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RESUMO

Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) sdo patégenos emergentes associados a
surtos de meningite, enterocolite necrosante e septicemia em neonatos em diversos
paises. A taxa de mortalidade relatada varia de 40 a 80% e 0s sobreviventes
apresentam sequelas neuroldgicas severas. O desenvolvimento da infeccdo esta
associado ao consumo de férmulas infantis desidratadas. As metodologias
atualmente disponiveis para o isolamento de Cronobacter spp. apresentam
discrepancias e a identificacdo bioquimica ndo é esclarecedora. Assim, torna-se
necesséario que metodologias confiaveis para o isolamento e identificacdo desses
micro-organismos estejam disponiveis. Outro ponto ainda n&o esclarecido sdo os
mecanismos de viruléncia utilizados por esses patdégenos para o desenvolvimento
de infecgdes em humanos. Os objetivos desse estudo foram o desenvolvimento de
um meétodo rapido e eficiente para a identificacdo de Cronobacter spp., a avaliacao
do perfil de resisténcia a antimicrobianos e a avaliagdo da presenca de alguns
fatores de viruléncia. Foram utilizadas inicialmente cepas de referéncia de
Cronobacter spp e 37 isolados previamente identificados como pertencentes ao
género. O novo protocolo foi considerado 100% sensivel e especifico quando
comparado aos demais métodos utilizados, indicando sua utlidade. O estudo de
fatores de viruléncia revelou que Cronobacter spp. tem desenvolvido resisténcia aos
B-lactamicos e cefalosporinas, é capaz de formar capsula, biofiime, e apresentar
atividade de protease e atividade hemolitica. Nesse estudo relata-se pela primeira
vez a presenca de hemaglutininas associadas a pili tipo 3, enquanto algumas cepas
apresentaram hemaglutininas associadas a pili tipo 1. Também foi demonstrada a
atividade citotoxica em células Vero e a capacidade de invasdo dessas células por
Cronobacter spp. Os resultados desse estudo sugerem que todas as espécies do
género Cronobacter apresentam potencial patogénico e que autoridades de saude
publica, produtores de alimentos e pessoas responsaveis pelo cuidado de individuos
que fazem parte dos grupos de risco devem dedicar especial atencdo ao controle de
ambientes e a qualidade microbiol6gica de produtos destinados a esses grupos de

modo a minimizar o risco de infec¢ao por esses micro-organismos.
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ABSTRACT

Cronobacter spp. (Enterobacter sakazakii) is an emerging foodborne pathogen
associated with outbreaks of meningitis, necrotizing enterocolitis and sepsis in
neonates in different countries. The reported mortality rate ranges from 40 to 80%
and the survivors present severe neurological sequela. Development of the infection
iIs associated with the consumption of powdered infant formula. The available
methodologies employed for the isolation of Cronobacter spp. lack the necessary
specificity and the biochemical identification remains non-conclusive. For these
reasons, it is necessary to develop reliable methodologies for the isolation and
identification of these microorganisms. Another issue still to be clarified refers to the
virulence mechanisms associated with human infections. The objectives of this study
were to develop a rapid and efficient method to identify Cronobacter, to evaluate the
antimicrobial resistance of the strains, and to evaluate the presence of some
virulence factors. Initially, reference strains of Cronobacter, and 37 isolates that had
been previously identified as members of the genus were used. The proposed
protocol showed 100% sensitivity and specificity when compared to the other
methods used, indicating its usefulness. Studies on virulence factors revealed that
Cronobacter spp. has developed resistance to B-lactams and cephalosporins, is able
to form capsule, biofilm, and presents protease and hemolytic activities. This study
reports, for the first time in literature, the presence of hemagglutinins associated with
type 3 pili and it was also shown that some strains presented previously described
hemagglutinins associated with type 1 pili. Cytotoxic activity in Vero cells and the
invasiveness of these cells by Cronobacter spp were also demonstrated. The results
of this study suggest that all species of the genus Cronobacter have pathogenic
potential and public health authorities, food producers and caregivers should pay
careful attention to issues associated with environment control and with the microbial
quality of the products associated with the risk groups in order to minimize the risk of

infection with these microorganisms.
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1. INTRODUCAO
1.1. Aspectos gerais

No Brasil, a area de vigilancia sanitaria tem apresentado um intenso
dinamismo, nos ultimos anos. A Constituicdo Brasileira de 1988 (BRASIL, 1988)
consagrou a saude como direito de todos e a partir de entdo a Vigilancia Sanitaria
vivencia expressiva transformacdo na organizacdo de suas praticas, no ambito do
Sistema de Saude. Dentre suas atribuicbes estdo incluidas a normatizacdo de
procedimentos, a promocdo de aclOes educativas, bem como, o controle e
fiscalizacdo, com o objetivo de assegurar a efetiva garantia do direito a saude para
todos, sem privilégios ou discriminagdes.

A vigilancia sanitaria de alimentos, por sua vez, ganhou ainda maior
expressao nos ultimos anos, principalmente, devido ao uso de novas tecnologias de
producao, a introducdo de novos habitos alimentares na populagcédo, ao surgimento
de micro-organismos multirresistentes a drogas e a emergéncia de novos
patdgenos. Essas questdes constituem importante desafio no que se refere a saude
publica e tém recebido atencéo especial dos profissionais que atuam nessa area.

Neste sentido, o relatério da | CONAVISA (2001) recomenda o incentivo a
pesquisas com o desenvolvimento e publicacdo de projetos e investigacbes que
produzam conhecimento cientifico necessario ao desenvolvimento de acdes efetivas
de vigilancia sanitaria.

E justamente neste contexto que se insere o presente trabalho. Cronobacter
spp. sdo patdgenos emergentes, agentes etioldgicos de meningite severa em recém-
nascidos, com taxa de mortalidade relatada entre 40 e 80% e desenvolvimento de
sequelas neurolégicas graves nos sobreviventes (PAGOTTO et. al, 2003). Na
literatura cientifica sé@o relatados casos isolados e surtos em diversos paises,
inclusive no Brasil (OLIVEIRA & MARTINS, 1999; PESSOA-SILVA et al., 2000;
BARREIRA et al., 2003; GURTLER et al., 2005; FAO/WHO, 2008). Cronobacter spp.
também podem causar infeccdo em adultos imunocomprometidos, particularmente
em idosos (GOSNEY et al., 2006; SEE et al., 2007).

O desenvolvimento da infeccdo em bebés estd associado ao consumo de
férmulas infantis desidratadas (FID), devido & contaminacgéo intrinseca do produto ou
de utensilios usados na reconstituicdo do alimento (MUTYJENS et al.,, 1983,
BIERING et al., 1989, VAN ACKER, 2001). A comprovacdo da contaminacdo de
produtos para alimentacdo infantil como responséveis por casos de infeccdo por

Cronobacter spp. acarretou o bloqueio (“recall”) de varios lotes de diferentes
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produtores, em diversos paises, incluindo o Brasil (ANVISA, 2004; FDA, 2005).
Entretanto, o nivel de contaminacdo com Cronobacter spp. das féormulas envolvidas
nos casos de infeccdo, era muito baixo e as mesmas se apresentavam dentro dos
padrdes estabelecidos pelo Codex Alimentarius e/ou pela legislacao brasileira (FAO,
1994; BRASIL, 2001) que nao contemplavam, naquela época, a enumeracao
especifica desses patdgenos, que eram incluidos no grupo de coliformes.

Assim, 0s organismos nacionais e internacionais envolvidos com a saude
publica e com a vigilancia sanitaria de alimentos tem incentivado pesquisas com
Cronobacter spp., devido a caréncia de conhecimento cientifico sobre esses micro-
organismos. O desenvolvimento de acfes de vigilancia sanitdria depende de
informagOes sobre a ecologia, patogenia, filogenia e principalmente, fatores de

viruléncia do micro-organismo em questao.

1.2. Panorama atual das doencgas transmitidas pelos  alimentos

Durante as duas ultimas décadas as doencas de origem alimentar emergiram
como importante e crescente problema econdmico e de saude publica em diversos
paises, garantindo espaco em agendas politicas e gerando, em alguns casos,
atencdo substancial da midia (NEWELL et al., 2010). Surtos frequentes de
enfermidades transmitidas por alimentos (ETA) causados por novos patdégenos,
aliados ao uso de antimicrobianos na criacdo intensiva de animais e a possivel
transferéncia de resisténcia aos antimicrobianos para 0s humanos representam
aspectos de grande preocupacdo mundial (ROCCOURT et al., 2003; CDC, 2009).
Esses surtos atingem quase todos o0s continentes e demonstram o grande
significado, tanto na area social como em saude publica, das doencas transmitidas
pelos alimentos (WHO, 2010).

A maioria das ETA é causada por patdgenos ainda desconhecidos (NEWELL
et al., 2010). Os novos patdégenos podem surgir devido a alteracdes ecologicas ou
tecnolégicas que permitem a insercdo de um micro-organismo com potencial
patogénico na cadeia alimentar. Novos patégenos também podem emergir pela
transferéncia de fatores méveis de viruléncia, por exemplo, através de bacteri6fagos
(TAUXE, 2002). Esses fatores constituem fragmentos de DNA que codificam uma
variedade de determinantes de viruléncia ou resisténcia, assim como enzimas que
regulam sua propria transferéncia e integracdp ao DNA do novo hospedeiro. Os

fatores modveis de viruléncia podem consistir em sequéncias de insercao,



transposons, fagos, plasmideos, ilhas de patogenicidade ou cassetes
cromossOomicos (MALACHOWA & DELEO, 2010).

Dentre 0s patdgenos emergentes reconhecidos atualmente, destaca-se o
género Cronobacter. Esses micro-organismos estdo associados a varios surtos de
meningite, enterocolite necrosante e sepse (FAO/WHO, 2008). Apesar do relato de
casos de doenca em diferentes faixas etarias, a maioria dos surtos envolve neonatos
debilitados e foi relacionada ao consumo de FID (FAO/WHO, 2008). A populagéo de
maior risco compreende desde criancas prematuras nhascidas com tempo
gestacional inferior a 36 semanas até recém-nascidos com 4 a 6 semanas, criancas
imunocomprometidas de qualquer idade e recém-nascidos hospitalizados nos niveis
2 e 3 de unidades de tratamento intensivo (FARBER, 2004). A taxa de mortalidade
relatada varia de 40 a 80% e em muitos casos 0S recém-nascidos morrem em
poucos dias. Os sobreviventes apresentam sequelas neuroldgicas severas
(FARBER et. al, 2004).

1.3. Historico de acdes e eventos sobre  Cronobacter spp.

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

Em 2004, consciente da necessidade de disponibilizar alimentacdo segura
para todas as criangcas, a Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) e a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) organizaram um
encontro sobre Cronobacter spp. e outros micro-organismos em FID. O evento foi
realizado em resposta a solicitacdo do Comité de Higiene Alimentar do Codex
Alimentarius (CCFH) devido a emergéncia de uma questdo de saude publica:
ocorréncia de infec¢cdes severas em neonatos e criangas associadas ao consumo de
férmulas infantis contendo Cronobacter spp., fato este de relevancia para a saude
publica. O relatorio emitido pela FAO/OMS recomendou a realizacdo de estudos
sobre a deteccdo e tipagem molecular de Cronobacter spp., além do
desenvolvimento de pesquisas sobre a ecologia, taxonomia, viruléncia e outras
caracteristicas destes micro-organismos que possibilitassem a reducdo de sua
concentracdo em férmulas infantis reconstituidas (FAO / WHO, 2004).

A 36° Sessdo do CCFH, em 2004, concluiu o perfil de risco de Cronobacter

spp. e nela foi destacado que “E. sakazakii emergiu como perigo microbiologico em
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férmulas infantis desidratadas, causando infec¢des, apesar de nao frequentes, em
criancas, particularmente em neonatos de baixo peso ou imunocomprometidos,
internados em hospitais”. Nessa sesséao, foi decidido que o Cdédigo de Praticas de
Higiene para Formulas Infantis Desidratadas para Criancas (CAC RCP 21 — 1979)
deveria ser revisado. As recomendacdes dessa reunido reforcaram aquelas
previamente sugeridas pela FAO/WHO (2004), além de destacar a importancia do
estabelecimento de especificacdes microbiolégicas apropriadas para Cronobacter
spp. em FID e desenvolvimento de métodos de deteccdo e de tipagem molecular
internacionalmente validados (FAO / WHO, 2006).

Em 2005 foi realizada a 37% Sessdo do CCFH que teve como objetivo principal
avaliar e aplicar um modelo quantitativo de avaliacao de risco para Cronobacter spp.
em FID, de forma a garantir a anadlise de todos os diferentes procedimentos
utilizados para a reconstituicdo das férmulas infantis desidratadas (FAO/WHO,
2006).

Em janeiro de 2006 o Codex Alimentarius, a FAO e a OMS, promoveram uma
reunido técnica intitulada “Enterobacter sakazakii and Salmonella in powdered infant
formula”. Esta reunido foi realizada com o objetivo de considerar dados cientificos
novos, avaliar e aplicar um modelo de andlise de risco quantitativo para Cronobacter
spp. em férmulas infantis desidratadas, além de implementar o processo de revisédo
do Cddigo de Préaticas de Higiene para Formulas Infantis Desidratadas para
Criancas, com énfase especial no modelo de avaliacdo de risco (FAO/WHO, 2006).
Com base no relatério dessa reunido, FAO e OMS elaboraram um manual sobre
preparo, uso, manipulacao e armazenamento de FID (FAO /WHO, 2007).

O documento intitulado “Cdédigo de Praticas de Higiene para Formulas Infantis
para Bebés (0 a 12 meses) e Criancas (até 36 meses) (com Anexo | e II)” foi
adotado na 31% Sessdo da Comissdo do Codex Alimentarius em julho de 2008. Na
39% sessdo do CCFH foi estabelecido um acordo garantindo a continuacdo do
trabalho de desenvolvimento do Anexo Il que trata, especificamente, dos critérios
microbiolégicos para as formulas infantis de seguimento, consumidas por criancas
de até doze meses. Essa questdo deixou clara a divisdo de opinibes entre os
participantes da reunido. Algumas delegacbes declararam n&o haver justificativa
cientifica para o estabelecimento de critério para Cronobacter spp. nesse tipo de
produto, enquanto outras consideraram esse critério necessario devido ao relato de
casos de infeccdo em criangcas com até doze meses de idade. Foi decidido que FAO

e OMS seriam responsaveis por elaborar uma consulta cientifica aos paises sobre a
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questdo. Um grupo de discussao eletronica foi formado e os paises membros
deveriam enviar seus comentarios até 7 de novembro de 2008. A decisédo final
aconteceu durante a 40% sesséo do CCFH, em novembro de 2008, na Guatemala. O
limite para Cronobacter spp. foi adotado apenas para formulas infantis, férmulas com
propésitos médicos especiais e fortificantes de leite humano utilizados para bebés
de 0 a 6 meses. Entretanto, a Comissao decidiu que, em paises com substancial
populacdo de bebés até doze meses com comprometimento imunoldgico, devem ser
adotados para as formulas de seguimento os mesmos critérios das férmulas infantis
para 0 a 6 meses (FAO /WHO, 2009).

Em janeiro de 2009 foi realizada a | Conferéncia Internacional sobre
Cronobacter, na Universidade de Dublin, na Irlanda. A conferéncia foi organizada
pelo “University College Dublin (UCD) Centre for Food Safety” em colaboragcdo com
a FAO/WHO, “Irish Department of Agriculture Fisheries and Food” (DAFF), “Food
Safety Authority of Ireland” (FSAI) e “Teagasc and Science Foundation Ireland” (SFI).
Foi a primeira conferéncia dedicada a Cronobacter spp. e reuniu pesquisadores,
especialistas da industria de alimentos e profissionais de 6rgdos reguladores
propiciando troca de experiéncia e idéias em nivel global. O programa cientifico
incluiu apresentacdes sobre taxonomia e identificacdo, métodos de isolamento,
saude publica e andlise de risco, com varias sessfes sobre ocorréncia e vigilancia
do patégeno (IVERSEN & FANNING, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em julho de
2004, promoveu um workshop nacional sobre “E. sakazakii em formulas infantis”
com o objetivo de discutir os avangos cientificos sobre o controle da contaminacao
por esses patdogenos em formulas lacteas e identificar estratégias para o controle da
qualidade sanitaria deste tipo de produto comercializado no pais.

Em marcgo de 2007, a ANVISA promoveu o curso tedrico-pratico “Capacitacédo
dos Laboratérios Centrais de Saude Publica na metodologia analitica para
isolamento e contagem de Cronobacter spp.”. Este curso foi realizado como parte do
Termo de Cooperacao (TC 37) entre a Organizacdo Pan-Americana da Saude e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e teve como objetivo principal, capacitar
profissionais da Rede Nacional de Laboratorios de Vigilancia Sanitaria, de forma a
atender a possiveis demandas. Em novembro de 2008, durante o IV SIMBRAVISA,
foi realizada a Oficina de encerramento referente ao TC 37 e a ANVISA relatou o
cumprimento dos objetivos: capacitacdo de laboratérios de saude publica com

participacdo em ensaio interlaboratorial; pesquisa de Cronobacter spp. em férmulas
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infantis, manipuladores e utensilios em 4 maternidades publicas de Belo Horizonte e
divulgacao dos resultados em oficina de encerramento.

