1. INTRODUGAO

Enterobacter sakazakii € uma bactéria Gram-negativa, em forma de
bastdo, pertencente a familia Enterobacteriaceae. Esta espécie nao faz parte da
microbiota normal do trato gastrointestinal humano ou animal e € reconhecida
como um potencial patdégeno emergente de origem alimentar (FARBER, 2004).

Até os anos 80, E. sakazakii era conhecido como “Enterobacter cloacae
pigmentado de amarelo”. Entretanto, estudos de homologia de DNA,
caracteristicas bioquimicas, capacidade de produzir pigmento (FARMER et al.,
1980), incapacidade de fermentar D-sorbitol e principalmente, a atividade da a-
glucosidase, indicaram ser esta espécie unica e diferente de Enterobacter
cloacae (NAZAROWEC-WHITE; FARBER, 1997a).

O reservatorio natural de E. sakazakii € ainda desconhecido, entretanto,
outros membros do mesmo género sao normalmente encontrados em fezes
humanas e de animais, no esgoto, na agua e no solo (SAKAZAKI, 1974). Relatos
demonstram que o microrganismo pode ser isolado em diversos tipos de
ambientes e alimentos (LECLERCQ et al., 2002; IVERSEN; FORSYTHE, 2004;
MUYTJENS; KOLLEE, 1990; KANDHAI et al., 2004a).

De maneira geral, Enterobacter sédo considerados patdgenos oportunistas
que raramente causam doenca em individuos saudaveis. E. sakazakii, no
entanto, tem sido relacionado a diversos surtos e casos esporadicos de doencas
envolvendo neonatos debilitados. Por esta razdo, este microrganismo vem
ganhando atengao de autoridades de saude publica em diversos paises (WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 2004; LAI, 2001).



Pouco se sabe sobre sua ecologia, taxonomia (WHO, 2004) e sobre o seu
mecanismo de viruléncia especifico, mas o microrganismo parece ter uma
propensao a infectar o sistema nervoso central, causando meningite, cistos ou
abscessos cerebrais (LAI, 2001).

A morbidade relacionada a infeccdo causada por E. sakazakii € muito
baixa, tendo sido relatada por STOLL et al. (2004) como sendo de 1:10660 bebés
com peso muito baixo. Ja a taxa de mortalidade é bastante elevada, com relatos
variando entre 20 e 80 por cento dependendo da fonte de informagdo (WHO,
2004; FARBER, 2004) com neonatos indo a 6bito poucos dias apds o parto. Os
pacientes que se recuperam podem apresentar sequelas neuroldgicas severas,
como hidrocefalia, tetraplegia e desenvolvimento neuroldgico retardado
(FARBER, 2004).

Com relacao a viruléncia de E. sakazakii, parece haver variagbes entre
diferentes cepas. O estudo realizado por BLOCK et al. (2002) sugere que existam
diferentes biotipos do microrganismo com capacidade em causar doenga em
humanos.

Alguns fatores de viruléncia de E. sakazakii foram descritos por
PAGOTTO et al. (2003). Nesse trabalho, o primeiro a descrever algum fator de
viruléncia do microrganismo, dezoito cepas de E. sakazakii isoladas de casos
clinicos e de alimentos foram avaliadas quanto a sua capacidade em causar a
morte de camundongos recém-nascidos. Eles verificaram que enquanto algumas
cepas sao virulentas e capazes de causar a morte de camundongos, outras

cepas sao avirulentas.



A infeccao por E. sakazakii é rara sendo que, ao redor do mundo, ha até o
momento 76 casos documentados (GURTLER et al., 2005), mas de acordo com o
relato da WHO (2004), este numero provavelmente é subestimado. Isto ocorre
porque muitos laboratérios clinicos ndo pesquisam o organismo e também por
falhas nos sistemas de relato de doengas.

A populacdo de maior risco sdo os bebés prematuros, bebés com baixo
peso ao nascer que necessitem de cuidados especiais (UTlI neonatal) e
imunocomprometidos de qualquer idade (UNITED STATES, 2003).

De particular preocupagao para alguns paises em desenvolvimento é o
montante de criangas filhas de mulheres portadoras de HIV, uma vez que estas
criangas devem receber formulas infantis em pd e sdo mais suscetiveis a
infeccao (WHO, 2004).

Apesar da principal sindrome relacionada ao E. sakazakii ser a meningite
severa, também podem ocorrer enterocolite necrotizante, bacteremia e
septicemia (NAZAROWEC-WHITE; FABER 1997a; SIMMONS et al., 1989; VAN
ACKER et al., 2001; LAI, 2001).

A maior suscetibilidade dos recém-nascidos, principalmente dos bebés
prematuros, a este microrganismo pode ser decorrente do pH menos acido de
seu estdbmago quando comparado ao estdmago dos adultos (WHO, 2004).

Mesmo néo tendo sido claramente identificados o reservatério e o modo de
transmissdo de E. sakazakii, relatos tém demonstrado que férmulas infantis
desidratadas, a base de leite, foram a fonte da infeccdo e o veiculo da bactéria
(NAZAROWEC-WHITE; FARBER, 1997b; SIMMONS et al., 1989; VAN ACKER et

al., 2001; MUYTJENS et al., 1988).



Em 1961, na Inglaterra, foi publicado o primeiro relato de meningite de
evolugdo fulminante em dois recém-nascidos, causada por uma variante de
Enterobacter cloacae, formadora de coldénia amarela. Ambos morreram de
infeccao generalizada apdés alguns dias de vida. A incubadora foi implicada como
fonte da contaminacéo bacteriana (URMENYI; FRANKLIN, 1961).

MONROE; TIFT (1979) descreveram o primeiro caso de bacteremia
neonatal ocorrido no Estado de Geodrgia (EUA) associado com E. sakazakii. A
infeccdo ocorreu seis dias apds o0 nascimento e o recém-nascido foi hospitalizado
apresentando febre elevada e irritabilidade. O microrganismo foi isolado de
amostra de sangue e seguiu-se o tratamento com ampicilina. Aos dois meses de
idade, exames revelaram crescimento e desenvolvimento normais do bebé.

KLEIMAN et al. (1981) descreveram um caso de meningite severa em um
bebé com cinco semanas de vida no Estado de Indiana (EUA). A infeccao,
causada por E. sakazakii, resultou na necrotizagcao do cérebro com formacéao de
abscessos e a compartimentalizagdo dos ventriculos cerebrais. O microrganismo
foi identificado no fluido cérebro-espinhal.

MUYTJENS et al. (1983) relataram, na Holanda, oito casos de meningite
neonatal e septicemia por E. sakazakii, associados ao leite em p6 contaminado. A
taxa de mortalidade imediata foi de 75% (seis neonatos). Os dois sobreviventes
apresentaram hidrocefalia e um deles apresentou sequelas (retardamento fisico e
mental). Ambos vieram a falecer apos 29 meses e 16 meses, respectivamente.

ARSENI et al. (1987) descreveram, numa Unidade de Terapia Intensiva na
Grécia, 11 casos de infeccdo por E. sakazakii em neonatos, ocorridos de

setembro a outubro de 1984. O microrganismo nao foi isolado do sangue, mas



sim, da garganta e do reto dos neonatos que apresentaram sinais clinicos
severos de septicemia, sendo detectada meningite em um dos casos. Dos 11
neonatos, quatro vieram a falecer, resultando numa taxa de mortalidade de 37%.

SIMMONS et al. (1989) relataram em Memphis, Tennessee (EUA),
infeccbes em neonatos causadas por E. sakazakii, envolvendo quatro recém-
nascidos. As infecgdes foram relacionadas ao consumo de formulas infantis em
p6é contaminadas. Os pacientes apresentaram bacteremia e/ou septicemia,
infeccao no trato urinario, diarréia sanguinolenta, entre outros sintomas. Todos os
bebés responderam aos antibidticos administrados e se recuperaram sem
complicagdes.

BIERING et al. (1989) descreveram trés casos de infeccao neonatal em
um hospital na Islandia, ocorridos entre 1986 e 1987 e causados por E. sakazakii.
Dois dos neonatos nasceram normais e sobreviveram a infeccdo, mas
apresentaram sequelas graves e irreversiveis (danos cerebrais). O terceiro,
nascido com sindrome de Down e ma formacao cardiaca severa, veio a falecer
apos alguns dias de vida. Na avaliagao realizada, o patégeno nao foi isolado dos
utensilios usados na preparagcédo da formula e nem do ambiente (bergario ou
lactario). Entretanto, estava presente em varios lotes de férmulas infantis em pé
utilizadas no hospital no aleitamento dos bebés.

Bacteremia nosocomial foi relatada em crianca com seis meses de vida em
Baltimore (EUA) tendo E. sakazakii e Leuconostoc mesenteroides sido
identificados como sendo os agentes causadores. De acordo com os
pesquisadores, esses microrganismos nao foram isolados de amostra de formula

em po, mas sim, do liquidificador utilizado no hospital para a reconstituicdo da



férmula. Foram administrados gentamicina e ampicilina e a crianga sobreviveu
(NORIEGA et al., 1990).

MUYTJENS; KOLLEE (1990) ressaltam que infeccdes de neonatos por E.
Sakazakii ocorridas na Holanda podem ter sido devido a ingestao de formulas
infantis contaminadas e n&o pela transmissao vertical da mae ao recém-nascido
durante o nascimento.

Na revisao realizada por LAI (2001) constam cinco casos de infecgdes por
E. sakazakii, ocorridos entre janeiro de 1995 e dezembro de 1996, em
Massachusetts (EUA), envolvendo individuos imunocomprometidos com 3, 39,
73, 76 e 82 anos de vida. Somente os dois pacientes mais novos sobreviveram
apos tratamento com antibioticos.

