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RESUMO

CAETANO, Rachel Catharina de Paula e Silva, M. S., Universidade Federal de
Vicosa, janeiro de 2003. Crescimento de Klebsiella pneumoniae em dieta
enteral modificada. Orientadora: Maria Cristina Dantas Vanetti. Conselheiros:
Jorge Luiz Cavalcante Coelho e Josefina Bressam Resende Monteiro

Avaliou-se o crescimento de Klebsiella pneumoniae estirpe P15 em caldo
nutriente adicionado de diferentes fontes de carbono, em dieta enteral comercial nas
condi¢cdes geralmente adotadas durante a estocagem e administracdo e em dietas
com o pH modificado ou adicionadas de prebioticos e nisina + EDTA. Verificou-se
gue, a adicdo de adonitol, amido, dulcitol e xilitol ao caldo nutriente, reduziu o
crescimento bacteriano em relacéo ao controle ap6s 11 horas de incubacéo a 37 °C.
Fontes de carbono como glicose, maltodextrina, maltodextrina mais triglicerideos de
cadeia media e sacarose estimularam o crescimento de K. pneumoniae. A 25 °C foi
verificado o crescimento da bactéria nas dietas enterais com pH variando de 4,9 a
7,9 resultando em uma populacdo de 10" a 10° UFC mL™, em 26 horas de incubac&o
0 que correspondeu a um aumento de trés a cinco ciclos logaritmos na base 10 no
namero de células. O tempo de geracdo de K. pneumoniae em dieta enteral a 25 °C,
variou de 44,2 a 95,9 minutos com velocidades especificas de crescimento de 0,433
h a 0,941 h. A 15 e 20 °C o crescimento de K. pneumoniae em valores de pH 5,9 a
7,9 também resultou em um aumento de trés a cinco ciclos logaritmos na populagéo.
O ajuste do pH da dieta para 4,9 resultou em um crescimento menor do que um ciclo
logaritmo. N&o foi observado o crescimento de K. pneumoniae em dietas com pH 3,9.

A 15 e 20 °C constatou-se a reducdo substancial dos parametros cinéticos de



crescimento bacteriano avaliados com valores de tempo de geracdo entre 98,83 e
419,24 minutos e velocidade especifica de crescimento entre 0,099 h™* e 0,420 h*. O
efeito estimulador do frutooligossacarideo e de inulina no crescimento de K.
pneumoniae, observado em caldo nutriente, ndo foi constatado quando estes
prebidticos foram adicionados em dietas enterais com o pH ajustado para 5,0 e 5,5.
A adicdo de 3,0 mg L™ do antimicrobiano nisina juntamente com o agente quelante
EDTA n&o promoveu a inibicdo do crescimento de K. pneumoniae. A baixa
concentragcdo de nisina adicionada e provavelmente, a abundancia de minerais
encontrada na composicdo de dietas enterais, pode ter contribuido para a ineficacia
da nisina sobre a K. pneumoniae. A presenca de capsula foi verificada em células de
K. pneumoniae cultivadas em caldo nutriente adicionado de glicose, maltodextrina,
maltodextrina + TCM e sacarose e em dietas enterais com pH ajustado entre 3,9 e
6,9. A presenca de capsula nao foi observada nas células de K. pneumoniae
cultivadas em caldo nutriente adicionado de fontes de carbono como adonitol, amido,
dulcitol, xilitol e em dietas incorporadas de frutooligossacarideo, inulina ou nisina +
EDTA em pH 5,0. A acidez titulavel expressa em &cido latico da dieta comercial
variou, inicialmente, entre 0,94 a 1,22% e apés o crescimento de K. pneumoniae
foram encontrados valores de 0,80 % apdés a incubacéo por 48 horas a 15 °C, 0,76 %
a20°Ce 0,66 % a 25 °C.



ABSTRACT

CAETANO, Rachel Catharina de Paula e Silva, M. S., Universidade Federal de
Vicosa, January 2003. Growth of Klebsiella pneumoniae in modified enteral
formula. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Committee members: Jorge Luiz
Cavalcante Coelho e Josefina Bressan Resende Monteiro

Growth of Klebsiella pneumoniae strain P15 in nutrient broth supplemented with
different carbon sources, in commercial enteral formula under typical storage and
administration conditions and in formula with modified pH or supplemented with
prebiotics or nisin A + EDTA was evaluated. Addition of adonitol, starch, dulcitol and
xylitol to nutrient broth reduced bacterial growth in relation to the control after 11
hours incubation at 37 °C. Carbon sources such as glucose, maltodextrin,
maltodextrin + medium chain triglycerides and sucrose stimulated growth of K.
pneumoniae and resulted in populations of greater cellular mass. At 25 °C, bacterial
growth was found in formula at pH of 4.9 to 7.9, and reached 10’ to 10° CFU mL™
after 26 hours incubation, corresponding to an increase of three to five log cycles.
Generation time of K. pneumoniae in enteral formula at 25 °C varied from 44.2 to 95.9
minutes, resulting in specific growth rates of 0.433 to 0.941 h™. At 15 and 20 °C and
pH 5.9 to 7.9, growth of K. pneumoniae also increased three to five log cycles.
Adjusting the formula pH to 4.9 resulted in less than one log cycle of growth. No K.
pneumoniae growth was observed in formula at pH 3.9. At 15 and 20 °C, a substantial
reduction in the bacterial kinetic growth parameters evaluated was observed, with
generation times varying from 98.83 to 419.24 minutes and specific growth rates from

0.099 to 0.420 h™*. The stimulating effect of fructo-oligosaccharides and inulin on K.

Xi



pneumoniae growth that was observed in nutrient broth was not found when these
prebiotics were added to the enteral formula at pH 5.0-5.5. Addition of 3.0 mg L™ of
the antimicrobial agent nisin together with the chelant EDTA did not inhibit growth of
K. pneumoniae. The low nisin concentration and, probably, the abundance of
minerals in the enteral formula may have affected EDTA’s chelating action, and thus
interfered with nisin’s action. Capsules were present when K. pneumoniae cells were
cultivated at pH 3.9 to 6.9 in nutrient broth supplemented with glucose, maltodextrin,
maltodextrin + medium chain triglycerides and sucrose. Capsules were not observed
when K. pneumoniae cells were cultivated at pH 5.0 in nutrient broth supplemented
with adonitol, starch, dulcitol and xylitol or in enteral formula supplemented with
fructo-oligosaccharide, inulin or nisin + EDTA. Titratable acidity in commercial enteral
formula initially varied between 0.94 and 1.22 %, expressed as equivalent lactic acid.
Upon growth of K. pneumoniae, 0.80 % acidity was found at 15 °C, 0.76 % at 20 °C
and 0.66 % at 25 °C, after 48 hours of incubation.
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1. INTRODUCAO

Os alimentos podem ser considerados como um veiculo de transmissao de
microrganismos patogénicos em ambiente hospitalar e quando isso ocorre, €
particularmente importante porque, muitas vezes, envolve individuos ja debilitados
por doengas graves ou pelo uso sistémico de antibidticos. Apesar disso, pouca
importancia € dada aos alimentos como fonte de microrganismos capazes de
causar infecgdes hospitalares.

Alguns pacientes hospitalizados necessitam de terapia nutricional por dietas
enterais. Essas dietas sdo formulagdes especiais de alimentos recomendados
para pacientes incapazes de se alimentar por via oral devido a alguma patologia
ou cirurgia. A contaminagao dessas dietas representa um risco potencial em razéo
da sua composigao rica em nutrientes, pH neutro e atividade de agua elevada,
bem como, as vias de acesso e as condi¢cdes de tempo e temperatura em que sao
administradas. Essa contaminagao das dietas compromete a evolugao clinica dos
pacientes podendo resultar em complicagbes como vémitos, diarréias,
gastroenterites, septicemia e até a morte.

Em razdo da manipulagdo inadequada, de processos ineficientes de
higienizagdo de utensilios e equipamentos, de um elevado tempo de preparo e do

manuseio antes da administracdo, dietas enterais podem ser contaminadas por



uma grande variedade de microrganismos. Entretanto, bactérias Gram-negativas
sao os contaminantes mais frequentemente encontrados.

Bactérias Gram-negativas sdo também importantes agentes de infecgéo
hospitalar e Klebsiella esta entre as mais frequentemente identificadas como
patégeno oportunista. Klebsiella é também uma das bactérias mais
frequentemente encontradas contaminando dietas enterais, representando uma
possivel causa de doenca infecciosa em individuos imunodeprimidos.

Considerando o risco da presenca de estirpes virulentas de Klebsiella em
dietas enterais, o presente trabalho teve como objetivos, acompanhar o
crescimento de Klebsiella em dietas enterais nas condigbes geralmente adotadas
durante a estocagem e administracao e verificar o efeito da modificacdo do pH,
substituicao da fonte de carbono e adi¢gao de nisina e EDTA sobre o crescimento

dessa bactéria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo a Resolugdo n°® 63, de 6 de julho de 2000 do ANVISA/MS
(Regulamento Técnico para Fixacdo de ldentidade e Qualidade para Alimentos
para Nutricdo Enteral), nutricdo enteral € aquela usada para fins especiais, com
ingestao controlada de nutrientes, na forma isolada ou combinada, de composi¢ao
definida, especialmente formulada e elaborada para uso por sondas ou via oral,
industrializada, utilizada exclusiva ou parcialmente, para substituir ou
complementar, a alimentacdo oral em pacientes desnutridos ou nao, conforme
suas necessidades nutricionais em regime hospitalar, ambulatorial ou domiciliar,
visando a sintese ou manutencdo dos tecidos, 6rgaos ou sistemas (BRASIL,
2000).

A alimentagdo enteral apresenta vantagens em relagdo a parenteral por
estimular as fungbes e estrutura do intestino e a microbiota intestinal (IDENO,
1993). E principalmente usada para prover uma nutricdo efetiva em pacientes
incapazes de se alimentar por via oral e, ainda que a terapia seja segura e salve
vidas, a alimentacdo por sonda enteral esta associada a diversas complicagdes,
dentre elas a possibilidade de contaminag&o microbiana (ANDERTON, 1986).