A escolha do tema do presente trabalho foi baseada no histérico descrito acima,
gue demonstra a importancia do estudo de Cronobacter spp., nas questdes
referentes a saude publica e a vigilancia sanitaria de produtos e servicos

relacionadas a saude.

1.4. Taxonomia e caracteristicas do género

Até 1980, Cronobacter spp. eram referidos na literatura como Enterobacter
cloaceae produtor de pigmento amarelo. Em 1980, Farmer e colaboradores
definiram uma nova espécie, Enterobacter sakazakii, com base em experimentos de
hibridizacdo de DNA, producdo de pigmento, reacdes bioquimicas e suscetibilidade
aos antimicrobianos. Esses pesquisadores descreveram quinze biogrupos, mas, no
mesmo estudo, eles relataram que, na verdade, a espécie E. sakazakii poderia
abrigar diferentes espécies. Lehner e colaboradores (2004), através da andlise de
sequéncias completas de 16S rRNA obtidas de isolados de diferentes origens,
relataram a existéncia de duas linhagens filogeneticamente distintas dentro da
espécie E. sakazakii. Estudos posteriores apontaram a existéncia de um décimo
sexto biogrupo (IVERSEN et al.,, 2006 b). Iversen et al. (2006a) analisaram
sequéncias parciais de 16S rRNA de isolados clinicos, ambientais e de alimentos e
obtiveram quatro grupos filogenéticos distintos. Esses autores demonstraram ainda
a correlacdo entre a analise de sequéncias de 16S rRNA e a classificacdo em
biogrupos.

Em 2007, Iversen e colaboradores (2007a) publicaram um extenso estudo
utiizando cepas padrdo, isolados de E. sakazakii de diferentes origens e
representantes de espécies relacionadas. As cepas de E. sakazakii foram separadas
em grupos a partir de perfis obtidos por amplificacdo de fragmentos polimérficos
fluorescentes de DNA (f-AFLP), ribotipos e analise de sequiéncias génicas completas
de 16S rRNA. A hibridizacdo DNA-DNA revelou cinco genomoespécies cujos perfis
fenotipicos foram determinados. A partir dos resultados obtidos, os autores
propuseram a reclassificacdo de E. sakazakii como um novo género, Cronobacter,
dentro da familia Enterobacteriaceae. Cronobacter spp. seria composto por quatro
espécies (C. sakazakii, C. turicensis, C. muytjensii e C. dublinensis), duas
subespécies (C. sakazakii subsp. sakazakii e C. sakazakii subsp. malonaticus) e

uma genomoespécie (C. genomospecies I). A alteracédo final da nomenclatura foi
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validada através da publicacdo de um artigo, descrevendo o novo género (IVERSEN
et al., 2008). Assim, atualmente o género Cronobacter pertence a familia
Enterobacteriaceae e é composto por seis espécies e trés subespécies, a saber: C.
sakazakii, C. turicensis, C. malonaticus, C. muytjensii, C. genomospecies |, C.
dublinensis subsp. dublinensis, C. dublinensis subsp. lausannensis e C. dublinensis
subsp. lactardi (IVERSEN et al., 2008).

Esses micro-organismos sao bactérias oxidase-negativas, catalase-positivas,
Gram negativas, geralmente moveis, com flagelos peritriquios, ndo formadores de
esporo e anaerobios facultativos (IVERSEN et al., 2008).

Em 1997, Nazarowec-White e Farber relataram que, dentre as
enterobactérias, Cronobacter spp. pareciam ser 0s micro-organismos com maior
capacidade de termorresiténcia. Breeuwer et al. (2003) relataram que Cronobacter
spp. sdo capazes de se multiplicar na faixa de temperatura de 45-47<C. Entretanto,
segundo Edelson-Mammel e Buchanan (2004) a termotolerancia parece variar de
acordo com a cepa. Esses autores estudaram a capacidade de 12 cepas de
Cronobacter spp. sobreviverem em férmulas infantis reidratadas, mantidas a 58T e
encontraram dois fendétipos de resisténcia.

Iversen e colaboradores (2004) realizaram estudos sobre termotolerancia e
capacidade de formacao de biofiimes com cepas de Cronobacter spp. e concluiram
que a termotolerancia desses micro-organismos € similar a de outras
enterobactérias. Entretanto, relataram que 0s micro-organismos do género
Cronobacter sdo capazes de se multiplicar em formulas infantis durante estocagem
sob refrigeracéo e de aderir aos equipamentos usados para preparo de alimentacéo
infantil, possibilitando que esses se tornem reservatorios dos patégenos.

As células de Cronobacter spp. sdo mais resistentes ao stress osmaotico e a
dessecacao do que outros membros da familia Enterobacteriaceae (BREEUWER et
al., 2003; CAUBILLA-BARRON et al., 2007) Essas caracteristicas conferem uma
vantagem competitiva aos micro-organismos, quando em ambientes secos como no
ambiente de processamento de alimentos em po e cereais, onde podem sobreviver

durante longos periodos, além do proprio alimento.

1.5. Reservatoérios
O género Cronobacter parece ter natureza ubiqua e seu reservatorio primario
de ainda néo foi determinado. Iversen e Forsythe (2004) sugerem que esses micro-

organismos nao fagcam parte da microbiota normal dos humanos ou dos animais e
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apontam a agua, 0 solo e o0s vegetais como as principais fontes ambientais. Os
Quadros 1, 2 e 3 apresentam os alimentos a partir dos quais Cronobacter spp. ja foi
isolado.

Alguns casos de infeccdo por Cronobacter spp. foram associados ao
consumo de FID contaminadas (BIERING et al., 1989; HIMELRIGHT et al., 2002;
LEHNER e STEPHAN, 2004; TORRES-CHAVOLLA et al., 2007; VAN ACKER,
2001). Os ingredientes derivados de vegetais que sdo adicionados as FID sem
tratamento térmico prévio como flocos de banana, de laranja, lecitina e
principalmente o amido de trigo e de arroz, tem sido apontados como uma rota
potencial de contaminacéo (FAO/WHO, 2004, 2006; O'BRIEN et al., 2009).

Dessa forma, o carater ubiquo desses micro-organismos deve ser
considerado durante o estabelecimento de medidas de controle preventivas

referentes a seguranca dos alimentos.



Quadro 1 - Cronobacter spp. em alimentos de origem vegetal.

Natureza do

Alimento (produto) Origem Referéncia
produto
1. Cereais
Produto intermediario Scheepe-Leberkiihne
Malte verde na producéo de Alemanha and
cerveja Wagner, 1986
. ~ Arabia
Khamir (sorgo) Pao fermentado Saudi Gassem, 1999
audita
Semente de arroz Produto desidratado Filipinas Cottyn et al., 2001
Sobia (trigo, farinhas Bebida fermentada Arab|§ Gassem, 1999
de malte) Saudita
e, m,|Ih0 D & Produtos desidratados ey Iversen et al., 2004b,c
arroz moido Bretanha
Arroz, amido de arroz, : Gurtler et al., 2005 e
farinha de arroz Produtos desidratados  USA Richards et al., 2005
Farinha ou refeicéo de
milho, soja, trigo e Produtos desidratados USA Restaino et al., 2006
arroz
Cergals para adultos Produtos desidratados USA Restaino et al., 2006
e criancas
Graos Produtos desidratados gglr IR EE Jung e Park, 2006
2. Legumes
Pasta de feijao- .~ . :
fradinho Refeicdo de rua Nigeria Bulgarelli et al., 1988
Brotos de soja e tofu Prodqto cru e queijo USA Fouad e Hegeman,
de soja 1993
Tempe (soja) Produto fermentado Indonésia 1D9e£r)14tfer e Bisping,
Tofu Queijo de soja gslrela do No et al., 2002
Brotos de feljao-da- Produto cru Noruega Robertson et al., 2002
china, brotos de alfafa
Brotos de alfafa Produto cru Mexico Cruz et al., 2004
FO [l preparo e Produto desidratado REBLDIEE Leuschner et al., 2004
sopa de ervilha Tcheca
Prot_elna de soja, Produto desidratado Gra- Iversen et al., 2004b,c
lentilhas Bretanha
SElolole 610550 61 Nassreddin e Yamani
Alcacuz produto desidratado,  Jordania ’
e 2005
refeicdo de rua
Continua




Continuacdo do Quadro 1.

Natureza do

Alimento (produto) Origem Referéncia
produto
3. Cha, ervas e
condimentos
Sour tea Bebida fermentada China Tamura et al., 1995
Iced tea Produto desidratado USA Zhao et al., 1997
Federal
Cha de ervas (funcho, Produto desidratado Alemanha Mlcrpblqloglcal Food
erva-doce) Monitoring
Programme 2003
. , Gra- lversen e Forsythe,
Ervas e condimentos  Produtos desidratados Bretanha 2004
Alimento infantil : Gra- Ilversen e Forsythe,
contendo ervas e il CEHCIEEE Bretanha 2004
Condimentos Produtos desidratados USA Restaino et al., 2006
4. Frutas e hortalicas
Saladg com misto de  Produto fatiado pronto talia Galli et al., 1990
vegetais para consumo
Saladq com misto de  Produto fatiado pronto Alemanha  Geiges et al., 1990
vegetais para consumo
Saladg com misto de  Produto fatiado pronto talia Ottaviani et al., 1992
vegetais para consumo
Alface Produto fresco Irlanda Francis e O'Beirne,
1998
Finlandia,
Holanda,
Italia, )
Vegetais Crus e congelados Polbnia, Osterblad et al., 1999
Hungria,
Portugal e
Alemanha
Saladq com misto de  Produto fatiado pronto Alemanha  Lack et al., 1999
vegetais para consumo
Alface Produto fresco Espanha Soriano et al., 2001
Abobrinha Produto fresco, casca Espanha Gray et al., 2001
Vegetais Produto fresco Franca Leclercq et al., 2002
Continua
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Continuacdo do Quadro 1.

Natureza do

Alimento (produto) Origem Referéncia
produto
Salada Pror_m'i\ para consumo. - zana Mensah et al., 2002
refeicdo de rua
Guisado de tomate Pror_m'i\ para consumo. - zana Mensah et al., 2002
refeicao de rua ]
Efluente de vinicola Efluente de vinicola éLrllca do Keyser et al., 2003
Alimento infantil a : Gra- Iversen e Forsythe,
base de frutas e il CEHCIEEE Bretanha 2004
Sementes, frutas
amendoas,, pistache, : Gra- Ilversen e Forsythe,
coco em po, Produtos desidratados
. Bretanha 2004
sementes de girassol,
sementes de gergelim
Saladg com misto de  Produto fatiado pronto Alemanha  Weiss et al., 2005
vegetais para consumo
Vegetais Produtos desidratados USA Restaino et al., 2006
Vegetais, algas ECHID e Coréia do
9 » &g processado, pronto Jung e Park, 2006
vermelhas Sul

para consumo
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Quadro 2 - Cronobacter spp. em alimentos de origem animal.

Natureza do

Alimento (produto) Origem Referéncia
produto
1. Carne e produtos
carneos
Salsichas Franca Goullet e Picard, 1986
Salsichas Cortadas e resfriadas Alemanha  Scalch et al., 1994
Produtos de carne Curadas Japao \{\g/;;tjnabe e Esaki,
) , Nazarowec-White e
Carne Picada Canada Farber. 1997
Produtos carneos Crus Japao Kimura et al., 1999
Carne de porco Superficie crua Espanha Castano et al., 2001
(lacon) curada desidratada
Carne de camelo Carcacas Arabia Al-Dugham e Yassien,
& Saudita 2001
Carne de boi, de Picada Franca Leclercq et al., 2002
salsicha
Frango Carcacas Argentina  Jimenez et al., 2003
Gelatina Extrato semi-final Bélgica De Clerck et al., 2004
2. Leite e laticinios )
Soro de queijo ga;rllca do De Haast e Britz 1986
Leite Republica i ot al., 1999
da Coréia
e e Jayarao e Wan
homogeneizacao de Leite cru USA Y 9
leite el
Queijo Franca Leclercq et al., 2002
. Roig-Sagués et al.,
Queijo Espanha 2002
Produto de queiio Gra- Iversen et al., 2004
quel) Bretanha b,c
Leite (vaca) Leite cru Franca Ogier et al., 2004
. . A base de leite cru, :
Queijo (Morbier) semi-duro Franca Ogier et al., 2004
Caseinato de sédio Produto desidratado USA Restaino et al., 2006
N . - Chaves-Lopez et al.,
Queijo (Pecorino) Italia 2006
Continua
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Continuacao do Quadro 2.

Natureza do

Alimento (produto) Origem Referéncia
produto

3. Ovos e produtos

de ovos

Ovos (avestruz) Clara e gemadoovo ltalia Cabassi et al., 2004

Ovos Casacas néo lavadas USA Musgrove et al., 2004

Ovos USA Gurtler et al., 2005

4. Pescados e

produtos de pesca

Ostras Frescas, cruas Espanha Balebona et al., 1990

Camardes Congelados Suica Teuber, 2001
Fritos, prontos para

Peixes consumo, alimento de Gana Mensah et al., 2002
rua

Sardinhas Defumadas, prontas Gana Nketsia-Tabiri et al;.
para consumo 2003

Peixes Aquicultura USA Miranda et al., 2003

Peixes Produto desidratado China Liu et al., 2005
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Quadro 3 - Cronobacter spp. em agua de consumo.

Alimento (produto)

Origem

Referéncia

Agua Gra-Bretanha NCTC 9529 (1954)
Agua potével Franca Leclerc et al., 1981,

Oger et al., 1981
Agua USA Farmer et al., 1985
Agua potéavel USA Camper et al., 1986
Agua Bélgica Goullet e Picard, 1986
Agua Franca Goullet e Picard, 1986
Agua potéavel Alemanha Schindler e Metz, 1991
Agua mineral engarrafada Alemanha Schindler, 1994
Agua potéavel (biofilme) Italia Bartolucci et al., 1996
Agua Gra-Bretanha  Oliver, 1997
Agua Franca Leclerc et al., 2001
Agua potavel (biofilme) Eep}‘.b"ca da | ee e Kim, 2003

oréia

Agua potavel (biofilme)
Agua

Gra-Bretanha
USA

Williams e Braun-Howland, 2003

Cruz et al., 2004

1.6. Casos de infecgao por Cronobacter spp.

Em 1961, na Inglaterra, Urmenyi e Franklin, relataram os dois primeiros casos
de meningite neonatal causada por Cronobacter spp., naquela época ainda
identificado como Enterobacter cloacae produtor de pigmento amarelo. A partir de
entdo, diversos casos e surtos de infec¢cdo neonatal por Cronobacter spp. tem sido
relatados em todo o mundo (GURTLER et al., 2005; FAO/WHO, 2008; CDC, 2009;
ENTEROBACTER SAKAZAKII BLOG, 2008, 2009). O Quadro 4 apresenta 0s casos
relatados de infeccdo por Cronobacter spp. em bebés e criangas até 36 meses de
idade. A maioria dos casos sdo nosocomiais, envolvendo neonatos e criangas de 3
dias a 4 anos (FAO/WHO, 2008).

Apesar da infeccdo por Cronobacter spp. estar, a principio, associada a
criancas, existem diversos relatos de casos em adultos (FAO/WHO, 2008). Jimenez
e Gimenez (1982), na Espanha, foram os primeiros a relatar o isolamento de
Cronobacter spp. de um paciente adulto com bacteremia. Pribyl et al. (1985)
relataram a ocorréncia de infeccdo por Cronobacter spp. associada a osteomielite
em adulto diabético dentre casos estudados no periodo de 1982 a 1985 em um
hospital em Nova Orleans, USA. Gosney et al. (2006), tendo em vista o relato de
estudos anteriores (Preston et al., 1999) sobre a alta prevaléncia de bacilos Gram
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negativos na cavidade oral de pacientes acometidos por acidente vascular cerebral
(AVC), estudaram 203 individuos desse grupo e encontraram Cronobacter spp. na
cavidade oral de sete pacientes. See et al. (2007) descreveram 0 primeiro caso de
infeccdo por Cronobacter spp. em adulto sem comprometimento imunologico. Eles
encontraram o patégeno em abscesso esplénico de uma paciente de 75 anos.

E importante destacar que, considerando os dados disponiveis no Reino
Unido durante o periodo de 1999 a 2007, a mais alta taxa de incidéncia de infeccao
por Cronobacter spp. foi atribuida a faixa etaria de = 75 anos (3,75 por milhdo de
individuos) seguida pela faixa de 65 a 74 anos (2,65 por milhdo de individuos). A
taxa de incidéncia em bebés foi apresentada como 2,45 e para criancas de 1 a 4
anos como 0,65 por milhdo de individuos. Esses relatos sugerem que o0s idosos
podem representar a populacdo mais suscetivel as infec¢des por Cronobacter spp.
(KYNE, 2009) indicando a necessidade de revisdo das politicas de saude publica.

No Brasil, ainda sdo poucos os relatos de infec¢cdo por Cronobacter spp. O
primeiro esta relacionado a um surto ocorrido na Unidade de Neonatologia e no
Centro de Terapia Intensiva no Hospital das Clinicas da UFMG (OLIVEIRA e
MARTINS, 1999). O segundo, a um surto envolvendo quatro hospitais no Rio de
Janeiro (PESSOA-SILVA et al., 2000). O terceiro relato descreve um caso de
meningite por Cronobacter spp. em recém-nascido no Hospital Universitario da USP
(BARREIRA et al.,2003).