VAN ACKER et al. (2001) descreveram o que ficou conhecido como “surto
da Bélgica”. Neste surto 12 neonatos foram infectados por E. sakazakii ainda no
hospital desenvolvendo enterocolite necrotizante (NEC), com falecimento de duas
criangas. O microrganismo foi isolado de aspirado estomacal, “swab” do anus
e/ou amostra sanguinea de 6 dos 12 pacientes. Tipificagdo molecular indicou
similaridade genética entre cepas isoladas dos pacientes e aquelas isoladas das
mamadeiras preparadas e as obtidas das embalagens fechadas de formulas
infantis (Alfaré-Nestlé) utilizadas no hospital. Este foi o primeiro estudo
relacionando a contaminacdo intrinseca de férmulas infantis em pd pelo E.
Sakazakii e o desenvolvimento de enterocolite necrotizante.

BAR-OZ et al. (2001) descreveram dois casos de meningite neonatal

ocorridos em um hospital de Israel. Nesse estudo foi verificado que amostras



colhidas do liquidificador utilizado na reconstituicdo das formulas infantis foram
positivas para E. sakazakii.

Também em 2001, casos de meningite ocorridos em uma Unidade de
Terapia Intensiva neonatal, no Estado do Tennessee (EUA), foram
epidemiologicamente associados a um lote de férmula infantil em p6. Todas as
criangas que foram infectadas/colonizadas pelo microrganismo receberam a
féormula Portagen produzida pela Mead Johnson Nutritionals (CENTERS FOR
DIESEASE CONTROL AND PREVENTION, 2002).

BLOCK et al. (2002) descreveram quatro casos de bacteremia por E.
Sakazakii sendo trés criangas e um adulto. No primeiro caso infantil, a formula em
po reconstituida foi envolvida. No segundo, uma crianga desenvolveu conjuntivite
por E. sakazakii apos a cesariana. No terceiro caso, 0 microrganismo causou
meningite numa crianga que nasceu de parto normal. No adulto, o microrganismo
foi isolado do cateter utilizado para transplante de medula éssea.

Em dezembro de 2004, na Franca, quatro bebés de uma mesma
maternidade na regido de Paris apresentaram infecgbes por E. sakazakii. Dos
quatro, trés estavam recebendo férmula infantil desidratada da marca Pregestimil
(Mead Johnson Nutritionals) que foi incriminada como veiculo da infecgdo. A
contaminag&o do quarto bebé ocorreu, segundo os autores, provavelmente por
contaminacao cruzada dentro do bercario. A taxa de mortalidade neste surto foi
de 50% (FRANCE, 2004).

Esses casos ocorridos na Franga levaram a Mead Johnson a fazer a
recolha (“recall’) de lotes do produto distribuidos ao redor do mundo. Em 29 de

dezembro daquele ano, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)



proibiu, em todo o territdrio nacional brasileiro, o ingresso, a comercializagao, a
distribuicdo, a exposicdo ao consumo e ao uso da férmula infantil/produto “leite
infantil com ferro para lactentes”, em pod, das marcas Pregestimil e Enfamil
Pregestimil, fabricados na Holanda (BRASIL, 2004).

JARVIS (2005) descreveu uma infecgdo fatal associada com férmula
infantii em pd, em uma Unidade de Terapia Intensiva de neonatos, na Nova
Zelandia. O microrganismo foi isolado de amostra de sangue de um recém-
nascido prematuro, que mesmo apos tratamento com antibiéticos, veio a falecer
no 18° dia de vida.

Poucos sao os relatos de casos ou surtos de infecgao por E. sakazakii no
Brasil. O primeiro caso relatado foi descrito por OLIVEIRA et al. (1999). Os
autores investigaram um surto de infeccdo por E. sakazakii na unidade de
neonatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais e
implementaram algumas medidas no local visando a diminuigdo da contaminagao
hospitalar, dentre elas, refrigeracdo adequada do leite, a¢gdes educativas e
restricdes das internagcdes na maternidade.

SILVA et al. (2000) descreveram um surto de septicemia por Enterobacter
Sakazakii em sete pacientes (dois adultos, uma crianga e quatro neonatos) em
quatro Unidades de Terapia Intensiva durante setembro e outubro de 1998, em
diferentes hospitais publicos no Rio de Janeiro, Brasil. Os dois adultos vieram a
falecer.

O caso mais recente foi relatado por BARREIRA et al. (2003) que
descreveram um caso de meningite por E. sakazakii atendido no Hospital

Universitario da Universidade de S3o Paulo acometendo um bebé de 14 dias,



amamentado exclusivamente ao seio. Na cultura do liquor, foi detectada E.
Ssakazakii, causando no recém-nascido um mal convulsivo, seguido de edema
cerebral e extensa hemorragia, coma, abaulamento acentuado da fontanela e
disjungdo de suturas cranianas. O bebé nao respondeu ao tratamento com
antibidticos e veio a falecer no 15° dia de internagdo. Os autores ndo sugerem
qual a causa da infecgéo.

A maioria dos casos de infecgdes por E. sakazakii citados na literatura
referem-se a ocorréncia em neonatos. Entretanto, existem trabalhos relacionados
a infeccao em adultos.

HAWKINS et al. (1991) relataram um caso de bacteremia em paciente
idoso em Bethesda (EUA). LAl (2001) relata que em Massachusetts (EUA),
ocorreram casos de infeccdo por E. sakazakii em adultos, com idade superior a
39 anos, relacionados a bacteremia, osteomielite no pé, apendicite e sepsia biliar.
ONGRADI (2002) descreveu um caso, em um hospital de Budapeste, de infecgéo
vaginal pelo patogeno. Dentre estes estudos, nenhum descreve casos de
meningite em adultos.

Clinicamente, os sinais e os sintomas da meningite causada por E.
Sakazakii, como por exemplo, febre e irritabilidade (WILLIS; ROBISON, 1988) séao
semelhantes a sintomatologia da meningite causada por outras bactérias Gram-
negativas, porém, a frequéncia de complicacdes e a letalidade sdo mais elevadas
(LAI, 2001). Esta semelhanga de sintomas pode dificultar o tratamento.

Sao varios os patdogenos causadores de meningites no periodo neonatal.

Os mais frequentes sdo os bacilos entéricos Gram-negativos e os estreptococos



do grupo B, seguidos pela Listeria monocytogenes, Staphylococcus, Candida spp
e outros microrganismos mais raros (BARREIRA et al. 2003).

No preparo das férmulas infantis em pé utiliza-se o leite de vaca, que sofre
algumas alteragdes para simular o leite materno. Dentre estas alteragbes pode-se
citar a redugao no conteudo protéico e de minerais, aumento no conteudo de
carboidratos, aumento na relacdo Ca/P, adigdo de vitamina e de gordura
modificada (NAZAROWEC-WHITE, 1998).

Na producado de férmulas infantis em po6 processos diferentes podem ser
usados. De acordo com a WHO (2004), as férmulas infantis desidratadas podem
ser industrialmente preparadas de trés formas:

a) Processo umido: quando todos os ingredientes sdo misturados em uma
fase liquida, sdo submetidos a pasteurizacdo e s&o posteriormente
desidratados.

b) Processo seco: quando os ingredientes individuais sao preparados,
termicamente tratados quando adequado, desidratados e entdo misturados
a seco.

c) Processo combinado: quando parte dos ingredientes € processada
conforme descrito em a para produzir uma base a qual os outros
ingredientes sao adicionados, conforme b.

No Brasil, a unica empresa que produz férmulas infantis desidratadas
ainda utiliza o processo umido, mas ira mudar para o seco, para se alinhar com

as demais fabricas do grupo.
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Férmulas infantis em pdé s&o utilizadas quando as maes séao
impossibilitadas ou simplesmente optam por ndo amamentar seus filhos com o
leite materno (NAZAROWEC-WHITE; FARBER, 1997c).

As férmulas infantis em p6é tém sido consumidas com seguranga por
criangas por mais de 50 anos e constitui cerca de 80% do volume de férmula
infantil consumida no mundo todo. Como n&do € um produto estéril, pode conter
baixos niveis de patdégenos oportunistas, como por exemplo, E. sakazakii
(UNITED STATES, 2005).

A atividade de agua (ay) de formula infantil em pé é baixa, igual a 0,2
(BREEUWER et al., 2003), o que garante a sua estabilidade. EDELSON-
MAMMEL et al. (2005) demonstraram que E. sakazakii pode sobreviver por
periodos longos (dois anos) em formulas infantis desidratadas.

BREEUWER et al. (2003) verificaram que E. sakazakii possui capacidade
de sobreviver em ambientes com baixa atividade de agua e discutiram
mecanismos que a bactéria usa para sobreviver nessas condigdes, como por
exemplo, o acumulo de trealose nas células. Para isso, eles testaram “in vitro” a
resisténcia osmotica de E. sakazakii a uma a, igual a 0,934 (em caldo BHI
suplementado com 40 % de sorbitol) e a 45°C e observaram que o
microrganismo é mais resistente que Salmonella senftenberg, S. typhimurium e S.
enteritidis.

A fonte de contaminacgéo das férmulas infantis em pd néo esta totalmente
esclarecida, mas MUYTJENS et al. (1988) sugeriram que a contaminagdo com

Enterobacteriaceae pode ocorrer pds-processamento térmico.
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E importante destacar que as férmulas infantis incriminadas nos surtos e
casos de doencas relacionados a E. sakazakii e relatados até o momento
atendiam as especificagdes microbiologicas vigentes do Codex Alimentarius.
Estas especificacbes estabeleciam para coliformes um plano amostral onde para
cinco amostras examinadas (n), uma (c) poderia conter populagéo de coliformes
entre < 3 (m) e 20 (M) (FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION/ WHO
FOOD STANDARDS, 1979).

Em 2005, foi feita uma proposta de alteragdo do padrao Codex sugerindo a
auséncia de E. sakazakii em 10g, sendo que a amostragem deve ser
representativa de 30 unidades do mesmo lote (n=30) (UNITED STATES, 2005).
Este novo plano, mais estrito, visa garantir uma maior segurancga aos bebés.

