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RESUMO

A producdo e consumo de agua mineral natural no Brasil aumentaram nos ultimos anos,
principalmente devido a insatisfacdo da populagdo com a agua proveniente dos sistemas
publicos de abastecimento, e pelas propriedades nutricionais que sdo oferecidas por estes
produtos. Entretanto, estudos ja relataram a ocorréncia de contaminagdo bacteriana,
principalmente em aguas envasadas em embalagens plastico-garrafdo reutilizaveis de 20 L.
Esta contaminacdo representa um risco para a populacao, principalmente para os individuos
pertencentes ao grupo de risco, como idosos, imunocomprometidos, gestantes e portadores de
doencas crbnicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbiolédgica de aguas
minerais naturais e sua relacdo com o prazo de validade das embalagens plastico-garrafao
reutilizaveis de 20 L, com énfase no isolamento de Cronobacter spp. e P. aeruginosa,
avaliando a producéo de biofilme, a resisténcia do biofilme a agéo de sanitizantes, o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos e a diversidade genética pela técnica do Multi-locus
Sequence Typing (MLST) e ERIC-PCR. Foram analisadas 33 amostras representativas (trés
amostras de cada lote, totalizando 99 amostras), levando em consideracdo a validade do galdo
de 0-1 ano, de 1-2 anos e de 2-3 anos de &gua minerais naturais acondicionadas em
embalagens pléastico-garrafdo reutilizaveis de 20 L comercializadas nos municipios do Rio de
Janeiro-RJ e Niter6i-RJ, sendo avaliados o0s seguintes parametros: coliformes totais,
Escherichia coli, enterococos, clostridios sulfito redutores, Pseudomonas aeruginosa e
Cronobacter spp. Das 99 amostras, 22 (22,2%) apresentaram qualidade microbiol6gica
insatisfatoria de acordo com os critérios estabelecidos na RDC n° 275/2005, com
contaminacdo por coliformes totais (16,2%), P. aeruginosa (10,1%), clostridios sulfito
redutores (5,0%) e E. coli (2,0%). Considerando as 33 amostras representativas analisadas, 16
(39,4%) lotes apresentaram qualidade microbioldgica insatisfatéria. Cronobacter foi isolado
de uma (1.1%) amostra, sendo a cepa identificada como C. malonaticus ST440, sensivel a
todos os antimicrobianos e ndo formadora de biofilme em poliestireno. Das 10 (10,1%)
amostras contaminadas por P aeruginosa, seis cepas foram isoladas e caracterizadas, e ndo
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados, mas apresentaram producdo de
biofilme em matriz poliestireno. O biofilme produzido n&o foi eliminado apos a exposi¢ao
hipoclorito de sodio a 0,02%. Os isolados de P aeruginosa foram identificados como ST 252,
1417, 2502, 2620 e 3078, e um novo ST 3312 foi descrito. Diferencas significativas foram
observadas em relacdo ao prazo de validade das embalagens pléstico-garrafdo reutilizaveis,

sinalizando que embalagens com tempo de fabricacdo superiores a dois anos apresentam



maior risco de contaminag¢do microbioldgica. Estes resultados poderdo ser utilizados pelos
6rgdos de Vigilancia Sanitaria para proposicao de medidas de controle mais eficazes para

reduzir a contaminacdo nestes produtos.

Palavras-chave: Agua Mineral Natural. P. Aeruginosa. Cronobacter spp. MLST. ERIC-PCR.
Biofilme. Antibiograma.



ABSTRACT

The production and consumption of natural mineral water in Brazil has increased in recent
years, mainly due to the dissatisfaction of the population with the water from public supply
systems, and the nutritional properties that are offered by these products. However, studies
have reported the occurrence of bacterial contamination, especially in 20 L mineral water
returnerd plastic bottled. This contamination represents a risk, especially for individuals
belonging to the risk group, such as the elderly, immunosuppressed, pregnant women and
patients with chronic diseases. The aims of this study was to assess the microbiological
quality of mineral natural waters and the time of manufacture of the returnable bottle, with
emphasis on the isolation of Cronobacter spp. and P. aeruginosa, evaluating biofilm
production, biofilm resistance to sanitizing action, antibiotic susceptibility profile and genetic
diversity by the Multi-locus Sequence Typing (MLST) and ERIC-PCR. A total of 33
representative samples (three from each lot, totalizing 99 individual samples) were analyzed
and the time of manufacture of 0-1, 1-2 and 2-3 years of the returnable bottle commercialized
from retailers located in Rio de Janeiro-RJ and Niter6i-RJ evaluating for bacterial
contamination in total coliforms, Escherichia coli, enterococci, clostridium sulphite-reducing,
Pseudomonas aeruginosa and Cronobacter spp. In the 99 samples, 22 (22.2%) were
considered unsatisfactory for human consumption according to brazilian legislation, with a
total coliform contamination (16,2%), P. aeruginosa (10,1%), clostridium sulphie-reducing
(5,0%) and E. coli (2,0%). Furthermore, considering each representative sample, from the 33
lots analyzed, 16 (39.4%) lots were considerate unsatisfactory. One (3.0%) sample showed
contamination by C. malonaticus ST440. The strain was susceptible to all antibiotics tested
and not formed biofilm in polystyrene microplates. A total of 10 (10,1%) samples
contaminated by P. aruginosa, six strains was isolated and was susceptible to all antibiotics
tested, but showed biofilm in polystyrene. The formaded biofilm not was elimitades after
0,02% sanitizing action. The strains of P. aeruginosa was identified by ST 252, 1417, 2502,
2620 and 3078, and a new ST 3312 was described. Significant differences were observed
regarding the shelf life of reusable plastic-bottle packaging, indicating that packaging with a
manufacturing time longer than two years presents a higher risk of microbiological
contamination. These results may be used by Health Surveillance agencies to propose more

effective control measures to reduce contamination in these products.



Keywords: Natural Mineral Water. P. Aeruginosa. Cronobacter spp. MLST. ERIC-PCR.
Biofilm. Antibiogram.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aguas minerais naturais

Agua mineral natural é obtida diretamente de fontes naturais ou por extracio de aguas
subterraneas, caracterizada pelo contetdo definido e constante de determinados sais minerais
e oligoelementos (BRASIL, 2006). As aguas minerais normalmente possuem maior contetdo
mineral que a agua da rede de abastecimento, fornecendo assim alguns micronutrientes
essenciais, tais como célcio e magnésio (WHO, 2011).

Alguns consumidores acreditam que certas dguas minerais naturais tém propriedades
medicinais ou oferecerem outros beneficios de satde. O aumento do consumo deste produto
no Brasil se deu principalmente por diversos fatores, como: desconfianca do consumidor com
a agua dos sistemas publicos de abastecimento, praticidade, escolha familiar, questBes
organolépticas, falta de suprimentos de agua potéavel segura durante viagens, devido a queda
de precos provocada pelo aumento da oferta, recomendacdo médica, e por acreditar que a
agua envasada é mais pura (BRASIL, 2007; GOMES et al., 2015). Este cenario fez com que o
Brasil se tornasse o 4° maior mercado consumidor de agua engarrafada no mundo em 2012. A
producdo anual brasileira neste mesmo ano foi de 6,98 bilhdes de litros, sendo que 75% deste
volume foi envasado e comercializado em garrafdes retorndveis (BRASIL, 2013).

De acordo com a RDC n° 173/2006 (BRASIL, 2006), a &gua mineral e a agua natural
envasada devem ser comercializadas em estabelecimentos de alimentos ou bebidas e devem
ser protegida da incidéncia de luz solar direta, acondicionadas em locais apropriados
exclusivamente para este fim e em local limpo e seco. O estoque destes produtos ndo pode
estar proximo a produtos saneantes, gas liquefeito de petréleo ou outros produtos toxicos,
evitando a contaminacdo ou odores indesejaveis. De acordo com a RDC n°54/2000 (BRASIL,
2000), as embalagens dos garrafoes devem ser comercializadas em sua forma integra (livre de
amasso, rachaduras ou deformaces), pois qualquer violacdo da embalagem pode afetar a
qualidade do produto final.

Durante a penetracdo no solo, a 4gua perde parte do contetido de bactérias e matéria
organica em suspensdo. Ao emergirem ou ap0s captacdo, apresentam composicdo fisico-
quimica distinta, além de uma microbiota autdctone, em niveis baixos. Os micro-organismos
predominantes sdo bacilos Gram-negativos, como as bactérias dos géneros: Pseudomonas,

Flavobacterium, e Moraxella/Acinetobacter (KIM; FENG, 2001). Porém, ao ser engarrafado,
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essa populacdo microbiana pode crescer rapidamente, e assim, ocasionar alguns distarbios
gastrintestinais (ROSENBERG, 2003).

1.1.1 Parametros microbioldgicos

No Brasil, a RDC n° 275/2005 determina as caracteristicas microbioldgicas para agua
mineral natural e dgua natural. Este regulamento prevé os seguintes critérios descritos no
Quadro 1 (BRASIL, 2005). Quando um lote do produto apresenta os limites de micro-
organismos superiores aos permitidos, os produtores estardo sujeitos a acOes da Vigilancia
Sanitéria. Essa resolucéo se encontra em revisdo, tendo sido submetida a consulta publica n.°
541 de 17 de julho de 2018 (ANVISA, 2018). Nesta nova revisdo, uma proposta de critérios
mais rigidos e alinhados as diretrizes do Mercolsul e do Codex Alimentarius foram propostas,

estando estes descritos no Quadro 2.

Quadro 1 - Critérios da RDC n.° 275/2005 para avaliacdo da qualidade microbiolégica de

aguas minerais naturais e aguas naturais.

Micro-organismo(s) Limites
E. coli ou coliformes (fecais) Auséncia
termotolerantes, em 100 mL
Coliformes totais, em 100 mL <1,0 UFC; <1,1 NMP ou auséncia
Enterococos, em 100 mL <1,0 UFC; <1,1 NMP ou auséncia
P. aeruginosa, em 100 mL <1,0 UFC; <1,1 NMP ou auséncia
Clostridios sulfito redutores ou C. <1,0 UFC; <1,1 NMP ou auséncia

perfringes, em 100 mL

Fonte: BRASIL, 2005.

Quadro 2 - Critérios da consulta publica n.° 541/2018 para revisdo da RDC n.° 275/2005.

Micro-organismo(s) Limites

Coliformes totais em 250 mL Auséncia

Escherichia coli em 250 mL Auséncia

Enterococos em 250 mL Auséncia

P. aeruginosa, em 250 mL Auséncia

Esporos Clostridios sulfito redutores ou Esporos de Auséncia
C. perfringes, em 50 mL

Fonte: ANVISA, 2018.
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1.1.2 Contaminacéo microbioldgica em aguas minerais

Dados da literatura demonstram que as aguas minerais comercializadas em
embalagens de 20 L apresentamindice de contaminacdo variado, com percentual de amostras
improprias em uma faxa de 10,0-70,9% (CUNHA et al., 2012; BRANDAO et al., 2012;
PEDROSA et al., 2014; REIS et al., 2014; GOMES et al., 2015).

A contaminacdo de aguas minerais pode ocorrer durante o engarrafamento e
armazenamento, visto que as embalagens sao reutilizaveis, podendo assim, contribuir para o
aumento da microbiana do produto final, principalmente quando ocorrem falhas nas etapas de
lavagem e desinfeccdo das embalagens (FARACHE FILHO; DIAS, 2008; COELHO et al.,
2010). Neste contexto, o Departamento Nacional de Produgcdo Mineral publicou a Portaria n°
128/2011 (BRASIL, 2011), que disciplina o prazo de validade de embalagens reutilizaveis de
20 L, que passou a ser de trés anos. Contudo, mesmo apds a publicacdo da Portaria, estudos
realizados mostraram que a contnaminagdo nestes produtos persiste, com indices que
variaram de 35% a 72% (REIS et al., 2014; PEDROSA et al., 2014; GOMES et al., 2015).
Estes resultados podem indicar que o prazo de trés anos talvez ndo seja suficiente para
garantir a integridade das embalagens. Com isso, 0 prazo de validade de trés anos estipulado
necessita ser mais bem avaliado, uma vez que a sua qualidade e integridade estdo relacionadas
a contaminacao destes produtos (PEDROSA et al., 2014). Nunes Filho e colaboradores (2008)
observaram que amostras, de mesma marca e lote, comercializadas por vendedores de rua
apresentaram indices de contaminacdo muito superiores quando comparadas as obtidas
diretamente dos estabelecimentos comerciais. Estes resultados podem tanto estar relacionados
com 0 mau acondicionamento das amostras por vendedores de rua quanto a questdo da nédo
homogeneidade na contaminagdo do lote, devido ao uso de diferentes embalagens,
acondicionamento em ambientes com pouca ventilacdo e/ou em altas temperaturas.

Uma preocupacdo a cerca da contaminacgdo bacteriana é a da capacidade que alguns
patogenos tém de formar biofilme, podendo ocorrer nos casos em que a sanitizagdo nestes
tipos de embalagens ndo é eficaz. Os biofilmes sdo formados por micro-organismos que
crescem de forma agregada, geralmente em superficies, embebidos em uma matriz de
substancias polimericas extracelulares produzidas por estes (YASUHIKO et al., 2012). No
biofilme, os micro-organismos adquirem maior resisténcia a acdo de agentes fisicos e

qguimicos, como por exemplo ao hipoclorito de sodio, que é um sanitizante amplamente
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utilizado na industria de alimentos devido ao seu baixo custo e amplo espectro de acéo
(WAGHMARE; ANNAPURE, 2015).

Os coliformes totais, E. coli, enterococos e CSR sdo utilizados como indicadores de
contaminacdo de origem fecal (CODEX ALIMENTARIUS, 2011). A presenca destes

indicadores ja foi relatada em &guas minerais no Brasil conforme Quadro 3.



Quadro 3 - Ocorréncia de micro-organismos indicadores de contaminacdo de origem fecal em aguas minerais no Brasil.

Micro-organismos (%)
Amostras Local do estudo (Estado) | Coliformes Clostride
analisadas (n) . Enterococos | os sulfito E. coli Referéncias
totais
redutores
96 Parana 22,7 45 NR* NR Silva et al., 2008.
84 Sao Paulo 15,5 NR NR 2,4 Farache filho e Dias,
2008.