Entretanto, os numeros de casos relatados nos diversos paises
provavelmente ndo refletem a realidade. Isso porque muitos laboratérios clinicos,
independentemente do pais, ndo incluem a pesquisa rotineira de Cronobacter spp. e
na maioria dos casos o relato das infec¢des por esses patdgenos ndo € obrigatorio.
Além disso, muitos paises nao dispdéem de um sistema oficial de informacao
(FARBER, 2004; FAO/WHO, 2008).
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Quadro 4 — Casos relatados de infeccéo ou colonizagdo por Cronobacter spp. em bebés e criancas até 36 meses.

Ano Local Doenca / sintomas NP casos (6bitos) Fonte Referéncia
1958 Inglaterra Meningite e sepse 2(2) Desconhecida Urmenyi e Franklin, 1961
1958 Dinamarca Meningite 1(1) Desconhecida Joker et al., 1965
1958 Georgia (USA) Bacteremia 1 Desconhecida Monrone e Tift, 1979
1958 Oklahoma (USA) Meningite e sepse 1(1) Desconhecida Adamson e Rodgers, 1981
1958 Indiana (USA) Meningite 1 Desconhecida Kleiman et al., 1981
1977-81 Holanda MERTENEE:, MBI 8 (6) Suspeita de FID® Muytiens et al., 1983
necrosante
1977-81 Grécia Bacteremia 1(1) NE® Arseni et al., 1984
1984 Grécia Colonizacgéo 11 (4) Desconhecida Arseni et al., 1987
1984 Missouri (USA) Meningite 1 Desconhecida Nagqvi et al., 1985
Massachusetts e
1984 Los Angeles Meningite 2 (1) Desconhecida Willis e Robinson, 1988
(USA)

1986-87 Islandia Meningite 3(1) FID Bc"fg'rrllg i le ! ggg;
1988 Tenesee (USA) Sepse 4 FID e liquidificador Sicnrg:lggsef;ﬁl"léggg
NE Portugal Meningite 1(1) Desconhecida Lecour et al., 1989
1988 Maryland (USA) Bacteremia 1 FID Noriega et al., 1990

Continua
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Continuacdo do Quadro 4.

Ano Local Doencga / sintomas N° casos (6bitos) Fonte Referéncia
1988 Ohio (USA) Meningite 1 NE Gallagher e Ball, 1991
NE Alemanha Meningite 1 Desconhecida Ries et al., 1994
NE Canada Abscesso cerebral 1 Desconhecida Tekkok et al., 1996
1997 Escécia Meningite 1 Desconhecida SCIEH Weekly Report, 11.03.97
1988 Bélgica Enterocolite necrosante 12 (2) FID Van Acker et al., 2001
1998 Brasil Bacteremia 5 Desconhecida Santos et al., 2000
NE Nort?UCéz'aA\r)oIina Meningite 1 Desconhecida Burdette e Santos, 2000
NE Minnesota (USA) '”fecgniosg[irllféir?i'nZige‘?éo 3 FID CDC, 2001
1999-00 Jerusalém Bacteremia, meningite 5 FID, liquidificador Bar-Oz et al., 2001
1999-00 Jerusalém Meningite 3 Liquidificador Block et al., 2002
2001 Tenesee (USA) Meningite 11 (1) FID Hilmeright et al., 2002
2002 Bélgica Meningite 1(2) FID www.cfsan.fds.gov/~dms/infr3.html
NE Colorado(USA) Isolado de traquéia 1 Desconhecida CDC, 2002
NE Wisconsin (USA) Isolado de liquor 1 Desconhecida CDC, 2002
NE Michigan (USA) Meningite 1 Desconhecida CDC, 2002
NE Minnesota (USA) Meningite 1(1) Desconhecida CDC, 2002

Continua
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Continuacdo do Quadro 4.

Ano Local Doencga / sintomas N° casos (6bitos) Fonte Referéncia
2004 Nova Zelandia Meningite 5(1) FID www.nzfsa.govt.nz
2004 Franca Y EMIEIE, enterocollt_e 18 (4) FID Caubilla-Barron et al., 2007
necrosante, bacteremia
Novo México Meningite e sindrome da e
2008 (USA) morte subita infantil 2(1) FID (?) MMWR, 2009
2008 lllinois (USA) Meningite 1(1) FID (?) Enterobactersakazakii Blog, 2008
2008 Japéo Bacteremia 1(1) FID (?) Teramoto et al., 2010

4 _ Férmula Infantil Desidratada; — N&o especificado; © - Ndo confirmado. Fontes: FAO/WHO, 2008; MMWR, 20009.

18




1.7. Manifestac@es clinicas

Cronobacter spp. estdo envolvidos como agentes etiolégicos de surtos de
meningite severa e enterocolite necrosante em neonatos e criancas. O quadro de
meningite resulta em infartos e hemorragias cerebrais, ventriculite, abscesso
cerebral ou formacéo de cisto e desenvolvimento de hidrocefalia que requer desvio
peritoneal-ventricular (LAI, 2001). Em bebés, a meningite se estabelece entre o
guarto e quinto dias apds o nascimento e pode ser fatal dentro de horas ou alguns
dias apés o aparecimento dos sintomas (MUYTJENS et al., 1983). A taxa de
mortalidade relatada varia entre 40 e 80%. Os sobreviventes apresentam severas
sequelas neurologicas como hidrocefalia, retardo mental, hemiplegia e quadriplegia
espastica (FARBER, 2004).

Outras manifestacdes clinicas da infeccdo incluem bacteremia isolada,
diarréia sanguinolenta, enterocolite necrosante, sepse e coagulopatia. Essas formas
apresentam menor gravidade, mas podem evoluir para o quadro de meningite
(FARBER, 2004).

A enterocolite neonatal necrosante (NEC) € caracterizada por necrose e
pneumatose intestinal (LEHNER e STEPHAN, 2004). Na Holanda, Muytjens e
colaboradores (1983) relataram oito casos de meningite neonatal e sepse, sendo
gue dois neonatos desenvolveram NEC e meningite, simultaneamente.

Além da doenca aguda, estudos indicam que o paciente pode se tornar um
portador entérico de Cronobacter spp., por um periodo de até 18 semanas (BLOCK
et al., 2002). Assim, além da capacidade de aderéncia e sobrevivéncia por longo
periodo no intestino humano é possivel que esses micro-organismos apresentem
grande potencial para o desenvolvimento de infec¢cdes cruzadas (BLOCK et al.,
2002).

A meningite bacteriana em neonatos é uma doenca fatal de evolucao rapida,
e como as defesas imunoldgicas nos fluidos cerebrais destes individuos séo
limitadas, os antibidticos devem ser rapidamente administrados para a erradicacao
do agente etiolégico (LEHNER e STEPHAN, 2004).

As infec¢des por Cronobacter spp. em adultos estdo associadas a choque
séptico (JIMENEZ e GIMENEZ, 1982), osteomielite (PRIBYL et al., 1985), abscesso
esplénico (SEE et al., 2007), pneumonia/bacteremia (GOSNEY et al., 2006), e
infeccéo de feridas (KYNE, 2009).

A antibioticoterapia, utilizando ampicilina combinada a gentamicina ou

cloranfenicol, é o procedimento adotado no tratamento inicial de suspeita de
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infeccdo por Cronobacter spp. Entretanto, varios autores tém relatado o
desenvolvimento de resisténcia do micro-organismo a essas drogas, incluindo a
producéo de B-lactamase. (LAI, 2001; KYNE, 2009).

1.8. Fatores de viruléncia de Cronobacter spp.

A severidade das infec¢Oes causadas por Cronobacter spp. vem chamando a
atencdo dos microbiologistas de alimentos, principalmente durante a Ultima década.
Contudo, os mecanismos que contribuem para a patogenicidade desses micro-
organismos, particularmente no que se refere as meningites neonatais, ainda néo
foram definidos (HEALY et al., 2010).

1.8.1. Perfil de sensibilidade a antimicrobianos

As meningites bacterianas necessitam de tratamento rapido e efetivo e por
ISSO existe uma preocupacao crescente com a suscetibilidade a antimicrobianos nos
casos de infeccdo de neonatos por Cronobacter spp. (LAI, 2001, BLOCK, 2002,
LEHNER E STEPHAN, 2004). Esse género era descrito como 0 mais sensivel
membro da familia Enterobacteriaceae, suscetivel a muitas classes de
antimicrobianos incluindo os aminoglicosideos e carboxi-penicilinas (STOCK E
WIEDERMANN, 2002). Entretanto, esses micro-organismos adquiriram resisténcia a
esses antimicrobianos através de elementos de transposicédo, e aos B-lactamicos
através da producdo de B-lactamase (LAI, 2001). Assim, novos esquemas de terapia
antimicrobiana necessitam ser estabelecidos. Nesse sentido, existem sugestdes do
uso de carbapenems ou cefalosporinas de terceira geracdo associadas a
aminoglicosideos ou trimetoprim-sulfametaxazol (LAI, 2001).

As diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI; 2010) néo
fazem referéncia direta a Cronobacter spp., mas sugerem que sejam testadas as
seguintes drogas para as enterobactérias: ampicilina, cefazolin (somente MIC),
gentamicina, amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam,
piperacilina/tazobactam, ticarcilina/acido clavulanico, cefuroxime, cefepime,
cefotetan, cefoxitina, cefotaxime ou ceftriaxone (para isolados de liquor), ertapenem,
imipenem, meropenem, piperacilina, trimethoprim-sulfametoxazol, aztreonam,

ceftazidime, cloranfenicol e tetraciclina.
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1.8.2. Producéo de biofilme

A capacidade de formar biofilme pode ser crucial para a colonizacéo de certas
superficies bidticas ou abidticas e pode influenciar na viruléncia de bactérias
patogénicas. A adesao de bactérias patogénicas a células especificas do hospedeiro
representa uma etapa fundamental para o estabelecimento de infec¢do, através da
colonizacdo do tecido hospedeiro (LANGSTRAAT et al., 2001). A formacdo de
biofilme tem como pré-requisito a forte adesdo mediada por interacdes especificas
entre adesinas e receptores de superficie. Essas interagbes podem promover a
agregacdo microbiana e ativar a formacao de biofime (GERLACH & HENSEL,
2007). Langstraat et al. (2001) relataram que a presenca de fimbrias tipo 3 facilita a
formacao de biofilme em Klebsiella pneumoniae. Ong et al. (2008), estudando cepas
de Escherichia coli uropatogénicas, sugerem que as fimbrias tipo 3 podem contribuir
na formacéao de biofilme por diferentes patdgenos Gram negativos nosocomiais.

A adesdo bacteriana a superficies e a formacdo de biofilmes séo
caracteristicas que também contribuem para a resisténcia das células ao estresse
ambiental e protecdo contra antimicrobianos, a saneantes, a dessecacdo, ao
aquecimento e ao pH (KIM, 2006; HEALY et al., 2010).

A formacdo de biofiilme em ambientes de processamento de alimentos
representa uma fonte potencial de contaminacéo e pode acarretar a deterioracéo de
partidas de alimentos ou contaminacdo de alimentos com patéogenos (DEWANTI &
WONG, 1995).

Existem varios relatos de formacédo de biofilme por micro-organismos do
género Cronobacter (IVERSEN et al., 2004; LEHNER et al., 2005; KIM, 2006).
Iversen et al. (2004) estudaram a producdo de biofilme por Cronobacter spp. em
superficies associadas a equipamentos para alimentacao por FID. Os isolados foram
capazes de aderir a silicone, latex, policarbonato e aco inoxidavel com maior
aderéncia pelas cepas produtoras de céapsula polissacaridica. No género
Cronobacter, a disponibilidade de nutrientes e a temperatura séo fatores capazes de
afetar a formacgéao de biofilme (KIM et al., 2006, 2007, 2008). A colonizac¢do, por
Cronobacter spp., de superficies de utensilios como colher, escova e liquidificador
utilizados na preparacao de FID foram documentadas na avaliacdo de infec¢cbes de
neonatos causadas por esses micro-organismos (MUYTJENS et al, 1983;
NORIEGA, 1990; VAN ACKER, 2001). Segundo Hurrell et al. (2009), com o
amadurecimento dos biofilmes bacterianos formados em tubos para alimentacéo

enteral, grupos de células podem se destacar e sobreviver a passagem através do
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estbmago de neonatos, devido a protecdo contra acidez. Uma vez que neonatos de
baixo peso apresentam baixa imunidade e ainda ndo desenvolveram uma microbiota
intestinal competidora, esses micro-organismos, associados por biofilme, podem
causar infeccdo neonatal (TOWSEND & FORSYTHE, 2008).

Uma vez que as FID representam veiculos potenciais de infec¢bes por esses
micro-organismos em neonatos € importante o controle da higienizacdo de

superficies para evitar adeséo e formacéao de biofilmes.

1.8.3. Atividade proteolitica

As metaloproteases bacterianas parecem desempenhar importante papel na
disseminacéao de bactérias a partir do sitio de infec¢cdo para a circulagéo sistémica
(HARRINGTON, 1996; MIYOSHI & SHINODA, 2000). A degradacdo especifica de
componentes protéicos da matriz extracelular pelas metaloproteases contendo zinco
pode causar a destruicdo das membranas das células endoteliais dos capilares,
acarretando a dispersdo dos componentes sanguineos para os tecidos adjacentes e
permitindo, dessa forma, a travessia de patdgenos através da barreira hemato-
encefalica (MIYOSHI & SHINODA, 2000).

Kothary e colaboradores (2007) demonstraram que micro-organismos do
género Cronobacter produzem metaloprotease contendo zinco. As proteinas
caracterizadas por esses pesquisadores apresentaram propriedades comuns as de
outros patégenos, mas também caracteristicas Unicas como auséncia de atividade
de elastase e incapacidade de hemaglutinar eritrocitos de galinha e de carneiro.
Caubilla-Barron e colaboradores (2007) estudaram cepas relacionadas a um surto
de infeccdo por Cronobacter spp. ocorrido em 1994, na Franca. Através de ensaio
para deteccdo de atividade de protease verificaram que todas as cepas clinicas
apresentaram essa caracteristica, diferentemente das culturas obtidas a partir de
embalagens fechadas de FID. Os autores relataram nao ser possivel definir a
atividade de protease como determinante de viruléncia, mas indicaram a
necessidade de novas investigagoes.

Carranza et al. (2009) realizaram um grande estudo, tracando o perfil
proteébmico da cepa C. turicensis 3032, associada a morte de dois neonatos. Nesse
estudo identificaram uma metaloprotease que apresenta 70% de similaridade com a
enzima protealisina de Serratia sp. envolvida na melanizagcdo de Drosophila

melanogaster (mosca da banana). A cepa estudada néo apresentou atividade
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proteolitica em &gar contendo caseina. Esses autores concluiram que a
metaloprotease de C. turicensis 3032 ndo tem atividade sobre a caseina e esta

associada a funcdes ambientais referentes a insetos e plantas.

1.8.4. Capacidade de hemaglutinacéo

A capacidade de aderir a uma variedade de superficies bidticas ou abioticas é
uma caracteristica que pode promover a sobrevivéncia bacteriana e consiste em
uma funcdo essencial para muitos patégenos (GERLACH & HENSEL, 2007). A
adesao é mediada por diferentes estruturas de superficie bacteriana que podem ser
subdivididas, conforme o seu mecanismo de agrupamento e sua estrutura, em duas
classes: adesinas fimbriais e adesinas nao fimbriais (SOTO & HULTGREN, 1999).

Fimbrias (ou pili) sdo apéndices filamentosos retos e rigidos presentes na
superficie bacteriana, mas distintos dos flagelos. Existem diferentes tipos de fimbria.
As bactérias que apresentam fimbria tipo 1 sdo caracterizadas por sua capacidade
de mediar aglutinacdo de eritrocitos na auséncia de a-D-manose, mas nhao na
presenca desse carboidrato. As fimbrias associadas a aglutinacdo de eritrocitos
somente apés tratamento com acido tanico sdo caracterizadas como tipo 3 e séo
comuns dentre os membros da familia Enterobacteriaceae (ADEGBOLA & OLD,
1983). A atividade de hemaglutinacdo das enterobactérias é geralmente associada a
sua capacidade de adesao a epitélio (DUGUID et al., 1979). As enterobactérias que
apresentam fimbrias do tipo 3 sdo patdgenos oportunistas frequentemente
associados a individuos imunocomprometidos (HORNICK et . al.,1991; SEBGHATI,
1998).

1.8.5. Atividade citotdxica

Segundo Finlay & Falkow (1989), a determinagdo do papel das toxinas na
patogenicidade de micro-organismos representa um desafio. Algumas vezes, elas
agem causando dano aos tecidos de forma a permitir a penetracado da bactéria em
tecidos mais profundos ou a passagem através do epitélio ou da barreira endotelial.

A presenca de toxinas também pode inibir a resposta imune do hospedeiro
ou, no caso das enterotoxinas, eliminar bactérias intestinais (CANTEY, 1985). Assim,
as toxinas estdo incluidas dentre os fatores de viruléncia produzidos pelos

patogenos bacterianos (LAW, 1988) e podem representar o principal fator de
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viruléncia e a causa de algumas doencas, mas nao constituem o principal
determinante de infectividade (FINLAY & FALKOW, 1989).

