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Premature babies hospitalized at the Neonatal Intensive Care Unils, de Pelotas
particularly those with low weight and that are not allowed to be normally E"defe§9 para
Jed, often need nutritional support of Infant Formulas (IF). These formulas, corll;t:}?;gnEddeul::rlda(;
when contaminated, can be the source of nosocomial infections, the most Almeida da Silva

probable way of contamination being the inadequate bandling and Rua Quinze de Novembro,
storage of these formulas. Evaluate the Hygienic-Sanitary quality and the 1519, Pelotas, RS
susceptibility profile of the bacteria isolated from Ifs prepared in the lactary in CEP 9601;}? a?l?
the city of Rio Grande-RS to antimicrobial agents. IF samples were collected pedrefurg@gmail.com
during 6 months by hospital employees working in the morning (Group A)

and afternoon (group B) shifts, totalizing 72 analyzed samples. The Most

Probable Number method (MPN/ml) was utilized to measure the amount

of thermo-resistant and total coliforms. For mesophilic microorganisms

the number of Colony-forming Units (CFU/ml) was counted. Also, samples

were cultured in Blood and MacConkey Agar media and the isolates

were identified by 16S rRNA sequencing and submitted to antibiogram

by the Kirby-Bauer method. The samples from groups A and B presented,

respectively, 88.9% and 55.5% of contamination by total coliforms and

61.1% e 38.8% by thermo-resistant coliforms. Concerning the count of

mesophilic microorganisms, groups A and B presented, respectively, 69.4%

and 52.7% of the samples with results above the allowed limit. The identified

microorganisms were Escherichia coli, Acinetobacter spp., Pseudomonas

spp. and Enterobacter spp. The antimicrobial susceptibility test showed that

all isolates presented resistance to at least three tested antimicrobials and

that all of the isolates were resistant to tetracycline and one of them was

also resistant to a carbapenem (imipinem,).
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Los recién nacidos prematuros hospitalizados
en Unidades de Cuidados Intensivos,
principalmente aquellos con bajo peso y poca
bhabilidad para alimentarse naturalmente,
necesitan el soporte nutricional de preparados
paralactantes (PL). Los PL, cuando contaminados,
son fuente de infecciones hospitalaria, siendo la
manipulacion y el almacenamiento inadecuados
las causas mds frecuentes de los brotes de
infeccion. Evaluar la calidad bigiénico-sanitaria
yelperfil de susceptibilidad a los antimicrobianos
de bacterias aisladas en PL. Las muestras se
recogieron durante el periodo de G meses con
dos grupos de trabajo: matutino (Grupo A) y
vespertino (grupo B) del lactario del hospital,
totalizando 72 muestras analizadas. Se realizo
el recuento de niimero mds probable (NMP / ml)
de termotolerantes y coliformes totales y el
recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC/ml) de los microorganismos mesofilos. Las
muestras fueron cultivadas en Agar Sangre y
MacConkey Agar y los aislados fueron
identificados por la secuenciacion del 16S rRNA
ysometidos al antibiograma por el método Kirby-
Bauer. Las muestras de los grupos A y B,
presentaron, 88,9 y 55,5% y 61,1 y 38,8% de
contaminacion por coliformes totales y coliformes
termololerantes respectivamente. En cuanto a
los mesafilos el recuento de microorganismos de
los grupos A y B, presento, respectivamente,
09,4y 52,7% de las muestras con valores arriba
del limite permitido. Los microorganismos
identificados fueron Escherichia coli,
Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. y
Enterobacter spp. El antibiograma mostré que
los aislados presentaban resistencia por lo menos
a tres de los antimicrobianos, todos fueron
resistentes a tetraciclina y uno de ellos también
Jue resistente a un carbapenem (imipinem,).
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Prematuros que se encontram em Unidades de
Tratamento Intensivo Neonatal, particularmente
aqueles com baixo peso e com dificuldades para
receber a alimentacdo natural, necessitam
Sfrequentemente de suporte nutricional por
meio de formulas infantis (FI). As FI,
quando contaminadas, podem ser fontes de
infeccdo hospitalar, sendo a manipulacdo e o
armazenamento inadequados os provaveis
meios de contaminacdo. O estudo objetivou
avaliar a qualidade bigiénico-sanitdria e o perfil
de suscetibilidade aos antimicrobianos das
bacteérias isoladas em FI preparadas no lactdrio
de um hospital da cidade de Rio Grande-RS.
Amostras de FI reconstituidas por lactaristas do
turno da manha (grupo A) e da tarde (grupo B)
Jforam coletadas durante 6 meses, totalizando
72 amostras analisadas. Foi realizada a
contagem do Niimero Mais Provdvel (NMP/ml)
de coliformes totais e termotolerantes e a
contagem das Unidades Formadoras de Colonias
(UFC/ml) de microrganismos meséfilos. Alem
disso, amostras foram semeadas em Agar Sangue
e MacConkey e os isolados foram identificados
por meio de sequenciamento do 165 rRNA e
submetidos ao antibiograma através de método
de Kirby-Bauer. As amostras dos grupos A e B
apresentaram, respectivamente, 88,9 e 55,5% de
contaminagdo por coliformes totais e 61,1 e 38,8%
por coliformes termotolerantes. Na contagem de
microrganismos mesdfilos, os grupos A e B
apresentaram, respectivamente, 69,4 e 52,7% das
amostras com contagem acima do limite
permitido. Os microrganismos identificados
Jforam Escherichia coli, Acinetobacter spp.,
Pseudomonas spp. e Enterobacter spp. O feste de
suscetibilidade antimicrobiana mostrou que
todos os isolados apresentavam resisténcia a pelo
menos trés antimicrobianos testados e que todos
Jforam resistentes d tetraciclina e um também foi
resistente a um carbapenem (imipinem,).