46 Pernambuco 38,33 NR NR 50 Coelho et al., 2010.
155 Rio de Janeiro 16,3 12,90 6,46 NR Brandao et al., 2012.
80 Rio de Janeiro 11,2 NR 50 NR Pedrosa et al., 2014.
32 Minas Gerais 6,25 18,75 NR NR Reis et al. 2014.
18 Bahia 44 5 NR NR 5,6 Gomes et al. 2015.
21 Goiania 476 NR NR NR Carvalho, 2015.

NR: Nao relatado.
Fonte: Da autora, 2018.
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A ocorréncia destes indicadores de contaminacdo fecal indica que outros
enteropatdgenos, como por exemplo bactérias do género Cronobacter, também poderiam
estar presentes nestes produtos. Vale destacar que as metodologias utilizadas nos estudos
supracitados ndo sdo especificas para o género Cronobacter, logo, o patdgeno também
poderia estar presente em amostras negativas para estes indicadores, o que constitui

preocupacao para a salde da populacao.

1.2 Cronobacter spp.

Cronobacter é um género pertencente a familia Enterobacteriaceae composto por sete
espécies: Cronobacter sakazakii, Cronobacter malonaticus, Cronobacter dublinensis,
Cronobacter turicensis, Cronobacter muytjensii, Cronobacter universalis e Cronobacter
condimenti (IVERSEN et al., 2008; JOSEPH et al., 2012). Apresentam-se como bacilos,
gram-negativo, possuindo flagelo peritriquio. Estes micro-organismos crescem em uma
temperatura que varia de 37 a 44 °C, tolerando uma faixa de pH de 4,5 a 10. Geralmente sdo
moveis, reduzem o nitrato, utilizam citrato, hidrolisam a esculina e arginina e produzem a
enzima ornitina descarboxilase. Produzem écidos através da sacarose e possuem atividade a-
glicosidase, que é uma caracteristica importante utilizada nos meios seletivos-indicadores
(IVERSEN et al, 2008). Forsythe (2018) agrupou as espécies de Cronobacter de acordo com
sua relevancia clinica. O grupo 1, compreende as espécies que representam a maioria dos
isolados clinicos, em todas as faixas etarias: C. sakazakii e C. malonaticus. Grupo 2, sdo as
espécies que raramente estdo relacionadas a casos de infecgdes: C. turicensis e C. universalis.
O Grupo 3, representam as espécies que sdo principalmente comensais ambientais e possuem
pouco ou nenhuma importancia clinica: C. dublinensis, C. muytjensii e C. condimenti. A
identificacdo correta das cepas de Cronobacter spp. é importante para um tratamento eficaz
em casos de infeccOes e, além disso, a realizacdo de estudos epidemiolégicos permite um
melhor monitoramento acerca da disseminacao deste patogeno.

As infecgOes causadas por Cronobacter spp. foram, inicialmente, associadas a
neonatos devido ao consumo de fdérmulas infantis desidratadas (FID) contaminadas
(FAO/WHO, 2004, 2006, 2008). Em neonatos, estes micro-organismos podem causar
sindromes como enterocolite necrosante, bacteremia/septicemia e meningite, com uma taxa de
mortalidade que varia de 10% a 41,9% e os sobreviventes podem apresentar sequelas graves
(FRIEDMANN, 2009). Um estudo a cerca do uso das FID realizado em 2008 aprovado por
Food and Drug Administration (FDA) (WOLF et al., 2008) relatou que 790 (83%) das maes
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reconstituiam a FID com &gua engarrafada, e destas, apenas 17% ferviam a agua antes do
preparo, 0 que aumenta o risco de infec¢Ges causados por Cronobacter spp. e outros
patdgenos presentes nas aguas engarrafadas. Um estudo realizado em hospital no Paquistao
(AYAZ et al., 2017) relataram que a dgua mineral era utilizada para a preparacao de leite
infantil (mamadeira) em 5,6% dos lactentes, e que das 198 criancas que deram entrada no
hospital, 76,8% apresentara alguma infec¢do apos a iniciagdo do uso da formular infantil, com
cerca de 8-10 meses de vida. Na maioria dos casos de infec¢do, o conteddo da mamadeira foi
analisado e 58% estavam contaminados com algum patogeno (Klebsiella, Acinetobacter
baumanii e Escherichia coli). Atualmente, a maior incidéncia das infecgdes causadas por
Cronobacter ocorre em adultos, sendo os individuos idosos, imunocomprometidos, e
pacientes com doengas croénicas os mais acometidos (PATRICK et al., 2014; ALSONOSI et
al., 2015; FORSYTHE, 2018). As principais sindromes neste grupo sao as infec¢bes urinarias
e pulmonares (FRIEDMANN, 2009; TSAI et al., 2013; PATRICK et al., 2014; ALSONOSI et
al., 2015). No Brasil, Cronobacter ja foi isolado a partir de diversos produtos alimenticios,
como saladas prontas para o consumo e alimentos provenientes da culinaria japonesa
(VASCONCELLOS et al., 2018), queijo (BRANDAO et al., 2016), alimentos destinados a
alimentacéo infantil (MEIER et al., 2016; BRANDAO et al., 2017), temperos/condimentos e
produtos farinaceos (BRANDAO et al., 2017), aveia e linhaca (SILVA et al., 2018).

A literatura apresenta relatos de surtos e casos isolados de infec¢es por Cronobacter
em diversos paises, inclusive no Brasil (BRANDAO et al., 2018; CHAVES et al., 2018). Em
muitos surtos e casos esporadicos causados por Cronobacter, o veiculo de contaminag¢do nao
pode ser identificado (BARREIRA et al., 2003; BRANDAO et al., 2015; CHAVES et al.,
2018).

Estudos anteriores ja relataram a deteccdo de Cronobacter spp. em amostras de agua.
Uma investigacdo realizada na China relatou o isolamento de Cronobacter spp. de 32 (12,9%)
de 248 amostras de aguas para consumo humano oriunda de sistemas de abastecimento
municipais (LIU et al., 2013; CUI et al., 2015). Outro estudo relatou o isolamento de nove
(9%) isolados de Cronobacter spp. em 100 amostras de aguas para consumo humano
provenientes de diferentes provincias na China (FEI et al., 2018). Contudo, até a presente
data, ndo existem dados disponiveis na literatura em relagdo a ocorréncia deste patdgeno em
aguas minerais naturais. Logo, é importante a avaliacdo da ocorréncia de Cronobacter em
aguas minerais, de forma a avaliar o risco que estes produtos podem representar a individuos

pertencentes ao grupo de risco.
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1.3 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € um patdgeno oportunista que esta frequentemente associado a casos
de doencas transmitidas por aguas (WINGENDER; FLEMMING, 2011). E considerado um
micro-organismo saprofito que se encontra difundido na natureza, particularmente em
ambientes imidos, como a &gua e o solo. Apresenta-se como micro-organismo Gram negativo
na forma de bastonete, aerdébios estritos, reduzem o nitrato, catalase e oxidase positivos e
possui um crescimento 6timo em temperatura de 37 a 42 °C (MURRAY, 2016). Possui
capacidade de sobreviver em materiais e superficies inertes, e por conta da sua resisténcia
antimicrobiana frequente, tem se tornado um importante patdgeno nosocomial. (DUBOIS et
al., 2001). A resisténcia aos antimicrobianos nesta espécie bacteriana tem sido um desafio
para saude publica no tratamento das infec¢es (WHO, 2017).

Estudos no Brasil relataram a ocorréncia de infec¢cdes nosocomiais por P. aeruginosa
com taxa de mortalidade de 49% (FURTADO et al., 2009; TUON et al., 2012). Concomitante
a isso, dados da literatura demonstram que as aguas minerais comercializadas em embalagens
plastico-garrafdo de 20 L apresentam alto indice de contaminagcdo, com percentual de
amostras improprias para 0 consumo, sendo a P. aeruginosa o principal contaminante
(SANT’ANA et al., 2003; BERNARDO, 2009; BRANDAO et al., 2012; PEDROSA et al.,
2014). Além disso, cepas resistentes a diferentes classes de antimicrobianos foram isoladas
destas amostras (PEDROSA et al., 2014). Sua maior ocorréncia em relacdo a outros
patdgenos bacterianos estd associada a sua presenca natural na microbiota da dgua que é
retirada diretamente da fonte (KIM; FENG, 2001) e a caracteristica desta bactéria de formar
biofilmes em equipamentos e embalagens pléasticas (BERNARDO, 2009; LINCOPAN;
TRABULSI, 2011; PEDROSA et al., 2014).

A necessidade de uma maior ingestdo de dgua aumenta em todas as condigOes
patolégicas onde ocorre uma maior perda hidrica, como nos quadros de diarreia, vomito,
hiperpirexia e suor abundante (PETRACCIA et al., 2006). A agua mineral é frequentemente
recomendada para pacientes com deficiéncias no sistema imunoldgico. Logo, o consumo de
aguas minerais contaminadas com cepas resistentes de P. aeruginosa pode representar risco
para este grupo mais susceptivel (MARKLT, 2009). Ainda, vale ressaltar, a importancia da
avaliacdo da disseminacdo de clones bacterianos em especial os resistentes a drogas
antimicrobianas, no sentido de determinar possiveis fontes de contaminacdo e evitar a

propagacao destes patdgenos.
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1.4 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia bacteriana, antes do século XXI, ocorria predominantemente em
ambientes hospitalares. Atualmente, esta associada a diversos ambientes e pode atingir 0s
individuos saudaveis. O uso de terapias associadas é uma alternativa que pode ser adotada na
tentativa de contornar esse problema. Porém, o uso extensivo e muitas vezes inapropriado dos
antibioticos, méas condicdes de higiene, fluxo continuo de viajantes, o aumento de pacientes
imunocomprometidos e a demora no diagnostico das infeccdes bacterianas tém favorecido o
aumento da resisténcia (GUIMARAES et al., 2010).

Devido ao uso massivo dos antibioticos, tem sido constatado, em nivel mundial, um
aumento muito importante da prevaléncia da resisténcia (ALOS, 2014). O uso (e 0 mau uso)
de antibidticos pode selecionar cepas resistentes. Os principais mecanismos de resisténcia
microbiana aos antibidticos conhecidos até o momento sdo: inativacdo enzimatica ou
modificacdo do antibidtico, substituicdo ou modificacdo do alvo e acumulagdo reduzida
devido a diminuicdo da permeabilidade e/ou aumento do efluxo (POOLE, 2002; WALSH,
2003). A resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida atraves de mutacdo ou transferéncia de
acido desoribonucleico (DNA) (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

A Organizacdao Mundial da Saiude (OMS) reconhece que a resisténcia antimicrobiana é
uma ameaca crescente a saude global e vem insistindo com os paises para tomarem medidas
para conter a propagacdo da resisténcia (WHO, 2012, 2017). Em 2017, a OMS publicou uma
lista de prioridades em relacdo aos “agentes patogénicos resistentes aos antibidticos”,
contemplando 12 grupos bacterianos que representam ameaca para a saude humana. P.
aeruginosa resistentes aos antibi6ticos carbapenémicos foram indicadas como patdgenos de
“Prioridade critica”, dentro de uma escala de trés categorias (WHO, 2017). P. aeruginosa é o
agente etiologico da maioria das infec¢fes adquiridas em Unidades de Terapia Intensiva, e
atualmente considerados locais onde podem ser encontradas cepas resistentes a todos os
antimicrobianos disponiveis (MIRANDA et al., 2015; ANVISA, 2017).

1.5 Tipificagdo molecular

Os meétodos de tipificacdo se dividem em duas categorias: métodos genotipicos e
métodos fenotipicos. A tipificagdo molecular é baseada nas caracteristicas genéticas dos
micro-organismos, podendo fornecer informagdes mais precisas, incluindo insergcdes ou

delecdes no cromossomo, ou até mesmo mutacGes randémicas que podem criar ou eliminar
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sitios de restricdo de endonucleases. Estes métodos nos permitem a comparagdo direta dos
isolados nos casos de surtos, auxiliando no rastreamento das cepas até a origem da
contaminacdo e tornaram-se ferramentas importantes tanto na epidemiologia quanto na
tipificacdo de especies bacterianas. Entre eles incluem-se o Enterobacterial Repetitive
Intergenic  Consensus PCR (ERIC-PCR), e Multilocus Sequencing Typing (MLST)
(NOWAKONSKI et al., 2015).

1.5.1 ERIC-PCR

A ERIC-PCR amplifica sequéncias pequenas e repetitivas de DNA conservadas,
dispersas ao longo do genoma bacteriano (VERSALOVIC et al., 1991). A utilizacdo desta
técnica para tipificacdo de P. aeruginosa ja € estabelecida e estudos tém demonstrado que
essa metodologia é rapida e eficiente, além da alta reprodutibilidade na discriminagdo das
linhagens desta espécie, sendo considerada de simples reproducdo, além do baixo custo
(INACIO et al.,, 2014). Porém, s6 permite a comparacdo de clones em anélise intra-
laboratotial, ndo permitindo a comparacdo com outros dados epidemiologicos mundiais, tal
como 0 MLST.

1.5.2 Multi Locus Sequence Typing (MLST)

A técnica do MLST foi desenvolvida por Maiden e colaboradores (1998) e é um
método de tipificacdo baseado no sequenciamento do DNA gendmico, permitindo a deteccéo
de variagbes em sete genes constitutivos chamados de “housekeeping genes”. O uso desta
técnica para sequenciar os isolados de Cronobacter spp. foi desenvolvido por Baldwin e
colaboradores (2009) e permite uma identificacdo e tipificacdo fidedigna das espécies. O
banco de dados, onde os perfis de MLST sdo depositados, foi desenvolvido por Keith Jolley
da Universidade de Oxford (JOLLEY et al., 2004) e pode ser acessado pelo link
http://pubmlst.org/cronobacter/. Ele ja conta com 2.828 estirpes depositadas e 697 “Tipos
Sequenciais” (ST). Quarenta e seis cepas depositadas foram isoladas a partir de amostras de
aguas no periodo de 1956 a 2013, em seis paises distintos (Reino Unido, EUA, China, Suica,
Republica Checa, e Malasia). Uma Unica cepa proveniente de &gua mineral natural foi
depositada a partir deste estudo em questdo. O Brasil conta com 204 cepas depositadas, sendo
isoladas de amostras de alimentos ou de espécimes clinicas, como ilustrado na Figura 1
(Gltimo acesso em: 06/10/2019).



