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Introducao

O leite humano é internacionalmente reconhecido como a melhor forma
de nutricdo para neonatos. Contudo, existem casos em que ele pode ser
insuficiente ou nao estar disponivel e uma das opgdes para dieta € o uso de
férmulas infantis desidratadas(FID)(1). Cronobacter spp. emergiu como perigo
microbiolégico em FID, causando infecgdes em criangas, particularmente em
neonatos de baixo peso ou imunodeficientes(2). As sindromes clinicas incluem
enterocolite necrosante, bacteremia e meningite, com uma taxa de mortalidade
variando de 10-41,9% e os sobreviventes podem apresentar sequelas
graves(3). Desta forma o Codex Alimentarius revisou o coédigo de praticas para
producao de FID definindo critérios especificos para o controle de Cronobacter
spp.(1).

O género Cronobacter pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo
composto por dez espécies: Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus,
Cronobacter dublinensis, Cronobacter turicensis, Cronobacter muytjensii,
Cronobacter universalis, Cronobacter condimenti, Cronobacter helveticus,
Cronobacter pulveris e Cronobacter zurichensis(4). Contudo, apenas as seis
primeiras supracitadas foram associadas a casos de infecgbes(5). Surtos
causados por Cronobacter spp. ja foram reportados em diversos paises,
incluindo o Brasil(6). Contudo, em muitos surtos o veiculo de contaminagéo
nao pode ser identificado e muitos pacientes nao ingeriram FID, indicando que
outras fontes poderiam ser o veiculo de contaminacao destes patogenos (7).

Apesar das infecgdes por Cronobacter spp. estarem, a principio,
associadas a neonatos, ja existem relatos em criangas de maior idade e
adultos(1,7,8). Em um estudo realizado nos Estados Unidos, a incidéncia de
casos de infecgdes por Cronobacter spp. foi estimada em 0,66 casos/100.000
habitantes, sendo criangas com <5 anos e idosos os mais afetados(8). O relato
de casos de infecgdes nestes grupos indica que existem potenciais fontes de
contaminagdo por Cronobacter spp. nos alimentos ingeridos por estes
individuos. Pacientes idosos, principalmente os que apresentam disfagia,
ingerem alimentos semi-sélidos na sua dieta, como papas e mingaus de
cereais(9). A presenga frequente de Cronobacter spp. nestes tipos de
alimentos pode representar um risco a estes individuos.
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Devido a indicagdo de que alimentos infantis diferentes de FID podem
atuar como veiculos de contaminacdo em casos de infecgdes por Cronobacter
spp., 0 objetivo deste estudo foi pesquisar e identificar as espécies de
Cronobacter spp. nestes produtos.

Material e Métodos

Amostras

Foi analisado um total de 47 amostras de alimentos destinados a
alimentacao infantil no periodo de margo-maio/2015. Deste total, 16 foram a
base de variados cereais(TU1-16), 11 de arroz(AR1-11), 9 de milho(MI1-9),
duas de aveia(AV1-2), quatro de farinhas lacteas (FL1-4) e cinco de amidos de
milho(AM1-5). As amostras foram obtidas no comércio do Estado do RJ e
enviadas ao laboratério para analise.

Analise microbiolégica

A pesquisa de foi realizada de acordo com Iversen et al.(10). Vinte e
cinco gramas da amostra foram pesados em um saco plastico Whirl-Pak
(Nasco, EUA) seguido da adicdo de 225 mL de agua peptonada tamponada

(Merck, Alemanha) e homogeneizado em aparelho Stomacher durante 60s. O
homogenato foi incubado a 35°C/24h. Apds a incubacao, uma aliquota de 0,1
mL foi adicionada a 10 mL de Cronobacter Screening Broth contendo
vancomicina (CSB/v; Oxoid,Inglaterra) e este foi incubado a 42°C/24-48h. Apss
a incubacdo, uma alcada das amostras que apresentaram alteracédo da
coloracdo do meio para amarelo foi semeada na superficie do Enterobacter
Ssakazakii Isolation agar (ESIA; AES-Chemunex,Franga). As placas foram
incubadas a 44°C/24h. As colbnias caracteristicas foram semeadas em agar
nutriente (BD,EUA) e submetidas a confirmagdo no sistema Vitek 2.0
(bioMérieux, Francga), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Identificagao das espécies

