais, adquirindo retardo neuroldgico irreversivel.

No Brasil, Barreira et al. (2003) relataram o caso de um neonato do sexo
feminino com 14 dias de vida que deu entrada no hospital com emése, hipoatividade e
recusa alimentar. A cultura de liquor confirmou o quadro de meningite bacteriana por C.
sakazakii, a paciente apresentou hemorragia extensa da meninge, hemorragia do
parénquima, edema cerebral e o quadro ocasionou a morte da crianca ap6s 15 dias de
internamento. Os autores do relato ndo mencionaram a provavel fonte de contaminacéo,
uma vez que a paciente foi exclusivamente alimentada por leite materno, ndo tendo,

portanto, contato com formulas lacteas infantis.

Além do quadro neuroldgico, outras manifestacBes clinicas foram descritas,
dentre as quais os quadros de bacteremia, disenteria, enterocolite necrosante e
septicemia. Essas sintomatologias embora de menor gravidade, podem evoluir para o
quadro de meningite (MUYTJENS et al., 1983; LAI, 2001; VAN ACKER, et al., 2001,
AGUIRRE CONDE et al., 2007; TOWSEND et al., 2008; SIMON, et al., 2010;
EMAMI et al., 2011, FLORES et al., 2011). A enterocolite necrosante dos neonatos € o
estado patoldgico caracterizado por isquemia, necrose e pneumatose intestinal, podendo
evoluir para peritonite e choque (LEHNER & STEPHAN, 2004).
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As manifestacOes clinicas associadas a infeccdo por C. sakazakii nos adultos e
idosos, incluem bacteremia, formacéo de abcessos, pneumonia e septicemia (LAI, 2001;
SEE, THAN & TANG, 2007). De acordo com LAI (2001) a maior parte dos casos de
infecgdo pelo patogeno envolvendo adultos é acompanhada por doencgas subjacentes
graves. Entretanto, See, Than & Tang (2007) relataram o primeiro caso de infeccdo em

paciente adulto sem imunocomprometimento.

4.3) SURTOS ENVOLVENDO O MICRORGANISMO

No periodo de 1958 a julho de 2008 foram notificados 120 casos de infeccédo
associados ao Cronobacter spp. no mundo, incluindo dois casos no Brasil. Esses dados
foram compilados baseados nas descrigbes documentadas, mas ndo necessariamente
publicados em revistas cientificas. O relatério publicado em 2008 pela Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO) em parceria com a Organizacao
Mundial da Saude (WHO), reuniu informacdes sobre local, manifestacdes clinicas,
idade, nimero de casos, nimero de 6bitos, nimero de pacientes que sobreviveram com
ou sem sequelas, bem como a descricdo dos comprometimentos neurolégicos, dentre
outras informacdes relevantes (WHO/FAO, 2008).

A maioria dos surtos e casos descritos no relatério envolveu o quadro de
meningite (32%) ou meningite associada a alguma outra sintomatologia, como
bacteremia, septicemia, abcessos cerebrais ou enterocolite necrosante. Dos 54 pacientes
que desenvolveram meningite, 39% foram a Obito e 22% adquiriram sequelas
irreversiveis. A segunda maior manisfestacdo clinica observada foi a bacteremia com
12% de acometimentos, seguida das enterocolites necrosantes (11%) e das septicemias
(2,3%) (WHO/FAO, 2008). O mesmo relatdrio incluiu ainda, 87 casos comunicados
pela vigilancia laboratorial do Reino Unido e das Filipinas. Entretanto, como ainda ndo
foram descritos, os dados reportados pelos laboratorios destes dois paises ndo
apresentam informacgdo quanto a manifestacdo clinica dos pacientes, fontes envolvidas
ou nuamero de 6bitos (WHO/FAO, 2008).

A primeira ocasido em que o C. sakazakii foi associado a meningite neonatal foi

em 1958, quando um surto na Inglaterra culminou na morte de dois recém-nascidos. Os
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autores relataram que o0s Obitos ocorreram por infeccdo generalizada, incluindo
meningite, e na época, identificaram o agente etioldgico como sendo o Enterobacter
cloacae produtor de pigmento amarelo. A fonte de contaminacdo nédo ficou esclarecida,
entretanto 0s pesquisadores sugeriram que a incubadora estivesse contaminada, ja que
os dois pacientes utilizaram a mesma incubadora e desenvolveram a doenca
(URMENY1 & WHITE-FRANKLIN, 1961). Desde entdo, uma diversidade de surtos e
casos de infeccdo neonatal por Cronobacter spp. tem sido descritos em todo o mundo
(VAN ACKER et al. 2001; GURTLER et al., 2005; DRUDY et al., 2006; CAUBILLA-
BARRON et al., 2007; FLORES et al., 2011; BRANDAO et al., 2015).

Van Acker et al. (2001) relataram um surto de enterocolite necrosante (NEC),
que ocorreu em um hospital na Bélgica, onde 12 recém-nascidos desenvolveram NEC e
dois foram a 6bito. Neste episodio, conhecido como “Surto da Bélgica”, o patdgeno foi
isolado a partir de amostras clinicas de seis dos 12 neonatos acometidos.
Posteriormente, Caubilla-Barron et al. (2007), descreveram um surto na Franca em que
18 neonatos foram infectados por C. Sakazakii, onde 94% dos pacientes eram
prematuros e com baixo peso. Do total de casos, sete pacientes desenvolveram NEC,
um meningite, um bacteremia, e dois problemas digestivos. Embora alguns dos
acometidos ndo tenham apresentado qualquer sintomatologia, quatro pacientes (dois que
desenvolveram NEC, e 0s que apresentaram meningite e bacteremia) ndo resistiram e

faleceram no hospital.

Baumbach et al. (2009) descreveram um surto no México envolvendo dois
neonatos; um desenvolveu lesdo cerebral grave e hidrocefalia e o outro ndo resistiu a
infeccdo. Simon et al. (2010) relataram um caso de infeccdo neonatal por C. sakazakii
na Espanha, em que o paciente desenvolveu meningite, hidrocefalia e abscessos

cerebrais, adquirindo problemas neurolégicos irreversiveis.

Ainda em 2010, dois bebés apresentaram quadro de gastroenterite severa em um
hospital no México e C. sakazakii foi reportado como agente causal do surto (FLORES
et al., 2011). Posteriormente, em 2013, Brog e Lee relataram um caso de infecgédo por C.
sakazakii em uma lactente com 33 dias de vida internada em uma maternidade do estado
da Flérida, nos Estados Unidos da America (EUA). A paciente desenvolveu quadro de
bacteremia e ap6s nove dias de internamento, recebeu alta, sem apresentar quaisquer

sequelas.
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No Brasil, os relatos de casos e surtos causados por Cronobacter spp. ainda séo
poucos. A ultima descricdo no pais foi realizada por Brand&o et al. (2015) em Teresina,
Piaui. Os autores relataram que o surto envolveu trés recém-nascidos do sexo feminino
que apresentaram um quadro de bacteremia no periodo em que estiveram internados na
maternidade. A fonte da contaminacdo ndo foi identificada, porém os pesquisadores

identificaram o agente causal do surto como sendo o C. malonaticus nos trés casos.

Observa-se que os numeros de casos e surtos documentados no mundo, inclusive
no Brasil, sdo subnotificados, ndo refletindo a realidade. Isso ocorre na maioria das
vezes devido ao fato da notificagdo de infecgOes por estes microrganismos ndo ser
obrigatdria; a pesquisa do patdgeno ndo fazer parte da rotina laboratorial e ainda devido
a muitos paises ndo possuirem um sistema oficial para divulgacdo das informacdes
(WHO/FAO, 2008).

E importante mencionar que a maior parte dos casos e surtos relacionados ao
género Cronobacter spp. sdo oriundos de ambiente hospitalar, afetando sobretudo
neonatos, especialmente os prematuros, e associados a ingestdo de férmulas infantis em
p6 (PIF) (WHO/FAO, 2007; WHO/FAO, 2008, CDC, 2011).

5) FORMULAS INFANTIS E Cronobacter sakazakii

A Organizacdo Mundial da Salde recomenda o aleitamento materno exclusivo
até os seis meses de vida da crianca, no entanto, em algumas ocasifes é necessaria a
suplementacdo ou substituicdo do leite humano. Nos casos em que as maes ndo podem
amamentar, 0s bebés sdo alimentados nos hospitais/maternidades com férmulas infantis
em po (FIP) elaboradas geralmente com leite bovino, em substitui¢do ao leite materno.
Essas formulas sdo balanceadas de forma a suprir as necessidades nutricionais dos
neonatos (WHO/FAOQ, 2007).

As FIP destinadas a bebés ndo sdo estéreis e apresentam risco de contaminagdo
por Cronobacter spp. e outros patdgenos. Além disso, a alta disponibilidade de
nutrientes faz do leite em p6 formulado para lactentes um excelente meio para o
crescimento bacteriano (ICMSF, 2002; DRUDY et al., 2006; WHO/FAO, 2007; CDC,

2011). Dentre os microrganismos patogénicos que podem estar presentes nas formulas
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em po, temos: Bacillus cereus, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Cronobacter sakazakii (ICMSF, 2002). Particularmente, a
contaminacdo das férmulas infantis em pd por Cronobacter spp. esta relacionada a
etapa de processamento na industria onde as condi¢Bes higiénicas sanitarias séo
insatisfatorias, & adicdo de ingredientes contaminados e/ou contaminagdo durante
reconstituicdo do alimento nos lactarios (KANDHAI et al., 2004; WHO/FAO, 2007).

Estudos realizados em todo o0 mundo resultaram no isolamento de C. sakazakii a
partir de uma ampla variedade de alimentos, principalmente a partir de produtos de
origem vegetal (LOU et al., 2014; LI et al.,, 2014; VOJKOVSKA et al.,, 2016).
Entretanto, somente as férmulas lacteas infantis em pé estiveram relacionadas aos casos
de surtos infecciosos em lactentes (FRIEDEMANN, 2009).