Apesar de serem submetidas ao tratamento térmico durante seu
processamento, diferentemente da férmula infantil liquida, as formulas infantis
desidratadas nao recebem calor para tornarem-se estéreis (UNITED STATES,
2002a).

Por esta razdo, o Food and Drug Administration (FDA, EUA) tem se
preocupado cada vez mais com o uso desse produto na alimentagdo de recém-
nascidos prematuros em Unidades de Cuidado Neonatal Intensivo. Para
minimizar riscos de infeccdo tem sido recomendado por eles que as férmulas
infantis em po ndo sejam utilizadas nestas unidades, a menos que nao exista
outra alternativa disponivel (UNITED STATES, 2002a).

Isto por que mesmo baixos niveis de contaminagao por E. sakazakii em

férmulas infantis em p6 s&o considerados fator de risco significativo, dado ao
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potencial de multiplicagdo do microrganismo durante o preparo e o tempo de

espera, prévio ao consumo da férmula reconstituida (WHO, 2004).

Se a unica opcao disponivel para atender as necessidades nutricionais de
um recém-nascido em particular é a formula em po, o FDA sugere que as
seguintes medidas sejam tomadas para que os riscos de infeccdo sejam
reduzidos (UNITED STATES, 2002b):

a) Reconstituigdo da férmula em pd com &gua fervente e subsequente
refrigeracdo antes do uso. Deve-se reconhecer que provavelmente ocorrera
perda de algumas vitaminas (por exemplo, tiamina, acido ascorbico);

b) Preparagdo a cada refeicdo de somente um pequeno volume da féormula
reconstituida, a fim de reduzir o tempo que a féormula permanece em
temperatura ambiente;

c) Diminuigcdo do tempo de espera entre a preparagdo € 0 consumo, seja em
temperatura ambiente ou sob refrigeracao;

d) Reducgdo do tempo de permanéncia da férmula preparada em temperatura
ambiente, seja em mamadeiras, copos ou bolsa para a administracao
nasogastrica. Este tempo nunca deve exceder quatro horas.

Com relagdo a termotolerancia de E. sakazakii, FARMER et al. (1980)
avaliaram a capacidade de 57 cepas de E. sakazakii em multiplicar a diferentes
temperaturas e observaram que cepas do microrganismo podiam se multiplicar a
25, 36 e 45°C. Eles verificaram ainda que 15 das cepas testadas se multiplicaram
a 47°C, mas nenhum dos isolados o fez a 4 °C ou 50°C.

KINDLE et al. (1996) inocularam 10° UFC/ml de Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Enterobacter sakazakii, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
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aureus, Candida albicans, Mycobacterium em cinco amostras de formulas infantis
preparadas e verificaram uma diminuicdo significativa na populagdo dos
microrganismos apds aquecimento em microondas. Os autores concluiram que
esse tipo de aquecimento pode ser um método rapido e conveniente na reducao
da contaminag&o microbiana em férmulas infantis em p6 preparadas.

Em outro estudo, NAZAROWEC-WHITE; FARBER (1997a) observaram
que a temperatura maxima para multiplicagdo dos isolados de E. sakazakii esteve
entre 41°C (isolados de origem clinica e de alimentos) e 45°C (somente os
isolados de alimentos). Para as cepas estudadas, a temperatura minima de
multiplicacdo do E. sakazakii em formulas infantis reconstituidas foi de 5,5°C
tanto para os isolados clinicos como para os de alimentos. O tempo de geragao
para ambos os grupos foi de 40 minutos a 23°C (temperatura ambiente) e de 4,64
horas a 10°C (temperatura de refrigeracdo). Estes resultados indicam que o
patdgeno, se presente em formulas infantis reconstituidas mantidas em
temperatura ambiente, pode se multiplicar rapidamente.

NAZAROWEC-WHITE; FARBER (1997c) determinaram a resisténcia
térmica a 52, 54, 56, 58 e 60°C de um “pool” de 10 cepas de E. sakazakii (cinco
isolados clinicos e cinco de alimentos) em formula infantil em pé reconstituida. Os
valores D para cada temperatura foram, respectivamente, 54.8, 23.7, 10.3, 4.2 e
2.5 min. Com base nestes resultados, os autores concluiram que E. sakazakii é
um dos membros mais termotolerantes da familia Enterobacteriaceae
encontrados nos produtos lacteos.

NAZAROWEC-WHITE et al. (1999) verificaram a redu¢cédo em cerca de 5

log da populagdo de E. sakazakii suspensa em leite bovino apds tratamento
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térmico de 68°C por 16 segundos. Isto indica que a pasteurizagdo padrao é
suficiente para reduzir a populagéo do microrganismo a um nivel seguro.

Todas as 22 cepas E. sakazakii testadas por BREEUWER et al. (2003)
foram capazes de se multiplicar a 47°C em caldo infusdo de cérebro e coragcao
(BHI), resultado esse muito semelhante ao previamente encontrado por FARMER
et al. (1980).

Foérmulas infantis em po reidratadas foram inoculadas com 12 cepas E.
Sakazakii e posteriormente aquecidas a temperaturas de 56, 58, 60, 65 e 70°C
(EDELSON-MAMMEL; BUCHANAN, 2004). O valor Dsg variou de 30,5 a 591,9
segundos e o valor z da cepa mais termorresistente (isolado clinico) foi de 5,6°C.
Estes autores concluiram que cepas diferentes podem apresentar diferentes
respostas ao tratamento térmico.

LEE et al. (2006) compararam a eficiéncia da reidratagcao de formulas com
agua aquecida a 80°C e a utilizagdo de irradiagao com cobalto 60 para redugao
da populacao de E. sakazakii em férmulas infantis desidratadas. Eles verificaram
uma reducdo de 3 log na populagdo tanto empregando 3 KGy como agua
aquecida a 80°C na reidratagcdo da férmula e que com 5 KGy, o microrganismo

nao pode ser recuperado.

Ainda sdo poucos os estudos sobre ocorréncia de E. sakazakii em

féormulas infantis desidratadas.
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MUYTJENS et al. (1988), na Holanda, examinaram 141 amostras
provenientes de 35 paises, quanto a presenca de membros da familia
Enterobacteriaceae. E. sakazakii foi isolado em 20 amostras (14%).

No Canada, NAZAROWEC-WHITE; FARBER (1997a) avaliaram a
ocorréncia de E. sakazakii em 120 latas de férmulas infantis de cinco produtores
e lotes diferentes, encontrando oito amostras positivas (6,7%).

IVERSEN; FORSYTHE (2004), na Inglaterra, avaliaram a presenca de E.
Sakazakii em 82 amostras de formulas infantis e verificaram que duas (2,4%) das
férmulas examinadas continham o microrganismo.

No Brasil, SANTOS et al. (2005) avaliaram 86 amostras de férmulas
infantis em po6, 20 amostras de férmulas reconstituidas e cinco amostras de
amido. Do total de amostras analisadas, doze (14%) férmulas em pd e quatro
(80%) amostras de amido apresentaram o microrganismo. E. sakazakii nao foi

detectado nas amostras de formulas reconstituidas analisadas.

MUYTJENS; KOLLEE (1990), na Holanda, investigaram a presenca de E.
Sakazakii numa grande variedade de amostras: fezes de gado bovino, roedores e
de passaros, na superficie corpérea de pacientes em hospitais e de animais,
aguas superficiais, lama, sementes, solo, madeira em decomposig¢do e no leite
cru de bovinos, porém nao isolaram o patégeno.

E. sakazakii também ja foi isolado a partir de leite humano armazenado em
banco de leite, segundo estudo de NOVAK et al. (2001) realizado no Rio de
Janeiro, RJ, Brasil. Os autores relataram a identificagdo de trés (0,2%) isolados

de E. sakazakii dentre os 873 obtidos a partir das amostras examinadas.
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SORIANO et al. (2001), na Espanha, isolaram E. sakazakii de alface “in
natura” (um entre 40 amostras), mas nao de alface processada pronta para o
consumo. Na Franca, LECLERCAQ et al. (2002) verificaram que outros alimentos
também podem abrigar o patégeno, como queijos, carne bovina moida,
embutidos e hortaligas.

Visto que o organismo né&o faz parte da flora intestinal normal humana e
dos animais, IVERSEN; FORSYTHE (2003) sugerem que o solo, agua e os
vegetais possam ser as principais fontes ambientais e em segundo plano, os
vetores como os ratos e as moscas contribuiriam para a disseminagao da
contaminagcdo. A importancia das moscas como vetores, foi comprovada por
HAMILTON et al., (2003) que verificaram que o E. sakazakii pode ser encontrado
no trato gastrointestinal de insetos.

IVERSEN; FORSYTHE (2004) isolaram E. sakazakii, na Inglaterra, de
alimentos secos (incluindo proteina de soja, coco ralado, améndoas, pistaches),
de queijos, ervas e condimentos.

NASSEREDDIN; YAMANI (2005) avaliaram a qualidade microbiolégica de
65 amostras de duas bebidas nao alcodlicas preparadas, a base de extratos de
plantas e tradicionalmente consumidos na Jordania e em outros paises arabes
durante os meses do verdo e o Ramada. A presenca do E. sakazakii foi
confirmada somente em uma das duas amostras positivas para membros da

familia Enterobacteriaceae.

KANDHAI et al. (2004b), na Holanda, verificaram que E. sakazakii pode

estar amplamente distribuido tanto no ambiente doméstico como no industrial

17



(fabricas produtoras de leite em pd, massas, cereais, chocolate, farinha de batata
e condimentos). O microrganismo foi isolado em 35 de 147 amostras
provenientes de nove fabricas de alimentos e em 16 casas avaliadas.

KANDHAI et al. (2004a) também analisaram 152 amostras ambientais,
obtidas em trés fabricas diferentes produtoras de leite em pd. Os autores
isolaram E. sakazakii em 18 (12%) amostras, como por exemplo, na poeira, nos
sacos de aspirador e em residuos proximos aos equipamentos.