Palavras-chave: Formula infantil.
Contaminacio.
Resisténcia antimicrobiana.
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INTRODUGCAO

O leite materno é um alimento natural e seguro para a alimentacao do recém-nascido,
fornecendo uma complexa combinacao de proteinas, lipidios, carboidratos, sais minerais,
vitaminas e enzimas, além de beneficios imunologicos, psicologicos e econdmicos (KUNZ
etal., 1999; PICCIANO, 1998; WORLD HEALTHORGANIZATION, 2000). Frequentemente,
os recém-nascidos prematuros, especialmente aqueles hospitalizados em Unidades de
Tratamento Intensivo (UTT’s) Neonatais, nao recebem o leite materno, seja por incapacidade
do bebé em sugar o leite materno ou insucesso da retirada deste pela mie. Dessa forma,
€ necessario introduzir formulas infantis (FI) na alimentacdo deste recém-nascido (MA et
al., 2009; POWERS; NAYLOR; WESTER, 1994).

A imaturidade imunologica e a antibioticoterapia a que sao frequentemente
submetidos, tornam os recém-nascidos um importante grupo de risco para a aquisicio de
infeccao hospitalar (MUSSI-PINHATA; REGO, 2005; VIEIRA et al., 1999). A contaminacao
de formulas nutricionais, nestas incluidas as FI usadas como substitutas do leite materno,
tem sido implicada na etiologia das infeccoes hospitalares, especialmente quando
administradas a pacientes imunocomprometidos (AIDDO et al., 2000; LEVY et al., 1989;
MATLOW et al., 2003; MENG; DOYLE, 2000; NAVAJAS et al., 1992; PATCHELL et al., 1994;
SALLES; GOULART, 1997; SANTOS et al., 2004; THURN et al., 1990).

A presenca de microrganismos nas FI pode originar-se a partir da matéria-prima
contaminada, durante a armazenagem ou transporte inadequado ou pela contaminacdao
durante a preparacao (PATCHELL, 1998). Entre os provaveis agentes contaminantes das
formulas infantis, o grupo de coliformes ocupa lugar de destaque (NOVAK et al., 2001).
Bacilos Gram-negativos, tais como Klebsiella spp., Enterobacter spp., Escherichia coli,
Pseudomonas spp, Serratia marcescens e Salmonella spp, tém sido identificados (NAVAJAS
et al., 1992; PATCHELL et al., 1994; THURN et al., 1990).

