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RESUMO

Cronobacter é uma bactéria oportunista que causa infeccdes em neonatos
devido ao consumo de férmulas infantis desidratadas contaminadas (FID).
Atualmente, sabe-se que Cronobacter pode causar infecgcdes em individuos de
gualquer idade, sendo em idosos e imunossuprimidos sua maior prevaléncia.
Nestes grupos, outros alimentos foram sugeridos como veiculos de
contaminacdo. O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar cepas de
Cronobacter spp. de alimentos, utensilios e sitios clinicos. Foi realizada a
pesquisa de Cronobacter spp. em 30 amostra de FID para criancas de 0-6
meses, 30 de FID de seguimento para criangas >6 meses, 30 de alimentos
infantis para criancas de maior idade, 30 de temperos/condimentos e 30 de
produtos farinaceos. Foram avaliadas trés metodologias para o isolamento de
Cronobacter spp. e trés procolos da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
com alvo nos genes rpoB, cgcA e gyrB. Os isolados foram avaliados pelo
esquema de biogrupos, perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e Multi Locus
Sequence Typing. Em paralelo, foi realizada uma investigacdo de um surto
causado por Cronobacter spp. em um hospital na cidade de Teresina-Pl.
Cronobacter spp. ndo foi detectada em nenhuma amostra de FID, mas foi
isolada a partir de amostras de alimentos infantis destinados a criancas de maior
idade  (7/30; 23,3%), produtos  farinaceos  (20/30; 66,7%) e
temperos/condimentos (11/30; 36,7%). O uso do Cronobacter Screening Broth
no enriquecimento-seletivo e do agar DFI para o isolamento foi considerado o
método mais eficiente. Foram identificadas cepas de quatro espécies: C.
sakazakii (n=41), C. malonaticus (n=8), C. dublinensis (n=3) e C. muytjensii
(n=2), e os trés protocolos de PCR utilizados para identificacdo das espécies de
Cronobacter foram considerados eficazes por apresentaram resultados
concordantes com o sequenciamento do gene fusA. As cepas foram
classificadas em nove biogrupos e apenas uma cepa de origem clinica de C.
malonaticus apresentou resisténcia intermediaria a ampicilina-sulbactan e
resisténcia a ceftriaxona e cefuroxima. Dois clones distintos da espécie C.
malonaticus ST394 e ST440, que ndo foram agrupados em nenhum complexo
clonal, foram identificados como responsaveis pelas infec¢cdes dos pacientes no

surto. Nao foi possivel identificar o veiculo de contaminagdo do surto, uma vez



gue o patdgeno néo foi isolado nas amostras de alimentos suspeitas que foram
ingeridas pelos pacientes. Foram identificados 32 tipos sequenciais (ST),
incluindo cinco cepas identificadas como ST4, que é 0 mais patogénico descrito
até o momento. Dezesseis ST novos foram descritos neste estudo: ST394,
ST395, ST396, ST397, ST398, ST402, ST413, ST432, ST433, ST434, ST435,
ST436, ST437, ST438, ST439 e ST440; e foram descritos 25 alelos novos. A
relacdo de 1,5 cepas por ST encontrada neste estudo demostra uma baixa
clonalidade do género. A identificacdo de 16 novos ST entre os 36 ST
encontrados, que corresponde quase a metade (44,4%), indica que a realizacdo
de mais estudos sobre a genética de populacées do género Cronobacter sao
necessarios para identificacdo dos ST com maior potencial patogénico e suas
relacbes com cepas ambientais, auxiliando assim na criagdo de medidas de

controle destes patdégenos e na identificacdo de surtos.

Palavras-chave: Cronobacter. Alimentos. Isolamento. Identificagdo. MLST.

Antibiograma.



ABSTRACT

Cronobacter is an opportunistic bacteria that cause infections in neonates due to
consumption of powdered infant formulas (PIF). Currently, it is known that
Cronobacter can cause infections in individuals of any age, with elderly and
immunocompromised having the higher prevalence. In these groups, other foods
have been suggested as vehicles for contamination. The objective of this study
was to isolate and characterize strains of Cronobacter spp. from food, utensils
and clinical sites. The detection of Cronobacter spp. was performed with 30
samples of PIF for children 0-6 months, 30 follow-up PIF for children >6 months,
30 baby foods for children, 30 spices/herbs and 30 flours. Three methodologies
were evaluated for the isolation of Cronobacter spp. and three polymerase chain
reaction (PCR) procolos targeting the genes rpoB, cgcA and gyrB were used.
Isolates were evaluated by biogrupos scheme, antimicrobial susceptibility profile
and Multi Locus Sequence Typing. In parallel, an investigation of an outbreak
caused by Cronobacter spp. was carried out in a hospital in the city of Teresina-
Pl. Cronobacter spp. was not detected in any sample of PIF but was isolated
from samples of baby foods for children (7/30; 23.3%), flours (20/30; 66.7%) and
spices/herbs (11/30; 36.7%). The use of Cronobacter Screening Broth for the
selective-enrichment and DFI agar for the isolation was considered the most
efficient method. Four species were identified: C. sakazakii (n=41), C.
malonaticus (n=8), C. dublinensis (n=3) and C. muytjensii (h=2), and the three
PCR protocols used to identify the species of Cronobacter were considered
effective by showed concordant results with the fusA gene sequencing. The
strains were classified into nine biogrupos and only one strain of clinical origin C.
malonaticus showed intermediate resistance to ampicillin-sulbactan and
resistance to ceftriaxone and cefuroxime. Two different clones of C. malonaticus
ST394 and ST440, which were not grouped into any clonal complex, have been
identified as responsibles for the infections of patients in the outbreak. It was not
possible to identify the contamination vehicle, since the pathogen was not
isolated in any suspected food samples that were eaten by the patients. Thirty-
two sequence types (ST) have been identified, including five strains identified as

ST4, which is the most pathogenic described until now. Sixteen new ST were



described in this study: ST394, ST395, ST396, ST397, ST398, ST402, ST413,
ST432, ST433, ST434, ST435, ST436, ST437, ST438, ST439 and ST440; and
25 new alleles have been described. The 1.5 ratio strain by ST found in this study
demonstrates a low clonality of the genera. The identification of 16 new ST
between 36 ST found, which corresponds to almost half (44.4%), indicates that
further studies about genetic populations of the Cronobacter genera are
necessary to identify the ST with greater pathogenic potential and its relations
with environmental strains, thereby assisting in the development of control

measures for these pathogens and outbreaks identification.

Keywords: Cronobacter. Food. Isolation. Identification. MLST. Antibiogram.
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1 INTRODUCAO

1.1 VIGILANCIA SANITARIA E SUA RELACAO COM OS ALIMENTOS

A alimentag&o e nutricdo constituem requisitos basicos para a promocéo e a
protecdo da saude, possibilitando a afirmacédo plena do potencial de crescimento e
desenvolvimento humano, com qualidade de vida e cidadania (BRASIL, 2012). E
direito fundamental do ser humano a adequada alimentacéo, inerente a dignidade da
pessoa e indispensavel a realizacdo dos direitos consagrados na Constituicao
Brasileira (BRASIL, 1988). Assim, o poder publico deve adotar as politicas e acdes
que se facam necesséarias para promover e garantir a seguranca alimentar e
nutricional da populacao (BRASIL, 2006).

No Brasil, a consecucao do direito a alimentacdo adequada e da seguranca
alimentar e nutricional € realizado pelo Sistema Nacional de Seguranca Alimentar e
Nutricional (Sisan), que € formando por um conjunto de 6rgaos publicos e privados.
O Sisan tem por objetivos formular e implementar a Politica Nacional de Seguranca
Alimentar e Nutricional (PNSAN), bem como promover o acompanhamento, 0
monitoramento e a avaliagdo da seguranca alimentar e nutricional no Pais (BRASIL,
2006). A PNSAN e a Vigilancia Sanitaria convergem na finalidade de promover e
proteger a saude da populacdo na perspectiva do direito humano a alimentacao, por
meio da normatizagcdo e do controle sanitario da producdo, comercializacdo e
distribuicdo de alimentos (BRASIL, 2012).

O termo vigilancia sanitaria tem sua origem na denominacdo “politica
sanitaria”, que a partir do século XVIII era responsavel pelo controle do exercicio
profissional e 0o saneamento, com 0 objetivo maior de evitar a propagacao de
doencas (GERMANO; GERMANO, 2011). Atualmente, a definicdo de vigilancia
sanitaria esta contida no artigo 6, 81° da Lei n.° 8.080 de 19 de setembro de 1990,
que regula em todo territorio nacional as acdes e servicos de saude. De acordo com
o paragrafo 1°: Entende-se por vigilancia sanitaria um conjunto de acfes capaz de
eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producao e circulagdo de bens e da prestagéo de
servigos de interesse da saude (BRASIL, 1990).
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A primeira legislagcéo relacionada ao controle sanitario de alimentos no Brasil
foi publicada através do Decreto-Lei n.° 986 de 21 de outubro de 1969 (BRASIL,
1969), que instiuia normas basicas sobre alimentos. Em janeiro de 1999, foi
promulgada a Lei n.° 9.782, que define o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria e
cria a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que tem como uma de suas
atribuicOes exercer atividades de regulacdo, normatizacao, controle e fiscalizagao na
area de alimentos (BRASIL, 1999). A Anvisa surge como um dos bragos executivos
que estruturam e operacionalizam o Sistema Unico de Saide (SUS) na busca de
concretizacao do direito social & saude, por meio de sua funcéo principal de eliminar
ou minimizar o risco sanitario envolvido na producdo, processos e Servigos
(LUCCHESE, 2001).

De acordo com a Lei n.° 9.782, os alimentos s&o considerados bens e
produtos submetidos ao controle e fiscalizagdo sanitaria pela Anvisa (BRASIL,
1999). O controle higiénico-sanitario dos alimentos € uma das grandes
preocupacdes da vigilancia sanitaria, pois estes podem ser veiculos de patdgenos.
Esta competéncia é tanto do Ministério da Saude (MS) como do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Mapa), cabendo ao primeiro o controle
sanitario e o registro dos produtos alimenticios industrializados, com excecéo
daqueles de origem animal, e o controle das aguas de consumo humano. Quanto as
aguas minerais, a competéncia é compartilhada com o Ministério de Minas e Energia
(BRASIL, 2011d).

Na tentativa de minimizar danos a saude, autoridades do mundo inteiro vém
intensificando esforgcos para melhorar a seguranca dos alimentos (NEWLL et al,
2010). Os produtores/prestadores, responsaveis técnicos, fornecedores e
comerciantes sao responsaveis pela qualidade de produtos e servicos ofertados a
populacdo e, consequentemente, pelos eventuais danos a saude deles decorrentes,
mas também compete ao Estado cumprir e fazer cumprir normas especificas de
protecdo a saude (BRASIL, 2011d).

O laboratério é parte integrante da estrutura de vigilancia sanitaria e
instrumento imprescindivel para o controle sanitario de produtos para a saude.
Atua na producédo da base cientifica e tecnoldgica, por meio das analises fiscais e
de controle de qualidade que realiza, para a avaliacdo de conformidade de
produtos e é fundamental para a analise e gerenciamento de risco (BRASIL,

2011d). Os Laboratérios Centrais de Saude Publica (Lacen) dos Estados,
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Laboratorios Municipais e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) da Fundacgéo Oswaldo Cruz (Fiocruz) formam uma rede de sustentacao
as acOes da vigilancia sanitaria. O INCQS atua como orgao de referéncia nacional
para controle da qualidade de insumos, produtos, ambientes e servi¢cos vinculados
a vigilancia sanitaria, que tem ainda o papel de assessorar os Lacen sobre
metodologias analiticas, questdes tecnoldgicas e normativas (BRASIL, 2011d).

1.2 VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DAS DOENGCAS TRANSMITIDAS POR
ALIMENTOS

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sédo definidas como doencas
originadas pela ingestdo de alimentos e/ou de agua que contenham agentes
contaminantes (bactérias, virus, parasitas, toxinas, prion, produtos quimicos,
agrotoxicos ou metais toxicos) em quantidades tais que afetem a saude do
consumidor, em nivel individual ou grupos de populacédo. Surto de DTA é o episodio
em que duas ou mais pessoas apresentam doenca semelhante apos ingerirem
alimentos, inclusive agua, da mesma origem e no qual a evidéncia epidemiol6gica ou
andlise laboratorial aponta os alimentos e/ou agua como veiculos da doenca
(BRASIL, 2009).

As DTA transmitidas por microrganismos ocorrem pela ingestdo de um
alimento contaminado por um agente infeccioso especifico, ou pela toxina por ele
produzida, por meio de transmissdo desse agente, ou de seu produto téxico
(BRASIL, 2001). Essas doencas tém sido abordadas como um problema de Saude
Pulblica, que acarreta a reducéo da produtividade (absenteismo), perdas econémicas
e afeta a confianca do consumidor, levando a perda da credibilidade do produtor.
Dependendo da quantidade do alimento contaminado ingerido, do tipo de
microrganismo ou toxina e do estado de saude do individuo acometido, as DTA
podem levar até a morte (NEWLL et al, 2010).

Define-se vigilancia epidemiolégica como um conjunto de acfes que permite
reunir informacdes indispensaveis para conhecer, a qualquer momento, o0
comportamento ou historia natural das doencas, bem como, detectar ou prever
alteracdes de seus fatores condicionantes, com a finalidade de recomendar, sobre
bases firmes as medidas indicadas que levem a prevencdo e ao controle de

determinadas doencas (BRASIL, 1990). Dentre as suas atribuicbes, a vigilancia
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epidemioldgica investiga o surgimento de doencas emergentes, identifica surtos
epidémicos e investiga mudancas nos padrbes de resisténcia de microrganismos
aos antimicrobianos, que sdo pontos de grande importancia para a saude publica
(WALDMAN; FREITAS, 2008). As informacdes obtidas neste sistema sao
compartilhadas com sistemas de vigilancia internacionais, oferecendo subsidios as
autoridades sanitarias para respostas rapidas dirigidas ao controle de riscos a saude
publica (BRASIL, 2009).

No Brasil a vigilancia epidemioldgica das DTA foi implantada em 1999 em
uma parceria da Anvisa, o Mapa e o Instituto Pan-Americano de Alimentos da
Organizacdo Pan-Americana da Saude. Seu objetivo € de reduzir a incidéncia das
DTA no Brasil, a partir do conhecimento do problema e de sua magnitude, com
vistas a subsidiar as medidas de prevencéao e controle, contribuindo para a melhoria
da qualidade de vida da populacdo (BRASIL, 2005). Os dados mais atuais deste
sistema mostram que, de 2000 até agosto de 2014, foram notificados 9.719 surtos
de DTA no Brasil, levando ao adoecimento de 192.803 individuos (BRASIL, 2014).

Diversos fatores tém contribuido para as mudancas e tendéncias no
panorama das DTA pelo mundo. Entre esses se destacam: o rapido crescimento
populacional e mudanca do perfil demografico (tendéncia a uma populacdo mais
idosa); o aumento do comércio global de alimentos; o aumento do deslocamento de
pessoas; as mudancas nos habitos alimentares, como o0 aumento do consumo de
alimentos crus ou brandamente cozidos; o aumento da propor¢cdo de individuos
imunodeficientes; as mudancas nas praticas de producéo; a intrusdo do homem em
ambientes selvagens; e as mudancas no clima, favorecendo o aparecimento de
novos vetores em regides alteradas (NEWLL et al, 2010). Desta forma, as acdes da
vigilancia epidemiolégica devem ser desenvolvidas de modo continuo, visando o
conhecimento da doengca como um todo, de forma que as medidas de intervencéo
possam ser operacionalizadas com eficacia. Quanto mais claros e abundantes os
dados e informacgbes, melhor serd a compreensao do quadro sanitario do local de
estudo e, consequentemente, o planejamento adequado das acdes e medidas a
serem executadas (BRASIL, 2009).

O aumento da importancia das DTA em salde publica tornou necesséaria uma
complexa regulamentacdo das atividades desenvolvidas em todos os pontos da
cadeia produtiva. O setor de saude tem importante parcela de responsabilidade pelo

continuo processo da elaboracdo de normas e a fiscalizacdo de seu cumprimento,
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sendo a vigilancia epidemioldégica um importante instrumento na identificacdo de
grupos e fatores de risco associados as DTA participando da fundamentacao técnica
para elaboracéo e atualizacao dessas normas. A vigilancia epidemiologica age como
um ponto de articulagdo com outros servicos de saude publica. Essa articulagdo se
estabelece a medida que a vigilancia pode assumir o papel de indutor de linhas de
pesquisa cientifica que respondam a questdes prioritarias ou de emergéncia em
saude publica. Em contrapartida, a incorporacdo do conhecimento produzido
subsidiara a atualizacdo de recomendacdes técnicas e normatizacdo de medidas de
controle de riscos (WALDMAN; FREITAS, 2008). E neste contexto que se insere o
presente estudo, que visa estudar a ecologia e epidemiologia das espécies do
género Cronobacter, que sdo considerados patégenos emergentes de origem

alimentar.

1.3 GENERO Cronobacter

1.3.1 Taxonomia

Cronobacter é um género bacteriano composto por bacilos Gram-negativos,
pertencente a familia Enterobacteriaceae (IVERSEN et al, 2007a; IVERSEN et al,
2008a; JOSEPH et al, 2012a). Estes microrganismos foram originalmente
classificados como Enterobacter cloacae produtor de pigmento amarelo, e
posteriormente reclassificados como uma nova espécie denominada na época
Enterobacter sakazakii (FARMER et al, 1980). Inicialmente, quando Farmer e
colaboradores (1980) descreveram esta espécie, eles agruparam as 57 cepas
estudadas em 15 biogrupos distintos baseados no perfil fenotipico das mesmas
(Quadro 1). Posteriormente foi descrito um 16° biogrupo além de variagdes dentro
dos biogrupos ja descritos (IVERSEN et al, 2006). Recentemente, Huang e
colaboradores (2015) identificaram quatro cepas que apresentaram fendtipos

classificados em trés biogrupos nunca antes descritos.



Quadro 1 - Perfil fenotipico dos biogrupos de

Cronobacter spp.

Biogr Variacdes Fendtipo ! Espécies
upo VP | VM | Nit | Orn [Mob | Ino | Dul | Ind |Malo | Gli | a-D-gli
1 + - + - + + - - - + + C. sakazakii
2 + - + + + - - - - + + C. sakazakii, C. dublinensis
2a + - + + - - - - - + + C. malonaticus
3 + - + + - + - - - + + C. sakazakii
4 + - + - + + - - - + + C. sakazakii
4a + - + - - + - - - + + C. sakazakii, C. malonaticus
5 + - + + + + - - + + + C. malonaticus, C. turicensis
5a + - + + - + - - + + + C. malonaticus, C. sakazakii
+ C. sakazakii, C. turicensis,
6 S A A N A A I T C. muytjensii, C. dublinensis
7 + - + + + + - - - - + C. sakazakii
8 + - - + + + - - - + + C. sakazakii
8a ¥ _ - + + - - - - + + C. sakazakii, C. malonaticus
8b + - - + + + - - + + + C. malonaticus
8c ¥ - - + + - - - + + + C. malonaticus
9 + - + + + - - - + + + C. malonaticus
%9a - - + + + - - - + + + C. malonaticus
10 + - + + + - - + - + + C. sakazakii, C. dublinensis
10a + - + + - - - + + - + C. condimenti
11 + - + + + - + - - + + C. sakazakii
1 .\ ] . . . R ] N N N + C. sakazakii, C malpnaticus,
C. dublinensis
13 - + + + + + - - - + + C. sakazakii
13a - + + + - + - - - + + C. sakazakii, C. malonaticus
13b - + + - + + - - - + + C. malonaticus
13c - - + + + + - - - + + C. malonaticus
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14 + _ + - + - - + + C. malonaticus

14a ¥ - + - + - - + + C. sakazakii

- C. sakazakii, C. turicensis,

15 S A Y A R N * C. muytjensii, C. dublinensis
16 + - + + + + + + + C. turicensis

16a + - + + - + + + + C. universalis, C. turicensis

16b + - + + + + + + + C. turicensis

16¢ + - + - - + + + + C. universalis
Desconhecido 1 + - - + + - - - + C. sakazakii
Desconhecido 2 + - + + - - + + - C. muytjensii
Desconhecido 3 + - + + - + + + - C. muytjensii

1-VP, Voges-Proskauer; VM, vermelho de metila; Nit, reducdo de nitrato; Orn, descarboxilagdo da ornitina; Mob, mobilidade a 37°C; Ino, producao de acido a
partir de inositol; Dul, producéo de &cido a partir de dulcitol; Ind, produgdo de indol; Malo, utilizagdo do malonato; Gli, producéo de gés a partir da glicose; a-
D-gli, producéo de géas a partir do a-metil-D-glicopiranosideo. fonte: (FARMER et al, 1980; IVERSEN et al, 2006; JOSEPH et al, 2012a, 2013; HUANG et al,

2015).
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Em 2004, Iversen e colaboradores (2004a) realizaram um estudo da filogenia
de E. sakazakii com relacdo as espécies de Enterobacter e Citrobacter. A
comparacao de sequéncias do gene 16S rRNA mostrou que a cepa tipo de E.
sakazakii apresentou maior similaridade com a espécie Citrobacter koseri (97,8%) do
que qualquer outra espécie de Enterobacter. Em adicdo, Lehner e colaboradores
(2004), através da analise de sequéncias completas do gene 16S rRNA obtidas de
isolados de diferentes origens, relataram a existéncia de duas linhagens
filogeneticamente distintas dentro da espécie E. sakazakii. Posteriormente, lversen e
colaboradores (2006) realizaram uma andlise filogenética baseados na anélise de
sequéncias parciais do gene 16S rRNA e na caracterizacdo fenotipica de 189 cepas
de E. sakazakii. Estes autores observaram que as cepas apresentavam quatro
grupos filogeneticamente distintos.

Em 2007, uma extensa analise polifasica foi realizada utilizando 210 estirpes
de E. sakazakii e 102 estirpes de outras espécies relacionadas. As cepas de E.
sakazakii foram separadas em grupos a partir de perfis obtidos por amplificacdo de
fragmentos polimorficos fluorescentes de acido desoxirribonucléico (DNA), perfis de
ribotipagem, andlise de sequéncias génicas completas de 16S rRNA e hibridizagcédo
DNA-DNA. A hibridizagdo DNA-DNA revelou cinco genomoespécies cujos perfis
fenotipicos foram determinados. Assim, foi proposta a reclassificacdo do
microrganismo E. sakazakii, dentro da familia Enterobacteriaceae, como um novo
género, Cronobacter spp., com quatro espécies, duas subespécies e uma
genomoespécie, conforme relacionado a seguir. Cronobacter sakazakii subsp.
sakazakii, Cronobacter sakazakii subsp. malonaticus, Cronobacter muytjensii,
Cronobacter dublinensis, Cronobacter turicensis e Cronobacter genomoespecies 1
(IVERSEN et al, 2007a).

Em 2008, um novo estudo foi realizado por Iversen e colaboradores (2008a),
utilizando-se as provas bioquimicas de utilizacdo do malonato, producéo de indol, os
sistemas Biotype 100 (bioMérieux) e Biolog Phenotype MicroArray data (Biolog) e
novos experimentos de hibridizagdo DNA-DNA. A hibridizacdo DNA-DNA mostrou
que as cepas malonato-positivas dentro de C. sakazakii representavam na verdade
uma espécie distinta, ndo uma subespécie, e mostrou que cepas fenotipicamente
diferentes propostas como sendo de uma mesma espécie, Cronobacter dublinensis
sp. nov., poderiam ser consideradas como subespécies. Desta forma, uma nova

classificacéo foi proposta, compreendendo cinco espécies e uma genomoespécie: C.
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sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis e C.
genomoespecies 1; e trés subespécies, C. dublinensis subsp. dublinensis, C.
dublinensis subsp. lausannensis e C. dublinensis subsp. lactaridi.

Em 2012, uma reavaliacdo da classificacdo taxondmica de cinco estirpes;
uma caracterizada como C. sakazakii, duas previamente identificadas como C.
genomoespecies 1, e duas como C. turicensis; foi realizada utilizando uma analise
polifasica, incluindo caracterizacdo fenotipica, analise de sequéncias génicas
completas de 16S rRNA, Multilocus sequence analysis (MLSA) e hibridizacdo DNA-
DNA. Os autores observaram que a cepa previamente caracterizada como C.
sakazakii formava uma linhagem filogenética independente e a hibridizagdo DNA-
DNA determinou sua identidade como uma nova espécie, denominada Cronobacter
condimenti. Esta estirpe apresentou um perfil fenotipico Unico, sendo classificada
posteriormente como biogrupo 10a (Quadro 1) (JOSEPH et al, 2013). Em adicao,
utiizando a técnica de MLSA, foi observado que as duas cepas de C.
genomoespecies 1 e as outras duas de C. turicensis apresentavam-se no mesmo
grupo, formando uma linhagem filogenética independente. Os dados da hibridizacéo
DNA-DNA e caracterizagdo fenotipica confirmaram que estas estirpes

representavam uma unica espécie, que foi denominada Cronobacter universalis.

1.3.2 Patogénese e fatores de viruléncia

As espécies de Cronobacter séo consideradas patdogenos oportunistas, tendo
sido associadas a diversos casos de infecgcbes em neonatos devido ao consumo de
férmulas infantis desidratadas (FID) (LAI, 2001; FAO/WHO, 2006; YAN et al, 2012).
Os primeiros casos de infeccdo em neonatos foram reportados em 1958 na
Inglaterra  (URMENYI; FRANKLIN, 1961). Desde entdo, estas bactérias séo
reconhecidas como patégenos que causam infec¢cdes raras, mas com sérias
consequéncias em neonatos em diversos locais no mundo (JASON, 2012).

As sindromes clinicas das infec¢des incluem a meningite, que pode levar a
quadros de ventriculite, abcesso cerebral, hidrocefalia e formacdo de cistos;
enterocolite necrosante caracterizada por necrose e pneumatose das células
intestinais; além de infec¢cdes pulmonares, urinarias e bacteremia (LAI, 2001;
JASON, 2012; STRYDOM et al, 2012). Inicialmente, a taxa de mortalidade nos casos
de meningite variava de 40-80% e a maioria dos sobreviventes apresenta sequelas
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graves, como: problemas no desenvolvimento do sistema motor, retardo mental e
outros tipos de comprometimento neurolégicos (LAI, 2001; FAO/WHO, 2004;
BOWEN; BRADEN, 2006). Em um estudo recente, a letalidade nos casos de
meningite, bacteremia, e enterocolite necrosante foi calculado em 41,9; 10,0 e
19,0%, respectivamente (FRIEDEMANN et al, 2009).

A meningite bacteriana em neonatos necessita de tratamento rapido e
eficiente, levando a uma preocupacdo quanto a suscetibilidade a antimicrobianos
nas infecgcbes por Cronobacter spp. (LAI, 2001). A antibioticoterapia, utilizando
ampicilina combinada & gentamicina ou cloranfenicol, € o procedimento adotado no
tratamento inicial de suspeita de infeccdo por Cronobacter spp. Entretanto, varios
autores tém relatado o desenvolvimento de resisténcia do microrganismo a essas
drogas (LAl, 2001; BARREIRA et al, 2003; KIM et al, 2008; WARNKEN, 2010).
Cepas resistentes a outros antimicrobianos como ceftazidima (BARREIRA et al,
2003), cefoxitina (KIM et al, 2008; WARNKEN, 2010), neomicina e trimetropim (EL-
SHAROUND et al, 2009), cefalotina (WARNKEN, 2010), eritromicina e tetraciclina
(HOCHEL et al, 2012), cefazolina (TSAI et al, 2013) e produtoras de B-lactamases
(HO et al, 2005; CAUBILLA-BARRON et al, 2007; TOWNSEND et al, 2008) também
ja foram identificadas. Estes dados demonstram que existe variabilidade no perfil de
resisténcia das cepas de Cronobacter spp., demonstrando a importancia de se
conhecer o perfil de resisténcia das espécies deste género, de forma a identificar as
classes de antimicrobianos que apresentem acao rapida e eficiente no tratamento
das infeccdes.