Figura 1 - Minimum Spanning Tree (Arvore de Abrangéncia minima) dos isolados de Cronobacter spp. do Brasil.
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Legenda: A relagdo entre os STs foi determinada pela anélise utilizando a ferramenta “GrapeTree” do banco de dados do https://pubmlist.org/cronobacter/ de acordo com as

diferentes fontes de isolamento de Cronobacter spp.
Fonte: Da autora (2019), baseada na analise do perfil alélico dos genes fusA, atpD, gInB, gltB, gyrB, infB e pps.
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Em relagdo a tipificacdo das cepas de P. aeruginosa, 0 MLST também tem sido muito
utilizado no rastreamento de casos de infeccdo, e outras avaliagdes epidemioldgicas. O banco
de dados onde os perfis de MLST sdo depositados, foi desenvolvido por Curran e
colaboradores da Universidade de Oxford (CURRAN et al., 2004) e pode ser acessado pelo
link http://pubmlst.org/paeruginosa/. Ele j& conta com 6.879 estirpes depositadas e 3.341
“Tipos Sequenciais” (ST). 322 cepas depositadas foram isoladas a partir de amostras de aguas
no periodo de 1938 a 2018, em dezessete paises distintos (Australia, Brasil, China, Eslovénia,
Espanha, Estonia, Franca, Hungria, México, Alemanha, Porto Rico, Singapura, Suica,
Tanzénia, Tunisia, Reino Unido e Estados Unidos da América) como ilustrado na Figura 2. O
Brasil conta com 209 cepas depositadas, sendo isoladas de espécimes clinicas, efluentes
hospitalares e outras fontes ndo divulgadas, porém, nenhum depdsito de agua mineral havia

sido realizada até o presente estudo (Ultimo acesso em: 06/10/2019).
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Figura 2 - Minimum Spanning Tree (Arvore de Abrangéncia minima) dos isolados de P. aeruginosa oriundos de amostras de dgua de diversos

paises.
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Legenda: A relagao entre os STs foi determinada pela analise utilizando a ferramenta “GrapeTree” do banco de dados do https://pubmlst.org/paeruginosa/.
Fonte: Da autora (2019), baseada na andlise do perfil alélico dos genes acsA, aroE, guaA, mutL, ppsA e trpE.
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1.6 Justificativa

A agua mineral é um produto cada vez mais consumido pela populagdo, tanto nos
domicilios, quanto em instituicdes e locais publicos. Pesquisas para elucidar a atuacdo de
produtos como veiculos para colonizacdo ou infeccdo em individuos susceptiveis sdo
fundamentais para a saude publica e constituem um dos papéis dos 6rgdos que atuam em
vigilancia sanitaria. Neste contexto, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS) se destaca como instituicdo que compde o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria,
sendo referéncia para as questdes cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade
de produtos, ambientes e servigos. Considerando que até o presente estudo ndo existiam dados
disponiveis na literatura em relacdo a ocorréncia de Cronobacter spp. em aguas minerais
naturais comercializadas em embalagens reutilizaveis de 20 L e a escassez de dados
epidemiologicos do perfil clonal das cepas de P. aeruginosa isoladas nestes produtos, a
realizacdo de estudo visou contribuir no estado da arte acerca da disseminagdo destes
patdgenos. Além disso, a avaliacdo da qualidade microbioldgica de aguas minerais naturais
comercializadas em embalagens retornaveis em diferentes tempos de fabricacdo podera
contribuir de forma significativa para o aprimoramento de legislacGes e das acles sanitarias

dos 6rgdos competentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade microbioldgica de aguas minerais naturais comercializadas em
embalagens pléstico-garrafdo de 20 L, e realizar a caracterizagdo fenotipica e molecular dos

isolados de Cronobacter spp. e P. aeruginosa.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a qualidade microbiologica de amostras de aguas minerais de acordo 0s critérios
descritos na RDC n°275/2005;

e Pesquisar Cronobacter spp. em amostras de 4aguas minerais pela técnica de
enriquecimento-seletivo;

e Caracterizar fenotipicamente os isolados de Cronobacter spp. e de P. aeruginosa com uso
do sistema semi-automatizado Vitek 2.0;

e Caracterizar genotipicamente os isolados como género Cronobacter por reacdo da cadeia
pela polimerase em tempo real (QPCR) com alvo no gene dnaG;

e Caracterizar genotipicamente os isolados de P. aeruginosa pela PCR com alvo no gene
16S rRNA espécie-especifico;

o Tipificar as cepas de Cronobacter spp. e P. aeruginosa por técnicas moleculares e avaliar
as relacdes genéticas entre os isolados;

e Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados de Cronobacter spp. e P. aeruginosa
frente aos antimicrobianos;

e Pesquisar a formagéo de biofilme nos isolados de Cronobacter spp e P. aeruginosa.

e Avaliar a atividade antibiofilme do hipoclorito de sddio frente a biofilmes de P.
aeruginosa

e Associar a relagdo entre o tempo de validade das embalagens plastico-garrafdo de 20L e

qualidade microbioldgica das amostras de aguas minerais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

No periodo de margo a agosto de 2018 foram analisadas 99 amostras indicativas de
aguas minerais naturais (identificadas de Al a A99), comercializadas em embalagens
plastico-garrafdo retornaveis de 20 L obtidas em postos de gasolinas e estabelecimentos
comerciais dos municipios do Rio de Janeiro-RJ e Niter6i-RJ. Quinze marcas distintas foram
coletadas. Foi observada a data de fabricacdo da embalagem, de forma a se coletar 33
amostras com tempo de fabricagéo (Tr) nas seguintes faixas: T¢<1 ano, 1 ano <Tf <2 anos, e 2

anos <T¢< 3 anos. Apos a coleta, as amostras foram transportadas ao INCQS/Fiocruz.

3.1.1 Armazenamento e prévia higienizacdo das embalagens

As amostras foram mantidas a temperatura ambiente ao abrigo de luz até 0 momento
das andlises. Antes de dar inicio as andlises bacterioldgicas, todos os galGes foram
higienizados utilizando gaze estéril embebida em &lcool etilico a 70% em toda regido do
gargalo conforme ilustrado na Figura 3. A abertura do lacre foi realizada utilizando tesoura ou

bisturi estéril, de forma a evitar uma possivel contamina¢do durante 0 manuseio das amostras.

Figura 3 - Regido de higienizacdo das embalagens retornaveis de 20 L antes das analises

microbioldgicas (indicadas com setas).

Fonte: https://www.setegotas.com.br/produto/galao-vazio-de-agua-mineral-20-litros/. Acesso em: 11 jan. 2019.
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3.2 Isolamento de cepas de P. aeruginosa e Cronobacter spp.

Criotubos de cada cepa foram preparados e mantidos a -70 °C em caldo infusdo
cérebro-coracdo (BHI; Merck, Alemanha) contendo 20% de glicerol (Merck, Alemanha). Para
realizacdo dos experimentos, uma algada desta cultura foi semeada em caldo BHI e em &gar
nutriente (Merck, Alemanha) e incubados a 35 + 2 °C/24 h.

Foram utilizadas cepas de referéncia como controles positivos e negativos em todas as
analises bacterioldgicas. As cepas foram obtidas da Colecdo de Bactérias de Referéncia em
Vigilancia Sanitaria (CBRVS) do INCQS/Fiocruz e estdo descritas no Quadro 4.

Quadro 4 - Cepas de referéncia utilizadas nas analises

Micro-organismo Identificacdo na Identificacdo original
CBRVS

Clostridio perfringens INCQS 00130 ATCC! 13124
Escherichia coli INCQS 00033 ATCC 25922
Staphylococcus aureus INCQS 00015 ATCC 25923
Pseudomonas aeruginosa INCQS 00099 ATCC 27853
Enterococcus faecalis INCQS 00154 ATCC 19433
Enterococcus faecalis INCQS 00017 ATCC 4083

Streptococcus pyogenes INCQS 00155 ATCC 19615
Cronobacter sakazakii INCQS 00578 ATCC 29544

Legenda: 1 - American Type Culture Collection.
Fonte: Da autora, 2018.

3.3 Andlises bacterioldgicas

A quantificagdo de coliformes totais, enterococos e P. aeruginosa foi realizada pela
técnica dos tubos multiplos para a determina¢do do Numero Mais Provavel (NMP), onde 100
mL de cada amostra foram retirados e distribuidos em 10 tubos de ensaio contendo 10 mL dos
meios de cultura especificos para cada micro-organismo, de acordo com a metodologia do
Standard methods for the examination of water and wastewater, sendo a interpretacdo dos
resultados realizada de acordo com o Quadro 5 (APHA, 2012).
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Quadro 5 - Quantificacdo de acordo com a técnica do Nimero Mais Provéavel

NUmero de tubos positivos NMP%/100 mL Limites de confiabilidade
Inferior Superior
0 <11 3,4
1 1,1 0,051 59
2 2,2 0,37 8,2
3 3,6 0,91 9,7
4 51 1,6 13
5 6,9 2,5 15
6 9,2 33 19
7 12 4.8 24
8 16 5,8 34
9 23 8,1 53
10 >23 13

Legenda: 1-Numero Mais Provével.
Fonte: AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION, 2012.

A enumeracdo dos isolados de CSR foi realizada de acordo com os parametros da
norma 1SO 6461/1:1986 — Water quality — Detection and enumeration of the spores of sulfite-
reducing anaerobes (clostridia) — Method by enrichment in a liquid medium (ISO, 1986).

A pesquisa de Cronobacter spp. foi realizada por uma metodologia adaptada neste
estudo, tendo como base as técnicas descritas na ISO 22964:2017-Microbiology of the food
chain — Horizontal method for detection of Cronobacter spp. (ISO, 2017) e por Chen e
colaboradores (2012).

3.3.1 Enumeracdo de coliformes totais

Uma aliquota de 100 mL foi retirada de cada amostra e homogeneizada com o
substrato enzimético em po6 Colitag (Neogen, EUA). Imediatamente, a amostra foi distribuida
em 10 tubos de ensaio esterilizados de tamanho 13x160 mm e os tubos foram incubados a 36
+ 1 °C por 24 h. Os tubos que apresentaram mudancga de coloragdo para amarelo foram
considerados positivos e o resultado foi expresso em NMP/100 mL de acordo com o Quadro
5.
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3.3.2 Pesquisa de Escherichia coli

A pesquisa de E. coli foi realizada pelo método de presenca-auséncia por adicdo de
substrato enzimatico Colitag (Neogen, EUA) adicionado a 100 mL da amostra em frasco
esteril e incubado a 36 £ 1 °C por 24 £1 h. A amostra foi considerada positiva quando ocorre
a viragem da coloracdo para amarela e producdo de fluorescéncia quando visualizado em
lampada ultravioleta (UV) de 365nm, em razéo da deteccdo da enzima S-glucoronidase que é
produzida por E.coli, conforme ilustrado na Figura 4. O resultado foi expresso como presenca

ou auséncia de E. coli/ 100 mL conforme parametros dispostos no Quadro 1.

Figura 4 - Método de presenca-auséncia utilizando substrato enzimatico

Fonte: http://foodsafety.neogen.com/pt/colitag. Acesso em: 22 nov. 2018.

3.3.3 Enumeracdo de CSR

Dez tubos contendo o caldo Differential reinforced clostridial medium (DRCM,
Merck, Alemanha) em dupla concentracdao foram aquecidos até a fervura a 100 °C por 15 min.
Apo6s o periodo de fervura, os tubos foram submetidos a um choque térmico por resfriamento
em banho de gelo. Em paralelo, uma aliquota de 100 mL foi retirada da amostra e submersa
em banho-maria a 75 £ 5 °C por 15 min. Posteriormente, foram distribuidas aliquotas de 10
mL da amostra em cada tubo contendo caldo DRCM em dupla concentracdo. Apoés a
distribuicdo, os tubos foram incubados em condicGes de anaerobiose em jarra adequada
utilizando kit comercial de gerador e indicador de anaerobiose (GasPak ™, BD, EUA). A
jarra foi incubada a 37 = 1 °C por 44 + 4 h. Foram considerados positivos os tubos que
apresentaram precipitacdo negra, por conta da reducdo de sulfeto de ferro, e o resultado foi
expresso em NMP/100 mL de acordo com o Quadro 5.
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3.3.4 Enumeracdo de enterococcus

A enumeracao de enterococos foi realizada a partir de 10 mL da amostra distribuidos
em 10 tubos contendo o caldo azida-dextrose (NEOGEN, USA) em dupla concentracdo. Os
tubos foram homogeneizados e incubados a 35 + 2 °C por 48 + 4 h. Apds o periodo de
incubac&o, foi observada a presenca de turvacgédo do caldo. Para a confirmacdo, uma alcada do
tubofoi semeada, pela técnica de esgotamento, em agar Pfizer Selective Enterococos (PSE,
Himedia, Franca) e incubado a 35 £ 0,5 °C por 24 £ 2 h. As placas que apresentaram
crescimento de colbnias caracteristicas (col6nias negras com halo amarronzado) foram
submetidas & confirmac&o em tubos contendo caldo infusdo cérebro coracédo (BHI, BD, EUA)
com 6,5% de cloreto de sodio (NaCl) e BHI sem NaCl. Foram considerados pertencentes ao
género Enterococos os isolados que apresentaram turvacdo nos dois tubos de BHI (com NaCl

a 6,5% e sem NacCl). O resultado foi expresso em NMP/100 mL de acordo com o Quadro 5.

3.3.5 Enumeracao de Pseudomonas aeruginosa

O ensaio presuntivo de P. aeruginosa foi realizado a partir de 100 mL da amostra
distribuidos em 10 tubos (10 mL/tubo) contendo caldo asparagina (Biolog, Brasil) em dupla
concentracdo. Os tubos foram homogeneizados e incubados a 35 * 2 °C por 48 +2 h. Foram
considerados positivos 0s tubos que apresentaram pigmento verde fluorescente quando
visualizados em lampada UV. Para confirmacdo, uma aliquota de 100uL foi transferida para
um tubo contendo caldo acetamida (INLAB, Brasil) e incubado por até 36h a 35 + 2 °C. Os
tubos que apresentaram viragem para a coloracdo parpura foram considerados positivos e 0
resultado foi expresso em NMP/100 mL de acordo com o Quadro 5.

Para o isolamento de P. aeruginosa e realizacdo dos ensaios fenotipicos e moleculares, a
partir dos tubos positivos de caldo acetamida, foi realizado a semeadura, pela técnica de
esgotamento, em agar cetrimide (NEOGEN, USA) e incubado a 35 + 2 °C por 48 £ 2 h. As
amostras que apresentaram col6nias caracteristicas (colénias com producdo de pigmento
esverdeado), foram submetidos a identificacdo pelo sistema semi-automatizado Vitek 2.0
(bioMérieux, Franga), utilizando cartdes GN TEST KIT VITK 2, de acordo com as instrugdes

do fabricante.
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3.3.6 Pesquisa de Cronobacter spp.

