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RESUMO

Cronobacter spp. emergiu como perigo microbiolégico em férmulas infantis desidratadas (FID),
responsavel por infec¢des graves em neonatos. Contudo, muitos pacientes ndo ingeriram FID,
o que indica que outros alimentos podem atuar como veiculo do patégeno. Os objetivos deste
estudo foram pesquisar Cronobacter spp. em alimentos infantis, identificar as espécies e
avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das cepas isoladas. Foram analisadas 47
amostras pré-cozidas de cereais a base de grdos, amidos de milho e farinhas lacteas. A pesquisa
foi realizada com pré-enriquecimento em agua peptonada tamponada, enriquecimento seletivo
no Cronobacter Screening Broth, isolamento por meio de Enterobacter sakazakii Isolation Agar
e identificagio no Vitek 2.0. A identificacido das espécies foi realizada por reagdo em cadeia
pela polimerase com alvo nos genes rpoB e cgcA. O antibiograma foi realizado pelo método
de difusio em agar (Kirby-Bauer). Cronobacter spp. foi identificada em 11 amostras (23,4 %).
Oito cepas foram identificadas como C. sakazakii (72,7 %), duas como C. malonaticus (18,2 %)
e uma como C. dublinensis (9,1 %). Apenas uma cepa de C. malonaticus apresentou resisténcia
intermedidria a ciprofloxacina. Os produtos destinados a alimentagdo infantil avaliados podem
apresentar risco, no caso destes alimentos serem ingeridos por pacientes pertencentes ao grupo
de risco, como neonatos e idosos.

Palavras-chave. Cronobacter, alimentos infantis, antibiograma, PCR.

ABSTRACT

Cronobacter spp. emerged as a microbiological hazard in powdered infant formulas (PIF)
causing severe infections in newborns. However, among these patients many of them had not
ingested PIF indicating that other foods categories might be as the pathogen vehicle. This study
aimed at investigating Cronobacter spp. in infant foods, identifying the species and evaluating
the antimicrobial susceptibility profile of the isolated strains. Forty-seven samples of precooked
grain-based cereals, corn starch and milk flours were analyzed. The microbiological analysis was
performed with pre-enrichment in buffered peptone water, followed by selective-enrichment in
Cronobacter Screening Broth, isolation in Enterobacter sakazakii Isolation Agar and identification
in Vitek 2.0. The identification of species was performed by polymerase chain reaction targeting
rpoB and cgaA genes. The antibiogram was carried out using the agar diffusion method
(Kirby-Bauer). Cronobacter spp. was identified in 11 samples (23.4 %). Eight strains were
identified as C. sakazakii (72.7 %), two as C. malonaticus (18.2 %) and one as C. dublinensis (9.1 %).
Only one C. malonaticus strain showed an intermediate resistance to ciprofloxacin. The evaluated
samples produced for infant feeding might cause hazard when ingested by patients belonging to
the risk group as newborns and elderly.
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O género Cronobacter pertence a familia
Enterobacteriaceae e é composto por sete espécies:
Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus,
Cronobacter dublinensis, Cronobacter turicensis,
Cronobacter muytjensii, Cronobacter universalis
e Cronobacter condimenti'. Contudo, apenas as
seis primeiras supracitadas foram associadas a
casos de infecgdes®. Cronobacter spp. emergiu
como perigo microbioldgico em férmulas
infantis desidratadas (FID) causando infecgdes
em criangas, particularmente em neonatos de
baixo peso ou imunodeficientes®’. As sindromes
clinicas  incluem  enterocolite = necrosante,
bacteremia e meningite, com taxa de mortalidade
variando de 10-41,9 % e os sobreviventes
podem apresentar sequelas graves®.