Devido a limitagcdo de informagBes sobre a carga microbiana a qual os
pacientes foram expostos, ainda nao foi determinada uma curva dose-resposta para
este patogeno (FAO/WHO, 2004). As infec¢cdes parecem ter uma dose infectante
baixa e um periodo de incubacdo curto (BOWEN; BRADEN, 2006). lversen e
Forsythe (2003) consideram razoavel estimar a dose infectante se encontre na faixa
de 1.000 células/g ou mL. Contudo, para Farmer Il (2015) o periodo de incubacéo e
a dose infectante nos casos de meningite em neonatos e dos outros tipos de
infeccbes causados por Cronobacter sdo desconhecidos. Devido as dificuldades
técnicas sera muito dificil determinar uma média e desvio-padrdo do periodo de
incubacéo e a dose infectante.

A severidade das infec¢gOes causadas por Cronobacter spp. tem chamado a

atencdo das Instituicbes de saude e estudos extensivos relativos a viruléncia das
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cepas deste género foram realizados. Pagotto e colaboradores (2003) descreveram
a producao de compostos semelhantes a enterotoxinas em isolados de Cronobacter
spp., enquanto Warnken (2010) identificou cepas capazes de produzir citotoxinas
termo-labeis e termo-estaveis. Alguns pesquisadores observaram que Cronobacter
spp. pode formar biofiime em superficies de metal, silicone, latex, policarbonato,
vidro e cloreto de polivinil (IVERSEN et al., 2004b). Warnken (2010) estudou cepas
de Cronobacter spp. que apresentaram atividade (-hemolitica em sangue de coelho,
cavalo, e cobaio e a-hemolitica em sangue de carneiro; e algumas cepas que
expressaram hemaglutininas associadas a pili tipo 1 e 3. A capacidade de produzir
capsula em &gar leite e producdo de uma protease capaz de degradar a caseina do
leite ja foram descritas em cepas de Cronobacter spp. (CAUBILLA-BARRON et al,
2007; KOTHARY et al, 2007; WARNKEN, 2010).

Nair e Ventitanaratanan (2006) descreveram uma proteina de membrana
externa A, codificada pelo gene ompA de Cronobacter spp., que € necessaria para
adesdo da bactéria as células endoteliais do cérebro. Estudos relacionados a
reposta inflamatoria do hospedeiro, aderéncia e invasao celular com cepas de
Cronobacter spp. foram realizados por Townsend e colaboradores (2007, 2008).
Esses estudos mostraram que cepas de Cronobacter spp. podem persistir e se
replicar em macrofagos, além de apresentarem moderada capacidade de aderéncia
e invasdo de células do endotélio humano. Hunter e colaboradores (2008)
demonstraram, tanto in vitro quanto in vivo, que Cronobacter spp. adere ao epitélio
intestinal durante o processo de infeccdo, induzindo a apoptose/necrose dessas
células de uma forma dose-dependente.

1.3.3 Epidemiologia: surtos e casos de infeccbes

As infec¢cbes causadas por Cronobacter spp. em neonatos sao raras e
geralmente ndo sdo reportadas. A maioria dos casos de infeccbes descritos na
literatura € proveniente de paises desenvolvidos, enquanto que a situacao parece
ser radicalmente diferente nos demais paises (BOWEN; BRADEN, 2006;
FRIEDEMANN et al, 2009). Essa ambiguidade pode ser atribuida as diferencas
socioculturais nas praticas de alimentacdo infantil, uma vez que o uso de FID na
alimentacdo de neonatos € menos frequente em paises em desenvolvimento (RAY

et al, 2008). Além disso, muitos paises ndo possuem um sistema de vigilancia para
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notificacdo dos casos de infeccdes por Cronobacter spp., o que leva a uma
subestimacéo da sua real prevaléncia (STRYDOM et al, 2012). Isso porque muitos
laboratorios clinicos, independentemente do pais, ndo incluem a pesquisa de
Cronobacter spp. na sua rotina e, na maioria dos casos, o relato das infec¢des por
esses patdgenos nao € obrigatério. Desta forma, o conhecimento da epidemiologia
das infec¢cbes causadas pelas espécies de Cronobacter spp. se torna incompleto
(JOSEPH et al, 2012b; YAN et al, 2012).

Nem todas as cepas de Cronobacter spp. foram associadas a infeccoes, e a
severidade da viruléncia varia entre as diferentes estirpes do género (FAO/WHO,
2008; WARNKEN, 2010; JOSEPH et al, 2012b). At¢é o momento, apenas trés
espécies foram isoladas em infec¢des neonatais: C. sakazakii, C. malonaticus e C.
turicensis (JOSEPH; FORSYTHE, 2011; ASATO et al, 2013; HARIRI et al, 2013). C.
malonaticus também parece estar associado a infeccdes em adultos (JOSEPH et al,
2012b). As espécies C. muytjensii, C. dublinensis e C. universalis ja foram isoladas
de sitios clinicos (FAO/WHO, 2008). A Unica estirpe da espécie C. condimenti foi
isolada a partir de uma amostra de carne temperada (JOSEPH et al, 2012a) assim,
pouco se conhece sobre esta espécie. Grim e colaboradores (2013) observaram que
0 género Cronobacter divergiu a partir de um ancestral comum em dois grupos
distintos, um compreendendo as espécies C. dublinensis e C. muytjensii; e 0 outro
as espécies C. sakazakii, C. malonaticus, C. universalis e C. turicensis. De acordo
com o0s autores, as espécies de C. dublinensis e C. muytjensii contém regides
genOmicas importantes para sobrevivéncia em ambientes associados a vegetais,
enquanto que as demais espécies apresentam numerosas sequéncias de genes
associadas a fatores de viruléncia.

As infec¢des por Cronobacter spp. podem ocorrer em todas as faixas etarias
e a literatura apresenta relatos de surtos e casos isolados de infec¢cdes em diversos
paises, inclusive no Brasil (OLIVEIRA et al, 1999; PESSOA-SILVA et al, 2000;
BARREIRA et al, 2003; FAO/WHO, 2008; ASATO et al, 2013). Apesar das infeccdes
estarem, a principio, associadas a neonatos, ja existem relatos de casos em
criangas de maior idade (BOWEN; BRADEN, 2006; RAY et al, 2008) e em adultos
(JIMENEZ; GIMENEZ, 1982; PRIBYL et al, 1985; LAI, 2001; BHAT et al, 2009; TSAI
et al, 2013).

Em um estudo de revisdo realizado por Bowen e Braden (2006), foram

identificados 46 casos de infeccdo por Cronobacter spp. em criangas com menos de
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12 meses de idade no periodo compreendido entre 1958 a 2005. Ray e
colaboradores (2008) relataram um caso, ocorrido em 2002 na india, de septicemia
fulminante e meningite em uma crianca prematura. Os autores especularam que a
contaminagcao por Cronobacter spp. foi devido a FID, contudo isso ndo pode ser
comprovado pois ndo foram realizadas andlises nas amostras utilizadas na
alimentagao da crianca.

Dados do Reino Unido durante o periodo de 1999 a 2007 mostraram que a
mais alta taxa de incidéncia de infec¢cdo por Cronobacter spp. foi atribuida a faixa
etaria de = 75 anos (3,75 por milhdo de individuos) seguida pela faixa de 65 a 74
anos (2,65 por milh&o de individuos). A taxa de incidéncia em bebés foi apresentada
como 2,45 e para criancas de 1 a 4 anos como 0,65 por milhdo de individuos. Esses
relatos sugerem que os idosos podem representar a populacdo mais suscetivel as
infeccbes por Cronobacter spp. (KYNE, 2009). Gosney e colaboradores (2006)
relataram o isolamento de Cronobacter spp. na cavidade oral de pacientes
cometidos por acidente vascular cerebral e consideraram que 0 espessante
contendo amido de milho, que era utilizado na alimentacdo destes pacientes,
poderia ter sido a fonte de exposicao destes individuos. Kim e colaboradores (2008)
pesquisaram Cronobacter spp. em 1.146 amostras de fezes de individuos na Coreia
com idade entre menos de 1 ano e mais de 70 anos de idade, e observaram maior
prevaléncia do patdgenos nas fezes dos idosos.

Patrick e colaboradores (2014) avaliaram a incidéncia de infeccbes por
Cronobacter spp. nos EUA no periodo de 2003-2009. Os autores identificaram 544
casos com o maior percentual de infecgbes invasivas em criancas <5 anos de idade;
e de infec¢des urinarias em adultos. A incidéncia das infec¢des foi calculada em 0,66
caso0s/100.000 habitantes, sendo individuos muito jovens e muito idosos 0s mais
afetados.

O primeiro relato do isolamento de Cronobacter spp. de um adulto ocorreu na
Espanha, onde o paciente apresentou um quadro de bacteremia (JIMENEZ;
GIMENEZ, 1982). Posteriormente, Pribyl e colaboradores (1985) relataram a
ocorréncia de infeccdo por Cronobacter spp. associada a osteomielite em um adulto
diabético dentre casos estudados no periodo de 1982 a 1985 em um hospital nos
EUA. Lai (2001) relatou cinco casos de infeccdo nosocomial por Cronobacter spp.,
envolvendo uma crianca e quatro adultos, ocorridos entre janeiro de 1995 a

dezembro de 1996 nos EUA. See e colaboradores (2007) descreveram um caso de
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infeccéo por Cronobacter spp. em uma paciente de 75 anos ndo imunodeficiente. Os
autores especulam que a paciente ja apresentava colonizacao oral pelo patégeno, o
que resultou em quadro de pneumonia e complicacdo para abcesso esplénico. Em
2008, Bhat e colaboradores (2009) relataram um caso de infec¢do urinaria causada
por Cronobacter spp. em uma paciente de 63 anos com faléncia renal cronica.
Segundo os autores, a paciente pode ter se contaminado com o patégeno por fontes
ambientais. Tsai e colaboradores (2013) relataram quatro casos de infecg¢éo por C.
sakazakii em pacientes adultos ocorrido entre 2002 a 2011 em Taiwan. Trés destes
apresentavam idade entre 64 e 77 anos e problemas de saude (diabetes mellitus,
cancer, e/ou tuberculose pulmonar). O quarto paciente era uma mulher de 37 anos
que ndo apresentava nenhum problema de saude prévio. A paciente apresentava
um quadro de dor abdominal e foi identificada com colecistite aguda, sendo e C.
sakazakii isolada a partir de uma amostra de bile.

O relato de infeccbes em criangas que néo ingeriram FID e adultos indica que
existem potenciais fontes de contaminagao por Cronobacter spp. para estes grupos
de individuos (YAN et al, 2012). Pacientes idosos ou que sofreram acidente vascular
cerebral podem apresentar disfagia, tendo que recorrer a alimentacéo por alimentos
semi-sélidos (ex., cereais, mingaus, suplementos protéicos, etc) como parte de sua
dieta (GOSNEY et al, 2006; KYNE, 2009). A presenca da bactéria na nasofaringe
também é plausivel, o que explica os casos de pneumonia e o isolamento em
amostras escarro (HOLY & FORSYTHE, 2014).

Os epidemiologistas sugerem que as possiveis fontes de contaminagédo por
Cronobacter spp. sdo: o ambiente doméstico (KILLER et al, 2015) e a ingestao de
alimentos diversos (HOCHEL et al, 2012) ) ou agua de abastecimento (LIU et al,
2013) contendo o microrganismo. Desta forma, investigar a distribuicdo destes
patdbgenos em diferentes classes de alimentos € importante para determinar
possiveis rotas de transmissdo e entender sua epidemiologia. Estudos desta
natureza poderdo contribuir positivamente na reducdo de riscos a saude de
individuos vulneraveis (TURCOCSKY et al, 2011; HOCHEL et al, 2012; YAN et al,
2012).
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1.3.3.1 Relatos de casos de infec¢des por Cronobacter spp. no Brasil

O primeiro relato de um surto de infecgao por Cronobacter spp. ocorreu em
1997 entre os recém-nascidos de alto risco da Unidade de Neonatologia do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (OLIVEIRA et al, 1999). Neste
episédio, ndo houve uma investigacdo para determinar o veiculo de contaminacéo
destes pacientes.

Em 1998, sete episédios de septicemia causados por Cronobacter spp. foram
identificados: dois em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) para adultos, um em
uma UTI pediéatrica e dois em uma UTI neonatal em quatro hospitais privados no
Estado do Rio de Janeiro (SANTOS et al, 2000). O patogeno foi isolado do sangue
periférico e identificado com uso do sistema Vitek. O veiculo de contaminacao
identificado foi a solugdo de nutricdo parenteral para criancas e neonatos; e a
solugcéao de lactato ringer contendo 5% de albumina para os adultos, uma vez que
Cronobacter spp. foi identificado em bolsas fechadas destas suas solugoes.

Em 2003, Barreira e colaboradores (2003) relataram um caso de infeccao por
Cronobacter spp. em uma menina de 14 dias de vida no Hospital Universitario da
Universidade de S&o Paulo. A paciente apresentou quadro de meningite e evoluiu
para choque séptico e posterior 6bito, sendo o patdgeno isolado a partir de uma

amostra de liquor.

1.3.4 Regulacdo em alimentos

A Comisséo Internacional para Especificagcdes Microbiologicas para Alimentos
(ICMSF) classificou Cronobacter spp. como “microrganismos de risco severo para
populacbes restritas, que representam ameaca a vida ou desenvolvimento de
sequelas cronicas ou de longa duracao” (ICMSF, 2002).

Mesmo Cronobacter spp. podendo ser encontrado em uma série de produtos
alimenticios, apenas FID foram epidemiologicamente identificadas como veiculo de
contaminacdo (CAC, 2008). A presenca destes patdogenos em FID acarretou no
recolhimento destes produtos por diferentes produtores em diversos paises,
incluindo o Brasil (IBFAN, 2015). No caso mais recente, um lote de FID da marca
“SANCOR BEBE 2” foi retirado do mercado em 14 de julho de 2015 na Argentina
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devido as autoridades sanitarias do pais terem detectado contaminacdo por C.
sakazakii (ANMAT, 2015).

Diferente das formulas infantis liquidas que sdo prontas para 0 consumo, as
FID ndo sdo produtos estéreis e podem ser facilmente contaminados. Mesmo com
0s avangos tecnoldgicos, ainda ndo foi possivel desenvolver um meétodo para
produzir formulas em pé estéreis ou eliminar completamente 0s microrganismos
potencialmente patogénicos. Logo, a garantia da sua seguranca microbioldgica
requer uma forte adesdo as boas praticas de higiene durante a producdo e uso
destas férmulas (FAO/WHO, 2006, 2007).

Devido a emergéncia de uma questao de saude publica que era a ocorréncia
de infecches severas em neonatos e criancas associadas ao consumo de FID
contendo Cronobacter spp., a Organizacdo das Nac¢des Unidas para Alimentacéo e
Agricultura (FAO) e Organizacdo Mundial da Saude (WHO) emitiram um relatério
gue recomendou a realizacdo de estudos sobre a deteccéo e tipificagdo molecular
de Cronobacter spp., além do desenvolvimento de pesquisas sobre a ecologia,
taxonomia, viruléncia e outras caracteristicas destes microrganismos que
possibilitassem a reducdo de sua concentracdo nas formulas infantis reconstituidas
(FAO/WHO, 2004). Concluiu-se entdo o perfil de risco de Cronobacter spp. e foi
destacado que “E. sakazakii emergiu como perigo microbiolégico em FID, causando
infeccdes, apesar de ndo frequentes, em criancgas, particularmente em neonatos de
baixo peso ou imunodeficientes, internados em hospitais”. Os lactantes (<12 meses
de idade) foram identificados como a populagcdo em particular risco para infec¢oes
por Cronobacter spp. Dentro deste grupo, aqueles em maior risco Sdo recém-
nascidos (<28 dias), particularmente pré-termo, de baixo peso (<2.500 g), e lactantes
imunodeficientes, e agueles com menos de dois meses de idades. Neonatos cuja
mae é portadora da sindrome da imunodeficiéncia adquirida também estdo em risco,
porque eles necessitam especificamente de formulas infantis, podendo assim estar
mais susceptiveis a infeccdo (FAO/WHO, 2004, 2006).

Em consequéncia, foi decidido que o Cddigo de Praticas de Higiene para
Formulas Infantis Desidratadas para Criancas do Codex Alimentarius deveria ser
revisado, de forma a estabelecer critérios microbiolégicos apropriados para
Cronobacter spp. em FID e que métodos de deteccdo e de tipagem molecular
deveriam ser desenvolvidos e internacionalmente validados. Em 2006, o Codex

Alimentarius, a FAO e a WHO promoveram uma reunido técnica para avaliacdo de
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dados cientificos para aplicacdo de um modelo de analise de risco quantitativo para
Cronobacter spp. em FID. Com base nessa avaliacdo, foi elaborado um manual
sobre preparo, uso, manipulacdo e armazenamento de FID (FAO/WHO, 2007), além
do inicio da revisdo do Cddigo de Praticas de Higiene para Formulas Infantis
Desidratadas para Criancgas.

Em 2008, foi adotado o Cddigo de Prética de Higiene para féormulas em pé
para lactantes de primeira infancia do Codex Alimentarius (CAC/RCP 66 — 2008),
gue em seu Anexo | (Formulas infantis em po para lactantes, féormulas infantis em poé
para lactantes com propdsitos médicos especiais e fortificantes de leite humano)
contempla Cronobacter spp. como um dos critérios conforme descrito no Quadro 2.
Foi adotado um plano de duas classes, que é comumente utilizado para patdgenos,

onde o microrganismo nao pode estar presente em nenhuma amostra analisada.

Quadro 2 — Critérios microbioldgicos para férmulas infantis em po6 para
lactantes, férmulas infantis em pd para lactantes ¢ = om propositos médicos

especiais e fortificantes de leite humano

_ _ n o m Plano de
Microrganismos
classe
Enterobacter sakazakii (Cronobacter 30 0 0/10¢g 2
spp.)
Salmonella 60 0 0/25 g 2

n- nimero de amostras que devem estar em conformidade com o critério; c- nUmero maximo de
unidades defeituosas da amostra em um plano de duas classes; m- limite microbiolégico que, em
um plano de duas classes, separa o produto com qualidade satisfatéria do produto defeituoso.
fonte: (CAC, 2008).

Na elaboracdo deste documento, houve intensa discusséo sobre o Anexo Il
(Formulas de seguimento em p6 e formulas para necessidades médicas especiais
para criancas de primeira infancia), especificamente relativo aos critérios
microbioldgicos para formulas infantis de seguimento para lactantes (FIS), deixando
clara a divisdo de opinides entre os paises membros do Codex Alimentarius.
Algumas delegacbes declararam nao haver |justificativa cientifica para o
estabelecimento de critério para Cronobacter spp. nesse tipo de produto, enquanto
outras consideraram esse critério necessério devido ao relato de casos de infeccao
em criangas com até doze meses de idade. Entdo, a FAO/WHO elaboraram uma
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consulta cientifica aos paises sobre a questdo, sendo formado um grupo de
discusséo eletronica. Como decisao final, o limite para Cronobacter spp. néo foi
adotado para FIS. Entretanto, a Comisséo decidiu que, em paises com substancial
populacao de bebés até doze meses com comprometimento imunoldgico, devem ser
adotados para FIS os mesmos critérios para FIL de 0 a 6 meses.

O mesmo critério determinado pelo documento do Codex Alimentarius
(CAC/RCP 66 — 2008) ja havia sido adotado desde de 2007 pela Unido Europeia
para amostras de FIL em p6 e alimentos lacteos desidratados com propdésitos
médicos especiais para lactantes com até seis meses de idade (COMISSION
REGULATION, 2007).

No Brasil, a RDC (Resolucéo da Diretoria Colegiada) n.° 12 de 02 de janeiro
de 2001 (BRASIL, 2001) que é legislacdo que estabelece os padroes
microbiolégicos para alimentos atualmente em vigor, ndo contempla o padrdo de
pesquisa de Cronobacter spp. em nenhum grupo de alimentos. Logo, a RDC
supracitada se encontra em desacordo com os critérios dispostos no Cdadigo de
Pratica de Higiene do Codex Alimentarius (CAC/RCP 66 — 2008) para as FIL em po,
FIL em p6 com propositos médicos especiais e fortificantes de leite humano. A
revisdo da RDC n.°12/2001 é um dos assuntos prioritarios da Agenda Regulatoria
Biénio 2015-2016 da Anvisa (Anvisa, 2015) e espera-se que 0 critério para
Cronobacter spp. em FID seja contemplado nesta revisao.

Em 2011, a Anvisa publicou as RDC n.° 43, 44 e 45, que estabelecem o
regulamento técnico para FIL; para FIS e criancas de primeira infancia; e para FIL
destinadas a necessidades dietoterapicas especificas e FIS e criangas de primeira
infancia destinadas a necessidades dietoterapicas especificas, respectivamente
(BRASIL, 2011a,b,c). Nestas resolucdes, foi adotado que os produtos devem cumprir
o disposto no Cdodigo de Pratica de Higiene para formulas em pé para lactantes e
criancas de primeira infancia do Codex Alimentarius (CAC/RCP 66 — 2008) e suas
atualizacdes e as Diretrizes para preparacdo, armazenamento e manipulacdo em
condi¢cbes higiénicas de preparacdes em po para lactantes da FAO/WHO (2007).
Além disso, as resolucdes determinaram que os rétulos das formulas devem conter
instrucbes claras de que o produto deve ser preparado com &gua fervida e
posteriormente resfriada a temperatura nao inferior a 70°C, para produtos que
necessitam reconstituicdo, e instru¢cdes sobre a importancia do consumo imediato da

formula reconstituida e a informacdo de que, quando necessario 0 preparo com
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antecedéncia do produto, a féormula reconstituida deve ser refrigerada a uma
temperatura inferior a 5 °C, por no maximo 24 h. Posteriormente, a Anvisa (2014a)
publicou o Informe Técnico n.° 59, relativo a diluicdo de féormulas infantis a
temperatura de 70°C e risco de infeccdo por Enterobacter sakazakii (Cronobacter
spp.), explicitando os motivos que levaram da adoc¢éo destas medidas de seguranca.
Essa medida acabou levantando diversos questionamentos por parte do setor
produtivo, como: a possivel perda de nutrientes termo-sensiveis, a eventual
formacdo de grumos, o risco de queimaduras dos profissionais que preparam as
formulas, a ativagdo de esporos de outras bactérias, a inviabilidade do uso de
probidticos e a dificuldade de se mensurar a temperatura em questdo. Desta forma,
a fim de subsidiar e qualificar essa discussdo, a Anvisa (2014b) realizou uma
consulta aos especialistas no tema e ao setor produtivo, a fim de esclarecer algumas
questdes importantes a respeito do risco de infeccdo por Cronobacter spp. de
lactantes maiores de seis meses. Como concluséo, a obrigatoriedade da rotulagem
contendo as informacfes supracitadas foram mantidas e continuam atualmente em
vigor.

Os critérios adotados pelo Codex Alimentarius (CAC/RCP 66 — 2008)
preconizam a auséncia de qualquer espécie do género Cronobacter em FID (Quadro
2). Contudo, somente trés espécies foram epidemiologicamente relacionadas a
casos de infec¢cbes tendo FID como veiculo de contaminacdo (JOSEPH et al,
2012b).

1.3.5 Métodos de isolamento/deteccdo de Cronobacter spp. a partir de alimentos

ApOs as investigacOes epidemioldgicas terem identificado as FID como
veiculos de contaminacdo por Cronobacter spp. nos casos de infeccbes em
neonatos, muitos estudos foram realizados de forma a se desenvolver métodos para
deteccado destes patdgenos nestes produtos (DRUGGAN; IVERSEN, 2009).

O primeiro método desenvolvido para deteccdo de Cronobacter spp. em
alimentos foi proposto por Muytjens e colaboradores (1988). Baseado neste
procedimento, o FDA publicou em 2002 um método para isolamento e enumeracao
em FID (FDA, 2002). Contudo, este protocolo ndo era especifico para Cronobacter
spp. e necessitava de uma semana para identificacdo dos microrganismos. Além

disso, o teste de producgéo de pigmento amarelo ndo era suficiente para deteccao de
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todas as cepas e o0 uso do APl 20E na etapa de identificacdo poderia gerar
resultados falso-positivos (RESTAINO et al, 2006; IVERSEN et al, 2007b).

A concentracao de Cronobacter spp. em lotes de FID foi estimada a partir de
dados da prevaléncia publicados na literatura e estudos ndo publicados que foram
enviados a FAO/WHO (2006). Até este periodo, a concentracdo minima e maxima
era, respectivamente, -5,3 e -2,8 log Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/g, com
meédia de -3,84 + 0,696 log UFC/g.

Em 2006, a International Organization for Standardization (ISO) publicou a
norma ISO/TS 22964, atualmente em vigor, para isolamento de Cronobacter spp. a
partir de leite e produtos lacteos. Esta metodologia recomenda o uso de meios
seletivos e especificos para o género Cronobacter. Contudo, varios relatos de cepas
de Cronobacter que ndo apresentavam crescimento no caldo lauril sulfato de sodio
modificado com vancomicina (mMLST/v), que nao produziam pigmento amarelo e
novamente o0s resultados falso-positivos no kit de identificacdo API 20E
demonstraram que esta metodologia ndo era confiavel e precisava ser melhorada
(RESTAINO et al, 2006; IVERSEN et al, 2007b; WARNKEN, 2010).

Devido aos problemas dos kits utilizados para identificacdo dos isolados e ao
tempo para obtencado dos resultados, protocolos que utilizam a técnica da reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) para deteccdo do género Cronobacter spp. foram
desenvolvidos. Estes mais diversos protocolos tiveram com alvos principais o gene
responsavel pela atividade 1,6 a-glicosidase (gluA) (LEHNER et al, 2006; IVERSEN
et al, 2007b), o gene ompA que codifica uma proteina externa de membrana A
(NAIR; VENKITANARAYANAN, 2006), o espaco intertranscricional entre os genes
16S e 23S rDNA (LIU et al, 2006), o gene 16S rRNA (HASSAN et al, 2007), o gene
zpx que codifica uma metalloprotease (KOTHARY et al, 2007), entre outros.
Contudo, alguns autores que avaliaram estes protocolos na identificacdo de cepas
de Cronobacter spp. relataram resultados falso-positivos e/ou falso-negativos
(CAWTHORN et al, 2008; JARADAT et al, 2009; JACKSON et al, 2014). Seo e
Brackett (2005) desenvolveram um protocolo de PCR em tempo real (QPCR) com
alvo no gene dnaG, presente no operon de sintese macromolecular, que codifica
uma DNA primase envolvida na replicacéo inicial do cromossomo. De acordo com 0s
autores que desenvolveram o protocolo de gPCR e estudos que utilizaram ou
avaliaram este protocolo, ele apresenta 100% de sensibilidade para o género
Cronobacter spp. (SEO; BRACKETT, 2005; IVERSEN et al, 2007b; LAMPEL; CHEN,
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2009). Posteriormente, este procedimento foi adaptado por Warnken e
colaboradores (2012) em um protocolo de PCR convencional, e apresentou 0s
mesmos resultados de sensibilidade, sendo considerado uma boa alternativa para
laboratorios que ndo possuam o equipamento para gPCR.