Estudos comprovaram que as formulas enterais apresentam risco
microbiologico elevado, pois, por ser rica em nutrientes, apresentar atividade de
agua alta e pH neutro possibilitam o crescimento de microrganismos
contaminantes. Além disso, as vias de administracdo utilizadas podem permitir
que alguns dos sistemas naturais de defesa do organismo sejam invadidos, pois,
em alguns casos, a sonda invade a barreira acida do estémago e leva o alimento
ao duodeno e ao jejuno. Nesse meio, com o pH alcalino, os microrganismos
contaminantes podem proliferar e colonizar o intestino, cuja microbiota residente
pode ter sido diminuida, significativamente, pelo uso sistémico de antibidticos
(Shootes et al.,, 1971 e Remington e Schimpff,1981 citados por ARIAS et al.,
1998). A transmissdo de microrganismos patogénicos ou potencialmente
patogénicos, via alimentos, é particularmente importante quando ocorre em
individuos hospitalizados, muitas vezes debilitados por doengas graves ou por
uma nutricdo inadequada ou ainda, em consequéncia dos procedimentos de
quimioterapia (PELCZAR Jr. et al.,1993). WEENK et al. (1995) relataram que esse
grupo de doentes inclui pacientes cirurgicos e hospitalizados, bebés prematuros e
pacientes em Unidade de Tratamento Intensivo.

De acordo com CASEWELL et al. (1981) e ANDERTON (1983, 1984), o
risco potencial de pacientes serem contaminados por dietas enterais tem sido
muito alto. Segundo DOROTHY et al. (1990), um tergo dos pacientes que recebem
alimentacdo enteral em Unidades de Tratamento Intensivo de um hospital da
cidade de Oklahoma nos Estados Unidos desenvolveram diarréia depois da
alimentacdo. A diarréia nesse tipo de paciente pode ser atribuida a
hipoalbuminemia, a contaminacdo bacteriana e, concomitantemente, a terapia
com drogas (BURNS e JAIRATH, 1999).

DU MOULIN et al. (1982) também enfatizaram o fato de que muitos
pacientes que utilizam nutricdo nasogastrica sdo tratados com antiacidos ou
protetores gastricos que elevam o pH do estdmago de 2,0 para aproximadamente
5,5 e, dessa forma, ha o favorecimento do crescimento de bactérias. Tratamentos
com antibidticos, esterdides e imunodepressores também podem alterar a

microbiota natural dos pacientes, predispondo-os a infeccbes com bacilos Gram-



negativos, Staphylococcus aureus ou Candida albicans, particularmente quando
esses pacientes recebem dieta nasoentérica, que passa diretamente para o
duodeno (ANDERTON, 1983).

A contaminagao da férmula enteral € a primeira etapa para o acesso dos
microrganismos ao organismo humano. A presenga de microrganismos na dieta
enteral pode resultar da contaminagao cruzada de equipamentos, utensilios e das
superficies de trabalho higienizados inadequadamente, de ingredientes ou de
outros aditivos utilizados na preparagdo ou na modificacdo da formula, de
manipuladores, de equipos e sistemas de administragdo (ANDERTON, 1993;
CROCKER et al., 1996). Os contaminantes encontram condigdes adequadas para
0 crescimento nesse tipo de alimento, como a composi¢ao rica em nutrientes,
atividade de agua alta e pH neutro, bem como o tempo e a temperatura ambiente
durante o periodo em que é administrado aos pacientes (BASTOW et al., 1982;
NAVAJAS et al., 1992 e ARIAS et al., 1998).

ANDERTON (1983) encontrou contagens microbianas da ordem de 10°
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/mL em dietas comerciais e preparadas
em hospitais. As dietas sdo provavelmente contaminadas durante o processo de
mistura ou diluicdo da alimentacdo e adicao nos frascos de administracdo. Assim,
€ provavel que as dietas enterias preparadas na cozinha dietética estejam
contaminadas com 102 a 10®° UFC mL™" de microrganismo imediatamente depois
da preparacao (ANDERTON, 1983).

Os microrganismos mais freqientemente encontrados contaminando dietas
enterais sdo bactérias Gram-negativas como Klebsiella ssp. (SCHOOTER et al.,
1971, CASEWELL e PHILLIPS, 1978; MONTEGOMERIC, 1979; COOKE et al.,
1980, ANDERTON, 1983, THURN et al., 1990; COSTA et al., 1998), Enterobacter
cloacae (CASEWELL et al., 1981; LEVY et al., 1989, THURN et al., 1990; COSTA
et al., 1998), Escherichia coli (SCHOOTER et al., 1971; ANDERTON, 1983; ARIAS
et al., 1998), Pseudomonas aeruginosa (SCHOOTER et al., 1971; ANDERTON,
1983), Acinetobacter sp. (BUSSY et al., 1992), Serratia marcescens (THURN et
al., 1990) e Salmonella enteritidis (GILL e GILL, 1981; ANDERTON, 1983).



COSTA et al. (1998) consideraram que K. pneumoniae é uma das bactérias
contaminantes mais freqlientemente encontradas em dietas enterais. CASEWELL
e PHILLIPS (1978) relataram que em 47, amostras 32 (68 %) estavam
contaminadas com 10* UFC mL™" de Klebsiella spp.. Nesse estudo, a presenca de
Klebsiella spp. foi também verificada em equipamentos, utensilios e superficies de
trabalho no setor de nutricdo e dietética dos hospitais. Os resultados mostraram
que os isolados tinham o mesmo tipo capsular daqueles isolados das dietas
enterais. Klebsiella oxytoca e K. pneumoniae também foram isoladas de dietas
enterais artesanais por PEREIRA et al. (2000) e apresentaram caracteristicas
moleculares diferentes. Alguns desses isolados apresentaram capacidade de se
instalarem no intestino de camundongos alimentados com dietas enterais
inoculadas e de translocarem para outros 6rgéos, como figado e pulmao
(PEREIRA, 2001). OKUMA et al. (2000) relataram que a incidéncia de
contaminacdo microbiana em féormula enteral antes e depois da administracéo foi
de 1 em 49 amostras (2,0%) e de 10 em 48 amostras (20,8%), respectivamente.
Esses mesmos autores verificaram que amostras da dieta de dois pacientes com
diarréia e duas amostras de 23 pacientes sem diarréia estavam contaminadas
com 10* UFC/mL ou mais e as bactérias encontradas foram K. pneumoniae e
Acinetobacter baumannii.

Klebsiella € um patdégeno oportunista e &, depois de E. coli, a causa mais
comum de septicemia provocada por bactérias Gram-negativas, com taxa de
mortalidade de até 50 % (HANSEN et al., 1998). No Brasil, de acordo com o
primeiro levantamento das infecgdes hospitalares em 1994, pelo Ministério da
Saude, 18,1 % das bactérias encontradas em infec¢des foram identificadas como
Klebsiella, ficando atras somente de Pseudomonas aeruginosa com 19,6 % dos
casos investigados (BRASIL, 1995). De acordo com FELDMAN et al. (1990), os
fatores que predispdem as infec¢gdes hospitalares por K. pneumoniae ou K.
oxytoca sao: idade avangada, alcoolismo crénico, doengas renais, pulmonares e
cardiacas cronicas ou doengas neoplasicas.

Klebsiella pode ser encontrada em individuos sadios residentes urbanos,

trabalhadores de hospitais e pacientes, numa proporgao que varia entre 30 a 37%



sendo 29 a 35% de origem entérica e 3 ou 4% sao encontradas na orofaringe
(DAVIS e MATSEN, 1974). Espécies de Klebsiella sdao mais frequentemente
isoladas dos tratos urinarios e respiratérios, embora também sejam encontradas
em bacteremia, ulceras, meningites e infecgdes de ouvido (CASEWELL et al.,
1981).

Isolados de K. pneumoniae de agua sdo capazes, como oOs isolados
clinicos, de expressar fatores de viruléncia (PODSCHUN et al., 2001). A capsula
de exopolissacarideos tem sido geralmente relacionada como um importante fator
de viruléncia em Klebsiella (DOMENICO et al., 1982) a qual, na auséncia de um
antigeno especifico, permite aos organismos evitar a fagocitose (WILLIANS et al.,
1986). Diferente de outras enterobactérias, K. pneumoniae contem uma grande
capsula de polissacarideos envolvida na colonizagdo, adesdo, manutencédo e
proliferacdo dessa espécie no hospedeiro (Sutherland, 1978 citado por TOMAS et
al.,1986).

Embora K. pneumoniae ndao seja comumente considerada como
enteropatégeno veiculado por alimentos, existem estudos que relatam esta
bactéria como agente causal de gastroenterites. RENNIE et al. (1990) relataram
um surto, onde a analise do padrao plasmidial dos isolados e a enterotoxina em
amostras fecais e do alimento sugeriram K. pneumoniae como o agente causador
da sindrome. SABOTA et al. (1998) relataram um caso onde K. pneumoniae é
considerado um patdégeno enteroinvasivo de origem alimentar, onde a ingestéo de
hamburguer contaminado por essa bactéria causou sepses em adulto saudavel,
sendo que os isolados do sangue e do produto tinham o mesmo padréo
plasmidial, bioquimico, sensibilidade a antimicrobianos e produziam enterotoxinas
termossensiveis.

O crescimento de bactérias contaminantes em dietas enterais ocorre em
taxas elevadas, principalmente em razdo de fatores como, valor nutricional, pH
proximo da neutralidade, alta atividade de &agua e tempo prolongado de
administracdo a temperatura ambiente.

