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Summary–The authors seek Enterobacter sakazakii in milks for babies. They find not conformity on bacterial contamination.
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INTRODUZIONE - In Italia, sia il Ministero della Salute (Circ. 24/10/00 n°16) sia la Società Italiana di Neonatologia raccomandano l’uso esclusivo del latte materno fino a circa il sesto mese di vita. Dopo tale periodo i neonati necessitano, oltre al latte materno, anche di prodotti alimentari complementari, sicuri dal punto di vista igienico e adeguati sotto il profilo nutritivo, per soddisfare le crescenti esigenze nutrizionali. Esistono, tuttavia, situazioni (oltre all’agalassia) che non permettono l’allattamento al seno– soggetti nati pre-termine, nati sottopeso (< 2 kg), immunocompromessi e HIV positivi; in questi casi, è necessaria un’appropriata alimentazione di sostituzione costituita da latte formulato (liquido e in polvere), preparato secondo standard riconosciuti in campo internazionale. (3) Il latte in polvere è (circ. Minsan 12.3.74 n°40)  il prodotto ottenuto direttamente per eliminazione dell'acqua dal latte, dal latte parzialmente scremato, dal latte scremato, dalla crema di latte o da una miscela di questi prodotti. La materia prima deve essere “sicuramente genuina ed esente da germi patogeni e loro tossine”. Il prodotto finito deve avere “un contenuto d’umidità non superiore al 5% in peso e deve essere posto in commercio per il consumo in confezioni originali che siano ermeticamente chiuse, impermeabili ed opache”. Per mantenere elevate condizioni igieniche non è ammessa la vendita del prodotto sfuso. L’uso del latte in polvere, però, richiede adeguate conoscenze sulle corrette modalità di preparazione e sui rischi igienici che possono derivare da manipolazione e conservazione improprie, sia a livello domestico che ospedaliero. Diversamente dal latte formulato liquido, che è “sterile” per effetto dei trattamenti tecnologici subiti prima della  commercializzazione, le formulazioni in polvere hanno una flora microbica residua, composta generalmente da germi saprofiti e da coliformi (o più in generale, da Enterobacteriaceae, batteri considerati non patogeni o patogeni opportunisti) (1). Negli ultimi anni sono stati segnalati numerosi casi di malattia, a carattere invasivo, associati ad Enterobacteriaceae quali Enterobacter agglomerans, Hafnia alvei, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter koseri (diversus), Citrobacter freundii, in neonati e lattanti, le cui cause potevano essere ricondotte all’assunzione d’alimenti in polvere per l’infanzia. D’emergente importanza il batterio Enterobacter sakazakii che l’ICMSF (International Commission on Microbiological  Specifications for Foods, 2002) ha descritto come “una grave minaccia per particolari categorie di persone, delle quali il batterio mette a rischio la stessa vita o comunque ne può alterare significativamente la qualità a causa dei postumi, anche a lungo termine, dovuti all’infezione”. L’Enterobacter sakazakii possiede un gene, organizzato in un operone (bcsABZC operon), cui si deve la produzione di materiale extracellulare di natura cellulosica, responsabile delle interazioni cellula-cellula e dell’adesione della cellula batterica alle superfici idrofiliche e idrofobiche abiotiche. Questo materiale, peraltro sintetizzato sia a 28 °C che a 37 °C, conferirebbe al microrganismo la capacità di resistere all’ambiente acido dello stomaco. Già nell’E. cloacae (specie geneticamente correlata all’E. sakazakii) si riconoscono come fattori di virulenza un’esotossina, un’aerobactina e un’emoagglutinina. Nell’E. sakazakii, in effetti, è stata di recente dimostrata una tossina, ovvero un’enterotossina, responsabile dell’infettività. E. sakazakii presenta anche una capsula composta da eteropolisaccaridi (29-30% acido glucuronico, 23-30% glucosio, 19-24% galattosio, 13-22% fucosio, 0-8% mannosio) cui probabilmente si deve la sopravvivenza del microrganismo nel latte in polvere fino a 24 mesi. La capsula, inoltre, è responsabile dell’adesione alle superfici e della formazione di un biofilm che lo rende più resistente agli agenti disinfettanti. L’ottimale produzione di capsula si ha alla presenza di basse concentrazioni di azoto. Alcuni ceppi di E. sakazakii hanno la capacità di aderire a superfici di silicone, lattice, policarbonati, acciaio, evidenziando la minore produzione di biofilm sull’acciaio rispetto alle altre superfici, sulle quali quindi il microrganismo aderisce con maggiore facilità. Non sopravvive al processo di pastorizzazione (il trattamento termico del latte che può avvenire a 71,6 °C per 15”); infatti, alla temperatura di 72 °C resiste soltanto per 1,3 secondi circa.(2) Questo risultato ha fatto ipotizzare, quindi, che l’eventuale contaminazione del latte in polvere potesse avvenire durante le fasi successive alla pastorizzazione e verosimilmente durante la manipolazione (disidratazione e confezionemento) per la preparazione del prodotto finito. È considerato un patogeno opportunista a carattere invasivo responsabile d’importanti malattie quali la sepsi, la meningite e, più  raramente, l’enterocolite necrotizzante (NEC), soprattutto nei neonati (prematuri, nati con basso peso, affetti da deficit del sistema immunitario) e d’infezioni nosocomiali, specialmente nei reparti di terapia intensiva pediatrica dove causa il 50% delle infezioni. Non ci sono evidenze epidemiologiche che permettono di stabilire il valore preciso della dose infettante; tuttavia, si stima che già 1000 cellule di E. sakazakii siano capaci di provocare l’infezione. È molto improbabile che i bassi livelli di contaminazione (0,36 cellule E. sakazakii/100 g prodotto) comunemente riscontrati nel latte formulato in polvere, possano causare infezione, a meno che il prodotto non sia lasciato a temperatura d’abuso o non sia contaminato durante la preparazione/manipolazione del prodotto. Le fonti e le modalità di trasmissione di questo microrganismo non sono ad oggi completamente chiarite. Dal momento che non è un normale abitante della flora intestinale degli animali e dell’uomo, si suppone una diffusione soprattutto a livello ambientale, nelle acque, nei vegetali, nel suolo, trasportato da insetti e roditori; da queste fonti potrebbe giungere a contaminare gli alimenti.(4)  