Devido as deficiencias apontadas nos métodos internacionalmente
reconhecidos que haviam sido publicados até o momento, novos estudos foram
realizados com vistas a desenvolver métodos mais sensiveis e especificos para
deteccdo de Cronobacter spp. (IVERSEN et al, 2007b; DRUGGAN; IVERSEN,
2009). Em 2009, um novo método para isolamento e deteccdo de Cronobacter spp.
em FID foi proposto pelo FDA (LAMPEL; CHEN, 2009). Este método foi submetido a
um estudo pré-colaborativo como um dos requisitos necessarios para sua validacao
(CHEN et al, 2009). Posteriormente, o método foi aperfeicoado e publicado com
modificacdes (CHEN et al, 2010). Essa nova metodologia apresentava uma técnica
de triagem rapida por qPCR e um método de cultivo através de um pré-
enriguecimento em agua peptonada tamponada (APT) por 24 h e isolamento em
meios cromogénicos. A confirmacao das culturas suspeitas seria realizada por gPCR
ou com uso do Rapid ID 32E. O protocolo de qPCR desenvolvido por Seo e Brackett
(2005) foi escolhido devido curto ao tempo de analise necessério para liberacdo de
amostras negativas e a grande quantidade de relatos na literatura com resultados
satisfatorios utilizando o protocolo. Posteriormente, um controle interno foi incluido
na etapa de gPCR para evitar resultados falso-negativos devido a possivel presenca
de inibidores da PCR provenientes da matriz alimenticia (CHEN et al, 2011). Em
seguida, um novo estudo colaborativo foi realizado para avaliacdo do método e suas
modificacdes. Neste estudo, o sistema semi-automatizado Vitek 2.0 foi incluido como
uma alternativa para identificacdo bioquimica dos isolados e a validagdo foi
finalizada (CHEN et al, 2012a). Desta forma, em janeiro de 2012, o FDA publicou
oficialmente a metodologia para deteccaol/isolamento de Cronobacter spp. em
férmulas infantis como um capitulo do Bacteriological Analytical Manual Online
(CHEN et al, 2012b).

Atualmente, ja se encontra disponivel um rascunho da metodologia ISO/DIS
22964, sendo agora esta denominada “Microbiology of the food chain - Horizontal
method for the detection of Cronobacter spp.” (ISO, 2015). Nesta nova reviséo, o
escopo foi ampliado para produtos alimenticios e ingredientes para o consumo de

humanos e animais; amostras ambientais de areas de producéo; e de manipuladores
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de alimentos. O Cronobacter Screening Broth contendo vancomicina (CSB/v) foi
incluido na etapa de enriqguecimento seletivo em substituicdo ao mLST/v. A utilizacdo
do CSB/v foi comparada com a metodologia ISO/TS 22964 (2006) e obteve 100% de
sensibilidade com a vantagem de permitir descarte de amostras que ndo contenham
Cronobacter spp. apos 48 h, reduzindo assim o tempo de analise e os gastos
laboratoriais. O método utilizando CSB/v também demonstrou ser sensivel para
deteccdo do género Cronobacter, uma vez que foram isolados exemplares de
diversas espécies (IVERSEN et al, 2008b).

1.3.6 Métodos para identificacdo das espécies de Cronobacter

Inicialmente, muitos pesquisadores utilizavam a classificacdo dos biogrupos e
suas variacdes para identificacéo das espécies do género Cronobacter, uma vez que
na época existia uma correlagcdo entre os biogrupos e suas variacdes e as espécies
de Cronobacter spp. Contudo, Joseph e colaboradores (2013) demonstraram que
esta classificacdo ndo é mais confidvel, uma vez que existem biogrupos que
pertencem a mais de uma espécie e determinadas espécies, como C. muytjensii e C.
dublinensis, ndo possuem nenhum biogrupo exclusivo. Os métodos moleculares
demonstraram possuir maior acuracia para identificacdo das espécies do género.

A identificacdo das cepas de Cronobacter spp. a nivel de espécie e peffil
clonal € importante para a realizacdo de estudos epidemiolégicos. Os métodos de
tipagem molecular permitem a comparacéo direta dos isolados nos casos de surtos,
auxiliando no rastreamento das cepas até a origem da contaminac¢do (TURCOVSKY
et al, 2011).

A andlise de sequéncias do gene 16S rRNA também era comumente
utilizada, contudo essa técnica possui limitacdes devido a baixa diversidade na
sequéncia em determinadas cepas, principalmente entre as espécies C. sakazakii e
C. malonaticus, o que poderia levar a uma identificacdo errada destas bactérias
(IVERSEN et al, 2008a; BALDWIN et al, 2009).

Um esquema de tipificacdo por Multi Locus Sequence Typing (MLST)
baseado no sequenciamento de sete genes housekeeping: atpD, fusA, gInS, gltB,
gyrB, infB e pps (concatenando 3.036 nucleotideos) foi desenvolvido por Baldwin e
colaboradores (2009), que permitiu uma identificacdo fidedigna das espécies do

género Cronobacter, incluindo as espécies C. sakazakii e C. malonaticus. Contudo,



este procedimento € demorado em relacdo a outras técnicas de PCR desenvolvidas,
por requerer multiplas PCR e a etapa de sequenciamento para caracterizacdo das
estirpes.

Stoop e colaboradores (2009) desenvolveram uma PCR com alvo no gene
rpoB para identificacéo das seis espécies de Cronobacter spp. propostas na época.
Em adicdo, Lehner e colaboradores (2012) complementaram a técnica e
descreveram iniciadores para identificacdo da espécie C. condimenti. O gene rpoB
codifica a subunidade B da polimerase ribossomal bacteriana, que é reconhecida
como marcador polimérfico e amplamente utilizado para identificacdo de bactérias.
Contudo, Jackson e colaboradores (2014) reportaram que este protocolo ndo € mais
confidvel para correta identificacdo dos isolados de Cronobacter, pois cepas néo-
Cronobacter com atividade a-glicosidase postiva dos géneros Pantoea,
Enterobacter, Franconibacter e Siccibacter também apresentaram amplificacdo com
determinados iniciadores, o que poderia levar a uma identificacdo errdbnea das
cepas.

Huang e colaboradores (2013) desenvolveram um protocolo com alvo no
gene gyrB para identificacdo das espécies C. sakazakii e C. dublinensis. Este gene
codifica a subunidade B da proteina da DNA girase, uma toposiomerase tipo Il, que
possui papel crucial na replicacdo do DNA e é distribuida universalmente entre as
espécies bacterianas.

Carter e colaboradores (2013) desenvolveram um protocolo de Multiplex-PCR
(M-PCR) com alvo no gene cgcA que codifica a diguanilato ciclase para diferenciar
as espécies de Cronobacter spp. com excecdo da espécie C. condimenti. Estas
técnicas parecem ser alternativas mais rapidas e menos dispendiosas para
identificacdo das espécies de Cronobacter spp. Contudo ja existe o relato de cepas
de C. sakazakii e C. dublinensis que ndo possuem 0 gene cgcA ou as regides
génicas do gene necessarias para a amplificacdo utilizando este protocolo
(JACKSON et al, 2014).

Atualmente, um procedimento rapido e confiavel para identificar as espécies
de Cronobacter spp. € 0 uso da sequéncia do alelo fusA, uma vez que néao foi
observado um perfil do alelo fusA compartilhado entre duas ou mais espécies do
género Cronobacter (JOSEPH et al, 2012b). Este gene ja foi sequenciado em um
grande numero de cepas de Cronobacter spp. e as sequéncias sao de livre acesso
no banco de dados do MLST (http://pubmist.org/cronobacter/).
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1.3.7 Ocorréncia em alimentos

Inicialmente o reservatério de Cronobacter spp. era considerado
desconhecido (FAO/WHO, 2008). Atualmente, acredita-se que o nicho primario e
maior reservatério destes microrganismos sejam os vegetais (SCHMID et al, 2009;
JOSEPH et al, 2012b). Algumas caracteristicas como a producdo de pigmento
amarelo, sideroforos e acido acético indolico; sua habilidade de persistir em
ambientes desidratados, solubilizar minerais fosfatados e colonizar tomates e raizes
de milho indica a associagdo destes microrganismos com plantas (SCHMID et al,
2009). A presenca de regides no genoma de Cronobacter spp. contendo um operon
de transporte de maltose e a-glicosidases que hidrolisam maltose também indica
associacdo destas bactérias a nichos contendo vegetais, pois a maltose € um
carboidrato presente somente em plantas, principalmente nos tecidos das sementes
(GRIM et al, 2013). Além disso, na maioria dos estudos que pesquisaram o patdgeno
em diversas classes de produtos alimenticios, os produtos de origem vegetal sdo os
que apresentam maior frequéncia de amostras positivas (JARADAT et al, 2009;
MOLLOY et al, 2009; TURCOCSKY et al, 2011; HOCHEL et al, 2012; LEE et al,
2012; MOZROVA et al, 2014; GARBOWSKA et al, 2015; KILLER et al, 2015).

Cronobacter ja foi isolada de uma série de produtos alimenticios, incluindo
cereais, farinaceos, legumes, ervas e condimentos, bebidas, frutas e hortalicas,
carne e produtos carneos, leite e laticinios, ovos e pescados; conforme visualizado
num panorama global da ocorréncia de Cronobacter spp. em diversas classes de

alimentos em diferentes paises apresentado na Tabela 1.



Tabela 1 - Ocorréncia de Cronobacter spp. em produtos alimenticios analisados no mundo.

Pais (Periodo) Produtos (n.° de amostras analisadas ) Microrganismo(s) Total de Referéncia
amostras
positivas (%)
Austria Leite em p6 - Produto pré-finalizado (237) Cronobacter spp. 34 (14,3) HEIN et al,
(Dezembro/2004- . . . . 2009
Outubro/2005) Leite em po - Produto final pré-embalado (575) 22 (3,8)
Leite em p6 - Produto final embalado (1120) 23 (2,1)
Africa do Sul Formula infantil lactea em p6 (50) Cronobacter spp. 7 (14,0) CAWTHORN
(NI2) et al, 2008
Eslovaquia Condimentos (21) C. sakazakii(n=11) 13 (61,9) TURCOCSKY
(2006-2009) C. malonaticus(n=1) et al, 2011
C. muytjensii(n=1)
Cha (5) C. sakazakii(n=3) 3 (60,0)
Produtos de chocolate (37) C. sakazakii(n=9) 11 (29,7)
C. malonaticus(n=2)
Pastéis (9) C. sakazakii(n=4) 5 (55,5)
C. malonaticus(n=1)
Nozes (2) C. sakazakii(n=2) 2 (100,0)
Sopas instantaneas (13) C. malonaticus(n=1) 2 (15,4)
C. dublinensis(n=1)
Vegetais (12) C. sakazakii(n=2) 5(41,7)
C. turicensis(n=2)
C. muytjensii(n=1)
Carne crua (64) C. sakazakii(n=1) 1(1,6)
Carne crua apimentada ou mareada (48) C. sakazakii(n=14) 17 (35,4)
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C. malonaticus(n=1)
C. dublinensis(n=1)
Cronobacter spp. (n=1)

Produtos carneos prontos para o consumo C. sakazakii(n=7) 9(11,1)
(81) C. malonaticus(n=2)
Leite em pé e produtos derivados (55) C. malonaticus(n=1) 1(,8)
Swab de carnes cruas (13) C. sakazakii(n=1) 1(7,7)
Bangladesh (NI)  Formula infantil desidratada (32) C. sakazakii(n=1) 1(3,1) HOQUE et al,
2010
China (NI) Formula infantil (28); leite em po6 (23); Cronobacter spp. 7 (8,6) YE et al, 2008
alimentos desidratados para criancas (19);
cereais (11)
China (NI) Formula infantil 6-12 meses (81); 1-3 anos Cronobacter spp. 10 (4,1) YE et al, 2009
(81); 3-6 anos (81)
China (NI) Camarao desidratado (28) Cronobacter spp. 3 (10,7) YE et al, 2012
Peixe seco (23) 2 (8,7)
Marisco seco (19) 1(5,3)
Farinha de peixe seca (11) 2 (18,2)
China Carne em conseva (200) Cronobacter spp. 29 (14,5) Xu et al, 2015
(Dezembro/2011- Pratos vegetarianos com molho (31) 13 (41,9)
Abril/2013) Macarrdo com molho (22) 8 (36,4)
Arroz frito ou macarrao (27) 2 (7,4))
Egito (NI) Leite em p6 desnatado (37) C. sakazakii(n=5) 5 (13,5) EL-SHAROUD
Sahlab® (10) C. sakazakii(n=4) 4 (40,0) et al, 2009
Formulas infantis lacteas desidratadas (35) C. sakazakii(n=2) 2 (5,7
Queijo fresco tipo Domiati (10) C. malonaticus(n=4) 4 (40,0)
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Irlanda (NI) Hamburguer bovino (12) Cronobacter spp. 3 (25) MOLLOY et al,
Carne moida (1) 1 (100) 2009
Hortalicas (6) 2 (33,3)
Cereais organicos (20) 9 (45)
Jordania (NI) Alimentos infantis e leite em po6 (69) Cronobacter spp. 1(,4) JARADAT et
Ervas e condimentos (67) 26 (89,6) al, 2009
Republica Leite em po6 (20) C. sakazakii(n=2) 2 (10) HOCHEL et al,
Tcheca (Janeiro- Ovos (10) C. sakazakii(n=1) 1(10) 2012
Dezembro/2010) Flocos de aveia (10) C. sakazakii(n=1) 1(10)
Farinha de arroz (16) C. sakazakii(n=1) 6 (37,5)
C. malonaticus(n=3)
C. dublinensis(n=2)
Broto de trigo (9) C. sakazakii(n=1) 1(21,1)
Sopa instantanea de lentilha (10) C. sakazakii(n=2) 6 (60)
C. malonaticus(n=4)
Lentilha (11) C. dublinensis(n=1) 1(9,1)
Tofu (11) C. sakazakii(n=3) 4 (36,4)
C. dublinensis(n=1)
Manjericao (10) C. sakazakii(n=1) 4 (40)
C. muytjensii(n=3)
Cominho (15) C. sakazakii(n=2) 2 (13,3)
Gengibre (10) C. sakazakii(n=2) 3 (30)
C. malonaticus(n=1)
Manjerona (12) C. sakazakii(n=1) 2 (16,7)
C. muytjensii(n=1)
Pimenta (14) C. sakazakii(n=1) 1(7,1)
Pimentéo (10) C. malonaticus(n=2) 2 (20)
Semente de papoula (11) C. sakazakii(n=1) 1(9,1)
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Semente de abdbora (11) C. sakazakii(n=2) 5 (45,4)
C. malonaticus(n=2)
C. turicensis(n=1)
Semente de gergelim (12) C. sakazakii(n=6) 8 (66,7)
C. malonaticus(n=2)
Coco ralado (10) C. sakazakii(n=1) 1(10)
Biscoito de coco (1) C. malonaticus(n=1) 1 (100)
Republica Temperos (31) Cronobacter spp.(n=6); 7 (22,6) MOZROVA et
Tcheca C. sakazakii(n=1) al, 2014
(Outubro/2010- Cha instantaneo (6) Cronobacter  spp.(n=1); 3 (50,0)
Outubro/2012) C. sakazakii(n=2)
Vegetais (45) C. sakazakii(n=1) 1(2,2)
Sopas instantaneas (11) Cronobacter spp.(n=2) 2 (18,2)
Doces e confeitos (40) C. sakazakii(n=6) 6 (15,0)
Biscoitos e batatas fritas (22) C. sakazakii(n=1) 1(4,5)
Siria (NI) Temperos (60) Cronobacter spp. 31 (51,7) BELAL et al,
Plantas medicinais (68) Cronobacter spp. 22 (32,4) 2013
Alcacuz (16) Cronobacter spp. 15 (93,8)
Turquia (NI) Farinha de arroz (1) C. malonaticus 1 (100,0) CETINKAYA et
ST°55(n=1) al, 2013
Farinha de centeio (1) C. sakazakii ST58 e C. 1 (100,0)
universalis
(isolados da
amostra)
Farinha de aveia (1) C. sakazakii ST1 e C. 1(100,0)
sakazakii ST52(isolados
da mesma amostra)
Erva doce (1) C. sakazakii ST13 1 (100,0)
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Coréia do Sul Produtos marinhos dessecados (40) C. sakazakii(n=2) 3(7,5) CHON et al,
(Janeiro/2009- C. universalis(n=1) 2012
Janeiro/2010) Vegetais (10) C. sakazakii(n=3) 3 (30,0)
Temperos e ervas (26) C. sakazakii(n=4) 5(19,2)
C. dublinensis(n=1)
Graos (39) C. sakazakii(n=6) 7(17,9)
C. dublinensis(n=1)
Europa (NI) Cereais hidrolisados (24) Cronobacter spp.(n=1) 1(4,2) SOLER et al,
2012
Polonia (NI) Ervas (38) Cronobacter spp.(n=9) 9 (23,7) GARBOWSKA
Misturas de temperos (16) Cronobacter spp.(n=1) 1(6,3) et al, 2015

a. ndo identificado; - mistura desidratada contendo leite em pé desnatado, amido e amendoins que é reconstituido com agua fervente e servido como

bebida quente; ¢- Tipo Sequencial.
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A grande prevaléncia de Cronobacter spp. em ervas e condimentos sugere
que cuidados devem ser tomados com o preparo e utilizagdo de remédios caseiros
que contenham estas substancias, que sdo geralmente utilizados para aliviar
desconfortos gastrointestinais (JARADAT et al, 2009). Para individuos com o
sistema imunolégico debilitado, em particular neonatos, idosos e pessoas com
doencas graves, a ocorréncia de Cronobacter spp. em alimentos, principalmente nos
prontos para 0 consumo, e no ambiente pode representar um risco (LAl, 2001;
FRIEDEMANN, 2007; TURCOCSKY et al, 2011). Além disso, determinados
ingredientes derivados de vegetais que séo adicionados as FID sem tratamento
térmico, como flocos de laranja, de banana, lecitina e amido de arroz e trigo, tém
sido apontados como potencial fonte de contaminacdo durante o preparo de
férmulas (FAO/WHO, 2006).

1.3.7.1 Prevaléncia no Brasil

Dados relativos a pesquisa de Cronobacter spp. em alimentos no Brasil ainda
sdo limitados. A maioria dos trabalhos pesquisou o patégeno em amostras de
alimentos desidratados destinados a criangas de primeira infancia ou amostras de
leite UHT, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Prevaléncia de Cronobacter spp. em amostras de alimentos

comercializados no Brasil.

Amostra N.° positivo/total Ano da Referén cia
(%) amostragem
Formula infantil para prematuros e 3/14 (21,4) 2007 SANTOS,
recém-nascidos de baixo peso 2006;
SANTOS et
al, 2013
Formula infantil (0-6 meses) 3/45 (6,7)
Formula de seguimento (6-12 8/33 (24,2)
meses)
Formula infantil (até 1 ano) 0/6 (0)
Amido em pé 4/7 (57,1)
Leite UHT integral 0/3 (0)
Formula infantil (0-6 meses) 0/4 (0) 2008 FREITAS et
al, 2011
Formula infantil (6-12 meses) 0/7 (0)
Alimento infantil a base de farinha 4/8 (50,0)
de milho (6-36 meses)
Alimento infantil & base de cereais 0/3 (0)
de farinha de arroz (6-36 meses)
Aveia em flocos (6-36 meses) 0/1 (0)
Formula infantil (0-6 meses) 1/186 (0,5) 2008 PALCICH et
al, 2009
Formula infantil (6-12 meses) 0/31 (0) 2009 CHAP et al,
2009
Alimento infantil & base de cereais 1/16 (6,3) 2015 MEIER et al,
variados 2015
Alimento infantil & base de cereais 6/11 (54,5)
de arroz
Alimento infantil & base de cereais 1/9 (11,1)
de milho
Alimento infantil & base de cereais 2/2 (100,0)
de aveia
Farinha lactea 1/4 (25,0)
Amido de milho 0/5 (0)

Freitas e colaboradores (2011) também isolaram Cronobacter spp. em uma
amostra de alimento infantil a base de farinha de milho destinado a criancas de 6-36
meses que ja se encontrava reconstituido no momento da coleta. Contudo os
autores identificaram o isolado apenas por provas bioquimicas convencionais e pelo
kit APl 20E e, atualmente, sabe-se que estas técnicas podem levar a resultados
falso-positivos (IVERSEN et al, 2007b). Cronobacter spp. também ja foi isolada de
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amostras de crustaceos marinhos da espécie Amphibalanus amphitrife coletadas no
estado de Pernambuco (FARRAPEIRA et al, 2010).

Quanto ao isolamento em amostras de ambientes de preparacbes de
alimentacdao infantil, Palcich e colaboradores (2009) detectaram Cronobacter spp. no
residuo de uma mamadeira e em uma esponja utilizada para lavagem de
mamadeiras provenientes de dois Hospitais Maternidade do Estado de Sao Paulo.
Oliveira e colaboradores (2011) detectaram Cronobacter spp. em trés amostras de
enxague de utensilios utilizados para o preparo de mamadeiras provenientes de

uma mesma Maternidade da cidade de Belo Horizonte no Estado de Minas Gerais.

1.3.8 Multi Locus Sequence Typing (MLST)

O protocolo de MLST utiliza uma base de dados que recebe, organiza,
compara e disponibiliza informacdes sobre sequéncias de DNA de determinados
genes-alvo para toda a comunidade cientifica. O objetivo desse sistema € prover a
identificacdo precisa e de alta discriminacdo de determinados microrganismos. A
grande vantagem desse sistema é que a diferenca entre linhagens é indexada
diretamente nas sequéncias de DNA. Como esses genes evoluem muito lentamente,
se tornam ideais para estudos epidemiolégicos e de identificacdo de longo prazo
(COOPER,; FEIL, 2004).

O MLST é considerado um método molecular eficiente e robusto para
tipificacdo das cepas bacterianas e para monitoramento de surtos com alto nivel de
discriminacao entre os isolados de Cronobacter spp. Este método apresenta grande
potencial na identificacdo de grupos podendo rastrear surtos nacionais e
internacionais de origem alimentar (JOSEPH et al, 2012b).

O banco de dados onde os perfis de MLST sao depositados foi desenvolvido
por Keith Jolley da Universidade de Oxford (JOLLEY et al, 2004) e pode ser
acessado pelo link http://pubmist.org/cronobacter/. Ele ja conta com 1528 estirpes
depositadas e 440 “Tipos Sequenciais” (ST) e 50 complexos clonais (CC) que

agrupam ST com 4 ou mais alelos em comum (Ultimo acesso: 26/03/2016).
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1.4 JUSTIFICATIVA

O INCQS tem como missdo contribuir para a promogao e recuperacao da
saude e prevencdo de doencas, atuando como referéncia nacional para as questdes
cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade de produtos vinculados a
Vigilancia Sanitaria. Logo, a implantacdo da metodologia de deteccéo/isolamento de
Cronobacter spp. no Setor de Alimentos do Departamento de Microbiologia (DM) do
INCQS é de suma importancia para que o pais possua laboratorios pertencentes ao
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria aptos a realizar esse tipo de analise no
caso de suspeita de contaminacao de alimentos por estes patégenos.

Tendo em vista a extrema importancia para a saude publica em se minimizar
os casos de infec¢des por Cronobacter spp. e com o surgimento de infec¢gées em
individuos de maior idade e/ou com algum tipo de imunossupresséo, a determinacao
da ocorréncia destes patdogenos em alimentos no Brasil se faz necesséaria para
investigar o potencial risco que eles representam.

A caracterizacdo molecular para determinacdo das espécies e dos ST de
Cronobacter spp. permitira identificar as cepas circulantes em diferentes classes de
alimentos no Brasil. Os dados obtidos neste estudo poderdo ser utilizados para
analise de risco destas bactérias em alimentos e pelas agéncias reguladoras como
subsidio para futuras alteracdes nas legislacdes vigentes que regulam padrdes

microbiolégicos em alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar por técnicas fenotipicas e moleculares cepas de
Cronobacter spp. isoladas de amostras de alimentos e de origem clinica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Pesquisar Cronobacter spp. em amostras de alimentos;

= Avaliar trés metodologias de isolamento de Cronobacter spp. em amostras de
alimentos diferentes de formulas infantis desidratadas;

= Identificar os biogrupos dos isolados de Cronobacter spp. através de provas
bioquimicas convencionais;

= Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados de Cronobacter spp. frente a
antimicrobianos;

= Identificar as espécies dos isolados de Cronobacter spp. por diferentes
protocolos de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) com alvo em genes
distintos e comparar com o0 sequenciamento do gene fusA;

» Caracterizar genotipicamente as cepas de Cronobacter spp. pela técnica de Multi
Locus Sequencing Typing;

» Analisar alimentos e caracterizar fenotipicamente e genotipicamente cepas de
Cronobacter spp. oriundas de um surto ocorrido em uma Hospital Maternidade na

cidade de Teresina, Piaui.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

3.1.1 Amostras de alimentos obtidas no comércio

Um total de 150 amostras de alimentos foi analisado, sendo 30 de formulas
infantis desidratadas para criancas de primeira infancia de 0-6 meses (FIL), 30 de
formulas infantis desidratadas de seguimento para criangcas de primeira infancia
acima de 6 meses (FS), 30 de alimentos infantis para criancas de maior idade (Al),
30 de temperos e condimentos (TC) e 30 de produtos farinaceos (FA) (Tabela 3).

As amostras foram coletadas de forma aleatoria, em diferentes
estabelecimentos comerciais (supermercados, drogarias, feiras-livres, entre outros)
nos municipios do Rio de Janeiro e Niter6i do Estado do Rio de Janeiro no periodo
de marco/2013 a fevereiro/2014. A escolha das marcas foi de acordo com a
disponibilidade no comércio durante o periodo de analises. Apdos a coleta, as
amostras foram mantidas em temperatura ambiente e enviadas ao Setor de
Alimentos do INCQS/Fiocruz para realizagdo dos ensaios.

A escolha dos alimentos analisados dentro de cada grupo foi baseada nos
relatos da literatura referente a prevaléncia de Cronobacter spp. em alimentos em

outros paises (Tabela 1).



Tabela 3 - Grupos de produtos alimenticios analisad

0s para pesquisa de Cronobacter spp.

Grupos de Produto (n.° de amostras) Caodigo das amostras
produtos

alimenticios
Formula Formula infantil para lactantes em po (FIL) (15) FIL1, 2,4,6,7,8, 10, 16, 19, 20,
infantil  para 23, 26, 27, 28, 29
lactantes em FIL destinadas a necessidades dietoterapicas especificas a base de FIL3, 5, 22, 25, 30
po (0-6 proteina de soja (5)
meses) FIL destinadas a necessidades dietoterapicas especificas anti-regurticao FIL9, 11, 21

(3)

FIL destinadas a necessidades dietoterapicas especificas sem lactose (4) FIL12, 15, 17, 24

FIL destinadas a necessidades dietoterapicas especificas hipoalergénicas FIL13, 14

(2)

FIL destinada a necessidades dietoterapicas especificas sem lactose e a FIL18

base de proteina de soja (1)
Formula Formula infantil de seguimento para lactantes em pé (FS) (24) FS1,2,3,4,5,6,7,9, 10, 12,
infantil de 13, 14, 15, 17, 18, 20, 21, 22, 23,
seguimento 25, 26, 27, 28, 30
desidratada FS destinadas a necessidades dietoterapicas especificas a base de FS8, 11, 16, 19, 24, 29
(>6 meses) proteina de soja (6)
Alimentos Cereais e misturas a base de aveia (4) All, 11, 14, 21
infantis para Cereais e misturas a base de arroz (9) Al2,3,6,9, 12, 13,17, 20, 26
criancas de Cereais e misturas a base de milho (9) Al4, 5, 10, 16, 22, 24, 28, 29, 30
primeira Farinha lactea (2) Al7,8
infancia Cereais e misturas a base de aveia e arroz (3) All5, 25, 27

Farinha de cereais de trigo, cevada e arroz (1) All8

Mistura a base de amido de milho e farinha de arroz (1) Al19

Cereal a base de trigo, arroz, aveia, cevada e milho (1) Al23
Temperos e Alcacuz (1) TC1
condimentos Erva-doce (2) TC2, 20
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Alecrim (1)

Pimenta (5)

Cravo da india em gréos (1)

Canela em po (2)

Manjericéao (1)

Camomila (1)

Acafrao-da-terra (1)

Louro em po (1)

Orégano (1)

Picéo - Bidens pilosus (1)

Coentro em po (1)

Curry (1)

Colorifero - mistura de fuba de milho e urucum (1)
Paprica doce (1)

Alho desidratado (1)

Salsa desidratada (1)

Tempero misto - mistura de cominho, pimenta do rieno e louro (1)
Tomilho em flocos (1)

Gengibre moido (1)

Cominho moido (1)

Noz moscada (1)

Tempero baiano - mistura de coentro, pimenta calabresa, cominho, paprica
picante, pimenta do reino, circuma, orégano (1)

TC3
TC4, 14, 19, 21, 30
TCS
TC6, 22
TC7
TC8
TC9
TC10
TC11
TC12
TC13
TC15
TC16
TC17
TC18
TC23
TC24
TC25
TC26
TC27
TC28
TC29

Produtos
farinaceos

Fuba de milho (8)
Amido de milho (3)
Farinha de milho (3)
Farinha de linhaca (1)
Farinha de mandioca (5)
Farinha de rosca (6)
Trigo para quibe (1)
Farinha de trigo (3)

FAL, 2,3,4,5,9,11, 14
FAG, 7, 8
FA10, 12, 13
FA15
FA16, 21, 23, 28, 29
FAl7, 18, 19, 20, 24, 30
FA22
FA25, 26, 27
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3.1.2 Amostras de alimentos provenientes do surto ocorrido no hospital maternidade

na cidade de Teresina-PI

Em 2013, um surto causado por Cronobacter spp. ocorreu em um Hospital
Maternidade na cidade de Teresina no Estado do Piaui (Pl), Brasil. Neste episédio,
amostras de alimentos ingeridos pelas pacientes coletadas pelo Lacen do Estado do
Piaui foram enviados ao INCQS/Fiocruz para analises. Foram recebidas quatro
amostras de alimentos: uma lata aberta contendo aproximadamente 343 g de
férmula infantil para recém-nascidos pré-termo e/ou de alto risco (amostra 1), uma
lata aberta contendo aproximadamente 229 g de FIL de 0-6 meses (amostra 2), e
duas garrafas de borosilicato contendo em cada 300 mL de leite humano
pasteurizado de lotes diferentes (amostras 3 e 4). As amostras 1 e 2 foram mantidas
em temperatura ambiente e as amostras 3 e 4 foram acondicionadas em freezer a

temperatura de -20 + 4 °C até o momento das analises.