As industrias produtoras de leite em pd, ou de féormulas infantis, podem
apresentar diferencas em varios aspectos, desde os materiais utilizados na sua
construgcdo, a idade da fabrica, o “design”, até a facilidade de limpeza do
ambiente e isto pode influenciar diretamente no nivel de eficiéncia do controle da
contaminagao microbiana no ambiente (GURTLER et al., 2005).

RESTAINO et al. (2006) em lllinois (EUA), nao encontraram o
microrganismo em 20 amostras de férmulas infantis em pd analisadas, mas
isolaram E. sakazakii de farinha de trigo, milho, soja e de arroz (17,9% das
amostras analisadas), de cereais infantis em p6 (33,3%), do ambiente (8%) e de
vegetais e condimentos secos (20%).

MRAMBA et al. (2006) isolaram E. sakazakii em duas (0,2%) das 928
moscas de estabulo (Stomoxys calcaitrans L.) analisadas e coletadas em Kansas
e na Florida nos EUA. O isolamento do microrganismo associado as moscas de
estabulo indica, que o esterco animal é uma reserva natural em potencial deste

patdgeno.
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Nos casos de doencgas provocadas por férmulas infantis administradas em
hospitais, estudos tém demonstrado a importancia de equipamentos e utensilios
utilizados no preparo dessas formulas como fonte de E. sakazakii.

MUYTJENS; KOLLEE (1990) associaram a contaminagdo de
liquidificadores e de escovas de limpeza utilizadas nas cozinhas, com doencas
infantis causadas por E. sakazakii.

BLOCK et al. (2002) ndo isolaram o microrganismo em férmulas infantis
em po, mas sim na formula reconstituida e no liquidificador utilizado para o seu
preparo, em um hospital de Jerusalém.

A presenca de E. sakazakii em equipamentos e utensilios pode ser
decorrente de sua capacidade em aderir as superficies e formar biofilmes.
IVERSEN et al. (2004b) investigaram o potencial de cepas de E. sakazakii em
formar biofilmes em materiais comumente encontrados tanto em ambiente
industrial como domeéstico tais como o silicone, latex, policarbonato (usado na
confeccao de mamadeiras) e acgo inoxidavel. A formagao de biofilme foi verificada
em todos os materiais.

A capacidade de formacao de biofiimes, combinada com a alta resisténcia
ao estresse osmotico de E. sakazakii, pode facilitar a sua persisténcia no
ambiente, permitindo a colonizacdo de equipamentos utilizados na preparagcao
dos alimentos (LEHNER; STEPHAN, 2004).

O grande problema relacionado a presenca de biofilmes € que eles s&o
mais resistentes a acdo de agentes quimicos e fisicos usados no processo de

higienizagdo do ambiente (MOSTELLER; BISHOP, 1993).
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Da mesma forma que ocorre na industria ou em lactarios, os biofilmes de
E. sakazakii também podem se formar no ambiente doméstico. Por esta razao
IVERSEN et al. (2004b) recomendam que mamadeiras e utensilios usados na
preparagcdo da formula em pé infantil sejam limpos logo apds a sua utilizagao,

eliminando ou minimizando a formacéao de biofilmes.

1.1 METODOS PARA DETECGAO DE E. sakazakii

MUYTJENS et al. (1984) demonstraram que é possivel distinguir, de forma
simples e rapida, E. sakazakii de outras Enterobacteriaceae através da reacéo de
a-glucosidase.

Por estar presente em baixos numeros nos alimentos, as metodologias
descritas até o momento para pesquisa de E. sakazakii em férmulas infantis,
baseiam-se na técnica do numero mais provavel (NMP), empregando-se um ou
dois enriquecimentos.

Em 1988, MUYTJENS et al. descreveram o primeiro método quantitativo
para o isolamento de E. sakazakii de féormulas infantis em p6. Nesse método,
por¢coes de 100g, 10g e 1g, em triplicata, sdo pesadas e diluidas na proporgao
1:10 com agua peptonada tamponada (BPW) a 45°C e incubadas “overnight” a
36°C. Aliquotas de 10ml sao transferidas para 90ml de caldo de enriquecimento
para Enterobacteriaceae (EEB) e incubadas por 18 horas a 36°C. Apds o periodo

de incubacao, 1ml é semeado em profundidade em agar glicose bile vermelho
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violeta (VRBGA) e incubado por 18 horas a 36°C. Cepas caracteristicas de
Enterobacteriaceae s&o entdo cultivadas em agar sangue de carneiro e em agar
eosina azul de metileno (EMB). Col6nias sao confirmadas como E. sakazakii
através do teste de produgédo de colbnias amarelas em agar nutriente apds 48
horas a 25°C, producdo de DNASE extracelular em agar azul de toluidina e
reacao positiva a-glucosidase. O APl 20E pode ser usado para identificar as
cepas. A populacdo de Enterobacteriaceae é determinada pela técnica do
numero mais provavel (NMP).

NAZAROWEC-WHITE; FARBER (1997a) utilizaram o método proposto por
MUYTJENS et al. (1988) com modificagao. Ao invés de BPW, a amostra em po é
suspendida em agua estéril. Colbnias presuntivas de E. sakazakii também sao
confirmadas através do sistema de identificagdo bioquimica APl 20E e a
populacdo do microrganismo sao estimadas empregando-se numero mais
provavel.

O método proposto pelo FDA (UNITED STATES, 2002a) é muito
semelhante ao utilizado por NAZAROWEC-WHITE; FARBER (1997a). A principal
diferenca estda na semeadura do enriquecimento secundario em duas placas
contendo VRBGA, sendo uma semeadura por esgotamento e outra por
espalhamento superficial (0,1ml) e ambas sdo incubadas a 36°C por 18 horas.
Além disso, até cinco colbnias sao transferidas para placa contendo agar soja
tripticase (TSA) e incubadas a 25°C por 48-72 horas. Colénias de cor amarela

intenso no agar TSA sado consideradas suspeitas de E. sakazakii e sao
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submetidas ao teste de producdo de oxidase, identificagdo empregando-se o kit
API-20E e a avaliagéo da produgéo de a-glucosidase.

GUILLAUME-GENTIL et al. (2005) descrevem um método para detectar e
identificar E. sakazakii em amostras de ambiente. Estes autores sugerem que
apos o enriquecimento primario em agua peptonada as amostras sejam
submetidas ao enriquecimento seletivo a 45°C em caldo lauril sulfato triptose
suplementado com 0,5M NaCl (mLST) e 10 mg de vancomicina /litro de caldo por
22-24h. A seguir € semeada em TSA com sais biliares que é entdo incubado a
37°C por 24 horas com luz. O microrganismo nestas condi¢gées produz colénias
amarelas. Confirmacao das colOnias suspeitas de E. sakazakii é feita através do
teste de a-glucosidase e também empregando-se o APl 20E. Por esse método, o
microrganismo foi isolado em 40% das amostras testadas, mas em apenas em
26% das amostras analisadas pelo método preconizado pelo FDA (UNITED
STATES, 2002a).

Apesar dos meétodos mencionados basearem a identificagdo de E.
Sakazakii na capacidade deste microrganismo gerar colénias amarelas, sabe-se
que esta caracteristica muitas vezes pode falhar.

Para superar este problema, varios meios cromogénicos tém sido
desenvolvidos utilizando a capacidade de reagir com a a-glucosidase.

IVERSEN et al. (2004a) formularam um meio cromogénico chamado DFI
(agar Druggan-Forsythe-lversen) para a deteccéo seletiva do E. sakazakii. Esse
meio € baseado na reagdo de a-glucosidase, detectada através do 5-bromo-4-

cloro-indol-a-D-glucopiranoside (XaGlc). Na figura 1 tem-se uma placa de agar
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DFlI com colbnias de E. sakazakii (verde), Proteus (amarela) e Serratia
(vermelha). Este meio € comercializado pela Oxoid (Inglaterra).

Os Laboratérios R&F (EUA) também desenvolveram um meio cromogénico
para isolamento do E. sakazakii chamado “agar cromogénico de plagueamento
para E. sakazakii” (ESPM). O meio contém dois substratos cromogénicos, trés
agucares, indicador de pH e inibidores que contribuem para a seletividade e
propriedades diferenciais. As colbnias caracteristicas do microrganismo
apresentam-se de cor azul-escuro apés incubacgao a 35°C por 24 horas (figura 2).
RESTAINO et al. (2006) avaliaram a eficiéncia deste meio para o isolamento
presuntivo de colénias do microrganismo em amostras ambientais e de alimentos.

A empresa AES Laboratoire (Franga) desenvolveu o “4gar cromogénico de
isolamento do E. sakazakii” (ESIA) utilizado no método preconizado pela ISO (TC
34/SC 5N) (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION,
2004), onde colbnias tipicas do microrganismo apresentam-se na cor azul-
esverdeadas.

Além dos métodos convencionais descritos, ha também aqueles que
empregam a PCR (reacdo da polimerizacdo em cadeia), como € o caso do
sistema BAX®, da Du Pont ou ainda métodos empregando imunoseparagao como
o Pathatrix da Matrix MicroScience (Inglaterra).

O BAX é um meétodo de analise microbiolégica que pode ser empregado
tanto para alimentos como para amostras ambientais (BAX® System, 2000). O
sistema BAX® é automatizado e permite a detecgdo em tempo real da presenca
do patégeno. O teste consiste de um enriquecimento inicial da amostra, segundo

um protocolo especifico para o tipo de alimento. As amostras sdo, entéo,
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combinadas com uma solucdo de lise e tratadas termicamente, o que leva a
liberagdo do DNA. Os reagentes necessarios para a PCR e mais o corante
fluorescente “SYBR Green”, peletizados e pré-distribuidos em tubos de reagao,
sdo reidratados com a amostra lisada. Os tubos sao transferidos ao
termociclador/detector, onde ocorre a amplificagdo do fragmento de DNA
especifico ao microrganismo. O DNA amplificado gera um sinal fluorescente que
é interpretado pelo BAX® Os resultados sdo entdo, mostrados no monitor como
simbolos positivos ou negativos (BAX® System, 2000).