Pagotto et al. (2003) foram os primeiros a abordar esse aspecto para
Cronobacter spp. e demonstraram efeito citopatico em células CHO, Vero e Y-1
usando o filtrado de cultura de uma cepa clinica de Cronobacter. Kothary et al.
(2007) isolaram e caracterizaram uma metaloprotease unica em Cronobacter spp.
que € ativa contra azocaseina, tem efeito citopatico em células CHO e pode permitir
gue 0 micro-organismo atravesse a barreira hemato-encefalica ou cause extensiva

destruicdo celular em neoatos com enterocolite necrosante.

1.8.6. Capacidade de invasédo de células eucaridtica s

Alguns estudos tém descrito aspectos relativos a interacdo de Cronobacter
spp. com culturas de células. Segundo Mange e colaboradores (2006), a adesao de
Cronobacter spp. a células eucaridticas ndo ocorre por intermédio de fimbrias e as
adesinas envolvidas nesse processo ainda nao foram determinadas.

Towsend et al. (2008) estudaram as propriedades de aderéncia e invasao de
sete cepas de Cronobacter spp. associadas a um surto de enterocolite necrosante,
bacteremia e meningite em uma unidade neonatal de tratamento intensivo, na
Franca. Todas as cepas foram capazes de aderir e invadir células Caco-2 apés um
periodo de 3 horas. Os estudos de invasdo com células endoteliais de cérebro de
rato demonstraram que a cepa isolada de um caso fatal de meningite apresentou
capacidade invasora significativamente maior do que as cepas nao associadas a
casos de meningite (TOWSEND et al., 2008). Kim e Loessner (2008) estudaram trés
cepas de Cronobacter spp. que demonstraram capacidade invasora de células
Caco-2 significativamente maior do que as cepas de E. cloacae e E. agglomerans
também utilizadas no estudo. Além disso, concluiram que o mecanismo de invasao
celular por Cronobacter spp. € diferente dos processos utilizados por Listeria

monocytogenes e Salmonella Typhimurium.

1.9. Formulas infantis

O leite humano é reconhecido internacionalmente como a melhor fonte de
nutricdo de bebés. Entretanto, existem circunstancias em que ha necessidade de
suplementacdo ou substituicAo do leite humano. Nesses casos a opcao € a

utilizacado de formulas infantis, que sdo substitutas do leite humano, especialmente

24



produzidas para satisfazer, por si s, as necessidades nutricionais de bebés durante
0s primeiros meses de vida até a introducdo de alimentacdo complementar
apropriada (FAO/WHO, 2007). As formulas infantis tem como composicdo basica o
leite de vaca ou de outros animais e/ou outros ingredientes que tenham sido
considerados adequados a alimentacédo infantil por comprovacdo cientifica. Os
processos de producdo desses alimentos utilizam apenas métodos fisicos e a
embalagem deve impedir a deterioragdo ou contaminacdo do produto durante as
condicbes normais de manipulacdo, estocagem e distribuicdo no pais de venda do
produto (FAO/WHO, 2007). O produto final pode se apresentar na forma liquida ou
desidratada.

As formulas infantis liquidas constituem um produto pronto para consumo e
sdo submetidas ao processo de esterilizacdo comercial. As formulas infantis
desidratadas (FID), apesar de amplamente utilizadas (NAZAROWEC-WHITE &
FARBER, 1997; FAO/WHO, 2008), ndo sdo estéreis. A tecnologia atualmente
utilizada na producao de FID n&o permite que o produto seja submetido ao processo
de esterilizacdo. Dessa forma, as FID podem conter micro-organismos e a
inocuidade desses produtos deve ser garantida através da utilizacdo de boas
praticas de higiene durante a producdo e também durante o uso (reconstituico,
estocagem e administragcédo) (FAO/WHO, 2008).

1.10. Bloqueio de lotes (“recall”) de férmulas infa ntis desidratadas

Em 2002, por ocasido de um caso fatal de meningite por Cronobacter spp. em
um neonato, Himelright e colaboradores realizaram um estudo para determinar a
magnitude e fonte de infeccdo, em uma Unidade de Tratamento Intensivo de
Neonatos (UTIN) no Tenessee, nos Estados Unidos. Espécimes colhidos de 49
criancas hospitalizadas na mesma unidade foram submetidos a analise e 10 culturas
foram identificadas como Cronobacter spp. Através da analise dos fatores de risco
identificados foi determinado que o uso de uma FID especifica (Portagen, Mead
Johnson) estava associado, de forma significativa, com os casos de colonizacéo e
infeccdo por Cronobacter spp. A analise microbiologica de latas abertas e fechadas
do produto pertencentes ao mesmo lote utilizado na UTIN revelou a presenca do
patogeno. O lote do produto Portagen implicado como fonte de infeccdo foi
voluntariamente recolhido pelo produtor, em marco de 2002. A Agéncia Americana
para o Controle de Drogas e Alimentos, FDA, estabeleceu diretrizes para o preparo
de formulas infantis desidratadas nas UTIN, além de fazer recomendacfes para a
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selecdo de produtos e sugestdes de alternativas as FID, quando possivel
(Himelright, 2002).

Ainda em 2002, cerca de 1,5 milhdo de latas de férmulas infantis da marca
Wyeth Nutritionals, foram voluntariamente recolhidas, nos Estados Unidos, devido a
presenca de Cronobacter spp. (USFDA, 2003).

Em janeiro de 2003, a Mead Johson iniciou, nos Estados Unidos, o
recolhimento voluntario de 3030 latas do produto EnfaCare Lipil devido a
contaminagao por Cronobacter spp. (IBFAN, 2005). Novamente, em dezembro de
2004, a Mead Johnson deu inicio ao recolhimento voluntario global de seu produto
Pregestimil devido a morte de duas criancas francesas com infeccdo por
Cronobacter spp., associadas ao consumo do produto (IBFAN, 2005). Dessa vez, as
consequéncias atingiram o Brasil. Em 31 de dezembro de 2004, a ANVISA (2004)
proibiu em todo o territorio nacional o ingresso, a comercializacéo, a distribuicdo, a
exposicdo ao consumo e o uso da formula infantil/produto “Leite Infantil com Ferro
para Lactentes”, em p0O, marcas Pregestimil e Enfamil Pregestimil. Este produto é
fabricado na Holanda pela empresa Mead Johnson e importado para o Brasil pela
empresa Bristol-Myers Squibb Farmacéutica. O ndo cumprimento a essas
determinacdes implicaria em multas que poderiam variar de R$ 2 mil a R$ 1,5
milhao.

Em 2007 foram recolhidos produtos de varios fabricantes (Kayebe Dauce
Packers, Humana, Milupa e Hipp) em diferentes paises (Uganda, Croacia/Slovénia,
Alemanha, Austria e Luxemburgo) (IBFAN, 2008). Em 2008, foram recolhidas
férmulas infantis, produzidas na China e contaminadas com melamina e Cronobacter
spp. (IBFAN, 2008). Em 2009, o Servico Nacional de Pesquisa Veterinaria e
Quarentena da Coréia do Sul informou que Cronobacter spp. haviam sido
encontrados em 695 kg de formula infantil produzida pela industria Maeil Dairies Co.

gue ainda nao estavam disponiveis para venda.

1.11. Aspectos regulatérios

Em 2005, foi estabelecida na Europa, a nova regulamentagdo para formulas
infantis. Esta legislacao especifica a auséncia de Cronobacter spp. em 30 amostras
de 10 gramas de FID para bebés at¢e 6 meses (THE COMMISSION OF THE
EUROPEAN COMMUNITIES, 2005). O Codex Alimentarius, através do documento
“Code Of Hygienic Practice For Powdered Formulae For Infants And Children”
CAC/RCP 66-2008 Revisao 1 (FAO, 2008), estabelece os limites microbioldgicos
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para FID, e incorpora 0s mesmos critérios da Unido Européia. Entretanto, no Anexo
Il desse documento, referente as férmulas de seguimento, especifica que as
autoridades competentes dos paises que considerarem que exista evidéncia
cientifica de risco no que se refere a Cronobacter spp. pelo consumo de formulas de
seguimento podem estabelecer outro critério microbiologico para esse alimento

A legislacao brasileira em vigor, RDC n° 12 de 02/01/01 — ANVISA (BRASIL,
2001), que estabelece os padrdes microbiolégicos para alimentos ainda néo
contempla o género Cronobacter. Para as férmulas infantis, o limite para coliformes,
em amostra indicativa (apenas uma amostra) € de 10 por grama. Em amostra
representativa a tolerancia é de n=5, c=2, m<3 e M=20, o que significa que na
analise de cinco amostras de produto de um mesmo lote, duas amostras podem
apresentar contagem de coliformes entre 3 e 20 por grama e as demais devem
apresentar resultado inferior a trés por grama do produto. Esses limites sao ainda
mais tolerantes do que os padrdes anteriormente utilizados pelo Codex Alimentarius
(CAC/RCP 21-1979 - FAO, 1994) para Cronobacter spp., que também considerava
os critérios de coliformes, antes do documento mais recente (CAC/RCP 66-2008
Reviséao 1 - FAO, 2008).

Dessa forma, é notoria a necessidade de revisdo da RDC n° 12 de 02/01/01 —

ANVISA, com a inclusao dos limites para Cronobacter spp.

1.12. Isolamento e identificacdo de  Cronobacter spp.

1.12.1. Métodos de deteccao e enumeracgdo através de  cultivo

O primeiro método quantitativo para enumeracdo de Cronobacter spp. foi
descrito por Muytjens e colaboradores (1988). Em 1997, Nazarowec-White e Farber
modificaram esse método para determinar a incidéncia de Cronobacter em FID. O
protocolo recomendado pelo USFDA (2002) para a deteccdo de Cronobacter spp.
tem como base esses dois métodos (Figura 1). Nesse protocolo, a amostra é
submetida a meios de cultura para o isolamento de enterobactérias e a seguir, cinco
colonias presuntivas de Cronobacter spp. sdo semeadas em agar tripticaseina de
soja para deteccdo de pigmento amarelo. As culturas suspeitas sdo submetidas a
confirmacdo bioquimica no sistema miniaturizado APl 20E da bioMérieux.
Entretanto, esse protocolo ndo é especifico para Cronobacter spp. e requer uma

semana para a identificag&o final dos micro-organismos.

27



Em triplicata

Pré-enriguecimento

Enriguecimento
seletivo

Isolamento

Identificacéo

Amostra

100g 10g 1g
diluicdo 1:10 em &gua destilada a 45C
Incubacédo a 36 £ 1C/ 18 £ 2 h oras

10 mL

90 mL EEB

Incubacdo a 36 + 1T /18 + 2 horas

%

100 pL 10 pL

VRBGA VRBGA
Incubacédo a 36 £ 1T / 18 horas

g

5 colbnias caracteristicas

TSA
Incubacédo a 25 + 1T / 48 - 72 horas

Colbnias com pigmento amarelo

7\

prova da oxidase API 20E

Figura 1 - Representacdo esquematica da metodologia USFDA (2002). EEB = caldo

de enriquecimento para enterobactérias; VRBGA = agar glicose vermelho violeta;

TSA = 4gar tripticaseina de soja.

28




A metodologia recomendada pela International Organization for
Standardization (ISO) e pela International Dairy Federation (IDF) para o isolamento
de Cronobacter spp. a partir de férmulas desidratadas a base de leite € mais
especifica (ISO/TS, 2006) (Figura 2). Utiliza como enriguecimento seletivo o caldo
lauril sulfato de sédio modificado com vancomicina (mLST/v), que foi desenvolvido
com base na resisténcia osmotica de Cronobacter spp. Além disso, esse meio de
cultura é incubado a 44, considerando a caracteri stica de termortolerancia desses
micro-organismos. A seguir, € empregado o agar cromogénico para o isolamento de
E. sakazakii (ESIA; AES Chemunex) com incubacdo a 45C. A identificacdo é feita
através de um conjunto de provas bioquimicas convencionais ou kits de
identificacdo. Entretanto, existem varios relatos de cepas de Cronobacter spp. que
nao apresentam crescimento caldo mLST/v (GUILLAUME-GENTIL et al.,, 2005;
LEHNER et al., 2006a; IVERSEN & FORSYTHE, 2007; FOX & JORDAN, 2008). De
acordo com Iversen & Forsythe (2007) e Druggan & Iversen (2009), os métodos de
cultivo até entdo usados para o isolamento e identificacdo presuntiva de Cronobacter

spp. ndo sao confiaveis e necessitam ser melhorados.
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Amostra

Diluicdo 1:10 em APT
Incubacéo a 37 £ 1C por 18 + 2 horas

Pré-enriguecimento ﬂ 0,1 mL

10 mL mLST/N
Incubacgao a 44 + 0,5 por 24 + 2 horas

Enriguecimento seletivo ﬂ alca (10 pL)
ESIA
Isolamento Incubacéo a 44 £ 1C por 24 +2 horas

1 a 5 colbnias caracteristicas

!

TSA
Incubacéo a 25 + 1<C por 44 - 48 horas

colénias com pigmento amarelo (minimo 4 colénias)

!

TSA
Incubacéo a 25 + 1<C por 44 - 48 horas

4 Ny

Identificacéo kits miniaturizados provas:
de identificagéo * oxidase;
bioquimica * descarboxilagdo de aminoacidos

(lisina, arginina e ornitina);

« utilizacdo de acucares (sorbitol,
ramnose, sacarose, melibiose e
amidalina);

* hidrolise de citrato.

Figura 2 - Representacdo esquematica da metodologia ISO / TS 22964 (2006). APT
= agua peptonada tamponada; mLST/v = caldo LST modificado com vancomicina;

ESIA = agar cromogénico para o isolamento de E. sakazakii; TSA = agar

tripticaseina de soja.
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Muytjens e colaboradores (1984) relataram que todas as cepas de
Cronobacter spp. apresentam atividade de a-glicosidase. Com base nessa
importante caracteristica, varios meios de cultura cromogénicos e seletivos foram
desenvolvidos com o objetivo de aperfeicoar o isolamento de Cronobacter spp.

O primeiro meio cromogénico disponibilizado comercialmente para o
isolamento desses patogenos foi 0 agar cromogénico para o isolamento de E.
sakazakii (ESIA) da marca AES Chemunex, cuja formulacao foi publicada na 1SO /
TS 22964. Esse meio apresenta uma concentracao relativamente baixa de peptona
guando comparado a meios de cultura como o TSA (DRUGGAN & IVERSEN, 2009).
Contém o cromdgeno 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a,D-glicopiranosideo (XaGlc) e
desoxicolato de sédio e cristal violeta como agentes seletivos, inibindo o crescimento
de bactérias Gram-positivas (DRUGGAN & IVERSEN, 2009). Além disso, 0 meio &
incubado a 45T para inibir o crescimento de bactérias Gram-negativas
termotolerantes (DRUGGAN & IVERSEN, 2009).

O agar Brilliance E. sakazakii (formulacdo Druggan, Forsythe e Iversen - DFI)
foi desenvolvido pela Oxoid. Essa formulacdo utiliza o meio TSA como base de
nutrientes, o cromogeno XaGlc e um sistema de deteccédo de sulfeto de hidrogénio
para diferenciar Cronobacter spp. de cepas de Proteus spp. com fraca atividade de
a-glicosidase (DRUGGAN & IVERSEN, 2009). Esse meio é incubado a 37<C para
garantir o crescimento de cepas de Cronobacter spp. que n&do apresentam
termotolerancia (DRUGGAN & IVERSEN, 2009).

O agar Enterobacter sakazakii Plating Medium (ESPM) é um meio
cromogénico comercializado por R&F Products Inc. que também utiliza XaGlc como
cromogeno. Os autores, Restaino e colaboradores (2006), incluiram ainda o
trissacarideo analogo 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B,D-glicopiranosideo-,D-
glicopiranosideo. O segundo composto cromogénico foi incluido com o objetivo de
aumentar a sensibilidade do meio, visando detectar as poucas cepas de
Cronobacter spp. que apresentam baixa atividade de hidrélise de XaGlc (RESTAINO
et al., 2006). Aléem disso, o ESPM contém vermelho de fenol como indicador de pH e
os carboidratos adonitol, D-aratbitol e sorbitol (Restaino et al., 2006).

Outros meios de cultura cromogénicos e meios fluorogénicos comercialmente
disponiveis ndo foram abordados nesse trabalho porque n&o estdo relacionados as

metodologias oficiais para o isolamento de Cronobacter spp.
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1.12.2. Métodos fenotipicos para a identificacdo de ~ Cronobacter spp.

Os kits de identificacdo comercialmente disponiveis tem sido empregados,
rotineiramente, na analise clinica e microbiolégica para a identificacdo de bactérias
das mais variadas origens. Entretanto, a precisdo e a confiabilidade desses kits para
a identificacdo de Cronobacter spp. tem sido questionadas através de relatos de
resultados falso-positivos e falso-negativos (IVERSEN et al, 2007a; RESTAINO et
al., 2006). Além disso, o unico kit que atualmente inclui a taxonomia de Cronobacter
spp. € o Gen Il Identification plates (Biolog) (HEALY, 2010).