O primeiro estudo associando a presenca de C. sakazakii em FIP foi relatado por
Biering et al. (1989). Os autores descreveram trés casos de infecgdo neonatal causada
por C. sakazakii num hospital universitario da Islandia, entre 1986 e 1987, onde dois
pacientes sobreviveram ao quadro infeccioso, porém desenvolveram sequelas
neuroldgicas severas e, 0 terceiro paciente morreu. Os autores obtiveram isolados de C.
sakazakii a partir de varios lotes de FIP utilizados no lactario do hospital, inclusive de
latas fechadas, e verificaram que os isolados a partir das amostras clinicas dos pacientes
possuiam o bi6tipo, perfil de DNA plasmidial e perfil de resisténcia a antimicrobianos

idénticos aos isolados das FIP.

Van Acker et al. (2001) descreveram um surto de infecgdo por C. sakazakii em
um hospital na Bélgica, onde 12 criancas recem-nascidas desenvolveram NEC e duas
foram a oObito apds receberem a mesma férmula como aleitamento artificial. C.
sakazakii foi isolado de FIP em uso e de latas ainda fechadas de um mesmo lote e
apresentava semelhanca com os isolados dos pacientes. Apds a publicacdo desse estudo,
varias outras pesquisas mencionaram a relacdo entre o patégeno e as formulas
industriais destinadas a alimentacdo de neonatos (HIMELRIGHT et al., 2002; LEHNER
& STEPHAN, 2004; CAUBILLA-BARRON et al., 2007; SIMON, et al., 2010;
FLORES et al., 2011; BROGE & LEE, 2013; LOU et al., 2014).
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6) SUSCEPTIBILIDADE de C. Sakazakii A ANTIMICROBIANOS

Pesquisas vém sendo conduzidas visando o desenvolvimento de métodos
alternativos para inativacdo do C. sakazakii em alimentos, além das tecnologias ja
conhecidas. Uma nova vertente para o controle da contaminacdo em férmulas lacteas

infantis aposta na utilizacdo de agentes antimicrobianos naturais.

Amalaradjou et al. (2009) comprovaram o efeito bactericida do trans-
cinamaldeido - um composto do extrato de casca de canela - sobre células de C.
sakazakii em formulas infantis reconstituidas. Os ensaios que continham trans-
cinamaldeido obtiveram reducdo significativa da populacdo de C. sakazakii, em
comparagdo com 0s ensaios controles. Os autores demonstraram que uma exposi¢do
pelo periodo de quatro horas foi suficiente para a redugdo do patégeno em niveis ndo
detectaveis. Nessa mesma linha de pesquisa, Joshi et al. (2014) avaliaram as
propriedades antimicrobiana do blueberry (Proantocianidinas) e observaram que ambas
as cepas de C. sakazakii testadas foram reduzidas para niveis ndo detectaveis ap6s uma

hora de exposicdo ao fruto.

Estudo conduzido por Shi et al. (2016) demonstrou que o acido lipodico afeta a
integridade da membrana de C. sakazakii, como evidenciado pela diminuicdo da
concentracdo do ATP intracelular. Além disso, os autores detectaram reducédo do pH e
despolarizacdo da membrana da célula do microrganismo, apds exposi¢do ao acido
lipdico, demonstrando um efeito antimicrobiano moderado. Consideram ainda, que as
propriedades antimicrobianas observadas juntamente com as fun¢fes nutricionais ja
bem conhecidas, o acido lipdico apresenta potencial para adicdo como suplemento em

férmulas infantis ou outros alimentos.

Essas pesquisas sdo promissoras no sentido de que podem reduzir e/ou eliminar
nas FIP a contaminacgdo por agente patogénicos, a exemplo do C. sakazakii, entretanto,
uma vez que ocorra infecgdo, 0 paciente necessita de terapia medicamentosa, com
intervencdo rapida e eficiente, uma vez que os quadros clinicos sdo graves em neonatos.
Nesse sentido, é necessario se conhecer o perfil de sensibilidade do microrganismo aos
antimicrobianos usados na terapia humana para aumentar a probabilidade de sucesso do
tratamento e, por isso as pesquisas para definicdo do perfil de susceptibilidade a

antimicrobianos sdo importantes (LAI, 2001).
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O documento publicado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2014) que traz os padrdes para a avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana néo
fazem referéncia direta a Cronobacter spp., mas recomenda que sejam testadas drogas
de rotina para as enterobactérias, a exemplo dos seguintes antibidticos: ampicilina,
cefuroxime, ceftazidime, cefepime, cefoxitina, cefotaxime, ceftriaxone, cefazolin,
gentamicina, imipenem, trimethoprim-sulfametoxazol, aztreonam, cloranfenicol,

tetraciclina e outros.

De acordo com Stock e Wiedermann (2002), as espécies do género sdo
susceptiveis a uma ampla gama de antibidticos. Os autores relatam que todas as espécies
sdo naturalmente sensiveis as tetraciclinas, aminoglicosideos (gentamicina, amicacina),
numerosos P-lactdmicos (ampicilina, cefalosporinas), quinolonas, cloranfenicol e
nitrofurantoina, e afirmam que as espécies de Cronobacter sdo as mais sensiiveis aos

antimicrobianos quando comparadas as outras espécies de enterobacterias.

Estudos recentes continuam demonstrando a sensibilidade das cepas de C.
sakazakii frente a gentamicina (OONAKA et al. 2010; ZHOU et al., 2011; KILONZO-
NTHENG et al. 2012; LI et al., 2014; XU et al., 2015; VOJKOVSKA et al., 2016),
cloranfenicol (OONAKA et al. 2010; LI et al., 2014; XU et al., 2015; VOJKOVSKA et
al., 2016), amicacina (ZHOU et al., 2011; LI et al., 2014), ciprofloxacina (OONAKA et
al. 2010; ZHOU et al., 2011; LI et al., 2014), cefalotina, cefotaxima, cefoperazone,
ceftazidima e cefpirome (OONAKA et al. 2010; LI et al., 2014).

Entretanto, a exposic¢do indiscriminada a antimicrobianos na medicina humana,
medicina veterindria e o uso de drogas na agricultura, vem contribuindo para o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Mecanismos de selecdo como a producéo -
lactamases e a aquisicdo de elementos de transposi¢cdo tem contribuido para o
surgimento de cepas com resisténcia (LEHNER & STEPHAN, 2004). Assim, a
resisténcia a ampicilina (AGUIRRE CONDE et al., 2007; CAUBILLA-BARRON et al.,
2007; OONAKA et al. 2010; ZHOU et al., 2011), cefalosporinas (SEE, THAN &
TANG, 2007; ZHOU et al., 2011; XU et al., 2015) e sulfonamidas (VOJKOVSKA et
al., 2016) séo relatadas na literatura.

Existem ainda muitas discussfes a respeito do uso de antimicrobianos como

promotores de crescimento em animais. Enquanto alguns querem banir o seu uso, outros
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o defendem, justificando que se utilizados corretamente o seu nivel de contaminagdo
seria desprezivel (HAESE & SILVA, 2004).

Essa resisténcia observada justifica a necessidade de introducdo de novos
esquemas terapéuticos para o tratamento de infec¢bes causadas por C. sakazakii. Dessa
forma, o uso de cefalosporinas em substituicdo a ampicilina, como recomendado
recentemente, necessita de cautela, considerando a resisténcia emergente demonstrada
pelo microrganismo (SEE, THAN, & TANG, 2007; ZHOU et al., 2011).

7) ASPECTOS REGULATORIOS

A International Commision for Microbiological Specification for Foods
(ICMSF) classificou o C. sakazakii no grupo de risco que inclui as doengas “de severo
perigo para as populages restritas, representando risco de morte ou sequelas cronicas
ou de longa dura¢do” (ICMSF, 2002). Também existe um documento elaborado pelo
Codex Alimentarius que contém todas as recomendacdes e instrucbes para a
manipulacdo e preparo das formulas infantis, o “Code of Hygienic Practice for
Powdered Formulae for Infants and Children” (CAC/RCP 66) (CODEX
ALIMENTARIUS, 2008). O CAC/RCP 66 € um documento de boas praticas de higiene
para elaboracdo das formulas infantis e estabelece as diretrizes para o preparo,
acondicionamento e distribuicdo do alimento. Recomenda ainda o uso de &gua a 70°C
para reconstituicdo das PIF (o que reduz o risco de infecgdo por C. sakazakii) e define
padrdes microbioldgicos para este tipo de alimento. Assim, 0 CAC/RCP 66, preconiza a
auséncia do patégeno em 10 g do alimento (CODEX ALIMENTARIUS, 2008).

A legislacdo brasileira que estabelece os padres microbioldgicos para alimentos
(BRASIL, 2001) ndo contempla os padr6es microbiolégicos para a presenca do género

Cronobacter em alimentos.



47

REFERENCIAS

AGUIRRE CONDE, A, PEREZ LEGORBURU, A., ECHANIZ URCELAY, I,
HERNANDO ZARATE, Z., & ARRATE ZUGAZABEITIA, J.K. Sepsis neonatal por
Enterobacter sakazakii. Anal. Pediat. (Barcelona), v.66, p. 196-197, 2007.

ALVAREZ-ORDONEZ, A.; CUMMINS, C.; DEASY, T.; BEGLEY, MAIRE, T. C;
HILL, C. Acid stress management by Cronobacter sakazakii. Int. J. Food Microbiol.,
v.178, p. 21-28, 2014.

AMALARADJOU, M. A, HOAGLAND, T.A.; VENKITANARAYANAN, K.
Inactivation of Enterobacter sakazakii in reconstituted infant formula by trans-
cinnamaldehyde. Int. J. Food Microbiol. v. 129, p. 146-149, 20009.