Simulacdes com E. coli em sistemas de dietas enterais, com incubacao de

25 a 37°C, demonstraram que a presenga de uma unica célula podera, em 16



horas, resultar em uma concentracéo de 10?a 10" UFC mL™" e isso constituiu um
risco para os pacientes (ANDERTON, 1984). A contaminagao experimental de
dietas enterais com S. aureus, P. aeruginosa, Enterobacter aerogenes, E. coli e E.
cloacae em nimeros de 10? a 10° UFC/mL com subseqiiente incubagéo a 4, 25 e
37 "C, evidenciou que todas as bactérias cresceram rapidamente a 25 e 37 °C em
algumas dietas enterais com pH baixo entre 4,0 e 5,0 e alta osmolaridade, bem
como naquelas com pH proximo de 7,0 e isotdbnicas (ANDERTON, 1985). LEE e
HODGKISS (1999) observaram que, depois de quatro horas da dieta ter sido
manipulada, foi detectada uma contagem de células viaveis de E. coli de 0,5 x 10’
UFC mL™ que aumentou para 7,3 x 10° UFC mL™ depois de 24 horas. Em um
ensaio onde as maos de membros da equipe dietética foram contaminadas
experimentalmente com, aproximadamente, 10° UFC/cm? de células de E. coli,
esses mesmos autores relataram que a contagem de células viaveis em dietas
enterais foi de 1,2 x 10" UFC mL™" apds 4 horas de incubacéo e de 1,4 x 108 UFC
mL" depois de 24 horas. OLIVEIRA et al. (2000) relataram que a contagem de
mesofilos aerdbios em 15 amostras de dietas enterais alcangou de 8,5 x 10° a 3,0
x 108 UFC mL™" e o Nimero Mais Provavel (NMP/mL) de coliformes foi maior do
que 1,1 x 10%. Essas dietas estavam incubadas em refrigerador, por 17 horas onde
a temperatura variou de 9,6 a 13,8 °C.

O crescimento de Salmonella enteretidis Typhimurium em dietas enterais
artesanais e industrializadas, incubadas a 25°C e a 4°C, ocorreu a uma velocidade
especifica de crescimento entre 1,19 € 1,98 h™' e tempo de geragao variando entre
21 a 34,8 minutos (SILVA, 2000). Pelos dados obtidos, pode-se prever que uma
populacdo inicial de Salmonella de 10° UFC mL™" pode alcancar 10® UFC mL"™’
entre 14 e 24 horas de incubacgao a 25 °C, indicando um risco potencial para os
pacientes, mesmo que a contaminagao inicial seja com um numero baixo.

Dietas enterais sdo alimentos constituidos de proteinas, lipideos,
carboidratos, vitaminas e minerais sendo, esses substratos, considerados 6timos
para o crescimento dos microrganismos. Entre as alternativas para reduzir a taxa

de crescimento bacteriano nessas dietas pode-se considerar a alteragao do pH, a



incorporacao de fontes de carbono e energia que nao sejam facilmente
metabolizadas pela microbiota contaminante e o uso de conservantes.

O efeito do abaixamento do pH sobre o crescimento microbiano foi
demonstrado por OVESEN et al. (1991) em duas formulas enterais com valores de
pH 6,6 e 4,2. O crescimento bacteriano foi inibido na formula com proteina de soja
parcialmente hidrolisada e com o pH 4,2.

A utilizacdo de nutrientes como o xilitol em dietas enterais pode afetar a
atividade microbiana, pois segundo MAKINEN (2000), o metabolismo de
carboidratos com seis carbonos, como a glicose é frequentemente inibido por
carboidratos com cinco carbonos, como o xilitol. ZABNER et al. (2000) verificaram
que P. aeruginosa néo cresceu em meio M9 adicionado de xilitol como unica fonte
de carbono. Esses autores também verificaram que o xilitol ndo permitiu o
crescimento de S. aureus e de bactérias isoladas da mucosa nasal. O xilitol € um
polialcool derivado da xilose, a pentose encontrada na parede celular de vegetais.
Sua férmula estrutural é CsH12,05 (EMODI, 1978; HYVONEN e KOIVISTOINEN,
1982). Esse poliol pode ser encontrado na natureza em diversos organismos.
Xilitol tem sido encontrado em pequenas quantidades em muitas frutas, legumes,
verduras (WASHUTTL et al.,, 1973). A incorporagédo de xilitol em alimentos é
permitida, por esse ser uma substancia atéxica e, portanto, reconhecido como
GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration).
O seu uso foi liberado no Brasil em 1980 pelo processo N° 4624/79, comunicado
N° 730/80, de 7 de julho de 1980, do Ministério da Saude.

O xilitol pode ser usado em produtos de padaria, confeitaria e sorveteria,
derivados de leite, geléias e bebidas (HYVONEM e KOIVISTOINEN, 1982).
Segundo YLIKAHRI (1979), o xilitol apresenta efeitos fisioldgicos interessantes,
nao é carcinogénico e n&o requer insulina para ser metabolizado, podendo ser
usado como adocante para diabéticos devido o fato deste poliol ser absorvido
lentamente pelo organismo humano, sendo seu transporte feito por difusdo
passiva ou facilitada n&o causando, dessa forma, mudancas rapidas na
concentragao de glicose no sangue. A dose usualmente tolerada é de 20 a 40

gramas/dia para pessoas nao adaptadas segundo Lang (1971) e Makinen (1976)



citados por YLIKAHRI (1979). Doses maiores do que 20 a 40 gramas/dia podem
causar diarréia osmotica em alguns individuos, mas esse efeito cessa apdés um
periodo de adaptacgao.

EMODI (1978) afirmou que o xilitol ndo é utilizado por muitos
microrganismos e os produtos que o contém geralmente apresentam maior
conservagdo. MAKINEN e SOEDERLING (1981) observaram uma diminuigdo no
crescimento de Clostridium butyricum e Lactobacillus bulgaricus na presenca de
0,5 % de xilitol e 0,5 % de glicose. Combinando as propriedades fisioldgicas e
vantagens organolépticas, os autores sugeriram que o xilitol pode ser usado na
preservacao de certos alimentos.

O adonitol, um poli alcool que s6 é fermentado por 25 a 75 % das espécies
de Klebsiella (ORSKOV, 1984) é uma alternativa para ser incorporado em dietas
enterais com o objetivo de afetar o crescimento dessa bactéria. Outra alternativa
para diminuir o crescimento bacteriano em dietas enterais seria a adicdo de
carboidratos poucos fermentesciveis pela microbiota contaminante e que
estimulassem o crescimento de bactérias consideradas benéficas ao homem.

Segundo a Americam Dietetic Association (1997), as fibras apresentam
muitos beneficios para a saude e exercem um papel importante na manutencao da
saude e prevencdo de doencas e também podem ser usadas como um
componente da terapia nutricional médica. As aplicagdes potenciais das fibras na
nutricdo enteral sdo muito amplas. Inicialmente, as formulas enterais comerciais
nao continham fibras. Mas, com a constatagcdo de que as formulas sem fibras
causavam constipacdo ou diarréia passou-se entdo a adicionar fibras
originalmente de soja, as formulas enterais, a fim de minimizar esses problemas.
Atualmente, as férmulas enterais incluem diferentes tipos de fibras, incluindo fibras
soltveis, fibra insoluvel, inulina e frutooligossacarideos (NESTLE, 2002). A diarréia
é frequente em pacientes que estdo recebendo nutricdo enteral, com uma
incidéncia estimada de 25 a 65 % (SILK, 1993). As fibras sao frequentemente,
eficazes na redugao da constipagdo e diarréia, ambos males associados com a
nutricao enteral. Embora as fibras sejam benéficas em varias situagdes de curto

prazo, € na nutricdo enteral de longo prazo que seus beneficios sdo maiores.

10



De acordo com ROBERFROID (1993; 1998), carboidratos classificados
como fibras possuem propriedades fisiologicas especificas tais como: ndo serem
hidrolizados por enzimas digestivas humanas e serem fermentados no coélon por
uma microbiota especifica; caracteristicas semelhantes sdo encontradas em fibras
como a inulina e frutooligossacarideos.

Alguns  carboidratos  fermenteciveis, mas, indigeriveis podem,
seletivamente, estimular certos grupos bacterianos no colon tais como
bifidobactérias, eubactérias e lactobacilos, considerados benéficos para os seres
humanos e sao, coletivamente, chamados de prebidticos (HOLZAPFEL et al.,
2002). Compostos denominados bifidogénicos, também denominados prebidticos,
sao aqueles que promovem seletivamente a proliferacdo das bifidobactérias nos
seres humanos podendo diminuir o numero de bactérias patogénicas (GIBSON et
al., 1995; ROBERFROID et al., 1998). Embora existam outros oligossacarideos da
soja, xilooligossacarideos entre outros, até o momento, somente
frutooligossacarideos-FOS e inulina s&o considerados prebidticos (BORGES,
2000).

A inulina € um polimero de frutose extraida da raiz de chicéria ou produzida
industrialmente a partir da sacarose e contém cadeias de 2 a 60 unidades de
frutose. Os FOS (ou oligofrutose) contém de 2 a 9 unidades de frutose que séo,
algumas vezes, ligadas a uma unidade de glicose terminal (MOLIS et al., 1996).
De acordo com MITSUOKA (1990) e BENGMARK et al. (2001), a inulina e os FOS
podem ser encontrados em diversos alimentos como o alho, cebola, aspargos,
tomate, alcachofra, banana, cevada, mel, centeio, trigo, entretanto, em poucas
quantidades.