3.2 MICRORGANISMOS

3.2.1 Cepas de referéncia

As cepas de referéncia C. sakazakii ATCC 29544 (INCQS 00578), C.
sakazakii ATCC 12868 (INCQS 00580), C. sakazakii ATCC 29004 (INCQS 00115),
C. sakazakii ATCC BAA-894 (INCQS 00583), C. malonaticus LMG 23826 (INCQS
00619), C. muytjensii ATCC 51329 (INCQS 00579), C. universalis NCTC 9529
(INCQS 00599), C. turicensis LMG 23827 (INCQS 00615), C. dublinensis subsp.
dublinensis LMG 23823 (INCQS 00618), C. dublinensis subsp. lactaridi LMG 23825
(INCQS 00617), C. dublinensis subsp. lausannensis LMG 23824 (INCQS 00616),
Escherichia coli ATCC 25922 (INCQS 00033) e Staphylococcus aureus ATCC 25923
(INCQS 00015) foram utilizados como controles nas diferentes etapas realizadas
neste estudo. As cepas de referéncia foram oriundas da Colecédo de Microrganismos

de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS).
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3.2.2 Cepas provenientes do surto ocorrido na cidade de Teresina, Pl

Trés isolados clinicos (P4968, P4969 e P4970) provenientes do Lacen/PlI
foram enviados ao INCQS/Fiocruz. Estes isolados foram obtidos da hemocultura de
trés pacientes distintas do sexo feminino que apresentaram quadro de bacteremia
durante 0 mesmo periodo em que estiveram internadas no hospital em 2013. Apés o
recebimento, as culturas foram avaliadas quanto a sua pureza em agar Columbia
(Merck, Alemanha) contendo 5% de sangue de carneiro incubado a 35°C/24 h e
posteriormente foram estocadas em caldo infusdo cérebro-coragédo (BHI; Merck,
Alemanha) contendo 20 % de glicerol (Merck, Alemanha) em ultrafreezer (Thermo,
EUA) a temperatura inferior a -70°C. Para realizacdo dos experimentos, uma alcada
desta cultura foi semeada em caldo BHI e em agar nutriente (Merck, Alemanha) e
incubados a 35 °C/24 h.

3.2.2 Cepas provenientes da colecao biologica da Fundacéao Ezequiel Dias

Seis cepas identificadas como: 139, 140, 154, 157, 194 e 197 foram doadas
pela colecdo biologica da Fundagdo Ezequiel Dias (Funed) para este estudo. As
cepas 139 e 140 foram isoladas de enxaguadura de bico de mamadeira, e as cepas
154, 157, 194 e 197 de amostras de leite em pd. Estes microrganismos foram

submetidos aos ensaios de caracterizacdo fenotipica e molecular e ao antibiograma.
3.2.3 Cepas isoladas de amostras de alimentos neste estudo

Quarenta e cinco cepas foram isoladas das amostras de alimentos e
avaliadas neste estudo. As cepas foram depositadas na cole¢do de pesquisa da
CMRVS com numeragéo P4773 a P4801 e P4483 a P4505.
3.3 DETECCAO/ISOLAMENTO A PARTIR DE FID

O processamento das amostras de FID obtidas no comércio foi realizado de

acordo com a metodologia descrita por Chen e colaboradores (2012b). As cepas de
C. sakazakii ATCC 29544 (INCQS 00578) e de Escherichia coli ATCC 25922
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(INCQS 00033) foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente,

dos meios de cultivo utilizados nas analises microbiologicas.

3.3.1 Processamento das amostras

Em condi¢bes assépticas, foram pesados 100 g da amostra em um frasco
apropriado seguido da adicdo de 900 mL de APT (Merck, Alemanha). O frasco foi
homogeneizado até que o pd estivesse totalmente suspenso na solugdo. O
homogenato foi incubado em estufa bacteriolégica (Fanem, Brasil) por 24 £+ 2 h a 35
+ 2°C. Posteriormente, o enriquecimento foi homogeneizado e quatro aliquotas de
40 mL foram transferidas para quatro tubos de centrifugacédo com capacidade de 50
mL (Falcon, EUA). Os tubos foram centrifugados a 3.000 g/10 min (Eppendorf
5810R, A-4-81, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o0 sedimento
ressuspenso em 200 pL de salina tamponada fosfatada. Duas aliquotas foram
utilizadas para o ensaio de triagem pela gPCR e as outras duas foram utilizadas

para o método de cultivo.

3.3.2 gPCR utilizado como triagem para deteccédo de Cronobacter spp.

3.3.2.1 Extracdo de DNA

A partir de duas aliguotas (item 3.3.1), 200 pL da suspensao de cada aliquota
foram centrifugados a 3.000 g/5 min (Eppendorf 5418, FA-45-18-11, Alemanha). O
sobrenadante foi descartado e foram adicionados 400 uL do reagente PrepMan
Ultra® (Applied Biosystems, EUA) a cada microtubo. Estes foram homogeneizados
em aparelho agitador de tubos (lka, EUA) em velocidade maxima até a completa
homogeneizagdo do material. Posteriormente as amostras foram aquecidas em
banho-seco (Boekel, EUA) a 100°C/10 min e resfriadas a temperatura ambiente por
2 min. O DNA extraido foi centrifugado a 15.000 g/2 min e uma aliquota de 50 pL do
sobrenadante foi utilizada para qPCR.
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3.3.2.2 Preparo das reacoes

Uma amostra de DNA extraido da cepa C. sakazakii ATCC 12868 (INCQS
00580) foi utilizada como controle positivo e agua DNAse/RNAse livre (BioBasic,
Canadd) como controle negativo. Foram realizadas diluicdes seriadas do DNA
extraido da cepa C. sakazakii ATCC 12868 (INCQS 00580) para determinacdo do
limite de deteccdo do gPCR. Os iniciadores, sonda para identificacdo de
Cronobacter spp. e condi¢gbes de amplificagéo estdo descritos no Tabela 4.

As misturas das rea¢fes de amplificacéo foram preparadas e distribuidas em
microplacas de 96 cavidades (Applied Biosystems, EUA) conforme descrito no
Quadro 3.

Quadro 3 — Protocolo de amplificacéo da reacdo de q PCR para identificacao de

Cronobacter spp.

Reagentes[concentragao] Volume (L)

Universal Master Mix [2X]2 12,5
CronoF [10 pmol/uL]® 1,0
CronoR [10 pmol/uL]P 1,0

CronoP [100 uM]2 0,075
DNA molde 2,0

Agua DNAse/RNAse livre® 8,425
Volume total 25,0

a- Applied Biosystems, EUA; b- Integrated DNA Technologies, EUA; °-
BioBasic, Canada.

A amplificacdo foi realizada em plataforma ABI Prism 7500 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, EUA). A fluorescéncia foi captada no final de

cada etapa de anelamento.



Tabela 4 — Lista de iniciadores, sonda, genes-alvo,
utilizados neste estudo para identificacdo de géner

0 e das espécies de Cronobacter .

condi¢cbes de amplificagcdo e tamanho dos fragmentos

amplificados

Gene alvo Microrganismo  Sequéncia de iniciadores e sondas Condicdes de Tamanho  Referéncia
alvo amplificacéo (pb)
gluA Cronobacter EsAg5f: TATCAGATCTACCCGCGC 94 °C-2 min; 30x(94°C- 105 IVERSEN
spp. EsAg5_5r: TTGATGCCAAGCTGTTGC 30 s, 62°C-30s, 72°C - et al, 2007
30 s); 72°C-5 min
dnaG Cronobacter CronoF: GGGATATTGTCCCCTGAAACAG 50°C-2 min; 95°C-3 min; 58 CHEN et al,
spp. CronoR: CGAGAATAAGCCGCGCATT 40x(95°C-15 s, 52°C-40 2012b
CronoP: SFAM.AGAGTAGTAGTTGTAGAGGCC S, 72°C-15s)
GTGCTTCCGAAAG-TAMRA
rpoB C. sakazakii e Csakf: ACGCCAAGCCTATCTCCGCG 94°C-5 min; 30x(94°C-1 514 STOORP et
C. malonaticus Csakr: ACGGTTGGCGTCATCGTG min, 67°C-30 s, 72°C-1 al, 2009
min); 72°C-5 min
C. malonaticus Cmalf: CGTCGTATCTCTGCTCTC 94°C-5 min; 30x(94°C-1 251
Cmalr: AGGTTGGTGTTCGCCTGA min, 60°C-30 s, 72°C-30
S); 72°C-5 min
C. turicensis- Cturf: CGGTAAAAGAGTTCTTCGGC 94°C-5 min; 30x(94°C-1 628
Cturr: GTACCGCCACGTTTCGCC min, 61°C-30 s, 72°C-1
min); 72°C-5 min
C. dublinensis Cdublf: GCACAAGCGTCGTATCTCC 94°C-5 min; 30x(94°C-1 418
Cdublr: TTGGCGTCATCGTGTTCC min, 62°C-30 s, 72°C-30
S); 72°C-5 min
C. muytjensii Cmuyf: TGTCCGTGTATGCGCAGACC 94°C-5 min; 30x(94°C-1 289

Cmuyr: TGTTCGCACCCATCAATGCG

min, 61°C-30 s, 72°C-30
S); 72°C-5 min
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. universalis Cgenomf: ACAAACGTCGTATCTCTGCG 94°C-5 min; 30x(94°C-1 506
Cgenomr: AGCACGTTCCATACCGGTC min, 61°C-30 s, 72°C-30
S); 72°C-5 min
. condimenti Ccon-f: AACGCCAAGCCAATCTCG 95°C-2 min; 30x(95°C-1 689 LEHNER et
Ccon-r: GTACCGCCACGTTTTGCT min, 58°C-30 s, 72°C-1 al, 2012
min); 72°C-5 min
CgcA . dublinensis Cdub-40F: GATACCTCTCTGGGCCGCAGC 94°C-3 min; 25x(94°C- 430 CARTER et
Cdm-469R?: CCACATGGCCGATATGCACGCC 30s,58°C-30 s, 72°C-1 al, 2013
. muytjensii Cmuy-209F: TTCTTCAGGCGGAGCTGACCT min); 72°C-5 min 260
. turicensis Cmstu-825F°: 211
GGTGGCSGGGTATGACAAAGAC
Ctur-1036R: TCGCCATCGAGTGCAGCGTAT
. universalis Cuni-1133R: GAAACAGGCTGTCCGGTCACG 308
. sakazakii Csak-1317R: 492
GGCGGACGAAGCCTCAGAGAGT
. malonaticus Cmal-1410R:GGTGACCACACCTTCAGGCAGA 585
gyrB . sakazakii SpeCronsaka-F- 94°C-5 min; 30x(94°C/1 151 HUANG et
AGGTAAAATCCACCAGCAAAC min, 62°C-1 min, 72°C- al, 2012
SpeCronsaka-R- 1,5 min);72°C-7 min
CAGAATATCGTATTCAAACTC
C. dublinensis  SpeCrondubl-F- CGCCTATCCACCCGAACATT  94°C-5 min; 20x(94°C-1 404

SpeCrondubl-R-
CGCRTCAGACGGGTTYTCCA

min, 67°C-1 min, 72°C-
1,5 min); 72°C-7 min

a- O iniciador Cdm-469R é utilizado no M-PCR em conjunto com os iniciadores Cdub-40F e Cmuy-209F para identificar as cepas de C. dublinensis e C.
muytjensii, respectivamente; P- O iniciador Cmstu-825F é utilizado no M-PCR em conjunto com os iniciadores Ctur-1036R, Cuni-1133R, Csak-1317R e Cmal-

1410R para identificar as cepas de C. turicensis, C. universalis, C. sakazakii e C. malonaticus, respectivamente. Fonte: (CARTER et al, 2013).
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3.3.3 Isolamento

A partir de cada uma das outras duas aliquotas (item 3.3.1), 100 uL da
suspensao foram uniformemente espalhados na superficie de uma placa de Petri
contendo agar Brilliance Enterobacter sakazakii formulacdo Druggan, Forsythe e
Iversen (DFI; Oxoid, Inglaterra) e uma de agar para plagueamento de Enterobacter
sakazakii (ESPM; R&F Products Inc., EUA) com auxilio de alca de Drigalsky
descartavel. Uma alcada da suspensdo de células foi semeada, pela técnica de
esgotamento, nos meios DFI, ESPM e, em adi¢cdo, no 4gar para isolamento de
Enterobacter sakazakii (ESIA; AES Chemunex, Franca). Mesmo o ESIA nao sendo
recomendado pela metodologia, este foi incluido e avaliado neste estudo por ser o
meio cromogénico recomendando na metodologia ISO/TS 22964 (ISO, 2006). As
placas de DFl e ESPM foram incubadas a 35+ 2 °C por 18 a 24 h e as de ESIA a 44
+2 °C por 24 h.

As colonias presuntivas de Cronobacter spp. no DFI se apresentam na
coloracdo verde claro a escuras, ou verde amarronzadas. Algumas colonias apenas
tém centro verde com borda branca ou amarela. No agar ESPM as colbnias
suspeitas se apresentam com coloragcéo azul a pretas, ou azul a cinza com no fundo
vermelho do agar. O fundo vermelho pode parecer vermelho arroxeado com
diferentes cepas ou sobre diferentes condicbes de luminosidade. As cepas de
Cronobacter spp. ndo alteram a cor do agar ESPM, mas na presenca de uma flora
acompanhante o que altera a cor do fundo para amarelo, as colonias de Cronobacter
podem parecer verdes. As coldnias tipicas no agar ESIA possuem tamanho de
pequenas a médias (1 a 3 mm) com coloracéo verde a azul-esverdeadas. Colonias
nao-tipicas sdo geralmente pouco transparentes e de coloracéo violeta.

As colbnias caracteristicas foram semeadas em agar nutriente (BD, EUA) e
incubadas a 35 + 2 °C por 24 h para realizagdo dos ensaios posteriores.

3.3.4 Caracterizacao fenotipica de Cronobacter spp.

3.3.4.1 Sistema Vitek 2.0

As culturas crescidas no agar nutriente (item 3.2.3) foram submetidas a

confirmacg&o com uso de cartdes GN TEST KIT VTK2 (bioMérieux, EUA) do sistema
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semi-automatizado Vitek 2.0 (bioMérieux, Francga), de acordo com as instrucdes do
fabricante.

3.3.4.2 Provas bioquimicas adicionais para identificacdo dos biogrupos de

Cronobacter spp.

As cepas confirmadas como Cronobacter spp. no sistema Vitek 2.0 (item
3.3.4.1 e as cepas de origem clinica (item 3.2.2) foram cultivadas em agar nutriente
a 35°C/24 h e submetidas as provas bioquimicas convencionais descritas por
Farmer e colaboradores (1980) e complementadas por Iversen e colaboradores
(2006) para identificacdo dos biogrupos. Foram realizadas as seguintes provas
bioquimicas: vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP), descarboxilacdo da
ornitina, mobilidade a 37 °C, produc¢ao de indol, utilizagdo do malonato, utilizacédo e
producdo de gés a partir da glicose, dulcitol, inositol e metil-a-D-glicopiranosideo
(MYP), e reducédo do nitrato a nitrito. A partir destes resultados, as cepas foram
classificadas em seus respectivos biogrupos de acordo com o esquema descrito no
Quadro 1.

3.3.5 ldentificacdo de Cronobacter spp. por g°PCR

3.3.5.1 Extrac&o e dosagem do DNA

As cepas foram cultivadas em caldo BHI (Merck, Alemanha) a 35 + 2°C por 24
h. Posteriormente, foi realizada a extragdo de DNA com uso do kit comercial Dneasy
Blood & Tissue (Qiagen, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Em cada
extracdo foi eluido um volume final de 100 pL. A concentracdo do DNA foi
determinada em aparelho NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific,

EUA) e a pureza checada através de eletroforese em gel.

3.3.5.2 Preparo das reacoes

Dois microlitros do DNA de cada cepa foram utilizados como molde no gPCR,

seguindo o procedimento descrito no item 3.3.2.
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3.3.6 Identificacdo de Cronobacter spp. por PCR com alvo no gene gluA

O protocolo de PCR que amplifica um fragmento de 105 pares de base (pb)
do gene gluA (IVERSEN et al, 2007b) foi aplicado as culturas suspeitas. Uma
amostra de DNA extraido da cepa C. sakazakii ATCC 12868 (INCQS 00580) foi
utilizada como controle positivo e agua DNAse/RNAse livre (BioBasic, Canada)
como controle negativo.

3.3.6.1 Extracéo e dosagem do DNA

A extracdo e dosagem do DNA foi realizada conforme descrito no item
3.3.5.1.

3.3.6.2 Preparo das reacodes e analise dos produtos amplificados

As misturas das reacfes foram preparadas conforme descrito no Quadro 4.

Quadro 4 — Protocolo de amplificacdo da PCR com alv. 0 no gene gluA

Reagentes [concentragao] Volume (L)

Tampéao [10 X]? 2,5
MgCl2 [50 mM]2 1,0

dNTP [10 mM]? 0,25
Taq DNA Polimerase [5U/uL]2 0,2
Iniciador ESAg5f [10 pmol/pL]? 0,5
Iniciador ESAg5_5r [10 pmol/pL]? 0,5

Agua DNAse/RNAse livreP 18,55
DNA molde [5-20 ng] 1,5
Volume total 25,0

a-Invitrogen, EUA; °- BioBasic, Canada.

A amplificacéo foi realizada em aparelho SimpliAmp Thermal Cycler (Applied
Biosystems®, Singapore) de acordo com as condi¢des descritas na Tabela 4.
Para analise dos produtos amplificados, 10 yL do produto foram acrescidos a

2 uL de tampdo de aplicacdo corado (ANEXO A) e esta mistura submetida a



68

eletroforese (PowerPac Basic/Bio-Rad, EUA) em gel de agarose (Sigma, EUA) a
2,0% em tampdo Tris-Acetato &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 1X (TAE;
Invitrogen, EUA) a 100 V/ 50 min. Como marcador de peso molecular foram
utilizados 4 pL do peso Tracklt™ 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, EUA).
Posteriormente o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio a 0,5 pg/mL
(Sigma, EUA) por 15 min e visualizado em analisador de imagens (GE Healthcare,

Inglaterra).

3.4 DETECCAO/ISOLAMENTO A PARTIR DE AMOSTRAS DE ALIMENTOS
DIFERENTES DE FID

Na andlise das amostras de alimentos diferentes de FID (Tabela 3) foi
realizada uma etapa de pré-enriquecimento, seguido de um enriguecimento-seletivo
utilizando trés caldos distintos: o caldo de enriquecimento Enterobacteriaceae (EE;
Acumedia, EUA), o mLST/v (Oxoid, CM1133, Inglaterra) contendo vancomicina
(SR0247E, Oxoid, Inglaterra) e o CSB/v. O emprego desta etapa teve como objetivo
eliminar a flora contaminante e favorecer o crescimento de Cronobacter spp. Como a
literatura descreve a existéncia de cepas que sdo sensiveis a determinados
componentes destes meios seletivos associados a temperatura de incubacédo
(DRUGGAN; IVERSEN, 2009; WARNKEN, 2010), a utilizacdo de trés caldos visou
aumentar a probabilidade de isolar cepas que apresentem este comportamento.

As cepas de C. sakazakii ATCC 29544 (INCQS 00578), E. coli ATCC 25922
(INCQS 00033) e S. aureus ATCC 25923 (INCQS 00015) foram utilizadas como

controles dos meios de cultivo utilizados nas andlises microbioldgicas.

3.4.1 Pré-enriguecimento

Vinte e cinco gramas da amostra foram pesados em um saco plastico estéril
Whirl-Pak® Bag (Nasco, EUA) seguido da adicdo de 225 mL de APT e
homogeneizado em aparelho Stomacher” (Seward, Fisher Scientific, Canadd)

durante 60 s. O homogenato foi incubado a 35 £ 2°C por 24 + 2 h.
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3.4.2 Enriquecimento seletivo

ApOs o periodo de incubacdo, 10 mL do pré-enriquecimento foram
adicionados a 90 mL de caldo EE que foi incubado a 35 + 2 °C por 24 = 2h. Uma
outra aliquota de 0,1 mL do pré-enriquecimento foi adicionada a 10 mL de caldo
mLST/v que foi incubado a 44 + 2°C por 24 + 2 h. Outra aliquota de 0,1 mL do pré-
enriquecimento foi adicionada a 10 mL do CSB/v que foi incubado a 42 + 2°C por 24
+ 2 h. As amostras que ndo apresentaram viragem do CSB/v para coloracdo amarela
foram incubadas por mais 24 + 2 h. As amostras que nao apresentaram viragem do
CSB/v apos este periodo de incubagdo adicional foram consideradas negativas e

nao foram submetidas a etapa de isolamento.
3.4.3 Isolamento

Apos o periodo de incubacédo dos caldos de enriquecimento seletivo, uma
alcada (cerca de 10 pL) foi semeada, pela técnica de esgotamento, na superficie dos
meios cromogénicos ESIA (incubado a 44 + 2°C / 24 + 2h), DFl e ESPM (incubados
a35+2°C/24+2h).

3.4.4 Caracterizacao fenotipica de Cronobacter spp.

A identificacdo das culturas suspeitas foi realizada conforme descrito nos
itens 3.3.4.1 e 3.3.4.2.

3.4.5 ldentificacdo de Cronobacter spp. por g°PCR

A identificacédo por gPCR foi realizada conforme descrito no item 3.3.5.

3.4.6 ldentificacdo de Cronobacter spp. por PCR com alvo no gene gluA

A identificacdo por PCR com alvo no gene gluA foi realizada conforme

descrito no item 3.3.6.
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3.4.7 Avaliacdo da sensibilidade e especificidade dos métodos

Foi calculado o valor de sensibilidade e especificidade dos trés métodos de
isolamento de Cronobacter spp. em amostras de alimentos diferentes de FID
segundo Greenhalgh (1977). Amostras verdadeiro-positivas foram consideradas
aguelas em que Cronobacter spp. foi isolada em pelo menos um dos trés métodos e
confirmadas pelo PCR com alvo no gene gluA (considerado neste estudo como
método de referéncia para identificacdo de Cronobacter spp.). A sensibilidade foi
definida como numero de verdadeiro-positivos dividido pela soma de verdadeiro-
positivos mais falso-negativos, expressos em percentual. A especificidade foi
definida como o numero de verdadeiro-negativos dividido pela soma de falso-

positivos mais verdadeiro-negativos, expressos em percentual.

3.5 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES DE Cronobacter spp. POR PCR

As espécies das cepas de Cronobacter spp. foram determinadas por
diferentes protocolos de PCR. Foram aplicados: o protocolo com alvo no gene rpoB
(STOOP et al, 2009; LEHNER et al, 2012) para identificacdo das espécies C.
sakazakii, C. malonaticus, C. dublinensis, C. muytjensii, C. turicensis, C. universalis
e C. condimenti; o protocolo com alvo no gene gyrB (Huang et al, 2012) para
identificagdo das espécies C. sakazakii e C. dublinensis; e o protocolo de M-PCR
com alvo no gene cgcA (CARTER et al, 2013) para identificar as espécies C.
sakazakii, C. malonaticus, C. dublinensis, C. muytjensii, C. turicensis e C.
universalis.

O DNA extraido das cepas de referéncia de Cronobacter spp. (item 3.2) foi
utilizado como controle positivo ou negativo nas reagfes especificas para cada
espécie e agua DNAse/RNAse livre como controle negativo em todas as reacdes. As
reacoes foram realizadas em aparelho SimpliAmp Thermal Cycler (Applied

Biosystems®, Singapore).

3.5.1 Extracdo e dosagem do DNA

A extracdo e dosagem do DNA foi realizada conforme descrito no item
3.3.5.1.
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3.5.2 PCR com alvo no gene rpoB

As condicbes de amplificacdo, iniciadores e tamanho dos fragmentos
esperados estdo descritos na Tabela 4. As misturas de reacdo foram preparadas
conforme descrito no Quadro 5, utilizando os iniciadores especificos para cada

espécie.

Quadro 5 — Protocolo de amplificacdo da PCR com alv. 0 no gene rpoB.

Reagentes [concentragao] Volume (L)

Tampéo [10 X]? 2,5
MgClz2 [50 mM]?2 0,75
dNTP [10 mM]? 0,5

Tag DNA Polimerase [5U/uL]? 0,125
Iniciador senso [10 pmol/uL]? 0,5
Iniciador antisenso [10 pmol/pL]? 0,5

Agua DNAse/RNAse livreP 17,625
DNA molde [5-20 ng] 2,5
Volume total 25,0

a_ |nvitrogen, EUA; b- BioBasic, Canada.

Como as espécies C. sakazakii e C. malonaticus apresentam amplificacao
com o0 uso dos iniciadores de C. sakazakii, gerando um fragmento de 514 pb, foi
realizada uma segunda PCR utilizando os iniciadores de C. malonaticus, onde
apenas as cepas da espécie C. malonaticus apresentam amplificacdo gerando um
fragmento de 251 pb (Tabela 4).

A andlise dos produtos amplificados foi realizada conforme descrito no item

3.3.6.2, sendo realizada em gel a 1,5% e a corrida a 80 V/ 70 min.
3.5.3 PCR com alvo no gene gyrB
Os isolados identificados como C. sakazakii e C. dublinensis no protocolo

descrito anteriormente (item 3.5.2) foram submetidos a PCR com alvo no gene gyrB.

As condicbes de amplificagdo, iniciadores e tamanho dos fragmentos esperados
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estdo descritos na Tabela 4. As misturas de reacao foram preparadas utilizando os
iniciadores especificos para cada espécie, conforme descrito no Quadro 6.

Quadro 6 — Protocolo de amplificacdo da PCR comalv. 0 no gene gyrB.

Reagentes [concentragao] Volume (L)

Tampao [10 X]? 2,5
MgCl2 [50 mM]2 0,75
dNTP [10 mM]? 0,5

Tag DNA Polimerase [5U/pL]? 0,125
Iniciador senso [10 pmol/uL]P 0,5
Iniciador antisenso [10 pmol/uL]P 0,5

Agua DNAse/RNAse livre® 17,625
DNA molde[5-20 ng] 2,5
Volume total 25,0

a_ |nvitrogen, EUA; b- Integrated DNA Technologies, EUA; ¢- BioBasic, Canada.