1.12.3. Métodos moleculares de deteccao e identific  acéo

A diversidade genética dentre as cepas de Cronobacter spp. sugere que 0s
procedimentos que empregam métodos fenotipicos ndo sejam totalmente confiaveis.
Assim, para garantir a identificacdo correta dos micro-organismos e minimizar o risco
da contaminacdo por Cronobacter spp. em FID e tornar a deteccdo do patdgeno
mais rapida, varios métodos moleculares tém sido desenvolvidos. Dentre eles
destacam-se os métodos moleculares que utilizam protocolos de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) tendo como alvo diferentes genes: dnaG (SEO & BRACKETT,
2005), gluA (IVERSEN et al, 2007b), ompA (MOHAN NAIR &
VENKITANARAYANAN, 2006) e regides V1-V3 do gene de 16S rRNA (HASSAN et
al., 2007), espacadora interna de transcricdo (ITS) de 16S-23S rRNA (LIU et al.,
2006). Dentre esses métodos, dois foram testados com um grande numero de
cepas: 0 protocolo com alvo no gene dnaG e o protocolo com alvo em gluA. O
ensaio quantitativo de PCR em tempo real desenvolvido por Seo e Brackett tem
como alvo um segmento interno de 78 pares de base (pb) do gene dnaG, presente
no operon de sintese macromolecular. O protocolo de PCR com alvo no gene gluA
(IVERSEN et al., 2007b) amplifica dois fragmentos (105 pb e 1680 pb) do gene que
codifica a enzima a-glicosidase.

Existem também sistemas comerciais para a deteccdo de Cronobacter spp.
gue empregam a tecnologia da PCR, como o BAX (Dupont) ou que utilizam métodos
de imunoseparagdo como Pathatrix da Matrix MicroScience. Entretanto, esses

sistemas ainda nado incluem a taxonomia de Cronobacter spp.
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1.12.4. Perspectivas de novas metodologias

As pesquisas com 0 objetivo de melhorar os métodos de isolamento e
identificacdo de Cronobacter spp. continuam. Atualmente, o US-FDA esta validando
um novo procedimento que incorpora meios de cultura desenvolvidos
especificamente para o isolamento de Cronobacter spp. Esse método utiliza os
meios cromogénicos Brilliance Enterobacter Sakazakii Agar (formulacéo DFI; Oxoid)
e o Enterobacter Sakazakii Plating Medium (ESPM; R&F Products Inc.) além do
ensaio de PCR em tempo real desenvolvido por Seo e Brackett e o kit RAPID ID 32E
(bioMérieux). O protocolo de PCR tem aplicacdo bi-fucional: é usado na etapa de
triagem e na confirmacgao de culturas suspeitas de Cronobacter spp. O tempo total
de analise varia de um a dois dias, dependendo da populagéo, do estado fisioldgico
das células além dos micro-organismos competidores presentes na FID. Esse
protocolo ja ultrapassou a etapa de estudo pré-colaborativo da Association of Official
Methods of Analysis (AOAC) e se encontra em processo de validagéao para incluséao
no Manual de Analise Bacteriolégica (BAM) do FDA (LAMPEL & CHEN, 2009).

Em paralelo, a ISO em conjunto com o European Committee for
Standardization (CEN) também estdo preparando um padrdo horizontal para a
deteccdo de Cronobacter spp. Uma rede de dez laboratérios avaliou os meios de
cultura disponiveis utilizando 670 amostras. Encontra-se em fase de elaboracdo um
rascunho internacional padrao (Draft International Standard; DIS) baseado em um
procedimento que reune o caldo de triagem para Cronobacter spp. (Cronobacter
spp. Screening Broth; CSB) e o isolamento em agar cromogénico. Se aprovado, o
protocolo devera ser submetido a ensaios colaborativos para a avaliagdo do seu
desempenho. A previsdo de publicacdo do padrdo horizontal final esta prevista para
2012 (DRUGGAN & IVERSEN, 2009).

1.13. Consideracdes finais

Em resumo, é de extrema importadncia para a saude publica e para a
vigilancia sanitaria que se minimize a contaminacgéao por Cronobacter spp. nas FID.
Os esforcos com foco em Cronobacter spp. tem reunido pesquisadores,
especialistas de industrias e diferentes esferas dos governos de paises de todo o
mundo. Entretanto, apesar da diminuicdo do numero de casos de infec¢cdo de
neonatos por Cronobacter spp. ainda existem relatos recentes como o0s casos do
Novo México (USA; CDC, 2009), lllinois (USA; ENTEROBACTERSAKAZAKII BLOG,
2008) e Japdo (TERAMOTO, 2010).
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Por outro lado, algumas industrias, de porte internacional, que produzem FID
sofreram grande prejuizo econdmico ao fazerem o recolhimento de varios lotes de
produtos contaminados com esses patdgenos. Essas industrias vem efetuando
rigoroso controle durante as etapas de producéo, incluindo o monitoramento
intensivo do ambiente das fabricas. Entretanto, esses esforcos ndo tem sido
suficientes para eliminar a contaminacdo por Cronobacter spp. A utilizacdo de
métodos confiaveis no isolamento e identificagdo desses micro-organismos é
imprescindivel nas atividades de monitoramento e controle.

A literatura cientifica tem relatado diferencas no comportamento dos isolados
de Cronobacter spp. (TOWSEND et al., 2008), sinalizando que talvez nem todos
apresentem o mesmo potencial patogénico o que justifica um estudo mais detalhado
sobre esses micro-organismos, utilizando cepas de diferentes espécies e origens.

A proposta apresentada neste trabalho visa avaliar os meios de cultura e
sistemas de identificacdo atualmente disponiveis para Cronobacter spp. assim como
pesquisar, em cepas de Cronobacter spp., propriedades associadas a viruléncia, ja
reconhecidas dentre outros membros da familia Enterobacteriacea mas ainda pouco

claras para Cronobacter spp.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Classificar isolados e cepas de referéncia nas espécies de Cronobacter spp., através
de meétodos fenotipicos e moleculares e avaliar o potencial de patogenicidade
dessas cepas através da pesquisa de fatores de viruléncia presentes em outros

membros da familia Enterobacteriaceae.
2.2. Objetivos especificos
a. Classificar isolados previamente identificados como E. sakazakii /
Cronobacter spp. e confirmar a classificacdo das cepas de referéncia nas

espécies do género Cronobacter;

b. Avaliar diferentes métodos, fenotipicos e moleculares, para a identificacédo de

Cronobacter spp.;

c. Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados de Cronobacter spp. frente

a antimicrobianos;

d. Avaliar o potencial de patogenicidade dos isolados e cepas de referéncia de

Cronobacter spp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material
Todos os meios de cultura e reagentes empregados pertencem a marca

Merck (Darmstadt, Alemanha) exceto quando especificado.

3.1.1. Micro-organismos

Foram utilizadas 37 culturas de diferentes origens (isolados de fonte clinica,
FID, ambiente de fabrica de FID e manipuladores de FID) compreendendo cepas de
referéncia de Cronobacter spp. e micro-organismos previamente identificados como
E. sakazakii / Cronobacter spp. Pelo menos um representante de cada espécie foi
incluido. A Tabela 1 apresenta a relagdo das cepas estudadas e suas respectivas
origens. Dezenove cepas de referéncia, de espécies frequentemente identificadas,
de forma equivocada, como Cronobacter spp. foram utilizadas como controle
negativo nos ensaios de PCR (Tabela 2).

A cepa de E. coli enteroagregativa EAEC 042 (NATARO et al., 1985),
gentilmente cedida pela Professora Angela Corréa F. Almeida e Professora Mara L.
P. Queiroz da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), foi utilizada como controle positivo nos ensaios de biofilme.

A cepa de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 17-2 sorotipo O:3H2
(NATARO et al., 1985), cedida pela Professora Angela Corréa F. Almeida e
Professora Mara L. P. Queiroz da Faculdade de Ciéncias Médicas da UERJ), foi
empregada como controle positivo nos ensaios de hemaglutinacéo.

Os ensaios de citotoxicidade para células Vero empregaram a cepa de E.
coli EHEC ATCC 43895 / INCQS 00171 como controle positivo e a cepa de E. coli
C600 ATCC 23724 / INCQS 00048 como controle negativo.

No ensaio quantitativo de invasao Salmonella Enteritidis INCQS P3440 foi
utilizada como controle positivo e a cepa E. coli C600 foi utilizada como controle
negativo.

Os micro-organismos foram cultivados em placas contendo agar nutriente e
incubados a 35 + 1°C durante 24 £ 2 horas. A seguir, o crescimento de cada placa
foi recolhido com o auxilio de uma alca de Drigalwski e transferido para tubos de
criopreservacdo contendo caldo infuso de cérebro e coracdo (BHI) adicionados de
20% de glicerol (v/v) e estocados a temperatura de —20 + 2°C até 0 momento do

uso.
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Para a realizacdo dos ensaios, as culturas criopreservadas foram semeadas
em agar nutriente, incubadas a 35 + 1°C durante 24 £ 2 horas e posteriormente
transferidas para caldo BHI, com excecdo de casos de utilizacdo de outro
procedimento, descrito especificamente no item do ensaio. Para uso nos ensaios, as

culturas foram mantidas entre 2 a 8°C em agar nutriente.

3.1.2. Linhagens celulares

Os ensaios de citotoxicidade, associacdo e invasao celular empregaram a

linhagem celular Vero ATCC CCL81 oriunda de rim de macaco verde africano.
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Tabela 1 — Origem das culturas bacterianas estudadas

Laboratorio Cadigo original Identificag&o original Fonte Id entificacao final

de origem
ucp? CDC 1058-77 C. malonaticus (T)" Clinica (abscesso de seio) Cronobacter malonaticus
ucbD 3032 C. turicensis (T) Clinica (meningite neonatal) Cronobacter turicensis
uUcD E922 C. sakazakii Clinica (secrecao bronquial) Cronobacter sakazakii
ucbD E785 C. sakazakii Clinica (neonato) Cronobacter sakazakii
uUcD CDC 996-77 C. sakazakii Clinica (liquor) Cronobacter sakazakii
ucbD CDC 3128-77 C. sakazakii Clinica (escarro) Cronobacter sakazakii
UCD SK90 C. sakazakii Clinica (crianca) Cronobacter sakazakii
INCQS* 597(ATCCd 29544) C. sakazakii (T) Clinica (orofaringe infantil) Cronobacter sakazakii
UERJ® Al E. sakazakii Clinica Enterobacter cloacae
10C' D2 E. sakazakii Clinica Enterobacter cloacae
[e]e; 501M E. sakazakii Clinica Enterobacter cloacae
IoC 8F E. sakazakii Clinica NC?
I0C 57L E. sakazakii Clinica Enterobacter gergoviae
INCQS 583 (ATCC BAA 894) C. sakazakii Clinica Cronobacter sakazakii
Hcsc" HPB 2871 C. sakazakii FID' Cronobacter sakazakii
USP! 2A E. sakazakii FID Cronobacter malonaticus
USP 4A E. sakazakii FID Cronobacter sakazakii
HCSC HPB 2875 E. sakazakii FID Cronobacter sakazakii
HCSC HPB 2876 E. sakazakii FID Cronobacter sakazakii
UCD E782 C. sakazakii FID Cronobacter sakazakii
ucbD CFS 10 C. sakazakii Matéria prima (caseina acida) Cronobacter sakazakii
USP 3A E. sakazakii Ambiental (lactario) Cronobacter sakazakii
ucbD CFS 237 C.dublinensis (T) Ambiental (fabrica de FID) Cronobacter dublinensis
UCD CFS 101 C. sakazakii Ambiental (fabrica de FID) Cronobacter sakazakii
UCD NCTC 9529 C. genomoespecie 1 (T) Ambiental (agua) Cronobacter genomoespecie 1 (T)

Continua
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Continuacédo da. Tabela 1.

Laboratorio Cadigo original Identificag&o origina I Fonte Identificagéo final

de origem

USP 5A E. sakazakii Ambiental (lactario) Enterobacter cloacae
USP N1 E. sakazakii Ambiental (fabrica de FID) Enterobacter helveticus
FUNED* 1390 E. sakazakii Utensilio (bico de mamadeira) Cronobacter sakazakii
UERJ M1 E. sakazakii Mé&o de manipulador Enterobacter spp.
UERJ M3 E. sakazakii Ma&o de manipulador Enterobacter spp.
UERJ M12 E. sakazakii Mé&o de manipulador Enterobacter spp.
HCSC HPB 2887 - CDC A8 E. sakazakii Desconhecida Enterobacter spp.
HCSC HPB 2891 - CDC B3 E. sakazakii Desconhecida Enterobacter spp.

I0C IOC - PC E. sakazakii Desconhecida Cronobacter sakazakii
INCQS 579 (ATCC 51329) C. muytjensii Desconhecida Cronobacter muytjensii
INCQS 115 (ATCC 29004) C. sakazakii Desconhecida Cronobacter sakazakii
INCQS 580 (ATCC 12868) C. sakazakii Desconhecida Cronobacter sakazakii

& -S. Fanning, Centre for Food Safety, University College Dublin, Belfield, Dublin 4, Irlanda; b_ cepa tipo; © — Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude; ¢ - American Type Culture Collection; ® -A. C. F. Almeida & M. L. P. Queiroz, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Brasil; ' - M. D. Asensi, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil; ¢ - N&o classificada; " - F. Pagotto, Health Products and
Food Branch, Health Canada, Otawa, Canada; ' - Férmula Infantil Desidratada; ' - M. T. Destro, Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas, Universidade de

Sao Paulo, Brasil; k_M.C.C. Silva, Laboratério Central de Saude Publica, Minas Gerais, Brasil.
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Tabela 2 — Cepas de referéncia utilizadas como controle negativo dos ensaios

moleculares.

I(?\Ié((;ligo do Cé_di_go Micro-organismo
QS Original

00073 ATCC? 8090 Citrobacter freundii
00145 ATCC 13048 Enterobacter aerogenes
00146 ATCC 23355 Enterobacter cloacae
00074 ATCC 23355 Enterobacter cloacae
00586 CDC" 6453 Enterobacter gergoviae
00310 ATCC 11775 Escherichia coli
00033 ATCC 25922 Escherichia coli
00507 CCT* 0182/CIP® 79.32 Klebsiella oxytoca
00083 ATCC 4352 Klebsiella pneumoniae
00147 ATCC 13883 grl]e;tzjsririljlgiggeumoniae subsp.
00201 ATCC 14029 Plesiomonas shigelloides
00332 ATCC 29906 Proteus mirabilis
00106 ATCC 13315 Proteus vulgaris
00323 ATCC 29944 Providencia rettgeri
00113 ATCC 15175 Pseudomonas putida
00028 ATCC 10708 Salmonella Choleraesuis
00258 ATCC 13076 Salmonella Enteritidis
00150 ATCC 14028 Salmonella Typhimurium
00100 ATCC 13880 Serratia marcescens

. American Type Culture Collection; ® _ Centers for Disease Control; ©- Colecéo de Culturas

Tropical; 9 Collection de I'lnstitut Pasteur

3.2. Métodos

3.2.1. Determinacéo da curva de crescimento de  Cronobacter (ATCC 29004)

Foram realizados dois experimentos para o estudo da curva de crescimento
da cepa ATCC 29004. Os procedimentos realizados foram semelhantes, com
excecao do tempo de leitura.

A cepa foi cultivada em caldo BHI, incubada a 37 £+ 1°C durante 24 horas e a
seguir, 1 mL do cultivo foi submetido a centrifugacéo (centrifuga 5415 D - Eppendorf;

Hamburgo, Alemanha) a 9.300 x g por 3 minutos. O sedimento foi ressuspenso em
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2,5 mL de tampao salina fosfato (PBS) pH 7,2. ApGs ajuste, com PBS, para turvacao
correspondente a 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10 UFC/mL), foram realizadas
diluicbes seriadas em PBS e uma aliquota de 1 mL foi transferida para erlenmeyer
contendo 99 mL de caldo BHI (diluicdo 1:100.000). A partir desta suspenséo foi
retirada aliquota de 1 mL para centrifugacdo a 9.300 x g por 3 minutos. O sedimento
foi ressuspenso em 2,5 mL de PBS e apos determinacdo da turvacao, foi realizada
semeadura de 1 mL, em duplicata, em profundidade, em agar padréo para contagem
(APC) com o objetivo de determinar o indculo inicial. A suspensdo em caldo BHI foi
mantida em estufa a 37 + 1°C, sem agitacdo. No primeiro experimento, foram
retiradas aliquotas da cultura para semeadura e enumeragcdo em agar APC a cada
20 minutos por até 4 horas e a seguir foram retiradas aliquotas com 8 e 24 horas de
incubacdo. No segundo experimento, as aliquotas foram retiradas a cada hora por
até 12 horas e ao completar 24 horas. As colbnias foram contadas e a populacdo
expressa em UFC/mL.

3.2.2. Identificacdo de Cronobacter spp. através de métodos moleculares

3.2.2.1. Desenvolvimento de uma PCR qualitativa par a deteccdo de
Cronobacter spp.

Foram utilizados nesse estudo os micro-organismos relacionados nas tabelas
le?2.

Os iniciadores desenhados por Seo & Bracket (2005) (Tabela 3) para a
detecgéo de dnaG por PCR em tempo real foram utilizados no desenvolvimento de
um novo protocolo de PCR qualitativo convencional, conforme apresentado a seguir.