MATERIALI E METODI - Nel periodo compreso tra settembre 2006 e febbraio 2007 sono stati analizzati  70 campioni così costituiti:

	Campioni esaminati
	N° campioni
	% sul totale dei campioni esaminati
	% tra i tipi 

di latte in polvere

	Latti in polvere tipo 1
	27
	86
	45

	Latti in polvere tipo 2
	28
	
	47

	Latti in polvere tipo UNICO
	5
	
	8

	Latti liquidi tipo 1
	5
	14
	

	Latti liquidi tipo 2
	5
	
	

	TOTALE
	70
	100
	100


I “latti per lattanti” o di tipo 1 sono prodotti destinati all’alimentazione dei lattanti nei primi quattro-sei mesi di vita, in grado di soddisfare da soli al fabbisogno nutritivo di questa fascia d’età. I “latti di proseguimento” o di tipo 2 sono latti formulati per essere utilizzati dopo i quattro-sei mesi e fino al primo anno di vita. I latti di tipo UNICO sono prodotti poco commercializzati rivolti ai lattanti, bambini ed adulti. Sono stati analizzati 10 campioni di latte liquido perché sono “sterili” per effetto dei trattamenti tecnologici subiti prima della commercializzazione. Tra i latti in polvere vi erano le seguenti destinazioni d’uso dietetico:

	Destinazione d’uso dietetico
	Tipo 1
	Tipo 2
	Tipo UNICO

	
	N° 
	%
	N° 
	%
	N° 
	%

	Normale
	5
	19
	15
	54
	2
	40

	Pat. giunto gastroesofageo
	13
	48
	5
	18
	0
	0

	Intolleranza al lattosio
	5
	18
	4
	14
	0
	0

	Ipoallergenico
	0
	0
	2
	7
	0
	0

	Stipsi
	1
	4
	2
	7
	0
	0

	Gastroenteriti
	3
	11
	0
	0
	3
	60

	Totale
	27
	100
	28
	100
	5
	100


Tra i latti liquidi vi erano le seguenti destinazioni d’uso dietetico:

	Caratteristica del latte liquido
	Tipo 1
	Tipo 2

	
	N° 
	%
	N° 
	%

	Normale
	3
	60
	4
	80

	Lattanti prematuri
	2
	40
	0
	0

	Intolleranza al lattosio
	0
	0
	1
	20

	Totale
	5
	100
	5
	100


Il latte per accertata patologia del giunto gastroesofageo è un latte addizionato con un addensante naturale che ne aumenta la viscosità impedendo il rigurgito ed assicurando un’ottima digeribilità.

Latte per intolleranza al lattosio: è una formula la cui quota proteica è rappresentata esclusivamente da proteine della soia. Sono assenti lattosio e saccarosio. I grassi sono costituiti da una miscela d’oli vegetali.

Latte ipoallergenico: è un tipo di latte in cui le proteine d’origine bovina sono sottoposte ad una più o meno completa frammentazione (idrolisi ad aminoacidi e peptoni), così da perdere gran parte della loro capacità di determinare intolleranze.  Latte per stipsi: è un tipo di latte che contiene più lattosio e meno caseina per un migliore transito intestinale. Latte per gastroenteriti: contiene mela e/o banana disidratate ed è proposto per la terapia dietetica della diarrea acuta.

Da ogni campione si sono formate due aliquote per condurre le seguenti analisi:

· aliquota A (CBT, Salmonella spp, Bacillus cereus, Staphylococcus spp, muffe e lieviti, colimetria totale, E. coli)

· aliquota B (Enterobacter Sakazakii).(5)
RISULTATI - La carica mesofila totale (CMT) è stata nel 62% dei campioni uguale a 0 ufc/g, nel 27% compresa tra 10 e 102 ufc/g, nell’8% tra 102 e 103 ufc/g e nel restante 3% è compresa  tra 104  e 10 5 ufc/g. La normativa (OM 11/10/78) fissa, per il latte in polvere per la prima infanzia, un limite per la CMT pari a 104 ufc/grammo, superato dal 3% dei campioni (tipo 1, entrambi per accertata patologia del giunto gastro-esofageo, provenienza  Francia, stessa ditta produttrice). La CMT dei campioni di latte liquido è risultata, nel 100% dei casi, pari a 0 ufc/g. 