Cem mL da amostra foram enriquecidos em 900 mL de agua peptonada tamponada
(APT; Merck, Alemanha) e incubada a 35 + 2 °C por 18h £ 2. Ap6s o periodo de incubacao,
uma aliquota de 40 mL foi retirada e transferida para um tubo conico de polipropileno do tipo
Falcon (EUA) com capacidade para 50 mL e submetido a centrifugacdo (Eppendorf 5418,
FA-45-18-11, Alemanha) a 3.860 rotagbes por minuto (rpm) a 4 °C por 10 min. O
sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em 200 pL de salina tamponada
fosfatada seguido de homogeneizacdo em aparelho homogeneizador de tubos por 15 s. Em
seguida, uma aliquota de 100 pL foi transferida para um tubo contendo 10 mL de caldo
Cronobacter Screening Broth acrescido de vancomicina (CSB/v; Oxoid, Inglaterra) e este
incubado a 41,5 + 1 °C por 24 * 2 h. Posteriormente, os tubos de CSB foram semeados, por
esgotamento, em meio Chromogenic Cronobacter Isolation Agar (CCI, Oxoid, Inglaterra) e
incubado a 41,5 + 1°C por 24 £+ 2 h. Trés col6nias caracteristicas, esverdeadas com ou sem
borda branca, obtidas no CCI foram re-isoladas em agar triptona de soja (TSA,BD, EUA) e
submetidas a confirmacdo bioguimica no sistema semi-automatizado Vitek 2.0 (bioMérieux,
Franca), utilizando cartdes GN TEST KIT VITK 2, de acordo com as instrucfes do fabricante.

As cepas de C. sakazakii INCQS 00578 (ATCC 29544) e E. coli INCQS0033 (ATCC
25922) foram utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.

3.4 Caracterizacao molecular dos isolados

3.4.1 Cronobacter spp.

Os isolados caracteristicos foram submetidos & confirmacdo molecular do género com
uso da técnica de gPCR com alvo no gene dnaG presente no operon de sintese
macromolecular, que codifica uma DNA primase envolvida na replicagdo inicial do
cromossomo, de acordo com Chen e colaboradores (2012). A extracdo de DNA foi realizada a
partir de cultivos das cepas em caldo BHI incubado a 35 * 2 °C por 24 h utilizando-se o kit
comercial Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante.
O DNA extraido foi estocado a -20 + 5 °C até o momento do uso. A PCR foi realizada de

acordo com as especificagdes descritas no Quadro 6.
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Reagentes[concentragéo] Volume (uL) . Conclij]gées 9e
Iniciadores e sonda ampliticacao
Universal Master Mix [2X]? 12,5 Crono F:
CronoF [10 pmol/uL]® 1,0 gigATATTCTCCCCTGAAA
CronoR [10 pmol/uL]® 1,0 Crono R: 50°C -2 min;
CronoP [100 uM]* 0,075 CGAGAATAAGCCGCGCATT | 92 °C —3min;
Crono P: FAM_ 40x (95 °C — 15s,
DNA molde 20 GAGTAGTAGTTGTAGAGGC | 22 .C— 405, 72°C
Agua DNAse/RNAse livre® 8425 | CGTGCTTCCGAAAG-TWRA | ~159)
Volume total 25,0

Legenda: & Applied Biosystems, EUA, °- Integrated DNA Technologies, EUA,; ¢- BioBasic, Canada.
Fonte: Da autora, 2018.

Para a identificacdo das espeécies, foi realizada a amplificacdo do gene fusA (gene

espécie-especifico) e os demais seis genes do MLST (atpD, gInB, gltB, gyrB, infB e pps)

também foram amplificados e sequenciados para determinacdo dos ST (BALDWIN et al.

2009). Os iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento estdo descritos no
Quadro 7.

Quadro 7 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos

genes do MLST de Cronobacter

Iniciadores Tamanho
Gene Amplificagdo (5°-37) Sequenciamento (5°-3”) pro dS?o (pb)
atpD | F- CGA CAT GAA AGG CGA CAT | F-CGA AAT GAC CGA CTC CAA 390
R- TTA AAG CCACGG ATGGTG | R-GGATGG CGATGATGT CTT
fusA | F- GAA ACC GTATGG CGT CAG | F- GCT GGA TGC GGT AAT TGA 438
R- AGA ACC GAA GTG CAG ACG | R-CCC ATACCA GCG ATG ATG
ginS | F-GCATCT ACCCGATGT ACG | F-GGG TGC TGG ATA ACATCA 363
R-TTG GCACGC TGAACAGAC |R-CTTGTTGGCTTCTTC ACG
gltB | F- CAT CTC GAC CAT CGCTTC F- GCG AAT ACC ACG CCT ACA 507
R- CAG CACTTC CACCAGCTC | R-GCGTAT TTC ACG GAG GAG
gyrB | F-TGC ACC ACA TGG TAT TCG F- CTC GCG GGT CAC TGT AAA 402
R- CAC CGG TCACAA ACT CGT | R-ACGCCGATACCGTCTTTT
infB | F- GAA GAA GCG GTA ATG AGC | F- TGA CCA CGG TAA AACCTC 441
R- CGATACCACATTCCATGC | R-GGACCACGACCTTTATCC
ppsA | F-GTC CAACAATGG CTCGTC | F- ACCCTG ACG AAT TCT ACG 495
R- CAG ACT CAG CCAGGT TTG | R-CAG ATC CGG CAT GGT ATC

Fonte: http://pubmlst.org/cronobacter/. Acesso em: 02/04/2018.
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A extracdo de DNA foi realizada a partir de cultivos das cepas em caldo BHI incubado
a 35 = 2 °C por 24 h utilizando-se o kit comercial Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA) de
acordo com as instrucGes do fabricante. O DNA extraido foi estocado a -20 + 5 °C até o
momento do uso. As PCRs foram realizadas em aparelho SimpliAmp ThermalCycler (Applied
Biosystems, Singapore). Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% a 60 V/80 min com a aplicacdo de corante fluorescente de acidos nucléicos
ultrassensivel (GelRed®, Thermo Fischer, EUA). Para visualiza¢do da amplificacdo utilizou-
se sistema de fotodocumentagdo L-PIX Touch (LOCCUS, Brasil). Os produtos amplificados
foram purificados utilizando-se kit comercial (Quick PCR Purification Kit, Invitrogen, USA).
A concentracdo e a qualidade do DNA foram avaliadas em espectrofotometro NanoDrop-
2000c (ThermoScientific, EUA).

O sequenciamento foi realizado na plataforma PDTIS de Sequenciamento do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) utilizando Sequenciador Automético ABI Prism 3730XL
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA). Os produtos foram enviados em microtubos
com capacidade de 1,5 mL (Eppendorf, Alemanha) contendo: 2,0 uL do iniciador (primer -
Foward) a 1,6 pmol e 5,5 pL do produto de DNA purificado, ajustados para concentracfes
entre 10-40 ng de acordo com as recomendacdes da Plataforma (Procedimento Operacional
Padrdo RPT01A-001, 2012). As analises dos cromatogramas foram realizadas utilizando
software BioEdit 709 (Informer Technologies Inc., Shingle Springs, CA, EUA) e as
sequéncias dos genes do MLST foram analisadas através das ferramentas disponiveis no

banco de dados (www.pubMLST.org/cronobacter).

3.4.2 Pseudomonas aeruginosa

Os isolados de P. aeruginosa confirmados pelo sistema semi-automatizado Vitek 2.0
foram submetidos a caracterizacdo molecular. A extracdo do DNA foi realizada com Kkit
comercial Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA) conforme descrito previamente (item
3.4.1). Foi realizada a PCR do gene 16S rRNA com iniciadores especificos para a espécie
descritos por Spilker e colaboradores (2004) (Quadro 8). A eletroforese em gel foi realizada

conforme descrito anteriormente (item 3.4.1).


http://www.pubmlst.org/cronobacter
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Quadro 8 - Iniciadores para PCR com alvo no gene 16S rRNA para identificagdo de P.

aeruginosa.
o Posicdo da sequéncia Tamanho do
Iniciadores
16S rRNA produto (pb)
PA-SS-F 5’-GGGATCTTCGACCTCA-3’ 189-206 056
PA-SS-R 5’>-TCCTTAGAGTGCCACCCG-3’ 1124-1144

Fonte: Spilker e colaboradores, 2004.

As cepas de P. aerugionosa foram submetidas a técnica do ERIC-PCR descrito por
Versalovic e colaboradores (1991), utilizado-se o iniciador ERIC-2 (5’-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"). Os produtos da amplificacdo foram analisados por
eletroforese em gel de 1,5% de agarose, utilizando o corante GelRed, em tampao TBE 0,5X
por 90 min a 60 V. Como marcador de peso molecular foi utilizado o peso 1 kb plus DNA
ladder (Invitrogen, EUA) O gel foi fotografado e analisado utilizando-se sistema de
fotodocumentagéo L-PIX Touch. Os padrdes de bandas foram analisados com uso do
Programa BioNumerics versdo 6.6 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). O dendograma foi
construido com indice de Dice e o método “unweighted Pair Group Method with Arithmetic
average” (UPGMA) (VAN BELKUM et al., 2007).

Para a determinacdo dos STs, 0s seis genes housekeeping para P. aeruginosa (acsA,
arok, guaA, mutL, ppsA e trpE) foram amplificados conforme os protocolos descritos no
banco de dados (https://pubmlst.org/paeruginosa). Para o gene nuoD, foi desenhado a partir
deste trabalho, uma sequéncia de alelos utilizando o programa primer 3. O alinhamento para
este gene foi realizado no NCBI. Os genes e as sequéncias dos seus respectivos iniciadores

estdo descritos no Quadro 9.
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Quadro 9 - Sequéncia dos iniciadores utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos
genes do MLST de P.aeruginosa

Gene Amplificacio (5°-3°) Sequenciamento (5’-3’) | Tamanho
do produto
(pb)
acsA ACCTGGTGTACGCCTCGCTGAC | GCCACACCTACATCGTCTAT 390
GACATAGATGCCCTGCCCCTTGAT | AGGTTGCCGAGGTTGTCCAC
arokE TGGGGCTATGACTGGAAACC ATGTCACCGTGCCGTTCAAG 495

TAACCCGGTTTTGTGATTCCTACA | TGAAGGCAGTCGGTTCCTTG

guaA CGGCCTCGACGTGTGGATGA AGGTCGGTTCCTCCAAGGTC 372
GAACGCCTGGCTGGTCTTGTGGTA | GACGTTGTGGTGCGACTTGA

mutL CCAGATCGCCGCCGGTGAGGTG | AGAAGACCGAGTTCGACCAT 441
CAGGGTGCCATAGAGGAAGTC GGTGCCATAGAGGAAGTCAT

nuoD ACCGCCACCCGTACTG ACCCGCACCTGACCCGCAT 366
TCTCGCCCATCTTGACCA TCTCGCCCATCTTGACCA

ppsA GGTCGCTCGGTCAAGGTAGTGG GGTGACGACGGCAAGCTGTA 369
GGGTTCTCTTCTTCCGGCTCGTAG | GTATCGCCTTCGGCACAGGA

trpE GCGGCCCAGGGTCGTGAG TTCAACTTCGGCGACTTCCA 441
CCCGGCGCTTGTTGATGGTT GGTGTCCATGTTGCCGTTCC

Fonte: CURRAN et al., 2004.

3.5 Determinacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de interesse clinico

As cepas de Cronobacter spp. e P.aeruginosa, provenientes deste estudo, foram
avaliadas quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos através do método de difusdo em agar
Muller Hinton (Oxoid, Inglaterra), seguindo os critérios do Clinical and Laboratory
Standardsinstitute (CLSI, 2018). Para cada cepa, foram preparadas suspensdes bacterianas
ajustando a turvacao para 0,5 na escala de McFarland. E. coli (INCQS 00033) ATCC 25922
foi utilizada como controle dos discos de antibidticos. Foram testados os antimicrobianos
(BIO-RAD Laboratories Inc, Franga) recomendados para avaliacdo de cepas da familia
Enterobacteriaceae para os isolados de Cronobacter spp. nas seguintes concentracoes:
ampicilina-sulbactan (SAM; 10/10 pg), amoxacilina-clavulanato (AMC; 20/10 ug),
ceftriaxona (CRO; 30 ug), tetraciclina (TE; 30 pg), ciprofloxacina (CIP; 5 ug), trimetoprim-
sulfametoxazola (SXT; 1,25/23,75 ug), piperaciclina-tazobactam (PPT; 100/10ug) ampicilina
(AMP; 10 pg), meropenema (MER; 10 pg), gentamicina (GEN; 10 pg), acido nalidixico
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(NAL; 30 pg), aztreonam (ATM; 30 pg) e nitrofurantoina (NIT; 300 pg). Para as cepas de P.
aeruginosa foram utilizados os antimicrobianos recomendados para espécie P. aeruginosa nas
seguintes concentracdes: piperaciclina-tazobactam (PPT; 100/10 pg), ceftazidima (CAZ; 30
ug), cefepima (CPM; 30 ug), aztreonama (ATM; 30 ug), meropenem (MER; 10 ug),
gentamicina (GEN; 10 pg), amicacina (AMI; 30 pg), ciprofloxacina (CIP; 5 pg) e
levofloxacina (LVX; 5 pg). As placas foram incubadas a (35 + 2 °C) por 24 h. Apoés, 0
diametro da zona de inibicdo foi mensurado e as cepas foram classificadas como: sensivel,
resisténcia intermediaria ou resistente de acordo com os critérios estabelecidos pelo CLSI
(2018).

3.6 Pesquisa de formacéao de biofilme

A pesquisa de formacdao de biofilme dos isolados de P. aeruginosa e Cronobacter spp.
foi realizada de acordo com protocolo descrito por Pedrosa e colaboradores (2014) e Umeda e
colaboradores (2017), respectivamente. Foram realizados trés experimentos independentes em
triplicata para cada cepa. Avaliou-se a formacéo de biofilme na matriz de poliestireno e matriz
aco inox, tendo como substratos o caldo BHI e dgua mineral estéril. O caldo BHI é um caldo
rico em nutrientes, favorecendo o crescimento dos micro-organismos. A &gua mineral foi
utilizada como parametro de crescimento justamente onde as cepas foram previamente
isoladas neste estudo. A interpretacdo dos resultados foi realizada pela média das nove
leituras dos trés experimentos independentes e foram classificados da seguinte forma: néo
aderente (NA), fracamente aderente (FA), moderadamente aderente (MA) e fortemente
aderente (FMA), segundo critérios descritos por Stepanovic e colaboradores (2007) (Quadro
10).