Embora nédo haja nenhuma recomendacgéao dietética formal para a inulina e
os FOS, BOUHNIK et al. (1999) sugerem que a ingestdo de cerca de 10 g/dia seja
uma dose ideal e bem tolerada e que promoveu um aumento significativo na
contagem de bifidobactéria em fezes de voluntarios saudaveis. Esses autores
também observaram um excesso de flatuléncia em pessoas que ingeriram 20
g/dia de inulina e FOS. GIBSON et al. (1995) demonstraram claramente um efeito

laxativo em 136 de 154 voluntarios que ingeriram doses de 15 g/dia de FOS.
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CUMMINGS et al. (2001) relataram que a ingestdo de 14 g/dia de inulina
aumentou significativamente a ocorréncia de flatuléncias, colicas abdominais e
estomacais e inchago. Outros estudos com dosagens entre 5 e 20 g/dia de
frutooligossacarideos mostraram que o aumento da dose é relacionado com o
aumento da flatuléncia (KAMAGUCHI et al., 1993; GIBSON et al., 1995).
TOMOMATSU (1994) e ROBERFROID et al. (1998) afirmaram que o efeito
bifidogénico € constatado a partir de doses pequenas de 4 a 8g/dia de FOS. A
ingestdo de 8g FOS/dia normalizou as fezes liquidas de pacientes (TOMOMATSU,
1994) e segundo ROBERFROID et al. (1998), o efeito antidiarréico do FOS é uma
consequéncia da sua agao bifidogénica.

O valor caldrico de FOS estimado por MOLIS et al. (1996) foi de 9,5 Kj/g e
esses autores concluiram que, em humanos saudaveis, FOS foi ligeiramente
digerido no intestino delgado e foi fermentado no colon, reduzindo a energia
produzida.

MOLINS et al. (1996) relataram que 89 % do FOS ingeridos atingem o cdlon
onde sao totalmente fermentados, n&o sendo detectado residuos no material fecal.
Portanto, a eficiéncia desta substancia depende da populacdo microbiana
presente no célon, que varia de individuo para individuo.

Segundo ROBERFROID (1993) e YUN (1996), as bifidobactérias protegem
contra espécies bacterianas invasivas e patogénicas ao secretarem substancias
antibacterianas, competindo por locais de substratos ou aderéncia ou estimulando
o sistema imunoldgico. De acordo com GIBSON e WANG (1994a), algumas
espécies de bifidobactérias sdo capazes de desempenhar efeitos antimicrobianos
sobre alguns patégenos intestinais Gram-positivos e Gram-negativos, incluindo
Salmonellae, Campylobacter e E. coli. Produtos finais da fermentagéo de inulina e
FOS, tais como acidos propiénico, acetico, butirico e lactico podem abaixar o pH
no intestino (KAWASE, 1982 e RASIC, 1983). TOMOMATSU (1994) afirmou que
os efeitos supressores desses acidos sao eficazes contra Salmonella e E. coli.
Bifidin, um antibidtico produzido por Bifidobacterium bifidum, é efetivo contra
Shigella dysenteriae, Salmonella typhosa, Staphylococcus aureus, E. coli e outras
bactérias (Anand et al., 1984 e 1985 citados por TOMOMATSU, 1994).
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A ingestao de inulina e FOS por voluntarios humanos alterou a composi¢cao
da microbiota intestinal, favorecendo as bifidobactérias (GIBSON et al., 1997). O
aumento no numero de bifidobactérias em alimentos infantis matinais foi um dos
fatores que contribuiu para melhorar a competicdo com patégenos (GIBSON et al.,
1997 e ROLFE, 2000). GIBSON (1999) relatou que a mudanga de glicose por
frutooligossacarideos em uma dieta para voluntarios causou o aumento de
bifidobactérias, enquanto bacteridides, fusobactérias e clostridios decresceram em
numero. A populacdo de outras bactérias avaliadas como aerdbios totais,
lactobacilos, coliformes e cocos Gram-positivos, permaneceu sem mudancas.
Resultados similares foram encontrados com alimentagdo humana acrescida de
inulina (Raftiline® ST). ROBERFROID (1993) encontrou resultados que
demonstraram em estudo in vitro com bactérias, que FOS é um substrato tao
adequado quanto glicose, para o crescimento de todas as bifidobactérias e
bacteridides avaliados, além de K. pneumoniae, Streptococci e Clostridium
butyricum. A ingestdo de inulina e FOS, além de promover o aumento das
bifidobactérias no intestino humano, apresenta outros beneficios importantes
como: estimulac&o da producao de enzimas digestivas tais como as lisoenzimas e
caseina fosfatase; diminuigdo dos niveis de colesterol e ambnia no sangue e
aumento da absorgdo, no colon, de calcio e, possivelmente, de magnésio
(GIBSON e ROBERFROID, 1995). De acordo com EBIHARA e NAKAMOTO
(1998), inulina e FOS previnem diarréias causadas por microrganismos
patogénicos através da producdo de acidos graxos de cadeias curtas que
estimulam a absorg¢ao de sodio e agua no colon e promovem o desenvolvimento
da mucosa intestinal e estimulam a mobilidade intestinal (MOLIS et al., 1996;
GIBSON, 1999; RAYERS et al., 2002).

SILK (1993) relatou que as fibras reduziram a translocacé&o bacteriana em
nodulos linfaticos de ratos. Uma solugdo de nutricdo enteral contendo fibras
reduziu a taxa de infecgcdes pods-operatério em comparagdo com nutricao
parenteral e dieta enteral sem adigdo de fibras (RAYES et al.,, 2002). Existem
varias razdes para entender porque o sucesso das formulas enterais sem adicao

de fibras ndo € atingido, e provavelmente, a razdo mais importante € a
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necessidade de se criar condicbes que favorecam a estimulacdo do sistema
imunoldégico do célon, até hoje negligenciado. As formulas que nao contém fibras
nao aumentam a fermentacdo no célon e dessa forma, ndo criam condi¢des de
favorecimento do sistema imune. E racional assumir que a adicdo de fibras
(prebidticos) em dietas enterais pode, significativamente, melhorar a eficacia
dessas solugdes nutricionais (BENGMARK et al., 2001).

Portanto a ingestdo de alimentos enriquecidos com prebiodticos poderia ser
benéfica, principalmente em situagdes em que a microbiota esteja negativamente
alterada, em estados fisioldgicos alterados ou na velhice, em que o numero de
bifidobactérias acha-se normalmente reduzido (BORGES, 2000). De acordo com
GIBSON et al. (1995) a concentragdo de bifidobactérias parece diminuir com a
idade e em humanos com mais de 55 anos a contagem fecal de bifidobactérias
diminui em comparagao com pessoas jovens. Existe uma analogia potencial entre
a reducao da resisténcia ao patégeno e o aumento do numero de bifidobactérias
em pessoas idosas e a producio de fatores naturais de resisténcia. A intencéo de
acrescentar prebidticos em alimentos para selecionar a populagdo bacteriana em
pessoas idosas pode ter muito valor (GIBSON, 1999).

A inibicdo ou retardamento do crescimento microbiano em dietas enterais,
pode ser alcangado também pela presenca de conservantes. Estudos prévios tém
sido feitos para determinar a eficiéncia de nisina como aditivo para preservar
diferentes alimentos como: queijo cottage, ovos, brandy e alimentos enlatados
(GIBBS e HURST, 1991 e DELVES-BROUGHTON et al., 1992). A nisina € um
polipeptidio antibacteriano produzido pelo Lactococcus lactis subsp. lactis
composto de 34 aminoacidos e de peso molecular de aproximadamente 3,510 Da
(HURST, 1981). Foi a primeira bacteriocina obtida industrialmente a partir de uma
bactéria lactica, com aprovacéo pelo FDA em 1988 e é permitida em mais de 46
paises (DELVES-BROUGHTON, 1990). Dentre as bacteriocinas, a nisina vem
despertando grande interesse como conservante, sendo praticamente a unica
permitida em alimentos. E considerada uma substancia GRAS por ndo apresentar
toxicidade ao homem (FDA, 1988).
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De acordo com JAY (1992), a nisina apresenta algumas caracteristicas
desejaveis tais como: termoestabilidade e excelente estabilidade durante o
armazenamento, destruicdo por enzimas digestivas e n&o confere sabores ou
odores desagradaveis ao alimento.

Segundo STEVENS et al. (1991), KALCHAYANAND et al. (1992),
BOZIARIS e ADAMS (1999) e CERRUTTI (2001), embora a nisina tenha efeito
inibidor sobre muitas bactérias Gram-positivas, inclusive esporos bacterianos,
estudos demonstraram a inibicdo de bactérias Gram-negativas, principalmente
quando nisina é associada a agentes quelantes como: EDTA (acido
etilenodiaminotetraacético), trisédio ortofosfato, monohidrato citrico e pirofosfatos
ou a tratamentos que induzam a uma injuria subletal. Bactérias Gram-negativas
submetidas a estresses térmicos, congelamento e a acidos fracos, tornaram-se
sensiveis a nisina (KALCHAYANAND et al., 1992). Agentes quelantes, como o
EDTA, se ligam ao ion magnésio da membrana de lipopolissacarideo e produzem
na ceélula uma susceptibilidade a antibidticos e detergentes desestabilizando a
membrana de lipopolissacarideos.

Os sais de calcio e sodio de EDTA a 100 ppm sao aprovados para 0 uso
em alimentos como agente quelante. O EDTA nao tem muito efeito antimicrobiano,
mas possui a capacidade de quelar cations divalentes, desestabilizando as
funcdes de barreira da membrana externa de bactérias Gram-negativas e também
age na parede celular de bactérias Gram-positivas. Desta maneira, aumenta a
acao antimicrobiana de outros compostos quimicos, especialmente daqueles que
agem sobre a membrana, tais como compostos ativos de superficie, antioxidantes,
lisoenzimas e bacteriocinas (RAY, 1996). O EDTA é estavel a temperaturas
elevadas e facilita o processo de solubilizagdo de proteinas (ANDRADE e
MACEDO, 1995).

Segundo STEVENS et al. (1991) a acdo da nisina ocorre na membrana
citoplasmatica da célula vegetativa. O dano celular causa a perda da forga
protomotora devido a quebra da integridade da membrana. A membrana externa

de bactérias Gram-negativas atua como uma barreira de permeabilidade seletiva
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para a célula e impede que moléculas como antibidticos e detergentes atinjam a
membrana citoplasmatica.