ARSALAN, A.; ANWAR, Z.; AHMAD, I.; SHAD, Z.; AHMED, S. Cronobacter
sakazakii: an emerging contaminant in Pediatric infant milk formula. Int. Res. J.
Pharmacy, v.4, p. 17-22, 2013.

BARREIRA, E. R., SOUZA, D. C., GOIS, P. F., & FERNANDES, J. C. Enterobacter
sakazakii meningitis in a newborn infant: case report. Pediatria (S&o Paulo), v. 25, p.
65-70, 2003.

BARASH, J. R., HSIA, J.K., ARNON, S. S. Presence of soil-dwelling clostridia in
commercial powdered infant formulas. J. Pediatrics, v. 156, p. 402-408, 2010.

BAUMBACH, MD, K ROONEY, MPH, C SMELSER, MD, P TORRES. Cronobacter
Species Isolation in Two Infants -New Mexico, MMWR, v.58, p. 1179-1183, 20009.

BEUCHAT, L. R, KIM, H., GURTLER, J.B., LIN, L-C., RYU, J-H., & RICHARDS,
G. M. Cronobacter sakazakii in foods and factors affecting its survival, growth, and
inactivation. Int. J. Food Microbiol., v.136, p. 204-213, 2009.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo - RDC n° 12, de 2 de
janeiro de 2001. Aprova o Regulamento técnico sobre padrbes microbiologicos para
alimentos e seus anexos | e I1. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia, DF, 2001

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Regulamento técnico:
Planejamento, Programacdo, avaliacdo e aprovacdo de projetos fisicos de
estabelecimentos assistenciais de satde. Resolugdo da Diretoria Colegiada n° 50. (21
de fevereiro de 2002). Brasilia: Ministério da satde, 2002.

BRASIL. Ministério da Salde. Saude da Crianca: nutricdo infantil: aleitamento
materno e alimentacdo complementar/Ministério da Saude. Secretaria de Atencao a
Saude, Departamento de Atengdo Basica. Brasilia: Ministério da Saude, 2009.

BRASIL. Ministério da Saude. Resolu¢cdo RDC n. 43 de 19 de setembro de 2011.
Disp0e sobre o regulamento técnico para formulas infantis para lactentes. Brasilia:
Diéario Oficial da Republica Federativa do Brasil, 2011a.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amalaradjou%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19091435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoagland%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19091435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Venkitanarayanan%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19091435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19091435

48

BRASIL. Ministério da Salude. Resolu¢do RDC n. 44 de 19 de setembro de 2011.
Dispbe sobre o regulamento técnico para formulas infantis de seguimento para
lactentes e criancas de primeira infancia. Brasilia: Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil, 2011b.

BRASIL. Ministério da Saude. Resolucdo RDC n. 45 de 19 de setembro de 2011.
Dispbe sobre o regulamento técnico para férmulas infantis para lactentes
destinadas a necessidades dietoterapicas especificas e formulas infantis de
seguimento para lactentes e criangcas de primeira infancia destinadas a
necessidades dietoterapicas especificas. Brasilia: Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil, 2011c.

BRANDAO, M. L.L.; UMEDA, N. S.; CARVALHO, K.R.; FILIPPIS, 1. Investigacao
de um surto causado por Cronobacter malonaticus em um hospital maternidade em
Teresina, Piaui: caracterizacao e tipificacdo por eletroforese em gel de campo pulsado.
Vig. Sanit. Debate, v. 3, p. 91-96, 2015.

BREEUWER, P.; LARDEAU, A.; PETERZ, M. AND JOOSTEN, H.M. Desiccation
and heat tolerance of Enterobacter sakazakii. J. Appl. Microbiol., v. 95, 967-973,
2003.

BIERING, G.; KARLSSON, S.; CLARK, N. C; JONSDOTTIR, K. E.;
LUDVIGSSON, P., STEINGRIMSSON, O. Three cases of neonatal meningitis caused
by Enterobacter sakazakii in powdered milk. J. Clin. Microbiol., v.9, p. 2054- 2056,
1989.

BROGE, T.; LEE, A. A Case of Cronobacter (Enterobacter sakazakii) Bacteremia in a
Breastfed Infant. J. Pediatric Infect. Dis., p. 1-2, 2013.

CAUBILLA-BARRON, J., HURRELL, E., TOWNSEND, S., CHEETHAM, P., LOC-
CARRILLO, C., FAYET, O., PRERE, M.F., & FORSYTHE, S. J. Genotypic and
phenotypic analysis of Enterobacter sakazakii strains from an outbreak resulting in
fatalities in a neonatal intensive care unit in France. J. Clin. Microbiol., v. 45, p. 3979-
3985, 2007.

CAWTHORN, D-M.; BOTHA, S.; WITTHUHN, R.C. Evaluation of different methods
for the detection and identification of Enterobacter sakazakii isolated from South
African infant formula milks and the processing environment. Int. J. Food Microbiol.,
v.127, p. 129-138, 2008.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. CDC  sites.
Investigation of Cronobacter bacteria illness in infants, 2011. Disponivel em:
http://www.cdc.gov/media/releases/2011/s1230_Cronobacter.htmL. Acesso: 18 de Abril
de 2014.

CHAP, J., JACKSON, P., SIQUEIRA, R., GASPAR, N., QUINTAS, C., PARK, J.
International survey of Cronobacter sakazakii and other Cronobacter spp. in follow up
formulas and infant foods. Int. J. Food Microbiol., v. 136, p.185-188, 2009.



49

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-Fourth Informational
Supplement. CLSI document M100-S24, 2014.

CODEX ALIMENTARIUS: code of hygienic practice for foods for infants and
children. CAC/RCP 66, 2008. Disponivel em:  <http://www.codex
alimentarius.net/download/standards/11026/CXP_066e.pdf>. Acesso em: 07 nov. 2014.

DRUDY, D., MULLANE, N. R, QUINN, T., WALL, P. G., & FANNING, S.
Enterobacter sakazakii: An emerging pathogen in powdered infant formula. Clin.
Infect. Dis., v.42, p. 996-1002, 2006.

EMAMI, C. N., MITTAL, R., WANG, L., FORD, H. R., & PRASADARAO, N. V.
Recruitment of dendritic cells is responsible for intestinal epithelial damage in the
pathogenesis of necrotizing enterocolitis by Cronobacter sakazakii. J. Immunology, v.
186, p. 7067-7079, 2011.

FARMER, J.J Ill, ASBURY, M.A.; HICKMAN, F.W.; BRENNER, D.J. Enterobacter
sakazakii: A new species of “Enterobacteriaceae” isolated from clinical specimens. Int.
J. Syst. Bacteriol.. v.30, p.569-584. 1980.

FAKRUDDIN, MD.; RAHAMAN, MD. M.; AHMED, M. M.; HOQUE, MD. M.
Cronobacter sakazakii (Enterobacter sakazakii): An Emerging Foodborne Pathogen.
International J. Biomed. Adv. Res., v. 4, p. 349-359, 2013.

FLORES, J. PARRA; MEDRANO, S. ARVIZU; SANCHEZ, J.
SILVA; FERNANDEZ-ESCARTIN, E. Two Cases of Hemorrhagic Diarrhea Caused
by Cronobacter sakazakii in Hospitalized Nursing Infants Associated with the
Consumption of Powdered Infant Formula. J. Food Prot., v. 12, p.2000-2228, 2011.

FRANCO, B.D.G.M.; LANDGRAF, M. Microbiologia de Alimentos. Sdo Paulo.
Editora Atheneu, 182 p., 2003.

FRIEDEMANN, M. Enterobacter sakazakii in food and beverages (other than infant
formula and milk powder). Int. J. Food Microbiol., v. 116, p. 1-10, 2007.

FRIEDEMANN, M. Epidemiology of invasive neonatal Cronobacter (Enterobacter
sakazakii) infections. Europ. J. Clin. Microbiol Infect. Dis., 28, p.1297-1304, 2009.

GOSNEY M. A., MARTIN, M. V., WRIGHT, A. E.,, & GALLAGHER, M.
Enterobacter sakazakii in the mouths of stroke patients and its association with
aspiration pneumonia. Europ. J. Internal Med., v. 17, p.185-188, 2006.

HAESE, D. & SILVA, B. A. N. S. Antibioticos como promotores de crescimento em
monogastricos. Rev. Eletr. Nutrit., v.1, n.1, p.07-19, 2004.

HAMILTON, J. V.; LEHANE, M. J.; BRAIG, H. R. Isolation of Enterobacter sakazakii
from Midgut of Stomoxys calcitrans. Emerg. Infect. Diseases, v.9, p.1355- 1356, 2003.


http://link.springer.com/journal/10096

50

HIMELRIGHT, E. H.; LORCH, V.; ANDERSON, M.; JONES, T.; CRAIG, A;
KUEHNERT, M.; FORSTER, T.; ARDUINO, M.; JENSEN, B.; JERNIGAN, D.
Enterobacter sakazakii Infections Associated with the Use of Powdered Infant Formula
- Tennessee, 2001. MMWR, v.51, p.298-300, 2002.

HEALY, B., COONEY, S., O’BRIEN, S., IVERSEN, C., WHYTE, P., NALLY, J.,
CALLANAN, JJ., & FANNING, S. Cronobacter (Enterobacter sakazakii): An
opportunistic foodborne pathogen. Foodb. Pathog. Dis., v. 4, p.339-350, 2010.

HUERTAS, J. P. A.; ALVAREZ-ORDONEZ, A. B.; MORRISSEY, R. C. D
CHUMILLAS, R. M.; ESTEBAN, M. D. A.; MATE, J. A.; PALOP, A. A.: HILL, C.
Heat resistance of Cronobacter sakazakii DPC 6529 and its behavior in reconstituted
powdered infant formula. Food Res. Internat., v.69, p. 401-409. 2015.

