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RESUMO

Criancas de até um ano de idade imuno suprimidas, prematuros e recém nascidos de
baixo peso corporal sdo consideradas suscetiveis a invasdo pelo microrganismo
Cronobacter sakazakii. Esta bactéria é considerada um patégeno de alto risco para
esta populacdo restrita, causando patogenicidades como sepse, meningite e
enterocolite necrosante, podendo levar a morte ou causar sequelas crénicas de longa
duracdo. O foco dessa contaminacdo ocorre principalmente em formulas infantis
lacteas, usadas na preparacdo de mamadeiras. Alguns métodos para 0 seu
isolamento vém sendo desenvolvidos e aprimorados. Devido a grande ocorréncia de
surtos, a alta taxa de mortalidade e a grande dificuldade do isolamento deste
patdgeno, se faz necessario testar a eficiéncia de métodos novos como o uso do Agar
DFI da Oxoid como meio alternativo para o Agar ESIA, validando a modificacdo do

método ISO/TS 22964 (2006) e a inclusdo do ensaio confirmativo no sistema BAX.

ABSTRACT

Children up to one year of age immune suppressed, and premature infants of low body
weight are considered susceptible to invasion by micro Cronobacter sakazakii. This
bacterial pathogen is considered a high risk for this population restricted, causing
pathogen as sepsis, meningitis and necrotizing enterocolitis, which can lead to death or

cause chronic squealed of long duration.
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The focus of such contamination occurs mainly in infant formula milk, used in the
preparation of bottles. Some methods for their isolation have been developed and
improved. Due to the high occurrence of outbreaks, the high mortality rate and the
difficulty of isolation of this pathogen, it is necessary to test the efficiency of new
methods as the use of the Oxoid Agar DFI as an alternative means for Agar ESIA,
validating the modification of the method ISO / TS 22964 (2006) and the inclusion of
confirmatory testing in the BAX system.

1 INTRODUCAO

A enterobactéria Enterobacter sakazakii possui forma de bastonete, gram-negativa,
catalase positiva, ndo esporogénica, anaerdbia facultativa, oxidase negativa e possui
flagelos peritriquios (BRENNER et al., 2005).

Esta bactéria é considerada um microrganismo emergente por ser um patégeno pouco
estudado. Recentemente foi considerada pela International Commission on
Microbiological Specificatino for Foods como de risco severo para populacdo restrita
como criancas de até um ano de idade imuno suprimidas, prematuros e recém
nascidos de baixo peso corporal (SILVA et al, 2007). Podendo causar
patogenicidades como sepse, meningite e enterocolite necrosante, podendo levar a

morte ou causar sequelas crénicas de longa duragdo (FDA/WHO, 2004).

Segundo INFOSAN (2005), o foco de contaminacdo por esse microrganismo foi
identificado principalmente em férmulas infantis lacteas em pé, utilizadas em hospitais

e maternidades para a preparacdo de mamadeiras.

Através de métodos de hibridizacdo, a bactéria Enterobacter sakazakii foi
reclassificada, pertencendo a Familia Enterobacteraceae, porém em um novo género,
sendo doravante denominado Cronobacter sakazakii. Esta mudanca foi devido a
pequenas diferencas no DNA de diversas cepas de Enterobacter sakazakii que ndo

eram notadas pelas bioquimicas tradicionais (IVERSEN et al., 2008).

Inimeros métodos vém sendo utilizados para a deteccdo de Cronobacter sakazakii.
Todos possuem basicamente as mesmas etapas, com variagcdes nos meios de cultura

e condicbes de incubacao utilizadas.



O método do sistema Bax de detecgédo por PCR (BAX SYSTEM, 2000) € um método
rapido que detecta a presenca ou auséncia da bactéria alvo sem isolamento cultural.
Desta forma é necessario estudos para continuacdo do ensaio confirmativo através de

método cultural de isolamento e identificacdo do microrganismo.

Em 2006 a International Organization for Standardization (ISO) publicou a ISO/TS
22964 (2006), para a deteccdo da presenca ou auséncia de Enteobacter sakazakii
“Cronobacter sakazakii ” em férmulas infantis, leite em pé e amostras do ambiente de

fabricacdo desses produtos.

O Método ISO/TS 22964 (2006) modificado possui 0 mesmo procedimento do método
ISO/TS 22964 (2006), com excec¢édo do item com (plagueamento diferencial), no qual o
Agar de Isolamento de E. sakazakii (ESIA) foi substituido pelo Agar Druggan-Forsythe-
Iversen (DFI) da Oxoid, incubado a 35°C/24h, desta forma testando outros métodos
como meio alternativo para o Agar ESIA, validando a modificacio do método ISO/TS

22964 (2006) e a inclusdo do ensaio confirmativo no sistema BAX.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAGEM

Foram utilizadas 16 amostras de férmulas infantis em p6 para lactentes, 15 amostras
de leite em po integral, 15 amostras de amido de milho e 15 amostras de acgucar
refinado, totalizando 61 amostras coletadas no varejo ou fornecidas por fabricantes

dos produtos.