RAMSEIER (1960) enfatizou os numerosos fatores que afetam a atividade
antimicrobiana da nisina. O mais importante € a quantidade e idade do in6culo, a
composi¢cao do meio e pH da solugédo na qual a nisina sera dissolvida antes de ser
adicionar ao meio. A molécula de nisina por natureza € acida e apresenta grande
estabilidade em condicbes acidas. Ela é mais soluvel em pH mais baixo e mostrou
ser mais estavel a 115,6 °C quando em pH 2,0 (HURST, 1981). Esse mesmo autor
verificou perda de 40% da sua atividade a115,6 °C em pH 5,0 e mais de 90% em
6,8. Campbell e Sniff (1959) citados por HURST (1981) usaram suco de tomate
com pH ajustado para diferentes valores e confirmaram o aumento da eficiéncia
de nisina em pH baixo. A um pH 5,3, todas as 31 estirpes de Bacillus coagulans
foram inibidas com 200 Ul de nisina, enquanto nenhuma das estirpes foi inibida a
um pH 7,2 com 560 Ul de nisina.

STEVENS et al. (1991) demonstraram que quando células de bactérias
Gram-negativas sao tratadas com 20 mM EDTA e 50 ug/mL de nisina em uma
solugdo tampao com um valor de pH 6,9 e incubadas a 37 °C, populagbes de
Salmonella spp., Enterobacter aerogenes, Shigella flexneri, Citrobacter freundii e
E. coli O157:H7 foram reduzidas de trés a seis ciclos logaritmos de UFC/mL.
CUTTER e SIRAGUSA (1995b) demonstraram que nisina combinada com agentes
quelantes reduziram de maneira eficaz populagdes de bactérias Gram-negativas
como Salmonella typhimurium e E. coli O157:H7, nas temperaturas de 5 a 42 °C.
Tratamentos com nisina e nisina combinada com EDTA em E. coli O157:H7
promoveram redugdes de um ciclo logaritmo de UFC/cm? e de 0,8 ciclo logaritmo
de UFC/cm?, respectivamente, (ZHANG et al., 1999). NATRAJAN e SHELDON
(2000) constataram a inibicdo de Salmonella por nisina associada ao EDTA,
enquanto CERRUTI et al. (2001) verificaram redugdo de quatro a cinco ciclos
logaritmos no numero de células viaveis de E. coli quando nisina foi associada a
pH entre 5,5 a 6,5 e a atividade de agua de 0,97 a 0,98.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratério de Microbiologia de Alimentos do

Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa-Minas Gerais.

3.1- Microrganismo

Os experimentos foram conduzidos com a estirpe P15 de Klebsiella
pneumoniae isolada de dieta enteral proveniente de uma unidade hospitalar da
Zona da Mata Norte (MG) por PEREIRA et al. (2000). Esta estirpe de K.
pneumoniae foi capaz de colonizar o intestino de camundongos alimentados com
dieta enteral inoculada com uma mistura de isolados de Klebsiella. Também foi
capaz de translocar para o pulmdo dos animais imunodeprimidos (PEREIRA,
2001).

Os estoques da cultura foram mantidos congelados a -86 °C em caldo
Infusédo de Cérebro e Coracgao - BHI (Merck) contendo 20 % de glicerol.

Antes de cada experimento, a cultura de K. pneumoniae foi ativada por
duas vezes consecutivas em caldo BHI a 37 °C, por 18 horas. As células foram
entdo coletadas em centrifuga refrigerada (Sorvall RT 6000 D) a 2000 g em

temperatura proxima a 4 °C. As células coletadas foram ressuspendidas em
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solugdo salina 0,85 % e diluidas até se obter 0,4 de absorvancia em
espectrofotdmetro SPECTRONIC 20D (Milton Ray) a 630 nm, o que correspondeu
a, aproximadamente, 3,0 x 102 UFC mL"™". Diluigdes seriadas foram realizadas para
que fossem inoculadas cerca de 10?a 10° UFC mL™" na dieta enteral, previamente

distribuida em frascos de 100 mL com tampa rosqueavel.

3.2- Determinacédo do crescimento de K. pneumoniae em diferentes fontes
de carbono

Para se avaliar o crescimento de K. pneumoniae em diferentes fontes de
carbono, utilizou-se caldo nutriente (Merck) na concentracéo dupla, acrescido
de uma solugdo a 2 %, dos seguintes nutrientes: Oligossac (Support®),
Oligossac (Support®) mais Triglicerideos de Cadeia Média-TCM (Support®),
adonitol (Merck), xilitol (Merck), frutooligossacarideos (Raftilose P95 - Orafti®),
inulina (Raftiline ST - Orafti®), glicose (Sigma), amido (Vetec), sacarose

(Sigma). O dulcitol (Inlab) foi adicionado na concentracao de 1 %.

Volumes de 2,5 mL de caldo nutriente em concentragdo dupla foram
esterilizados em tubos de vidro com tampa rosqueavel e adicionados de 2,5 mL
das solucdes esterilizadas de cada fonte de carbono. O meio de cultura foi
inoculado com aproximadamente, 10° UFC/mL de K. pneumoniae e mantido a
37 °C em banho-maria (Termomix B. Braun Biotech International). O
crescimento bacteriano foi acompanhado com espectrofotometro SPECTRONIC
20D (Milton Ray) a 630 nm, em intervalos de 1 hora.

O experimento foi conduzido em duas repeticdes, com triplicata.
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3.3- Determinacédo do crescimento de K. pneumoniae em dietas enterais

Foram utilizadas dietas enterais El Diet (Support®), na forma de po
acondicionadas em pacotes contendo 90 gramas. As dietas foram preparadas
conforme a recomendacao do fabricante, pesando-se, assepticamente o pd e
diluindo-o em agua esterilizada. Volumes de 30 mL da dieta enteral foram

distribuidos em frascos de 100 mL esterilizados.

O pH da dieta que, inicialmente foi 7,9, foi modificado para valores de
3,9; 4,9; 59 e 6,9 com acido latico 5 M esterilizado. O crescimento de K.
pneumoniae em dietas com os diferentes valores de pH foi avaliado a 15, 20 e
25 °C, mantidas em estufa BOD por 48 horas. A cada intervalo de 4 horas de
incubacao, frascos contendo a dieta enteral com valores de pH diferentes foram
removidos da estufa BOD para a determinagao do niumero de células viaveis de
K. pneumoniae em agar MacConkey (Merck), pela técnica de plaqueamento por
microgotas (HERIGSTAD et al., 2001), em duplicata.

O experimento foi conduzido em trés repeticbes para cada tratamento

realizado.

O crescimento de K. pneumoniae também foi acompanhado na dieta
acrescentada de frutooligossacarideos, inulina, nisina + EDTA com pH 5,0 e
5,5. O frutooligossacarideo e a inulina foram adicionados a dieta na
concentracdo de 10 g/dia conforme BOUHNIK et al. (1999). O efeito
antibacteriano da nisina (Sigma) sobre K. pneumoniae foi avaliado adicionando-
se 3 mg L™, que é trés vezes maior que a concentracdo maxima de ingestao
diaria de acordo com o Food and Drug Administration (FDA, 2001). O EDTA
(Sigma) foi adicionado juntamente com a nisina para atuar como um agente
quelante, na concentragdo maxima estabelecida pela Resolugcdo n° 33, de 9 de
marco de 2001 do Ministério da Satde, que é de 7,5 mg L™ (BRASIL, 2001). As
solugdes de nisina e de EDTA foram esterilizadas pelo método de filtracao, e

adicionadas as dietas ja preparadas.
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O ajuste do pH das dietas para os valores de 5,0 e 5,5 foi feito com uma
solucao estéril de acido latico 5 M. A determinagdo do crescimento bacteriano

foi como descrito anteriormente.

O experimento foi conduzido em duas repeticoes para cada tratamento

realizado.

3.4.- Parametros cinéticos do crescimento de K. pneumoniae em dietas

enterais

Os dados de crescimento de K. pneumoniae obtidos foram usados para
tracar as curvas de crescimento e determinar a fase lag, calcular a fase log, o
tempo de geragcdo e velocidade especifica de crescimento (u) em cada

condigao estudada.

A fase lag foi estimada graficamente, determinando-se a inser¢ao da reta
obtida pela regresséao linear dos pontos relativos ao crescimento exponencial

com o valor do numero inicial de células.

A velocidade especifica de crescimento (u) de K. pneumoniae nas dietas
enterais foi obtida selecionando-se os pontos obtidos experimentalmente e que
correspondiam a fase log de crescimento. Em seguida, foi feita uma regressao

linear e obtida a equacao da reta, y = ax+b, sendo a=p.

O tempo de geracéo (1) foi calculado em fung¢ao de p, onde t=In2/p.

3.5- Determinacé&o da acidez titulavel

A acidez titulavel da dieta enteral foi determinada no inicio do experimento
e apos 48 horas de incubagado com o intuito de se avaliar a acidez expressa como
porcentagem de acido latico. Para a titulagdo, utilizou-se hidroxido de sodio na

concentragao de 0,1 N e fenolftaleina como indicador (CASE et al., 1985).
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3.6- Observacdo microscopica da capsula de polissacarideo

Preparagdes microscopicas para observagao da presenca de capsula em K.
pneumoniae foram feitas apds o crescimento da bactéria em caldo nutriente
com diferentes fontes de carbono e em dieta enteral El Diet® com o pH entre
3,9 e 7,9 a 25 °C e também acrescida de frutooligossacarideos, inulina e nisina
+ EDTA com pH 5,0. A coloragao para visualizacdo da capsula foi feita com
tinta nanquim, de acordo com HARRIGAM e McCANGE (1976).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo do crescimento de K. pneumoniae em caldo nutriente com

diferentes fontes de carbono.