O sistema PATHATRIX, patenteado pela empresa Matrix MicroScience faz
uso de particulas paramagnéticas catidnicas revestidas de anticorpos especificos
aos patogenos alvo. A amostra de alimento, diluida 1:10, & circulada no
equipamento por um periodo de tempo permitindo o contato entre antigeno e
anticorpo. Apo6s este periodo € realizada a concentragdo das particulas
paramagnéticas e apos lavagem, estas podem ser utilizadas tanto para PCR
como para semeadura direta (PARTON et al., 2006). Os autores consideram o
equipamento simples e eficiente por requerer pouco tempo de trabalho e por
permitir o isolamento do microrganismo em populagbes tdo baixas quanto 10

UFC/100g de amostra.
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Figura 1. Placa de agar DFI com colbnias de E. sakazakii (verde), Proteus (amarela)
e Serratia (vermelha) (http://www.rapidmicrobiology.com/news/603h93p.JPG).
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Figura 2. Placa de agar ESPM com col6nias de E. sakazakii (azul-escuro),
Escherichia coli (verde) e Salmonella (amarela) e E. sakazakii em placa com
melibiose e sucrose.
http://www.biosynth.com/media/pictures_culture_media/enterobacter_sakazakii/
enterobacter-sakazakii.jpg)
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. OBJETIVOS

Avaliar a eficiéncia do meio cromogénico DFI na identificagdo do E.

sakazakii.

Verificar a eficiéncia das metodologias 1ISO (TC 34/SC 5N) modificada
(utilizacdo do meio DFI) e FDA (UNITED STATES, 2002a) empregadas

na enumeragao de E. sakazakii.

Avaliar a populagao de Enterobacter sakazakii e de Enterobacteriaceae
em formulas lacteas infantis, desidratadas, importadas ou nacionais,
especificas para a faixa 0-6 meses de idade comercializadas na cidade

de Sao Paulo, Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. CEPAS BACTERIANAS

As cepas bacterianas utilizadas no estudo foram Escherichia coli
ATCC8739 e Enterobacter aerogenes ATCC13048 pertencentes a colegcao de
culturas do Laboratério de Microbiologia dos Alimentos — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas-USP e Enterobacter sakazakii CDC7006 doado pela empresa
Nestlé. As cepas foram mantidas a - 70°C em caldo infusdo de cérebro e coracao

(BHI) adicionado de glicerol (20%).

3.1.2. FORMULAS INFANTIS

Foram examinadas 150 amostras de formulas lacteas infantis
desidratadas, de diferentes produtores e marcas comerciais, para alimentacao de
bebés de 0-6 meses de idade, adquiridas no comeércio varejista da cidade de Sao
Paulo. Foram coletadas trés amostras, de 50 lotes diferentes de produtos,
adquiridas em pontos diferentes de venda.

Os 50 lotes examinados eram de dois produtores sendo que 30% das
amostras correspondem a empresa A e 70% a empresa B. Dentre as amostras
da empresa A, dois tipos de produtos foram examinados (formula infantil para
lactentes de 0 a 6 meses e formula infantil com ferro) e dentre as da empresa B
foram examinados 5 tipos de férmulas infantis (com ferro indicada para criancas
de 0 a 6 meses; com ferro indicada para criangas de 0 a 12 meses; acidificada;

anti-regurgitacado de 0 a 12 meses e hipoalergénica).
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As amostras foram transportadas para o laboratério e armazenadas em
temperatura ambiente e em local seco, até o momento do uso. As coletas de

amostras no comércio ocorreram no periodo de abril a setembro de 2005.

3.1.3 PREPARO DAS AMOSTRAS:

A tampa plastica das latas foi sanificada com alcool 70%, antes da retirada
do lacre em fluxo laminar. A seguir, retirou-se a tampa de aluminio e a colher de
medida contida no interior da lata.

De cada lata de leite em pd, foram pesadas, em triplicata (balanca Marte®
modelo AS2000, Brasil) por¢cdes de 1g, 10g e 100g com o auxilio de colher
previamente flambada, para a enumeragao de E. sakazakii. Para enumeracgao de

Enterobacteriaceae foram pesadas porgdes de 10g.

3.2 METODOS
Todos os meios de cultura empregados foram da marca Oxoid (Reino

Unido).

3.2.1. CURVAS DE CRESCIMENTO

As cepas E. sakazakii, E. coli e de E. aerogenes (conforme descrito em
3.1.1) foram ativadas por semeadura em placa contendo agar infusao de cérebro
e coracao (BHI) e incubadas a 37°C por 24 horas. ApOs esse periodo, uma
colénia isolada foi adicionada a 50 ml de caldo de soja triptona (TSB) e foi
incubada a 35°C com agitagdo a 140-150 rpm em agitador rotativo INNOVA

4000-Incubator Shaker (New Brunswick Scientific, EUA). Para a determinacao da
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populacdo no tempo zero e a cada 30 minutos até o periodo maximo de seis
horas, foram realizadas diluigdes seriadas decimais em solugao salina 0.85%
seguidas de semeadura em profundidade em agar BHI (em duplicata). As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas. A populacao foi determinada através da
contagem das colonias nas placas apresentando de 30-300 colbnias e
multiplicando-se o valor encontrado pelo inverso da diluicdo, sendo a populagao
expressa em UFC/ml. Estes experimentos foram repetidos pelo menos trés vezes

com cada microrganismo.

3.2.2. PREPARO DAS SUSPENSOES DE MICRORGANISMOS

Com base nos resultados obtidos em 3.2.1 preparou-se as suspensdes de
microrganismos a serem utilizadas nos testes de avaliagdo das metodologias. As
cepas padrdao foram semeadas em placa contendo agar BHI e incubadas a
37°C/24 horas. A seguir, uma coldnia isolada foi adicionada a 50 ml de caldo TSB
com posterior incubacéo a 35°C com agitagao 140-150 rpm por 2,5 horas para E.
coli e E. aerogenes e por 5 horas para E. sakazakii. Apds esse periodo, diluigdes
decimais seriadas foram preparadas em solugéo salina 0.85% de modo a obter a

populacdo necessaria aos experimentos.

3.2.3. AVALIAGAO DA EFICIENCIA DO MEIO DFI E DAS

METODOLOGIAS PARA A DETECGAO DE E. sakazakii
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3.2.3.1. Avaliagado da eficiéncia do meio cromogénico E. sakazakii
(formulagao DFI)

Nesse teste foram utilizadas as cepas padrdao de microrganismos E.
Sakazakii, E. coli e E. aerogenes (conforme descrito no item 3.1.1). Cada
microrganismo foi semeado por esgotamento por duas vezes consecutivas em
placa contendo agar BHI e incubado a 37°C por 24 horas. Apos este periodo,
uma colénia de cada microrganismo foi selecionada e adicionada a um mesmo
tubo contendo 10ml de solugéo salina 0,85%. Depois de homogeneizado, foram
feitas diluigdes decimais seriadas que foram semeadas por esgotamento em
placas contendo agar DFI (anexo 2). As placas foram incubadas a 37°C por 24
horas sendo entdo examinadas para identificagado das coldnias caracteristicas de
E. sakazakii. Esse teste foi repetido trés vezes.
3.2.3.2. Método FDA (UNITED STATES, 2002a) para deteccao de E. sakazakii
em férmulas infantis em po6.

As porgdes de 100g, 10g e 1g em triplicata (conforme item 3.1.3) foram
diluidas com 900 ml, 90ml e 9ml (1:10), respectivamente, em agua destilada
estéril a 45°C e incubadas a 36°C por 18 horas. A seguir, aliquotas de 10 ml de
cada série em ftriplicata foram transferidas para 90 ml de caldo de enriquecimento
para Enterobacteriaceae (EEB) (enriquecimento secundario) e incubadas a 36°C
por 18 horas. As amostras enriquecidas foram semeadas por esgotamento e por
espalhamento superficial (0,1ml) em placas contendo agar glicose bile vermelho
violeta (VRBGA) que foram incubadas a 36°C por 18 horas. Até cinco colonias
tipicas (cor purpura com halo também purpura) foram transferidas para placa

contendo agar soja tripticase (TSA) e incubadas a 25°C por 48-72 horas.
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Colonias de cor amarela intenso no agar TSA foram consideradas
suspeitas de E. sakazakii e foram submetidas ao teste de producédo de oxidase
(Difco, EUA), a identificacdo empregando-se o kit API-20E (BioMerieux, Franga) e
a avaliacdo da producdo de a-glucosidase (MUYTJENS et al., 1984)
empregando-se o tablete de teste «-glucosidase (Rosco Diagnostica,
Dinamarca). Para este teste, deve-se colocar o tablete em um tubo de ensaio,
0,25 ml de salina 0,85 % e uma colbnia suspeita de E. sakazakii e homogeneizar.
Apods 4 horas em banho-maria, a 37°C, a presenca de coloragao amarela, indica
resultado positivo para producéo de a-glucosidase.

Na figura 3a tem-se a representacdo esquematica da metodologia

empregada pelo FDA.