INTERNATIONAL COMISSION FOR MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS
FOR FOODS. Microorganisms in Foods 7: microbiological Testing in food safety
management. New York: Kluwer Academic/Plenum Publishers, 2002,

ISO/TS 22964. Milk and milk products — detection of Enterobacter sakazakii, 2006.

IVERSEN, C.; MULLANE, N.; MCCARDELL, B.; TALL, B.D.; LEHNER, A,
FANNING, S.; STEPHAN, R.; JOOSTEN, H. Cronobacter gen. nov., a new genus to
accommodate the biogroups of Enterobacter sakazakii and proposal of Cronobacter
sakazakii gen. nov., comb. nov., Cronobacter malonaticus sp. nov., Cronobacter
turicensis sp. nov., Cronobacter muytjensii sp. nov., Cronobacter dublinensis sp. nov.,
Cronobacter genomospecies 1, and of three subspecies, Cronobacter dublinensis subsp.
dublinensis subsp. nov., Cronobacter dublinensis subsp. lausannensis subsp. nov. and
Cronobacter dublinensis subsp. lactaridi subsp. nov. Int. J. Syst. Evolut. Microbiol.,
v.58, p.1442-1447, 2008.

IVERSEN, C. & FORSYTHE, S. J. Comparison of Media for the Isolation of
Enterobacter sakazakii. Appl. Environm. Microbiol., v.73, p. 48-52, 2007.

IVERSEN, C.; LANE, M.; FORSYTHE, S. J. The growth profile, thermotolerance and
biofilm formation of Enterobacter sakazakii grown in infant formula milk. Lett. Appl.
Microbiol., v.38, 378-382, 2004.

IVERSEN, C. & FORSYTHE, S. J. Isolation of Enterobacter sakazakii and other
Enterobacteriaceae from powdered infant formula milk and related products. Food
Microbiol., v.21, p. 771-777, 2004.

JAY, J. M. Microbiologia de Alimentos. 6.ed. Porto Alegre: Artmed, 2005.

JOSHI, S. S., HOWELL, A.B. & D'SOUZA, D. H. Cronobacter sakazakii reduction
by blueberry proanthocyanidins. Food Microbiol., v. 39, p.127-131, 2014.



51

KANDHAI, M. C., RElJ, M\W. , GORRIS, L. G. M., GUILLAUME-GENTIL, O., &
VAN SCHOTHORST, M. Occurrence of Enterobacter sakazakii in food production
environments and households. Food Product. Environm., v.363, p.39-40, 2004.

KILONZO-NTHENGE, A.; ROTICH, E.; GODWIN, S.;: NAHASHON, S.; CHEN, F.
Prevalence and antimicrobial resistance of Cronobacter sakazakii isolated from
domestic kitchens in middle Tennessee, United States. J. Food Prot., v.8, p. 1366-1541,
2012.

LAI, K.K. Enterobacter sakazakii infections among neonates, infants, children, and
adults: case reports and a review of the literature. Medicine, v. 80, p.113-122, 2001.

LEHNER, A.; STEPHAN, R. Microbiological, epidemiological and food safety aspects
of Enterobacter sakazakii. J. Food Prot., v.67, p.2850-2857, 2004.

LEHNER, A.; TASARA, T.; STEPHAN, R. 16S rRNA gene based analysis of
Enterobacter sakazakii strains from different sources and development of a PCR assay
for identification. BMC Microbiol., v.4, p. 1-7, 2004.

LI, Y., CHEN, Q., ZHAQO, J., JIANG, H., LU, F., BIE, X., & LU, Z. Isolation,
identification and antimicrobial resistance of Cronobacter spp. isolated from various
foods in China. Food Control, v. 37, p.109-114, 2014,

LOU, X, SI, G, YU, H., Ql, J., LIU, T., & FANG, Z. Possible reservoir and routes of
transmission of Cronobacter (Enterobacter sakazakii) via wheat flour. Food Control,
v. 43, p.258-262, 2014.

MEZOMO, I. B. Os servigos de Alimentacao- Planejamento e Administracao. 6° ed.
Séo Paulo: Manole, 368 p., 2015.

MOHAMMED, M.A.; SALLAM, K.l.; TAMURA, T. Prevalence, identification and
molecular characterization of Cronobacter sakazakii isolated from retail meat products,
Food Control, v.53, p. 206-211, 2015.

MULLANE, N., HEALY, B., MEADE, J., WHYTE, P., WALL, P., & FANNING, S.
Dissemination of Cronobacter (Enterobacter sakazakii) in a powdered milk protein
manufacturing facility. Appl. Environm. Microbiol., v.74, p.5913-5917, 2008.

MUYTIJENS, H.L., ZANEN, H.C., SONDERKAMP, H.., KOLEE, L.A,
WACHSMUTH, LK., & FARMER, J. J. Analysis of eight cases of neonatal meningitis
and sepsis due to Enterobacter sakazakii. J. Clin. Microbiol., v. 18, p. 115- 120, 1983.

NAZAROWEC-WHITE, M.; FARBER, J. M. Incidence, survival and growth of
Enterobacter sakazakii in infant formula. J. Food Prot., v.60, p.226-230, 1997.

OONAKA, K., FURURATA, K., HARA, M., & FUKUYAMA, M. Powder infant
formula milk contaminated with Enterobacter sakazakii. Japanese J. Infect. Dis., v.63,
p. 103-107. 2010.


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kilonzo-Nthenge%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22856579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rotich%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22856579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Godwin%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22856579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nahashon%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22856579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22856579
http://www.ingentaconnect.com/content/iafp/jfp;jsessionid=32n04b0swwc4v.alice
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135
http://www.sciencedirect.com/science/journal/09567135/53/supp/C

52

PALCICH, G.; GILLIO, C.M.; ARAGON-ALEGRO, L.C.; PAGOTTO, F.J;
FARBER, J.M.; LANDGRAF, M.; DESTRO, M.T. Enterobacter sakazakii in Dried
Infant Formulas and Milk Kitchens of Maternity Wards in Sdo Paulo, Brazil. J. Food
Prot., v. 72, p. 3742, 20009.

RICHARD, C. Genus VI Enterobacter. In GARRITY, G. M., BOONE, D. R,
CASTENHOLZ, R. W. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology. p. 465-469,
1984.

SEE, K.C.; THAN, H.AA. & TANG, T. Enterobacter sakazakii bacteraemia with
multiple splenic abscesses in a 75-year-old woman: a case report. Age and Ageing,
v.36, 595-596, 2007.

SHI, C.; SUN, Y.; XIAORONG, Z.; ZHENG, Z.; YANG, M. et al. Antimicrobial effect
of lipoic acid against Cronobacter sakazakii. Food Control, v. 59, p. 352-358, 2016.

SIMON, M., SABATE, S., OSANZ, A. C., BARTOLOME, R., & FERRER, M. D.
Investigacion de um caso de infeccion neonatal por Enterobacter sakazakii asociada a
um preparado em polvo para lactantes. Enferm. Infect. Microbiol. Clin., v. 28, 713—
715, 2010.

SHAKER, R., OSAILI, T., AL-OMARY, W., JARADAT, Z., & AL-ZUBY, M.
Isolation of Enterobacter sakazakii and other Enterobacter sp. from food and food
production environments. Food Control, v. 18, 1241-1245, 2007.

STOCK, I., & WIEDEMANN, B. Natural antibiotic susceptibility of Enterobacter
amnigenus, Enterobacter cancerogenus, Enterobacter gergoviae and Enterobacter
sakazakii strains. Clin. Microbiol. Infect. Dis., v. 8, p.564-578, 2002.

TOWNSEND, S., HURRELL, E. & FORSYTHE, S. Virulence studies of Enterobacter
sakazakii isolates associated with a neonatal intensive care unit outbreak. BMC
Microbiology, v.8, p. 1-9, 2008.

VAN ACKER, J., DE SMET, F., MUYLDERMANS, G., BOUGATEF, A,
NAESSENS, A., & LAUWERS, S. Outbreak of necrotizing enterocolitis associated
with Enterobacter sakazakii in powdered milk formula. J. Clin. Microbiol., v.39, p.
293-297, 2001.

VOJKOVSKA, H.; KARPISKOVA, R..; ORIESKOVA, M.; DRAHOVSKA, H.
Characterization of Cronobacter spp. isolated from food of plant origin and
environmental samples collected fromfarms and fromsupermarkets in the Czech
Republic. Int. J. Food Microbiol., v. 217, p. 130-136, 2016.

URMENYI, AM.C.; WHITE-FRANKLIN, A. Neonatal death from pigmented
coliform infection. The Lancet, v.1, p.313-315, 1961.

WANG, M., CAQO, B., GAO, Q., SUN, Y., LIU, P., FENG, L., & WANG, L. Detection
of Enterobacter sakazakii and other pathogens associated with infant formula powder
by use of a DNA microarray. J. Clin. Microbiol., v. 47, 3178-3184, 2009.



53

WHO/FAO. World Health Organization/Food and Agricultural Organization
Enterobacter sakazakii (Cronobacter spp.) in powdered follow-up formulae. Meeting
Report.Geneva, 90 p. Microbiological Risk Assessment Series, v.15, 2008.
http://www.who.int/foodsafety/publications/micro/MRA_followup.pdf Acessado
21.04.14.

WHO/FAO. World Health Organization/Food and Agricultural Organization. Safe
preparation, storage and handling of powdered infant formula Guidelines, 2007.
http://www.who.int/foodsafety/publications/micro/pif_guidelines.pdf. Acessado
21.04.14.

XU, X.; LI, C.; WU, Q.; ZHANG, J.; HUANG, J.; YANG, G. Prevalence, molecular
characterization, and antibiotic susceptibility of Cronobacter spp. in Chinese ready-to-
eat foods. Int. J. Food Microbiolog, v. 204, p. 17-23, 2015.