Para a identificacdo das espécies de Cronobacter spp. foi utilizado o
protocolo de reagdo multipla da polimerase em cadeia (M-PCR) com alvo no
gene cgcA que permite a identificagdo simultdnea das espécies: C. sakazakii,
C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis e C. universalis (11).
Agua livre de DNAse/RNAse (BioBasic, Canada) e as cepas de referéncia
C.sakazakii ATCC 29544(INCQS 00578), C.malonaticus LMG 23826(INCQS
00619), C.muytjensii ATCC 51329(INCQS 00579), C.dublinensis LMG
23823(INCQS 00618) e C.universalis NCTC 9529(INCQS 00599) foram
utilizadas como controles. A extragdo de DNA foi realizada com o kit Dneasy
Blood & Tissue (Qiagen, EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. A
concentracdo de DNA foi dosada em espectrofotdbmetro NanoDrop-2000c
(ThermoScientific, EUA). As reag¢des foram preparadas em um volume total de
25uL contendo: 5uL de DNA molde (20-60ng/ul), 5pmol de cada iniciador e
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PCR MasterMix 1X (ThermoScientific, EUA). A amplificacdo foi realizada no
SimpliAmp ThermalCycler (AppliedBiosystems, Singapore) nas seguintes
condigdes: 94°C/3min; 25 ciclos de 94°C/30s, 62°C/30s e 72°C/1min; e
extensdo final a 72°C/5min. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% a 100 V/50min. Apéds, o gel foi corado
em solucdo de brometo de etidio 0,5 pyg/mL (Sigma, EUA) por 15 min e
visualizado em analisador de imagens (GE-Healthcare, Inglaterra).

Resultados e Discussao

Das 47 amostras analisadas foi detectada a presenca de Cronobacter
spp. em 11(23,4%). A maior ocorréncia foi observada em amostras a base de
aveia(100,0%) e arroz(54,5%), seguido das amostras de farinha lactea (25,0%)
e de cereal a base de milho(11,1%). A amostra TU1 foi a unica a base de
cereais variados contaminada, sendo esta a base de aveia e arroz. Nenhuma
amostra de amido de milho apresentou contaminacao(Tabela 1).

Tabela 1 - Ocorréncia de Cronobacter spp. em amostras para alimentacao
infantil

Produto(n.® de amostras CSB/v ESIA Vitek N.° amostras
analisadas) a b 2.0C positivas(%)
A base de cereais variados(16) 8/16 1/8 11 1(6,3)

A base de arroz(11) 9/11 7/9 6/7 6(54,5)

A base de milho(9) 3/9 1/3 11 1(11,1)

A base de aveia(2) 2/2 2/2 2/2 2(100,0)
Farinha lactea(4) 4/4 1/4 1M 1(25,0)
Amido de milho(5) 4/5 0/4 NR 0(0)

Total(47) 30/47  12/30 1112 11(23,4)

a-n.° de amostras que viraram o meio para amarelo/total; b-n.° de amostras que apresentaram
colénias caracteristicas/n.° amostras semeadas; c-n.° de amostras confirmadas como
Cronobacter spp./n.° amostras testadas.

O uso do CSB/v permite a decisdao de liberar amostras néo
contaminadas apds 48h(10). Neste estudo, 17 amostras ndo apresentaram
viragem da coloragdo do meio, ndo sendo necessaria a realizagdo da etapa de
isolamento. Apdés a semeadura das amostras positivas no ESIA, foram
observadas col6nias caracteristicas em 12 amostras e 11 foram confirmadas
como Cronobacter spp. pelo Vitek 2.0. A cepa nao confirmada foi isolada da
amostra ARG e identificada como Enterobacter aerogenes. O isolamento de
outras enterobactérias que apresentam atividade a-glicosidase ja foi relatado, o
que demonstra a importancia do uso de técnicas de identificacdo de
Cronobacter spp.confiaveis apds o isolamento(10).