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade higiénico-sanitaria e o perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos das bactérias isoladas em FI preparadas no lactario de
um hospital da cidade de Rio Grande-RS.

MATERIAL E METODOS

AMOSTRAS

As amostras de FI foram preparadas no lactirio do Hospital Universitario de Rio
Grande-RS em dois turnos, pelos profissionais do turno da manha (grupo “A”) e da tarde
(grupo “B”). O volume total da FI (variavel conforme as necessidades dos pacientes)
produzido pelo grupo “A” foi utilizado das 08 as 18h do mesmo dia, enquanto que o
volume da FI produzida pelo grupo “B”, foi utilizado das 20:00 as 6:00h do dia seguinte. A
FI ficou acondicionada nas mamadeiras de plastico, segundo as doses individuais de cada
recém-nascido, e armazenada em geladeira (4°C) até o horario da distribui¢iao. O volume
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excedente produzido ficou armazenado em recipiente de vidro, na mesma geladeira.
A temperatura foi avaliada utilizando-se termoémetro de escalas maxima e minima para
verificar possivel variacao térmica da geladeira nesse periodo.

COLETA

De julho de 20006 a janeiro de 2007 foram realizadas 18 coletas de amostras de FI
produzida por cada grupo em dois horarios, imediatamente ap6s o preparo e apos seis horas
de estocagem a 4°C, totalizando 72 amostras. Cada coleta de amostra consistiu da retirada
de 10ml da FI, por meio de seringa descartiavel, sendo a amostra em seguida transportada
para o laboratério em recipiente isolante e imediatamente processada.

ANALISE DAS AMOSTRAS

Foram realizadas andlises quantitativas para enumeracdo de coliformes totais,
coliformes termotolerantes e microrganismos mesofilos de acordo com a metodologia da
American Public Health Association (1992). Os resultados para coliformes foram avaliados
de acordo com os limites estabelecidos pela Legislacio Brasileira (BRASIL, 2001), que
preconiza um nimero mais provavel (NMP) de bactérias coliformes totais < 10/ml e auséncia
de coliformes termotolerantes. Para os microrganismos mesofilos, os resultados foram
avaliados de acordo com Bostford et al. (1985) e Patchell et al. (1994), que descrevem como
aceitavel a contagem de até 102 UFC ml™.

IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS ATRAVES DE SEQUENCIAMENTO DE
REGIAO DO GENE 16S RRNA

Apobs a observacao de que havia amostras de FI contaminadas, buscou-se isolar os
microrganismos mais frequentes, procedendo-se oito coletas de FI. Foram semeados 75yl de
cada amostra em placas de Petry contendo meio de cultivo Agar Sangue e MacConkey e as
placas foram incubadas a 37°C por 24-48h. Estas andlises, assim como as anteriores, foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia da FURG (RS).
Ap6s o isolamento dos microrganismos, foi realizada a extracao de DNA e a amplificacio de
uma regiao do gene 16S rRNA (WOO et al., 2001). O sequenciamento da regido do gene do
16S rRNA foi realizado pelo Centro de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (RS),
utilizando-se o sequenciador de DNA automatico Mega BACE™ 1000 (GE HEALTHCARE)
e o kit de sequenciamento “DYEnamic ET DYE Terminator Cycle” (GE HEALTHCARE),
de acordo com as instrugdes do fabricante com algumas modificacoes. Foi realizada uma
reacdo de PCR em cada cavidade de placas de 96 cavidades utilizando entre 100 e 500ng de
produto purificado da PCR citada anteriormente, Spmol de cada um dos oligonucleotideos
para amplificacdo do 16S rRNA (FD1, RP2 e S33) e 2ul da mistura para sequenciamento
“DYEenamic ET terminator reagente premix”, em um volume final de 5pl. A amplificacao
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ocorreu em um termociclador automatico (Eppendorf) utilizando-se 25 ciclos consistindo
de desnaturacido a 95°C por 20 segundos, anelamento dos oligonucleotideos a 50°C por
15 segundos e extensdo a 60°C por 1 minuto. Os produtos das reacoes foram purificados
com etanol (0,5 volume de acetato de amobnia 7,5M e 2,5 volumes de etanol absoluto),
lavados com etanol 70%, secos e submetidos a eletroforese no Sequenciador Automatico de
DNA. As amostras foram injetadas em capilares contendo a matriz, utilizando a voltagem de
1a 2KV por 120 a 75 segundos e foram corridas a 9KV por, aproximadamente, 130 minutos.
As sequéncias dos produtos da PCR foram analisadas utilizando-se o programa Vector NI e
comparadas com sequéncias de genes 16S rRNA, depositadas no GeneBank database por
meio de alinhamento de sequéncias, utilizando-se o programa BLASTN do National Center
for Biotechnology Information (NCBD.