YE, Y.; LING, N.; JIAO, R.; WU, Q.; HAN, Y.; GAO, J. Effects of culture conditions
on the biofilm formation of Cronobacter sakazakii strains and distribution of genes
involved in biofilm formation. LWT - Food Sci. Technol., v. 62, p. 1-6, 2015.

ZHOU, X., GAOQ, J., HUANG, Y., FU, S., & CHEN, H. Antibiotic resistance pattern of
Klebsiella pneumoniae and Enterobacter sakazakii isolates from powdered infant
formula. African J. Microbiol., v. 5, 3073-3077, 2011.



CAPITULO 11

ARTIGO CIENTIFICO

54



55

Enterobactérias em formulas lacteas infantis: ocorréncia de Cronobacter sakazakii

e perfil antimicrobiano dos isolados

Enterobacter spp. in infant formulas: occurrence of Cronobacter sakazakii and

antimicrobial patterns of the isolates

Adrielle Bahiense Trevisan®, Lidiane Barbosa Santiago®, Larissa Silva Martins®,

Mauricio Costa Alves da Silva’, Rogeria Comastri de Castro Almeida”™

*Pharmacy Faculty, Federal University of Bahia. Rua Bardo de Geremoabo, s/n, Ondina,

Cep: 40.170-290, Salvador, BA, Brazil. adrielle.mev@gmail.com

®Nutrition School, Federal University of Bahia. Av. Aratjo Pinho, n° 32, Canela, Cep:

40.110-160, Salvador, BA, Brazil. lydysantyago@hotmail.com;

martin.larissa@outlook.com; rogeriac@ufba.br.

“Veterinary Medicine School, Federal University of Bahia, Av. Adhemar de Barros, s/n,

Ondina, Cep: 40.170-290 Salvador, Bahia, Brazil. mcasilva@ufba.br



mailto:adrielle.mev@gmail.com
mailto:lydysantyago@hotmail.com
mailto:martin.larissa@outlook.com
mailto:rogeriac@ufba.br
mailto:mcasilva@ufba.br

56

*Author for correspondence: Rogeria C.C. Almeida (rogeriac@ufba.br).
Current address: Nutrition School, Federal University of Bahia, Salvador, BA - Brazil.
Phone/fax: +55 71-32837700.

RESUMO

O veiculo mais importante das infeccdes ocasionadas por Cronobacter sakazakii
sdo as formulas lacteas infantis utilizadas na preparacdo de mamadeiras. O objetivo
desse estudo foi avaliar a ocorréncia de C. sakazakii e outras enterobactérias em
férmulas lacteas infantis (0-6 meses) e em utensilios utilizados na preparacdo das
mamadeiras em lactarios de hospitais particulares no municipio de Salvador, BA, assim
como avaliar a susceptibilidade das cepas isoladas de C. sakazakii frente a 11
antimicrobianos. No total, 225 amostras provenientes de trés lactarios foram
investigadas, compreendendo 75 amostras de férmulas lacteas infantis em p6 (FIP), 75
de formulas lacteas infantis reconstituidas (FIR) e 75 de utensilios da preparacdo. C.
sakazakii foi detectado em duas amostras (1,8%), uma em FIP do lactario B (2 isolados)
e uma em FIR do lactario C (1 isolado). Outras espécies da familia Enterobacteriaceae
também foram detectadas nas amostras de férmulas infantis e utensilios. O lactario A
foi o que apresentou amostras com menor indice de contaminacdo por enterobactérias
(13,3%). Em relacdo ao perfil antimicrobiano de C. sakazakii, os trés isolados
apresentaram sensibilidade a amicacina, gentamicina, cloranfenicol e imipenem,
engquanto 66,6% deles foram resistentes a ampicilina, cefalotina, tetraciclina e
sulfazotrim, evidenciando um carater multirresistente de dois isolados. Embora a
ocorréncia de C. sakazakii nas formulas lacteas tenha sido baixa, o risco deve ser
considerado uma vez que a falta de controle na producédo deste alimento podera resultar

na proliferacdo da bactéria, podendo ocasionar doencas severas e sequelas irreversiveis
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em neonatos. Ainda, a resisténcia dos trés isolados a ampicilina, agente terapéutico
comumente empregado no tratamento da infeccdo, é preocupante, indicando a

necessidade do uso de drogas alternativas para o tratamento.

Palavras-chave: Cronobacter spp., lactario, neonatos, antimicrobianos.

ABSTRACT

The most important vehicle of infection caused by Cronobacter sakazakii are
infant formulas used in the preparation of baby bottles. This study aimed to evaluate the
occurrence of C. sakazakii and other Enterobacteriaceae in infant milk formulas (0-6
months) and utensils used in the preparation of baby bottles in milk kitchens of private
hospitals in the city of Salvador, BA, as well as to evaluate the susceptibility of strains
of C. sakazakii against 11 antimicrobials. In total, 225 samples from three lactaries were
investigated, including 75 samples of power infant formulas (PIF), 75 of reconstituted
infant formulas (RIF), and 75 of the preparation utensils. C. sakazakii was detected in
two samples (1.8%), one PIF from lactaire B (2 isolates) and other one in RIF from
lactarie C (1 isolate). Other Enterobacteriaceae species were also found in samples of
infant formulas and utensils. The lactary A showed the samples with lower rate of
contamination by enterobacteria (13.3%). Regarding to the antimicrobial profile of C.
sakazakii, the three isolates showed sensitivity to amikacin, gentamicin,
chloramphenicol and imipenem, while 66.6% were resistant to ampicillin, cephalothin,
tetracycline and sulfazotrim, showing a multidrug-resistant character of two isolated.
Although the occurrence of C. sakazakii in infant formula has been low, the risk should
be considered as a lack of control in the production of food may result in the

proliferation of the bacteria and can cause severe illness and irreversible consequences
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in newborns. Also, the resistance of three strains to ampicillin, therapeutic agents
commonly employed to treat infections, is disturbing, indicating the need for the use of

alternative drugs for the treatment.

Keywords: Cronobacter spp., lactaries, newborns, antimicrobials.

1. Introducéo

As férmulas infantis em p6 (FIP) sdo produzidas para atender as necessidades
nutricionais de criancas prematuras, mais susceptiveis a infe¢fes, criancas de maes
portadoras do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e por criangcas de mées
impossibilitadas de amamentar, ou que simplesmente optam pela ndo amamentacédo
(Freitas, Ristori, Jakabi, Paula, & Rowlands, 2011). As FIP ndo s&o produtos
submetidos a esterilizacdo, portanto, para reduzir o risco de infeccdo nos lactentes, o
processo de reconstituicdo de leite em pd deve ser realizado de acordo com as diretrizes
de seguranca alimentar e seguindo normas de boas praticas de fabricacdo (Drudy,

Mullane, Quinn, Wall, & Fanning, 2006).

Durante o primeiro ano de vida de uma crianca, a alimentacdo é determinante para
0 adequado crescimento e desenvolvimento, e para diminuir a susceptibilidade a
doencas de origem gastrintestinal, respiratéria e alérgica, as quais, muito
provavelmente, influenciardo no metabolismo e salde na fase adulta. Diante disso, é
indispensavel a adequacdo dos alimentos infantis as necessidades nutricionais do
estagio de vida do lactente, além de seguros microbiologicamente, uma vez que as
infeccbes que ocorrem sdo as principais causas da elevacdo do indice de morbi-
mortalidade entre criangas hospitalizadas (Rossi, Kabuki, & Kuaye, 2010; WHO/FAO,

2007).
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C. sakazakii é considerado um patdgeno oportunista emergente de alto risco. Os
quadros clinicos associados a infec¢do por C. sakazakii séo graves e apresentam taxa de
mortalidade entre 20 e 80% (Emami, Mittal, Wang, Ford, & Prasadarao, 2011; Healy et

al.,2010; Kandhai, Reij, Gorris, Guillaume-Gentil, & Van Schothorst, 2004).

O principal grupo de risco envolvido em casos de surtos de infec¢Bes pelo
patdgeno sdo o0s recém-nascidos, neonatos de baixo peso, imunocomprometidos e
particularmente os prematuros internados em UTI neonatal (Joshi, Howell, & D'Souza,
2014; WHO/FAO, 2008), que desenvolvem bacteremia, disenteria, enterocolite
necrosante, septicemia e meningite neonatal (Conde, Legorburu, Urcelay, Zérate, &
Zugazabeitia, 2007; Barreira, Souza, Gois, & Fernandes, 2003; Caubilla-Barron et al.,
2007; Emami et al., 2011; Lai, 2001; Muytjens, Zanen, Sonderkamp, Kolee,
Wachsmuth, & Farmer, 1983; Simon, Sabate, Osanz, Bartolome, & Ferrer, 2010; Van
Acker, Smet, Muyldermans, Bougatef, Naessens, & Lauwers, 2001). Entretanto,
infecgBes em individuos adultos e idosos com ou sem deficiéncia imunoldgica também

sdo relatadas (Gosney, Martin, Wright, & Gallagher, 2006; See, Than, & Tang, 2007).

De carater ubiquo, a bactéria ja foi isolada a partir de uma vasta gama de
alimentos de origem animal e vegetal (Li et al., 2014; Lou, Si, Yu, Qi, Liu, & Fang,
2014; Mohammed, Sallam, & Tamura, 2015; Shaker , Osaili, Al-Omary, Jaradat & Al-
Zuby, 2007; Vojkovska, Karpiskova, Orieskova & Drahovska, 2016; Xu, Li, Wu,
Zhang, Huang & Yang, 2015), amostras ambientais (Kandhai et al., 2004; VVojkovska et
al., 2016) e clinicas (Muytjens et al., 1983). Entretanto, somente as formulas lacteas
infantis em poO estiveram relacionadas aos casos de surtos infecciosos em lactentes

(Friedemann, 2009).
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Além de C. sakazakii, pesquisas em todo o mundo, demonstram que a
contaminacdo das formulas lacteas infantis por outras espécies de enterobactérias é
frequente. Dentre as espécies de enterobactérias mais recuperadas a partir destas
formulas, destacam-se: Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Leclercia
adecarboxylata, E. coli, Salmonella enterica e outras (Shaker et al., 2007; Wang et al.,
2009; Oonaka, Fururata, Hara & Fukuyama, 2010; Zhou, Gao, Huang, Fu & Chen,

2011).

