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RESUMO

Cronobacter spp. é uma bactéria oportunista associada a surtos de infeccio em neonatos e criangas
em virtude de consumo de férmulas infantis desidratadas (FID). Neste contexto, o setor regulador
tem criado normas especificas para o controle destes agentes patogénicos nas formulas infantis. Neste
estudo foi pesquisada a ocorréncia de Cronobacter spp. em 60 amostras de FID comercializadas no Rio
de Janeiro, Brasil. Foram analisadas 30 amostras de formulas infantis para lactantes (0-6 meses) e 30 de
férmulas infantis de seguimento para lactantes (> 6 meses) seguindo-se a metodologia de cultivo descrita
no Bacteriological Analytical Manual Online-FDA (2012). A identificagiao das colonias caracteristicas
foi realizada com uso de kits ID32E, API20E e do sistema Vitek 2.0; e pela reacdo da polimerase em
cadeia (PCR) com alvo no gene gluA. Nenhuma amostra apresentou contaminacao por Cronobacter
spp. Concluiu-se que a ocorréncia de Cronobacter spp. em FID parece ser baixa, o que indica que os
produtores estdo cumprindo o disposto nas normas brasileiras vigentes de forma a evitar a contaminagao
dos produtos por este micro-organismo.
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ABSTRACT

Cronobacter spp. is an opportunistic bacterium that is associated with infection outbreaks in neonates and
infants due to the consumption of powdered infant formulas (PIF). In this context, the official regulator
sector has created the specific standards for the industries to control these pathogens in the PIF. The present
study aimed at evaluating the occurrence of Cronobacter spp. in 60 samples of PIF commercialized in
Rio de Janeiro, Brazil. Thirty samples of infant formulas (0-6 months) and 30 samples of follow-up
infant formulas (> 6 months) were analyzed according to the conventional methodologies described in
the Bacteriological Analytical Manual Online-FDA (2012). The identification of characteristic colonies
was performed using kits ID32E, API20E andVitek 2.0 system and polymerase chain reaction (PCR)
targeting the gluA gene. No sample showed contamination by Cronobacter spp. The occurrence of
Cronobacter spp. in PIF seems to be low, indicating that the producers are complying with the provisions
of the Brazilian standards in force to avoid the product contamination by this microorganism.
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INTRODUCAO

Oleitehumano éinternacionalmente reconhecido
como amelhor formade nutri¢do paraneonatos. Contudo,
existem casos em que ele pode ser insuficiente ou nio estar
disponivel. Nestes casos, uma das opg¢des para dieta dos
neonatos € o uso de féormulas infantis desidratadas (FID).
Cronobacter spp. é considerado um patdgeno emergente
que representa perigo microbioldgico em FID, por causar
infecgoes, particularmente em neonatos de baixo peso ou
imunodeficientes, internados em hospitais. As principais
sindromes clinicas das infeccdes por Cronobacter spp.
incluem meningite, enterocolite necrosante e bacteremia;
associadas com alta taxa de mortalidade®.

As infec¢oes causadas por Cronobacter spp.
sao raras e geralmente ndo sdo notificadas®. No Brasil,
casos de infeccdes por Cronobacter spp. em criangas e
neonatos ja foram reportados’. Contudo, este numero ¢
provavelmente subestimado, uma vez que a identificacao
correta destes micro-organismos nos servicos de
assisténcia a satde é dificultada pela auséncia de métodos
adequados disponiveis nestes servigos®.

Em 2008, o Codex Alimentarius publicou uma
revisao do Codigo de Pratica de Higiene para férmulas
em po para lactantes de primeira infancia (CAC/RCP
66 — 2008)", que cria um critério para Cronobacter spp.
no controle da qualidade de férmulas infantis em pé
para lactantes (FIL) e FIL com propositos médicos
especiais, sendo estipulado um plano de duas classes
com: n = 30, ¢ = 0, e m = 0/10g; onde ‘n’ é o niimero
de amostras que devem estar em conformidade com o
critério; '©€ é o numero maximo de unidades defeituosas
da amostra em um plano de duas classes; e ‘m’ é o limite
microbiolégico que, em um plano de duas classes,
separa o produto com qualidade satisfatoria do produto
defeituoso. Ja para formulas de seguimento para lactantes
em pd (FIS), a Comissdo decidiu que, em paises com
substancial populacdo de bebés até doze meses com
comprometimento imunolégico, devem ser adotados
para FIS os mesmos critérios para FIL. No Brasil, a
Resolugao de Diretoria Colegiada (RDC) n.c 12/2001°, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
estabelece os padrdes microbioldgicos para alimentos,
ndo contempla o padrio de pesquisa de Cronobacter spp.
para FIL. Entretanto, tendo em vista a preocupa¢do com
o risco da contamina¢do de FID por Cronobacter spp., a
ANVISA publicou em 2011 as RDC n.° 43¢, 447 e 45%, que
estabelecem o regulamento técnico para FIL; para FIS; e

para FIL e FIS destinadas a necessidades dietoterapicas
especificas, respectivamente. Nestas resolugdes, foi
adotado que os fabricantes devem cumprir o disposto no
CAC/RCP 66 - 2008 e suas atualizagdes.