A anadlise dos produtos amplificados foi realizada conforme descrito no item

3.3.6.2, sendo realizada em gel a 1,5% e a corrida a 80 V/ 75 min
3.5.4 M-PCR com alvo no gene cgcA

Os iniciadores, condicdes de amplificacdo e tamanho dos fragmentos
esperados na M-PCR estdo descritos na Tabela 4. As misturas de reagédo foram

preparadas conforme descrito no Quadro 7.

Quadro 7 — Protocolo de amplificacdo da M-PCR com a  Ivo no gene cgcA.

Reagentes [concentragao] Volume (L)
Tampao [10 X]& 5,0
MgCl2 [50 mM]2 1,5
dNTP [10 mM]J2 1,0
Tag DNA Polimerase [5U/pL]? 0,25
Iniciador Cdm-469R [10 pmol/uL]? 0,5
Iniciador Cdub-40F [10 pmol/uL]2 0,5
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Iniciador Cmuy-209F [10 pmol/uL]? 0,5
IniciadorCmstu-825F[10 pmol/pL]? 0,5
IniciadorCtur-1036R [10 pmol/uL]2 0,5
IniciadorCuni-1133R [10 pmol/uL]? 0,5
IniciadorCsak-1317R [10 pmol/uL]? 0,5
IniciadorCmal-1410R [10 pmol/uL]? 0,5
Agua DNAse/RNAse livreP 8,25
DNA molde[5-20 ng] 5,0
Volume total 25,0

a- |Invitrogen, EUA; b- BioBasic, Ontario, Canada.

A andlise dos produtos amplificados foi realizada conforme descrito no item
3.3.6.2, sendo realizada em gel a 1,5% e a corrida a 100 V/ 60 min.

3.6 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DOS ISOLADOS DE Cronobacter spp. POR
MLST

Foi realizada a caracterizacdo de sete genes housekeeping (atpD, fusA, gIinS,
gltB, gyrB, infB e pps) das cepas de Cronobacter spp. conforme o protocolo
disponivel no banco de dados online com acesso em http://pubmlst.org/cronobacter/.
Os iniciadores utilizados nas reacdes de amplificacdo e de sequenciamento estédo

descritos no Quadro 8.

Quadro 8 - Iniciadores utilizados nos protocolos de amplificacdo dos genes do

MLST.
Gene Direcéo Amplificacdo(5’ -3’) Sequenciamento(5’ -3)
atpD Senso CGA CAT GAA AGG CGA CAT CGA AAT GAC CGA CTC CAA
Antisenso TTA AAG CCA CGG ATG GTG GGATGG CGATGATGT CTT
fusA Senso GAA ACC GTATGG CGT CAG GCT GGA TGC GGT AAT TGA
Antisenso AGA ACC GAA GTG CAG ACG CCC ATA CCA GCG ATG ATG
glnS Senso GCATCT ACC CGATGT ACG GGG TGC TGG ATAACATCA
Antisenso TTG GCA CGC TGA ACA GAC CTTGTTGGC TTC TTC ACG
gltB Senso CAT CTC GAC CAT CGC TTC GCG AAT ACC ACG CCT ACA
Antisenso CAG CAC TTC CAC CAG CTC GCG TAT TTC ACG GAG GAG
gyrB Senso TGC ACC ACATGG TAT TCG CTC GCG GGT CAC TGT AAA
Antisenso CAC CGG TCA CAA ACT CGT ACG CCG ATACCGTCTTTT
infB Senso GAA GAA GCG GTA ATG AGC TGA CCA CGG TAAAAC CTC
Antisenso CGATAC CAC ATT CCATGC GGA CCACGACCTTTATCC
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pps Senso GTC CAACAATGG CTC GTC ACC CTG ACG AAT TCT ACG
Antisenso CAG ACT CAG CCAGGT TTG CAG ATC CGG CAT GGT ATC

fonte: (http://pubmist.org/cronobacter/)

3.6.1 Extracéo e dosagem do DNA

A extracdo e a dosagem do DNA foram realizadas conforme descrito no item
3.3.5.1.

3.6.2 Reacao de amplificacao
As reacdes de amplificagédo foram realizadas em um volume total de 50 pL
utilizando-se os iniciadores especificos para cada gene (Quadro 8). A mistura de

reacao foi realizada conforme descrito no Quadro 9.

Quadro 9 — Protocolo de amplificagcdo da PCR com alv. 0 nos genes do MLST.

Reagentes [concentragao] Volume (L)
Tampéao [10 X]? 5,0
MgCl2 [50 mM]@ 1,5
dNTP [10 mM]? 1,0
Iniciador senso[10 pmol/pL]? 2,0
Iniciador antisenso [10 pmol/pL]? 2,0
Tag DNA Polimerase [5U/uL]? 0,25
Agua DNAse/RNAse livreP 34,25
DNA molde[5-20 ng/uL]? 4.0
Volume total 50,0

a_|nvitrogen, EUA,; b- BioBasic, Canada.

As misturas de reacao foram acondicionadas em aparelho termociclador e
submetidas ao programa de: desnaturacao inicial a 96°C/1 min; seguido de 30 ciclos
de 96°C/1 min, 58°C/1 min, 72°C/2 min; e extenséo final a 72°C/5 min.
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3.6.3 Purificacédo dos produtos amplificados

Os produtos da reacdo de amplificacdo foram purificados com uso do kit EXO-
SAP (Thermo Fischer, EUA) segundo as instru¢cdes do fabricante.
As misturas de reacdo foram preparadas em microplacas de 96 cavidades

conforme descrito no Quadro 10.

Quadro 10 — Protocolo de purificacdo dos produtos a mplificados pela PCR.

Reagentes [concentragao] Volume (L)
EXOSAP?2 15
Fosfatase alcalina? 3,0
Produto amplificado 15,0
Volume total 19,5

a-ThermoScientific, EUA

A placa foi acondicionada em aparelho termociclador e submetida ao

programa de: 37°C/15 min seguido de 80°C/15 min.
3.6.4 Reacao de sequenciamento

As reacOes de sequenciamento foram realizadas com o kit Big Dye®
Terminator Direct Sequencing v3.1 (Applied Biosystems, EUA) e os iniciadores
especificos para o sequenciamento de cada gene (Quadro 8). As misturas de reacao

foram preparadas em microplacas de 96 cavidades conforme descrito no Quadro 11.

Quadro 11 — Protocolo da reacdo de sequenciamentod  os genes do MLST.

Reagentes [concentragao] Volume (L)
Tampao [5X]? 15
Iniciador® 2,0
Big Dye? 1,0
Produto amplificado 55
Volume total 10,0

a- Applied Biosystems, EUA; P-Invitrogen, EUA.
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A placa acondicionada em aparelho termociclador e submetida ao programa
de 40 ciclos: 94°C/10 s, 50°C/5 s e 60°C/4 min.

3.6.5 Precipitacao

A cada poco da placa foram adicionados 30 pL de isopropanol 75% (ANEXO
A). A placa foi vedada com microfilme (Applied Biosystems, EUA) e centrifugada a
1000 rpm /10 s (Spinlab, Mini-Plate Centrifuge, Mini-P25, EUA). Posteriormente, a
placa foi mantida em repouso sob abrigo de luz por 15 min e centrifugada a 4000
rpm/ 45 min (BOECO Germany, U32-R, Alemanha). O sobrenadante foi desprezado
e foram adicionados 50 pL de etanol 75% (ANEXO A) em cada poco. A placa foi
vedada e centrifugada a 4000 rpm/ 15 min. O sobrenadante foi desprezado e a placa
foi mantida em temperatura ambiente por 1- 2 h ao abrigo de luz. Posteriormente, a
placa foi vedada e mantida em freezer a temperatura de -20 * 4°C.

3.6.6 Eletroforese capilar

A eletroforese capilar foi realizada pela Plataforma-PDTIS de
Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (IOC)/Fiocruz utilizando o Sequenciador
Automatico ABI Prism 3730XL GeneticAnalyzer (Applied Biosystems, EUA) segundo

o protocolo descrito por Otto e colaboradores (2008).

3.6.7 Multi Locus Sequence Analysis (MLSA)

As sequéncias obtidas dos sete genes foram submetidas ao banco de dados
de MLST de Cronobacter spp. para a determinagcédo dos alelos. As sequéncias que
ndo apresentarem 100% de similaridade com alelos ja depositados foram
submetidas ao curador do banco para a designacdo de novos alelos. A partir da
combinacdo dos sete alelos foi determinado o ST e o CC, quando existente, das

cepas de Cronobacter spp.
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3.6.8 Identificacdo das espécies de Cronobacter spp. através da analise da

sequéncia do gene fusA

Para identificar as espécies de Cronobacter spp. das cepas avaliadas neste
estudo, as sequéncias do gene fusA foram alinhadas com as sequéncias
correspondentes de Cronobacter spp. de livre acesso do banco de dados
(www.pubMLST.org/cronobacter). A analise das sequéncias (438 pb) foi realizada
utilizando o algoritmo ClustalW do programa BioEdit 709 (Informer Technologies Inc.,
Shingle Springs, CA, EUA) (HALL, 1999), seguido de analise utilizando o maximum
likelihood algorithm do programa MEGA 6 (versao 6.06) (TAMURA et al, 2013) com
1000 bootstrap replicates e o programa SplitsTree4 (Center for Bioinformatics,
Tldbingen University, Alemanha) (HUSON; BRYANT, 2006).

3.6.9 Andlise filogenética dos isolados de Cronobacter spp.

As sequéncias dos genes do MLST foram concatenadas (3.036 pb) e
analisadas utilizando o maximum likelihood algorithm do programa MEGA 6 (verséo
6.06) (TAMURA et al, 2013) com 1000 bootstrap replicates. O programa SplitsTree4
(Center for Bioinformatics, Tubingen University, Alemanha) (HUSON; BRYANT,
2006) também foi aplicado para avaliacdo da populacdo de cepas de Cronobacter
spp. estudadas.

Em adicéo, foi realizada a anélise dos ST identificados neste estudo por local
de origem através da Minimum spanning tree (MST) com uso do programa

BioNumerics 6.6 versdo 6.6 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica).

3.7 DETERMINA(;AO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
DAS CEPAS DE Cronobacter spp.

A determinacdo do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das cepas de
Cronobacter spp. foi realizada pelo método de difusdo (Kirby-Bauer) em agar
Mueller-Hinton (Oxoid, CMO0337, Inglaterra) seguindo os critérios do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). Foram testados o0s antimicrobianos
(produzidos por BIO-RAD Laboratories Inc, Franca) recomendados para avaliacao

de cepas da familia Enterobacteriaceae listados a seguir nas seguintes
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concentragcbes: ampicilina-sulbactan (SAM; 10/10 pg), amoxacilina-clavulanato
(AMC; 20/10 pg), piperacilina-tazobactam (PPT; 100/10 pg), ceftriaxona (CRO; 30
ug), cefuroxima (CRX; 30 ug), meropenem (MER; 10 ug), gentamicina (GEN; 10 ug),
tetraciclina (TE; 30 pg), ciprofloxacina (CIP; 5 ug) e trimetoprim-sulfametoxazola
(SXT; 1,25/23,75 pg). O didametro da zona de inibicdo foi mensurado e as cepas
classificadas como sensiveis, intermediarias ou resistentes de acordo com as
recomendacdes do CLSI (2015).

3.8 INVESTIGACAO DO SURTO DE Cronobacter spp. OCORRIDO NO HOSPITAL
MATERNIDADE DA CIDADE DE TERESINA-PI

3.8.1 Anélises microbiologicas

A pesquisa de Cronobacter spp. nas amostras de alimentos ingeridas pelas
pacientes foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Chen e
colaboradores (2012b) (item 3.3) e de acordo com a metodologia ISO/TS
22964:2006 (ISO, 2006), que consiste ha combinacdo de enriqguecimento em APT,
pré-enriquecimento em mLST/v e isolamento em ESIA conforme descrito no item
3.4. Nas amostras 1 e 2, foi analisado todo o conteudo da lata, sendo a amostra 1
dividida em quatro aliquotas (trés de 100 g e uma de 43 g) e a amostra 2 em trés
aliquotas (duas de 100 g e uma de 29 g). Nas amostras 3 e 4 foi analisado uma

aliquota de 50 mL de cada amostra.
3.8.2 Caracterizacao fenotipica dos isolados clinicos

As cepas de origem clinica oriundas do surto de toxinfecgdo alimentar (item
3.2.2) foram submetidas aos ensaios fenotipicos descritos no item 3.3.4 e foi
avaliado o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos conforme descrito no item 3.7.

3.8.3 Caracterizagdo molecular dos isolados clinicos

As cepas de origem clinica recebidas (item 3.2.2) foram submetidas aos

ensaios moleculares descritos nos itens 3.3.2, 3.3.6, 3.4.6, 3.5 e 3.6.
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Em adicdo as cepas foram submetidas a avaliacdo do polimorfismo genético
por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) de acordo com o protocolo
Pulsenet (NATIONAL CENTER FOR INFECTIOUS DISEASES, 2004), com algumas
modificacdes. O DNA cromossdmico foi preparado pela técnica de uso in situ, em
blocos de agarose (1% Seaken Gold Agarose) com 1% dodecil sulfato de sodio. Em
resumo, uma aliquota do cultivo bacteriano em fase exponencial foi suspensa em
tampao BSC (100 mM Tris: 100 mM EDTA, pH 8,0) para a obtencédo da turvacao
correspondente a 3,0 da escala de McFarland (9,0 x 108/mL). A 500 pL da
suspensao de células, foi adicionado volume igual de agarose low melting (1,1 %
Seaken Gold Agarose) na temperatura de 50°C e 0,5 pL de proteinase K (Sigma,
EUA). A mistura foi homogeneizada e distribuida em moldes. Os blocos foram entédo
transferidos para tubos, contendo 2 mL de solucao de lise (Tris-HCI 50 mM: 50 mM
EDTA, pH 8,0 + sarcozil a 1%) e 0,5 uL de proteinase K e foram incubados a 50°C/2
h. Em seguida, o tampéao foi retirado e os blocos lavados trés vezes com 10 mL de
agua Milli-Q por 15 min a 50°C e uma vez com tampao Tris-EDTA nas mesmas
condicbes. Os blocos foram incubados com 10 U da enzima de restricdo Spel
(Sigma, EUA) durante 2 h a 37°C. Os fragmentos de restricao foram separados em
gel de agarose a 1% preparado em tampédo Tris-EDTA através da eletroforese de
campo pulsado, usando o aparelho CHEF-DR Il (Bio-Rad, Richmond, EUA). A
eletroforese foi realizada nas condi¢des descritas por Brengi e colaboradores (2012):
tempo de pulso crescente de 1,8 a 25 s, por 18 h a 6V/cm, a 14°C, com angulo de
120°. Apos a corrida os géis foram corados com brometo de etidio (10 mg/mL),
observados e fotografados no ImageQuant 300 Imager (GE Healthcare, Inglaterra).
A andlise dos genotipos foi realizada através de inspecao visual dos géis de agarose
com base nos critérios estabelecidos por Tenover e colaboradores (1995). Os
resultados obtidos foram analisados através de dendrogramas confeccionados a

partir da analise da foto do gel no software Gel Compar Il versédo 4.0.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DAS AMOSTRAS DE FID

Nenhuma amostra de FID analisada apresentou contaminagdo por
Cronobacter spp. Todas as amostras apresentaram resultado negativo no qPCR
utilizado como triagem. Contudo, visando avaliar este procedimento, as amostras
foram plaqueadas e submetidas a etapa de isolamento. Apds o plagueamento, as
amostras de FIS ndo apresentaram crescimento de col6nias em nenhum dos meios
cromogénicos utilizados e dentre as amostras de FIL, apenas uma amostra (FIL21)
apresentou colbnias caracteristicas (atividade a-glicosidase positiva) nos trés meios
cromogénicos. Contudo, as colGnias suspeitas selecionadas ndo foram confirmadas
como Cronobacter spp. tanto com o uso do Vitek 2.0 como pela PCR com alvo no
gene gluA e gPCR. O sistema Vitek 2.0 identificou as culturas suspeitas como:
Pantoea spp. (Muito Boa ldentificagdo - 93% - Bionumero 4607730450720010). A
Gnica prova que contradiz o perfil de identificacdo da cepa como Pantoea spp. € a
atividade a-glicosidase, que € exatamente o marcador utilizado nos meios

cromogeénicos.

4.2 ANALISE DAS AMOSTRAS DE ALIMENTOS DIFERENTES DE FID

4.2.1. Ocorréncia de Cronobacter spp.

A ocorréncia de Cronobacter spp. nas amostras de alimentos diferentes de
FID analisadas esta descrita na Tabela 5. Das 90 amostras analisadas foi detectada
a presenca de Cronobacter spp. em 38 (42,2%). A maior ocorréncia foi observada
em produtos farinaceos (66,7%), seguido das amostras de temperos e condimentos
(36,7%) e de alimentos infantis para criancas de maior idade (23,3%). Foram
isoladas quatro espécies distintas de Cronobacter spp., sendo a maior ocorréncia da

espécie C. sakazakii nos trés grupos de alimentos analisados.



Tabela 5 — Ocorréncia das espécies de  Cronobacter nos alimentos comercializados analisados.

Grupo de alimentos (n.° N.° de amostras Espécies isoladas 2 (identificacdo da amostra) [%]

amostras analisadas) positivas (identificacéo) C. sakazakii C.malonaticus C. dublinensis C.muytjen  sii
[%0]

Alimentos infantis para 7 (Al2,4,5,6,7, 13, 25) 7 (Al2,4,5,6,7, 13, 1 (AI13) [3,3] ND?2 [0] ND [0]

criancas de maior idade [23,3] 25) [23,3]

(30)

Temperos e condimentos 11 (TC2, 4, 7, 15, 16, 21, 8 (TC4, 16,21, 24,26, 1(TC7)[3,3]  1(TC15)[3,3] 2 (TC2, 27)
(30) 24,26, 27, 28, 29) [36,7%] 27, 28, 29) [26,7] 6,7]

Produtos farinaceos (30) 20 (FAL, 2,3,4,5,9,11, 18 (FAL,2, 3,4,59, 1(FA16)[3,3] 3 (FAll, 15, 16) ND [0]

13, 14, 15, 16, 17, 18,19, 13, 14, 15, 17, 18, 19, [10,0]
20,22, 23,24, 25,29) 20, 22, 23, 24, 25, 29)
[66,7]
Total (90) 38 [42,2] 33[36,7] 3 [3,3] 4 [4,4] 212 ,2]

a- nao detectada.
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4.2.2. Avaliagdo da sensibilidade e especificidade dos métodos

Os resultados da sensibilidade e da especificidade de cada caldo utilizado no
enriguecimento seletivo associado aos diferentes agares cromogénicos para
isolamento estdo apresentados na Tabela 6. Para as amostras de alimentos infantis
para criancas de maior idade, a sensibilidade para todas as combinacdes foi de
85,7%, pois os caldos EE e mLST/v ndo detectaram a amostra positiva Al5 e 0
CSB/v nao detectou a amostra positiva Al25. Os resultados de especificidade
variaram de 86,9 a 95,7% (Tabela 6) com a combinac¢ao do caldo EE e DFI provendo
o pior resultado. A sensibilidade dos métodos para andlise de temperos e
condimentos variou de 72,7 a 100,0%. O caldo EE em combinacdo com o ESIA
falhou na deteccdo de duas amostras positivas (TC7 e TC28) e trés amostras
positivas em combinacdo com DFI (TC4, TC7 e TC28) e com ESPM (TC26, TC28 e
TC29). O caldo mLST/v ndo detectou a amostra positiva TC28 em combinagdo com
todos os agares, a amostra TC7 com DFI e TC29 com ESPM. O CBS/v apresentou
100,0% de sensibilidade em combinacdo com ESIA e DFI e 90,9% com ESPM (ndo
detectou amostra TC28). A especificidade variou de 73,7 a 89,5%, sendo que o
ESPM apresentou o pior resultado em combinacdo com todos os caldos de
enriquecimento seletivo (Tabela 6). Na andlise de produtos farinaceos, 100,0% de
sensibilidade e especificidade foi observada na combinacdo do mLST/v com ESIA e
DFIl e do caldo EE com ESIA (Tabela 6).



Tabela 6 — Avaliagdo de trés métodos para o isolame

diferentes de FID

nto de Cronobacter

spp. a partir de produtos alimenticios

Enriguecimento Alimentos infantis Temperos e Produtos farinaceos Total (n=90)
seletivo + agar de para criancas de condimentos (n=30)
isolamento maior idade (n=30)
SE?3(%) EPP(%) SE(%) EP(%) SE(%) EP(%) SE(%) EP(%)
mLST/  ESIA 85,7 95,7 90,9 84,2 100,0 100,0 94,7 92,3
Ve DFIe 85,7 95,7 81,8 89,5 100,0 100,0 92,1 94,2
ESPM' 85,7 95,7 81,8 84,2 90,0 100,0 86,8 92,3
EES ESIA 85,7 91,3 81,8 89,5 100,0 100,0 92,1 92,3
DFI 85,7 86,9 72,7 78,9 75,0 100,0 76,3 86,5
ESPM 85,7 95,7 72,7 73,7 55,0 100,0 65,8 88,5
CSBWVM  ESIA 85,7 91,3 100,0 78,9 100,0 90,0 97,4 86,5
DFI 85,7 91,3 100,0 84,2 100,0 90,0 97,4 88,5
ESPM 85,7 91,3 90,9 78,9 95,0 100,0 92,1 88,5

a- sensibilidade; - especificidade; - caldo lauril sulfato de sédio modificado com vancomicina; - agar para isolamento de Enterobacter sakazakii; ¢- agar
Brilliance Enterobacter sakazakii formulacdo Druggan, Forsythe e Iversen; - 4gar para plagueamento de Enterobacter sakazakii; 9- caldo de enriguecimento
Enterobacteriaceae; M- Cronobacter Screening Broth com vancomicina.
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4.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR DAS CEPAS DE

Cronobacter spp.

Os resultados da caracterizacdo fenotipica e molecular das cepas de
Cronobacter spp. estdo apresentados na Tabela 7. Isolados de uma mesma amostra
identificados como sendo da mesma espécie e ST foram considerados clones e
apenas uma cepa foi selecionada. Com isso, 45 isolados foram selecionados das 38
amostras de alimentos positivas. Nas amostras Al1l3, TC27 e FA15 mais de uma
espécie de Cronobacter foi isolada (Tabela 5). Nas amostras TC16, TC21, TC26 e

FAS dois diferentes ST de C. sakazakii foram isolados da amostra (Tabela 7).



Tabela 7 — Caracterizacao fenotipica e molecular da

s cepas de Cronobacter spp.
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Amostra N.° do Perfil do Vitek 2.0 Bio PCR gPCR PCR PCR PCR Alelo ST CCP
isolado grupo gluA dnaG rpoB CgcA gyrB fusA
Al2 P4496 0627734151722010 1 +¢ + C. sakd C. sak C. sak 8 31 31
Al4 P4781 0627734151722010 2 + + C. sak C. sak C. sak 10 33 ND¢
Al5 P4497 0625734051722010 1 + + C. sak C. sak C. sak 16 83 65
Al6 P4498 0627734051722010 1 + + C. sak C. sak C. sak 16 83 65
Al7 P4499 0607734151722010 8a + + C. sak C. sak C. sak 1 1 1
Al13 P4786 0625734153722010 9 + + C. malf C. mal NR? 13 413 ND
P4787 0625734151722011 + + C. sak C. sak C. sak 10 33 ND
Al25 P4795 0627734151622010 1 + + C. sak C. sak C. sak 38 103 ND
TC2 P4502 0607730153722011 15 + + C.muy" C.muy NR 115 432! ND
TC4 P4785 0625734051622010 2 + + C. sak C. sak C. sak 3 397! ND
TC7 P4775 0625734053222010 5 + Neg' C. mal C. mal NR 7 438 ND
TC15 P4503 0607734151722010 6 + + C. dub/ C. dub C. dub 135k 434/ ND
TC16 P4788 0625734053222010 5 + + C. sak C. sak C. sak 18 136 ND
P4504 0627734151622011 1 + + C. sak C. sak C. sak 18 23 23
TC21 P4789 0625734051622010 2 + + C. sak C. sak C. sak 18 136 ND
P4790 0627734151722010 1 + + C. sak C. sak C. sak 15 40 40
TC24 P4505 0627734151622010 1 + + C. sak C. sak C. sak 17 117 ND
TC26 P4791 0605736151622010 3 + + C. sak C. sak C. sak 8 226 8
P4792 0627734151722210 1 + + C. sak C. sak C. sak 10 188 ND
TC27 P4774 0625730053722010 15 + + C. muy C. muy NR 35 436 ND
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TC28
TC29
FAl
FA2
FA3
FA4
FAS

FA9

FA11l
FA13
FA14
FA15

FA16
FAL17
FA18
FA19
FA20
FA22
FA23
FA24

P4793
P4794
P4492
P4773
P4776
P4777
P4778
P4780
P4779
P4500
P4783
P4784
P4501
P4483
P4484
P4486
P4487
P4488
P4489
P4490
P4491
P4797
P4798

0627730151722010
0625734151722010
0627734153622010
0625734151722010
0625734151722010
0625734151622010
0625736051622010
0625734151622011
0625736151722010
0625734051622010
0627732151722010
0625734053622010
0625736051622010
0625734051622010
0625734151722011
0627734153722010
0625734151722010
0625734051622011
0627734151622010
0625734051622011
0627734151622010
0627734151622010
0625734153622011

P R R 0O R R NN R RN RN

[E
»

a N Fr P N P DN

+ + + + o+ 4+ o+ o+ o+

+ + + + + + + o+ + o+ o+ o+ o+ o+

+ + + + o+ 4+ o+ o+ o+

+ + + + + + + o+ + o+ o+ o+ o+ o+

O 0O 0000000

O

. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak

. sak

C.dub

C.
C.

sak

sak

C.dub

C.

sak

C. mal

O 0O 0000

. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak

. sak

O 00000000

O

. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak

. sak

C.dub

C.
C.

sak

sak

C.dub

C.

sak

C. mal

O 00000

. sak
. sak
. sak
. sak
. sak
. sak

. sak

sak
sak
sak
sak
sak
sak
sak

sak

O000000O00

sak

O

sak
C. dub
C. sak
C. sak
C. dub
C. sak
NR
C. sak
C. sak
C. sak
sak
sak

sak

O 000

sak

37
15

15

12

15
18
20
37

20
36
40

37

12

37
18

398
402
64
40

17

40
23
433
233

437"
395
435
439'
321

17
283
136

64

ND
ND
64
40

17

40
23
ND
ND

ND

40
ND
ND
ND

17
ND
ND

64
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FA25

FA29

Funed
Funed
Funed
Funed
Funed

Funed

Hemocultura
Hemocultura

Hemocultura

P4799
P4801

139
140
154
157
194
197

P4968
P4969
P4970

0627734151622010
0627734151622010
NR
NR
NR
NR
NR
NR
0625734053622010
0625734053622010
0625736053302010

1
1
NR
NR
NR
NR
NR
NR
9
9
5

+ + + + + 4+ o+ o+ o+

+

+

+ + + + o+ 4+ o+ o+ o+

+

+

C. sak
C. sak
C. sak
C. sak
C. mal
C. mal
C. sak
C. sak
C. mal
C. mal

C. mal

C. sak
C. sak
C. sak
C. sak
C. mal
C. mal
C. sak
C. sak
C. mal
C. mal

C. mal

C. sak
C. sak
C. sak
C. sak
NR
NR
C. sak
C. sak
NR
NR
NR

13
7

13
13

69
69
4
396
440
440
394

13
13

ND
ND

ND
ND
ND

a- tipo sequencial; - complexo clonal; ¢ positivo; 9- Cronobacter sakazakii; ¢- ndo determinado; - Cronobacter malonaticus; 9- n&o realizado; "- Cronobacter

muytijensii; - negativo; i- Cronobacter dublinensis; k- sequéncia descrita neste estudo; - tipo sequencial descrito neste estudo.
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As 54 cepas foram classificadas em nove biogrupos (1, 2, 3, 5, 6, 8a, 9, 15 e
16). A maioria dos isolados foi identificada no biogrupo 1 (n = 21), seguido pelo
biogrupo 2 (n = 11) e biogrupo 5 (n = 6). A identificacdo pelo sistema Vitek 2.0
apresentou 26 fenotipos distintos (Tabela 7).