La colimetria totale (CT) dei latti in polvere è stata nell’80% dei campioni uguale a 0 ufc/g, nel 13% compresa tra 10 e 102 ufc/g, nel 2%  tra 102 e 103 ufc/g, nel 3% tra 103 e 104 ufc/g, e nel restante 2% compresa  tra 104 e 10 5 ufc/g. Ben il 20% dei campioni non rispetta i criteri microbiologici (d’igiene di processo) imposti dal reg. CE 2073/2005 che prevedono l’assenza delle Enterobacteriaceae negli alimenti in polvere per lattanti e alimenti dietetici in polvere a fini medici speciali destinati ai bambini d’età inferiore ai 6 mesi. La colimetria totale dei latti liquidi risulta essere uguale a 0 ufc/g. L’identificazione biochimica col sistema API ha dato le seguenti risultanze: Enterobacter spp. (24%), Escherichia coli (11%), Staphylococcus spp. (22%), Pseudomonas spp. (5%), Acinetobacter spp. (2%),  Klebsiella spp. (6%), Serratia spp. (2%), Citrobacter spp. (2%), Bacillus spp. (9%), Flavobacterium spp. (3%), Moraxella spp. (2%), Pasteurella spp. (2%), Micrococcus spp. (2%), muffe (5%) e lieviti (3%).  Su un totale di 62 ceppi batterici identificati, il 24% è rappresentato dai microrganismi patogeni, il 57% dai microrganismi alterativi ed il restante 19% è rappresentato dai microrganismi non patogeni.

	Germi patogeni
	N°
	%
	Germi alterativi (genere)
	N°
	%

	E. coli,  enteropatogeni
	7
	47
	Enterobacter spp.
	15
	43

	Staphylococcus aureus
	5
	33
	Klebsiella spp.
	3
	8

	Bacillus cereus
	2
	13
	Pseudomonas spp.
	3
	8

	Klebsiella pneumoniae
	1
	7
	Bacillus spp.
	4
	12

	
	Flavobacterium spp.
	2
	6

	
	Serratia spp.
	1
	3

	
	Citrobacter spp.
	1
	3

	
	Micrococcus spp.
	1
	3

	
	Muffe
	3
	8

	
	Lieviti
	2
	6

	TOTALE
	15
	100
	TOTALE
	35
	100


L’identificazione dei geni di patogenicità della specie E. coli è stata effettuata con il sistema Multiplex-PCR; i 7 campioni di latte in polvere positivi all’Escherichia coli attraverso il sistema API 20E, sono stati sottoposti a reazione di PCR. 

Muffe e lieviti rappresentano, pur non superando i limiti di legge, un ulteriore indicatore del grado di qualità, essendo ben rappresentati tra i germi alterativi.

CONCLUSIONI - I 10 campioni di latte liquido presi in esame sono risultati sterili.

Diciotto campioni di latte in polvere (30%) non sono conformi ai limiti di legge per almeno un parametro. Non è stato isolato Enterobacter sakazakii ma sono stati isolati 10 Enterobacter cloacae.

	Parametro           
	N°      
	%

	CMT
	2
	11

	CT
	11
	61

	St. aureus
	4
	22

	CT + St. aureus
	1
	6

	Totale
	18
	100


La presenza dei microrganismi isolati, nel corso di questo studio, nei latti in polvere per l’alimentazione della prima infanzia, può essere ricondotta a:

1) materia prima e ingredienti contaminati non sottoposti a congruo trattamento termico durante il processo di produzione;

2) contaminazione dell’ambiente di produzione dedicato ai “processi a secco”.

È sostenibile ritenere che la contaminazione avvenga tra il processo di spray-drying ed il confezionamento. Nodale è, quindi, il controllo dei microrganismi di derivazione enterica negli ambienti d’essiccazione, post-essiccazione e pre-confezionamento, con l’applicazione rigida di GMP e GHP.  L’analisi del rischio deve essere molto approfondita e devono essere considerati  come CP  i filtri per l’aria o per l’acqua, i setacci, i rilevatori di metalli e di magneti, oltre che le temperature di pastorizzazione e di stoccaggio. Occasione d’essenziale prevenzione sono le “dry conditions” (condizioni d’assenza d’umidità) ”in tutta l’area ad elevata igiene”, giacché l’aumento d’umidità è direttamente proporzionale alla crescita delle Enterobacteriaceae. 

È auspicabile che siano sviluppate ricerche, in modo più ampio e organico, in tema di “disegno igienico” di questa particolare preparazione lattea al fine di non derogare su precise, rigorose misure di prevenzione. 
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