A meningite bacteriana em neonatos
necessita de tratamento rapido e eficiente,
levando a wuma preocupagdo quanto a

suscetibilidade aos antimicrobianos nas infec¢des
por Cronobacter spp.*>. A antibioticoterapia
utilizando as combinag¢oes ampicilina/
gentamicina® ou  meropenen/amicacina’ sdo
exemplos de procedimentos empiricos adotados
no tratamento inicial de suspeita de infec¢do
por Cronobacter spp. Entretanto, alguns autores
ja relataram o isolamento de cepas de
Cronobacter spp. resistentes a essas drogas®”®.
Cepas resistentes a outros antimicrobianos
como cefalotina®,  cefoxitina®, ceftazidima’,
eritromicina'® e tetraciclina'®! também ja foram
identificadas. Estes dados demonstram que
existe variabilidade no perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos entre as cepas de Cronobacter
spp., demonstrando a importéncia de se conhecer
este perfil de resisténcia, de forma a identificar
as classes de antimicrobianos que apresentem
acdo rapida e eficiente no tratamento das
infeccoes.

Surtos causados por Cronobacter spp. ja
foram reportados em diversos paises’, incluindo
o Brasil>"?. Contudo, em muitos surtos o veiculo
de contaminagdo ndo pdde ser identificado e
muitos pacientes ndo ingeriram FID, o que leva
a crer que outras fontes poderiam ser o veiculo
de contaminagao deste patogeno®'’. Cronobacter
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spp. ja foi isolada de uma série de produtos
alimenticios, incluindo produtos destinados
a alimentacao infantil como cereais, amido de
milho e outras misturas'®'*".

Apesar das infec¢does por Cronobacter spp.
estarem, a principio, associadas a neonatos, ja
existem diversos relatos de casos de infec¢do em
criangas com mais de seis meses e adultos'>'®".
Em um estudo realizado nos Estados Unidos,
a incidéncia de «casos de infeccbes por
Cronobacter spp. foi estimada em 0,66 casos/100.000
habitantes, sendo criancas com idade menor de
5 anos e idosos os mais afetados'®. O relato de
casos de infec¢bes nestes grupos sugere que
existem potenciais fontes de contaminagdo por
Cronobacter spp. nos alimentos ingeridos por
estes individuos. Pacientes idosos, principalmente
os que apresentam disfagia, ingerem alimentos
semissolidos na sua dieta, como papas e mingaus
de cereais'. Logo, a presenca de Cronobacter spp.
nestes tipos de alimentos pode representar um
risco a estes individuos'®'*'>. Outro problema é
o uso incorreto destes produtos na alimentagdo
de criangas com idade inferior a recomendada
pelo fabricante, uma vez que muitas familias nao
adquirem FID devido ao alto custo e/ou falta de
conhecimento do risco do uso destes alimentos
na idade inadequada'®.

Devido a indicagdo de que outros
alimentos infantis além das FID podem atuar
como veiculos de contaminagdo em casos de
infeccdoes por Cronobacter spp., os objetivos
deste estudo foram pesquisar e identificar as
espécies de Cronobacter em cereais pré-cozidos a
base de graos variados, farinhas lacteas e amidos
de milho e avaliar o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos das cepas isoladas.

Amostras

No periodo de mar¢o a maio de 2015,
foram analisadas 47 amostras de alimentos
industrializados  destinados a  alimentagdo
infantil de 12 marcas distintas. As amostras foram
coletadas de forma aleatéria e em diferentes
estabelecimentos  comerciais  (supermercados,
drogarias, entre outros) localizados nos
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municipios do Rio de Janeiro e Niteréi do
Estado do Rio de Janeiro. A escolha das marcas
foi de acordo com a disponibilidade no
comércio durante o periodo de analises.
Deste total, 16 amostras eram a base de cereais
variados (TUI1-16), 11 de cereais a base de
arroz (AR1-11), nove de cereais a base de milho
(MI1-9), duas de cereais a base de aveia (AV1-2),
quatro de farinhas lacteas (FL1-4) e cinco misturas
para preparo de mingaus a base de amido de
milho (AMI1-5). As amostras foram mantidas
em temperatura ambiente e enviadas para o
laboratério para analise.