A PCR com alvo no gene gluA resultou no fragmento de 105 pb em todas as
cepas estudadas. O gPCR falhou apenas na deteccdo da cepa C. malonaticus
P4775, isolada a partir de uma amostra de manjericdo (TC7). O limite de deteccao
do gPCR a partir do DNA extraido da cepa de referéncia de C. sakazakii ATCC
12868 (INCQS 00580) foi de 6,7 pg/uL.

As 54 cepas de Cronobacter spp. foram identificadas em quatro espécies
baseadas no alelo fusA (JOSEPH et al, 2012b): C. sakazakii (41 isolados), C.
malonaticus (oito isolados), C. dublinensis (trés isolados) e C. muytjensii (dois
isolados) (Figura 1). Dezenove alelos do gene fusA (1, 3, 7, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 20, 35, 36, 37, 38, 40 e 115) foram identificados utilizando o banco de dados
do MLST, uma sequéncia nédo identificada foi enviada ao curador do banco e gerou
um novo alelo (fusA 135), que foi identificado como pertencente a espécie C.
dublinensis. Os trés protocolos de PCR convencionias utilizados para identificar as
espécies de Cronobacter spp. apresentaram resultados concordantes com o0s
obtidos com o sequenciamento do gene fusA. Todas as cepas de referéncia
utilizadas como controles apresentaram os resultados esperados.

A maioria das cepas isoladas de amostras de alimentos foi identificada como
C. sakazakii (n=37), seguido da espécie C. malonaticus (n = 3) e C. dublinensis (n =
3), e C. muytjensii (n = 2). Das cepas oriundas da Funed, quatro foram identificadas
como C. sakazakii e duas como C. malonaticus. As trés cepas clinicas foram
identificadas como C. malonaticus (Tabela 7).

Os resultados do MLST geraram 36 ST, sendo destes 16 ST novos descritos
no banco (ST394, ST395, ST396, ST397, ST398, ST402, ST413, ST432, ST433,
ST434, ST435, ST436, ST437, ST438, ST439 e ST440). Vinte e cinco alelos novos
foram descritos: gltB177, gltB181, gltB200, gltB201, gltB202, gltB203, gltB204,
gyrB186, gyrB187, gyrB188, ginS151, gIinS152, ginS172, infB164, infB165, infB182,
infB183, atpD124, fusA135, pps239, pps240, pps241, pps242, pps243 e pps244. De
acordo com banco de dados, 26 cepas, todas da espécie C. sakazakii, foram
agrupadas em 11 CC distintos (CC1, CC3, CC4, CC8, CC13, CC17, CC23, CC31,
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CC40, CC64 e CC65) ja previamente descritos no banco de dados. Contudo, o
CC17, que é composto somente pelo ST17 e ST149, foi descontinuado, pois o
ST149 na verdade foi criado por engano (contato pessoal com o curador do banco
S. Forsythe).

As cepas de C. sakazakii (n = 41) foram classificadas em 25 ST distintos
(ST1, ST3, ST4, ST13, ST17, ST23, ST31, ST33, ST40, ST64, ST83, ST103,
ST117, ST136, ST188, ST226, ST233, ST283, ST321, ST395, ST396, ST397,
ST398, ST402 e ST439). C. malonaticus (n = 8) foi classificado em seis ST distintos
(ST69, ST394, ST413, ST435, ST438 e ST440). As cepas de C. dublinensis (n = 3)
foram classificadas como ST433, ST434 e ST437. Os isolados de C. muytjensii (n =
2) foram classificados nos ST432 e ST436. As cepas foram depositadas no banco
de dados do MLST com identificacdo “id” 1402 a 1440, 1446 a 1449 e 1453 a 1475.
O ST de maior ocorréncia foi o ST4 (9,3%), seguido dos ST40 (5,6%) e ST136
(5,6%).

As arvores filogenéticas baseadas no sequenciamento do alelo fusA (Figura 1
e 2) e na sequéncia dos sete genes do MLST concatenadas (Figura 3 e 4) estdo
apresentadas a seguir. A distribuicdo dos ST identificados de acordo com a origem
do isolamento esta apresentada na Figura 5. As duas cepas identificadas como ST3
(P4489 e P4778) formaram um CC com a cepa 197 identificada como ST396; e as
trés cepas identificadas como ST40 (P4773, P4779 e P4790) formaram CC com a
cepa P4484 identificada como ST395 (Figura 5).



Figura 1. Arvore filogenética *
de referéncia de Cronobacter

baseado na sequéncia do alelo

90

maximum likelihood” das 54 cepas de Cronobacter spp., cepas

spp., Citrobacter koseri e Enteroabacter spp. como outgroup

fusA (438 pb) do banco de dados do MLST.

C.sakazakii ATCC29004-fusA 1
P4505-fusA 17
P4488/P4491/P4784/P4793-fusA 37
P4484-fusA 36
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P4781/P4787/P4792-fusA 10
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P4786/P4968/P4969-fusA 13
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P4502-fusA 115
C.muytjensii ATCC51329-fusA 24
P4774-fusA 35
P4483/P4783-fusA 20
P4503-fusA 135

C.dublinensis LMG23823-fusA 30

C.condimenti LMG26250-fusA 86

Citrobacter koseri-fusA 6

0.02

Enterobacter spp.-fusA 2

P4499/P4501/P4776/P4780/139/140/194-fusA 1

P4500/P4504/P4788/P4789/P4797-fusA 18




Figura 2. Arvore filogenética“ neighbor-net” construida com o programa Splits Tree4 baseada nas sequéncias do gene fusA (438 pb) das 54 cepas

de Cronobacter spp. e das cepas de referéncia de Cronobacter spp.
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Figura 3. Arvore filogenética “

do MLST concatenados (3096 pb) das 54 cepas de

Spp. como outgroup .

maximum likelihood”
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baseada nas sequéncias dos sete genes

Cronobacter spp. e a cepa de Enterobacter



Figura 4. Arvore filogenética  “neighbor-net” construida com programa Splits Tree4 baseada nas sequ

concatenados (3096 pb) das 54 cepas de Cronobacter spp. e cepas de referéncia de Cronobacter spp.
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Figura 5. “Minimum spannig tree” (MST) dos ST das 54 cepas de Cronobacter spp. avaliadas neste estudo.
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Alimentos infantis para criangas de primeira infancia

A arvore foi baseada na analise do perfil alélico dos genes atpD, fusA, gInS, gltB, gyrB, infB e pps. Circulos indicam o ST especifico e 0 nimero de isolados
de acordo com o tamanho do circulo. As cores dos circulos indicam a origem do isolamento da cepa. Novos ST estdo marcados com (*). Linhas que ligam os
ST, indicam que eles diferem em um alelo (linha grossa solida), ou 3 a 5 locus (linhas finas e pontilhadas). O halo que circula o0 ST396 e ST3 indica a
formacdo de um complexo clonal (CC3). O halo que circula o ST395 e ST40 indica a formacdo de um complexo clonal (CC40). A relacdo entre os ST foi
determinada pela analise com BioNumerics (BioNumerics 6.6) onde o CC foi formado com ST com um, dois ou trés loci variaveis.
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4.4 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DOS ISOLADOS DE

Cronobacter spp.

Os 45 isolados de amostras de alimentos, as seis cepas provenientes da
colecdo da Funed e as cepas clinicas P4968 e P4969 provenientes do surto foram
sensiveis a todos o0s antimicrobianos testados. O isolado clinico P4970 apresentou
resisténcia intermediaria a SAM (2,2%) e resisténcia a CRO (2,2%) e CRX (2,2%).

4.5 INVESTIGACAO DO SURTO DE Cronobacter spp. OCORRIDO NA CIDADE DE
TERESINA, PI

Cronobacter spp. ndo foi detectada em nenhuma amostra de alimento
analisada (Tabela 8). Na analise pela metodologia ISO (2006) todas as amostras
apresentaram turvagdo no caldo mLST/v, contudo n&o houve crescimento de
coldnias caracteristicas no ESIA. Na metodologia descrita por Chen e colaboradores
(2012b), as amostras 1, 2 e 3 apresentaram crescimento de colonias suspeitas no
ESPM, contudo as cepas néo foram confirmadas pela PCR com alvo no gene gluA e
pelo qPCR. Uma colénia de cada amostra foi selecionada e submetida a
identificacdo no sistema Vitek 2.0. As cepas foram identificadas como pertencente
ao complexo Acinetobacter calcoaceticus - A. baumannii (amostra 1 e 3) e como

Klebsiella pneumoniae subsp. Pneumoniae (amostra 2).



Tabela 8. Resultado da andlise das amostras de alim entos envolvidos no surto de toxinfecgdo alimentar
Cronobacter malonaticus em um Hospital Maternidade na cidade de Teresina, PIl, em 2013.

causado por

N.° da amostra  Aliquota CHEN et al ISO/TS N
Identificagcao
(massa (2012b) 22964:2006
ou ESPM. DFIZ mLSTAV® ESIA? PCRIQPCRS Vitek 2.0 (% de Resultado
volume) probabilidade)

1 - Lata aberta 1 (100 g) Pos®  Aus’ Turd Aus Neg® NR™0 Auséncia em
de formula 2 (100 g) Pos Aus Tur Aus Neg NR 343 g
infantil para 3 (100 g) Pos Aus Tur Aus Neg complexo A. calcoaceticus -
recém-nascidos A. baumannii (99)
pré-termo e/ou 4 (43 g) Pos Aus Tur Aus Neg NR
de alto risco
amostra
2 - Lata aberta 1 (100 g) Pos Aus Tur Aus Neg Klebsiella pneumoniae subsp.  Auséncia em
contendo de pneumoniae (99) 229 g
férmula infantil 2 (100 g) Aus Aus Tur Aus NR NR
para lactantes 3(299) Pos Aus Tur Aus Neg NR
de 0 a 6 meses
3 - Leite 50 mL Pos Aus Tur Aus Neg complexo A. calcoaceticus —  Auséncia em
humano A. baumannii (99) 50 mL
pasteurizado
4- Leite humano 50 mL Aus Aus Tur Aus NR NR Auséncia em
pasteurizado 50 mL

1. agar cromogénico para plagueamento de Enterobacter sakazakii; 2-Brilliance Enterobacter sakazakii agar; 3-Caldo lauril sulfato de sédio modificado
contendo vancomicina; 4- 4gar para isolamento de Enterobacter sakazakii; 5- reacdo em cadeia pela polimerase com alvo no gene gluA (IVERSEN et al.,
2007) e reacdo em cadeia pela polimerase com alvo no gene dnaG (CHEN et al., 2012b); 8- crescimento de col6nias caracteristicas; 7- auséncia de col6nias

caracteristicas; 8- presenca de turvagao; °- negativo; 1°- ndo realizado.
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Os trés isolados clinicos foram confirmados como Cronobacter spp. na PCR
com alvo no gene gluA, no gPCR e no sistema Vitek 2.0 (Tabela 7). As cepas P4968
e P4969 apresentaram o mesmo perfil bioquimico no sistema Vitek 2.0, enquanto
que a cepa P4970 divergiu em quatro provas, apresentando resultado positivo para
alcalinizacdo de L-lactato e produgcdo de lipase, e resultado negativo para
alcalinizagdo de sucinato e a-galactosidade. Também foi observada diferenca na
classificacdo dos biogrupos, uma vez que as cepas P4968 e P4969 foram
classificadas no biogrupo 9 enquanto que a cepa P4970 foi classificada como
biogrupo 5, tendo como Unica diferenca o resultado positivo para utilizagcdo do
inositol. As cepas foram identificadas como C. malonaticus pelo sequenciamento do
alelo fusA e pelas técnicas de PCR (Tabela 7). A cepa P4970 foi identificada como
ST394 e as cepas P4968 e P4969 como ST440 (Tabela 7). A tipificacdo por PFGE
classificou os trés isolados com o mesmo pulsotipo com 89,3% de similaridade entre
a cepa P4970 e as cepas P4968 e P4969 e 100,0% de similaridade entre as cepas
P4968 e P4969 (Figura 6).

Figura 6. Polimorfismo genético dos trés isolados d e Cronobacter malonaticus P4968, P4969 e
P4970 determinado por eletroforese em gel de campo pulsad 0 ap6s digestdo do DNA com
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5 DISCUSSAO

5.1 ANALISE DAS AMOSTRAS DE FID

A realizac&o da gPCR utilizado como triagem permite a liberagdo de amostras
negativas em até 24 h, o que reduz significativamente o tempo de analise. No
presente estudo, todas as amostras apresentaram resultado negativo no gPCR e na
etapa posterior de isolamento/identificacdo. Isso indica que este procedimento &
realmente confiavel conforme descrito pelos autores do método (CHEN et al, 2012b).

Os resultados obtidos na avaliacdo das amostras de FIL foram similares a
trabalhos realizados no periodo de 2010 a 2012, que pesquisaram Cronobacter spp.
e ndo encontraram nenhuma amostra contaminada (HOCHEL et al, 2012; SOLER et
al, 2012; ABDULLAH SANI et al, 2013; MOZROVA et al, 2014). No Brasil, Santos e
colaboradores (2013) detectaram Cronobacter spp. em 29% (12/42) das amostras de
FID que analisaram na cidade de Campinas, SP. Contudo, este maior indice pode
estar associado ao fato de que no periodo do estudo (2007) os fabricantes néo
necessitavam cumprir o disposto no CAC/RCP 66 — 2008. Nas pesquisas realizadas
no Brasil apds a publicacdo do Codigo, nenhuma amostra de FID contaminada com
Cronobacter spp. foi encontrada (CHAP et al, 2009; PALCICH et al, 2009).

A FAO/WHO (2004, 2006) recomenda a pesquisa de Enterobacteriaceae em
FID. Estas enterobactérias ndo-Cronobacter foram classificadas como "categoria B -
plausiveis de causarem infec¢Bes, mas sem o apoio de evidéncias epidemioldgicas”
pelas comissdes de especialistas. Neste estudo, a cepa da familia
Enterobacteriaceae nao-Cronobacter isolada a partir de FIL foi Pantoea spp. Outros
autores ja relataram a identificacdo destes microrganismos em amostras de FID
comercializadas no Brasil (SANTOS et al, 2013) e em outros paises (YE et al, 2008;
ABDULLAH SANI et al, 2013). Pantoea spp. ja foi associada com infeccdes
neonatais; no entanto, FID nunca foram identificadas como o veiculo de
contaminagcao (FAO/WHO, 2006). Contudo, Jackson e colaboradores (2015)
reportaram 0s possiveis primeiros casos de infec¢cdes por Enterobacter spp. em
neonatos devido a ingestdo de FID contaminadas. Logo, mais estudos sao
necessarios para identificar o risco da presenca destas outras enterobactérias neste

produto, uma vez que 0s critérios microbiolégicos internacionais em vigor para
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controle de FID podem levar a liberacdo de lotes contendo estas bactérias (CAC,
2008).

5.2 ANALISE DAS AMOSTRAS DE ALIMENTOS DIFERENTES DE FID

5.2.1. Ocorréncia de Cronobacter spp.

Diversas pesquisas realizadas em paises distintos isolaram Cronobacter spp.
dos mais diversos tipos de alimentos (Tabela 1). No presente estudo, foram
analisados trés grupos de alimentos distintos, baseado nos dados de ocorréncia das
pesquisas identificadas na literatura, e Cronobacter spp. foi detectada em 38 (42,2%)
das 90 amostras (Tabela 5). Na Suica, Baumgartner e colaboradores (2009)
reportaram que 8,9% de 268 amostras de alimentos prontos para 0 consumo
analisados estavam contaminados com Cronobacter spp. Turcovsky e colaboradores
(2011) observaram uma ocorréncia de 11,8% (71/602) de Cronobacter spp. em
amostras de alimentos analisadas na Eslovaquia. Na Coreia, Chon e colaboradores
(2012) isolaram Cronobacter spp. em 18 (15,7%) de 115 amostras de alimentos
desidratados. Na Republica Tcheca, os percentuais de ocorréncia variaram de 6,9-
13,3% em alimentos obtidos no comércio (HOCHEL et al, 2012; MOZROVA et al,
2014). Xu e colaboradores (2015) analisaram 280 amostras de alimentos prontos
para o consumo na China e detectaram Cronobacter spp. em 52 (18,6%) amostras.
Essa grande variabilidade observada nos diferentes estudos se deve principalmente
ao numero e tipo de amostras analisadas, uma vez que € conhecido que
Cronobacter spp. é mais presente em alimentos de origem vegetal e alimentos
desidratados (HOCHEL et al, 2012; MOZROVA et al, 2014; GARBOWSKA et al,
2015; SINGH et al, 2015).

Em nosso estudo, a ocorréncia de Cronobacter spp. foi particularmente alta,
66,7% (20/30), em amostras de farinaceos (Tabela 5). Esta alta ocorréncia foi devido
ao grande numero de amostras de fubéas/farinhas de milho contaminadas (9/11)
(Tabela 5). Cronobacter spp. também foi isolada de amostras de farinha de linhaca,
farinha de mandioca, farinha de rosca, farinha de trigo e trigo para quibe. A
contaminacdo de produtos farinaceos por Cronobacter spp. ja foi reportada em
outros estudos (HOCHEL et al, 2012, CETINKAYA et al, 2013). Schimed e

colaboradores (2009) mostraram que Cronobacter spp. pode ser facilmente isolado
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de raizes de plantas e desenvolver colonizacéo epifitas e endofiticas em raizes de
milho. Isso indica contaminacéo intrinseca destes produtos, uma vez que as plantas
parecem ser o habitat natural de Cronobacter spp. Farinhas séo utilizadas para
producdo de amido, que € um ingrediente comum em FID podendo atuar como fonte
de contaminacdo por Cronobacter spp. nestes produtos (FAO/WHO, 2008). Além
disso, o consumo de certos tipos de farinhas cruas na dieta € um habito comum em
determinadas regibes do Brasil, como o consumo de farinha de mandioca nas
regides Norte e Nordeste (DIAS; LEONEL, 2006). Logo, estes alimentos podem agir
como um veiculo nos casos de infec¢cdes por Cronobacter spp. nestes individuos.

Cronobacter spp. foi isolada em 36,7% das amostras de temperos e
condimentos, sendo esta detectada em uma grande diversidade de amostras: erva-
doce, pimentas, manjericdo, curry, colorifico, misturas de temperos, gengibre,
cominho e noz-moscada (Tabela 5). Este resultado corresponde a outros estudos
que focaram no isolamento desta bactéria em temperos e condimentos. Baumgarten
e colaboradores (2009) isolaram o microrganismo de ervas e pimentas. Garbowska e
colaboradores (2015) isolaram Cronobacter spp. em nove (23,7%) de 38 amostras
de ervas analisadas. O grande numero de estudos com isolamento de espécies de
Cronobacter a partir de produtos de origem vegetal (JARADAT et al, 2009; MOLLOY
et al, 2009; TURCOCSKY et al, 2011; HOCHEL et al, 2012; BELAL et al, 2013;
MOZROVA et al, 2014; GARBOWSKA et al, 2015; SINGH et al, 2015) corrobora a
evidéncia que as plantas sédo o reservatorio desta bactéria.

Cronobacter spp. foi isolada de amostras de cereais e misturas a base de
arroz (Al2, Al6 e Al13), milho (Al4 e AI5), farinha lactea (Al25) e misturas a base de
aveia e arroz (Al25) (Tabela 5). O isolamento deste patdogeno nestes tipos de
alimentos ja foi reportado em outros estudos, com uma ocorréncia variando de 11,2
a 45,0% (MOLLOY et al, 2009; HOCHEL et al, 2012; MEIER et al, 2015; SINGH et
al, 2015), o que foi similar ao observado nesse estudo (7/30, 23,3%). A instrugao nos
rotulos de determinados alimentos analisados informa que estes sao pré-cozidos e
nao necessitam de aquecimento antes do consumo. De acordo com a revisdo na
literatura realizada por Osaili e Forsythe (2009), bactérias do género Cronobacter
guando presentes em produtos desidratados por longos periodos apresentam maior
resisténcia a temperatura. Contudo, os trabalhos levantados pelos autores mostram
gue Cronobacter spp. ndo sobrevive a tratamentos térmicos como de 58°C/32s em

FID reconstituidas artificialmente contaminadas. Estas caracteristicas do
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microrganismo sugerem que a contaminagao nos produtos destinados a alimentacao
infantil analisados neste estudo possa ter ocorrido porque o0 bindmio
tempo/temperatura ou algum outro processo utilizado pelos produtores no pre-
cozimento, ndo seja suficiente para eliminacdo do patdégeno. Outra possibilidade é
que a contaminagdo ocorra em etapas apds o tratamento térmico, uma vez que
Cronobacter spp. ja foi isolada de amostras de ambientes de fabrica (JACOBS et al,
2011). 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 ofertad-los as criangcas apenas na idade recomendada. O
rétulo da maioria dos produtos analisados recomenda ao usuario que misture uma
porcao do cereal com leite liquido morno ou agua aquecida antes do consumo. De
acordo com Richard e colaboradores (2005), populacdes muito baixas de
Cronobacter spp. podem se multiplicar rapidamente em cereais infantis & 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, uma vez que
pode promover a multiplicacdo do patogeno.

No Brasil, o uso incorreto de alimentos infantis destinados a criangas com
idade inadequada da orientada pelo fabricante € 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 (ANIVSA, 2014b). Além disso, estes
alimentos semi-sélidos sdo comumente utilizados por idosos, principalmente os que
possuem disfagia, podendo atuar como um veiculo de contaminacdo em casos de
infecgbes nestes individuos (GOSNEY et al, 2006; KYNE, 2009). Alsonosi e
colaboradores (2015) avaliaram uma colecao de 51 isolados de Cronobacter spp. de
amostras de pacientes hospitalizados e observaram que a maioria das cepas (43/51)
foi isolada de pacientes adultos e de amostras do trato respiratorio superior (ex.:
swab de garganta e amostras de escarro). Estes dados indicam que pode existir
uma associacao entre a ingestao destes alimentos contaminados com o0s casos de

infecdes por Cronobacter spp.
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5.2.2. Avaliacdo dos métodos para isolamento de Cronobacter spp.

Os métodos desenvolvidos para deteccdo de Cronobacter spp. focaram no
isolamento do microrganismo a partir de FID e produtos lacteos desidratados. As
metodologias se baseam em uma etapa de pré-enriquecimento para recuperar as
células-alvo dessecadas/estressadas, seguido por um enriquecimento seletivo ou
diferencial (FDA, 2002; 1SO, 2006; IVERSEN et al, 2008b). Neste estudo, foram
feitas adaptacfes destes métodos para o isolamento de Cronobacter spp. a partir de
outros tipos de produtos alimenticios. Com objetivo de suprimir as bactérias da flora
presentes que poderiam inibir o crescimento do Cronobacter na matriz, trés caldos
(EE, mLST/v e CSB/v) contendo diferentes agentes seletivos foram utilizados antes
da etapa de isolamento das colénias nos meios cromogénicos.

O EE apresentou os menores valores de sensibilidade e especificidade em
combinagdo com todos os meios de isolamento comparado com o mLST/v e o
CSB/v. Este resultado foi similar ao relatado por Iversen e colaboradores (2008b),
que ao utilizarem o método antigo do FDA (2002), que utiliza o caldo EE,
observaram 52,2% e 73,5% de sensibilidade e especificidade, respectivamente,
apresentando o pior resultado em comparacdo com o método ISO (2006), que utiliza
mLST/v, e o método que utiliza o CSB/v. O caldo EE foi desenvolvido para inibir
bactérias Gram-positivas devido a combinacédo do verde brilhante e sais biliares; e
possui glicose para promover o crescimento de membros da familia
Enterobacteriaceae. Contudo, ele ndo é exclusivo para bactérias do género
Cronobacter e o crescimento de uma flora competidora de outras enterobactérias
pode ocorrer com uso deste meio (DRUGGAN; IVERSEN, 2009). A existéncia de
cepas de Cronobacter spp. que sao inibidas pelo verde brilhante ja foi relatado
(IVERSEN et al, 2008b). Além disso, a incubacéo a 37 + 1°C ndo favorece as cepas
de Cronobacter spp. em relacéo a flora competidora.

Neste estudo, a sensibilidade do CSB/v foi um pouco maior que a do mLST/v,
o que foi de acordo com o estudo que descreveu este meio (IVERSEN et al, 2008b).
Além disso, o CSB/v permite a decisdo de descartar amostras ndo contaminadas
apos 48 h, o que representa economia de material por eliminar as etapas posteriores
do ensaio. Neste estudo, 34,4% (31/90) das amostras seriam corretamente
identificadas como negativas apos 48 h uma vez que elas néo viraram a coloracao

do meio para amarelo. Apenas a amostra Al25 n&o presentou viragem do CSB/v



103

mas foi considerada positiva, uma vez que Cronobacter spp. foi isolada a partir das
outras metodologias empregadas. As cepas que foram recuperadas utilizando o
CBS/v mas nado pelo mLST/v e vice-versa foram testadas para verificar o
crescimento no respectivo meio. A cepa P4795 apresentou crescimento com
viragem da coloracdo do CSB/v ap0s 24 h a 42 + 1°C. A cepa P4497 apresentou
crescimento no mLST/v apls 24 h a 44 + 0,5 °C. As cepas também foram capazes
de crescer no ESIA, DFIA e ESPM apresentando coldnias caracteristicas. Estes
resultados indicam que a inabilidade do CSB/v e do mLST/v em recuperar estas
cepas a partir das amostras Al25 e Al5, respectivamente, foi provavelmente devido a
presenca de uma flora competidora na amostra, que reduziram a taxa de
crescimento das cepas nos respectivos meios.

Os valores de especificidade do ESIA e DFI foram proximos, enquanto que o
ESPM apresentou os valores mais baixos (Tabela 6). Este meio inclui 5-bromo-4-
cloro-3-indolyl-a,D-glicopiranosideo e 5-bromo-4-cloro-3-indolyl-3,D-
glicopiranosideo-3, D-glicopiranosideo (X-celobiose) como substratos cromogénicos
(RESTAINO et al, 2006). E conhecido que o segundo substrato cromogénico X-
celobiose, incluido para aumentar a sensibilidade do meio para Cronobacter spp.,
também pode ser hidrolisado por muitas outras espécies de bactérias, reduzindo
assim a especificidade do meio. De acordo com Druggan e Iversen (2009), o ESPM
pode ndo ser aplicavel para analise de amostras com altas contagens de
enterobactérias porque a fermentacdo dos acuUcares presentes com consequente
reducdo do pH altera a coloragéo das colbnias de Cronobacter spp. e pode reduzir a
especificidade do meio. A menor especificidade do ESPM em relacdo aos demais
meios no presente estudo pode estar relacionada a estes fatores. Esse fato fica mais
evidente quando se observa os resultados da especificidade das amostras de
temperos e condimentos, que S80 as que sSe espera uma maior carga de
enterobactérias, e foi onde se obteve os menores valores de especificidade dos
meios de cromogénicos em relacdo aos outros tipos de amostras (Tabela 6).

As cepas nao-Cronobacter isoladas que apresentaram atividade a-glicosidase
nos meios cromogénicos foram identificadas pelo Vitek 2.0 como: Pantoea
spp./Buttiauxella agrestis (Bionumero - 4627710143730010), Pantoea spp.
(Bioniumero - 4627710142720010 e 0607730050720010) e Shigella spp.

(Bionimero — 0205610040300210). Estas cepas também apresentaram atividade a-
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glicosidase na galeria de identificacdo do Vitek 2.0. Outros estudos ja reportaram o
isolamento de cepas de Pantoea spp. que apresentaram coldnias tipicas nos meios
cromogénicos de isolamento de Cronobacter spp. (BELAL et al, 2013; SANTOS et
al, 2013; GARBOWSKA et al, 2015; MEIER et al, 2015).

Sensibilidade, também chamado de taxa de verdadeiro-positivos, indica a
eficiéncia do ensaio em detectar isolados que sdo verdadeiramente Cronobacter
spp. Especificidade, também chamado de taxa de verdadeiro-negativos, indica a
eficiéncia do ensaio em corretamente excluir isolados que ndo sao Cronobacter spp.
Considerando este dois parametros supracitados, a combinacdo do CSB/v com DFI
foi considerada a mais eficiente para isolamento de Cronobacter spp. nas categorias

de produtos avaliados (Tabela 6).

