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RESUMO

Enterobacter sakazakii é considerado um patégeno emergente de origem alimentar que pode causar
infecgdes sistémicas severas especialmente em recém-nascidos. Este microrganismo j& foi isolado de
vérios alimentos, mas os surtos de infecgdo foram, em geral, associados a formulas l&cteas infantis.
Neste estudo foram analisadas 45 amostrasde leite pasteurizado tipo C pertencentes a nove marcas (5
amostras por marca) no inverno de 2005 e 125 amostras de queijo Minas frescal pertencentes a 19
marcas, no inverno de 2005 e verdo de 2006. A presenca de E. sakazakii foi verificada através do
método: enriquecimento em Caldo EC contendo novobiocina; isclamento em agar VRB, seguido de
avaliagdo das coldnias suspeitas em agar EC-MUG e agar TSA e identificagdo dos isolados bacterianos
pela Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados primers descritos na literatura, especificos
para amplificagdo de um fragmento de 929 pares de bases do gene 16S rRNA. Em todas as reacdes, as
estirpes E. sakazakiiCDC 7006 e £. sakazakii CDC 7008 foram utilizadas como controle positivo e £
cloacae CDC 3430 como controle negativo. Verificou-se a presenca de E. sakazakiiem duas (22,22%)
das nove marcas de leite pasteurizado tipo C e em seis (31,58%) das 12 marcas de queijo Minas
frescal comercializadas em Juiz de Fora, MG.

Palavras-chave: PCR, patégeno emergente, patégeno oportunista.

1 INTRODUGAO

Enterobacter sakazakii é um bacilo Gram-negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae. Até
1980 era conhecido como “Enterobacter cloacae produtor de pigmento amarelo”, quando foi reconhecido
como uma espécie distinta do género Enterobacter baseado na hibridizagdo de DNA-DNA, em caracteristicas
bioquimicas, producio de col6nias amarelas e susceptibilidade a antibidticos, que o diferenciam do £. cloacae
(lzard et al., 1983; Nazarowec-White & Farber, 1997).

Este microrganismo é reconhecido como um patdégeno emergente de origem alimentar e j4 foi relacionado
a diversos surtos e casos esporadicos de doengas. Em 1961 foi publicado o primeiro relato de meningite em
dois recém-nascidos, causada por uma variante de Enterobacter cloacae formadora de col6nias de coloracao
amarela (Urmenyi & Franklin, 1961). Desde entdo, casos de meningite, septicemia e enterc =
por E. sakazakii, tém sido registrados em vérios paises. A maioria dos casos documentado:
incluindo prematuros, nascidos a termo com até 6 semanas de idade, imunocomprome |
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necessitam de cuidados especiais (UTI neonatal). De modo geral, a taxa de casos fatais varia
consideravelmente, sendo registrado, em alguns casos, até 80% de mortalidade. Casos de infeccéo em
adultos tém também sido documentados (Hawkins et a/., 1991; Gurtler et al., 2005).

O ICMSF - International Commission for Microbiological Specifications for Foods, citado por lversen
et al. (2008), classifica E. sakazakii como “Perigo severo para populagdes restritas, risco a vida ou causa de
sequlielas cronicas ou de longa duracéo”.

Apesar de vérios estudos, o reservatério e modo de transmissdo de E. sakazakii ndo séo claramente
conhecidos. Porém, relatos mostram que férmulas lacteas em pd, tanto em latas fechadas como no leite
reconstituido, foram a causa de infecgbes para os bebé&s em vdérios surtos (Biering et a/., 1989; Simmons ef
al., 1989; van Acker et al., 2001). Ainda que o numero de E. sakazakii seja pequeno na férmula recem-
preparada, a manutencéo em temperatura ambiente, em aquecedores ou refrigeradores por tempo prolongado,
pode propiciar o crescimento bacteriano (Biering et a/., 1989).

No Brasil h4 apenas um relato de caso de meningite causada por E. sakazakii, envolvendo um recém-
nascido de 14 dias, que evoluiu a 6bito no 15° dia de internagdo (Barreira et al., 2003). Neste estudo néo foi
investigada a fonte de contaminacao.

Exceto para férmulas lacteas infantis, a presenca de £. sakazakii tem sido pouco investigada em
outros alimentos, (Friedemann, 2007). S&o escassas as informagdes sobre a sua ocorréncia em produtos
lacteos no Brasil.

Gillio et a/. (2005) avaliaram 80 amostras de férmulas lacteas infantis desidratadas comercializadas
na cidade de S&o Paulo, e encontraram, para todas as amostras examinadas, populacdo de E. sakazakii
<0,0003 NMP/g e de Enterobacteriaceae <5 UFC/g.

Este estudo objetivou avaliar a ocorréncia de £. sakazakii em leite pasteurizado e queijo Minas frescal.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras — Amostras de leite pasteurizado e queijo Minas frescal foram adquiridas em
padarias e supermercados (escolhidas ao acaso), num total de cinco amostras por marca do produto durante
o inverno de 2005 e verdo de 2006. Estas amostras foram mantidas a 4°C até o momento de anélise no
Laboratério de Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de Leite, em Juiz de Fora, MG.