Analise microbioldgica

A pesquisa de Cronobacter spp. foi realizada
de acordo com Iversen et al’. Vinte e cinco
gramas da amostra foram pesados em um saco
plastico Whirl-Pak (Nasco, EUA), seguido da
adicao de 225 mL de dgua peptonada tamponada
(Merck, Alemanha) e homogeneizagio em
Stomacher durante 60 s. Apds incubagdo a
35 °C/24 h, uma aliquota de 0,1 mL foi adicionada
a 10 mL de Cronobacter Screening Broth contendo
vancomicina (CSB/v;Oxoid, Inglaterra) e este
incubado a 42 °C/24-48 h. Posteriormente,
as amostras que apresentaram alteracdo da
coloragdo do meio para amarelo foram semeadas
em Enterobacter sakazakii Isolation Agar (ESIA;
AES-Chemunex, Franga) e as placas incubadas
a 44 °C/24 h. As colonias caracteristicas
foram isoladas em agar nutriente (BD, EUA) e
submetidas a confirmac¢do no sistema Vitek 2.0
(bioMérieux, Franga), de acordo com as instrucoes
do fabricante.

As cepas de C. sakazakii ATCC 29544
(INCQS 00578) e de Escherichia coli ATCC 25922
(INCQS 00033) foram utilizadas como controle
positivo e negativo, respectivamente, dos meios
de cultivo utilizados nas andlises microbioldgicas.
A cepa de C. sakazakii também foi utilizada
como controle positivo dos testes utilizados na
caracterizagdo fenotipica.

Identificagao das espécies

Para a identificagdo das espécies de
Cronobacter foram utilizados dois protocolos
de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR),

sendo um com alvo no gene rpoB*** e outro
Multiplex (M-PCR) com alvo no gene cgcA*.
Os iniciadores, condicbes de amplificacio e
tamanho dos fragmentos amplificados para cada
espécie estdo descritos na Tabela 1.

A extragio de DNA foi realizada com
o kit Dnasy Blood ¢ Tissue (Qiagen, EUA)
de acordo com as instrugdbes do fabricante.
A concentracio de DNA foi dosada
em espectrofotometro NanoDrop-2000c
(ThermoScientific, EUA). As reacdes foram
preparadas em um  volume total de
25 pL contendo: 5 uL de DNA molde
(20-60ng/pl), 5,0 pmol de cada iniciador e
PCR MasterMix1X (ThermoScientific, EUA).
A amplificagdo foi realizada no Simpli Amp
Thermal Cycler (AppliedBiosystems, Singapore).

Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,5 % a 100 V/50 min. Apds, o gel foi corado
em solu¢do de brometo de etidio 0,5 ug/mL
(Sigma, EUA) por 15 min e visualizado em
analisador de  imagens  (GE-Healthcare,
Inglaterra).

Agua livre de DNAse/RNAse (BioBasic,
Canadd) foi utilizada como controle negativo
em cada reagdo. O DNA extraido das cepas
de referéncia C. sakazakii ATCC 29544
(INCQS 00578), C. malonaticus LMG 23826

(INCQS 00619), C. turicensis LMG 23827
(INCQS 00615), C. muytjensii ATCC 51329
(INCQS 00579), C. dublinensis LMG 23823

(INCQS 00618) e C. universalis NCTC 9529
(INCQS 00599) foi utilizado como controle
positivo em cada reagdo especifica.

Determinagiao do perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos

As cepas identificadas como
Cronobacter spp. foram avaliadas quanto ao
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos
pelo método de difusiao (Kirby-Bauer) em agar
Mueller-Hinton (Oxoid, Inglaterra) seguindo os
critérios do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015)®. Foram testados os
antimicrobianos (BIO-RAD Laboratories Inc,
Franca) recomendados para avaliacdo de cepas
da familia Enterobacteriaceae, nas seguintes
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concentragdes:  ampicilina-sulbactan  (SAM;
10/10  pg), amoxacilina-clavulanato (AMG;
20/10 pg), ceftriaxona (CRO; 30 ug), tetraciclina
(TE; 30 pg), ciprofloxacina (CIP; 5 pg) e
sulfametoxazol-trimetoprima (SXT; 1,25/23,75 ug).
O diametro da zona de inibi¢do foi mensurado e
as cepas classificadas como sensivel, intermediaria
ou resistente de acordo com as recomendag¢des do
CLSI=.

