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RESUMO

As doencgas transmitidas por alimentos constituem problema consideravel para a saude publica,
e no caso das enfermidades causadas pela bactéria Enterobacter sakazakii, as criancas pré-
maturas e recém nascidas sdo as que estdo sob maior risco. Estudos revelaram associacéo
desta bactéria ao consumo de féormula infantil em p6 (FIP). O objetivo do presente trabalho foi
determinar a curva de crescimento de cepas de E. sakazakii isoladas de amido, FIP e soja. As
cepas foram inoculadas em férmula infantil reconstituida (FIR) e armazenadas a 4°C, 10°C e
35°C, comparando-as com o crescimento da cepa de referéncia. No periodo de 1 hora, & 35°C,
observou-se a multiplicacdo das cepas em fase logaritmica. O armazenamento das amostras
de FIR a 10°C impediu a multiplicacdo das cepas em um periodo de até 54 horas. No periodo
de 36 a 54 horas, a 4°C, ndo houve multiplicacdo das cepas de E. sakazakii inoculadas nas

amostras de FIR.

ABSTRACT

Foodborne diseases constitute an important problem of the public health. In case of illness
caused by Enterobacter sakazaki, the premature and the just-born children are under a greater
amount of risk. Researches showed the association of this bacteria to the consume of infantile
powder formula (IPF). The purpose of this work was determine the growth curve of E sakazakii
strains isolated of starch, IPF and soy. The strains have been inoculate on infantile re-constitute
formula (IRF) and stored at 4°C, 10°C and 35°C. Then this samples was compared with the
growth of reference strain. Into the period of 1 hour at 35°C was observed the multiplication
from the strains in logaritmic phase. The stock of the IRF sample at 10°C withheld the
multiplication of the strains up to 54 hours. Between 36 and 54 hours at 4°C, there was no

multiplication of the E. sakazakii strains inoculated on the IRF sample.
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INTRODUCAO

As infeccBes que ocorrem durante o primeiro ano de vida, se constituem numa das mais
importantes causas de elevacdo dos indices de morbi-mortalidade entre lactentes
(CARVALHO; BERNAL, 2003). As espécies de Enterobacter sdo consideradas patdgenos
oportunistas e raramente causam doenca em individuos sadios (PAGOTTO et al., 2003), sendo
reconhecidas como importantes agentes causadores de infeccBes hospitalares (KANDHAI et
al., 2004). Na impossibilidade de se manter o aleitamento materno a melhor op¢éo sdo os leites
modificados de acordo com as orientagdes do Codex Alimentarius FAO/OMS, pois permitem
uma nutricdo adequada. Os substitutos do leite humano para lactentes foram desenvolvidos a
partir do leite de mamiferos ou de soja, por meio de uma variedade de modificacdes,
disponiveis em formulas infantis (FI) (CARVALHO; BERNAL, 2003). Segundo a FAO/WHO
(2004), investigagOes relataram associacdo estatistica e microbiolégica entre a infeccdo e
consumo de formula infanti em pé (FIP). Segundo IVERSEN; FORSYTHE (2003),
considerando a baixa contagem de E. sakazakii em FIP e o tempo, necessario para que essa
contagem alcance a dose infectante no produto reconstituido, o mais provavel é que o foco do
microrganismo nos utensilios seja a principal fonte de contaminacdo das mamadeiras e
porcdes servidas.

FARMER lll et al., (1980) concluiu que 57 cepas crescem a 25, 36 e 45°C, nenhuma cresce a 4
ou 50°C e a temperatura Otima varia entre 37 a 43°C, dependendo do meio de cultura. O
armazenamento de alimentos em temperatura adequada € imprescindivel para manté-los por
um periodo prolongado (MURMANN et al. 2005). O uso correto de equipamentos de frio reduz
significativamente a deterioragdo dos alimentos e os riscos a saude do consumidor. (HOBBS &
ROBERTS, 1999).0 processo de refrigeracdo é regido especialmente pela temperatura
empregada no resfriamento e o tempo em que o alimento deve permanecer armazenado
(MACEDQO, et al, 2000).

O objetivo do presente trabalho foi determinar a curva de crescimento de cepas de E. sakazakii
isoladas de amido, FIP e soja, armazenadas a 4°C, 10°C e 35°C, comparando-as com o

crescimento da cepa de referéncia CDC 7008 — IAL139, em formula infantil reconstituida (FIR).