ANTIBIOGRAMA

O teste de suscetibilidade antimicrobiana foi realizado por meio do método de Kirby—
Bauer segundo as normas da CLSI M100-S15 (CLSI, 2005). Os antimicrobianos testados foram:
Amicacina (30pg), Amoxicilina/Clavulanato (30pg), Ampicilina (10pg), Aztreonam (30pg),
Cefaclor (30pg), Cefalotina (30pg),Ceftriaxona (30pg), Cloranfenicol (30pg), Estreptomicina
(10pg), Imipinem (10pg), Nitrofurantoina (300pg), Norfloxacina (10pg), Ofloxacina (05pg),
Sulfametoxazol/Trimetropim (25pg) e Tetraciclina (30pg).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram avaliados estatisticamente a partir do Teste t de Student. Este teste
foirealizado para comparar as contagens entre as amostras coletadas imediatamente apos o
preparo e seis horas apos a estocagem a 4°C e o nimero de amostras de FI contaminadas em
cada grupo e em cada horirio. Foi realizada anilise de varidncia dos resultados quantitativos
com significancia estatistica como inferéncia para comparacoes quando p<0,05.

RESULTADOS

Do total de 36 amostras por grupo, 32 (88,9%) do grupo A (16 coletadas imediatamente
apos o preparo e 16 coletadas apds seis horas de estocagem a 4°C) e 20 (55,5%) do grupo B
(12 coletadas imediatamente apos o preparo e 08 coletadas ap0s seis horas de estocagem a
4°C), apresentaram contagem de coliformes totais acima de 10NMP/ml (Tabela 1). Diferencas
estatisticas (p<0,05) foram encontradas, em ambos os grupos, quando se comparou o valor
do NMP/ml de coliformes totais imediatamente apos o preparo da formula infantil e seis
horas ap6s esse preparo (Figura 1). Vinte e duas amostras (61,1%) do grupo A (11 coletadas
imediatamente ap6s o preparo e 11 coletadas apds seis horas de estocagem a 4°C) e
14 (38,8%) do grupo B (07 coletadas imediatamente apds o preparo e 07 coletadas apods seis
horas de estocagem a 4°C) apresentaram presenca de coliformes termotolerantes (Tabela 1).
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Diferencas estatisticas (p<0,05) foram igualmente encontradas em ambos os grupos, quando

se comparou o NMP/ml de coliformes termotolerantes imediatamente apos o preparo da

FI e seis horas ap6s esse preparo (Figura 2).

Tabela 1 — Porcentagem de amostras de FI reconstituidas pelos profissionais do
turno da manha (grupo A) e da tarde (grupo B) improprias para o
consumo, segundo os padrdes da Legislaciao Brasileira*®<, em relaciao
ao periodo de estocagem a 4°C

Oh¢ (n=36)
Af B®
Bactérias Mesofilas 77,7 61,1
Coliformes Totais a 37°C 88,9 60,6
Coliformes Termotolerantes a 45.5°C 61,1 38,8

‘Contagem de Bactérias Mesofilas < 10 UFC ml;
"Contagem de Coliformes Totais < 10 NMP/ml;
‘Contagem de Coliformes Termotolerantes: auséncia;
dColetado e analisado imediatamente apos o preparo das FI;
“Coletado e analisado apos 6h de estocagem a 4°C;
{Grupo que trabalhou no preparo das FI no turno da manha;
¢Grupo que trabalhou no preparo das FI no turno da tarde.