Cronobacter spp. foi detectada em 11
(23,4 %) das 47 amostras analisadas. A maior
ocorréncia foi observada em amostras a base
de aveia (100,0 %) e arroz (54,5 %), seguido
de farinha lactea (25,0 %) e de cereal a base
de milho (11,1 %). Apenas uma amostra a
base de cereais variados (TUl), composta
por aveia e arroz, apresentou contamina¢do
pelo micro-organismo. Nenhuma amostra de
mistura a base de amido de milho apresentou
contaminagdo (Tabela 2). O isolamento
desta bactéria nestes tipos de alimentos ja foi
reportado anteriormente, com uma ocorréncia
variando de 11,2-45,0 %'*'>**. No Brasil, Freitas
et al”® isolaram Cronobacter spp. em amostras de
alimentos infantis a base de farinha de milho,
mas, em contraste, ndo detectaram em amostras
a base de arroz e aveia.

O uso do CSB/v permite a decisdo de
liberar amostras negativas apos 48 h do inicio
do ensaio”. Neste estudo, 17 amostras nio
apresentaram viragem da coloragdo do meio

e, portanto, ndo foram submetidas a etapa
de isolamento. Apods a semeadura das
amostras positivas no meio de cultura ESIA,
observaram-se  colOnias  caracteristicas em
12 amostras e 11 foram confirmadas como
Cronobacter spp. pelo Vitek 2.0. A cepa ndo
confirmada foi isolada da amostra AR6 e
identificada como Enterobacter aerogenes -
bionumero 0607736151720011. O isolamento
de outras enterobactérias que também
apresentam  atividade a-glicosidase ja foi
relatado, o que demonstra a importancia do
uso de técnicas confiaveis para identificacdo
de Cronobacter spp. apds o isolamento nos
meios cromogénicos'**.

As instrugdes nos rotulos das amostras
AR3, AR4, ARS8, AR9, ARIll, MI5 TUI,
AV1 e AV2, que apresentaram contaminagao
por Cronobacter spp., informam que estes
alimentos sao pré-cozidos e ndo necessitam
de aquecimento antes do consumo, indicando
o uso de leite ou agua para sua reconstituigdo.
De acordo com Richard et al*, populagdes
muito baixas de Cronobacter spp. podem se
multiplicar rapidamente em cereais infantis a
base de arroz reconstituidos com agua ou leite.
Desta forma, o risco aumenta se a mistura
for preparada e mantida a temperatura
ambiente por longos periodos. De acordo com
a revisdo na literatura realizada por Osailli e
Forsythe?”, bactérias do género Cronobacter
quando presentes em produtos desidratados por
longos periodos apresentam maior resisténcia
a temperatura. Contudo, os trabalhos levantados

Tabela 2. Ocorréncia de Cronobacter spp. em amostras de produtos destinados a alimentac¢do infantil

Produto CSB/v* ESIA® Vitek 2.0¢ N.camostras positivas (%)

A base de cereais variados 8/16 1/8 1/1 1(6,3)

A base de arroz 9/11 7/9 6/7 6(54,5)
A base de milho 3/9 1/3 1/1 1(11,1)
A base de aveia 2/2 2/2 2/2 2(100,0)
Farinha lactea 4/4 1/4 1/1 1(25,0)
Amido de milho 4/5 0/4 NR¢ 0(0)