MATERIAL E METODOS

Como inéculo inicial, utilizou-se cepas isoladas de amido, (FIP) e soja. A cepa de referéncia
(CDC 7008 — IAL 139) foi utilizada para posterior comparacéo de resultados.

As cepas foram reativadas por cultivo em tubo de ensaio contendo Caldo Tripticase de Soja

(TSB) a temperatura de 35°C durante 24 horas e, posteriormente, transferidas para frasco



contendo TSB e pérolas de vidro. O inéculo foi incubado por 12 horas, sob agitacdo controlada
em “shaker”, & temperatura de 35°C.

O indculo foi diluido em série decimal em tubos de ensaio contendo Agua Peptonada 0,1% e
transferido para placa de Petri, sendo homogeneizado em Agar Vermelho Violeta Bile 1%
Glicose (VRBG) e incubado a 35°C por 24 horas, para contagem de colbnias.

A populacéo de E. sakazakii foi calculada a fim de se obter um inéculo inicial entre 100 a 1000
Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/ ml.

As amostras de FIP, para lactentes de 0 a 6 meses, adquiridas no comércio, foram
reconstituidas e incubadas em estufas de BOD a 4°C, 10°C e 35°C, 12 horas antes da
contaminacéo artificial para estabilizacdo da temperatura. Todas as amostras seguiram com
um controle branco néo inoculado. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e realizadas
as contagens de coldnias tipicas em Agar VRBG, caracterizadas pela coloracdo vermelha
escura. As contagens das amostras armazenadas a 35°C foram realizadas a cada hora por 6
horas, enquanto que aquelas armazenadas a 4°C e 10°C, foram realizadas em intervalos de 0,

6, 12, 24, 30, 36, 48 e 54 horas. Os procedimentos foram realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras de FIR inoculadas com as cepas de E. sakazakii e armazenadas a 35°C foi
possivel observar que na 12 hora de incubacdo o microrganismo entrou na fase de crescimento
exponencial (fase log) e seguiu aumentando um ciclo logaritmico a cada hora nesta

temperatura, conforme mostrado na Tabela 1.

TABELA 1. Crescimento das cepas em FIR armazenada a 35°C.
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Ja naquelas inoculadas com a cepa padrdo e armazenadas a 10°C o microrganismo
permanece em laténcia por 36 horas, sendo verificado aumento da contagem com 48 horas de

armazenamento, conforme pode ser observado na Tabela 2.

TABELA 2. Crescimento das cepas em FIR armazenada a 10°C.
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Inicialmente, as amostras inoculadas com a cepa padréo e incubadas a 4°C foram analisadas
até o intervalo de 36 horas, periodo que ultrapassava 12 horas do periodo maximo encontrado
em lactario de hospital, relatado por SANTOS et al. (2006). Posteriormente, nos ensaios
realizados com as cepas isoladas de amido, FIP e soja, o estudo foi estendido até 54 horas de
armazenamento, ndo sendo observado desenvolvimento da bactéria nessa temperatura de
armazenamento oficialmente recomendada para estocagem de mamadeiras, conforme pode

ser visto na Tabela 3.

TABELA 3. Crescimento das cepas em FIR armazenada a 4°C.
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Segundo ANVISA (2000), as Unidades de Alimentacdo e Nutricdo devem contar com
equipamentos que permitam o rapido resfriamento dos alimentos e proceder a monitoracao
periodica da temperatura ndo podendo ultrapassar 4°C. De acordo com NAZAROWEC-WHITE;
FARBER (1997) o tempo médio de geracdo de Enterobacter sakazakii a 10°C é de 5 horas.
FARMER Il et al. (1980), relatou que E. sakazakii ndo desenvolve a 4°C. Nas condi¢gbes do
presente estudo pode-se confirmar que as cepas deste microrganismo utilizadas no presente
estudo ndo se multiplicaram nesta temperatura.

Sugere-se, portanto, a ado¢ao do Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
a fim de controlar a qualidade das Fl preparadas em hospitais e lactarios. Este sistema
possibilitara, precedido de Boas Préticas Higiénicas, o controle rigoroso da temperatura de
armazenamento das mamadeiras preparadas com as férmulas infantis a 4°C, no maximo. O
controle do tempo de distribuicdo das mamadeiras mornas, até a alimentacdo dos bebés,

também deve ser considerado como ponto critico de controle, ndo devendo chegar a uma hora.
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