Quadro 10 - Critérios de aderéncia de Biofilme

Classificacdo Aderéncia
Né&o aderente (NA) D.0L.<D.O. (CN?)
Fracamente aderente (FA) + D.0.(CN)<D.0.<2xD.0O. (CN)
Moderadamente aderente (MA) ++ 2xD.0.(CN)<D.0.<4xD.O. (CN)
Fortemente aderente (FMA) +++ 4xD.O.(CN)<D.O.

Legenda: 1-Densidade Optica; 2- Controle negativo.
Fonte: STEPANOVIC et al., 2007.
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3.6.1 Avaliacédo da formagéo de biofilme em matriz poliestireno

A Figura 5 ilustra o esquema realizado para os ensaios de avaliacdo da formacao de
biofilme em matriz poliestireno, conforme protocolo descrito por Pedrosa e colaboradores
(2014) e Umeda e colaboradores (2017). As cepas previamente criopreservadas foram
semeadas em TSA e incubadas a 352 °C por 24+2 h para confirmagdo da pureza. Uma
col6nia isolada de cada cepa foi semeada em dois tubos 13x100 mm contendo 3,0 mL de
caldo BHI e incubados sob agitacdo de 150 rpm a 36 + 2° C por 24 h. Apds o periodo de
incubacdo, um tubo de BHI foi utilizado para a inoculacdo de 200 pL do crescimento
bacteriano, em triplicata, em duas microplacas de poliestireno contendo 96 orificios com
fundo chato (Microtes™ Falcon, EUA). O outro tubo de BHI contendo a mesma cepa foi
centrifugado (Eppendorf 5804-R, A-4-44, Alemanha) a 7.500 rpm por10 min. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspendido com 1,5 mL de agua mineral estéril (previamente
autoclavada a temperatura de 121 °C por 15 min). Duzentos microlitros dessa suspenséo
foram inoculados, em triplicata, nas duas microplacas. A cepa de P. aeruginosa ATCC 27853
foi utilizada como controle positivo (CP) e o caldo BHI e a agua mineral estéril foram
utilizados como controles negativos (-). Todos os controles também foram inoculados em
triplicata, nas duas microplacas. Uma placa foi incubada na temperatura de 25 + 2 °C e a outra
a 36 £ 2 °C. A temperatura de 25 £ 2 °C simulou a temperatura ambiente onde, geralmente,
estdo dispostos os galdes de 20 L comercializados nos estabelecimentos comerciais. A
temperatura de 36 + 2 °C simulou a temperatura 6tima de crescimento das bactérias avaliadas
e uma condicdo comum no Estado do Rio de Janeiro. Apos o periodo de 48 h de incubagédo, o
contetdo de cada poco foi aspirado. As placas foram lavadas cinco vezes em agua destilada e
foram mantidas a temperatura ambiente até a completa secagem (aproximadamente 45 min).
A seguir foram adicionados 200 pL de solugéo cristal violeta (Merck, Alemanha) 0,41% em
cada poco nas microplacas e estas foram mantidas a temperatura ambiente por 45 min. Os
pocos foram aspirados e as placas foram lavadas por cinco vezes em agua destilada e deixadas
em temperatura ambiente até a completa secagem. Em seguida, foram adicionados 200 uL de
etanol absoluto (Merck, Alemanha) em cada poco e as placas foram mantidas sob agitacdo a
500 rpm em aparelho agitador de placas. Ap6s 10 min, 150 puL do contetdo de cada poco
foram transferidos para novas placas e foi realizada a leitura da densidade optica (D.O.) em
aparelho espectrofotémetro (Biomérieux, Reader 270, Franga) em comprimento de onda de
600 nm.
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Figura 5 - Esquema representativo da avaliagdo da formacdo de biofilme em matriz

poliestireno.
Incubacio sob
agitacio de 150rpm Q 25°C e 36°C <
| - - 48h de incubacio S
Crescimento em TSA AmL de caldo BHI 200pnL do crescimento bacteriano conteiido aspirado -
lavagem 5x com dgua
)0 -
P2y Cpar2ih destilada
Secagem por 45'
i \:‘ > \
o ) . -~
200pL de uma solucio de 51;35;1;1‘5: com dgua v Agitagio de 500rpm/10 min
cristal violeta 0.41% Secagem por 45' 200pL de etanol a 96%

Leitura em comprimento
150l do conteudo para uma nova placa de onda de 600nm

Fonte: Da autora, 2019.

3.6.2 Avaliacdo da formacéo de biofilme em matriz aco inox

As cepas foram semeadas em agar tripticaseina de soja (TSA) (Merck, Alemanha) e
incubadas a 35 + 2 °C por 24 h. Uma col6nia isolada foi semeada em dois tubos contendo 5,0
mL de caldo infusdo cérebro-coracdo (BHI) (Merck, Alemanha) incubados sob agitacdo de
150 rpm (Orbit-Shaker, Lab-Line, EUA) a 36 £+ 2 °C por 24 h. Apoés a incubacdo, um tubo de
caldo BHI foi utilizado para inoculagdo de 2,0 mL do crescimento celular em dois tubos
38x250 mm contendo um cilindro de aco inox (Figura 6). O segundo tubo da mesma cepa foi
centrifugado a 7.500 rpm/10 min (Eppendorf 5804-R, A-4-44, Alemanha), o sobrenadante foi
descartado, e 0 sedimento ressuspenso em 5,0 mL de agua mineral natural estéril. Dois
microlitros dessa suspensao foram inoculados em dois tubos contendo um cilindro de aco inox
de dimensdes. A cepa de P. aeruginosa (INCQS 00099) ATCC 27853 foi utilizada como CP.
Caldo BHI sem crescimento e uma agua mineral natural estéril foram utilizados como

controles negativos (CN). Um tubo foi incubado a 25 + 2 °C e o0 outro a 36 £ 2 °C por 48 h.
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Para leitura, cada cilindro de aco inox foi lavado por cinco vezes com &gua destilada e
mantida a temperatura ambiente durante 45 min. A seguir, foram adicionados 2,0 mL de
solucdo de cristal violeta 0,41% (Merck, Alemanha) e os tubos foram mantidos em
temperatura ambiente por 45 min. A lavagem foi realizada novamente por cinco vezes em
agua destilada, e o cilindro transferido para um tubo novo da mesma dimensdo e mantido a
temperatura ambiente por 45 min. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL de etanol a 96%
(Merck, Alemanha). Apdés 10 min, 150 pL do conteddo de cada tubo foram transferidos para
microplacas de 96 pocos e foi realizada a leitura da densidade oOptica (D.O.) em aparelho

espectrofotébmetro (Biomérieux, Reader 270, Franga) em comprimento de onda de 600 nm.

Figura 6 - Tubos de ensaio contendo superficie de aco inox em formato de circulo utilizados

para avaliacdo de biofilme em matriz inox.

Fonte: Da autora, 2019.

3.6.3 Avaliagdo da atividade antibiofilme do hipoclorito de sodio frente a formacdo de

biofilme dos isolados

A atividade antibiofilme do hipoclorito de sodio foi analisada frente as cepas que
apresentaram a formac&o de biofilme na matriz de poliestireno (item 3.6.1). O produto a base
de hipoclorito de sédio foi obtido do comércio e testado quanto ao teor de cloro ativo, de
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acordo com o declarado no rétulo pelo fabricante, no Setor de Cosméticos e Saneantes do
INCQS/Fiocruz por andlise de volumetria de oxirreducdo, tendo como referéncia a RDC n°
110/2016 (BRASIL, 2016), sendo considerado satisfatorio. Previamente as analises, o produto
foi diluido utilizando-se agua mineral estéril para adequacao as seguintes concentracoes:
- Simulacgdo de desinfecgdo geral (superficies fixas, pisos, paredes, etc...) (2%)
- Simulacdo de desinfecgéo de alimentos (1%)
- Simulacdo de desinfeccédo de bebedouros (0,02%)

Os biofilmes formados pelas cepas foram expostos a solu¢des de hipoclorito de sédio
nas seguintes concentragcdes e tempos de exposic¢ao: 0,02% por 10, 30 e 60 min; 1% por 10
min; e 2% por 10 min, e apds o tempo de contato, as leituras foram realizadas de acordo com

0 procedimento descrito em 3.6.1.

3.7 Avaliacdo da relacdo entre a qualidade microbioldgica e do tempo de fabricacédo das
embalagens

Para a avaliagdo entre o T das embalagens plastico-garrafdo nas faixas estudadas (Ts <
1 ano, 1 ano < T¢ < 2 anos, e 2 anos < Tr < 3 anos) e as condi¢des sanitérias, foi aplicado o
teste t de Student para amostras independentes, considerando como significativa uma
probabilidade inferior a 0,05 (P< 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo da qualidade microbiologica das amostras de aguas minerais naturais

A caracterizagdo microbioldgica das amostras analisadas neste estudo esté apresentada
na Tabela 1. Das 99 amostras analisadas, 22 amostras (22,2%) apresentaram qualidade
microbiologica insatisfatoria considerando os critérios preconizados pela RDC n° 275/2005,
sendo a maioria devido a contaminacdo por coliformes totais (16,2%) e P. aeruginosa
(10,1%). Estudos anteriores realizados no Brasil j& haviam relatado que 50-72% das amostras
de &guas minerais naturais vendidas em garrafas de 20 L apresentaram-se insatisfatdrias para
0 consumo humano devido a contaminacdo microbiolégica (NUNES FILHO et al., 2008;
BRANDAO et al., 2012; PEDROSA et al., 2014; GOMES et al., 2015). Além disso,
considerando as amostras representativas, dos 33 lotes analisados, 13 (39,4%) foram
consideradas insatisfatorias, 0 que aumenta a reprovacdo destes produtos de acordo com 0s

critérios legislativos.
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Tabela 1 - Caracterizagdo microbiol6gica das amostras de dguas minerais naturais comercializadas em gal6es de 20 L analisadas neste estudo.

Micro-organismos (Total / %)

Amostras Collforr?es Clostridios sullflto E. colit Enterococos'  Cronobacter?  P. aeruginosa’
totais redutores

Al-5, 7-24, 28, 29, 31-33, 35- <11 <11 Auséncia <11 Auséncia <11
40, 43, 46-60, 64-67, 69-71, 73,
74,76,77,79, 81-86, 89, 91-95

A6, 30, 90 >23 <1,1 Auséncia <11 Auséncia <1,1

A25 >23 >23 Presenca <11 Auséncia 2,2

A26 <1,1 >23 Auséncia <1,1 Auséncia <1,1

A27 16 6,9 Presenca <11 Auséncia 3,6

A34,61, 68,72, 96 1,1 <1,1 Auséncia <1,1 Auséncia <1,1

A4l 2,2 <1,1 Auséncia <1,1 Auséncia <1,1

A42, 75, 87 <1,1 <1,1 Auséncia <11 Auséncia >23

Ad4 1,1 3,6 Auséncia <11 Auséncia <11

A45 1,1 1,1 Auséncia <11 Auséncia 16

A62 >23 <11 Auséncia <11 Auséncia 1,1

A63 >23 <1,1 Auséncia <11 Auséncia 2,2

A78 <1,1 <1,1 Auséncia <11 Auséncia 51

A80 >23 <11 Auseéncia <11 Presenca <11

A88 <1,1 <1,1 Auséncia <11 Auséncia 1,1

Total (n=99) 16 (16,2%) 5 (5,0%) 2 (2,0%) 0 (0,0%) 1 (1,0%) 10 (10,19%0)

Legenda: 1- Resultados expressos em Numero Mais Provavel/100 mL; 2- Resultados expressos em Presenca ou auséncia/100 mL.
Fonte: Da autora, 2019.
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Esses resultados enfatizam a importancia de coletar vérias amostras do mesmo lote
para analise, uma vez que a contamina¢do ndo € homogénea. Essa contaminacdo pode ser
atribuida ao uso de diferentes garrafas retornaveis de 20 L no mesmo lote de agua mineral
natural, inclusive de diferentes fabricantes, ou contaminacdo intermitente, como durante o
envase, vedagdo ou ocasionado por outra etapa na linha de producdo. Os coliformes que
podem ocorrer naturalmente no solo, na &gua e na vegetagdo indicam possivel contaminagéo
por fontes aéreas ou por superficies de contato do produto que ndo foram efetivamente
desinfetados. Como os coliformes normalmente ndo estdo presentes nas fontes naturais de
agua mineral, sua presenca é considerada um indicador de contaminacdo da agua na fonte ou
durante o processo de embalagem (COMISSAO DO CODEX ALIMENTARIUS, 2011). Os
coliformes podem se originar de praticas nao higiénicas ou do meio ambiente, sendo a E. coli
considerada um dos indicadores mais adequados de contaminacéo fecal. No presente estudo,
das 99 amostras analisadas, duas (2,0%) apresentaram contaminagéo por E. coli.

Das 15 marcas analisadas, nove (60,0%) apresentaram resultado insatisfatorio para
pelo menos um dos lotes analisados. Esses resultados foram semelhantes aos relatados por
Pedrosa e colaboradores (2014) que analisaram 33 marcas e observaram que 57,6%
apresentaram resultados insatisfatorios. Esses resultados indicam que esses produtos
continuam a representar risco para o consumo humano e concordam com dados anteriores do
Ministério da Saude, que relataram que de 2000 a 2017 a agua foi implicada como veiculo de
contaminacdo em 770 (6,16%) surtos de um total de 12.503, e E. coli foi o agente etiologico
mais frequente (BRASIL, 2018).