O crescimento de K. pneumoniae em caldo nutriente variou de acordo com
as fontes de carbono usadas para suplementar tal meio (Figuras 1 e 2). Fontes de
carbono como adonitol, amido, dulcitol e xilitol no caldo nutriente resultaram em
uma densidade otica menor da cultura bacteriana ao final de 11 horas (Figura 1)
sugerindo uma populacgao final de células menor do que as observadas quando na
presenca das outras fontes de carbono. Estes resultados indicam que é possivel
reduzir o crescimento bacteriano de K. pneumoniae em dietas enterais e,
provavelmente, outras bactérias contaminantes, pela modificacdo da fonte de
carbono. Embora esta conclusédo seja baseada nos resultados obtidos em caldo
nutriente, pode-se supor que o comportamento de muitas bactérias seja
semelhante quando cultivada em dieta enteral. A observacdo de que uma
multiplicacado rapida de E. coli ocorreu tanto em caldo nutriente como em dieta
enteral feita por ANDERTON (1984) reforca esta hipétese. Esse autor verificou
que, em oito horas de incubagdo a 23 °C, a populacdo de E. coli variou de 102
UFC mL" para 10" a 102 UFC mL™"em ambos substratos, concluindo que até uma

unica célula bacteriana podera, em oito horas de incubacido resultar em uma
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concentragdo de alta de microrganismos sendo um perigo em potencial para
pacientes imunodeprimidos.

Conforme informado pelo fabricante, os produtos a base de
frutooligossacarideos e inulina continham uma porcentagem de, no maximo, 8 %
de glicose, frutose e sacarose. A presenga desses carboidratos pode explicar o
crescimento de trés a quatro ciclos logaritmos de K. pneumoniae no caldo
nutriente incorporado dessas fontes de carbono (Figura 1). ROBERFROID (1993)
em um estudo in vitro com K. pneumoniae encontrou resultados que demonstram
que FOS é um substrato tao eficiente para o crescimento dessa bactéria quanto
glicose.

O tempo de administragdo sugerido por ANDERTON (1986) para se manter
a inocuidade da dieta enteral € que nao se ultrapasse quatro horas, desta forma
neste periodo as dietas enterais acrescidas de FOS e inulina poderiam ter sido

administrada ao paciente sem o risco de crescimento bacteriano.
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Figura 1. Crescimento de K. pneumoniae em caldo nutriente suplementado
com diferentes fontes de carbono como inulina (®),
frutooligossacarideos (), amido (a), dulcitol (), adonitol (L),
xilitol (®) e caldo nutriente (O).
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Figura 2. Crescimento de K. pneumoniae em caldo nutriente com diferentes
fontes de carbono como glicose (m), sacarose (#), oligossac® mais
triglicerideos de cadeia média (a), oligossac® (®) e caldo
nutriente(O).

Contatou-se que o crescimento de K. pneumoniae em caldo nutriente foi
maior na presenca de 2 % das fontes consideradas mais cal6ricas como glicose,
sacarose, Oligossac® (maltodextrina) e Oligossac® mais acidos graxos de cadeia
média (Figura 2).

As oscilagbes observadas na densidade 6tica da cultura de K. pneumoniae
na presenca de fontes de carbono mais caldricos (Figura 2) podem ser atribuidas
a presenga de outros carboidratos contaminantes. Glicose é a fonte de carbono
preferida pela maioria das bactérias heterotroficas, contudo ha uma versatilidade
muito grande na utilizagdo de fontes de carbono e de energia (CALDWELL, 2000).
De acordo com ROWAN e ANDERSON (1997) a suplementagao de maltodextrina
em formulas infantis estimula o crescimento de Bacillus cereus e a produgao de
enterotoxina. De acordo com BASTOW et al. (1982) o numero e as espécies de
microrganismos isolados de dietas enterais durante etapas de preparagdo e
administracéo diferiram muito, dependendo da base da dieta, ou seja, se a base

de proteinas ou de carboidratos (Caloreen®). Nas dietas industrializadas
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suplementadas com carboidratos, E. aerogenes, Staphylococcus epidermis, S.
aureus, S. faecalis, E. coli e Proteus spp foram encontradas na ordem de 10°a 108
UFC mL" apés 24 horas de administracdo, enquanto na dieta a base de proteinas
néo foi detectada a presenca de contaminantes. STANEK et al. (1983) observaram
que o acréscimo de oligopeptideos a dieta enteral contendo aminoacidos, lipideos
e carboidratos resultou em um aumento de dois e quatro ciclos logaritmos na
populacdo de S. aureus e S. enteritidis respectivamente, apés 24 horas de
incubagao a 22 °C. ANDERTON (1985) observou o crescimento de E. aerogenes
em dietas enterais industrializadas avaliadas com diferentes formulacdes, as quais
diferiram na auséncia ou presenca de carboidratos e aminoacidos utilizados. A
populacdo inicial inoculada nas dietas enterais foi de, aproximadamente, 10° UFC
mL™" e houve um aumento de aproximadamente trés ciclos logaritmos em 24 horas
de incubacgéo a 25 e 37 °C em ambas as dietas. COSTA et al. (1998) relataram
que dietas enterais a base de amido e a base de maltodextrina apresentaram
contaminagbes com bactérias Gram-negativas como K. pneumoniae, E. cloacae e
E. asburiae, além de bolores e leveduras. Entretanto, a dieta a base de amido
apresentou um numero maior de amostras que estavam contaminadas.

S&o0 necessarias mais pesquisas para avaliar fontes alternativas de energia
e que sejam menos metabolizadas pelos microrganismos contaminantes para
serem incorporadas nas dietas enterais e que contribuam para a seguranca

desses alimentos.

4.2. Crescimento de K. pneumoniae em dietas enterais sob diferentes

temperaturas e valores de pH

A manutengao das dietas enterais a 25 °C e os valores de pH inicial de 5,9
a 7,9 favoreceram um aumento de cerca de quatro a cinco ciclos logaritmos no
numero de células viaveis de K. pneumoniae P15, em um periodo de 26 horas de
incubacao (Figura 3). Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por
ANDERTON (1986) que verificou o aumento de seis ciclos logaritmos na

populacao de E. coli, incubada em dietas enterais, apés 24 horas a 37 °C. Embora
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o abaixamento do pH da dieta enteral para valores de 4,9 tenha aumentado a fase
lag e diminuido a velocidade especifica de crescimento bacteriano, foi ainda
possivel verificar um aumento de trés ciclos logaritmos na populagado de células
viaveis de K. pneumoniae a 25 °C. Entretanto, no periodo de 4 horas ndo houve
crescimento bacteriano e, desta forma, a dieta enteral poderia ter sido
administrada aos pacientes sem risco de multiplicagao desta bactéria (Figura 3).
Estes dados estdo de acordo com ANDERTON (1986) que afirmou que para se
manter a inocuidade da dieta enteral, o tempo de administracdo n&do pode ser
superior a 4 horas em temperatura ambiente. Segundo STANEK et al. (1983), o
ajuste do pH da dieta enteral para 5,1 foi suficiente para inibir o crescimento de S.
enteritidis a 22 °C, que cresceu de quatro a cinco ciclos logaritmos na mesma
dieta com pH 6,5. ANDERTON (1985) relatou que K. aerogenes, E. coli,
Pseudomonas aerogenes, E. cloacae e S. aureus nao cresceram em dieta com pH
5,4 durante as primeiras oito horas a 25 °C. Esse fato deveu-se provavelmente, a
combinacdo do baixo pH, alta osmolaridade da dieta e a temperatura de

incubacéo.

10

Log UFC/mL

Tempo (horas)

Figura 3. Logaritmo base 10 do numero de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC mL") de K. pneumoniae em dieta enteral industrializada a
temperatura de 25 °C em valores de pH 3,9 (%), 4,9 (a), 5,9 (<), 6,9 (w)
e 7,9 (°).
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N&o se observou crescimento de K. pneumoniae em dieta enteral com pH
3,9 e nao foi possivel a recuperar células viaveis dessa bactéria pela técnica
usada, apos 12 horas de incubagao (Figura 3). Entretanto, o uso desse pH na
formulagdo de dietas enterais poderia promover, além da irritagdo na mucosa do
intestino de pacientes ja debilitados, o retardamento da motilidade gastrica
(MITNE, 2000). Os dados encontrados por ARIAS et al. (1998) mostraram que o
pH baixo ndo assegura a inocuidade das dietas enterais, pois esses autores
relataram que dietas enterais a base de frutas, com pH 3,89 apresentaram
contagens de 10* UFC g™ de coliformes totais e de 10° UFC g™ de E. coli.

A incubacgao das dietas enterais inoculadas com K. pneumoniae a 15 e 20
°C também resultaram no aumento de trés a cinco ciclos logaritmos na populagao
bacteriana em valores de pH de 59 a 7,9 (Figuras 4 e 5). Estes resultados
reforcam o alerta sobre o risco da manutencado do acondicionamento das dietas
enterais a temperaturas ambientes e em refrigeradores onde as temperaturas
baixas nao sdo mantidas. POTTECHER et al. (1979) e BASTOW et al. (1982)
enfatizaram que dietas enterais sdo, muitas vezes, preparadas a temperatura
ambiente e deixadas por horas sem refrigeracdo. Como essas dietas sao
preparadas para serem administradas ao longo do dia o tempo e temperatura
inadequados podem contribuir para o crescimento de microrganismos. Contagens
de 10% a 10° UFC mL™ de aerébios meséfilos foram constatados por BASTOW et
al. (1982) em dietas enterais formuladas em hospitais e mantidas a temperatura
ambiente (21 a 24 °C) por 24 horas. ANDERTON (1983) alertou para a gravidade
do problema quando detectou contaminacdes da ordem de 10° a 10° UFC mL™,
em alimentacdo dada aos pacientes de Unidade de Tratamento Intensivo. Essa
populacdo elevada ocorreu, aparentemente, em razdo do transporte né&o
refrigerado, da manipulacdo ocorrida antes da administragdo da dieta aos

pacientes e da temperatura ambiente, a qual dietas enterais sdo administradas.
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Figura 4. Logaritmo base 10 do numero de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC mL™") de K. pneumoniae em dieta enteral
industrializada a temperatura de 20 °C em valores de pH 3,9
(%),4,9 (a),5,9 (<), 6,9 (m) e 7,9 (o).
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Figura 5. Logaritmo base 10 do numero de Unidades Formadoras de
Coldnias (UFC mL™") de K. pneumoniae em dieta enteral
industrializada a temperatura de 15 °C em valores de pH 3,9
(%), 4,9 (a),5,9 (<), 6,9 (w)e 7,9 (o).
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O crescimento de K. pneumoniae a 15 °C mostra a necessidade de um
controle efetivo da temperatura de refrigeragdo, que deve mantida entre 2 e 8 °C
conforme recomendado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2000). Ao avaliar a
temperatura de refrigeradores em cozinha hospitalar, OLIVEIRA e WAITZBERG
(2000) registraram valores de 12 °C e os da enfermaria variaram de 9,6 a 13 °C.
SILVA (2000) verificou que, em um estabelecimento hospitalar, a temperatura do
refrigerador destinado a estocagem de dietas enterais era de 11 °C, enquanto em
outro estabelecimento, as dietas eram mantidas a 18 °C. RAO e RAO (1983)
afirmam que a maioria das espécies de bactérias de origem animal e humana sao
incapazes de crescer a 10 °C, entretanto, esses autores observaram que um
consideravel numero de estirpes de Klebsiella cresceu a essa temperatura.