A maioria dos trabalhos que pesquisaram
Cronobacter spp. em FID utilizaram a norma ISO/TS
22964°, atualmente ainda em vigor. Contudo, relatos de
resultados errdneos demonstraram que esta metodologia
nao ¢ confiavel e precisa ser melhorada®. Recentemente,
o Food and Drug Administration (FDA) publicou uma
revisao da metodologia para detecgdo/isolamento de
Cronobacter spp. em FID'. Essa nova metodologia
apresentou sensibilidade e especificidade satisfatéria
para identificagdo de Cronobacter spp. nestes produtos e
ainda ndo foram observados trabalhos na literatura que
apontem falhas nesta técnica.

Tendo em vista a escassez de dados relativos a
prevaléncia de Cronobacter spp. em FID comercializadas
no Brasil, o objetivo deste estudo foi determinar a
ocorréncia deste patogeno em FIL e FIS.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Um total de 60 amostras de FID foi analisado.
As amostras foram compostas por 24 amostras de
FIL (0-6 meses); seis de FIL destinadas a necessidades
dietoterapicas especificas a base de proteina de soja (0-6
meses); 21 de FIS (6-12 meses); seis de FIS destinadas a
necessidades dietoterapicas especificas a base de proteina
de soja (6-12 meses) e trés de FIS (10-12 meses). As FIL
foram produzidas por cinco fabricantes e compostas
por 21 marcas distintas. As FIS foram produzidas por
quatro fabricantes e compostas por 10 marcas distintas.
As amostras foram coletadas de forma aleatdria, em
diferentes estabelecimentos (supermercados e drogarias)
nos municipios do Rio de Janeiro e Niter6i do Estado do
Rio de Janeiro no periodo de margo a agosto de 2013. A
escolha das marcas foi de acordo com a disponibilidade
no comércio durante o periodo de andlises.

Cepas bracterianas

As cepas de Cronobacter 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 analises microbioldgicas. A cepa de C. sakazakii
também foi utilizada como controle positivo dos
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testes utilizados na caracterizac¢do fenotipica.

Analise microbiologica

A pesquisa de Cronobacter spp. foi realizada pelo
método de cultivo descrito por Chen e colaboradores!’.
Cem gramas da amostra foram homogeneizadas com 900
mL de agua peptonada tamponada (Merck, Inglaterra)
com incubagdo a 35 * 2 °C por 24 + 2h. Posteriormente,
o pré-enriquecimento foi homogeneizado e duas
aliquotas de 40 mL foram centrifugadas a 3.000 g/10 min
(Eppendorf 5810R, A-4-81, Alemanha). O sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspenso em 200 puL de
salina tamponada fosfatada. A partir de cada aliquota, foi
realizada uma semeadura pela técnica de esgotamento
e spread plate (100 pL da suspensdo) em “Brilliance
Enterobacter sakazakii agar” (DFI formulation; Oxoid,
Inglaterra), “Enterobacter sakazakii chromogenic plating
agar’ (ESPM; R&F Products Inc., EUA) e “Enterobacter
sakazakii isolation agar” (ESIA; AES Chemunex, Franga).
As placas de DFI e ESPM foram incubadas a 35 + 2 °C por
24 h. As placas de ESIA foram incubadas a 44 + 2 °C por
24 h. As colonias caracteristicas foram semeadas em agar
nutriente (BD, EUA) e caldo infusdo cérebro-coracio
(BHL Merck, Alemanha) incubados a 35 + 2 °C por 24 h
para realizagdo dos ensaios posteriores.

Identificacio de Cronobacter spp. por caracterizagio
fenotipica

As culturas crescidas no agar nutriente foram
submetidas a confirmacéo bioquimica com uso dos kits
miniaturizado ID 32E e API 20E (bioMérieux, Franca)
e do sistema semi-automatizado Vitek 2.0 com uso de
cartdoes GN TEST KIT VTK2 (bioMérieux, EUA), de
acordo com as instruc¢des do fabricante.

Identificacio de Cronobacter spp. por reagcio da
polimerase em cadeia

A partir das culturas crescidas em BHI, foi
realizada a extragdo de DNA com uso do kit comercial
Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA), de acordo com
as instrugoes do fabricante, sendo eluido um volume final
de 100 pL. Posteriormente as culturas foram submetidas
a reagdo da polimerase em cadeia (PCR) com alvo no
gene gluA, responsavel pela atividade 1,6 a-glicosidase,
para amplificacdo de um fragmento de 105 pares de
base (pb) segundo o protocolo descrito por Iversen e
colaboradores'".