No presente estudo, P. aeruginosa foi isolada em 10 amostras (10,1%). Considerando
que a P. aeruginosa ndo é um micro-organismo normal da microbiota das dguas minerais
naturais, porém pode sobreviver e crescer nessas aguas, sua presenca € considerada um
indicador de contaminacdo da agua na fonte ou durante o processo de embalagem
(COMISSAO DO CODEX ALIMENTARIUS, 2011). P. aeruginosa foi detectada em 8/33
lotes (24,2%) neste estudo, sendo essa ocorréncia menor do que a relatada por outros estudos
gue observaram a ocorréncia de P. aeruginosa em amostras de agua mineral natural
engarrafada de 20 L comercializadas no Brasil, que variaram de 47,5 a 67,7% (BRANDAO et
al., 2012; PEDROSA et al., 2014; GOMES et al., 2015). Na Irlanda, Caskey e colaboradores
(2018) analisaram 67 amostras de dguas minerais engarrafadas e detectaram P. aeruginosa
apenas em duas (3%) amostras. Essa menor ocorréncia pode ser atribuida provavelmente ao
fato dessas amostras ndo serem comercializadas em frascos retornaveis, que provavemente

sdo a maior fonte de contaminacao.
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Apenas a amostra A80 apresentou contaminagdo por Cronobacter spp. (Tabela 1).
Essa amostra apresentou alta concentracdo de coliformes totais, mas os demais indicadores de
contaminacéo fecal pesquisados (E. coli, CSR e enterecocos) nao foram detectados. Devido a
baixa ocorréncia de Cronobacter spp. nas amostras analisadas (1,0%), nenhuma analise
estatistica de correlacdo entre a presenca de indicadores de contaminacéo fecal e a presenca
de Cronobacter spp. pode ser realizada. Liu e colaboradores (2013) reportaram que
coliformes totais podem ser utilizados como indicadores da contaminacdo por Cronobacter
Spp. em aguas para 0 consumo humano, obtendo uma taxa de verdadeiro positivo de 96%.
Esses resultados foram similares ao presente estudo, uma vez que a amostra AS8O,
contaminada com C. malonaticus, apresentou alta carga de coliformes totais (Tabela 1). Outro
ponto interessante foi que nem Cronobacter spp. ou algum indicador de contaminacédo fecal
foi detectado nas amostras A78 e A79, que sdo do mesmo lote que a amostra A80. Conforme
discutido anteriomente, estes resultados indicam que a contaminagdo em amostras do mesmo
lote ndo é homogénea. A discrepancia dos resultados obtidos na presente investigacdo
relativos a ocorréncia de Cronobacter spp. com os demais previamente reportados na
literatura pode estar atribuida ao tipo de agua analisada, e as diferencas nas metodologias
utilizadas, uma vez que ainda ndo existe um método de referéncia para pesquisa de
Cronobacter spp. em amostras de 4guas para 0 consumo humano.

A contaminacdo de dgua mineral por Cronobacter spp pode ocasionar alguns agravos
a salde quando essa agua € utilizada, por exemplo, para o preparo de alimentacdo infantil. O
uso de agua fervida e posteriormente resfriada a temperatura de 70 °C para reconstituicdo de
férmula infantil desidratada (FID) é recomendada para prevenir a contaminagdo e crescimento
de Cronobacter spp. (SILANO et al., 2016). Contudo, alguns pais e cuidadores por
acreditarem que as dguas minerais naturais sdo produtos seguros acabam nao seguindo esta
recomendacdo. (WOLF et al., 2008; AYAZ et al., 2017). Logo, mesmo que a ocorréncia de
Cronobacter spp. encontrada neste estudo tenha sido baixa (1,0%), o uso destas aguas
minerais naturais sem o correto tratamento térmico para reconstituicdo de FID pode acarretar
riscos & saude dos lactentes. Além disso, a recente publicacdo de um surto de gastroenterite
aguda causada por C. sakazakii em adultos saudaveis na China, onde o consumo de alimentos
contaminados com o patogeno foram identificados como o possivel veiculo de contaminagao
(YONG et al., 2018), pode indicar que o consumo de &guas minerais contaminadas com

Cronobacter spp. pode representar um risco para estes individuos.
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4.2 Avaliacdo da qualidade microbioldgica e o tempo de fabricacdo das embalagens

As garrafas retornaveis geralmente sdo feitas de material de polietileno tereftalato
(PET), o que tem a desvantagem de liberar residuos que podem alterar as caracteristicas
organolépticas da agua mineral natural. Assim, o0s recipientes de vidro sdo mais
recomendados microbiologicamente do que os plasticos, uma vez que foi demonstrado que as
garrafas plasticas podem favorecer a reproducdo microbiana quando as condicbes de
armazenamento nao sao 6timas (DE GIGLIO et al., 2015).

Em relacdo ao Tr das embalagens pléstico-garrafdo de 20 L, o maior percentual de
amostras insatisfatorias foi identificado nas amostras com embalagens na faixa de 2 anos < Tt
< 3 anos (Figura 7). Ap6s andlise estatistica, ndo houve diferenca entre as amostras com Ts <
lanoe 1 ano < T¢<2 anos (P = 0,160). Contudo, diferengas significativas foram detectadas
quando comparado o tempo de Tf< 1 ano e 2 anos < Tfr< 3 anos (P =0,012) el ano < Tf<2
anos e 2 anos < Tf < 3 anos (P = 0,003). Estes resultados indicam que talvez o prazo de até
trés anos ndo seja suficiente para garantir a integridade das embalagens para sua reutilizagéo,
mostrando que estes podem apresentar maior risco para contaminacdo destes produtos. Em
um estudo realizado ap6s a publicacdo da Portaria n°® 358/2009 (BRASIL, 2009), que
estipulou um prazo de validade de trés anos para as embalagens plastico-garrafdo de 20 L,
Pedrosa e colaboradores (2014) relataram um percentual de 50% de amostras insatisfatorias
na analise de 80 amostras. Contudo os autores ndo avaliaram o Tr das embalagens das

amostras, podendo este ter sido um fator para este alto percentual identificado.

Figura 7 - Avaliacdo da qualidade microbioldgica e o tempo de fabricacdo das embalagens

plastico-garrafdo de 20L.

% de amostray insatisfatoriay

Tf=<1ano lano <Tf<2 anos 2 anos <Tf <3 anos

Tempo de fabricacio da embalagem plastico-garrafio (Ty)

Fonte: Da autora, 2018.
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4.3 Caracterizacao fenotipica e molecular dos isolados
4.3.1 Cronobacter spp.
O isolado presuntivo de Cronobacter spp. da amostra A80 foi confirmado pelo gPCR

e identificado como “C.sak group” Bionumero 0625734153622210 com uso do sistema semi-
automatizado Vitek 2.0 (Tabela 2).



Tabela 2 - Caracterizacédo fenotipica, perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e producédo de biofilme dos isolados.

Cepas (n.°da
amostra)

P163 (A27)
P164 (A42)
P165 (A45)
P166 (A87)
P167 (A75)
P168 (A78)
C294 (A80)
P.aeruginosa
(INCQS

00099)
ATCC 27853

Legenda: S= sensivel a todos os antimicrobianos testados; NA= ndo aderente, FA= fracamente aderente, MA= moderadamente aderente (MA), FMA= fortemente aderente, NR= néo realizado.

Perfil do Vitek 2.0
- BionUmero

P. aeruginosa
0003053043500040
P. aeruginosa
0043053003500200
P. aeruginosa
0003051043500252
P. aeruginosa
0043053043500040
P. aeruginosa
0003453043500200
P. aeruginosa
0043453103500210
Cronobacter sak.
group
0625734153622210
NR

Fonte: Da autora, 2019.

Antibiogra
ma

NR

Producdo de Biofilme em matriz poliestireno

Caldo infuséo cérebro-

coragéo
(25+2)°C (36 +1)°C
MA MA
FMA MA
FMA MA
FMA MA
FMA MA
FMA MA
FA NA
FMA MA

Agua mineral natural
estéril

(25 £ 2)°C
FA
MA
FA
FA
FA
FA

FA

FMA

(36 £ 1) °C
FA
NA
NA
FA
FA
FA

FA

MA

Producdo de Biofilme em matrix inox

Caldo infuséo cérebro-

coragao
(25+2)°C  (36+1)°C
FA FA
FA FA
FA FA
FA FA
FA NA
FA FA
FA FA
NA MA

Agua mineral natural estéril

(25 +2)°C
FA
FA
FA
NA
NA
NA

FA

FA

(36 +1)°C
NA
NA
NA
NA
NA
NA

NA

NA

54
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A tipificagdo da cepa C294 pelo MLST identificou o isolado como pertencente a
espécie C. malonaticus ST 440 e foi depositado no banco sob “id” de nimero 2646. Este ST
ja foi identificado em cepas isoladas no Brasil em um surto ocorrido na cidade de Teresina no
Piaui, ocasionando a morte de trés neonatos (BRANDAO et al., 2015; UMEDA et al., 2017).
De acordo com o banco de dados do MLST (https://pubmlst.org/cronobacter/), este ST
também j& foi isolado a partir de amostra de leite na China (Figura 8). Uma investigacdo
realizada na China isolou Cronobacter spp. em 32 (12,9%) de 248 amostras de aguas para
consumo humano e de sistemas de abastecimento municipais (LIU et al., 2013; CUI et al.,
2015). Outro estudo detectou nove (9%) cepas de Cronobacter spp. em 100 amostras de aguas
para consumo humano provenientes de diferentes provincias na China (FEI et al., 2018). Cui e
colaboradores (2019), no periodo de abril a novembro de 2016, trabalharam com 23 amostras
provenientes de agua de fazendas, parques e reservatorios, e destas, trés (13,0%) apresentaram
contaminacdo por Cronobacter spp. Vale ressaltar, que até o presente estudo, ndo havia
depdsitos de STs provenientes de amostras de agua mineral natural no banco de dados online,

e que o mesmo, foi depositado como proveniente de fonte ambiental.

Figura 8 - Cepas de C. malonaticus ST 440 depositadas no banco de dados do MLST.
skt filds 0 BT WSt |

i i g s

1470 o9 C. malonateus brazl ~ Clnicel 2013 12413 12 204 77 163 244 440
171 (90 C. malongficus 9 Brezl  Clincal 2013 12413 112 24 77 163 44 40
181 Crodf . malonaticus CmalO1 Chna ik 2009 12413 112 24 77 163 44 40
2046 G204 . malonaticus Brazi Environmental 201 1413 172 04 77 183 244 44D

Fonte: https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_cronobacter_isolates&page=profiles. Acesso em: 24 out. 2019.

A cepa de C. malonaticus foi sensivel a todos os antimicrobianos testados e néo
apresentou formacéo de biofilme nas matrizes estudadas (Tabela 2). Estes resultados foram
similares a outros estudos que isolaram Cronobacter de amostras de alimentos sensiveis a
maioria dos antimicrobianos testados (MOLLOY et al., 2009; CHEN et al., 2012; HUANG et
al., 2015; BRANDAO et al., 2016; BRANDAO et al., 2017; VASCONCELLOS et al., 2018).
Em relacdo ao biofilme, Umeda e colaboradores (2017) avaliaram 10 cepas de C. malonaticus

de seis ST distintos, incluindo os dois isolados clinicos ST 440 do surto ocorrido no Brasil
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(BRANDAO et al., 2015), e também observaram que as cepas ndo produziram biofilme

moderado ou forte em matriz poliestireno.

4.3.2 P. aeruginosa

Os isolados de P. aeruginosa (n= 6) foram confirmados pelo sistema Vitek 2.0 com
nivel de confianca Excelente (97-99%). O perfil fenotipico entre os isolados foi distinto para
cada isolado, conforme apresentado na Tabela 2. N&o foi possivel isolar cepas de P.
aeruginosa das amostras A25, A62, A63 e A88, pois ndo houve crescimento de coldnias no
agar cetrimide ou crescimento de outras espécies do género Pseudomonas. Isto pode ter
ocorrido devido ao tempo de incubacdo do caldo acetamida antes da semeadura no agar
cetrimide, o que poderia levar a perda de viabilidade da P. aeruginosa no caldo acetamida
(PEDROSA et al., 2014).

Os resultados da producdo de biofilme pelas cepas de P. aeruginosa estdo
apresentados na Tabela 2. No caldo BHI, todas as cepas de P. aeruginosa (n=6) foram
capazes de produzir biofilme e foram consideradas moderadamente ou fortemente aderentes
em ambas as temperaturas estudadas (25 e 36 °C). Ja na agua mineral natural, somente a cepa
P164 foi capaz de produzir biofilme moderado na temperatura de (25 * 2) °C. Esses resultados
também foram observados por Pedrosa e colaboradores (2014) que relataram que as cepas de
P. aeruginosa produzem mais biofilme em matriz BHI do que em &gua mineral natural. No
entanto, Silva e colaboradores, (2008) avaliaram 10 isolados de P. aeruginosa em &gua
mineral e observaram que nenhuma cepa foi capaz de aderir ao material PET. A composi¢éo
do meio é provavelmente o fator mais importante que influencia a capacidade das bactérias de
produzir biofilme sob condicdes in vitro (STEPANOVIC et al., 2007).

A exposi¢do ao hipoclorito de sédio a 0,02% n&o eliminou o biofilme nem mesmo
apos 60 min de contanto. Nas concentracdes de 1 e 2% o hipoclorito de sodio eliminou o
biofilme formado pelas cepas. De acordo com Manual do Ministério de Saude -
Processamento de Artigos e Superficies em Estabelecimentos de Saude (BRASIL, 1994), o
uso de hipoclorito de sédio na concentracdo de 0,02% durante 60 min € indicado para
desinfeccédo de bebedouros. Desta forma, os resultados do presente estudo indicam que caso 0
biofilme tenha sido formado nestes equipamentos, esse tratamento parece ndo ser suficiente
para eliminar a contaminacao por estes patdgenos.

Em relacdo a suscetibilidade aos antimicrobianos, todos os isolados de P. aeruginosa

apresentaram sensibilidade frente aos antimicrobianos testados. Esses resultados foram
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semelhantes aos relatados por Silva e colaboradores (2008), que avaliaram 30 cepas de P.
aeruginosa provenientes de agua potavel, incluindo 10 isolados de agua mineral engarrafada,
e estas foram suscetiveis a aztreonam (ATM), cefepima (CPM), ceftazidima (CAZ),
ciprofloxacina (CIP) e piperacilina-tazobactam. Isso pode ser explicado pelo fato de que essas
cepas talvez ndo sofressem forte pressdo seletiva como cepas ambientais encontradas em
locais de servicos de assisténcia a satde. Entretanto, resultados diferentes foram relatados por
Pedrosa e colaboradores (2014), que isolaram cepas de P. aeruginosa de dgua mineral que
apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria a antibioticos de classes dos
aminoglicosideos e / ou B-lactamicos.

A certificacdo molecular das cepas de P. aeruginosa foi realizada através de PCR com
alvo no gene 16S rRNA, que apresentou o mesmo resutlado obtido pelo Vitek 2.0. Outros
autores também utilizaram essa metodologia em outros estudos para confirmacdo de P.
aeruginosa e obtiveram um resultado confiavel.