O crescimento de K. pneumoniae na ampla faixa de pH entre 4,9 e 7,9
(Figuras 3, 4 e 5) também evidencia o risco do crescimento bacteriano, caso as
dietas estejam contaminadas. ARIAS et al. (1998) observaram que a maioria das
dietas enterais tem pH em torno de 7,0 e que, essa condicdo, associada a
temperatura em que as dietas sao distribuidas e administradas sao importantes
fatores que favorecem a multiplicagdo dos microrganismos contaminantes.

Velocidades especificas de crescimento de K. pneumoniae maiores foram
constatadas nas dietas com pH 5,9, 6,9 e 7,9 mantidas a 25 °C (Figura 6). A
comparacao dos resultados dos valores de velocidade especifica de crescimento
evidencia a semelhanga do crescimento bacteriano a 15 e 20 °C além de sugerir
que o pH 6timo para o crescimento dessa estirpe seja de em torno de 6,9 (Figura
6). Os valores de velocidade especifica de crescimento de K. pneumoniae na dieta
enteral a 25 °C variaram entre 0,43 a 0,94 h™' (Figura 6) e foram menores do que
os valores de 1,19 a 1,28 h™ encontrados por SILVA (2000), para S. enteritidis em

dietas industrializadas e artesanais.
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Figura 6: Velocidade especifica de crescimento de K. pneumoniae em dieta
enteral industrializada nas temperaturas de 15 °C (A), 20 °C (w) e 25 °C
(®) e em diferentes valores de pH.

Os tempos de geracao de K. pneumoniae inoculada em dietas enterais
com os valores de pH ajustados para 3,9 a 7,9 a 15, a 20 e 25 °C estdo
apresentados no Quadro 1. A 20 e 25 °C, K. pneumoniae inoculada em dieta
enteral com pH 4,9 apresentou uma fase lag de aproximadamente 8 horas e 4
horas de incubacéo, respectivamente. COSTA et al. (1998) relatam que o tempo
prolongado de administracéo (6 h) da dieta associada a manipulagéo inadequada
promoveu a contaminacao e o crescimento por E. coli e Klebsiella na dieta enteral.
A exposicao da férmula enteral a temperatura ambiente por um periodo maior do
que quatro horas de administracdo (ANDERTON, 1986) associada ao fator
nutricional favorece a multiplicagdo de microrganismos.

Nao foi observada fase lag quando K. pneumoniae foi cultivada em dieta
enteral com o pH entre 5,9 e 7,9 a 20 e 25 °C (Quadro 1).
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Quadro 1. Fase lag e tempo de geracédo de K. pneumoniae inoculadas em dietas
enterais com diferentes valores de pH a 15, 20 a 25 °C.

Fase Lag Tempo de

pH (horas) Geracao

(minutos)
15°C 20°C 25°C 15°C 20°C 25°C
4,9 13 8 8 191,30 419,24 95,98
5,9 8 nd nd 131,69 127,90 47,88
6,9 4 nd nd 107,16 103,24 44,19
7,9 4 nd nd 112,70 98,83 48,84

nd: N3o detectada

Apdés uma fase lag de, aproximadamente, 13 horas (Quadro 1) K.
pneumoniae inoculada em dieta enteral com pH 4,9 a 15 °C cresceu menos de um
ciclo logaritmico nas 36 horas de incubagédo. Muitos microrganismos patogénicos
possuem resposta adaptativa a condigbes estressantes e, desta forma, estes
microrganismos adquirem a capacidade de sobreviver em ambientes
extremamente acidos. A sobrevivéncia de bactérias em condicbes estressantes
esta intimamente ligada a expressdo de fatores de viruléncia (MERREL e
CAMILLI, 2002).

Estes resultados enfatizam a importancia dos cuidados sanitarios e do
controle do tempo de preparo das dietas, associado ao controle da temperatura do
produto final e a administragdo a temperatura ambiente, porque bactérias podem
sobreviver e se multiplicar nas dietas enterais com baixos valores de pH e

temperatura e alta osmolaridade.

31



4.3. Avaliacdo do crescimento de K. pneumoniae em dietas enterais acrescida
de prebioticos e nisina + EDTA.

O crescimento de K. pneumoniae a 25 °C néo foi alterado pela adi¢ao de
frutooligossacarideos, inulina ou nisina + EDTA a dieta enteral El Diet® com pH
ajustado para 5,0 (Figura 7) e 5,5 (Figura 8). Embora o frutooligossacarideo e a
inulina tenham favorecido o crescimento de K. pneumoniae em caldo nutriente
(Figura 1) este efeito ndo foi observado quando da adicdo desses compostos
prebidticos em dietas enterais, provavelmente em razdo da composi¢do mais rica
em nutrientes dessas dietas. OVENSEN et al. (1991) afirmou que dietas enterais
sdo formulagcbes altamente nutritivas que apresentam carboidratos, nitrogénio,
agua e outros fatores em sua composi¢cdo, que favorecem o crescimento da

grande maioria dos microrganismos.

11 4

- X
X77%6

Log UFC/mL
N

3 T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Tempo (horas)
Figura 7. Logaritmo do numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC
mL") de K. pneumoniae em dieta enteral comercial (¢#) e nas

dietas acrescidas de frutooligossacarideos (m), inulina (),
nisina + EDTA (o) em pH 5,0 a 25 °C.
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Figura 8. Logaritmo do Numero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC
mL") de K. pneumoniae em dieta enteral comercial (#) e nas
dietas acrescidas de frutooligossacarideos (®), inulina (>), nisina +
EDTA (o), em pH 5,5 a 25 °C.

A concentracdo de 3 mg L™ de nisina associada a 7,5 mg L™ de EDTA
também nao exerceu efeito inibidor no crescimento de K. pneumoniae em dietas
enterais com pH 5,0 e 5,5 (Figuras 7 e 8). Os resultados encontrados na literatura
sobre a inibicdo de nisina associada a agentes quelantes sobre bactérias Gram-
negativas sdo contraditérios. Segundo BOZIARIS e ADAMS (1999), a populagao
de E. coli ndo foi afetada pela presenga de 100 Ul/mL de nisina em caldo de
fermentacdo em pH 4,0 e 4,5. Entretanto, nisina + EDTA reduziu a populagao de
células viaveis de E. coli O157:H7 em carne fresca refrigerada, de 0,8 ciclo
logaritmo por cm? (CUTTER e SIRAGUSA, 1995b) e de 0,4 ciclo logaritmo por cm?
(ZHANG e MUSTAPHA, 1999). STEVENS et al. (1991) demonstraram a redugao
de 3,2 a 6,9 ciclos logaritmos na contagem de células viaveis de bactérias Gram-
negativas como: Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Shigella flexneri
ATCC12022, E. coli O157:H7 HC 19386, E. coli ATCC 25922, Citrobacter freundii
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ATCC 13048 e espécies de Salmonella, quando expostas a uma combinacédo de
50 pug/mL de nisina e 20 mM de EDTA por 60 minutos de tratamento a 37 °C e pH
6,9. A adicdo de 20 mmol™" de um agente quelante mais 1600 AU mL™" (Arbitrary
Activity Unit per mL) (RAY, 1992) de nisina em pH 5,0 resultou em uma redugéo
de 1,8 ciclos logaritmicos na contagem de células viaveis de E. coli (SGHEVED et
al., 1996). Segundo esses autores, em pH 6,8 o efeito do agente quelante na
sensibilizacdo de E. coli e na agao de nisina foram mais pronunciadas, reduzindo
até 5,5 ciclos logaritmicos na populagao de E. coli. O numero de Salmonella e de
Pseudomonas em pele de frango também foi reduzido em 0,7 e 1,3 ciclos
logaritmicos respectivamente, pela combinagao de 500 Ul/mL de nisina, 20 mmol™’
de EDTA e choque frio (BOZIARIS e ADAMS, 2000). CERRUTTI et al. (2001) em
um estudo combinando o efeito de atividade de agua, pH e nisina demonstraram
que houve a redugado de quatro a cinco ciclos logaritmicos no numero de células
viaveis de E. coli usando e 1000 a 1400 UlI/mL de nisina em pH 55 a 6,5 e
atividade de agua variando de 0,97 a 0,98. LIU e HANSEN (1990) e CERUTTI et
al. (2001) afirmaram que o efeito do pH na acdo e estabilidade de nisina é
determinante, com o pH alto a nisina torna-se inativa e desestabilizada e que tem,
no pH 5,5 em meio de cultura, a sua atividade 6tima.

