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RESUMO

A bactéria patogénica Enterobacter sakazakii € um microorganismo emergente que
provoca maleficios a saude de bebés prematuros podendo causar surtos de sepse,
meningite e enterocolite necrozante, sendo seu principal veiculo de transmissao as
féormulas infantis. O presente estudo confirmou que os ingredientes usados nha
formulacdo de alimentos infantis, tais como leite em pd, amido e agucar, entre outros,
também apresentam contaminacao por essa bactéria, como previamente alertado pela
FAO/WHO. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desempenho do método BAX®
(DuPont) em comparagdo com o método ISO/TS 22964:2006 para deteccéo de E.
sakazakii em alimentos. Os resultados sugerem que nenhum dos métodos alcancou

prevaléncia de satisfacao.

ABSTRACT

The pathogenic bacterium Enterobacter sakazakii is an emergent microorganism that is
prejudicial to the health of premature babies, being able to induce sepsis, meningitis
and necrotizing enterocolitis. Infant formulas are currently considered the main vehicle
of transmission of the E. sakazakii. In this study we confirmed that the ingredients used
in the infant food preparation, such as powder milk, starch and sugar, also presents
contamination for this bacterium, as previously alerted by FAO/WHO (2004). The
objective of the present work was to evaluate the performance of the BAX® system
(DuPont) in comparison with the ISO/TS 22964:2006 method for detection of E.
sakazakii in foods. The results suggest that none of the methods reached the

prevalence of satisfaction.
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1. INTRODUCAO

A bactéria patogénica Enterobacter sakazakii € um microorganismo emergente que
pertence a familia Enterobactericeae, com as seguintes caracteristicas: morfologia de
bastonete, oxidase negativo, Gram negativo, flagelos peritriquios, ndo esporogénico e
anaerodbio facultativo. Desenvolve-se basicamente utilizando glicose ou citrato como

Unicas fontes de carbono e energia.

O reservatorio natural dessa bactéria ainda € desconhecido, porém outros membros
do mesmo género sao normalmente encontrados em fezes humanas e de animais, no

esgoto, na agua e no solo. (GILLIO, 2006).

A literatura descreve que Enterobacter sakazakii representa perigo severo
principalmente em bebés prematuros, bebés com baixo peso ao nascer que
necessitem de cuidados na UTI, e aquelas criancas de até um ano de idade com
problemas de saulde, pois tem causado surtos de sepse, meningite neonatal e
enterocolite necrozante em varias partes do mundo, porém pouco se sabe sobre os

mecanismos especificos de viruléncia dessa bactéria.

O principal veiculo de transmisséo se faz em formulas infantis desidratadas, utilizadas
em hospitais e maternidades para a preparacdo de mamadeiras justamente para a

populacéo de risco.

Segundo a FAO/WHO, 2004, os ingredientes usados para a formulagédo de alimentos
infantis como: leite em pod, amido, lactose, sacarose, entre outros, também podem

apresentar alto risco de conter Enterobacter sakazakii.

Métodos de analise vém sendo estudados para a utilizacdo na deteccdo de
Enterobacter sakazakii. Basicamente todos seguem as mesmas etapas, com algumas
variacbes como: meio de cultura, tempo e temperatura de incubacao, entre outras. Os
métodos utilizados nos Ultimos anos sdo: Muytjens et.al.(1988), Nazarowec-
White&Farber(1997), Food and Drug Administration(FDA,2002), ISO/TS 22964 (2006)
e Sistema BAX® (DuPont).

O método ISO/TS 22964 (2006) é recente e o primeiro efetivamente direcionado a
bactéria estudada, pois utiliza meios de cultura diferenciados que permitem uma

melhor selecdo e diferenciacdo de E. sakazakii das enterobactérias acompanhantes,



criando desse modo condi¢des favoraveis e mais competitivas para E. sakazakii em

relacdo as outras enterobactérias.

O Sistema BAX® (DuPont) também é um método recente e rdpido de auséncia ou
presenca, totalmente automatizado e que identifica um fragmento genético, especifico

e Unico de E. sakazakii.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM

Foram analisadas 65 amostras coletadas no varejo ou fornecidas pela industria,

analisadas sem contaminacéo artificial.