2000+
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15001
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N’ de Coliformes Totais

GAOh  GAG6h

GB 0h

GB 6h

6hec (n=36)

A B
50,0 55,5
88,9 44 4
61,1 388

p< 0,05

Figura 1 — Contagens (NMP/ml) de coliformes totais (CT) em amostras de FI
reconstituidas por lactaristas do turno da manhi (GA) e tarde (GB)
apos os diferentes periodos de estocagem (0h; 6h)
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Figura 2 — Contagens (NMP/ml) de coliformes termotolerantes (CF) em amostras
de FI reconstituidas por lactaristas do turno da manha (GA) e tarde (GB)
apos os diferentes periodos de estocagem (0h; 6h)

Do total de 36 amostras por grupo, 23 (63,9%) do grupo A e 21 (58,3%) do grupo B
apresentaram contagem positiva de microrganismos mesofilos acima de 102 UFC ml™.

As condi¢oes higiénico-sanitarias das FI variaram de acordo com o grupo que as
preparou, da mesma forma que o indice de contaminacao variou de acordo com o tempo
de refrigeracio (Tabela 1).

Os microrganismos isolados foram identificados como Escherichia coli, Acinetobacter
spp., Pseudomonas spp. e Enterobacter spp. O resultado do teste de susceptibilidade
antimicrobiana mostrou que todos os isolados apresentaram resisténcia a pelo menos trés
dos antimicrobianos testados: Escherichia coli foi resistente a Ampicilina, Amoxacilina/
Clavulanato, Cefalotina, Nitrofurantoina e Tetraciclina; Acinetobacter spp foi resistente
ao Aztreonam, Cefaclor, Nitrofurantoina; Pseudomona spp foi resistente 2 Ampicilina,
Amoxicilina/Clavulanato, Cloranfenicol, Imipinem, Nitrofurantoina, Sulfametoxazol/
Trimetropim; Enterobacter spp foi resistente ao Cefaclor, Ofloxacina. Todos os isolados
foram resistentes a Tetraciclina e suscetiveis 2 Amicacina, Estreptomicina, Ofloxacina e
Norfloxacin.

DISCUSSAO

O papel dos alimentos como uma rota de circulacao, manutencao e via de transmissao
exOgena de microrganismos potencialmente causadores de enfermidades tem sido descrito
em diversos estudos (CASEWELL; PHILLIPS, 1978; CURTIS et al., 1989; LEVY et al., 1988;
NOVAK et al., 2001; THURN et al., 1990; TODD, 1997).
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Considerando os padroes de referéncia para a presenca de microrganismos
mesofilos, coliformes totais e coliformes termotolerantes, este estudo encontrou amostras
contaminadas, independente do grupo de profissionais envolvidos na preparacdo das FIL.
Estes dados sugerem que a manipulacao errdnea das formulas pode ser a provavel fonte
de contaminacdo, inclusive sendo apontada como a mais importante entre as possiveis
causas contaminantes de formulacoes, segundo Patchell (1998). A elevada porcentagem de
contaminacdo por bactérias mesofilas (= 50%) observada nas amostras analisadas indicam
que os manipuladores podem atuar como potenciais propagadores de microrganismos
patogenos, visto que a maioria das bactérias patogénicas caracteriza-se como habeis em
crescer na faixa de mesofilia. Estes achados estdo de acordo com outros estudos (FRAZIER,
1976; QUEIROZ et al., 2003; SALLES; GOULART, 1997; SANTOS; TONDO, 2000; SANTOS
et al., 2004).