Constatou-se que nos relatos de inibicado de bactérias Gram-negativas por
nisina, as concentragbes do agente antimicrobiano usados foram geralmente
elevadas. Mas, de acordo com Food and Drug Administration (FDA), a
recomendacao € de que a dose de ingestao diaria maxima de nisina seja de 1,1
mg/dia (FDA, 2001). Esta concentracdo de nisina ndo parece ser suficiente para
agir como antimicrobiano efetivo contra bactérias Gram-negativas contaminantes
de dietas enterais, como verificado neste estudo. Além da concentracéo reduzida
de nisina, outros fatores podem ter contribuido para a sua ineficacia. A presenca
de magnésio e calcio na dieta enteral pode interferir na agdo da nisina, uma vez
que o agente quelante se liga a esses ions dissolvidos na solu¢gado e n&o naqueles
presentes na membrana de lipopolissacarideo da bactéria, mantendo-a intacta, e
impedindo que a nisina penetre na célula e tenha o efeito antimicrobiano desejado
(STEVENS et al., 1991, CUTTER e SIRAGUSA, 1995a).
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O tempo de geracdo de K. pneumoniae em dieta enteral acrescida de
prebidticos ou nisina + EDTA variou de 16,02 a 19,63 minutos e a velocidade

especifica de crescimento variou de 2,11 h™ a 2,59 h™ (Quadro 4).

Quadro2: Crescimento de K. pneumoniae em dietas enterais acrescentadas de

prebidticos e nisina mais EDTA.

pH 5,0 pH 5,5
Dieta El Diet Tempo de Velocidade Tempo de Velocidade
geracgao especifica de geragao especifica de
(minutos)  crescimento (u) (minutos) crescimento (p)
Controle 19,63 2,11 19,57 2,12
FOS 16,02 2,59 21,51 1,93
Inulina 18,42 2,25 16,64 2,49
Nisina + EDTA 16,07 2,58 18,70 2,22

4.4. Observacdo microscoépica da capsula de K. pneumoniae

Culturas de K. pneumoniae em caldo nutriente adicionado de fontes de
carbono mais caldricas apresentaram alta viscosidade, apdés 48 horas de
incubacao a 37 °C. Entretanto, tal aspecto do crescimento n&o foi evidenciado
durante o cultivo na presenga de amido e dos polialcoois; adonitol, dulcitol e xilitol.
A presenca de capsula foi confirmada nas culturas que apresentaram viscosidade
pela observacao microscopica de preparacdes coradas com tinta nanquim.

A presenga de capsula foi também verificada em células de K. pneumoniae
coletadas de dieta enteral El Diet® com o pH ajustado para valores de pH entre 3,9
a 6,9. Entretanto, nao foi possivel a visualizacdo de capsula nas células crescidas
em dieta enteral com pH 7,9. A capsula é considerada um fator de viruléncia

importante, pois contribui para o patégeno superar as defesas imunolégicas do
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hospedeiro. CRYZ et al. (1984) demonstraram, em estudos com ratos, que a
capacidade de K. pneumoniae em causar sepsis € dependente da quantidade de
capsula produzida. De acordo com MATATOV et al. (1999), o aspecto mucdide da
col6nia esta relacionado com a produgao de capsula, que € um fator de viruléncia
essencial para que Klebsiella possa superar o sistema imune do hospedeiro
(SIMOONS- SMITH et al., 1986).

O crescimento em condi¢cdes adversas como pH, temperatura, auséncia de
nutrientes, entre outros, pode resultar na formagao de capsula. WAI et al. (1998)
também verificaram que Vibrio cholerae crescendo em um ambiente de estresses
osmoético e oxidativo apresentou mudangas fenotipicas e um aumento significativo
na producdo de capsula, promovendo a formacgao de biofilmes e resisténcia da
bactéria a esses fatores estressantes.

Nao foi possivel a visualizagdo da capsula em células de K. pneumoniae
cultivadas em dieta enteral El Diet® acrescidas de solugdes de FOS, inulina ou
nisina + EDTA, com pH 5,0. Entretanto, somente na dieta El Diet® que foi usada
como controle, células de K. pneumoniae apresentaram a capacidade de produzir
capsula.

Os resultados permitem sugerir que a formulagao das dietas enterais pode
criar condigdes que reduzem a viruléncia de patdgenos, como a inibicdo da

producéo de capsula.

4.5. Determinacdo da acidez titulavel

A acidez titulavel expressa em porcentagem de &cido latico da dieta
comercial El Diet variou, inicialmente, entre 0,94 a 1,22 e apds o crescimento de
K. pneumoniae foram encontrados valores de 0,80 apds a incubagao por 48 horas
a15°C, 0,76 a 20 °C e 0,66 a 25 °C.

Nas dietas enterais acrescidas de prebidticos ou nisina + EDTA, os valores
de acidez expressa em porcentagem de acido latico foram de 0,63 a 0,69 para as

dietas com pH corrigido para 5,0 e 5,5, respectivamente, no inicio da incubagéo e
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0,54 e 0,69 no final de 48 horas de incubacéo. Todos os resultados encontrados
de acidez titulavel, expressos em percentagem de acido latico, apos 48 horas de
incubagao foram menores do que os resultados obtidos no inicio do experimento.
Mesmo sendo membro da familia das Enterobacteriaceae, isto é, bastonetes
Gram-negativos, anaerébios facultativos, tipicamente fermentativos, os resultados
de acidez titulavel indicam pouca producdo de &acidos por Klebsiella. Essa
caracteristica pode ser confirmada pelo resultado negativo do teste Vermelho de
Metila (VM) da série bioquimica IMViC para K. pneumoniae (ORSKOV, 1984).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O crescimento de K. pneumoniae estirpe P15 foi avaliado a 37 °C em caldo
nutriente acrescentado de fontes de carbono diferentes. Também foi avaliado o
crescimento desse patdgeno oportunista em dietas enterais estocadas a 15, 20 e
25 °C e com valores de pH entre 3,9 e 7,9 e naquelas adicionadas dos prebioticos
frutooligossacarideo e inulina ou do antimicrobiano nisina acrescido de EDTA.

O crescimento em caldo nutriente adicionado de fontes de carbono como
adonitol, amido, dulcitol e xilitol resultou em uma densidade 6tica menor da cultura
bacteriana ao final de 11 horas de incubagdo do que as observadas quando na
presenca de fontes de carbono de maior valor calérico como glicose, sacarose,
maltodextrina e maltodextrina associada a acidos graxos de cadeia média.

Nas dietas enterais com o pH ajustado para valores entre 4,9 e 7,9, a
populagdo final de K. pneumoniae alcancou 10" a 10° UFC mL" a 25 °C,
correspondendo a um aumento de trés a cinco ciclos logaritmos. Este resultado
indica o risco do aumento da populacdo de contaminantes nas dietas enterais,
mesmo que a contaminacao inicial tenha sido por um pequeno numero de células
viaveis. A incubagao das dietas inoculadas a temperaturas de 15 e 20 °C resultou
em aumentos de trés a cinco ciclos logaritmos quando o pH variou de 5,9 a 7,9.
Nao foi observado o crescimento de K. pneumoniae em dietas enterais com pH

3,9. Embora esse valor de pH tenha sido efetivo para impedir a multiplicagcao de K.
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pneumoniae, nd&o seria recomendado para dietas enterais, pois a sua
administracdo diretamente nas vias entéricas poderia promover a irritacdo da
mucosa intestinal.

Os valores de velocidade especifica do crescimento de K. pneumoniae na
dieta enteral a 25 °C variaram de 0,43 a 0,94 h™' enquanto a 15 e 20 °C estes
valores variaram de 0,42 a 0,09 h™.

Embora a inulina e os frutooligossacarideos tenham favorecido o
crescimento de K. pneumoniae em caldo nutriente, este efeito ndo foi observado
quando da adicao desses prebidticos em dietas enterais, provavelmente em razao
da composi¢cdo mais rica em nutrientes dessas dietas.

A adigdo de 3,0 mg L™ do antimicrobiano nisina juntamente com o agente
quelante EDTA n&o promoveu a inibicdo do crescimento de K. pneumoniae. A
baixa concentracdo de nisina adicionada e provavelmente, a abundancia de
minerais encontradas na composicao de dietas enterais, podem ter interferido com
a acao quelante do EDTA contribuindo para a ineficacia de inibicdo. O tempo de
geracao de K. pneumoniae em dietas adicionadas dos prebidticos e de nisina +
EDTA variou de 16 a 22 minutos em pH 5,0 e 5,5.

A presenga de capsula, um fator de viruléncia de K. pneumoniae, néo foi
verificada em culturas em caldo nutriente adicionado de adonitol, amido, dulcitol e
xilitol. Também n&o foi constatada a presencga de capsula nas células cultivadas
em dieta enteral com pH 7,9 ou quando as dietas foram acrescidas de
frutooligossacarideo, inulina ou nisina + EDTA. Em dietas enterais com pH
ajustado entre 3,9 e 6,9 a presenca de capsula foi verificada em células de K.
pneumoniae.

A acidez titulavel expressa em acido lactico da dieta comercial El Diet®
variou inicialmente, entre 0,94 a 1,22 % e apds o crescimento de K. pneumoniae
foram encontrados valores de 0,80 % apds a incubagao por 48 horas a 15 °C, 0,76
% a 20 °C e 0,66 % a 25 °C. Nas dietas enterais acrescidas de prebidticos ou
nisina + EDTA, os valores de acidez expressa em porcentagem de acido latico

foram de 0,63 a 0,69 % para as dietas com pH corrigido para 5,0 e 5,5,
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respectivamente, no inicio da incubacao e 0,69 e 0,54 % no final de 48 horas de
incubacéo.

Embora os resultados obtidos demonstrem que € possivel reduzir a
velocidade de crescimento de K. pneumoniae e, provavelmente de outros
contaminantes com a modificagdo da fonte de carbono e pH das dietas enterais é
preciso salientar que a manutencédo da inocuidade das dietas enterais depende
essencialmente das condigbes higiénico sanitarias mantidas durante todo o
processo de preparo. Além disso, um controle rigoroso deve ser exercido sobre as
condicbes de armazenamento e transporte refrigerados e sobre o tempo de

administracao das dietas.
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