3.2.3.3 Método ISO (TC34/SN 5N) modificado para deteccao de E. sakazakii.
Porcbes de amostras conforme descrito em 3.2.3.2. foram diluidas 1:10 em
agua peptonada tamponada (BPW) e incubadas a 37°C por 18 horas. A seguir,
aliquotas de 0,1ml foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 ml de
caldo lauril sulfato triptose modificado (mLST) (LST adicionado de 0,5M de NaCl)
adicionado de vancomicina (INLAB-HCI Purex) na concentragao final de 10ug/ml
mLST (anexo 1). Os tubos foram incubados a 45°C por 24 horas. Apoés
incubacgao, os caldos foram semeados por esgotamento em placas contendo agar
DFI que foram incubadas a 37°C por 24 horas. Uma a cinco colbnias
apresentando coloragdo azul-esverdeada no agar DFl foram transferidas para

placas de agar TSA e incubadas a 25°C por 48 horas para verificar a producao
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de pigmento amarelo. A confirmagado das col6nias apresentando coloragéao
amarela seguiu conforme descrito no item 3.2.3.2.

Na figura 3b tem-se a representagdo esquematica desta metodologia.

3.2.3.4 Avaliagao da eficiéncia das metodologias ISO modificado e FDA para
deteccao de E. sakazakii em féormulas infantis.

A fim de avaliar a eficiéncia das duas metodologias, por¢cdes de formulas
lacteas infantis foram pesadas e diluidas com os diluentes especificados em cada
metodologia (3.2.3.2 e 3.2.3.3). A seguir foram contaminadas com as cepas
bacterianas preparadas conforme apresentado em 3.2.2.

Dois grupos de experimentos foram realizados. No primeiro, cada 100 ml
de férmula diluida foram contaminados com 0,1 UFC de E. sakazakii e 10 UFC de
E. coli e de E. aerogenes. No segundo grupo, utilizou-se 0,01 UFC de E.
Sakazaki, mas manteve-se a populagao das outras bactérias em 10 UFC/ 100ml.

A seguir as amostras foram tratadas conforme apresentado em 3.2.3.2 e
3.2.3.3. Estas avaliagdes foram repetidas trés vezes.

3.2.4. ENUMERAGAO DE E. sakazakii EM FORMULAS INFANTIS

A enumeracao de E. sakazakii foi realizada empregando-se o método ISO
(TC 34/SC 5 N) com modificagao (3.2.3.3) e a técnica do numero mais provavel
recomendada pelo FDA (UNITED STATES, 2002a).

A populacdo de E. sakazakii foi estimada empregando-se a tabela de
Numero Mais Provavel (BLODGETT, 2006). Na figura 4 tem-se a representacao

esquematica da metodologia empregada para avaliagao das férmulas infantis.

32



A. FDA
Em triplicata 100g 10g 1g

diluicdo 1: 10 em agua destilada

B. ISO
100g 10g 1g

diluicdo 1: 10 em BPW

Incubagédo 36°C/18h Incubagao 37°C/18h

Pré- enriquecimento
10ml 0,1ml
90 ml EEB 10 ml mLST + vancomicina
Enriquecimento (10pg/ ml mLST)
seletivo
Incubagao 36°C /18h Incubagao 45°C /24h
VRBGA DFI
Isolamento
incubagao 35-37°C/24h
Alca 0,1 ml

\ Incubagao 36°C /18h Y /

Colonias caracteristicas

TSA
Incubacgao 25°C / 48-72h

PR W

teste de oxidase

Identificagao

a-glucosidase API 20E

Figura 3. Representacdo esquematica de duas metodologias para pesquisa /
enumeragdo de E. sakazakii em formulas infantis/ leite. A) FDA (UNITED
STATES, 2002a) e B) ISO (TC34/SC 5N) modificado. BPW (Agua peptonada
tamponada); EEB (caldo de enriquecimento para Enterobacteriaceae); mLST
(caldo lauril sulfato triptose modificado); DFI (agar cromogénico E. sakazakii);
VRBGA (agar glicose bile vermelho violeta); TSA (agar soja tripticase).
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HEE  FPD FEE

100g leite + 900mI de BPW 10g leite + 90mI BPW 1g leite + 9ml de BPW

Incubagao 37°C/18*2 h

0.1ml

TR TIITY

10 ml de mLST com Vancomicina (10ug/ ml mLST)

Incubagao 45°C/24 2 h

DFI

Incubagao 35-37°C/24h
colonias caracteristicas

1

TSA

Incubagao 25°C/ 48h

\4

Colonias caracteristicas

v

Provas bioquimicas

Figura 4. Representacdo esquemdtica da metodologia ISO (TC34/SC 5N) modificado
empregada para enumeragdo de E. sakazakii em formulas infantis. BPW (dgua
peptonada tamponada); mLST (caldo lauril sulfato triptose), TSA (agar soja tripticase)




3.2.5. ENUMERAGCAO DE Enterobacteriaceae (KORNACKI;JOHNSON,
2001)
Por¢cdes de 10g de formula infantil foram assepticamente pesadas e
diluidas em 40ml de BPW. Apdés homogenizagdo diluicbes decimais seriadas
foram preparadas e 1ml das diluicbes aplicado na superficie de placas de

Petrifilm™ contagem de enterobactérias (EB) da 3M™ (EUA).

Apdés o periodo de solidificagdo do gel, (1 minuto), as placas foram

incubadas a 37°C por 24 horas.

As placas contendo col6nias vermelhas com zonas amarelas e/ou coldnias
vermelhas com bolhas de gas com ou sem zonas amarelas sdo consideradas
positivas para Enterobacteriaceae. De acordo com as instrucdes do fabricante,
somente foram contadas placas que continham entre 25 e 250 colbnias. A

populacéo foi calculada levando-se em conta o fator de diluigao.

Na figura 5 tem-se a representagdo esquematica dessa metodologia.
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Homogeneizagao 1 -2 -3

10g aTostra - 1ml 1ml
40ml de BPW
9ml BPW 9ml BPW
rml 11 ml 1ml
=
@3 = - -
N N N

Placas de Petrifilm™

contagem de
enterobactérias

Incubagao a 37°C/ 24 h

l

Leitura

Figura 5. Representacdao esquematica da metodologia para_ enumeragéo de
Enterobacteriaceae empregando-se placas de Petrifilm™ contagem de
enterobactérias (EB). BPW (agua peptonada tamponada).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CURVAS DE CRESCIMENTO

Para avaliar o comportamento dos microrganismos a serem utilizados nos
experimentos e padronizar a populagdo a ser inoculada, curvas de crescimento
foram realizadas. Os caldos (TSB) foram incubados a 37°C sob agitacdo de 140
a 150 rpm e as populagdes determinadas a cada 30 minutos. Conforme pode ser
verificado nas figuras 6 e 7, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes entraram
em fase estacionaria apds 3,5 horas de incubagao, tendo atingido 10® UFC/ml
apo6s 2,5 horas de incubacéo. A cepa de Enterobacter sakazakii entrou em fase
estacionaria apds 4,5 horas de incubagdo, tendo atingido populagdo de 10™

UFC/ml (figura 8)

10,00

8,00
4»——-0—0/‘/’/v

6,00

4,00

2,00

Log UFC/ ml de E. coli

0,00 T T T T
0 1 2 3 4 5

Tempo (horas)

Figura 6. Curva de crescimento de E. coli em caldo TSB incubado a
37°C (média de 3 repeticdes).
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Log UFC/ mi
E. aerogenes

10,00
8,00
6,00
4,00

2,00

0,00
0 1 2 3 4

Tempo (horas)

(&)}

Figura 7. Curva de crescimento de E. aerogenes em caldo TSB
incubado a 37°C (média de 3 repeti¢des).

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

Log UFC/ ml E. sakazakii

0 2 4 6 8

Tempo (horas)

Figura 8. Curva de crescimento de E. sakazakii em caldo TSB
incubado a 37°C (média de 3 repeti¢des).
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4.2. AVALIAGAO DA EFICIENCIA DO MEIO CROMOGENICO-DFI

Para avaliar a capacidade do meio cromogénico DFlI em permitir a
diferenciagdo das cepas bacterianas relacionadas (E. coli, E. aerogenes e E.
Sakazakii) combinaram-se os trés microrganismos e, por esgotamento, semeou-
se em placas contendo DFI.

As colbnias de E. sakazakii foram facilmente identificadas, mesmo na
presenca dos demais microrganismos, isto por que, E. sakazakii apresenta-se de
cor azul-esverdeada (figura 9a), enquanto as colénias de E. coli sdo de cor
amarelo transparente (figura 9b) e E. aerogenes de cor palha (figura 9c).

O meio cromogénico DFI (anexo 2) foi desenvolvido por IVERSEN et al.
(2004a) e a diferenciacdo de E. sakazakii esta baseada na reagdo de a-
glucosidase, detectada através do 5-bromo-4-cloro-indol-a-D-glucopiranoside
(XaGlc). E. sakazakii hidrolisa este substrato originando um pigmento indigo, que
torna as colonias azul-esverdeadas neste meio de cultura.

A capacidade de E. sakazakii em produzir a-glucosidase foi relatada pela
primeira vez por MUYTJENS et al. (1984). Esses autores verificaram que
enquanto 100% dos 129 isolados de E. sakazakii testados apresentavam esta
capacidade, nenhum dos isolados de outras espécies de Enterobacter o faziam.

Para avaliar a especificidade e sensibilidade do agar DFI, IVERSEN et al.
(2004a) testaram 95 cepas de E. sakazakii e 148 cepas nao-E. sakazakii e
verificaram 100% de sensibilidade e 87,2% de especificidade.

Num outro estudo, IVERSEN; FORSYTHE (2004) verificaram que

Enterobacter sakazakii pode ser isolado de 67 de um total de 486 amostras de
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alimentos testados quando utilizaram o agar DFI, enquanto somente 19 amostras
mostraram-se positivas empregando-se os meios recomendados pelo FDA
(UNITED STATES, 2002a).