Interessantemente, ocorreu, em todas as amostras, uma reducao no namero de
microrganismos mesofilos apods a estocagem a 4°C durante seis horas. Ocorreu, nas amostras
do grupo “B”, uma reducio de coliformes totais apos seis horas de estocagem a 4°C. Estudo
anterior demonstrou uma reducao do nimero destes mesmos microrganismos apos 20 horas
de estocagem (QUEIROZ et al., 2003). Pode-se inferir que este decréscimo esteja relacionado
a uma possivel reducao de fitness, pela acdo da baixa temperatura que ja foi observada
estar relacionada a morte celular em microrganismos da familia das Enterobacteriaceas
(IVERSEN; FORSYTHE, 2004). Outra possivel causa seria a presenca de alta concentracio de
lactose nas FI cujo transporte para o interior da célula bacteriana, poderia causar a morte do
microrganismo devido ao colapso da forca quimiosmotica (DYKHUIZEN; HARTL, 1978).

A quantificacdo de coliformes termotolerantes mostrou que 61,1 e 38,8 % das amostras
dos grupos A e B, respectivamente, estavam, segundo a Legislacio Brasileira (BRASIL, 2001),
inapropriadas para o consumo.

Os sistemas utilizados para identificar os microrganismos dividem-se em fenotipicos e
genotipicos, sendo que ambos apresentam limitacoes. Neste estudo, preferiu-se a utilizacao
do sequencimento de uma regido do gene 16S rRNA em razdo de que a diversidade da
microbiota possivel de contaminar as FI tornaria complexa a realizacdo de uma bateria
fenotipica in house que pudesse abranger todas as possibilidades, além do que o grupo
dispoe de facil acesso ao sequenciamento de DNA. Os microrganismos identificados neste
estudo tém sido relacionados com infeccao hospitalar, em particular em pacientes internados
em UTI's (BERGOGNE-BEREZIN; TOWER, 1999; MAMMINA et al., 2008; URBAN; SEGAL-
MAURER; RAHAL, 2003).

Encontram-se no ambiente hospitalar numerosos microrganismos que apresentam
resisténcia aos antimicrobianos e biocidas, e em particular, tem sido demonstrado elevadas
taxas de resisténcia antimicrobiana entre germes isolados de UTTI's (MENDES; TURNER,
2001; PFALLER et al., 2001; WU et al., 2006). Ao serem transmitidos via alimentacdo, estes
microrganismos podem transferir genes que conferem a resisténcia antimicrobiana a outras
bactérias da propria espécie ou de espécies ndo-relacionadas, patogénicas ou nao (RAPINT;
TEIXEIRA; MARTINS, 2004; WITTE, 2000).
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A pressio seletiva ocasionada pelo extenso uso de antibidticos no meio hospitalar
seleciona cepas resistentes de diferentes microrganismos que podem estar relacionados com
infeccao hospitalar. O isolamento de quatro microrganismos resistentes a Tetraciclina, um
resistente ao Imipenem (Pseudomonas spp) e outro resistente ao Aztreonam (Acinetobacter
spp) indica que o risco de transmissao de potenciais patdgenos esta acrescido da dificuldade
em estabelecer um tratamento em virtude da resisténcia aos antimicrobianos, principalmente
em relacdo a contaminacdo por Pseudomonas spp e Acinetobacter sp. A resisténcia
antimicrobiana, particularmente entre bactérias Gram-negativas, ¢ um importante problema
que causa um impacto direto no tratamento de infeccdes hospitalares, principalmente
quando se trata das B-lactamases de espectro-estendido e cafalosporinas de terceira geracao
(Amp C) multidroga-resisténcia, visto que estas sao terapéuticas utilizadas quando ja houve
falha das demais (RAPINI; TEIXEIRA; MARTINS, 2004).

CONCLUSOES

O uso intensivo de antibiéticos no ambiente hospitalar cria uma pressao que resulta
na selecdo de cepas resistentes. Desta forma, € esperado que microrganismos de origem
nosocomial sejam mais resistentes que aqueles oriundos da comunidade, a sua transmissao
através de FI deve ser evitada a partir de medidas de higienizacao adequada. Neste sentido,
o estabelecimento de controles microbiologicos periddicos bem como o estabelecimento
de boas praticas de manejo, desde o controle da qualidade da matéria-prima até a sua
administracao ao paciente, passando pela adequada higienizacao de utensilios e maos
pode possibilitar a obtencao da qualidade higiénico-sanitaria das FI.
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