5.3 CARACTERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR DAS CEPAS DE

Cronobacter spp.

Devido as diferencas fenotipicas entre as diferentes espécies e estirpes de
Cronobacter spp., € dificil confirmar a identidade dos isolados utilizando apenas um
método ou um conjunto especifico de iniciadores de PCR (JARADAT et al, 2009).
Neste estudo, testes fenotipicos (esquema de biogrupos e Vitek 2.0) e moleculares
foram utilizados para identificacdo dos isolados a nivel de género e espécie.

O sistema semi-automatizado Vitek 2.0 e o PCR com alvo no gene gluA se
apresentaram eficazes na identificacdo correta das colonias presuntivas de
Cronobacter spp. Estes resultados estdo de acordo com os descritos pelos autores
que descreveram o protocolo com alvo no fragmento menor do gene gluA e
observaram 100% de sensibilidade na deteccédo de cepas do género (IVERSEN et
al, 2007b) e por Chen e colaboradores (2012a) que incluiram o Vitek 2.0 como uma
técnica fenotipica para identificacdo de cepas de Cronobacter spp. O gPCR com
alvo no gene dnaG nao identificou a cepa de C. malonaticus P4775, que foi
confirmada pelo outros métodos. Novas extracoes de DNA e diluicdes seriadas do
DNA desta cepa foram realizados e utilizadas em novas reacdes de gPCR mas
novamente ndo apresentaram resultado positivo de amplificacdo (dados néo
publicados). Estudos posteriores, incluindo o sequenciamento do gene dnaG da

cepa P4775, sdo necessarios para verificar se a cepa possui alteracdes na
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sequéncia deste gene que ndo permitem a amplificagdo utilizando os iniciadores e
sonda do protocolo de qPCR.

As cepas P4486, P4492, P4784, P4788 e P4798 nao apresentaram
correspondéncia entre a identificacdo das espécies (Tabela 7) e o esquema
biogrupos descrito no Quadro 1. As cepas P4492, P4784, P4788 e P4798 foram
classificadas no biogrupo 5 que seria exclusivo das espécies C. malonaticus e C.
turicensis. Contudo, estas foram identificadas como C. sakazakii pelo
sequenciamento do alelo fusA. A cepa P4486 foi classificada no biogrupo 16 que é
exclusivo da espécie C. turicensis, mas foi identificada como C. malonaticus pelo
sequenciamento do alelo fusA. Como existem biogrupos que sdo compartilhados por
mais de uma espécie, os resultados obtidos neste estudo indicam que as espécies
C. sakazakii e C. malonaticus também apresentam cepas pertencentes aos
biogrupos 5 e 16, respectivamente. A falta de acuracia na identificacdo das espécies
de Cronobacter spp. pelo esquema de biogrupos ja foi descrita na literatura,
ressaltando que o uso de técnicas moleculares mais sofisticadas apresenta maior
confiabilidade e evita a subjetividade que ocorre na interpretacdo dos testes
fenotipicos (JOSEPH et al, 2013).

Os trés protocolos de PCR utilizados para identificacdo das espécies de
Cronobacter spp. foram considerados eficazes uma vez que apresentaram 0 mesmo
resultado de identificacdo obtido pelo sequenciamento do gene fusA. Contudo,
estudos atuais demostraram que o protoloco com alvo no gene rpoB, que é
comumente utilizado em estudos para identificacdo das espécies de Cronobacter
spp. (MOZROVA et al, 2014; KILLER et al, 2015), pode levar a resultados erroneos
devido a reacdes inespecificas com cepas nao-Cronobacter com atividade a-
glicosidase (JACKSON et al, 2014). Ja o protocolo descrito por Haung e
colaboradores (2013) é limitado, pois somente consegue identificar duas espécies
do género. Por sua vez, o protocolo de M-PCR descrito por Carter e colaboradores
(2013) permite a identificacdo de uma grande variedade de espécies do género
Cronobacter em apenas uma reagdo, mas como desvantagem nao possui
iniciadores para identificacdo da espécie C. condimenti. Além disso, Jackson e
colaboradores (2014) relataram a auséncia do gene cgcA em uma cepa da espécie
C. sakazakii e apenas parte da sequéncia do gene em uma cepa da espécie C.
dublinensis. De acordo com o0s autores, os resultados indicam que o uso deste
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protocolo poderia comprometer a identificagdo correta de determinadas cepas de
Cronobacter spp.

A analise por MLST mostrou que C. sakazakii possui nove ST (ST1, ST3,
ST4, ST13, ST23, ST31, ST40, ST64 e ST83) que ja foram associados com casos
clinicos em outros paises e foram agrupados em 10 CC ja descritos no banco de
dados.

O CC4 hoje abrange 21 ST (ST4, ST15, ST97, ST107, ST108, ST110, ST121,
ST183, ST192, ST203, ST218, ST235, ST241, ST242, ST255, ST266, ST267,
ST268, ST287, ST295 e ST310) e € o CC com 0 maior numero de ST e cepas
depositadas no banco de dados. Neste estudo, cinco cepas de C. sakazakii ST4
foram identificadas em trés sitios distintos: duas cepas (P4501 e P4776) de
amostras de fuba de milho, duas cepas (139 e 140) isoladas de utensilios para
preparo de mamadeiras e uma cepa (194) de leite em pé (Figura 5). Este achado é
significante, uma vez que o grupo C. sakazakii ST4 é altamente estavel dentro da
espécie e o mais prevalente no banco. O ST4 ja foi identificado como agente
etiologico em um grande numero de infeccbes severas em neonatos, incluindo
meningites, em sete continentes num periodo de 50 anos (JOSEPH; FORSYTHE,
2011; JOSEPH et al, 2012b; HARIRI et al, 2013).

O CC1 é, no momento, o segundo maior complexo do banco, compreendendo
11 ST (ST1, ST14, ST57, ST134, ST141, ST181, ST240, ST298, ST383, ST384 e
ST391). Neste estudo, duas cepas (P4499 e P4780) foram identificadas como ST1,
tendo sido isoladas de sitios distintos, uma a partir de uma amostra de farinha lactea
e outra de uma amostra de fuba de milho (Figura 5). O ST1 foi isolado de amostras
de FID (CUI et al, 2014), alimentos prontos para o consumo (XU et al, 2015) e de
amostras clinicas, sendo responsavel por casos de meningite e bacteremia em
neonatos (JOSEPH; FORSYTHE, 2011; JOSEPH et al, 2012b). A identificacdo do
ST1 em uma amostra de alimento infantil neste estudo demonstra que este pode
representar um risco ainda maior caso seja ingerido por neonatos.

O CC3 compreende hoje seis ST (ST3, ST9, ST197, ST314, ST315 e ST396)
e somente o ST3 foi isolado a partir amostras clinicas (JOSEPH et al, 2012b). No
presente estudo, as cepas P4489 e P4778 foram identificadas como ST3, sendo
ambas isoladas de amostras de produtos farinaceos (Figura 5). Estudos anteriores ja
relataram o isolamento do ST3 a partir de amostras de alimentos, como macarrao
(CUI et al, 2014), FID (CUI et al, 2014) e alimentos prontos para o consumo (XU et
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al, 2015). A cepa 197, isolada de leite em p0, foi identificada como ST396 (Tabela
7). O ST396 representa um unico locus variante do ST3, devido a diferenca no alelo
atpD, que foi descrito no presente estudo, sendo Unico no banco de dados.

O CC8 é composto por sete ST (ST8, ST111, ST124, ST130, ST133, ST226 e
ST279). Neste estudo, somente a cepa P4791 ST226, isolada a partir de uma
amostra de gengibre moido, foi identificada neste complexo (Tabela 7). Esse
resultado foi similar ao relatado por Xu e colaboradores (2015), que também
isolaram cepas ST226 a partir de uma amostra de alimento pronto para o consumo
na China.

CC13 é composto pelos ST13, ST182, ST206 e ST319. As cepas P4799 e
P4801, identificadas como ST13 e isoladas de amostras de farinhas (Tabela 7),
foram as Unicas deste complexo isoladas neste estudo. O ST13 ja foi isolado de
amostras de FIS (CUI et al, 2014) e de alimentos prontos para o consumo (XU et al,
2015). O ST13 também ja foi isolado a partir de amostras de fezes de criancas
durante um surto ocorrido na Franca, onde 0s pacientes apresentaram quadro de
enterocolite necrosante (CAUBILLA-BARRON et al, 2007).

O CC23 é composto pelos ST18, ST23, ST292 e ST376. Neste estudo, dois
isolados foram identificados como ST23 (P4500 e P4504, isolados de fuba de milho
e colorifero, respectivamente). O ST23 ja foi isolado de amostras de alimentos,
incluindo FID, e a partir de amostras de secrecao bronquica (JOSEPH et al, 2012b).

O CC31 abriga apenas os ST31 e ST334. Neste estudo, uma cepa (P4496)
ST31 foi isolada a partir de uma amostra de cereal & base de arroz (Tabela 7). O
ST31 ja foi identificado como responsavel pelo 6bito de uma crianga no Reino Unido
(JOSEPH et al, 2012b). Logo, da mesma forma que descrito previamente em relacao
ao ST1, a presenca do ST31 em alimentos infatis representa um risco ainda maior
caso estes sejam ingeridos por neonatos.

O CC40 é composto por 11 ST (ST40, ST45, ST105, ST128, ST135, ST144,
ST185, ST194, ST248, ST296 e ST395). O ST395 foi identificado neste estudo
(cepa P4484) em uma amostra de farinha de linhaca (Tabela 7). O ST395 € um
duplo locus variante do ST40, devido as diferencas nos alelos fusA e gInS, que foi
descrito no presente estudo, sendo Unico no banco de dados. Trés cepas foram
identificadas como ST40, sendo duas cepas (P4773 e P4779) isoladas a partir de
amostras distintas de fuba de milho e uma cepa (P4790) de uma amostra de pimenta

(Figura 5). O ST40 ja foi identificado em amostras de alimentos prontos para o
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consumo (XU et al, 2015), de FID (CUI et al, 2014), de amostras ambientais e
clinicas (JOSEPH et al, 2012b; CUI et al, 2014).

O CC64 é composto por oito ST (ST64, ST131, ST150, ST193, ST195,
ST214, ST261 e ST282). Duas cepas foram identificadas como ST64: P4492,
isolada de uma amostra de tempero; e P4798, isolada a partir de uma amostra de
farinha de rosca (Figura 5). Estudos anteriores ja identificaram a presenca do ST64
em FID e macarrdo (CUI et al, 2014); alimentos prontos para o consumo (XU et al,
2015), amostras ambientais e amostras clinicas (JOSEPH et al, 2012b).

CC65 abriga os ST83 e ST243. Neste estudo, as cepas P4497 e P4498,
isoladas a partir de cereais a base de milho e arroz, respectivamente, foram
identificadas como ST83 (Tabela 7). O ST83 ja foi isolado de amostras de leite em
po na Australia (JOSEPH et al, 2012b) e também de amostras de hemoculturas de
neonatos na China (JOSEPH et al, 2012b) e em Israel (BLOCK et al, 2002). Logo, da
mesma forma que descrito previamente em relagdo aos ST1 e ST31, a presenga do
ST83 nos alimentos infantis analisados representa um perigo em potencial.

Os ST17, ST33, ST103, ST117, ST136, ST188, ST233, ST283 e ST321 ja
foram isolados a partir de amostras de ambientes e/ou agua e alimentos em
diferentes paises, mas nunca associados a casos clinicos (JOSEPH et al, 2012b;
KILLER et al, 2015; XU et al, 2015).

O ST69 foi identificado em duas cepas (154 e 157) de C. malonaticus isoladas
de amostras de leite em p6. O ST69 sO possui mais uma unica cepa depositada no
banco de dados, tendo sido isolada de uma amostra de erva no Reino Unido em
2010 (JOSEPH et al, 2012b).

Os ST397, ST398, ST402, ST413, ST432, ST433, ST434, ST435, ST436 e
ST439 foram descritos neste estudo e s&o unicos no banco de dados, sabendo-se
entdo, até a presente data, que estes sO foram identificados a em amostras de
alimentos.

Os ST394 e ST440 também foram descritos neste estudo e representam o
primeiro depdsito de cepas da espécie C. malonaticus isoladas de amostras clinicas
no Brasil. Estes ST recém-descritos ndo foram identificados em nenhum CC do
banco de dados até o momento (Tabela 7).

Baseado na andlise das sequéncias do gene fusA, foram identificadas quatro
espécies dentre os isolados de amostras de alimentos, sendo as espécies C.

sakazakii e C. malonaticus as mais frequentes (40/45). Este resultado € similar ao
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observado em outros estudos que avaliaram a ocorréncias de espécies de
Cronobacter spp. em amostras de alimentos (TURCOCSKY et al, 2011; HOCHEL et
al, 2012; MOZROVA et al, 2014; KILLER et al, 2015). Além disso, estas espécies
também sdo as mais frequentemente isoladas de amostras clinicas e associadas a
casos de infeccado em humanos (FAO/WHO, 2008; JOSEPH et al, 2012b;
STRYDOM et al, 2012; ALSONOSI et al, 2015).

As andlises filogenéticas baseadas nas sequéncias do alelo fusA e dos sete
genes do MLST concatenados apresentaram resultado similar, uma vez que as
espécies foram agrupadas nos seus respectivos grupos (Figuras 1, 2, 3 e 4). Os
resultados das andlises obtidos neste estudo corroboram com o descrito na
literatura, que preconiza que a analise do gene fusA ja é suficiente para
determinacdo das espécies de Cronobacter (JOSEPH et al, 2012b). A cepa P4503
gue apresentou uma sequéncia nova no banco de dados, identificada como alelo
fusA 135 foi agrupada na clade da espécie C. dublinensis (Figuras 1 e 2) e
classificada no biogrupo 6, que também é pertencente a esta espécie (Quadro 1).

As 54 cepas de Cronobacter estudadas foram classificadas em 36 ST,
apresentando assim uma relagédo de 1,5 cepas por ST. Isso demostra uma baixa
clonalidade do género. No momento, o banco de dados de MLST de Cronobacter
inclui sete espécies, 0 que pode ser uma das razdes para essa baixa clonalidade
encontrada entre as cepas depositadas. O aumento do depdsito de sequéncias no
futuro talvez permita a criagdo de um banco de dados especifico para cada espécie
de Cronobacter e, assim, mostrar uma relacdo clonal mais real desses
microrganismos. Outro fato que mostra a expansao genética das espécies deste
género foi a identificacdo de 16 novos ST entre os 36 ST encontrados neste estudo,
que corresponde quase a metade de todos os ST descritos (44,4%). Logo, o
continuo incentivo a realizacéo de estudos sobre a genética de populacdes de cepas
do género Cronobacter se torna de grande importancia para identificacdo dos ST e
CC com maior potencial patogénico e suas relagbes com cepas ambientais,
auxiliando assim na criacdo de medidas de controle destes patdégenos e na

identificacdo de surtos.



110

5.4 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DOS ISOLADOS DE

Cronobacter spp.

O antibiograma mostrou que a maioria das cepas avaliadas neste estudo foi
sensivel aos antimicrobianos testados. Estes resultados foram similares aos obtidos
por outros autores que também isolaram cepas de Cronobacter spp. de alimentos
susceptiveis a maioria dos antimicrobianos testados (KIM et al, 2008; MOLLOY et al,
2009; TERRAGO et al, 2009; LEE et al, 2012).

Das cepas clinicas, apenas a cepa P4970 (C. malonaticus ST394) apresentou
diminuicdo da suceptibilidade a determinados antibioticos. Alguns autores
reportaram o0 isolamento de cepas de Cronobacter spp. que apresentaram
resisténcia ou com resisténcia intermediaria a tetraciclina (CHON et al, 2012;
HOCHEL et al, 2012; LEE et al, 2012), gentamicina (XU et al, 2015), penicilina G
(XU et al, 2015), ampicilina (CAUBILLA-BARRON et al, 2007; KIM et al, 2008; CHON
et al, 2012; LEE et al, 2012), cefotaxima (CAUBILLA-BARRON et al, 2007),
estreptomicina (LEE et al, 2012), cefalotina (XU et al, 2015) e clorofenicol (LEE et al,
2012; XU et al, 2015). Contudo, a ocorréncia destas cepas € sempre baixa dentro do
total de cepas avaliadas.

A ampicilina é um antimicrobiano do grupo das aminopenicilinas e da classe
dos B-lactamicos, que tem acdo bactericida, enquanto que o sulbactam age como
inibidor de B-lactamase (KONEMAN et al, 2001). Caubilla-Barron e colaboradores
(2007) ja reportaram o isolamento de cepas de Cronobacter spp. resistentes a
ampicilina-clavulanato e cefuroxima de amostras clinicas. A cefuroxima e ceftrixoana
também sdo antimicrobianos da classe dos B-lactamicos, pertecendo ao grupo das
cefalosporinas de 22 e 32 geracédo, respectivamente (KONEMAN et al, 2001). O
relato do isolamento de cepas de Cronobacter spp. resistentes a ceftrixoana nao foi
encontrado em estudos que testaram este antimicrobiano (HOCHEL et al, 2012). A
resisténcia intermediaria a SAM e resisténcia a CRX e CRO da cepa C. malonaticus
P4970 pode estar associada a producdo de B-lactamases, uma vez que esta
caracteristica ja foi descrita em cepas de Cronobacter spp. (CAUBILLA-BARRON et
al, 2007). Além disso, outros mecanismos de resisténcia a p-lactamicos que ja foram
descritos dentro da familia Enterobacteriaceae podem estar envolvidos, como:
difusdo deficiente, alteracdo de porinas, proteinas fixadoras de penicilinas alteradas
e baixa forca motriz de protons (KONEMAN et al, 2001).
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5.5 INVESTIGACAO DO SURTO DE Cronobacter spp. OCORRIDO NO HOSPITAL
MATERNIDADE DA CIDADE DE TERESINA-PI

Neste surto, ndo foi possivel confirmar se o leite humano pasteurizado ou as
FID foram o veiculo de contaminacdo do Cronobacter spp., uma vez que nao foi
detectado contaminacdo deste patdgeno nestas amostras. Esse fato pode estar
associado a auséncia real do patdégeno ou a concentracédo da bactéria nas amostras
estar abaixo do limite de detec¢cado dos métodos utilizados. De acordo com o relatorio
emitido pela FAO/WHO (2006), a concentracdo média de Cronobacter spp. em lotes
de FID contaminados foi estimada em 0,01 UFC/100 g; demonstrando a importancia
de analisar uma quantidade representativa de amostras e de possuir um metodo
com limite de deteccéo suficiente para identificar a contaminacdo quando presente.
Além disso, a contaminacéo por Cronobacter spp. em lotes de FID tende a ndo ser
homogénea, devido a formacao de agregados celulares e biofilme, limitando assim a
eficiéncia da amostragem aleatoria no controle de qualidade para liberacao de lotes
de FID (JONGENBURGER et al, 2011).

Outra hipbtese é que 0s microrganismos poderiam se encontrar presentes no
estado viavel mas nao cultivavel (VNC), uma vez que ja foi descrito esse mecanismo
em espécies do género Cronobacter (LEHNER, 2009; NASCUTIU, 2010). A
existéncia de cepas de Cronobacter spp. no estado VNC é uma possivel explicacdo
do porque uma amostra de FID ou de outros produtos podem ser analisados tendo
como resultado “negativo para contaminacao por Cronobacter spp.” mas na verdade
estariam contaminados (FARMER IlI, 2015).

K. pneumoniae subsp. pneumoniae foi detectada em uma das amostras de
FID. Contudo, como a amostra analisada ja estava aberta ndo é possivel afirmar se
a bactéria é de origem do produto ou se a contamina¢do ocorreu no momento da
manipulacdo da formula. Outros autores ja relataram a identificacdo desta bactéria
em amostras de FID comercializadas no Brasil (CHAP et al, 2009; PALCICH et al,
2009). O outro microrganismo isolado, tanto de uma amostra de FID quanto de leite
humano pasteurizado foi pertencente ao complexo A. calcoaceticus — A. baumannii
(Tabela 8). O patdégeno oportunista A. baumannii ja foi isolado de amostras de FIS
comercializadas no Brasil em 2009 (CHAP et al, 2009). Logo, ha forte indicio de que
a contaminacdo pela bactéria do complexo A. calcoaceticus - A. baumannii na

férmula analisada neste surto tenha sido oriunda do préprio produto.
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Outras fontes de contaminagdo, como o ambiente hospitalar, equipamentos
de limpeza, utensilios para preparo da alimentacdo dos pacientes (ex: bicos de
mamadeira, liquidificadores, etc), entre outros, podem ter sido o veiculo de
contaminagao das cepas de C. malonaticus, uma vez que cepas de Cronobacter
spp. ja foram isoladas destes tipos de amostras em outros estudos (FRIEDEMANN
et al, 2009; PALCICH et al, 2009). Contudo, essa suposicdo nédo poOde ser
investigada no surto descrito, pois ndo foram coletadas amostras destes sitios para
andlise. Outros autores ja relataram casos de infec¢cdes por Cronobacter spp. em
neonatos em que ndo foi possivel identificar nenhum alimento como veiculo de
contaminacdo, e o ambiente hospitalar foi sugerido como a possivel fonte de
contaminacao (RAY et al, 2008; BROGE; LEE, 2013).

Neste estudo, cepas da espécie C. malonaticus ST394 e ST440 foram as
responsaveis pelas infeccdes nas trés pacientes. Mesmo sendo a espécie C.
sakazakii a mais prevalente em casos de infeccdes em neonatos, outros estudos ja
relataram casos causados pela espécie C. malonaticus. Na Argentina, foram
relatados dois casos de infeccdo por C. malonaticus em pacientes diferentes, sendo
um caso em 2009 e outro em 2010. Andlises posteriores revelaram que as duas
cepas apresentavam o mesmo perfil de PFGE, demonstrando que o mesmo clone
estava presente no segundo caso ap6s um ano (ASATO et al, 2013). Hariri e
colaboradores (2013) identificaram uma cepa isolada de hemocultura como C.
malonaticus ST112, que causou meningite em um neonato com menos de um més e
posteriormente levou ao 6bito do paciente.

A PFGE € considerada uma técnica de referéncia para tipificacdo de
bactérias, sendo uma importante ferramenta para investigacdes epidemioldgicas
(TENOVER et al, 1995). No momento da realizacdo da investigacdo ainda nao
existia um protocolo oficial para a técnica de PFGE. Neste estudo, os perfis obtidos
na PFGE revelaram polimorfismo genético semelhante entre as trés cepas o que
sugeriria que as infec¢des teriam sido provocadas por uma mesma cepa Ou por
cepas fortemente relacionadas. Contudo, as diferencas no perfil fenotipico e
molecular da cepa P4970 em relag&o as cepas P4968 e P4969, indica que protocolo
utilizando apenas a enzima Spel parece ndo possuir poder discriminatério suficiente
para avaliagdo do perfil clonal de cepas de C. malonaticus. Outra questdo € que o
critério preconizado por Tenover e colaboradores (1995), que preconiza diferencas

no perfil quando exista um numero igual ou superior a trés bandas de diferenca,
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talvez ndo seja suficientemente resolutivo para diferenciacdo de cepas de C.
malonaticus. Cui e colaboradores (2014) reportaram que cepas de Cronobacter spp.
gue apresentaram o mesmo perfii de PFGE digeridos com a enzima Spel
apresetaram perfils diferentes de PFGE quando digeridos com a enzima Xbal, e
vice-versa. De acordo com os autores, estes resultados indicam que, para melhor
poder de resolucado, pelo menos duas enzimas de restricdo sdo necessarias no uso
desta técnica para avaliagdes epidemioldgica de cepas de Cronobacter spp. Outro
fato reportado pelos autores foi que isolados com o mesmo perfil de PFGE foram
classificados em ST diferentes. Este resultado foi similiar ao obtido presente estudo,
uma vez que a cepa P4970 foi identificada como ST394 e as cepas P4968 e P4969
como ST440 (Tabela 7), mesmo as trés cepas possuindo um perfil no PFGE muito
similar (Figura 6). Atualmente, ja se encontra disponivel no site do PulseNet do CDC
um protocolo de PFGE para Cronobacter spp. (CDC, 2016). Este protocolo
preconiza o uso da enzima primaria Xbal e Spel como enzima secundaria. Desta
forma, caso no momento do estudo estas duas enzimas tivessem sido utilizadas, a

técnica do PFGE poderia teria tido uma melhor resolucao na tipificacdo dos isolados.
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6 CONCLUSOES

. Cronobacter spp. ndo foi detectada nas amostras de FID analisadas. Indicando
baixa ocorréncia nos produtos comercializados no local de estudo;

. Cronobacter spp. foi isolada a partir de amostras de alimentos infantis
destinados a criancas de maior idade (23,3%), produtos farinaceos (66,7%) e
temperos e condimentos (36,7%), sendo a maior ocorréncia em farinhas a base de
milho. A presenca de Cronobacter spp. em alimentos infantis destinados a criangas de
maior idade representa um sério risco caso estes sejam ingeridos por neonatos;

. O uso do CSB/v no enriquecimento-seletivo e do DFI como meio de isolamento
foi considerado o método mais eficiente para isolamento de Cronobacter spp. nas trés
categorias de produtos avaliados (alimentos infantis destinados a criancas de maior
idade, produtos farinaceos e temperos e condimentos);

. As cepas de Cronobacter spp. foram classificadas em nove biogrupos distintos
1, 2, 3, 5 6, 8a, 9, 15 e 16), mas alguns biogrupos néo apresentaram
correspondéncia com as espécies de Cronobacter identificadas pelas técnicas
moleculares, reforcando que esta técnica ndo é mais fidedigna para identificacdo das
espécies de Cronobacter;

. Apenas uma cepa da espécie C. malonaticus de origem clinica apresentou
resisténcia intermediaria a ampicilina-sulbactan (2,2%) e resisténcia a ceftriaxona
(2,2%) e cefuroxima (2,2%), sendo as demais cepas sensiveis a todos o0s
antimicrobianos testados. Estes resultados indicam que cepas isoladas de alimentos
parecem possuir baixo pontencial de resisténcia, mas isolados clinicos podem
apresentar um perfil mais resistente;

. Foram isoladas cepas de quatro espécies: C. sakazakii, C. malonaticus, C.
dublinensis e C. muytjensii, e os trés protocolos de PCR utilizados para identificacéo
das espécies de Cronobacter foram considerados eficazes por apresentaram
resultados concordantes com o sequenciamento do gene fusA. Desta forma, o PCR
convencional com alvo no gene rpoB e o M-PCR com alvo no gene cgcA parecem
boas alternativas para identificacdo mais rapida das espécies de Cronobacter;

. Foram identificados 36 ST, sendo 16 ST novos descritos no banco: ST394,
ST395, ST396, ST397, ST398, ST402, ST413, ST432, ST433, ST434, ST435, ST436,
ST437, ST438, ST439 e ST440; e foram descritos 25 alelos novos;
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. O isolamento de cepas C. sakazakii ST4 de leite em po, utensilio para o
preparo de mamadeiras e produtos farinaceos é preocupante, uma vez que este ST é
conhecido por causar infec¢cdes severas em neonatos;

. Dois clones distintos da espécie C. malonaticus identificados como ST394 e
ST440 foram os responsaveis pelas infeccbes dos pacientes no surto ocorrido na
cidade de Teresina-Pl. Contudo, néo foi possivel identificar o veiculo de contaminacéo
do surto, uma vez que o patdégeno ndo foi isolado nas amostras de alimentos
suspeitas que foram ingeridas pelos pacientes;

. Foi observada uma relacao de 1,5 cepas por ST, 0 que demonstra uma baixa
clonalidade do género. A identificagcdo de 16 novos ST entre os 36 ST encontrados
neste estudo, que corresponde quase a metade de todos os ST descritos (44,4%),
indica que a realizacao de mais estudos sobre a genética de populacdes das cepas
do género Cronobacter sdo necessarios para identificacdo dos ST e CC com maior
potencial patogénico e suas relagbes com cepas ambientais, auxiliando assim na
criacdo de medidas de controle destes patdogenos e na identificacéo de surtos;

. O isolamento de cepas de Cronobacter em alimentos infantis e algumas ainda
identificadas como ST ja associados a casos de infeccbes severas em neonatos é
um achado de extrema relevancia. O uso incorredo destes produtos por neonatos
podera ter consequéncias graves. Logo, é de grande importancia que os orgaos de
Vigilancia em Saude realizem a¢des de comunicacdo de risco ou tomem outras

medidas de forma a evitar o uso destes alimentos por neonatos.
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GLOSSARIO
Crianca de primeira infancia - crianca de doze meses até trés anos de idade (36
meses) (BRASIL, 2011b).
Formula infantil — substituto do leite humano especialmente fabricado para

satisfazer, por si sO, as necessidades nutricionais dos lactantes durante os primeiros
meses de vida até a introducdo de alimentacdo complementar apropriada (CAC,
2008).