Os iniciadores, as polimerases e outros reagentes empregados nos ensaios
de PCR foram adquiridos pela Invitrogen Corp. (USA) ApGs eletroforese, os géis
foram corados com solucéo de brometo de etidio (0,5 pg/ml - Sigma) por 45 minutos.
As imagens foram digitalizadas através de sistema de video documentacdo e
analisadas com o auxilio do programa ImageMaster (Image Master® VDS — Fuji Film
/ Thermal Imaging System FTI-500 / Pharmacia Biotech). Todos os experimentos

foram repetidos, pelo menos, em dois ensaios independentes.
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3.2.2.1.1. Preparo dos moldes de DNA

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada através da técnica descrita por
Kothary e colaboradores (2007) com algumas modificacbes. As culturas
criopreservadas foram semeadas, pela técnica de esgotamento, em placas contendo
agar tripticaseina de soja (TSA; Difco) e incubadas a 35° + 1°C durante 18 a 24
horas. Uma col6nia de cada cultivo foi transferida para tubo contendo 5 mL de caldo
BHI e os tubos foram mantidos a 37 + 1°C, sob agitagédo a 150 rpm (Orbit-Shaker,
Lab-Line, lllinois, USA), até a obtencdo de turvagdo equivalente a 2 da escala de
MacFarland (aproximadamente 6 x 108 UFC/mL, conforme determinado em 3.2.1). A
seguir, 2 mL de cada cultura foram submetidos a centrifugacao (centrifuga 5415 D -
Eppendorf) a 6.000 x g durante 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 500 piL
de agua purificada estéril, aquecido a 100C (Dri-bath type 17600, Barnstead,
Thermolyne, IA, USA) durante 15 minutos, resfriado rapidamente a -20C e mantido
nesta temperatura até 0 momento do uso.

As cepas de referéncia de Cronobacter spp. relacionadas na tabela 1 foram
utilizadas como controle positivo. As cepas relacionadas na tabela 2 e a mistura de
reacdo contendo adgua em substituicAo ao DNA foram utilizadas como controle

negativo.

3.2.2.1.2. Protocolo para PCR qualitativo convencio nal para detec¢cdo do gene
dnaG

A mistura de reacéo foi composta por 5 pmol de cada iniciador (Tabela 3); 100
UM de cada dNTP; tampéo Taq polimerase (1x) (10 mM Tris HCI pH 8,3, 50 mM
KCl); 2,0 mM de MgCly; 2 U de Taqg DNA polimerase e 3 yuL de DNA molde
preparado conforme 3.2.2.1 e agua purificada estéril suficiente para 50 pL.

A mistura foi submetida a desnaturacéo inicial a 94°C durante 2 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos, anelamento a
60°C por 30 segundos, extensdo a 72°C durante 30 segundos e extensao final a
72°C por 4 minutos termociclador PTC — 200 (Peltier Thermal Cycler, MA, USA).
Uma aliquota de 8 pl de cada reacédo de PCR foi aplicada a gel de agarose (Sigma)
a 2% (p/v) em tampao Tris-EDTA (TAE) (Invitrogen), e submetida a eletroforese a 80
V (PowerPac Basic/Bio-Rad, CA, USA) em tampao TAE. Como marcador de peso
molecular utilizou-se o Tracklt 50 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA).
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Tabela 3 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados nesse estudo.

Gene Iniciador Comprimento Sequencia (5'- 3") Referéncias
alvo do fragmento
dnaG  dnaGf 78 bp GGG ATATTG TCC CCTGAA - oo ¢ Brackett, 2005
ACA G
dnaGr CGAGAATAAGCCGCGCATT
V1/V3 Saka-1la 952 pb ACA GGG AGC AGC TTGCTG C Hassan et al., 2007
Saka - 2b TCC CGC ATC TCT GCA GGA
gluA EsAgf 1.680 pb ZEA AAG CAATCG ACA AGA Lehner et al., 2006
EsAgr ACT CAT TACCCC TCC TGA TG
EsAg5f 105 pb TAT CAG ATC TAC CCG CGC Iversen et al., 2007
EsAg5_5r

TTG ATG CCAAGC TGT TGC

3.2.2.2. Protocolo de PCR para deteccao das regides  hipervariaveis V1/V3 do
gene de 16S rRNA

Esse protocolo foi desenvolvido por Hassan et al. (2007) e visa a amplificacao
de um fragmento de 952 pb da regido V1/V3 do gene de 16S rRNA empregando os
iniciadores Saka-1a e Saka-2b (Tabela 3).

As reagbes de PCR foram realizadas em volume total de 30 pl. A mistura de
reacado foi composta de: 10 pmol de cada iniciador (Tabela 3); 100 uM de cada
dNTP; tampé&o Tag polimerase (1x) (10 mM Tris HCI pH 8,3, 50 mM KCI); 1,5 mM de
MgCl,; e 1 U de Taq DNA polimerase e 2,5 pl de DNA molde (3.2.2.1.1). As
condi¢cbes da reacao foram: desnaturacéo inicial a 95°C durante 4 minutos, seguida
de 30 ciclos de 95°C/60 seg, 50°C/60 seg, 72°C/90 seg e extensao final a 72°C por 4
minutos em termociclador PTC — 200. Dez microlitros dos produtos de amplificacao
foram submetidos a eletroforese (PowerPac Basic/Bio-Rad) em gel de agarose
(Sigma) a 2% (p/v) a 120 V em tampao TAE (Invitrogen). Como marcador de peso

molecular empregou-se o Tracklt 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA).
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3.2.2.3. Protocolo para PCR para detecgao do gene  gluA
A deteccao do gene gluA foi realizada empregando dois protocolos para a

amplificacédo de dois fragmentos, sendo um com 1.680 pb e o outro com 105 pb.

3.2.2.3.1. Deteccéo do fragmento de 1680 pb

Foi utilizado o protocolo desenvolvido por Lehner et al. (2006). As reacdes de
PCR foram realizadas em volume total de reacéo de 50 pl e a mistura de reacao foi
composta de 5 pmol de cada iniciador; 100 uM de cada dNTP; 2,0 mM de MgCly;
tampéo Tag polimerase (1x) (10 mM Tris HCI pH 8,3, 50 mM KCI); 2 U de Taq
polimerase e 3 pl de DNA molde (3.2.2.1.1). Os iniciadores utilizados foram EsAgf e
EsAgr (Tabela 3).

As condigbes da reacgdo foram 94°C durante 2 minutos, seguida de 29 ciclos
de 94°C durante 30 segundos, 58°C por 60 segundos, 72°C durante 90 segundos e
alongamento final a 72°C por 5 minutos em termociclador PTC — 200). A eletroforese
foi realizada conforme apresentado em 3.2.2.1.2 e um marcador de peso molecular
de 100 pb (Tracklt 100 bp DNA Ladder, Invitrogen, USA).

3.2.2.3.2. Deteccéo do fragmento de 105 pb

Os ensaios foram realizados conforme descrito por Iversen et al. (2007),
empregando o protocolo semelhante ao descrito para o fragmento de 1680 pb, com
emprego dos iniciadores EsAg5f e ESAg5 _5r (Tabela 3), e anelamento a 62°C/30
seg e extensdo a 72°C/30 seg. A eletroforese foi realizada conforme apresentado em
3.2.2.1.2 com o marcador de 50 pb Tracklt 50 bp DNA Ladder (Invitrogen, USA).

3.2.3. Avaliagcdo do comportamento dos isolados e da s cepas de referéncia de
Cronobacter spp. frente a metodologia 1SO / TS 22964:2006 orig inal e
modificada

3.2.3.1. Pré-enriquecimento, enriquecimento seletiv 0 e isolamento em meios
cromogénicos

As 37 culturas (Tabela 1) foram semeadas em solucdo peptonada tamponada
(APT) e incubadas a 37 £ 1C durante 18 * 2 horas (pré-enriquecimento). Apos esse
periodo, volumes de 0,1 mL de cada cultivo foram transferidos para tubos com 10
mL de caldo lauril sulfato triptose modificado (contendo NaCl a 0,5 M) com

vancomicina (Sigma) (concentracdo final de 10ug/ml de caldo mLST) (mLST/v).
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Apos incubacédo a 44 + 0,5C por 24 + 2 horas (enriqguecimento seletivo), as culturas
foram semeadas, por esgotamento, na superficie dos seguintes meios
cromogénicos: Enterobacter Sakazakii Isolation Agar (ESIA; AES Chemunex),
Brilliance Enterobacter Sakazakii Agar (formulagcdo Druggan-Forsythe-lversen) (DFI;
Oxoid) e Enterobacter Sakazakii Plating Medium (ESPM; R&F Products Inc.). As
placas contendo ESIA foram incubadas a 44 + 1C for 24 + 2 horas. As placas de

DFIl e ESPM foram mantidas a 35 + 1C durante 24 + 2 horas.

3.2.3.2. Avaliacéo da eficiéncia da etapa de enriqu ecimento seletivo

Todas as culturas (Tabela 1) foram submetidas a cultivo em LST e mLST com
e sem vancomicina incubados a 35C e 44TC. Uma alig uota de cada tubo de
enriqguecimento seletivo foi semeada, por esgotamento, na superficie dos meios

cromogénicos, conforme descrito no item 3.2.4.1 (Figura 3).

Cultura em APT (pré -enriquecimento)
0imLy  0lmL, olmLi 0,1mL 01mLi o1mL; 01 mLi 01mLi
I A \ AR A ‘L I S A A ) S v___,
| Caldo |1 Caldo i} Caldo !| Caldo | Caldo ! cCaldo }! Caldo 11 Caldo |
i LST |1 LSTV |} mLST | mLSTNn p o LST ' LSTV |1 mLST :: mLSTHv !
T N .
24+2h 24+2h
v *
Semeadura em Semeadura em
* agarESIA |+ agar ESIA :
1
T - ; .« agar DFI !
0 clErEl i |+ agar ESPM !
i+ agar ESPM ; : :

Figura 3 — Protocolo da metodologia ISO/ TS 22964:2006 original (linha continua) e modificado (linha
tracejada) para estudo de culturas que ndo apresentaram crescimento na etapa de enriquecimento
seletivo da norma original. Etapas de enriquecimento seletivo e semeadura em meios cromogénicos.
APT - solucdo peptonada tamponada; LST - caldo lauril sulfato triptose; mLST - caldo lauril sulfato
triptose contendo NaCl a 0,5 M; mLST/v - caldo lauril sulfato triptose contendo NaCl a 0,5 M e
vancomicina (concentracdo final de 10ug/mL); ESIA - Enterobacter Sakazakii Isolation Agar; DFI -
Brilliance Enterobacter Sakazakii Agar; ESPM - Enterobacter Sakazakii Plating Medium.
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3.2.3.3. Producéao e deteccéo de pigmento amarelo

Cerca de trés colbnias tipicas e atipicas (na auséncia de colbnias tipicas)
obtidas em agar ESIA (verde a verde-azuladas), em agar DFI (turquesas) e agar
ESPM (azul-enegrecidas ou azul-acinzentadas com ou sem halo de clareamento do
meio) foram semeadas, por esgotamento, na superficie de placas contendo TSA
(Difco). Apds incubacdo a 25C durante 44 a 48 horas o0s crescimentos foram
examinados quanto a presenca de pigmento amarelo. As placas foram mantidas a
25T por 72 horas adicionais, sob iluminagdo. Ao final desse periodo foram

novamente examinadas para a deteccao de pigmento amarelo.

3.2.4. Caracterizacao fenotipica

3.2.4.1. Identificacdo bioquimica convencional segu  ndo Farmer et al. (1980) e
Iversen et al. (2006)

Inicialmente, as culturas (tabela 1) foram semeadas em agar nutriente,
incubadas a 35°C / 24 + 2 horas e submetidas a coloragdo de Gram e a prova da
producdo de oxidase, utilizando tiras de papel de filtro impregnado com solucéo a
1% (p/v) do reagente N-N dimetil,1-4 fenilamida dicloridrato com leitura apés um
minuto. Foi avaliado o comportamento das culturas em agar trés acucares ferro
(TSI), em agar lisina ferro (LIA) e meio de SIM apos 24 horas de incubacdo a 37<T.
Todas as culturas bacterianas foram submetidas as provas relacionadas a seguir,
com incubacéo a 30T por até 7 dias, com excecdo do s casos indicados. As provas
de producéo de acido a partir de carboidratos (D-sacarose, D-melibiose, D-sorbitol, D-
celobiose, L-ramnose, maltose, lactose, xilose, adonitol, mio-inositol, dulcitol, manitol
e metil-a-D-glicopiranosideo) foram realizadas em base de caldo vermelho de fenol
com adicdo de solucdo de carboidrato esterilizada por filtragdo para concentracéo
final de 0,5%. As provas de descarboxilacgdo de aminoéacidos (lisina, arginina e
ornitina) foram realizadas em caldo base de Moeller (Difco) com adi¢édo de solucéo
de cada aminoacido esterilizada por filtracdo. A produgcdo de gas a partir da
fermentacdo de glicose foi detectada em tubo de Durham em base de caldo
vermelho de fenol. As culturas foram ainda submetidas as provas de
oxidacao/fermentacdo da glicose, hidrélise da uréia, utilizacdo do citrato como Unica

fonte de carbono, utilizagdo do malonato, VM-VP e reducéo do nitrato.

46



3.2.4.2. Identificagéo atraves de sistemas miniatur  izados comerciais

3.2.4.2.1. Kit API 20E (bioMérieux, Franca)

Foi adotado o procedimento recomendado pelo fabricante. Suspensdes
bacterianas em solucdo salina 0,85% (p/v), com turvacdo equivalente a 0,5 da
escala de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), foram preparadas a partir de crescimento
em agar nutriente e as galerias foram inoculadas. Apoés incubacéo a 35 + 1°C por 18
+ 2 horas e adi¢@o dos reagentes necessarios a leitura dos resultados foi realizada e

avaliada através do programa apiweb API 20E verséao 4.1.

3.2.4.2.2. Kit ID 32E (bioMérieux)

As suspensdes bacterianas foram preparadas conforme descrito no item
3.2.4.2.1 e inoculadas nas galerias conforme as instrucbes do fabricante. Apos
incubacdo a 35 + 1°C e adi¢cdo de reagentes (bioMérieux), quando necessario, a

leitura foi realizada através do programa apiweb ID 32E verséao 3.0.

3.2.4.2.3. Sistema Vitek 32 (bioMérieux)

Os ensaios foram realizados empregando cartdées “GNI plus”, segundo as
instrucdes do fabricante, com suspensdes bacterianas preparadas a partir de
culturas de 24 horas em agar sangue (base de agar sangue adicionada de 5% de
sangue desfibrinado de carneiro). As leituras foram realizadas através do software
versao 5.1 em instalado em unidade de microcomputador acoplado ao sistema.

3.2.4.2.4. Determinacéo da atividade enzimatica

O kit APl ZYM (bioMérieux) foi utilizado para a comparagdo dos perfis
enziméaticos das culturas. Foi adotado o procedimento recomendado pelo fabricante.
Suspensfes bacterianas em meio de suspensao API (bioMérieux), com turvacao
equivalente a 5 da escala de MacFarland (1,5 x 10° UFC/mL), foram preparadas a
partir de crescimento em agar nutriente. As galerias foram inoculadas e incubadas a
35 + 1°C durante 4 horas. ApoOs a adicdo de reagentes (ZYM A e ZYM B), foi

realizada a leitura, conforme as instru¢des do fabricante.
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3.2.5. Avaliagdo da sensibilidade e especificidade dos sistemas de
caracterizacao fenotipica e identificacdo molecular

Sensibilidade e especificidade foram calculadas segundo Greenhalgh (1977)
e considerando os resultados obtidos com a deteccdo do fragmento de 105 pb do
gene gluA como padrao ouro.

Sensibilidade € definida como o nimero de verdadeiros positivos dividido pelo
namero de verdadeiros positivos somado ao nimero de falso negativos e é expressa
em porcentagem. Especificidade é definida como a relagdo entre o numero de
verdadeiros negativos e a soma do numero de falso-positivos com o numero de
verdadeiros negativos, e também é expressa em porcentagem (GREENHALGH,
1977).

3.2.6. Pesquisa de fatores de viruléncia

Esses estudos foram realizados empregando as 27 culturas que foram
identificadas como Cronobacter spp. (tabela 1), com excecdo dos ensaios de
citotoxicidade em células Vero que utilizaram 12 cepas de Cronobacter spp.
(3.2.6.7). A selecéo das cepas utilizadas nos ensaios de citotoxicidade teve como
critério contemplar cada uma das espécies de Cronobacter de diferentes fontes de

isolamento, com preferéncia a isolados de origem clinica.

3.2.6.1. Determinagédo do perfil de suscetibilidade  a antimicrobianos

Foi utilizado o sistema Vitek 32 (bioMérieux) com cartées GNS 655, segundo
as instrucdes do fabricante. Foram testadas as seguintes drogas: amicacina (AMI),
ampicilina (AMP), ampicilina/sulbactam (SAM), aztreonam (ATM), cefepima (CPM),
cefotaxima (CTX), cefoxitina (CFO), -ceftazidima (CAZ), cefalotina (CFL),
ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN), imipenem (IPM), meropenem (MER),

piperacilina / tazobactam (PPT) e trimethoprim-sulfa (SXT).