2.2 METODOS

2.2.1 METODO ISO/TS 22964 (2006)

A amostra foi homogeneizada em Agua Peptonada Tamponada (BPW) na diluicio
1:10 (100g da amostra em 900m| de BPW) e incubada a 37+1°C por 18+2h.

Foi transferido 0,1ml do BPW para 10 ml de Caldo Lauril Sulfato Triptose Modificado
Vancomicina (mLST-V) e incubado a 44+0,5°C por 24+2h.

Plagueamento diferencial: Foi estriado uma algada do mLST-V em uma placa de ESIA
e incubada a 44+1°C por24+2h. Foi verificada a presenca de col6nias tipicas: verdes

ou verde azuladas.

Havendo colbnias tipicas na placa de ESIA, foram selecionadas cinco colbnias para a
confirmacdo e, havendo menos de cinco, foram selecionadas todas. Cada col6énia
selecionada foi inoculada por estrias em uma placa de Agar Tripticase de Soja (TSA) e
incubada a 25+1°C por 44-48h. Foi verificada a presenca de colonias tipicas

(amarelas). Nessa etapa do trabalho, ndo havendo colbnias tipicas no ESIA, ou



havendo menos de cinco, colbnias atipicas foram isoladas em seu lugar. Da mesma
forma, na triagem das culturas em TSA. As colbnias atipicas também foram
submetidas a confirmacéo, para avaliar com que frequéncia E. sakazakii apresenta

caracteristicas atipicas em ESIA ou TSA.

Em caso positivo, foi selecionada uma colénia amarela para a confirmagéo. Quando o
resultado foi negativo, foram selecionadas outras colénias. A confirmacao foi realizada

em galeria APl 20E, com incubacéo de 36+2°C por 24h.

2.2.2 METODO SISTEMA BAX ® (DuPont)

A amostra foi homogeneizada em mLST-V na diluigdo 1:10 e incubada a 44+0,5°C por
24+2h. Foi transferido 10ul do mLST-V para 500ul de caldo Infusdo Cérebro Coracédo
(BHI), e incubado por 3 horas a 35-37°C.

Reacdao de lise: foi transferido 5ul de cada amostra enriquecida (BHI) para os tubos de
lise. Foi efetuada a reacéo lise da seguinte maneira: os tubos foram aquecidos a 37C
por 20 minutos e, em seguida a 95C por 10 minutos. Em seguida foram transferidos

para o bloco de resfriamento e mantidos resfriados por cerca de 5 minutos.

Reacdo de PCR: foi transferido 50ul da amostra lisada para os tubos de PCR. Os
tubos de PCR foram levados até o termociclador e foi dado inicio ao processo do
equipamento que leva cerca de trés horas e meia para ser completado. Apés o término
do ciclo os resultados sdo dados como positivo (vermelho) ou negativo (verde) no
monitor. Para as amostras positivas no método BAX®, uma aliquota de 250pl foi
retirada do caldo mLST-V e inoculada em ESIA (plaqueamento em superficie). O
ensaio foi continuado conforme o método ISO 22964, item: plagueamento diferencial.
Esse procedimento foi repetido também a partir dos tubos de BHI. Esse procedimento

¢ feito para confirmacdo em ESIA do resultado positivo presuntivo do BAX.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, 191 cepas isoladas foram submetidas a confirmacdo nas galerias APl 20E.

Todas essas cepas foram identificadas como enterobactérias. Dessas 191 cepas, 24



foram identificadas como E. sakazakii, agrupadas em trés perfis do API 20E. Dessas
24, 19 (79%) apresentaram caracteristica tipica em ESIA, enquanto 5 (21%) ndo. Em

TSA, 19 (79%) apresentaram caracteristica tipica, enquanto 5 (21%) foram atipicas.

De 65 amostras analisadas, 23 (35%) apresentaram resultado positivo presuntivo no
PCR do Sistema BAX®, dessas 23 apenas duas (8,6%) foram confirmadas
culturalmente. Foi observada uma diferenca significativa entre o nimero de amostras
positivas presuntivas no PCR do BAX® e o numero de amostras confirmadas
culturalmente, no isolamento em ESIA, pois a Association of Official Agricultural
Chemists (AOAC) considera o resultado do PCR como presuntivo, valendo como final

o resultado da confirmagéo cultural.