2.2 Isolamento bacteriano - 25 ml de leite ou 25 g de queijo foram adicionados a 225 ml de caldo de
enriquecimento (Caldo EC, Difco, com 20 ug de novobiocina/mL = 20 mg/L). Apds homogeneizacéo, os
frascos foram incubados a 35°C durante 24 horas. A seguir, uma aliquota do caldo de enriquecimento foi
espalhada na superficie de agar VRB (Difco) e apds incubagdo a 35°C/24h foram selecionadas cinco col6nias
por placa. Essas colénias foram transferidas para agar EC-MUG e agar TSA (Tryptic soy agar, Difco). Apés
incubacéo, as colénias que apresentaram fluorescéncia em agar EC-MUG e coloragdo amarelo/amarelo claro
em agar TSA foram analisadas por Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) especifica para £. sakazakii.

2.3 PCR - Foram utilizados os primers citados por Lehner et al. (2004), descritos na Tabela 1. Para
avaliar a especificidade dos primers e definir as condi¢cbes étimas da reacdo foram utilizadas as estirpes
padrdo Enterobacter sakazakii CDC 7006 e E. sakazakii CDC 7008. Como controles negativos usou-se
Escherichia coli ATCC 11229, Enterobacter cloacae CDC 3430, Salmoneffa Typhimurium IAL 1472, Shigefla
sonneilAL 1585, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 e Listeria monocytogenes ATCC 19117.

Tabela 1 - Primers usados neste estudo.

Localizagdo  Produto

Gene Primer Seqléncia (5' - 3') Tm
no gene (pb)
16 S rRNA Esakf GCT YTG CTG ACG AGT GGC GG 88 - 107 929 64,5°C
Esakr ATCTCT GCA GGATTC TCT GG 1017 - 998 57,3°C

Aextracdo de DNA bacteriano foi realizada apés cultivo em caldo BHI (Difco) com incubagdo a 35°C
por 18 horas, utilizando-se o reagente PrepMan™Ultra da Applied Biosystems (Foster City, Calif., USA),
conforme descrito pelo fabricante (PrepMan™Ultra Protocol — Sample Preparation reagents 2001, Applied
Biosystems), ou por lise térmica, segundo Hu ef a/. (1999).
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No estabelecimento das condi¢bes da reacdo foram testadas diferentes temperaturas de anelamento,
namero de ciclos, concentracdes de MgCl, e concentracdes dos primers. As amplificacdes foram feitas em
termociclador GeneAmpO PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os fragmentos de DNA amplificados
foram separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. corados com solucdo de brometo de stidio
(0,006%, p/v) e fotografados em fotodocumentador (Eagle Eye ll, Stratagene). Lae

3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

diferentes temperaturas de anelamento, nimero de ciclos, concentracdes de MgCI,. ncer S
primers e de DNA das estirpes padrdo. Amplificacdes especificas e reproduziveis foram em um
volume de 50 ul contendo 1X PCR buffer, 1 mM de cada dNTPs, 1,5 mM ds Hﬂ, Wma
Ampliteq DNA polimerase, 20 pmol de cada primer, 100 ng de DNA bactenano e 2gua bi-destilada completando
o volume de 50 ul, em termociclador programado para um ciclo inicial 2 94°C por £ minutes, ssguido de 10
ciclos - Touch-Down (70°C/1min - diminuindo 1°C/ciclo) e 20 ciclos ldesnaturacdo 2 94°C/30ssg. - anslamento
a 60°C/1 min. - extensdo a 72°C/1:30min.), com o término da reac30 2 72°C/10 minutes.
Foram analisadas 45 amostras de leite pasteurizado tipo C penencentss @ nove mamsas & 125
amostras de queijo Minas frescal pertencentes a 19 marcas. D.ﬁﬂh.hmm
fluorescéncia no meio EC-MUG e pigmentagéo amarela em TSA, l7ﬁﬂm My

- W

por PCR do gene 1 6S rR NA Estas resultados lndlcarama mﬁﬁ .ﬂgﬁ- = - ) das

E sakazakﬂ tem sido considerado um contaminante ﬂm
geralmente a partir do ambiente nos est4gios de pés—pmma
al., 2006; Proudy et al., 2008). =iy iz bancie wiaaoly mmoeh s
Lehner et al. (2005) verificaram que E. sakazakii mw
e hidrofilicas, produzir polissacarideos extracelulares & ¢ -
racteristicas podem tornd-lo persistente no ambiente M
de luz UV, calor, detergentes, dcidos e bacteriéfagos. Assim, me
presenca no ambiente industrial, equipamentos, mgredm:_’ g

4 CONCLUSAO

0 método de PCR utilizado permitiu a identificacdo lﬁ-ﬁ >

Os resultados mostraram a ocorréncia de £. salmzﬁ'
enfatizam a necessidade de mais estudos sobre a presenca’
l2cteos, fontss de contaminacéo, determinacéo de fatoru s
caracteristicas de resisténcia a sanitizantes, fatores de va

.

ABSTRACT
=
Enterobacter sakazakii is considered an emerging foc =%
infaction imneonates. This bacterium has been found in se
associated pamarily with infant formula. In this study we analyas
brands (five sample/brand) during the winter of 2005, and 125 s=m
in the winter of 2005 and the summer of 2006. The presenca
ensichment in EC broth (with 20 g of novobiocin/ml), isolatio
MUG ager and TSA agar, and identification of the bacterial ise
prmmers used were from the literature and they amplify a
reactions, the strzins E. sakazakii CDC 7006 and E. sakaz
cloacss CDC 3430 as negative control. We found £. sakaz
brands and o six (31,58 %) of the nineteen Minas frescal ©

K=y words: PCR, emerging food-borne pathogen. opg ey
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