Existem outros meios cromogénicos para o isolamento e identificagdo de
E. sakazakii, como por exemplo, o ESIA (AES laboratoire) e o ESPM (R&F Lab)
entre tanto, estes meios ndo possuem representantes em nosso pais, 0 que
dificultaria sua aquisicdo. Uma vez que o DFI apresentou bom desempenho,

optou-se por utiliza-lo neste estudo.
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Figura 9. Colbnias de algumas Enterobacteriaceae em meio DFI. (A) E. sakazakii, (B) E.
coli e (C) E. aerogenes.
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4.3. AVALIAGAO DA EFICIENCIA DAS METODOLOGIAS ISO E FDA

Para avaliar a eficiéncia dos dois métodos, inoculou-se porgcbes de férmula
infantil reconstituida com dois niveis de inéculo de E. sakazakii (0,1 e 0,01UFC/
100ml), mantendo-se constante em 10UFC/100ml a populagdo dos outros
microrganismos (E. aerogenes e E. coli). Nas trés repeticdes realizadas para
cada nivel de E. sakazakii verificou-se que independentemente da populacédo de
E. sakazakii, o patégeno pode ser recuperado e isolado todas as vezes que se
empregou a metodologia ISO e o meio DFI. Todas as coldnias caracteristicas de
E. sakazakii em meio DFI foram submetidas a caracterizacdo bioquimica, tendo
sido confirmadas como E. sakazakii.

Através da metodologia proposta pelo FDA, em uma das trés repetigdes
nao se obteve colbnia caracteristica de Enterobacter no meio VRBGA, tanto por
esgotamento como por espalhamento superficial com alga de Drigalski. Todas as
colénias obtidas neste experimento apresentaram-se com cor atipica (marrom) e
o crescimento foi confluente, impedindo a obtencéo de colbnias isoladas.

Nas outras duas repeticbes empregando-se o método da FDA obteve-se
colénias caracteristicas de Enterobacter no meio VRBGA (cor purpura com halo
também purpura), porém, quando submetidas a avaliagdo bioquimica néao
apresentaram reacao caracteristica para E. sakazakii.

Uma vez que VRBGA nao € um meio especifico para E. sakazakii, seu
emprego faz com que um maior numero de colbnias suspeitas sejam testadas,
para evitar ocorréncia de resultados negativos falsos. Para minimizar falhas, a
totalidade das colbnias presentes nas placas deveria ser analisada, o que é

inviavel para uma rotina laboratorial.
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Como o meio DFI permite a diferenciacdo de E. sakazakii dos demais
Enterobacter ou microrganismos relacionados, a analise se torna mais rapida,
simples e segura.

Além do meio de isolamento, o meio de enriquecimento secundario,
também pode ter contribuido para a maior capacidade de recuperacédo de E.
Sakazakii pelo método ISO. Nesse método, o caldo secundario tem como base o
caldo lauril sulfato triptose, amplamente utilizado para pesquisa de coliformes em
alimentos, adicionado de 0,5M NaCl/ litro de caldo (LST) e 10ug de
vancomicina/ml mLST. A adicdo do NaCl explora a maior tolerdncia de E.
Sakazakii ao estresse osmoético enquanto a adicdo de vancomicina inibe outras
Enterobacteriaceae como Salmonella, E. coli e outros Enterobacter.

BREEUWER et al. (2003) relatam a maior osmotolerancia de E. sakazakii,
quando comparada a outros membros da espécie e EPINE (2006) a resisténcia a
vancomicina.

Com base nestes resultados, optou-se pelo emprego da metodologia 1ISO
com semeadura em agar DFI| para este estudo. Uma vez que se propds a
quantificar o patdégeno nas amostras de formula lactea infantil desidratada, foi
necessaria a utilizacido da técnica de tubos multiplos. Assim, utilizou-se para

quantificagao a proposta da FDA.
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4.4. ENUMERAGAO DE Enterobacter sakazakii e Enterobacteriaceae

Na busca de formas mais eficientes para garantir a segurangca da
populagdo novas abordagens tém sido empregadas, a avaliagdo de Risco
Microbiologico-ARM (“microbial risk assessment”-MRA) é uma delas. A ARM é
um processo cientifico para avaliar o potencial de exposi¢ado e para estimar a
relacdo dose-resposta (WHO, 1999; INTERNATIONAL COMMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR FOODS, 2002).

Os dados necessarios para ARM devem ser quantitativos, o que faz com
que boa parte dos dados existentes sobre patdégenos na literatura seja de pouca
valia por serem qualitativos. Para que se possa estimar o risco de ocorréncia de
determinadas doencgas veiculadas por alimentos ha necessidade de se obter
dados quantitativos para patdégenos especificos em determinados alimentos
(“Data Colection for International Microbial Food Safety Risk Assessments”, ILSI
Risk Science Institute, Washington, abril, 2004).

Para que se possa avaliar a exposicéo (“exposure assessment”) deve-se
ter uma estimativa da ocorréncia do patégeno em questdo (ou sua toxina) e sua
populacéo (ou concentragdo) em uma porcao especifica de alimento no momento
do consumo, pelos diferentes grupos da populagdgo (FOOD AND
AGRICULTURAL ORGANIZATION/ WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

Os dados gerados por um processo de avaliagdo de risco podem ser
usados para ajudar a tomar decisdes relacionadas ao gerenciamento do risco
(“risk management”).

Por esta razéo, optou-se por quantificar a populagdo de E. sakazakii nas

férmulas lacteas infantis, desidratadas, para bebés de até seis meses.
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Todas as 150 amostras examinadas neste estudo, independente de marca
ou origem, apresentaram populagdo de Enterobacter sakazakii inferior a 0,03
NMP/100g e de Enterobacteriaceae inferior a 5 UFC/g.

A comparacdo dos resultados obtidos neste estudo com aqueles
encontrados na literatura é dificultada pela ampla variedade de métodos
empregados. Na maioria dos estudos realizou-se apenas a avaliacédo da
presencga/auséncia de patdbgenos nas amostras.

Dentre os estudos publicados, somente MUYTJENS et al. (1983), BLOCK
et al. (2002) e RESTAINO et al. (2006) ndo encontraram o patégeno nas
amostras de férmulas infantis examinadas.

MUYTJENS et al. (1983) estudando um surto ocorrido em um hospital na
Holanda nao isolaram E. sakazakii na féormula em pd, nem na agua utilizada na
sua preparagao, mas o microrganismo foi, por inUmeras vezes, isolado na férmula
infantil preparada, na escova de limpeza e na colher da mistura. Estes autores
sugerem que utensilios possam ser veiculo de transmissao do patégeno.

BLOCK et al. (2002) também néo isolaram o microrganismo em formulas
infantis em pd, mas sim na férmula reconstituida e no liquidificador utilizado para
o preparo das férmulas em um hospital de Jerusalém.

RESTAINO et al. (2006) n&o isolaram o microrganismo nas 20 latas de
férmulas infantis em p6é examinadas.

Outros autores relatam a presenca do patdégeno em amostras de formulas
infantis desidratadas, porém a frequéncia e/ou a populagcdo de E. sakazakii

nestas amostras é baixa.
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MUYTJENS et al. (1988) relataram populagdes variando entre 0,36 a 66,0
UFC/100g de formula infantil em pé em 20 das 141 amostras examinadas na
Holanda e provenientes de 35 paises. Vale ressaltar que as duas amostras
brasileiras por eles examinadas ndo apresentavam o patégeno.

SIMMONS et al. (1989) estimaram populagao de 8 células/100g para uma
lata de férmula infantil em p6 aberta que estava sendo utilizada durante o tempo
em que houve um surto de infec¢ées em uma Unidade de Cuidados Intensivos de
neonatos em Memphis, Tennessee (EUA).

Na avaliacdo realizada por BIERING et al. (1989) E. sakazakii estava
presente em cinco das sete latas de formulas infantis utilizadas no aleitamento
dos bebés em um hospital na Islandia.

NAZAROWEC-WHITE; FARBER (1997a) analisaram 120 latas de formulas
infantis em po, representando cinco produtores diferentes. Estes pesquisadores
encontraram E. sakazakii somente em 8 (6,7%) amostras com populagao de 0,36
UFC/100g.

VAN ACKER et al. (2001) descreveram um surto de infeccdo por E.
Sakazakii em 12 neonatos. Tipificagdo por PCR, confirmou similaridade entre
cepas isoladas dos pacientes, das mamadeiras preparadas e nas embalagens
fechadas de formula infantil (Alfaré-Nestlé) utilizadas no hospital. Na avaliagao
realizada, o patégeno nao foi isolado na agua utilizada na reconstituicdo da
férmula, nem na agua de lavagem dos liquidificadores.

BAR-OZ et al. (2001) verificaram que amostras colhidas do liquidificador e
da formula infantil utilizada na alimentagdo dos bebés em um hospital de Israel

foram positivas para E. sakazakii.
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IVERSEN; FORSYTHE (2004) utilizando o método do FDA e semeadura
em paralelo em agar VRBGA e DFl isolaram E. sakazakii em duas das 82 latas
de formulas infantis em p6é examinadas.

No Brasil, SANTOS et al. (2005) avaliaram 86 amostras de formulas
infantis em p6 e 20 amostras de formulas reconstituidas. Do total de amostras
analisadas, 12 (14%) férmulas em po6 apresentaram o microrganismo. O E.
Sakazakii ndo foi detectado nas amostras de formulas reconstituidas analisadas.

Nao se encontrou na literatura estudos que também tenham avaliado a
presenca/ auséncia ou enumerado a populacdo de Enterobacteriaceae em
férmulas infantis. Em um dnico estudo encontrado, SCHWAB et al. (1982)
avaliaram a presenga de coliformes neste produto. Os autores investigaram a
qualidade microbiolégica de 1574 amostras de produtos substitutos do leite e
produtos que continham leite. Essas formulas eram provenientes de 11
produtores diferentes e englobavam exemplares com adigdo de ferro,
acidificadas, hipoalergénicas e com aroma. Eles verificaram que a populagédo de
coliformes em 1322 (84%) amostras era inferior 3 NMP/g e nas demais amostras

a populacgao foi superior a 3NMP/g.