Na comparacdo entre os resultados positivos presuntivos do BAX® (PCR) e os
resultados confirmados culturalmente em ESIA, houve 21 (91%) amostras com
resultados discordantes. Em todas essas amostras, o presuntivo foi positivo, mas a
confirmacado cultural foi negativa, ou seja, das 23 amostras positivas presuntivas
apenas duas foram confirmadas culturalmente. Esses resultados positivos presuntivos
parecem indicar uma alta taxa de falsos positivos ho PCR do método BAX®. Isso pode
ser devido a possibilidade de que o PCR seja mais sensivel que os métodos culturais,
sinalizando E. sakazakii em concentracfes que os demais métodos ndo conseguem
detectar, ou que o microrganismo esteja injuriado e por iSso ndo consiga crescer na
confirmacao cultural, ou até mesmo que o microrganismo esteja morto, mas mesmo
assim o método BAX consegue detecté-lo pois identifica seguimentos de DNA porém o
microrganismo ndo cresce na confirmacdo cultural. Outra hipotese € que por essa
bactéria ser um microrganismo recente, o segmento de DNA que o Sistema BAX
utiliza na identificacdo dessa bactéria seja conservado entre as enterobactérias e ndo

exclusivo e Unico da E. sakazakii. Essas dlvidas ainda ndo foram esclarecidas.

Em relacdo & comparacéo entre os métodos 1SO 22964 e BAX® confirmado em ESIA,
de 65 amostras analisadas, 4 foram positivas com trés resultados discordantes (75%):
2 amostras positivas na ISO e negativa no BAX e uma amostra positiva no BAX e
negativa pelo método ISSO. A amostra positiva em ambos os métodos apresentou
coldnias atipicas nos agares ESIA e TSA, a partir do método ISO, porém estas
coldnias atipicas foram confirmadas pelo “Kit” APl 20E como pertencente a espécie E.

sakazakii, como pode ser observado no quadro 1.



Quadro 1 — Resultados de deteccdo de Enterobacter
sakazakii entre os métodos 1SO 22964 e Sistema BAX.

Amostra Sistema BAX ISO 22964
(Confirmado)
2496/07 + +
3890/07 - n
5850/07 + _
5851/07 - n

Dentre as 4 amostras positivas, 3 delas sao ingredientes utilizados na formulacdo de
alimentos infantis: uma de soja, duas de leite em p6 e apenas uma férmula infantil

para lactentes.

4. CONCLUSAO

O numero de amostras analisadas ainda é baixo para conclusfes definitivas, mas
esses resultados sugerem que uma porcentagem significativa de coldnias atipicas no
método da ISO estd sendo confirmada como E. sakazakii. Em funcdo disso, é
importante continuar isolando colénias atipicas para confirmagdo, na auséncia de
colbnias tipicas. Porém isso pode se tornar uma problematica do método em rotina de

laboratério, demonstrando a necessidade de melhora na detec¢do do microrganismo.

E importante a confirmacédo do resultado presuntivo do PCR BAX® no meio de cultura
ESIA, devido a freqiiéncia com que o resultado presuntivo do BAX® tem se mostrado

positivo embora a confirmacao cultural seja negativa ou sem crescimento.

Os resultados demonstram a importancia de analisar também os ingredientes usados
para a formulacao de alimentos infantis, e também os ingredientes do produto final, ou
seja, ampliar os tipos de alimentos analisados para deteccdo de E. sakazakii e ndo

apenas as formulas infantis.

A comparacdo do desempenho entre os métodos torna-se um desafio, pois a
discordancia entre eles foi alta, e a Unica amostra que coincidiu com resultados
positivos em ambos os métodos, o método da ISO foi a partir de colbnia atipica.

Nenhum dos métodos obteve prevaléncia de satisfacdo, das 4 amostras positivas, em



3 delas o0 método da ISO conseguiu identificar o microrganismo, enquanto o método
BAX® conseguiu identificar em 2 amostras, sendo uma coincidente com o método da
ISO e outra ndo. Como o0 numero de amostras positivas foi baixo, ainda ndo podemos
concluir qual método apresenta melhor desempenho na deteccdo de E.sakazakii,

contudo o método da ISO parece superior ao do Sistema BAX.

Ainda s8o necessarios muitos estudos e pesquisas sobre E.sakazakii e suas
caracteristicas a fim de desenvolver ou melhorar os métodos de deteccdo dessa

bactéria.
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