2.2.1 METODO ISO/TS 22964 (2006)

Pré enriquecimento. A amostra foi homogeneizada em Agua Peptonada Tamponada
(BPW) diluicdo 1:10 e incubada a 37+1°C/18+2h. Enriquecimento seletivo. Foi
transferido 0,1ml do BPW para 10ml de Caldo Lauril Sulfato Triptose Modificado
Vancomicina (mLST-V) e incubado a 44+0,5°C/24+2h. Plaqueamento diferencial.
Foram realizadas estrias de esgotamento do mLST-V em uma placa de Agar de
Isolamento de E. sakazakii (ESIA) e incubado a 44+1°C/24+2h. Ensaio confirmativo.
Cada coldnia foi inoculada em uma placa de Agar Tripticase de Soja (TSA) e
incubadas a 25+1°C/44-48h, na presenca de coldnias tipicas realizar o teste de

confirmacdo em uma galeria APl 20E (BioMérieux).



4.2.2 METODO ISO/TS 22964 (2006) MODIFICADO
Realizado o mesmo procedimento do método ISO/TS 22964, com substituicdo do
ESIA, no plaqueamento diferencial, pelo Agar Druggan-Forsythe-lversen (DFI) da

Oxoid, com incubacgédo a 35°C/24h.

4.2.3 METODO BAX (DUPONT QUALICON, 2000) COM ENSAIO CONFIRMATIVO
Enriquecimento seletivo. Homogeneizar a amostra em Caldo Lauril Sulfato Triptose
Modificado Vancomicina (mLST-V) 1g da amostra em 9ml de mLST-V e incubar a
44+0,5°C/24+2h. 2° Enriquecimento. Transferir 10ul do mLST-V para 500ul de caldo
Infusdo Cérebro Coracéo (BHI), em um tubo de 2° enriquecimento. Incubar os tubos
por 3 horas a 35-37°C. Preparacéo do ensaio. Procedimentos descritos no manual do
Sistema BAX (DUPONT QUALICON, 2000). Confirmacao dos resultados positivos
presuntivos. A partir do caldo mLST-V continuar o ensaio conforme o método ISO/TS
22964 (2006) nos meios ESIA e DFI.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as 61 amostras analisadas neste trabalho, em 98% foi observada
concordancia entre os resultados obtidos com os dois meios, sendo encontradas 06
amostras positivas usando o ESIA e 05 amostras positivas usando o Agar DFI, de

acordo com o procedimento preconizado pelo método ISO/TS 22964 (2006) (Tabela 1)

Tabela 1. Resultados da deteccdo de C. sakazakii em amostras analisadas pelo
método ISO/TS 22964 (2006), usando o ESIA (Enterobacter sakazakii Isolation Agar) e
o DFI (Druggan-Forsythe-lversen Agar) para isolamento de coldnias presuntivas.

*Numero de amostras analisadas /nimero de amostras presuntivas positivas

Amostra ESIA * DFI*
Férmula infantil em p6 16/1° 16/1°
Leite em po integral 15/2° 15/2"
Amido solavel 15/3" 15/2"
Acucar 15/0 15/0

O Sistema BAX (ensaio presuntivo) apontou C. sakazakii em 18 amostras, mas em
apenas quatro a presenca foi confirmada culturalmente no isolamento em placas de
ESIA ou DFI, indicando muitos resultados presuntivos falsos positivos e necessidade

de continuidade do ensaio confirmativo. Os resultados podem ser vistos na Tabela.2



Tabela 2. Resultados da deteccdo de C. sakazakii em amostras analisadas pelo
Sistema BAX, usando o ESIA (Enterobacter sakazakii Isolation Agar) e o Agar DFI
(Druggan-Forsythe-lversen) para isolamento de colbnias, a partir de resultados

positivos presuntivos.

Amostra ESIA * DFI*
Férmula infantil em pé 6/0 6/0
Leite em po integral 6/2" 6/2*
Amido solavel 412" 4/2*
Acucar 2/0 2/0

*Numero de amostras analisadas /nUmero de amostras presuntivas positivas

Na familia Enterobacteriaceae existem outras espécies que também utilizam
substratos para a-glicosidase (IVERSEN & FORSYTHE, 2004, LEHNER et al., 2006),
resultando em falso positiva a deteccéo de C. sakazakii a partir de meios de cultura
desenvolvidos com estes substratos como agente diferencial Unico. A colbnia tipica
nos meios ESIA ou DFI deve ser considerada ainda como presuntiva, sendo

necessario o emprego de testes bioquimicos complementares em etapa confirmativa.

6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se afirmar que o Agar DFI da
Oxoid pode substituir o Agar ESIA com sucesso, sendo observado a concordancia de
98% entre os resultados obtidos com os dois meios. A comparac¢ao dos métodos Bax
System , ISO/TS 22964 e ISO Modificado, demonstrou que houve discordancia entre

os resultados.
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