O habitat natural do E. sakazakii ainda €& desconhecido, mas relatos
demonstraram que o microrganismo pode ser isolado em varios tipos de
alimentos e também nas unidades produtoras de alimento. Mas somente as
férmulas infantis em pd tem sido associadas a ocorréncia de doencas (LEHNER

et al, 2005).
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A fim de minimizar problemas ocorridos durante a produgao de férmulas
lacteas infantis desidratadas e de garantir a inocuidade de seus produtos, as
empresas produtoras monitoram a presenca de E. sakazakii e de seus
indicadores, tanto na matéria prima como no ambiente de producao.

Neste estudo foram obtidos, junto a empresa B, resultados referentes a
monitoragdo da contaminagdo ambiental e de matérias primas utilizadas na
elaboragao dos lotes avaliados.

Na figura 10, tem-se a representagcao da planta de processamento com a
identificacdo dos pontos amostrados e na tabela 1 tem-se a identificacao destes
pontos.

Nesta empresa, o monitoramento ambiental é feito pela enumeracéo de
Enterobacteriaceae e, segundo as normas da empresa, quando qualquer amostra
ambiental apresenta populagdo de Enterobacteriaceae superior a 100UFC/g, a
pesquisa de E. sakazakii é realizada empregando-se tanto o método ISO como o
BAX®.

Foi examinado um total de 542 amostras ambientais. Nenhuma amostra
das éareas criticas de processamento, sendo 373 de superficies externas dos
equipamentos (E1) e 169 de pisos e aspiradores (E2), apresentou E. sakazakii.
Conforme pode ser verificado na tabela 2, do total de 542 amostras avaliadas, 11
(2%) apresentaram populagdes de Enterobacteriaceae superiores a 100UFC/g,
sendo que trés eram de superficie externa de equipamentos e oito de pisos e

aspiradores. Entretanto E. sakazakii ndo foi isolado destas amostras.
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A fim de facilitar a visualizagcado dos resultados apresentados na Tabela 2
construiu-se o grafico apresentado na figura 11. Observa-se que a grande maioria
das amostras, tanto de superficie externa de equipamentos como de chado e

aspiradores, apresenta populagédo de Enterobacteriaceae inferior a 10 UFC/g.

saLa alBro T I u I'r" TERREO

Figura 10. Representacdo da planta de processamento da empresa B com a
identificacdo dos pontos amostrados. Ver tabela 1 para identificacdo dos
pontos de coleta das amostras.
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Tabela 1. Identificacdo dos pontos amostrados pela empresa B no
ambiente da linha de processamento de formulas lacteas infantis

desidratadas.

Amostra Local Andar Pontos de amostras
L171 Enlatamento 1 1°andar Peneira Tote Tilt
L122 Linha 1 2° andar Fluid Bed Secador
L123 Linha 1 2°andar Refugo peneira Intermediaria
L124 Linha 1 2° andar Fluid Bed Resfriador
L125 Linha 1 2°andar Valvula Separadora de finos
L146 Linha 1 4° andar  Valvula multiclone
L177 Linha 1 1°andar  Primeiro p6é que sai do secador — inicio do 1° tote
L178 Linha 1 1°andar  Ultimo p6 que sai do secador — final do Gltimo tote
L188 Linha 1 Térreo Primeira lata envasada na linha
L189 Linha 1 Térreo Ultima lata envasada na linha

Tabela 2. Populacdo de Enterobacteriaceae em amostras de ambiente de
linha de producdo de férmula lactea infantil desidratada empresa B,
coletadas na superficie externa dos equipamentos (E1) e de pisos e
aspiradores (E2). Amostras referentes aos lotes avaliados neste

estudo.

Populagao (UFC/g) Tipo de amostra
E1 E2
<10 352 132
10a 100 18 29
>100 3 8
Total 373 169
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Figura 11. Grafico representativo da populagdo de Enterobacteriaceae de linha de
produgdo de formula lactea infantil desidratada (empresa B). E1(superficies
externas dos equipamentos); E2 (pisos e aspiradores). Amostras referentes
aos lotes examinados neste estudo.

O nao isolamento de E. sakazakii nos lotes de férmula lactea infantil
desidratada produzidos pela empresa B e analisados nesse experimento, condiz

com os resultados obtidos nas amostras de ambiente de fabrica apresentados.

Dentre as caracteristicas de E. sakazakii, merecem destaque por sua
importdncia para a industria de alimentos, a sua elevada tolerancia a
desidratacdo e sua termotolerancia. A primeira da a este patégeno uma
vantagem competitiva em ambientes secos, como é o caso de linhas de

processamento de formulas infantis em pd, aumentando o risco da contaminagéo
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pos-pasteurizagao do produto (BREEUWER et al., 2003; EDELSON-MAMMEL et
al., 2005).

A termotolerancia de E. sakazakii também ¢é superior a das demais
Enterobacteriaceae conforme foi verificado por NAZAROWEC-WHITE; FARBER
(1997c) e por EDELSON-MAMMEL; BUCHANAN (2004). Estes ultimos
pesquisadores verificaram ainda que esta termotolerancia é cepa-especifica, com
algumas se mostrando ainda mais resistentes que outras.

Apesar desta termotolerancia, NAZAROWEC-WHITE et al. (1999)
verificaram que a pasteurizagéo padrao (68°C por 16 segundos) é eficiente na
inativacédo de E. sakazakii.

IVERSEN; FORSYTHE (2003) relacionam cinco medidas relevantes para o
controle de E. sakazakii em férmulas lacteas infantis desidratadas. Destas cinco
medidas, quatro podem ser aplicadas pelas industrias processadoras. Sao elas:

1. Controle da populacéo inicial de E. sakazakii na matéria prima;

2. Reducdo da contaminacéo pelo tratamento térmico do leite cru e dos
ingredientes adicionados as formulas;

3. Prevencgao da contaminagao pos-processamento;

4. Aplicacao de critérios microbioldgicos;

5. Fornecimento de informacbes apropriadas e instrugdes para
preparacao.

FARBER (2004) esbocou estratégias para industria dos alimentos
reduzirem a ocorréncia de E. sakazakii, sendo obrigatério um monitoramento do

meio ambiente de fabrica, melhores praticas de higiene e testes do produto final.
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E importante enfatizar que a férmula infantil em p6é produzida de acordo
com os padrdes atuais ndo é um produto estéril e, ocasionalmente, patdbgenos
podem ser encontrados. Mesmo niveis baixos de contaminacao por E. sakazakii
na formula infantil em p6 sdo considerados fatores de riscos significativos, dado
seu potencial de multiplicacdo durante o preparo e o tempo de espera prévia ao

consumo da férmula reconstituida.

De acordo com as recomendagdes da WHO (2004) a industria de

alimentos infantis deve ser incentivada a:

a) desenvolver uma maior variedade de férmulas alternativas, comercialmente

estéreis, para os grupos de alto risco;

b) reduzir a concentracéo e a prevaléncia de E. sakazakii, tanto no ambiente
fabril quanto na férmula infantil em pé. Para isto, a industria deve levar em
conta a implementagdao de um programa efetivo de monitoramento ambiental
e avaliar a presenca de Enterobacteriaceae ao invés de coliformes, como

indicador do controle higiénico das suas linhas de produgao.

Conforme foi verificado, a empresa B ja emprega Enterobacteriaceae como
indicador higiénico de suas linhas de produgdo de formulas lacteas

desidratadas para bebés. Dados referentes a empresa A ndo foram obtidos.
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6. CONCLUSOES:

a) O agar DFI foi eficiente para a detec¢ao de colénias de E. sakazakii,

mesmo na presencga de E. coli e E. aerogenes.

b) A metodologia ISO (TC 34/SC 5N) modificada foi mais eficiente na

deteccao de E. sakazakii que o método preconizado pelo FDA.

¢) As amostras de formulas lacteas infantis, desidratadas, importadas ou
nacionais, analisadas neste estudo nao representam risco de
disseminacdo de E. sakazakii a populacdo infantil, além de

apresentarem baixa populagcéo de Enterobatceriaceae (<5 UFC/g).
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ANEXOS



1. Formulagao do meio caldo lauril sulfato triptose modificado (mLST)
adicionado de vancomicina

Componente gll

Cloreto de sodio (NaCl) 34
Enzima digestiva de tecido animal e planta 20
Lactose (C12H22011) 5
Fosfato de potassio monobasico (KH2POy4) 2,75
Fosfato de potassio dibasico anidro (KoHPO,) 2,75
Sulfato lauril (C12H25NaOsS) 0,1
Agua 1000m

Dissolver cada componente em 1000ml de agua. Ajustar, se necessario, o
pH para 6,8 £ 0,2 a 25°C. Dispensar 10ml de mLST em tubos de ensaio de
dimensdes 9mm x 180mm. Esterilizar os tubos a 121°C por 15 minutos.

Dissolver a vancomicina (10mg) em 10 ml de agua e esterilizar a solugéo
por filtracdo. Esta solugao pode ser mantida de 0 a 5°C por até 15 dias.

No momento do uso, adicionar 0,1 ml da solugdo de vancomicina para
cada 10ml de mLST, de modo a obter uma concentragao final de vancomicina de
10 pg/ ml de mLST.

Este meio pode ser preparado a partir do meio comercial lauril sulfato

triptose adicionando-se 29g de NaCl/ | do meio e a solugao de vancomicina.
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2. Formulagao agar cromogénico Enterobacter sakazakii
(formulagao DFI)

Componente g/litro
Triptona 15,00
Peptona de soja 5,00
Cloreto de sodio 5,00
Citrato de amonio férrico 1,00
Desoxicolato de sédio 1,00
Tiosulfato de sodio 1,00
Reagente cromogénico 0,10
agar 15,00

Suspender 43,1g do agar cromogénico em 1000ml de agua destilada. O
pH final devera ser de 7,3 £ 0.2. Apos completa dissolugdo, esterilizar em
autoclave a 121°C por 15 minutos. Este meio € comercializado pela Oxoid sob

numero CM1055.
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