Formula infantil de seguimento para lactantes e cri  ancas de primeira infancia —
produto, em forma liquida ou em pg, utilizado quando indicado, para lactantes sadios
a partir do sexto més de vida até doze meses de idade incompletos (11 meses e 29
dias) e para criancas de primeira infancia sadias, constituindo-se o principal

elemento liquido de uma dieta progressivamente diversificada (BRASIL, 2011b).

Formula infantil de seguimento para lactantes e cri ancas de primeira infancia

destinada a necessidades dietoterapicas especificas — aquela cuja composicao
foi alterada ou especialmente formulada para atender as necessidades especificas
decorrentes de alteracdes fisiologicas e/ou doencas temporarias ou permanentes
e/ou para a reducdo de riscos a alergias em individuos predispostos de lactantes a
partir do sexto més de vida até doze meses de idade incompletos (11 meses e 29
dias) e de criancas de primeira infancia, constituindo-se o principal elemento liquido

de uma dieta progressivamente diversificada (BRASIL, 2011c).

Formula infantil para lactantes — produto, em forma liquida ou em pd, utilizado sob
prescricdo, especialmente fabricado para satisfazer, por si s6, as necessidades
nutricionais dos lactantes sadios durante os primeiros seis meses de vida (5 meses e
29 dias) (BRASIL, 2011a).

Formula infantil para lactantes destinada a necessi dades dietoterapicas
especificas —aquela cuja composicao foi alterada ou especialmente formulada para

atender, por si s, as necessidades especificas decorrentes de alteracdes
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fisiologicas e/ou doencas temporarias ou permanentes e/ou para a redugao de riscos
a alergias em individuos predispostos de lactantes até o sexto més de vida (5 meses
e 29 dias) (BRASIL, 2011c).

Fortificante de leite humano — produto que deve ser adicionado ao leite humano
para prover nutrientes adicionais para alimentacdo de lactantes de baixo peso e
prematuros (CAC, 2008).

Lactante — crianca de zero a doze meses de idade incompletos (11 meses e 29 dias)
(BRASIL, 2011a).

Recém-nascido - crianca de zero a vinte e oito dias de idade incompletos (27 dias)
(CAC, 2008).

Recém-nascido de alto risco — aquele que nasce prematuro de muito baixo peso
(com menos de 34 semanas de idade gestacional), aquele de muito baixo peso ao
nascer (peso inferior a 1.500 gramas), ou aquele que nasce com - ou logo apés o
nascimento apresenta — doencga que necessita de tratamento intensivo (BRASIL,
2011c).

Recém-nascido pré-termo - aquele que nasce prematuro, ou seja, com menos de
37 semanas de idade gestacional (BRASIL, 2011c).
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ANEXO A - REAGENTES PREPARADOS NO LABORATORIO PARA ESTE

ESTUDO
Tampao de aplicacéo corado
Azul de bromofenol* 0,25¢g
Xileno cianol* 0,25¢g
Glicerol* 30,0 mL
Tris HCI 20 mM pH 8,0 g.s.p. 100 mL
1- Invitrogen, EUA
Etanol 75%
Etanol P.A. (96%)* 31,25 mL
Agua milli-Q estéril 8,75 mL
1- Merck, Alemanha
Isopropanol 75%
Isopropanol P.A. (99,9%)* 30,3 mL
Agua milli-Q estéril 9,7 mL

1- Merck, Alemanha
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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.

Palavras-chave. Cronobacter spp., formula infantil desidratada, PCR.

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.
Keywords. Cronobacter spp., powdered infant formulae, PCR.
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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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RESUMO

Cronobacter spp. sao considerados patogenos oportunistas que causam infeccdes severas em
neonatos devido ao consumo de formulas infantis desidratadas. Em 2013, trés casos de infeccéo
em neonatos associados a Cronobacter spp. foram relatados em um Hospital Maternidade na
cidade de Teresina, Piaui. O objetivo deste trabalho foi investigar o surto para elucidar o veiculo
de contaminacéo, identificar a espécie envolvida e avaliar a relacdo genética entre os isolados
clinicos. As amostras de formulas infantis desidratadas e de leite humano pasteurizado ingeridas
pelos neonatos foram analisadas por diferentes métodos de cultivo. As cepas clinicas foram
caracterizadas fenotipicamente pelo sistema Vitek 2.0 e por provas bioquimicas convencionais.
Para identificacao do género e espécie, foi realizada a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
com alvo nos genes gluA e rpoB, respectivamente. Os isolados foram tipificados por eletroforese
em gel de campo pulsado (PFGE) utilizando-se a enzima de restricao Spel. Nenhuma amostra de
alimento apresentou contaminacdo por Cronobacter spp. Trés isolados de hemocultura foram
identificados como C. malonaticus, sendo duas classificadas no biogrupo 9 e uma no 5, e foram
agrupados no mesmo gendtipo. Os resultados sugerem que o mesmo clone foi responsavel pela
infeccdo nas trés pacientes, porém nao foi possivel identificar a fonte de contaminacao.

PALAVRAS-CHAVE: Cronobacter spp.; PFGE; Caracterizacdo Fenotipica; Caracterizacao
Genotipica; Formula Infantil

ABSTRACT

Cronobacter spp. are considered opportunistic pathogens that cause severe infections in
newborns due to the consumption of powdered infant formulas. In 2013, three cases of infection
in neonates caused by the Cronobacter spp. were reported in a Maternity Hospital at Teresina,
Piaui. The objective of this study was to investigate the outbreak to elucidate the source of
contamination, identify the species involved, and assess the genetic relatedness among the
clinical isolates. The samples of powdered infant formulas and pasteurized human milk that
were ingested by the neonates were analyzed by different cultivation methods. The clinical
strains were phenotypically characterized by the Vitek 2.0 system and conventional biochemical
tests. To identify the genus and species, polymerase chain reaction targeting gluA and rpoB,
respectively, was performed. The isolates were typed by pulsed-field gel electrophoresis using the
restriction enzyme Spel. No food sample showed contamination by Cronobacter spp. Three blood
isolates were identified as C. malonaticus, two classified as biogroup 9 and one as biogroup 5, and
were grouped in the same genotype. Our results suggest that the same clone was responsible for
infection in three patients, but the source of contamination could not be identified.

KEYWORDS: Cronobacter spp.; PFGE; Phenotypic Characterization; Genotypic
Characterization; Infant Formulae
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INTRODUCAO

Bactérias do género Cronobacter sdao consideradas patégenos
emergentes, tendo sido associadas a infeccées em neonatos,
principalmente devido ao consumo de férmulas infantis desi-
dratadas (FID) contaminadas®?3. Os primeiros casos de infeccao
em neonatos foram reportados em 1958 na Inglaterra®. Desde
entdo, estas bactérias sdo consideradas patdgenos oportunistas
que causam infec¢des com sérias consequéncias em neonatos?.
As sindromes clinicas das infeccdes incluem a meningite, ente-
rocolite necrosante, além de infeccdes pulmonares, urinarias e
bacteremia?>¢. A taxa de mortalidade nos casos de meningite é
de aproximadamente 40% e a maioria dos sobreviventes apresen-
ta sequelas graves’. Ja nos casos de bacteremia e enterocolite
necrosante, a taxa de mortalidade é estimada em 10,0% e 19,0%,
respectivamente?.

Cepas de Cronobacter spp. ja foram isoladas de uma série
de produtos alimenticios, incluindo cereais, farinaceos, legu-
mes, ervas e condimentos, bebidas, frutas, hortalicas, carne
e produtos carneos, leite e laticinios, ovos e pescado®'%'.
Contudo, apenas FID foram epidemiologicamente identifica-
das como veiculo de contaminacao em casos de infeccoes'.
A presenca destes patdgenos em FID levou ao recolhimento
destes produtos por diferentes produtores em diversos paises,
incluindo o Brasil'3.

De acordo com o Centro de Controle e Prevencao de Doencas
(CDC), acredita-se que as infeccoes causadas por Cronobacter
spp. hao sejam muito frequentes, sendo reportados de quatro a
seis casos em neonatos por ano no mundo. Contudo, esse dado é
subestimado, uma vez que a maioria dos casos nao é notificada’.
Grande parte dos casos de infeccdes descritos na literatura é
proveniente de paises desenvolvidos, no entanto a situagao pare-
ce ser muito diferente nos demais paises® ™. Este fato pode estar
relacionado a falta de um sistema de vigilancia para notificacao
dos casos de infeccdes por Cronobacter spp.¢. Além disso, muitos
laboratoérios clinicos, independentemente do pais, ndo incluem a
pesquisa de Cronobacter spp. em sua rotina e, na maioria dos ca-
sos, o relato das infeccdes por esses patogenos nao € obrigatorio.
Desta forma, o conhecimento da epidemiologia das espécies de
Cronobacter spp. se torna incompleto. De acordo com a Organi-
zacao das Nacdes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO) e
a Organizacdo Mundial de Saide (OMS)', existe um grande apelo
para que se notifiquem os casos de infeccoes ocorridos, de forma
a tentar elucidar a real incidéncia deste patogeno para que se
possa tracar medidas de controle mais eficazes.

Em 2013, um surto causado por Cronobacter spp. ocorreu em um
Hospital Maternidade na cidade de Teresina no Estado do Piaui
(P1), Brasil. Neste episddio, amostras de alimentos ingeridos pe-
los pacientes e isolados clinicos dos pacientes foram enviados
ao INCQS/Fiocruz para analise. Este estudo teve por objetivo
investigar um surto causado por Cronobacter spp. em um Hospi-
tal Maternidade na cidade de Teresina-PI, para elucidar o veiculo
de contaminacéo e identificar as possiveis espécies envolvidas e
suas relagdes genéticas.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

METODOLOGIA

Amostras

Foram recebidas quatro amostras para analise: uma lata aber-
ta contendo aproximadamente 343 g de formula infantil para
recém-nascidos pré-termo e/ou de alto risco (amostra 1), uma
lata aberta contendo aproximadamente 229 g de formula infantil
para lactantes de 0 a 6 meses (amostra 2), e duas garrafas de
borosilicato contendo em cada 300 mL de leite humano pasteu-
rizado de lotes diferentes (amostras 3 e 4). As amostras foram
coletadas pelo Laboratorio Central de Saude Publica (Lacen) do
Estado do Piaui (Lacen/Pl) e enviadas ao INCQS/Fiocruz para
analise. As amostras 1 e 2 foram mantidas em temperatura am-
biente e as amostras 3 e 4 foram acondicionadas em freezer a
temperatura de -20 + 4°C até o momento das analises.

Analises microbiolégicas

Apesquisa de Cronobacter spp. foi realizada pelo método de culti-
vo descrito no Bacteriological Analytical Manual do Food and Drug
Administration (BAM-FDA)™ e pela técnica de enriquecimento se-
letivo descrito na norma ISO/TS 22964:2006. Nas amostras 1 e 2,
foi analisado todo o conteldo da lata, sendo a amostra 1 dividida
em quatro aliquotas (trés de 100 g e uma de 43 g) e a amostra 2
em trés aliquotas (duas de 100 g e uma de 29 g). Nas amostras 3 e
4 foi analisada uma aliquota de 50 mL de cada amostra.

No ensaio realizado de acordo com a Metodologia BAM-FDA',
as aliquotas das amostras foram pesadas (amostras 1 e 2) ou
aferidas em uma proveta estéril (amostras 3 e 4) e homoge-
neizadas com agua peptonada tamponada (Merck, Inglaterra),
na proporcao 1:10, e incubadas a 35°C/24 h. 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 pL de salina tamponada fosfatada. A partir
de cada aliquota, foi realizada uma semeadura pela técnica de
esgotamento e spread plate (100 pL da suspensao) em “Brilliance
Enterobacter sakazakii agar” (DFI formulation; Oxoid, Inglater-
ra) e “Enterobacter sakazakii chromogenic plating agar” (ESPM;
R&F Products Inc., EUA). As placas foram incubadas a 35°C/24 h.

No ensaio realizado de acordo com a norma ISO/TS 22964:2006'¢,
a partir do pré-enriquecimento (descrito no texto acima), uma
aliquota de 0,1 mL foi transferida para 10 mL de caldo lauril
sulfato de soédio modificado (mLST, Oxoid, CM1133, Inglaterra)
contendo vancomicina (SR0247E, Oxoid, Inglaterra). O meio foi
incubado a 44°C/24 h. Posteriormente foi realizado o isolamento
no “Enterobacter sakazakii Isolation agar” (ESIA; AES Chemunex,
Franca) e as placas incubadas a 44°C/24 h.

Isolados bacterianos

Em 2013, trés isolados clinicos (C89, C90 e C91) provenientes do
Lacen-PI foram enviados ao INCQS/Fiocruz. Estes isolados foram
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obtidos da hemocultura de trés pacientes distintas do sexo femi-
nino que apresentaram quadro de bacteremia durante o mesmo
periodo em que estiveram internadas no hospital em 2013. Apos
o recebimento, as culturas foram avaliadas quanto a sua pureza
em agar Columbia contendo 5% de sangue de carneiro (Merck,
Alemanha) incubado a 35°C/24 h e posteriormente foram esto-
cadas em caldo infusdo cérebro coracao (BHI; Merck, Alemanha)
contendo 20 % de glicerol (Merck, Alemanha) a temperatura in-
ferior a -70°C (Thermo, EUA). Para realizacao dos experimentos,
uma alcada desta cultura foi semeada em 3,0 mL de caldo BHI e
agar nutriente (Merck, Alemanha) e incubados a 35°C/24 h.

As cepas de Cronobacter sakazakii INCQS 00578 (ATCC 29544) e
de Escherichia coli INCQS 00033 (ATCC 25922) foram utilizadas
como controle positivo e negativo, respectivamente, dos meios
de cultivo utilizados nas analises microbiologicas.

Caracterizacdo fenotipica

As coldnias suspeitas obtidas nas analises microbioldgicas e as
cepas clinicas foram cultivadas em agar nutriente e submetidas a
confirmagao do género através do sistema semi-automatizado Vi-
tek 2.0 com uso de cartdes GN TEST KIT VTK2 (bioMérieux, EUA),
de acordo com as instrucoes do fabricante. Em adicao, as cepas
confirmadas como Cronobacter spp. foram submetidas as provas
bioquimicas convencionais descritas por Farmer et al."”” e com-
plementadas por Iversen et al.'® para identificacao dos biogrupos.

Caracterizagdo molecular

As culturas foram cultivadas em BHI e submetidas a extracao de
DNA com uso do kit comercial Dneasy Blood & Tissue (Qiagen,
EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante, sendo eluido
em volume final de 100 pL. Em seguida, realizou-se a PCR com
alvo no gene gluA, responsavel pela atividade 1,6 a-glicosidase,
para amplificacdo de um fragmento de 105 pares de base (pb)
para confirmacdo do género'. Posteriormente, as cepas con-
firmadas como Cronobacter spp. foram submetidas a PCR com
alvo no gene rpoB, que codifica a subunidade B da polimerase
ribossomal bacteriana, para identificacdo da espécie, seguindo o
protocolo descrito por Stoop et al.?.

O DNA extraido das cepas de C. sakazakii INCQS 00578 (ATCC
29544), C. malonaticus INCQS 619 (LMG 23826), C. turicensis
INCQS 615 (LMG 23827), C. muytjensii INCQS 579 (ATCC 51329),
C. dublinensis INCQS 618 (LMG 23823) e C. universalis INCQS 599
(NCTC 9529) foi utilizado como controle positivo para as reacoes
da PCR. Agua livre de DNA/RNA (BioBasic, Canada) foi utilizada
como controle negativo da reacao.

Andlise do polimorfismo do DNA gen6émico

Os isolados de Cronobacter spp. foram submetidos a avaliacdo
do polimorfismo genético por PFGE de acordo com o protoco-
lo Pulsenet?', com algumas modificacdes. O DNA cromossomico
foi preparado pela técnica de uso in situ, em blocos de agarose
(1% Seaken Gold Agarose) com 1% dodecil sulfato de sodio). Em
resumo, uma aliquota do cultivo bacteriano em fase exponencial
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foi suspensa em tampao para suspensao celular BSC (100 mM
Tris: 100 mM EDTA, pH 8,0) para a obtencao da turvacgao corres-
pondente a 3,0 da escala de McFarland. A 500 mL da suspensao
de células, foi adicionado volume igual de agarose low melting
a 1,1% (Seaken Gold Agarose) na temperatura de 50°C e 0,5 pL
de proteinase K (Sigma, EUA). A mistura foi homogeneizada e
distribuida em moldes. Os blocos foram entdo transferidos para
tubos, contendo 2 mL de solucao de lise (Tris-HCl 50 mM: 50 mM
EDTA, pH 8,0 + sarcozil a 1%) e 0,5 L de proteinase K e foram
incubados a 50°C/2 h. Em seguida, o tampao foi retirado e os
blocos lavados trés vezes com 10 mL de agua Milli-Q por 15 min
a 50°C e uma vez com tampao TE nas mesmas condicoes. Os
blocos foram incubados com 10 U da enzima de restricao Spel
(Sigma, EUA) durante 2 h a 37°C. Os fragmentos de restricao
foram separados em gel de agarose a 1% preparado em tampao
TE através da eletroforese de campo pulsado, usando o aparelho
CHEF-DR 1l (Bio-Rad, Richmond, EUA). A eletroforese foi reali-
zada nas condicoes descritas por Bringi et al.?2: tempo de pulso
crescente de 1,8 a 25 s, por 18 h a 6V/cm, a 14°C, com angulo de
120°. Apos a corrida os géis foram corados com brometo de eti-
dio (10 mg/mL), observados e fotografados no Image Master VDS
(Pharmacia Biotech). A analise dos gendtipos foi realizada atra-
vés de inspecao visual dos géis de agarose com base nos critérios
estabelecidos por Tenover et al.. Os resultados obtidos foram
analisados através de dendrogramas confeccionados a partir da
analise da foto do gel no software Gel Compar |l versao 4.0.

RESULTADOS

Cronobacter spp. nao foi detectada em nenhuma amostra de ali-
mento analisada (Tabela 1). Na analise pela metodologia I1SO/TS
22964:2006' todas as amostras apresentaram turvacao no caldo
mLST, contudo ndo houve crescimento de colonias caracteristi-
cas no ESIA. Na metodologia descrita no BAM-FDA'", as amos-
tras 1, 2 e 3 apresentaram crescimento de colonias suspeitas no
ESPM, contudo as cepas nao foram confirmadas pela PCR. Uma
colonia de cada amostra foi selecionada e submetida a identifi-
cacao no sistema Vitek 2.0. As cepas foram identificadas como
pertencente ao complexo Acinetobacter calcoaceticus - A. bau-
mannii (amostra 1 e 3) e como Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae (amostra 2).

Os trés isolados clinicos foram confirmados como Cronobacter
spp. pela PCR com alvo no gene gluA™ e pelo sistema semi-au-
tomatizado Vitek 2.0 (Tabela 2). As cepas 89 e 90 apresenta-
ram o mesmo perfil bioquimico no sistema Vitek 2.0, enquanto
que a cepa 91 divergiu em quatro provas, apresentando resul-
tado positivo para alcalinizacao de L-lactato e producao de-
lipase, e resultado negativo para alcalinizacao de sucinato e
a-galactosidade. Esta diferenca também foi observada na clas-
sificacdo dos biogrupos, uma vez que as cepas 89 e 90 foram
classificadas no biogrupo 9, enquanto que a cepa C91 foi classi-
ficada como biogrupo 5, tendo como Unica diferenca o resultado
positivo para utilizacao do inositol.

As trés cepas foram identificadas como C. malonaticus pela PCR
com alvo no gene rpoB. A tipificacdo por PFGE classificou os trés
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Tabela 1. Resultado da analise das amostras de alimentos envolvidos no surto de toxinfeccao alimentar causado por Cronobacter malonaticus em um

Hospital Maternidade na cidade de Teresina, Piaui, em 2013.

BAM-FDA (2012) ISO/TS 22964:2006 Identificacéo
o Aliquota
N.° da amostra Vitek 2.0 Resultado
(massa ou volume) Espmt  DFI2 mLST®  ESIA*  PCR® -
(% de probabilidade)
1 - Lata aberta de formula 1 (100 g) Pos® Aus’ Tur® Aus Neg’ NR™ Auséncia em 343 g
infantil para recém-nascidos
pré-termo e/ou de alto 2 (100 g) Pos Aus Tur Aus Neg NR
risco amostra 3 (100 g) Pos Aus Tur Aus Neg complexo A.calcoaceticus
- A. baumannii (99)
4 (43 g) Pos Aus Tur Aus Neg NR
2 - Lata aberta contendo de 1 (100 g) Pos Aus Tur Aus Neg Klebsiella pneumoniae  Auséncia em 229 g
formula infantil para lactantes subsp. pneumoniae (99)
de 0 a 6 meses 2 (100 g) Aus Aus Tur Aus NR NR
3(299) Pos Aus Tur Aus Neg NR
3 - Leite humano pasteurizado 50 mL Pos Aus Tur Aus Neg complexo Auséncia em 50 mL
A.calcoaceticus -
A. baumannii (99)
4 - Leite humano pasteurizado 50 mL Aus Aus Tur Aus NR NR Auséncia em 50 mL

' Enterobacter sakazakii chromogenic plating agar, 2 Brilliance Enterobacter sakazakii agar, 3 Caldo lauril sulfato de sédio modificado,  Enterobacter
sakazakii Isolation agar, > Reacdo em cadeia pela polimerase com alvo no gene gluA (Iversen et al., 2007), ¢ Crescimento de colonias caracteristicas, ’
Auséncia de coldnias caracteristicas, ® Presenca de turvacao, ° Negativo, " Nao realizado.

Tabela 2. Caracterizacao fenotipica e molecular dos isolados clinicos de Cronobacter malonaticus isolados de hemocultura de pacientes de um Hospital

Maternidade na cidade de Teresina, Piaui, em 2013.

Caracterizacgdo fenotipica

Caracteriza¢do molecular

N.° da cepa
Vitek 2.0 (Bionumero) Biogrupo PCR gluA PCR rpoB Perfil no PFGE!
Cc89 Cronobacter spp. (0625734053622010) Cronobacter spp. C. malonaticus 1
c90 Cronobacter spp. (0625734053622010) Cronobacter spp. C. malonaticus 1
91 Cronobacter spp. (0625736053302010) Cronobacter spp. C. malonaticus 1

" Eletroforese em gel de campo pulsado.

isolados com o mesmo pulsotipo com 89,3% de similaridade entre
a cepa (€91 e as cepas C89 e C90 e 100,0% de similaridade entre
as cepas C89 e C90 (Figura).

DISCUSSAO

Neste surto, nao foi possivel confirmar se o leite humano pas-
teurizado ou se as formulas infantis foram o veiculo de conta-
minacao do Cronobacter spp., uma vez que nao foi detectado
contaminacdo deste patdgeno nestas amostras. Esse fato pode
estar associado a auséncia real do patégeno ou a concentracao
da bactéria nas amostras estar abaixo do limite de deteccdo
dos métodos utilizados. De acordo com o relatorio emitido
pela FAO/OMS', a concentracdo média de Cronobacter spp. em
lotes de FID contaminados foi estimada em 0,01 UFC/100g;
demonstrando a importancia de analisar uma quantidade re-
presentativa de amostras e de possuir um método com limite
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Figura. Polimorfismo genético dos trés isolados de Cronobacter
malonaticus determinado por eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) apos digestao do DNA com enzima de restricao Spel.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

de deteccao suficiente para identificar a contaminacao quando
presente. Outra hipdtese é que os micro-organismos poderiam
se encontrar presentes no estado viavel, mas nao cultivavel
(VNC), uma vez que ja foi descrito esse mecanismo em espé-
cies do género Cronobacter?.

A FAO/OMS' recomenda a pesquisa de Enterobacteriaceae em
FID. Estas enterobactérias ndo-Cronobacter foram classificadas
como “categoria B - plausiveis de causarem infeccoes, mas sem
o0 apoio de evidéncias epidemioldgicas” pelas comissoes de espe-
cialistas. Bactérias do género Klebsiella ja foram associadas com
infeccdes neonatais, mas nunca tendo FID identificadas como o
veiculo de contaminacdo. Neste estudo, K. pneumoniae subsp.
pneumoniae foi detectada em uma das amostras de formulas
infantis. Contudo, como a amostra analisada ja estava aberta
nao é possivel afirmar se esta bactéria é de origem do produto
ou se a contaminacao ocorreu no momento da manipulacao da
formula. Outros autores ja relataram a identificacdo desta bac-
téria em amostras de FID comercializadas no Brasil?*?¢. Qutras
bactérias também listadas como categoria B ja foram isoladas de
amostras de FID, incluindo A. baumannii. Este patégeno oportu-
nista foi isolado de amostras de formulas infantis de seguimento
comercializadas no Brasil em 2009%. Logo, a contaminacao pela
cepa do complexo A. calcoaceticus - A. baumannii da férmula
analisada neste surto pode ter sido oriunda do proprio produto
ou no momento da manipulacao do produto. Outras fontes de
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contaminacao, como o ambiente hospitalar, equipamentos de
limpeza, utensilios para preparo da alimentagao dos pacientes
(ex: bicos de mamadeira, liquidificadores, etc), entre outros,
podem ter sido o veiculo de contaminacado da cepa de C. malo-
naticus, uma vez que cepas de Cronobacter spp. ja foram isola-
das deste tipo de amostra em outros estudos®?. Contudo, essa
suposicao ndo pode ser investigada no surto descrito neste estu-
do, pois nao foram coletadas amostras destes sitios para analise.
Outros autores ja relataram casos de infeccées por Cronobacter
spp. em neonatos em que nao foi possivel identificar nenhum ali-
mento como veiculo de contaminacdo, e o ambiente hospitalar
foi sugerido como a possivel fonte de contaminagao? .

Casos de infeccoes causados por Cronobacter spp. em neonatos
ja foram relatados no Brasil?*%3!. Contudo, em alguns ndo houve
uma investigacdo epidemioldgica para determinar o veiculo de
contaminacao destes pacientes?3'. JA em um dos casos ocorri-
dos, o veiculo de contaminacéao identificado foi a solucdo de nu-
tricao parenteral, uma vez que Cronobacter spp. foi identificado
em bolsas fechadas desta solucao®.

Nem todas as espécies de Cronobacter spp. foram associadas a
infeccoes, e a severidade da viruléncia varia entre as diferentes
estirpes do género**. Até o momento, apenas trés espécies foram
isoladas em infeccoes neonatais: C. sakazakii, C. malonaticus e
C. turicensis®. Neste estudo, uma cepa de C. malonaticus foi a
responsavel pelas infeccoes nas trés pacientes. Mesmo sendo a
espécie C. sakazakii a mais prevalente em casos de infecgdes,
outros estudos ja identificaram C. malonaticus causando infec-
coes em neonatos. Na Argentina, foram relatados dois casos de
infeccao por C. malonaticus em pacientes distintos sendo um
caso em 2009 e outro em 2010%*. Analises posteriores revelaram
que as duas cepas apresentavam o mesmo perfil de PFGE, de-
monstrando que o mesmo clone estava presente no segundo caso
apo6s um ano.
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