Cronobacter spp. foi isolada de amostras de cereais a base de aveia,
arroz, milho e em farinha lactea. O isolamento desta bactéria nestes tipos de
alimentos ja foi reportado anteriormente, com uma ocorréncia variando de
11,2-45,0%(12,13,14). Estes resultados foram similares ao observado no
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nosso estudo, uma vez que Cronobacter spp. foi detectada em 23,4% das
amostras. No Brasil, Freitas et al.(12) isolaram Cronobacter spp. em amostras
de alimentos infantis a base de farinha de milho, mas, em contraste, néo
detectaram em amostras a base de arroz e aveia.

As instrucdes nos rotulos de determinados alimentos analisados informa
que estes sao pré-cozidos e nao necessitam de aquecimento antes do
consumo. Como Cronobacter spp. nao sobrevive a pasteurizacdo normal(15),
provavelmente a contaminagado ocorre porque o bindmio tempo/temperatura
utilizado pelos produtores nao é suficiente para eliminagao do patégeno. Outra
possibilidade é que a contaminagdo ocorra em etapas apos o tratamento
térmico, uma vez que Cronobacter spp. ja foi isolada de amostras de
ambientes de fabrica(16). A ingestdo destes alimentos por individuos
pertencentes ao grupo de risco representa um perigo em potencial. Logo os
consumidores devem estar atentos aos rétulos dos produtos para ofertar-los as
criangas apenas na idade recomendada. No Brasil, o uso incorreto destes
produtos € comum, uma vez que muitas familias ndo adquirem FID devido ao
alto custo e a falta de conhecimento quanto do risco do uso destes alimentos
na idade incorreta. Além disso, estes alimentos semi-so6lidos sdo comumente
utilizados por idosos, principalmente os que possuem disfagia, podendo atuar
como um veiculo de contaminacdo em casos de infeccbes nestes
individuos(9). O rétulo da maioria dos produtos analisados recomenda ao
usuario que misture uma por¢ao do cereal com leite liquido morno ou agua
aquecida antes do consumo. Logo, o risco aumenta se a mistura for preparada
e mantida a temperatura ambiente, uma vez que pode promover a
multiplicagdo do patégeno(15).

Dos 11 isolados de Cronobacter spp., 8(72,7%) foram identificados
como C.sakazakii, dois(18,2%) como C.malonaticus e um(9,1%) como
C.dublinensis. Os isolados apresentaram 9 fendtipos distintos baseados no
perfil do Vitek 2.0(Tabela 2).

Tabela 2- Caracterizacao fenotipica e molecular dos isolados de Cronobacter
spp.

Amostr N.° do isolado Perfil Vitek 2.0 Fendtipo Espécie

a

TU1 C163 0625734151622010 A C.sakazakii
AR3 c167 0625734151722010 B C.sakazakii
AR4 C168 0607737151720010 C C.sakazakKii
AR7 C171 0625734151622010 A C.sakazakKii
ARS8 C174 0607736151720011 D C.sakazakKii
AR9 C175 0625734353722010 E C.dublinensis
AR11 C176 0621736051222010 F C.sakazakii
AV1 C165 0621736053222010 G C.sakazakii
AV2 c177 0627734053622010 H C.malonaticus
MI5 C169 0625736153222011 I C.sakazakii
FL2 C173 0607737151720010 C C.malonaticus
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Os resultados obtidos foram similares aos de outros estudos, que
relatam a maior ocorréncia da espécie C.sakazakii em produtos alimenticios e
outras fontes(13,14). Os isolados de C.sakazakii foram agrupados em sete
fenodtipos distintos(A,B,C,D,F,G e I), sendo as cepas C163 e C171 agrupadas
no mesmo fendtipo. A cepa de C. sakazakii C168 apresentou o mesmo
fendtipo da cepa C173 identificada como C. malonaticus. Este resultado nao é
incomum, pois estas duas espécies sdo muito proximas geneticamente e
inicialmente foram descritas como pertencentes a mesma espécie (5). O outro
isolado de C. malonaticus C177 e o unico isolado de C. dublinensis C175
apresentaram fendtipos unicos.

CONCLUSAO

Cronobacter spp. foi detectada em produtos destinados a alimentagao
infantil sendo sua maior ocorréncia em produtos a base de aveia e arroz.
Foram isoladas cepas de Cronobacter spp. de trés espécies, sendo a maioria
dos isolados identificada como C.sakazakii.
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