O primeiro estudo associando a presenca de C. sakazakii a férmulas infantis em
pé foi relatado por Van Acker et al. (2001). Os autores descreveram um surto de
infecgdo por C. sakazakii em um hospital na Bélgica, onde 12 criangas recém-nascidas
desenvolveram enterocolite necrosante e duas delas foram a dbito, apds receberem a
mesma formula como aleitamento artificial. Este caso ficou conhecido como “Surto da
Bélgica”. Apos a publicagdo desse estudo, outras pesquisas demonstraram a relagcéo
entre o patdgeno e as formulas industriais destinadas a alimentacdo de neonatos
(Caubilla-Barron et al., 2007; Simdn, et al., 2010). E desde entdo, alguns estudos vém
sendo realizados no mundo com o objetivo de aumentar a compreensdo sobre a
epidemiologia, fatores de viruléncia, resisténcia a antimicrobianos, ecologia e

caracteristicas bioquimicas da espécie (Joshi, Howell, & D'Souza, 2014; Yan, Condell,

Power, Butler, Tall, & Fanning, 2012). Entretanto, no Brasil, hd poucos dados na
literatura cientifica a cerca do Cronobacter spp. Esta situacdo torna-se um estorvo para
0 monitoramento dos surtos de origem alimentar, bem como para a realizacdo de

estudos de avaliacédo de risco.

Cronobacter sakazakii é naturalmente resistente a todos os macrolideos,

lincomicina, clindamicina, streptogramins, rifampicina, &cido fusidico e fosfomicinas, e
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susceptivel a alguns antibioticos, como tetraciclinas, aminoglicosideos, numerosos [-
lactdmicos, cloranfenicol, antifolatos e quinolonas (Drudy et al., 2006; Stock &
Wiedemann, 2002). As infeccdes pelo microrganismo tém sido tradicionalmente
tratadas com ampicilina-gentamicina ou ampicilina-cloranfenicol (Drudy et al., 2006;
Lai, 2001). Entretanto, a resisténcia a ampicilina tem emergido devido a aquisi¢do de
elementos de transposi¢do e a produgao de B-lactamases, o que tem implicado no uso de
cefalosporinas de terceira e quarta geragdes como alternativa terapéutica (Lehner &
Stephan, 2004).

Pioneiro na regido Norte-Nordeste do Brasil, o presente estudo teve como objetivo
investigar a ocorréncia de C. sakazakii e outras enterobactérias em formulas lacteas
infantis e utensilios usados no preparo de mamadeiras em lactarios de hospitais, a fim
de determinar possiveis rotas de veiculagdo dos patdgenos e auxiliar na adocdo de
medidas corretivas. Em adicao, foi investigado o perfil antimicrobiano dos isolados de
C. sakazakii como contribuicdo na escolha dos antibidticos a serem utilizados na terapia

humana para o controle da infeccdo em neonatos.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras e amostragem

Um total de 225 amostras foram adquiridas em trés lactarios (A, B e C) de
hospitais particulares de Salvador, BA, no periodo de abril a outubro de 2015. Em cada
lactario foram realizadas cinco visitas distintas, e em cada uma dessas visitas foram

adquiridas cinco amostras de férmulas lacteas infantis em p6 industriais para criangas de
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0-6 meses; cinco amostras da formula lactea reconstituida imediatamente antes da
distribuicdo e cinco amostras de utensilios envolvidos no preparo das mamadeiras.
Dessa forma, a cada visita 15 amostras eram adquiridas, totalizando 75 amostras por
hospital, sendo distribuidas em 150 amostras de alimentos e 75 amostras de utensilios
da preparacdo. As amostras de utensilios compreenderam as mamadeiras, jarras de

preparo, colheres dosadoras, peneiras e bicos de mamadeiras.

Apos a coleta, todas as amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel e imediatamente transportadas ao Laboratério de Inspecédo e
Tecnologia de Carne e Derivados (LABCARNE), da Escola de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal da Bahia, para realizacdo das analises num prazo

méaximo de 2 horas.

2.2. Isolamento e identificacdo de Cronobacter sakazakii

A deteccdo de Cronobacter sakazakii nos alimentos e utensilios foi realizada
conforme a metodologia proposta pela International Organization for Standardization -
ISO/TS 22964 (ISO, 2006), modificada. Este método se baseia na capacidade das
bactérias do género Cronobacter produzirem a-glucosidase, caracteristica que as
distingue de outras enterobactérias. Essa enzima degrada o cromégeno 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-a-D  glicopiranosideo (XaGlc) presente nos meios cromogénicos,

produzindo colbnias de pigmento azul que sdo caracteristicas para Cronobacter spp.

Para a etapa de isolamento, 100 g das amostras das formulas lacteas infantis em

po (FIP) e 100 mL da formula lactea infantil reconstituida (FIR) foram homogeneizadas
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em 900 mL de agua peptonada tamponada (APT, Himedia, S&o Paulo, SP, Brasil) a 1%
e incubadas a 36 £ 1°C por 18+2h para o pré-enriquecimento. As amostras de utensilios
foram coletadas com auxilio de suabes, homogeneizadas em 10 mL da mesma solucdo,
e incubadas sob as mesmas condic¢des que as amostras de alimentos. Apds esse periodo,
aliquotas de 1 ml foram transferidas para tubos contendo 10 ml de caldo lauril sulfato
triptose modificado e adicionado de vancomicina (MLSTv, Fluka, Sigma-Aldrich Brasil
Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os tubos com o caldo de enriquecimento seletivo foram
incubados a 44°C + 2°C por 24h em banho maria. A partir do crescimento seletivo em
cada tubo, foram realizadas semeaduras na superficie do Agar “HiCrome™
Cronobacter spp. (Fluka), seguida de incubacdo a 36 + 1°C por 24+2h. Para
confirmacdo da bactéria, coldnias tipicas de cada placa foram inoculadas em Agar
Tripticase de Soja (TSA, Himedia) seguido de incubacdo a 25 + 1°C/44-48h, para
verificacdo da producdo de pigmento amarelo. Paralelamente, col6nias ndo tipicas
também foram selecionadas no Agar “HiCrome™ Cronobacter spp., com o objetivo de
identificar outros possiveis patogenos. A confirmacdo bioquimica foi realizada atraves
do kit miniaturizado galeria Bactray® (1) (Laborclin, Sdo Paulo, SP, Brasil), adicionado
de outras sete provas convencionais, fermentacdo dos carboidratos glicose, sacarose,

lactose, manitol e D-sorbitol, reducdo do vermelho de metila e motilidade

Cronobacter sakazakii ATCC 13048 foi utilizada como cepa de referéncia e

controle positivo em todas as etapas do presente estudo.
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2.3. Resisténcia dos isolados de Cronobacter sakazakii aos antimicrobianos

O perfil de resisténcia/sensibilidade dos isolados de C. sakazakii das formulas
infantis foi avaliado pelo método de difusdo em disco estabelecido pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Foram testados 11 antimicrobianos:
ampicilina (AMP), amicacina (AMI), aztreonam (ATM), cefalotina (CFL), cefotaxima
(CTX), ceftriaxona (CFT), cloranfenicol (CLO), gentamicina (GEN), imipenem (IPM),

sulfazotrim (SZT) e tetraciclina (TET).

Os isolados de C. sakazakii foram estocados em caldo infusdo de cérebro e
coracdo (BHI, Himedia) com 10% de glicerol estéril a -80°C. No momento do uso,
foram recuperados em placas contendo Agar Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI,
Himedia) e incubadas a 37°C por 24h. Com o auxilio de uma alca de inoculacdo
descartavel, coldnias foram colhidas das placas de BHI e suspensas em 5 ml de solugéo
salina estéril (NaCl 0,85%) até o alcance do padrédo de turbidimetria de 0,5 pela escala
de McFarland (c.a. 108 UFC/mI). Em seguida, um suabe estéril foi embebido na
suspensdo, retirado o excesso, e semeado de forma suave em todas as direcdes da placa
contendo &gar Mueller Hinton (MH, Himedia) de forma a abranger toda a superficie.
Apo6s a secagem do indculo nas placas, os discos dos 11 antimicrobianos foram
adicionados e as placas foram incubadas a 35 £ 2°C por 24h. Posteriormente, foi
realizada a leitura do tamanho do didmetro dos halos formados ao redor de cada disco
para detectar a susceptibilidade a determinado antibi6tico. Cronobacter sakazakii

ATCC 13048 foi utilizada como cepa controle.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Deteccdo de Cronobacter sakazakii e outras enterobactérias

Devido ao fato de existirem ainda poucos estudos sobre C. sakazakii, depara-se
com pouca informacdo epidemioldgica e poucos dados sobre o habitat, ecologia,
taxonomia e viruléncia dessa bactéria na literatura (Yan et al., 2012). No Brasil também
s80 escassos os relatos, sendo este, o primeiro estudo da regido Norte-Nordeste visando
a deteccdo do patdgeno e a obtencdo de informacbes sobre o nicho ecoldgico de
Cronobacter spp..