A andlise por MLST dos seis isolados de P. aeruginosa demonstrou seis STs distintos,
cinco previamente descritos (ST 252, ST 1417, ST 2502, ST 2620 e ST 3078) e um novo (ST
3312) que foram depositados na base de dados do MLST para P. aeruginosa. O isolado P168
apresentou uma nova sequéncia de alelos, e foi identificado e depositado como ST novo de
namero 3312. Conforme visualizado em dendograma (Figura 9), o perfil molecular a partir de
ERIC-PCR também apresentou diferencas entre as cepas isoladas.

Figura 9 - Perfil de bandas representativo dos perfis obtidos dos isolados de P. aeruginosa por
ERIC-PCR.
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Fonte: Da autora (2019), obtida com base no agrupamento UPGMA e analise de similaridade com calculo do
coeficiente de Dice. Analise realizada utilizando-se o programa BioNumerics 6.6 (Applied Maths, SintMartens-

Latem, Belgium).
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O ST 252 j& havia sido depositado de amostras ambientais, agua e amostra clinica dos
sequintes paises: Australia e Franca. O ST 1417 foi previamente identificado do Japdo e
Maléasia de amostras de escarro. O ST 2502 havia sido identificado na Franca, porém ndo foi
possivel identificar a origem. N&o ha informacdes a cerca da origem e amostra proveniente do
ST 2620 previamente identificados. O ST 3078 foi isolado em amostra de paciente internado
em um hospital no Pernambuco em 2016.

A Figura 10 apresenta os 209 STs do Brasil depositadas no banco de dados de P.
aeruginosa (ultimo acesso em 28 de outubro de 2019), destacando os seis STs identificados
no presente estudo. Trés STs (ST 252, ST 1417 e ST 3078) ja estavam associados a casos
clinicos em outros paises, e 0 ST 252 também foi isolado de amostra de lavagem bronquica no
Brasil (Figura 10). Os outros ST encontrados também estao intimamente relacionados a outros
ST ja associados a infec¢es humanas no Brasil (Figura 10). Esses resultados indicam que
amostras de dgua mineral podem estar atuando como veiculo para colonizacédo e / ou infeccao

para esses individuos.
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Figura 10 - Minimum Spanning Tree (Arvore de Abrangéncia minima) de P. aeruginosa de acordo com o STs depositados no banco de dados do
MLST proveniente de amostras do Brasil.

Fonte: Da autora (2019), baseada na andlise do perfil alélico dos genes acsA, aroE, guaA, mutL, ppsA e trpE. A relagdo entre os STs foi determinada pela analise realizada

com Bionumerics 6.6. Os asteriscos (*) correspondem aos STs idenficados neste trabalho.
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5 CONCLUSOES

o Das 99 amostras de agua mineral natural envasadas em garrafdoes de 20 L analisadas,
22 (22,2%) apresentaram qualidade microbioldgica insatisfatoria de acordo com os
critérios estabelecidos na RDC n° 275/2005;

o Das 15 marcas analisadas, nove (60%) apresentaram resultado insatisfatorio para pelo
menos um dos lotes analisados;

e Cronobacter foi isolado de uma amostra, sendo a cepa identificada como C.
malonaticus ST440, ja anteriormente associada a um caso clinico no Brasil. Este
isolado apresentou-se sensivel a todos os antimicrobianos e ndo formou biofilme em
ambas matrizes estudadas;

e Os isolados de P aeruginosa (n=6) ndo apresentaram resisténcia a nenhum
antimicrobiano testado, mas apresentaram producdo de biofilme em matriz
poliestireno. A exposicdo ao hipoclorito de sodio a 0,02% nao eliminou o biofilme
nem mesmo apos 60 min de contanto. Nas concentracdes de 1 e 2% o hipoclorito de
sodio eliminou o biofilme formado pelas cepas;

e Os isolados de P aeruginosa foram identificados como ST 252, 1417, 2502, 2620 e
3078, sendo associados também a cepas de origem clinica. O isolado P168 apresentou
uma nova sequéncia de alelos, sendo depositado um novo ST de nimero 3312;

e Diferencas significativas foram observadas em relacdo ao prazo de validade das
embalagens plastico-garrafdo reutilizaveis, sinalizando que embalagens com tempo de
fabricacdo superior a dois anos apresentam maior risco de contaminagdo
microbioldgica;

e Os resultados deste estudo poderdo ser utilizados pelos érgdos de Vigilancia Sanitaria
para analise de risco destes produtos, visto que as cepas isoladas neste estudo também
ja foram assoaciadas a casos clinicos, 0 que demonstra uma preocupacao em casos de
ingestdo por individuos pertencentes ao grupo de risco, como idosos,

imunocomprometidos, gestantes e portadores de doengas cronicas.
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ANEXO A - PREMIACAO NOVOS TALENTOS — MENCAO HONROSA — XXI ENCONTRO NACIONAL E VII CONGRESSO
LATINO-AMERICANO DE ANALISTA DE ALIMENTOS - 2019.

200 ENCONTRD NACXONAL &
Vil CONGRESSD LATING-ANME L AND
DE ANALISTAS DE ALMENTOS

o LR T T

A Sociedade Brasileira de Analista de Alimentos, concede
a Mencg¢ao Honrosa — Novos Talentos ao trabalho o
“OCCURENCE OF Cronobacter spp., TOTAL COLIFORMS AND Escherichia

MENC AO coli IN 20-L. BOTTLED MINERAL NATURAL WATER COMMERCIALIZED IN
BRAZIL"” de autoria de LUIZA VASCONCELLOS; VALERIA DE MELLO
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Introduction

Abstract

Cronobacter infections of infants are commonly regarded as due to the
ingestion of contaminated feed. The aim of this study was to determine the
occurrence of Cronobacter, total coliforms and Escherichia coli in differemt
brands of natural mineral waters as sold in 20 | returnable bottes in Rio de
Janeiro, Brazil. The quantification of total coliforms and E coli was performed
by Most Probable Number. The detection of Cromobacter was as according to
the ISO 22964:2017 and Bacteriological Analytical Manual/FDA. Molecular
characterization of Cronobacter isolates was performed by real-time PCR and
by multi-locus sequence typing. The antibiotic susceptibility profile was
determined and biofilm production was evaluated in polystyrene microplates.
Total coliforms and E coli were detected in 13 (394%) and 2 (6:1%) of the 33
lots analysed respectively, and were considered unsatisfactory for human
consumption according to  Brazilian law, One (30%) lot showed
contamination by C. malonaticus ST440 (Cronobacter MLST Databases
accession no. [D 2646). The strain was susceptible to all (n = 13) antiblotics
tested and only formed a weak biofilm, Since there is a high consumption of
natural  mineral waters by elderly and immunosuppressed  persons,
epidemiological surveillance agencies should be aware of the risk that these
waters may represent for these groups.

C. condimenti) are primarily environmental commensals
and are probably of littde or no clinical significance (For-

The Cronobacter genus bedongs to the family Enterobacte-
racese and is composed of seven species. These species
can be grouped according to their clinical relevance:
Group | comprises C. sakazakit and C. malonaticus,
which form the majority of clinical isolates in all age
groups, and Group 2 comprises C. turicensis and C. uni-
versalis, which have been rarely reported clinically, The
remaining three species (C. dublinensis, C. muytjensii and
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sythe, 2018),

The main concern of Cronobacter has been life-threaten-
ing infection of neonates (FAO/WHO, 2006). Such infec-
tions may cause bacteraemia and necrotizing enterocolitis,
and meningitis with life-threatening neurological sequelae
(Forsythe, 2018). However Cronobacter infections occur in
all age groups, with a greater inclidence in adults (Patrick
ef al. 2014), In adults, Cronobacter have been associated
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with bacteraemia, cholecystitis, pneumonia and urinary
tract infections (Patrick et al. 2014). Recently, an outbreak
of acute gastroenteritis due to C. sakazakii amongst stu-
dents was reported in China (Yong ef al. 2018).

In Brazil, Cromobacter infections are not subject to
compulsory notification to the governmental epidemio-
logical surveillance system. However, food-borne out-
breaks are considered a “public health event" and their
notification is compulsory (Brasil, 2016). No Cronobacter
food-borne outbreaks had been reported in Brazil before
2017. However, some non-attributable clinical cases of
infections were published between 1997 and 2017, with 4
higher occurrence in neonates (Umeda et al. 2017; Chaves
et al. 2018).

The main source of Cronobacter infections of neonates
has been identified as contaminated reconstituted pow-
dered infant formula (PIF) (FAO/WHO, 2006). This may
be intrinsically contaminated during manufscture, or
extrinsically  contaminated  during  reconstitution.
Cronobacrer isolated from water sold for the reconstitu-
tion of PIF was indistinguishable from the cerebrospinal
fluid isolate from a case of neonatal Cronebacter meningi-
tis (Hariri er al. 2013). In addition, cases of infections in
neonates fed exclusively with breast milk have been
reported. Together these demonstrate that sources of
Cronobacter infection exist other than PIF which has
received the most attention (Bowen et al. 2017).

The source(s) of Cronobacter infections in age groups
other than infants s unknown, but may include food and
water as the organism is both food- and water-bome
(Forsythe, 2018), Cronobacter can be isolated from a wide
range of food sources, especially vegetables and season-
ings. However, few studies have considered its occurrence
in drinking water (Lu er al. 2013; Hariri e al. 2013),

Cronobacter has been solated from different categories
of retail foods in Brazil (Brandao ef al. 2017; Vasconcellos
et al. 2018), but no research has been undertaken on
drinking water. Ayaz ef al (2017) evaluated the cleaning
practices and contamination status of contents and teats
of feeding bottles used by children admitted in a hospitals
in Pakistan and observed that 5.6% of the mothers/care-
takers use natural mineral waters to prepare feeding bottle
for children. It is notable therefore that previously studies
in Brazil reported that 50-72% of samples of natural
mineral waters sold in 20 | bottles were unsatisfactory for
human consumption due to microbiological contamina-
tion, including the presence of indicators for faecal con-
tamination (Brandao er al. 2012; Pedrosa et al, 2014),

According to Brazilian Ministry of Health data from
2000 to 2017, drinking water was implicated as contami-
nation vehicle in 770 (6:16%) outbreaks from a total of
12 503; and E. coli was one of the most frequent aetio-
logic agent identified (Brasil, 2018).
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Given that Cronobacter can cause infections in adults,
the microbiological evaluation of drinking water is impor-
tant as it is a potential route for colonization and trans-
mission (Liu et al. 2013). Due to the high consumption
of natural mineral waters sold in 20 | returnable bottles
by the adult population and previous studies have
reported their contamination by bacterial indicators of
faecal contamination (Brandao et al 2012; Pedrosa er al
2014), monitoring the quality of these products is very
important.

Considering the absence of data for the occurrence of
Cronobacter in natural mineral waters, the current study
aimed to determine the occurrence of Cronobacter species,
as well as total coliforms and Escherichia coli from these
products, and to characterize any Cromobacter isolates
using both phenotypic and molecular assays.

Results and discussion

Total coliforms and E coli were detected in 16 (16-2%)
and 2 (20%) of the 99 individual samples analysed
respectively (Table 1). These 16 (16:2%) individual sam-
ples are considered unsatisfactory for human consump-
tion according to the Brazilian RDC no. 275/2005 which
requires the absence of total coliforms and E coli per
100 ml drinking natural mineral water (Brasil, 2005), Fur-
thermore, considering each representative sample, from
the 33 lots analysed, 13 (39-4%) lots were considered
unsatisfactory according to Brazilian law (Table 2). The
number of unsatisfactory lots (39-4%) was much higher
when the samples were evaluated individually (16-2%),
These results emphasize the importance of collecting mul-
tiple samples from the same lot for analysis, since the
contamination is not homogeneous. This can be attribu-
ted to the use of different returnable 20 | bottles in the
same lot of natural mineral water, or intermittent con-
tamination, such as during packaging, sealing or other
points in the production line (Brandao er al 2012; Ped-
rosa ef al, 2014), Coliforms can originate from unhygienic
practices or from the environment, and E. coli is consid-
ered one of the most suitable indicators of faecal contam-
ination  (Codex  Alimentarius  Commission  2011),
Coliforms which can occur naturally in soil, water and
vegetation, indicate possible contamination from airborne
sources or from product contact surfaces that have not
been effectively disinfected (Codex Alimentarius Commis-
sion 2011). As coliforms are normally not present in nat-
ural mineral water sources, their presence are considered
as an indicator of contamination of the water at source
or during the packaging process (Codex Alimentarius
Commission 2011),

Of the 15 brands analysed, nine (60-0%) gave an
unsatisfactory result for at least one of the lots analysed,
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Table 1 Detection of cokforms, Escherichia coll and Cronabacter in samples of commercially avadable drining waters

Mecroorganiam
£ i
No. samples Total coblorms col (MPN Cronobacter

Sample identifier (%) (MPN per 100 mi) per 100 mi) {per 100 ml)
A-1-1, A-1-2, A-1-3, A-2-1, A-2-2, A-2-3, A-3-1, A-3-2, A-3-3 B-1-1, B3 (B3 8) <11 <11 Abspent

B-1-2, B-1-3, 8-2-1, B-2-2, B-2-3, B-3-1, B-3-2, 8-3-3, C-1-1,C-1-2,

C-2-1, C-2-2, C-2-3, D-1-2, D-2-2, D-3-3, E-%-1, E-%-2, E-1-3, E-2-1,

E-2-2, E-2-3, E-3-1, E-3-2, E-3-3, F-1-1, F-1-2, F-1-3, G-1-1, G-1-2,

G-1-3, H-1-2, H-1-3, |-3-1, 12, ¥ 1-3, 1-2-1, +2-2, -3-1, J-1-2,

F1-3, 1-2-1, 82-2, F3-1, J3-2, K10, K-1-2, L-0-1, L-1-2, L3,

M-1-1, M-1-3, M-2-1, M-2-2, M-3-1, M-3-2, M-3-3, N-1-1,_ N-1-2,

N-2-1, N-2-2, N-2-3, N-3-1, N-3-2, N-3-3, O-1-1, O-1-2, O-2-1,

0-2-2, 0-2-3, 0-3-1, 0-3-2, 0-3-3

Cc1-3 1(10) 22 <11 Absent
D-1-1 LR »23 >23 Absant
D-1-3 101.0) 16 12 Absent
D-2-1, D-2-3, H-3-1, |-2-3, }-3-3, K-1-3, M-1-2 709 11 <11 Absent
D-3-1, D-3-2, +2-3, N-1-3, O-1-3 S5 »>23 <11 Absent
M-2-3 1 (L0) »23 <11 Present
Totsl (n = 99) 16 (162%) 2{20%) 1(1.0%)