O DNA extraido da cepa de C. sakazakii ATCC
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29544 (INCQS 00578) e agua livre de DNA/RNA
(BioBasic, Canadd) foram utilizados como controle
positivo e negativo, respectivamente. Foram utilizadas
salas segregadas para extragdo de DNA, preparo das
reagOes, amplificagdo do DNA e eletroforese, de forma a
evitar contaminag¢ao cruzada das amostras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhuma amostra de FID analisada apresentou
contaminagdo por Cronobacter spp. As amostras de
FIS nao apresentaram crescimento de colonias em
nenhum dos meios cromogénicos utilizados e dentre
as amostras de FIL, apenas uma amostra apresentou
coldnias caracteristicas (atividade a-glicosidase positiva)
nos trés meios cromogénicos. Contudo, as colonias
suspeitas selecionadas ndo foram confirmadas como
Cronobacter spp. tanto com o uso de técnicas fenotipicas
como pela PCR. Apesar do ESIA nao ser recomendado
pela metodologia do FDA'’, o mesmo foi incluido neste
estudo por ser o meio cromogénico recomendando na
metodologia ISO/TS 22964°. O ESIA apresentou 0 mesmo
resultado dos meios DFI e ESPM, propiciando apenas o
crescimento da cepa nao-Cronobacter na amostra de FIS.
Na caracterizagdo fenotipica, a cepa nao-Cronobacter
também apresentou atividade a-glicosidase positiva,
tanto no ID 32E quanto no Vitek 2.0, que é exatamente o
marcador utilizado nos meios cromogénicos.

O protocolo de PCR utilizado neste estudo foi
considerado 100 % sensivel e especifico para identifica¢ao
do género Cronobacter pelos autores que o descreveram''.
O protocolo ja foi aplicado na identificagio de
Cronobacter spp. em outros estudos e também apresentou
resultados satisfatorios®. Logo, considerando o resultado
obtido na PCR como método de referéncia, as técnicas
fenotipicas empregadas neste estudo foram consideradas
eficazes na identificagdo correta da cepa nao-Cronobacter
na amostra de FIS. Contudo, problemas na sensibilidade
e especificidade com o uso do API 20E*!! e do ID 32E!-*?
ja foram observados. Logo, o Vitek 2.0 parece ser o
método fenotipico mais confidvel, sendo considerado
uma ferramenta de acurdcia para identificacdo de cepas
de Cronobacter spp.*°.

Os resultados obtidos na avaliacdo das amostras
de FIL foram similares a estudos realizados em outros
paises apds a publicagio do documento do Codex
Alimentarius', que pesquisaram Cronobacter spp. e ndo
encontraram nenhuma amostra contaminada'>'*. No
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Brasil, Santos e colaboradores'? detectaram Cronobacter
spp. em 20,0 % (3/15) e em 85,7 % (6/7) das amostras
de FIL e FIS, respectivamente, que analisaram na cidade
de Campinas/SP. Contudo, este percentual pode estar
associado ao fato de que no periodo do estudo (2007)
os fabricantes ndo necessitavam cumprir o disposto no
CAC/RCP 66 - 2008'. Em pesquisas realizadas também
no Estado de Séo Paulo apds a publicacio do CAC/RCP
66 — 2008!, nenhuma amostra de FID contaminada com
Cronobacter spp. foi encontrada'*®.

A FAO/WHO? recomenda a pesquisa de
Enterobacteriaceae em FID. Estas enterobactérias
nao-Cronobacter foram classificadas como “categoria
B - plausiveis de causarem infec¢des, mas sem o
apoio de evidéncias epidemioldgicas” pelas comissoes
de especialistas. Neste estudo, as cepas da familia
Enterobacteriaceae ndo-Cronobacter isoladas a partir
de uma amostra de FIL que apresentaram maior
percentual de identificagdo foram Pantoea spp. (93,0
%), Serratia ficaria (99,8 %) ou Klebsiella pneumoniae
subsp. Ozaenae (48,8 %) de acordo com o Vitek 2.0,
ID 32 E e API 20E, respectivamente. Outros autores
jé relataram a identificagao destes micro-organismos
em amostras de FID comercializadas no Brasil'? e
em outros paises'’. Bactérias do género Klebsiella e
Pantoea ja foram associadas com infec¢des neonatais,
mas nunca tendo FID identificadas como o veiculo de
contaminagao®.

Em conclusio, a ocorréncia de Cronobacter spp.
em amostras de FID comercializadas parece ser baixa,
indicando que os fabricantes estao cumprindo o disposto
nas normas brasileiras vigentes de forma a evitar a
contaminag¢do dos produtos por este micro-organismo.
Além disso, a auséncia do patdgeno nas formulagdes
avaliadas também pode estar associada a uma fiscalizacao
mais efetiva por parte do setor regulador.
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