3.2.6.2. Producao de capsula

Foi empregada a metodologia descrita por Caubilla-Barron et al. (2007). Os
isolados foram semeados em placas contendo agar leite e as placas foram
incubadas a 37<C por até 72 horas. As culturas foram avaliadas quanto a producao
de capsula por inspecao visual da morfologia colonial durante o periodo de
incubacéo.
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3.2.6.3. Producéo e deteccéao de biofilme

Foi empregada a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2000) com
algumas modificacdes. As culturas foram semeadas, por esgotamento, na superficie
de placas contendo TSA. Apos incubacdo a 37<C durante 24 horas, quatro colénias
isoladas foram repicadas para tubos contendo 5 mL de caldo BHI. Os tubos foram
incubados a 37C durante 20 a 24 horas, sob agitacdo a 150 rpm (Orbit-Shaker,
Lab-Line). A seguir, 200 ul de cada cultura foram transferidos, em triplicata, para 3
orificios de uma placa estéril de poliestireno, de fundo chato, com 96 orificios
(Microtest [1 96 Falcon) sendo a placa foi incubada a 37C durante 24 horas. Apés
incubacéo, o contetdo de cada orificio foi aspirado e desprezado. Cada orificio foi
lavado por trés vezes com 200 ul de agua purificada e a placa mantida durante 10
minutos, a temperatura de 37°C, para secagem. A seguir, foram adicionados a cada
orificio 30 pl de solugéo de cristal violeta a 0,5% (p/v) e apds 10 minutos, o contetdo
de cada orificio foi retirado com micropipeta (P-200 Gilson), desprezado e foi
realizada nova série de lavagem com 200 ul de agua purificada. A placa foi mantida
durante 10 minutos a temperatura de 37°C, para secagem e a cada orificio foram
adicionados 200 pl de etanol a 95%. Apdés periodo de 10 minutos, 150 ul de cada
orificio foram transferidos para uma nova placa de poliestireno com 96 orificios e a
determinacdo da densidade otica (D.O.) foi realizada (Bio-Tek Instruments, Inc., VT,
USA) no comprimento de onda de 595 nm.

O experimento foi repetido por trés vezes para cada cultura. A interpretacéo
dos resultados foi realizada através da média das nove leituras de cada cultura.

Esse experimento também foi realizado empregando o caldo Luria Bertani
(LB; Difco), em substituicdo ao caldo BHI.

Utilizou-se como controle positivo para o ensaio a cepa de E. coli 042 e como
controles negativos os caldos BHI e LB, nos respectivos ensaios.

Foram considerados 0s seguintes parametros, descritos por Stepanovic et al.
(200) para a avaliacdo da producao de biofilme:

* Nao aderente (NA): densidade oOtica menor ou igual a densidade otica do
controle negativo = D.0.< D.O.(CN)
* Fracamente aderente (FA): densidade otica maior do que uma vez o valor da
densidade oOtica do controle negativo mas, menor do que duas vezes a
densidade otica do controle negativo = D.O.(CN) < D.0.< 2 x D.O.(CN)
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* Moderadamente aderente (MA): densidade otica maior do que duas vezes o
valor da densidade 6tica do controle negativo mas menor do que quatro vezes
a densidade otica do controle negativo = 2 x D.O.(CN) < D.0.< 4 x D.O.(CN)

» Fortemente aderente (FMA): densidade 6tica maior do que quatro vezes a

densidade 6tica do controle negativo = 4 x D.O.(CN) < D.O.

3.2.6.4. Atividade proteolitica

Esse ensaio foi realizado de acordo com Caubilla-Barron et al. (2007)
utiizando o agar leite modificado (Brown e Foster, 1970). Este meio sélido foi
preparado através da mistura em igual volume, a 60°C, de solucédo a 20% de skim
milk (Difco) autoclavada a 115C por 5 minutos com uma solucédo estéril de agar
(Difco) a 4%. O meio foi distribuido em placas de Petri. As placas foram semeadas
através de uma Unica estria a partir de cada cultura bacteriana e incubadas a 37C
por até 10 dias. Uma zona de clareamento ao redor do crescimento bacteriano

indicou resultado positivo.

3.2.6.5. Atividade hemolitica

Os ensaios foram realizados em conjuntos de placas contendo base para
agar sangue adicionada de 5% de sangue desfibrinado de coelho, cavalo, carneiro
ou cobaio. As placas foram semeadas através de uma Unica estria a partir de cada
cultura bacteriana (24 horas em caldo BHI) e incubadas a 37C durante 48 horas.
ApoOs o periodo de incubacgéo, as culturas foram avaliadas quanto a formacéo de

zona de hemdlise (a, B ou y hemolise).

3.2.6.6. Hemaglutinacao

Foi empregada a metodologia descrita por OLD (1972), com algumas
modificacdes. Foram utilizadas suspensdes de eritrocitos (3%) de carneiro, cobaio,
coelho e cavalo, com e sem adicdo de manose (1%) e com e sem tratamento com
acido tanico (Duguid, 1979). O sangue das diferentes espécies de animais foi
fornecido pelo Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fiocruz (CECAL),
através do Servigo de Animais de Laboratorio (SAL) do INCQS.

Foram empregadas placas de poliestireno de 96 orificios com fundo em V (BD
Falcon), com tampa. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 17-2 sorotipo O:3H2

e salina tampéao fosfato (PBS pH 7,2) foram utilizadas como controles positivo e
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negativo, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em dias

diferentes.

3.2.6.6.1. Preparo da suspenséo bacteriana

As culturas, estocadas a -20C foram semeadas em placas de agar sangue
(base de agar sangue adicionada de 5% de sangue desfibrinado de carneiro) e
incubadas a 37°C por 24 horas. A seguir, uma colénia de cada cultura foi semeada
em tubo contendo 3 mL de caldo LB (Difco) que foi incubado a 37°C por 24 horas. A
partir dessa etapa foram realizados repiques sucessivos em caldo LB, a cada 3 dias,
atée completar 10 repiques. ApoOs esse periodo, as culturas foram submetidas a
centrifugacédo a 4.500 x g (centrifuga 5415 D - Eppendorf) durante 5 minutos. As
células foram lavadas com tampao salina fosfato (PBS; pH 7,2) e apds nova
centrifugacdo o sedimento foi ressuspenso em PBS (pH 7,2) de forma a obter
turvacdo equivalente a 10 da escala de McFarland (aproximadamente 3 x 10°
UFC/mL).

3.2.6.6.2. Preparo das suspensdes de hemécias

3.2.6.6.2.1. Suspensdo-mae de hemacias

Foram preparadas suspensfes-méde dos diferentes tipos de hemacias.
Aliguotas de 10 mL de cada espécie de eritrcito foram centrifugadas a 344 x g por 5
minutos (centrifuga 5415 D - Eppendorf) e lavadas trés vezes com PBS (pH 7,2).
Foram preparadas suspensodes a 12% através da mistura de 4,8mL de hemacias a
35,2 mL de PBS (pH 7,2). As suspensofes estoque de hemacias foram armazenadas
sob refrigeragéo (2-8°C) por um periodo maximo de uma semana.

3.2.6.6.2.2. Suspensao de heméacias a 3%
Foram preparadas misturando-se 5 mL de suspensédo-mae (3.2.6.6.2.1) a 15
mL de PBS (pH 7,2).

3.2.6.6.2.3. Suspensao de heméacias a 3% com 1% de m anose

Foram preparadas combinando 5 mL da suspensdo-mae de hemacias
(3.2.6.6.2.1) com 5 mL de PBS (pH 7,2) e 10 mL de solu¢cédo de manose a 2% (p/v).
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3.2.6.6.2.4. Suspensédo de hemacias a 3% tratadas co m &cido tanico

Aliguotas de 20 mL de suspensdo-mae de cada espécie de eritrocito foram
misturadas com 20 mL de solucdo de acido tanico (Sigma) a 1: 33000 em salina a
0,85% (p/v). Apoés incubacdo a 37°C por 10 minutos as suspensfes foram
centrifugadas a 194 x g por 3 minutos (centrifuga 5415 D - Eppendorf). O
sobrenadante foi desprezado e o sedimento lavado duas vezes com solucdo de
NaCl a 0,85% (p/v) e ressuspenso em solucdo salina a uma concentracao final de

3% de hemaéacia.

3.2.6.6.3. Ensaio de hemaglutinacao

Aliquotas de 70 pL das suspensfes bacterianas foram distribuidas nas fileiras
A, C e E das microplacas incluindo os controles positivo e negativo (Figura 4). Nas
fileiras B, D e F, foram distribuidas aliquotas de 35uL de PBS pH 7,2. As
suspensdes bacterianas foram diluidas (1:2) através da transferéncia de 35uL das
fileiras A, C e E para as fileiras B, D e F, respectivamente. Nos orificios das fileiras A
a F foram adicionados 35uL da suspensao de eritrocitos de uma espécie. As outras
espécies de eritrocitos foram testadas em placas preparadas da mesma maneira,
assim como as suspensodes de eritrocitos contendo 1% de manose e as suspensdes
de eritrocitos taninizados. As placas foram incubadas a 37C por 2 horas e
submetidas a primeira leitura. As placas foram mantidas sob refrigeracdo (2-8<C)
durante 24 horas e submetidas a nova leitura.

Foi adotado o seguinte padréo de leitura:
 Hemaglutinacdo negativa - Foi determinada pela formacdo de um botéo

depositado no fundo da microplaca indicando que ndo houve hemaglutinagao;

* Hemaglutinacéo positiva — Foi determinada pela formacéo de um tapete difuso e

frouxo de hemacias depositado no fundo dos orificios da microplaca;
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Linha A-70 pl de 1 2 3 4 5 & 7 & & O 11 12
suspensao
bacteriana/orificio 35 ul

Linha C-70 pl de 35 ul
suspensao
bacteriana/orificio

35 ul

Linha E-70 ul de
suspensao
bacteriana/orificio

Figura 4 - Desenho esquemético da distribuicdo das suspensdes bacterianas para o
ensaio de hemaglutinacao.

3.2.6.7. Citotoxicidade para células Vero

Foram testadas 12 culturas identificadas como Cronobacter spp. (C.
malonaticus CDC 1058-77, C. turicensis 3032, C. sakazakii E922, C. sakazakii E785,
C. sakazakii CDC 996-77, C. sakazakii CDC 3128-77, C. sakazakii SK90, C.
sakazakii E782, C. sakazakii CFS 10, C. dublinensis CFS 237, C. sakazakii CFS 101
e C. genomoespecie 1 NCTC 9529). Os controles positivos utilizados foram: solucéo
de Triton-X 1% (p/v) em PBS (pH 7,2) e Escherichia coli EHEC (ATCC 43895). Os
controles negativos foram: E. coli C600, células eucaridticas em caldo tripticaseina
de soja (TSB; Difco) e células eucaridticas em Dulbecco's minimal essential medium
(DMEM; Gibco-BRL).

3.2.6.7.1. Cultivo e manutencéo da linhagem celular ~ Vero

As células Vero foram cultivadas em frascos plasticos com faces planas
contendo meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO, USA), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB; Gibco-
BRL) inativado, HEPES (20 mM - Sigma), L-glutamina (3 mM - Sigma), NaHCO3 (26
mM - Sigma), penicilina (1.000 Ul/mL - Sigma) e fungizona (2,5ug/ml - Sigma). As
passagens celulares foram feitas pelo tratamento do tapete celular com 0,2% (p/v)
de tripsina (1:250; Sigma) e 0,02% (p/v) de EDTA (Sigma) em solucdo salina
balanceada (BSS; pH 7,2) sem Ca++ e Mg++. ApOs remoc¢ao da solucdo de tripsina
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- EDTA foram adicionados 10mL de meio DMEM e o volume foi dividido em dois
novos frascos. As células foram incubadas a 36 + 0,5°C em atmosfera com 5% de
CO, em estufa (Modelo RCO 3000T-5-ABC, Revco, Thermo Electron Corporation,
NC, USA)por 2-3 dias.

Estes procedimentos foram realizados pelo Setor de Cultura de Células do
Laboratorio de Vacinas Virais e Cultura de Células do Departamento de Imunologia
do INCQS.

3.2.6.7.1.2. Preparo dos tapetes celulares para os  ensaios de citotoxidade

O tapete celular confluente foi tratado com solugdo de tripsina-EDTA
conforme descrito no item 3.2.7.1 e diluido em meio DMEM suplementado.

Para os ensaios com o corante azul brilhante de Comassie (CBBR R-250;
BIO-RAD), 1000pl de suspensdo de células (2 x 10° células/mL) foram adicionados
em cada orificio em placas de 24 orificios (3847 — BD Falcon). Para 0os ensaios com
o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT,; Sigma), 100ul de
suspensdo de células (2 x 10° células/mL) foram adicionados em cada orificio da
microplaca de fundo plano de 96 orificios (3072 — BD Falcon). As placas foram
incubadas a 37°C por aproximadamente 72 horas em atmosfera com CO, até os

tapetes celulares atingirem confluéncia.

3.2.6.7.2. Preparo dos filtrados bacterianos

Foi utilizada a metodologia descrita por Pagotto (2003). As culturas, estocadas -
20C foram semeadas em placas de TSA (Difco) e incu badas a 37°C por 24 horas. A
seguir, uma col6nia de cada cultura foi semeada em tubo contendo 3 mL de TSB
(Difco) e os tubos foram incubados a 37°C por 24 horas. Aliquotas de 0,1mL foram
transferidas para tubos de vidro (16x100 mm) com rosca contendo 10 mL de TSB
(Difco) e os tubos foram incubados a 37°C por 24 horas sob agitacdo constante a
200 rpm (Orbit-Shaker, Lab-Line). As culturas foram submetidas a centrifugacao por
30 minutos a 2.300 x g (centrifuga 5415 D - Eppendorf) e os sobrenadantes foram
filtrados através de membranas MF- 0,22um (Millipore, Brasil) e divididos em duas
partes. Uma porcdo foi aquecida a 100C (Dri-bath type 17600 -
Barnstead/Thermolyne, IA, USA) durante 20 minutos, resfriada rapidamente a -20C
e mantida nesta temperatura até o momento do uso. A outra porcao foi

imediatamente congelada a -20°C. Os filtrados foram utilizados no prazo de 10 dias.
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3.2.6.7.3. Determinacdo da citotoxicidade dos filtr ~ados bacterianos através de
coloracdo com azul brilhante de Comassie
Foi empregada a técnica descrita por Margis e Borojevic,(1989) com

modificacdes feitas por Araujo (2008).

Foram retirados 100 pl de DMEM de cada um dos 24 orificios das placas
(3.2.6.7.2), com excec¢do dos orificios utilizados como controle do tapete de células
(3.2.6.7). Em trés orificios foram adicionados 100 ul de TSB (controle negativo) e em
outros trés orificios foram adicionados 100 pl de solucdo a 1% de Triton-X (Riedel)
(controle positivo). Os demais orificios foram inoculados, em triplicata, com 100 pl
dos filtrados das culturas, tratados e nado tratados termicamente (3.2.6.7.3). As
placas foram preparadas em triplicata e incubadas em estufa a 37C com atmosfera
de 5% de CO,. As leituras foram realizadas ap0s 24, 48 e 72 horas de incubacéo.

ApoOs 24, 48 e 72 horas de incubacéo, as placas foram vertidas para a retirada
do inoculo e cada orificio foi lavado, duas vezes, com 500 pl de solugdo salina
tampdao fosfato modificada por Dulbecco (0,01M, pH 7,5; PBS-D). A seguir, a cada
orificio foram adicionados 500uL de solucdo de PBS-D contendo 0,2% (v/v) de
formol (Vetec) para fixacdo e as placas mantidas durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Todo o PBS-D / 0,2% formol foi vertido e as placas foram mantidas em
estufa a 40-50C para secagem. Em seguida, foram ad icionados 250 pyL de corante
azul brilhante de Comassie (CBBR R-250; BIO-RAD) a 0,5% (p/v) a cada orificio e
as placas foram mantidas a temperatura ambiente durante 1 hora, ao abrigo de luz.
ApoOs esse periodo, as placas foram delicadamente lavadas por imersdo em agua
destilada. Para secagem, as placas foram mantidas a temperatura ambiente ou em
estufa a 40-50C até a completa secagem dos orificios. O corante foi eluido com
1000 pL de solucdo de dodecil sulfato de sodio a 1% (p/v) (SDS; Sigma) por uma
hora a temperatura ambiente e as placas submetidas a leitura da absorbancia do
eluato foi realizada com filtro de 595 nm em leitora de placas (Universal Microplate
Reader — ELX 800 — Bio-Tek Instruments, Inc., VT, USA). Os experimentos foram
realizados em triplicata, em trés ocasides diferentes e as médias foram utilizadas
para o calculo dos resultados. Os resultados, expressos como porcentagem de
morte celular, foram calculados de acordo com a seguinte formula (COOTE et al.,

2007):

A.gc (amostra) — A (controle positivo) 1

1[![!*{

A. g (controle negative) — A.g (controle posiﬁvoj]
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3.2.6.7.4. Determinacdo viabilidade celular atravées  do ensaio de reducdo do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil t  etrazolio (MTT)

Foi empregada a técnica descrita por Coote et al. (2007). Foram retirados 10
ul de DMEM de cada um dos 96 orificios das placas, com exce¢do dos orificios
utilizados como controle do tapete de células. Em trés orificios foram adicionados 10
ul de TSB (controle negativo) e em outros trés orificios foram adicionados 10 pl de
solucdo a 1% de Triton-X (Riedel; controle positivo). Os demais orificios foram
inoculados, em triplicata, com 10 pl dos filtrados das culturas, tratados e nao
tratados termicamente (3.2.6.7.3). As placas foram preparadas em triplicata e
incubadas em estufa a 37C com atmosfera de 5% de CO,. As leituras foram
realizadas apoés 24, 48 e 72 horas de incubacéo.