Nesse estudo investigou-se amostras de férmulas lacteas infantis e utensilios da
preparacdo de mamadeiras em trés lactarios de hospitais particulares de Salvador, BA,
Brasil (taxa de adesdo de 50%). De forma geral, os resultados indicaram que 112
(49,7%) amostras apresentaram algum tipo de contaminacdo microbiana, sendo 102
(45,3%) por microrganismos da familia Enterobacteriaceae. Este resultado representa
um risco a saude dos neonatos que se alimentam a partir das férmulas infantis
reconstituidas nos lactarios investigados, uma vez que a presenca de enterobactérias em
alimentos pode indicar a presenca de espécies patogénicas e oportunistas.

Além de C. sakazakii, foram isolados das amostras contaminadas os seguintes
microrganismos: Klebsiella pneumoniae (36,6%), Enterobacter cancerogenus (33,9%),
Pseudomonas spp. (14,2%), Enterobacter amnigenus (10,7%), Hafnia alvei (9,8%),
Enterobacter cloacae (8,0%), Serratia rubidea (7,1%), Enterobacter gergoviae (5,3%),
Cedecea davisae (4,4%), Serratia fonticola e Acinetobacter baumannii (2,6%). Foram

ainda identificadas as espécies Enterobacter aerogenes, Enterobacter asburiae e
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Serratia odorifera biogrupo 2 (1,8%) e Leclercia adecarboxylata, Escherichia coli,
Pantoa agglomerans, Salmonella spp., Cedecea neteri, Cedecea lapagei, Klebsiella
oxytoca e Klebsiella planticola (0,9%).

De uma maneira geral, observou-se que o indice de deteccdo de enterobactérias
nas amostras de utensilios e nas formulas lacteas infantis foi similar entre os lactarios B
(60,0%) e C (62,6%), enquanto que no lactario A esse indice foi bem inferior, apenas
13,3%. Analisando sob o prisma de contaminagdo apenas dos utensilios, verificou-se
que 84,0% e 80,0% dos utensilios dos lactarios B e C, respectivamente, estavam
contaminados por enterobactérias, enquanto que no lactario A esse indice foi de 16,0%.
Situacdo semelhante foi verificada na analise das formulas lacteas infantis, ou seja, em
se tratando de formulas lacteas em po, os resultados demonstraram indices de
contaminacdo de 16,0%, 40,0% e 52,0% para os lactarios A, B e C, respectivamente, e
no caso das formulas lacteas reconstituidas, encontrou-se indices de detec¢do de 8,0%,
56,0% e 56,0% na mesma ordem.

Importante mencionar que todas as amostras de bicos de mamadeiras e jarras
de preparo do lactario C e todas as amostras das colheres dosadoras do lactario B
estavam contaminadas por enterobactérias (Tabelas 1 e 2). Os resultados observados
indicam a possibilidade dos utensilios utilizados durante a reconstituicdo e
armazenamento das formulas lacteas, funcionarem como veiculos de contaminacgdo
cruzada, carreando enterobactérias e outros contaminantes para os alimentos prontos
para 0 consumo. Assim, estes resultados apontam a necessidade de realizar controle
efetivo nas etapas do preparo das mamadeiras, com atendimento as boas praticas de
fabricacdo e sanitizacdo eficiente da area de producéo.

Esses resultados podem ser decorrentes de métodos de higienizacdo e

sanitizacdo dos utensilios distintos entre os lactarios estudados, ja que nos lactéarios B e
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C os métodos consistiam da lavagem e sanitizagdo com hipoclorito de sédio, enquanto
no lactario A era realizada, em adicéo, a sanitizacdo com peroxido de hidrogénio. O uso
da etapa adicional no protocolo de higienizacao dos utensilios do lactario A, mostrou-se
eficiente, uma vez que os niveis de contaminacdo das amostras de utensilios deste

lactario foram cinco vezes menores, em compara¢ao com 0s demais.

Tabela 1
Frequéncia de contaminacdo por enterobactérias em utensilios utilizados no preparo e

distribuicdo de formulas lacteas infantis (0 a 6 meses), por lactario avaliado.

Lactario Utensilios
Mamadeira Jarra Colher Bicos de Peneira
Preparo dosadora Mamadeira
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
A 2 (40,0) 1 (20,0) 1 (20,0) ND ND

B 4 (80,0) 4 (80,0) 5 (100,0) 4 (80,0) 4 (80,0)
C 4 (80,0) 5 (100,0) 4 (80,0) 5 (100,0) 2 (40,0)
Total 10 (66,6) 10 (66,6) 10 (66,6) 9 (60,0) 6 (40,0)

ND = Nao Detectado
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Escherichia coli foi isolada de uma amostra da jarra de preparo das formulas, e
Salmonella spp. de uma amostra da FIP (Tabela 2). Klebsiella pneumoniae foi a espécie
mais recuperada a partir das amostras de utensilios, tendo sido isolada em 23 (30,6%)
das mesmas, com o0s bicos das mamadeiras apresentando 46,6% das amostras
contaminadas pela bactéria (Tabela 2). Este resultado aponta para a necessidade de
substituir com maior frequéncia os bicos de mamadeira utilizados na alimentacdo dos
neonatos ou adotar o descarte apds o0 uso, ja que 60% de todos os bicos de mamadeira
analisados apresentaram contaminacgédo por enterobactérias.

Tabela 2

Bactérias isoladas em utensilios usados no preparo das formulas lacteas infantis.

Espécies Utensilios
Mamadeira Jarra Colher Bicos Peneira  Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Klebsiella pneumoniae 5 (33,3) 3(20,0) 5(33,3) 7 (46,6) 3(20,0) 23
Enterobacter cancerogenus 3(20,0) 4 (26,6) 3(20,0) 2 (13,3) 2 (13,3) 14
Enterobacter amnigenus 1 ND 2 (13,3) 3(20,0) 1 (6,6) 2 (13,3) 8
Enterobacter cloacae 1(6,6) 2 (13,3) ND 1(6,6) 1(6,6) 5
Enterobacter aerogenes 1(6,6) ND ND ND ND 1
Enterobacter gergoviae ND ND ND ND 1(6,6) 1
Hafnia alvei ND ND 5 (33,3) 1 (6,6) ND 6
Cedecea davisae ND 1 (6,6) ND 3(20,0) ND 4
Serratia rubidae 2 (13,3) 1 (6,6) 1 (6,6) ND ND 4
Serratia fonticola ND ND ND 2 (13,3) ND 2
Escherichia coli ND 1 (6,6) ND ND ND 1
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Klebsiella planticola ND ND 1 (6,6%) ND ND 1

Pseudomonas spp. 2 (13,3) 2 (13,3) 1(6,6) 4 (26,6) 2 (13,3) 11

ND = Nao Detectado

Do mesmo modo que os resultados obtidos no presente trabalho, a espécie K.
pneumoniae tem sido uma das mais isoladas a partir de amostras de formulas lacteas
infantis em estudos anteriores que investigaram a presencga de Cronobacter spp. (Chap
et al., 2009; Iversen & Forsythe, 2004; Oonaka et al. 2010; Wang et al., 2009; Zhou et
al., 2011), de ambientes da producdo de leite em p6, como também de equipamentos
hospitalares (Hurrell et al., 2009; Mullane, Healy, Meade, Whyte, Wall & Fanning,
2008).

Quanto a C. sakazakii, a bactéria foi detectada em duas amostras (1,8%) das
férmulas lacteas infantis, sendo uma proveniente da Férmula Infantil em P6 (FIP) do
lactario C e outra da Férmula Infantil Reconstituida (FIR) do lactario B (Tabela 3). A
espécie ndo foi isolada a partir de amostras de utensilios dos trés lactarios e das
férmulas infantis do lactario A. Como ja relatado em outros estudos (Chap et al., 2009;
Iversen & Forsythe, 2004; Oonaka et al. 2010; Wang et al., 2009; Zhou et al., 2011), a
presenca da bactéria nas férmulas lacteas infantis indica que as mesmas sdo fontes de
contaminacdo e disseminacdo do patdgeno no ambiente hospitalar, principalmente
devido a alta resisténcia apresentada (Huertas et al., 2015).

Resultado também importante esta relacionado a contaminagdo das FIP e FIR
pelas espécies Enterobacter cancerogenus e K. pneumoniae, respectivamente (Tabela
3). Este resultado era esperado uma vez que estas duas espécies foram as mais isoladas a
partir das amostras de utensilios, fato que reforca a possibilidade dos utensilios serem

fontes de contaminacdo cruzada dentro dos lactarios.
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A espécie E. cancerogenus foi, também, isolada por Hurrell et al. (2009) em
estudo para verificar a colonizacdo por bactérias em tubos para alimentacdo enteral de
neonatos em 41% das amostras. Nesta pesquisa 0s autores demostram que além do
carater ubiquo, essa bactéria tem a capacidade de formar biofilmes, aderindo a

equipamentos, tornando-os fontes potenciais de contaminacao.

Tabela 3

Bactérias isoladas em formulas lacteas infantis em lactarios de Salvador, BA.

Espécies Formulas lacteas
Desidratada Reconstituida Total
n (%) n (%) N
Klebsiella pneumoniae 10 (13,3) 8 (10,6) 18
Enterobacter cancerogenus 11 (14,6) 14 (18,6) 25
Enterobacter asburiae ND 2 (2,6) 2
Enterobacter amnigenus 3(4,0) 1(1,3) 4
Enterobacter aerogenes ND 1(1,3) 1
Enterobacter cloacae 2 (2,6) 2 (2,6) 4
Enterobacter intermedium 1(1,3) 1(1,3) 2
Enterobacter gergoviae 1(1,3) 3(4,0) 4
Hafnia alvei 1(1,3) 4 (5,3) 5
Cedecea davisae ND 1(1,3) 1
Cedecea neteri ND 1(1,3) 1
Cedecea lapagei ND 1(1,3) 1
Serratia odorifera 1(1,3) 1(1,3) 2
Serratia fonticola ND 1(1,3) 1
Leclercia adecarboxylata 1(1,3) ND 1
Klebsiella oxytoca 1(1,3) ND 1
Pantoa agglomerans 1(1,3) 1(1,3) 2
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Salmonella spp. 1(1,3) ND

Pseudomonas spp. 2 (2,6) 3(4,0)
Acinetobacter baumannii 1(1,3) 2 (2,6)
Cronobacter sakazakii 1(1,3) 1(1,3)

N W o1

ND = Nao Detectado

Os resultados obtidos no presente estudo reforcam o carater nosocomial da K.
pneumoniae, que € uma das mais prevalentes bactérias Gram negativas do ambiente
hospitalar, responsavel por severos quadros infecciosos em unidades de terapia
intensiva, quadros causados sobretudo, por cepas carbapenem resistentes (Snitkin et al.,
2012). Assim, é possivel sugerir que a ocorréncia da bactéria nas amostras de utensilios
(Tabela 2) se deve a contaminacdo no ambiente hospitalar ou contaminacao atraves da
manipulacdo por funcionarios do lactério.