These results were similar of those reported by
Pedrosa et al (2014) who analysed 33 brands and
observed that 57-6% gave unsatisfactory results, These
results indicate that these products continue to represent
risk for human consumption and agrees with earlier
Brazilian Ministry of Health data (Brasil 2018) According
to Pedrosa et al (2014), the water marketed in
returnable bottles should be more closely controlled,
especially in terms of its microbiological characteristics.
Studies performed in water marketed in not returnable
bottles in others countries revealed low occurrence or
absence of bacterial contamination (Caskey er al 2018;
Totaro er al. 2018),

Only the sample M-2-3 showed contamination by C
malonaticus, This sample had a high presence of total
coliforms but E. coli was not detected (Table 1), As
Cronobacter belongs to total coliforms group, positive
detection by the total coliforms procedure was expected.
However, this group is environmentally very heteroge-
neous and not necessarily faecal, and therefore gives no
indication of the source of contamination (Fomsythe,
2018). Liu er al, (2013) reported that total coliforms can
be used as Indicator of Cromobacter contamination in
drinking water, with a correct positive rate of 96%.
However due to the single occurrence of Cronobacter in
the 99 samples analysed, no  statistical correlation
between the presence of fecal indicators and Cronobacter
can be made. In addition, neither Cronobacrer, total col-
fforms nor E coli were recovered from samples M-2-1
and M-2-2 which were from the same lot as sample M-
2-3, indicating that the contamination was not

Letiers in Appind Mcrobiclogy © 2019 The Socety for Apphed Microtsokogy

homogeneous. Other authors have reported a higher
occurrence of Cromobacter in water samples for human

consumption (Liu er al. 2013; Fei er al. 2018) but no
research specifically on mineral waters could be found in
the literature. Liu er al. (2013) analysed 248 samples of
drinking water from municipal water supply on premises
and small community water supply for premises in
China and detected Cronobacter in 32 (12:9%) of them.
Fei e al (2018) isolated Cronobacter from nine (9-0%)
of 100 samples of drinking water, In the present study,
Cronobacter was bolated in one (3-0%) of the 33 lots
analysed. The lower occurrence obtained in the present
study can be attributed to the type of water analysed,
and the differences in the methodologies used, since
there is no reference method for screening Cronobacter
species in drink water samples. Liu er al. (2013) used a
membrane filter method combining a pre-incubation of
the filter membranes on TSA before incubation on Drug-
gan-Forsythe-Iversen (DFI) agar. Fel er al (2018) per-
formed a pre-enrichment in BPW followed by a selective
enrichment into modified lauryl sulphate tryptose broth
with vancomycin, a medium which is no longer recom-
mend by the ISO standard methodology (Anonymous,
2017). In the present study, the BPW pre-enrichment
was concentrated by centrifugation as described by Chen
ef al. (2012) before the selective enrichment into CSB/v
and isolation on CCI agar,

The results of the real time PCR asay (Cr = 25.3)
agreed with the results of the Vitek 2.0 (Identification as
“Cauk group Bionumber 0625734153622210) and MLST
identified the isolate as € malonaticus ST 440
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Table 2 Occurrence of total colforms, Escherichia coll and Cronodac-
ter speces in differeat brands of drinking waters and their evaluatian
according to Braxlian w (RDC no. 275/2005)

Samples that dd
not meet the RDC
no. 2752005
Sample ientilier (Mecro-arganisms found)
A-1-1, A-1-2, A-1-3 D
A-2-1, A-2-2, A-2-3 0
A-3-1, A-3-2, A-3-3 v}
B-1-1, B-1-2, B-1-3 ]
B-2-1, B-2-2, B-2-3 0
B-3-1, B-3-2, B-3-3 0

C-1-1,C-1-2, C-1-3
C-2-1,C-2-2,C-2-3
D-1-1, D-1-2, D-1-3

D-2-1, D-2-2, D-2-3
D-3-1, D-3-2, D-3-3

E-1-1, B%2, E-%-3
E-2-1, E-2-2, E-2-3
E-3-1, 32, E-3-3
F-1-1, F+1-2, F~1.3
G-1-4, G-1-2, G-1-3
H-1-1, H-1-2, H-1-3
1-1, 12, 1.3
+2-1, ¥2-2, IF2-3
F1-1, B2, 143
F2-1, 22, 1-23
33-1, 532, )33
K-1-1, K-1-2, K-1-3
=11, L-10-2, L-1-3
M-1-1, M-1-2, M-1-3
M-2-1, M-2-2, M-2-3
M-31, M-3-2, M-3-3
N-1-1, N-1-2, N-1-3
N-2-1, N-2-2, N-2-3
N-3-1, N-3-2, N-3-3
0-1-1, O-1-2, O-13
0-2-1, 0-2-2, 0-2-3
0-3-1, 0-3-2, O-3-3
Tots of brands

(n = 15¥Totl of

ots (n = 33)

C-1-3 (totad coliforms)
]

D-1-1 and D-1-3

(total coliforms and £ coly
D-2-1 and D-2-3

(total coliforme)

D-3-1 and D-3-2

(total coliforms)

CoOoOCcC oo

H-1-1 (sotal coliforms)

0

+2-3 (1ot colorms)

0

3-2-3 (ot coliforms)

+3-3 (1ot cotforms)

K-1-3 (total coMarma)

0

M-1-2 (total coliforms)

M-2-3 (total coliforma)®

0

N-1-3 (1ot coliforms)

]

0

0-1-3 (1otal coklorms)

0

0

Total of ursatsfaciony lots
(%) n = 13 (394%)

*Sample was contaminated by Croncbacter malonaticus ST440

(Cronobacter MLST Databases accession no. 1D 2646),
The species € malonaticus is more prevalent in adult
infections (Forsythe, 2018) although it has also been asso-
clated with serious neonatal infections (Hariel er al. 2013;
Umeda et al. 2017). In Brazil, C malonaticus ST440
strains have already been isolated from two cases of infec-
tions in neonates (Umeda er al 2017). The bolation of C.
malonaticus strainys in sequence types ST7, 159, 160, 169,

4
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172 and 408 from drinking water have already been
reported in China (Liu et al 2013; Fei ef al. 2018). Fei
er al. (2018) also reported the isolation of C. sakazakii ST
4 strains, a clonal lineage associated with neonatal menin-
gitis (Joseph and Forsythe 2011). Additionally, Hariri
et al. (2013) reported the isolation of C. sakazakii ST111
from water sold for PIF reconstitution which had been
used to feed a neonate who had C. sakazakii meningitis.
These findings highlight the potential health hazard from
Cronobacter strains in water.

The use of hot water at a temperature of 70°C in the
dilution of PIF is recommend in order to prevent the
Cronobacter contamination and growth (FAO/WHO,
2006). However, some parents believe that mineral waters
are safe products and did not follow this recommendation
(Ayaz er al. 2017). Hence, despite the low occurrence of
Cronobacter, as found in the present study, the use of
these natural mineral waters without the correct thermal
treatment to reconstitute PIF can represent a risk which
should be minimized.

The C. malonaticus ST440 strain was susceptible to the
13 antibiotics tested. This result was similar to those
obtained by other authors who reported that Cronobacter
strains isolated from food and water samples were suscep-
tible to almost all the antibiotics tested (Brandao et al
2017; Fei er al. 2018; Vasconcellos er al, 2018).

Biofilms enable the survival and persistence of bacteria
in different environments {Iversen and Forsythe 2004). As
biofilm formation is associated with the contamination of
natural mineral waters as sold in returnable 20 | bottles
(Pedrosa et al. 2014), the capacity of biofilm formation
by the Cronobacter isolate was evaluated. In this study,
according to the parameters used, the C. malonaticus
ST440 strain produced a weak biofilm on polystyrene
plates. These results were similar to the reported by
Umeda er al (2017) that evaluated 10 C. malonaticus
strains from six different ST, including two ST440 clinical
isolates, and also observed that these strains only formed
weak biofilms on polystyrene plates,

In conclusion, 13 lots (39-4%) of 20 | volumes of nat-
ural mineral water sold in markets in Rio de Janeiro
State, Brazil, were unsatisfactory for human consumption
due 10 the presence of total coliforms and/or E. cols,
Since these natural mineral waters are commonly con-
sumed by elderly and immunosuppressed persons, epi-
demiological surveillance agencies should be aware of the
risk that these waters may represent for these groups. Of
particular interest was the recovery of C. malonaticus ST
440. This pathovar ks already associated with neonatal
infections. Hence, the use of these waters to reconstitute
PIF without an efficient thermic treatment can represent
a risk to neonates and may also be a direct source of
adult infections.
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Materials and methods

Water samples

A total of 33 representative samples (three from each lot,
totalizing 99 individual samples and 15 brands) of natural
mineral waters, non-carbonated, sold in returnable 20 |
bottles, were collected at gas stations and commercial
establishments located in Rio de Janeiro State, Brazil,
from October 2017 to August 2018. The samples were
codified adding the letter of the brand, number of the lot
and then the replicate of the lot (ie: A-1-1). The samples
were transported individually to the laboratory and stored
at ambient temperature until analysis.

The overall aim was to analyse three samples from
three different lots of each brand of water, giving a total
of nine samples per brand over an 11 months time per-
iod. However, over the collection period such sampling
was not always possible due to limited sample availability.
Consequently, the number of samples and lots for each
brand varied. Nine samples were obtained for brands A,
B, D, E ], M, N and O, six samples from brands C and [,
and three samples for brands F, G, H, K and L.

Quantification of total coliforms and E. coli

The Most Probable Number (MPN) of total coliforms
and E. coli analysis was performed on 100 ml water sam-
ples using COLITAG™ enzyme substrate (CPI Interna-
tional, California City, CA) according to manufacturer’s
instructions,

Isolation of Cronobacter species

The isolation of Cronobacter was based in the procedures
described by the 1SO 22964:2017 (Anonymous 2017) and
the Bacteriological Analytical Manual (Chen er al. 2012),
C. sakazakii ATCC 29544 (INCQS 00578) and Escherichia
coli ATCC 25922 (INCQS0033) were used as positive and
negative controls respectively.

One hundred millilitres of water were added to 900 ml
of buffered peptone water (BPW; Merck, Darmstadt, Ger-
many) and incubated ar 37°C for 18 h. The enrichmemt
was mixed and one aliquot of 40 ml was centrifuged at
3000g/10 min (Eppendorf 5810R, A-4-81, Germany).The
supernatant was dispensed and the pellet was suspended
in 02 ml of phosphate buffered saline (PBS) pH 74. A
01 ml aliquot was inoculated into 10 ml of Cronobacter
Screening  Broth  supplemented  with  vancomycin
10 pg ml " (CSB/v: Oxoid, CM1121, Basingstoke, Hamp-
shire, England). The sample was incubated at 41.5°C for
24 h. The CSBiv enrichments were streaked (10 ul) onto
the surface of the Chromogenic Cronobacter Isolation
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Agar (CCL; Oxeoid, CMI1122, Basingstoke, Hampshire,
UK) and the plates were incubated at 41-5 1°C for 24
2 h. Typical colonies isolated from CCI were then trans-
ferred to Trypticase Soy Agar (TSA: Merck, Darmstadt,
Germany) and incubated at 36°C for 24 2 h. After incu-
bation, the colonies were submitted for presumptive phe-
notypical identification by semi-automatized Vitek 2.0
system using GN TEST KIT VIK2 (GRAM NEG)
(bioMérieux, Durham, NC) and real time PCR targeting
the dnaG gene (Chen er al. 2012).The real time PCR reac-
tions were carried out in a total volume of 25 ul contain-
ing 12:5 ul of TagMan™ Universal Master Mix (Applied
Biosystems”, California City, CA), 2-0 ul of DNA tem-
plate (20-60 ng ul™'), 10-0 pmol of each primer (Invitro-
gen, Carisbad, CA) and 0-3 pmol |"' of the probe
(Applied Biosystems®). Reactions were carried out on
ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™).

Multi-locus sequence typing (MLST) and sequence
analysis

DNA samples of presumptive Cronobacter isolates were
extracted from overnight cultures in BHI broth using
Dneasy Blood & Tissue kit (Qiagen®, Valencia, CA) in
accordance with the manufacturer’s instructions. The
DNA concentration was measured using NanoDrop 2000¢
Spectrophotometer (Thermo Scientific, California City,
CA).

The MLST gene set was amplified using primers and
PCR conditions according to protocol available at MLST
Cronobacter database (http://pubmist.org/cronobacter/inf
ofprotocol.shiml; Baldwin er al. 2009, last accessed date:
10/14/2019). The PCR reactions, amplification product
purification and sequencing reactions were as described
by Vaconcellos ez al. (2018). The nucleotide sequences of
each gene were trimmed to the appropriate length and
then searched for in the MLST database, Finally, allele
numbers were assigned and the sequence type (ST) were
determined by tools available at MLST Cronobacter data-
base (Cronobacter MLST Databases accession no, D
2646),

Phenotypic characterization of Cronobacter isolates

Antimicrobial susceptibility

The antimicrobial susceptibility profile of isolates was
determined using the standardized Bauer-Kirby agar disc
diffusion method wsing Mueller-Hinton agar  (Oxoid,
CMO0337, Basingstoke, Hampshire, England) following the
instructions of the Clinical Laboratory Standards Institute
{CLSI, 2018). The following antimicrobials (BIO-RAD
Laboratories Inc, Boulevad Raymond, France) were tested
(n=13):  ampicillin (10 gg),  ampicillin-sulbactam
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(10 : 10 ug), amoxacillin-clavulanic acid (20:10 pg), cef-
triaxone (30 ug), tetracycline (30 ug), ciprofloxacin
(5 ug), trimethoprim-sulfamethoxazol (1-25:23-75 ug),
piperacillin-tazobactam({ 100/10 ug), meropenem (10 ug),
gentamicin (10 pg), nalidixic acid (30 ug), aztreonam
{30 ug) and nitrofurantoin (300 ug). E. coli ATCC 25922
{INCQS0033) was used as the quality control organism.

Biofilm formation assay

The biofilm formation assay was performed in 96-well
polystyrene plates on brain heant infusion broth (BHI;
Merck, Darmstadt, Germany) and sterile natural mineral
water (Nestlé, Brazil, autoclaved at 121°C/15 min) for
48 h in the temperatures of 25 and 36°C, according to
the procedure described by Umeda et al. (2017).
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