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

*n.° de amostras em que houve viragem da coloracio do meio para amarelo/n.° total de amostras analisadas; n.c de amostras que apresentaram
colonias caracteristicas/n.c amostras semeadas; “n.° de amostras confirmadas como Cronobacter spp./n.° amostras testadas; “nio realizado
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pelos autores mostram que Cronobacter spp.
ndo sobrevive a tratamentos térmicos como
de 58 °C por 32 s em FID reconstituidas
artificialmente contaminadas. Estas caracteristicas
do micro-organismo sugerem que a contaminagao
nos produtos destinados a alimenta¢ao infantil
analisados neste estudo possa ter ocorrido
porque o bindmio tempo/temperatura ou algum
outro processo utilizado pelos produtores no
pré-cozimento, como por exemplo, a extrusio,
ndo seja suficiente para eliminag¢ao do patdgeno.
Outra possibilidade é que a contaminagdo
ocorra em etapas apos este tratamento térmico,
uma vez que Cronobacter spp. ja foi isolada de
amostras de superficies de ambientes de fabrica®,
indicando que o micro-organismo pode estar
presente nestes ambientes.

A ingestio de alimentos destinados
a alimentagdo infantil, contaminados por
Cronobacter spp., por individuos pertencentes
ao grupo de risco (ex.: neonatos com menos de
seis meses e idosos) representa um perigo em
potencial. Logo, os consumidores devem estar
atentos aos rdtulos dos produtos para ofertd-los
as criancas apenas da idade recomendada.
A aplicagio de um tratamento térmico antes
do consumo poderia ser uma alternativa para
tentar eliminar a contaminag¢do pelo patdgeno
nestes produtos. Além disso, em ambientes que

se preparam diferentes categorias de alimentos
infantis, como aqueles que sdo ofertados para
criangas com menos de seis meses, cuidados
devem ser tomados para evitar contaminagdo
cruzada.

Das 11 cepas de Cronobacter, oito (72,7 %)
foram identificadas como C. sakazakii, duas
(18,2 %) como C. malonaticus e uma (9,1 %)
como C. dublinensis. Ambos os protocolos
da PCR apresentaram os mesmos resultados
na identificagio das espécies de Cronobacter.
Estes resultados foram similares aos de outros
estudos que também relataram maior ocorréncia
da espécie C. sakazakii em produtos alimenticios
e em outras fontes'®*,

As cepas apresentaram nove fenoétipos
distintos baseados no perfil do Vitek 2.0.
As cepas da espécie C. sakazakii foram agrupadas
em sete fendtipos distintos (A, B, C, D, E G e
I), sendo as cepas C163 e C171 agrupadas no
mesmo fenétipo. A cepa de C. sakazakii C168
apresentou o mesmo fendtipo da cepa C173
identificada como C. malonaticus. Este resultado
nao ¢ incomum, pois estas duas espécies sdo
muito proximas geneticamente e inicialmente
foram descritas como pertencentes a mesma
espécie’. A cepa C. malonaticus C177 e
C. dublinensis C175 apresentaram fenotipos
unicos (Tabela 3).

Tabela 3. Caracterizagdo fenotipica e molecular dos isolados de Cronobacter spp

Amostra Ide n'tiﬁ cagdo do Perfil Vitek 2.0 Caracterizagao molecular
isolado Bionumero Fenétipo PCR rpoB M-PCR cgcA
TU1 Cl163 0625734151622010 A C. sakazakii C. sakazakii
AR3 C167 0625734151722010 B C. sakazakii C. sakazakii
AR4 C168 0607737151720010 C C. sakazakii C. sakazakii
AR7 C171 0625734151622010 A C. sakazakii C. sakazakii
ARS8 Cl174 0607736151720011 D C. sakazakii C. sakazakii
AR9 C175 0625734353722010 E C. dublinensis C. dublinensis
ARI1 C176 0621736051222010 F C. sakazakii C. sakazakii
AV1 C165 0621736053222010 G C. sakazakii C. sakazakii
AV2 C177 0627734053622010 H C. malonaticus C. malonaticus
MI5 C169 0625736153222011 I C. sakazakii C. sakazakii
FL2 C173 0607737151720010 C C. malonaticus C. malonaticus
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