E importante mencionar que nenhum dos lactérios tinha a pratica de controlar a
temperatura da agua de reconstituicdo das formulas lacteas, como recomendado
(CAC/RCP 66) (CODEX ALIMENTARIUS, 2008), ou seja, uso de adgua a 70°C para
reconstituicdo das FIP, o que poderia reduzir consideravelmente o nivel da
contaminacdo por enterobactérias e, consequentemente, o risco da presenca de C.
sakazakii e outros patdgenos.

Corroborando com as praticas recomendadas no CAC/RCP 66, resultados
apresentados por Huertas et al. (2015) demonstraram que embora o uso de agua a
temperaturas entre 50 e 65°C na reconstituicdo das FIP ndo proporcionaram inativacao
significativa das células de C. sakazakii, a utilizacdo de &gua a 70°C levou a redugéo

para niveis abaixo do limite de deteccéo.
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Também ndo se observou a pratica de controle da temperatura no
armazenamento e distribuicdo das formulas lacteas nos lactarios, o que segundo Huertas
et al. (2015), contribui para a proliferacdo das células bacterianas que sobrevivem na
etapa de reconstituicdo do alimento.

A falta de padronizacdo e controle do bindmio tempo-temperatura no
aquecimento das FIR ¢é relatado por Rossi et al. (2010) como responsavel por reduzir a
eficiéncia do processo. Os autores apontam para a necessidade de determinar um valor
padrdo de tempo e temperatura para que o tratamento térmico da FIR antes da
distribuicdo seja eficiente na reducdo da carga microbiana a niveis seguros.

Quanto ao isolamento de enterobactérias nas formulas infantis, o trabalho de
Oonaka et al. (2010) relata que 24,6% das amostras oriundas de varios paises estavam
contaminadas por diversas espécies de enterobactérias. Dentre as espécies isoladas, 0s
autores detectaram a presenca de C. sakazakii, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Leclercia adecarboxylata, E. coli,, Escherichia vulneris, dentre outras. Apenas
uma amostra (25%) proveniente do Brasil estava contaminada. Shaker et al. (2007)
também isolaram as espécies C. sakazakii, E. cloacae e Pantoea agglomerans a partir
de amostras de formula lactea infantil e leite em pd. Wang et al. (2009) detectaram em
formulas infantis em p6 além de C. sakazakii, diversas outras enterobactérias como
Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Serratia marcescens, e
Escherichia coli O157. Ainda, Zhou et al. (2011) identificaram as espécies C. sakazakii
e K. pneumoniae em 26,7% das amostras de férmulas para lactentes analisadas na
China.

Especificamente, quanto a C. sakazakii, Lou et al. (2014), Gic¢ova, Orieskova,
Oslanecova, Drahovska & Kaclicova (2014) e Hoque, Ahmed, Shahidullah, Hossain,

Mannan & Noor (2010) relatam a presenga da bactéria em 2,1%, 0,9% e 3,1% das
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amostras de formulas lacteas infantis, respectivamente; indices esses semelhantes aos
encontrados no presente estudo. Gi¢ova et al. (2014) sugerem que o baixo indice de
contaminacdo se deve ao processo de pasteurizacdo a que sdo submetidas as férmulas,
reduzindo a possibilidade da presenca do patdgeno.

Outros estudos, entretanto, relatam indices mais elevados de deteccdo da
bactéria em amostras de formulas infantis em pd para lactentes (lversen & Forsythe
2004; Shaker et al. 2007), variando de 10,2% e 17,4%.

Observa-se que apesar das formulas lacteas serem submetidas a tratamento
térmico durante o processamento industrial (pasteurizacdo), ainda € possivel isolar C.
sakazakii a partir destes produtos (Huertas et al. 2015; Shaker et al. 2007), levando a

necessidade de cuidados adicionais na preparacdo das mamadeiras para os lactentes.

3.2. Perfil antimicrobiano dos isolados de Cronobacter sakazakii

Os resultados referentes ao comportamento dos trés isolados (dois a partir de
FIP e um de FIR) de C. sakazakii perante aos 11 antimicrobianos testados estdo
demonstrados na Tabela 4.

Todos os isolados foram sensiveis a amicacina, cloranfenicol, gentamicina e
imipenem, enquanto 66,6% apresentaram sensibilidade a aztreonam e 33,3% mostraram
sensibilidade a sulfazotrim e ceftriaxona. O isolado proveniente da amostra de FIR
apresentou sensibilidade a todos os antimicrobianos testados. Dessa forma, o uso de
gentamicina, clorafenicol e amicacina representam uma alternativa viavel e eficaz no
tratamento de uma infecg¢do causada pelos isolados avaliados.

Em consonéncia com os resultados encontrados nesse trabalho, estudos relatam

que as cepas de C. sakazakii sdo sensiveis a gentamicina (Li et al., 2014; Kilonzo-
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Ntheng, Rotich, Godwin, Nahashon & Chen, 2012; Oonaka et al. 2010; Vojkovska et
al., 2016; Xu et al., 2015; Zhou et al., 2011) e sensiveis a amicacina (Li et al., 2014;
Zhou et al., 2011).

Quanto ao perfil de resisténcia, dentre os isolados analisados, 66,6%
apresentaram indice de multipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) igual a 54%,
evidenciando um carater multirresistente dos dois isolados oriundos da amostra de FIP
(resistentes a 4 antimicrobianos concomitantemente). Os isolados apresentaram
resisténcia a ampicilina, cefalotina, tetraciclina e sulfazotrim, além disso, observou-se
ainda um valor intermediério de resisténcia a ceftriaxona (66,6%) e cefotaxima (33,3%).

Tabela 4- Perfil de resisténcia/susceptibilidade de Cronobacter sakazakii isolados.

Antimicrobianos Tamanho do halo (mm) Isolados de Cronobacter sakazakii (%)

Resistente Intermediario Susceptivel Resistente Intermediario Susceptivel

Amicacina <14 15-16 >17 0,0 0,0 100
Ampicilina <13 14-16 >17 66,6 0,0 33,3
Aztreonam <17 18-20 >21 33,3 0,0 66,6
Cefalotina <14 15-17 >18 66,6 0,0 33,3
Cefotaxima <22 23-25 >26 33,3 33,3 33,3
Ceftriaxona <19 20-22 >23 0,0 66,6 33,3
Cloranfenicol <12 13-17 >18 0,0 0,0 100
Gentamicina <12 13-14 >15 0,0 0,0 100
Imipenem <19 20-22 >23 0,0 0,0 100
Sulfazotrim <10 11-15 >16 66,6 0,0 33,3
Tetraciclina <11 12-14 >15 66,6 0,0 33,3
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A presenca de cepas multirresistentes da bactéria nesse e em outros estudos pode
ser explicada pelo mecanismo da selecdo, envolvendo fatores que remetem ao uso
indiscriminado e inadequado de antibidticos na medicina humana, o uso de drogas para
promoc¢do do crescimento e tratamento de animais na medicina veterinaria, e também
uso de drogas no campo para eliminacgdo de pragas na agricultura.

De modo similar, a resisténcia a ampicilina foi descrita também a partir de
isolados clinicos de C. sakazakii durante a investigacdo de um surto com neonatos na
Franca (Conde et al., 2007), em um caso de sepse neonatal na Espanha (Caubilla-Barron
et al., 2007) e em isolados a partir de formulas lacteas infantis em p6 no Japéo (Oonaka
et al. 2010). Entretanto, outros autores relatam sensibilidade de cepas de origem
alimentar testadas frente a esse antibidtico (Li et al., 2014; Vojkovska et al., 2015).

Os quadros clinicos gerados pela infeccdo por C. sakazakii exigem tratamento
rapido e eficaz, por essa razdo conhecer o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
pode significar o sucesso do tratamento. Nesse contexto, o0s resultados aqui
apresentados demonstram que a utilizacdo das cefalosporinas como alternativa
terapéutica, em substituicdo a ampicilina, para os casos de infeccdo por C. sakazakii
deve ser avaliada, visto que outras pesquisas vem demonstrando a mesma tendéncia de
resisténcia do patégeno as cefalosporinas (See, Than, & Tang, 2007; Xu et al., 2015;

Zhou et al., 2011).
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4. Concluséo

Embora a ocorréncia de C. sakazakii encontrada nesse estudo tenha sido baixa,
ndo se pode minimizar os riscos, sobretudo em se tratando de um alimento destinado a
recém-nascidos. Os resultados alcancados fornecem evidéncias de que os utensilios
utilizados na reconstituicdo das formulas lacteas sdo veiculos de transmissdo de
patdgenos, uma vez que as FIP e as FIR apresentaram altos indices de contaminacédo por
enterobactérias. A presenca de cepas de C. sakazakii multirresistentes aos antibidticos
testados indica a necessidade de sempre aliar a clinica a avaliacdo in vitro da

susceptibilidade da cepa, na terapia dos casos.
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