ApOs o periodo de incubacgéo, o meio de cultura foi retirado das placas e os
orificios lavados duas vezes com PBS-D. A cada orificio foram adicionados 100uL
de solucdo de PBS pH 7,5 e 10 pL de solucdo a 0,5% (p/v) de MTT (Sigma). As
placas foram novamente incubadas por 4 horas a 37°C com 5% de CO; e ao abrigo
de luz. Apés esse periodo, as placas foram vertidas e foram adicionados 100 uL de
solucdo de HCI 0,04 N em isopropanol em todos os orificios, para solubilizar a
formazana produzida pelas células metabolicamente ativas. As placas foram
mantidas sob agitacdo a 100 rpm (Titertek modelo DSG 304, Flow laboratories,
Alemanha) durante 10 minutos. A leitura da absorbéancia do produto corado foi
realizada com filtro duplo (570 nm e 630 nm) em leitora de ELISA (VersaMax
tunable, Molecular Devices Corporation, CA, USA) acoplada a uma unidade de
microcomputador e o resultado avaliado através do programa Soft Max Pro 5
(Molecular Devices Corporation, CA, USA). Os experimentos foram realizados em
triplicata, em trés ocasides diferentes e as médias foram utilizadas para o calculo
dos resultados. Os resultados, expressos como porcentagem de morte celular, foram
calculados de acordo com a férmula apresentada em 3.2.6.7.4.

3.2.6.8. Invasao de células Vero

No ensaio quantitativo de invasdo Salmonella Enteritidis foi utilizada como

controle positivo e E. coli C600 foi utilizada como controle negativo.
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3.2.6.8.1. Preparo dos tapetes celulares para os en saios de invasao celular
Foram utilizadas placas de 24 orificios contendo células Vero, preparadas

conforme descrito nos itens 3.2.6.7.1 € 3.2.6.7.2.

3.2.6.8.2. Preparo das culturas bacterianas

As culturas, congeladas (3.1.1), foram semeadas em placas de TSA (Difco) e
incubadas a 37°C por 24 horas. A seguir, a partir de uma colénia de cada cultura
foram semeados tubos contendo 3 mL de caldo BHI e os tubos foram incubados a
37°C por 24 horas. Aliguotas de 1mL foram centrifugadas a 16.800 x g durante 3
minutos e os sedimentos foram ressuspensos em PBS-D de modo aatingir uma
concentracdo de aproximadamente 10’ UFC (previamente determinado através de

estudos relacionando o numero de células com a D.O.; item 3.2.1).

3.2.6.8.3. Ensaio quantitativo de invaséo

Os ensaios foram realizados conforme descrito por Rosa e colaboradores
(1998) com algumas modificacdes.

Os cultivos celulares dos orificios das placas foram lavados duas vezes com
PBS-D e recobertos com 900 pL de meio DMEM sem antibioticos e com 2% de SFB.
A seguir, 100 pL de cada uma das suspensbes bacterianas contendo
aproximadamente 10’ UFC (3.2.6.8.2) foram inoculados em cada orificio, em
guadriplicata. As placas foram incubadas em estufa (Luferco, Brasil) a 37<C por 3
horas. Ap0s esse periodo, os tapetes celulares foram lavados duas vezes com PBS-
D pH 7,2. Para determinar o nimero total de bactérias associadas ao tapete celular,
foram adicionadas aliquotas de 1 mL de DMEM em metade dos orificios contendo
cada uma das culturas. A outra metade dos orificios foi tratada com DMEM
suplementado com 250 pg/mL de gentamicina (Sigma) de forma a determinar o
namero de bactérias intracelulares (Figura 5). As placas foram incubadas a 37<C por
1 hora, o meio de cultura foi removido e as células lavadas, duas vezes, com PBS-D.
A cada orificio foi adicionado 1 mL de solucdo de lise (1% de Triton X-100; Riedel
em PBS-D, pH 7,2) e as placas foram mantidas a 37C durante 30 minutos. Apos
vigorosa homogeneizacdo, foram preparadas diluicdbes decimais em PBS-D e
aliquotas dessas diluicdes foram semeadas, em profundidade, em TSA (Difco), em
duplicata. As placas foram incubadas a 35 € por 18-24 horas e a populacéo de

células bacterianas foi determinada.
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A porcetagem de invasao foi calculada através da formula:

% de invasao = N° de bactérias intracelulares x 100
Total de bactérias associadas

2 A 5 6A

DMEM® sem gentamicina <
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5
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Figura 5 — Desenho esquematico do indculo e do tratamento dos tapetes celulares
no ensaio de invasdo. ' - meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM); ? - o
ndmero indica a cultura bacteriana; * - a letra indica repeticéo.

3.2.6.8.4. Andlise Estatistica

Os resultados de citotoxicidade e invasédo foram avaliados através do teste de
Mann Whitney unicaudal em nivel de significancia de 0,05 através do Programa
GraphPad Prisma versao 5.01 (GraphPad Software, Inc.), através da comparacéo
com os resultados de citotoxicidade e invasao obtidos com a cepa de E. coli C600,

utilizada como controle negativo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Determinacédo da curva de crescimento de  Cronobacter spp. (ATCC 29004)
Foram realizados dois experimentos com o objetivo de determinar o padréao
de crescimento de Cronobacter spp. para aplicacdo nos ensaios de aderéncia e
penetracdo em células eucaridticas. Os resultados foram semelhantes, apesar de
terem sido adotados tempos de leitura diferentes. (Figura 6). A fase log teve inicio a

partir de 3 horas de incubacéo e a fase estacionéria apds 11 horas de incubacéo.

10

Populacdo (Log 19 UFC/ mL)
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01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
TEMPO (h)

—li—Experimento 1 —aA— Experimento 2

Figura 6 — Curva de crescimento da cepa de Cronobacter ATCC 29004, em
caldo BHI com incubagéo a 37 + 1TC.

4.2. ldentificacdo de Cronobacter spp. através de métodos moleculares

Foram estudados os micro-organismos relacionados na Tabela 1. Dezenove
cepas de referéncia compreendendo membros da familia Enterobacteriaceae, outros
Gram negativos e espécies frequentemente identificadas, erroneamente, como
Cronobacter spp. foram empregadas como controles negativos nos ensaios
moleculares (Tabela 2).
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4.2.1. Desenvolvimento de uma PCR qualitativa para  detecgédo de Cronobacter
spp.

Esse novo protocolo foi desenvolvido através da utilizacdo dos iniciadores
desenhados por Seo e Brackett (2005) para a deteccao de um fragmento de 78 pb
de dnaG do operon de sintese macromolecular através de PCR em tempo real.

Dentre as 37 culturas estudadas, 27 apresentaram o fragmento de 78 pb
correspondente a dnaG (Tabela 4, Figura 7). O fragmento nao foi detectado nas
cepas Al, D2, 501M, 8F, 57L, M1, M3, M12, 5A e N1, isoladas no Brasil (Tabela 5),
como também nas cepas utilizadas como controle negativo.

O protocolo proposto foi comparado aos protocolos de PCR elaborados por
Lehner et al. (2006b) e Iversen et al. (2007b) com alvo no gene gluA (4.2.2) e ao
protocolo desenvolvido por Hassan et al. (2007), com alvo na regido hipervariavel
V1/V3 do gene que codifica 16S rRNA (item 4.2.3).
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Figura 7 — Perfil de bandas obtido com protocolo para amplificacdo do fragmento
com 78 pb do gene dnaG. Linha 1- mistura da reacdo sem DNA; linha 2 — controle
negativo (Pseudomonas putida ATCC 15175); linha 3 - padréo de peso molecular de
0,5 Kb; linha 4 — C. sakazakii ATCC 29004; linha 5 — C. sakazakii HPB2871; linha 6 -
cepa 12; linha 7 - C. malonaticus 2A; linha 8 - C. sakazakii 3A; linha 9 - C. sakazakii
4A; linha 10 - C. sakazakii HPB2875; linha 11 - C. sakazakii HPB2876; linha 12 - C.
sakazakii HPB2887 CDC AS8; linha 13 - C. sakazakii HPB2891 CDC B3; linha 14 -
padrao de peso molecular de 0,5 Kb.
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4.2.2. Deteccao da regido hipervariavel V1/V3 do ge ne de 16S rRNA

Apenas as culturas positivas para os genes dnaG e gluA apresentaram o
fragmento de 952 pb correspondente a regido hipervariavel V1/V3 do gene de 16S
rRNA (Tabela4, Figura 8). As cepas de referéncia utilizadas como controle negativo,
nem as cepas relacionadas na Tabela 5 apresentaram esse fragmento. Entretanto,
esse protocolo apresentou problemas de repetitividade, o que pode comprometer

sua utilizacao.
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Figura 8 — Perfil de bandas obtido com protocolo para amplificagdo do fragmento
com 952 pb das regides hipervariaveis V1 e V3 do gene de 16S rRNA. Linha 1-
mistura da reagdo sem DNA,; linha 2 — padrdao de peso molecular de 1Kb; linha 3 —
C. sakazakii ATCC 29004; linha 4 - C. sakazakii ATCC 29544; linha 5 - C. sakazakii
HPB 2871; linha 6 - C. malonaticus 2A; linha 7 - C. sakazakii 3A; linha 8 - C.
sakazakii 4A; linha 9 - C. sakazakii HPB 2875; linha 10 - C. sakazakii HPB 2876;
linha 11 — padrdo de peso molecular de 0,5 Kb; linha 12 — controle negativo S.
marcescens ATCC 13880; linha 13 — controle negativo P. mirabilis ATCC 29906;
linha 14 - controle negativo E. cloacae ATCC 23355; linha 15 - controle negativo E.
aerogenes ATCC 13048.

4.2.3. Deteccao do gene gluA

Os fragmentos de 105 pb e 1680 pb referentes a gluA foram detectados nas
mesmas cepas identificadas como Cronobacter spp. quando se empregou O
protocolo de PCR tendo como alvo dnaG (Tabelas 4, Figuras 9 e 10). Esses
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fragmentos ndo foram detectados nas cepas de relacionadas na Tabela 5 nem nas

cepas de referéncia utilizadas como controle negativo.

H

(]
[ ]
2036 pb —> Wl
1636 pb —> Kl pm g pon -

[ = ]

i

Figura 9 — Perfil de bandas obtido com protocolo para amplificacdo do fragmento com 1680
pb do gene gluA. Linha 1- mistura da reacdo sem DNA,; linha 2 — padrdo de peso molecular
de 1Kb; linha 3 — C. malonaticus 2A; linha 4 - C. sakazakii HPB2876; linha 5 — C. sakazakii
ATCC 29004; linha 6 — C. sakazakii ATCC 25944, linha 7- controle negativo (E. gergoviae
CDC 6453); linha 8 - padrao de peso molecular de 0,5Kb.

ORIR ORISR 128130214 15

Figura 10 — Perfil de bandas obtido com protocolo para amplificacdo do fragmento com 105
pb do gene gluA. Linha 1- mistura da reacdo sem DNA,; linha 2 — padrdo de peso molecular
de 0,5 Kb; linha 3 — isolado A1, linha 4 - isolado D2; linha 5 — isolado 501M; linha 6 — isolado
8F; linha 7- isolado 57L; linha 8 - isolado 5A,; linha 9 — C. sakazakii ATCC 29004, linha 10 —
C. sakazakii ATCC 29544; linha 11 — C. sakazakii ATCC 12868; linha 12 — padrdo de peso
molecular de 0,5 Kb; linha 13 — controle negativo E. coli ATCC 25922; ; linha 14 — controle
negativo K. oxytoca CCT 0182; ; linha 15 — controle negativo S. Typhimurium ATCC 14028.
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Tabela 4 — Identificacdo fenotipica e molecular das cepas de Cronobacter spp.

Micro-organismo

Identificagcdo baseada no comportamento bioguimico

Deteccéo por PCR

;?g:lng; (Identificagéo gluA dnaG__ Vi/V3
original) . S
Ensaios bioquimicos 0@ ; 0 o ; " b 1680 105 78 952

CONVencionais API 20E (%) Vitek 32 (%) ID 32 (%) Biogrupo  Zym-tipo bb pb pb pb
CDC 1058- . ¢ . E. sakazakii (51.1)/ E. sakazakii (61)/ "

77 C. malonaticus (T) C. malonaticus E. amnigenus 1 (31.7) Kluyvera sp. (22) . sakazakii (99.9) 9 1 + + + +

3032 C. turicensis (T) C. turicensis E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (98) . sakazakii (99.9) 16 2 + + + +
" - E. sakazakii (51.1) / " "

E922 C. sakazakii C. sakazakii E. amnigenus 1 (31.7) E. sakazakii (98) . sakazakii (99.9) 2 3 + + + +

E785 C. sakazakii C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (98) . sakazakii (99.9) 1 4 + + + +
CDC 996- - - . - -

77 C. sakazakii C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (98) . sakazakii (99.9) 3 5 + + + +
CDC 3128- - . E. sakazakii (51.1) / . -

77 C. sakazakii C. sakazakii E. amnigenus 1 (31.7) E. sakazakii (97) . sakazakii (99.9) 11 6 + + + +

SK90 C. sakazakii C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (98) . sakazakii (99.9) 1 7 + + + +
ATCC . - . . .

20544 C. sakazakii (T) C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (99) . sakazakii (99.9) 1 9 + + + +
ATCC BAA . i, E. sakazakii (51.1) / . .

894 C. sakazakii C. sakazakii E. amnigenus 1 (31.7) E. sakazakii (99) . sakazakii (99.9) 2 9 + + + +

HPB 2871 Cronobacter spp. C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (99) . sakazakii (99.9) 1 8 + + + +

E. sakazakii (51.9) /
2A Cronobacter spp. C. malonaticus E. amnigenus 1 (30.8)/ E. sakazakii (96) . sakazakii (99.9) 9 9 + + + +
E. cloacae (17)

4A Cronobacter spp. C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (99) . sakazakii (99.9) 1 9 + + + +
- E. sakazakii (51.9) / . -

HPB 2875 Cronobacter spp. C. sakazakii E. amnigenus 1 (30.8) E. sakazakii (98) . sakazakii (99.9) 2 9 + + + +

Continua
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Continuacédo da Tabela 4

Identificacdo baseada no comportamento bioguimico

Deteccéo por PCR

Cédigo Micro-organismo gluA dnaG__ VIV3
original (Identificac&o original)
Ensaios bioquimicos ona . o o . Zym- 1680 105 952

convencionais API 20E (%) Vitek 32 (%) ID 32 (%) Biogrupo tipo ® pb pb 78 pb pb
- E. sakazakii (51.9) / - -

HPB 2876 Cronobacter spp. C. sakazakii E. amnigenus 1 (30.8) E. sakazakii (98) E. sakazakii (99.9) 2 9 + + + +

E782 C. sakazakii C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (98) E. sakazakii (99.9) 1 5 + + + +

CFS 10 C. sakazakii C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (99) E. sakazakii (99.9) 8b 4 + + + +

3A Cronobacter spp. C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (99) E. sakazakii (99.9) 1 9 + + + +
. . . . . P. agglomerans "

CFS 237 C.dublinensis (T) C.dublinensis E. sakazakii (99.9) (95)/ E. sakazakii (3) E. sakazakii (99.9) 12 11 + + + +
. . E. sakazakii (51.1) / E. sakazakii (74)/ "

CFS 101 C. sakazakii C. sakazakii E. amnigenus 1 (31.7) E. cloacae (24) E. sakazakii (99.9) 2 6 + + + +

NCTC 9529 C. genomoespecie 1 (T) C. genomoespecie 1 E. sakazakii (98) E. sakazakii (99) E. sakazakii (99.9) 16¢c 12 + + + +

1390 C. sakazakii C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (99) E. sakazakii (99.9) 3 10 + + + +
HPB 2887 - - . i -

CDC A8 Cronobacter spp. C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (96) E. sakazakii (99.9) 1 9 + + + +

HPB 2891 - - - - - E. sakazakii (99.9)

cDC B3 Cronobacter spp. C. sakazakii Perfil inaceitavel E. sakazakii (95) (perfil duvidoso) 1 9 + + + +
) . E. sakazakii (98.4)/ E. sakazakii (99)/ .

10C - PC Cronobacter spp. C. sakazakii E. cloacae (1.5) E. cloacae (1) E. sakazakii (99.9) 3 9 + + + +
ATCC N N - - .

51329 C. muytjensii C. muytjensii E. sakazakii (99.9) E. sakazakii (99) E. sakazakii (99.9) 15 10 + + + +
ATCC " " " . "

20004 C. sakazakii C. sakazakii E. sakazakii (97.3) E. sakazakii (98) E. sakazakii (99.9) 1 10 + + + +
ATCC . - . i -

12868 C. sakazakii C. sakazakii E. sakazakii (98.4) E. sakazakii (98) E. sakazakii (99.9) 1 9 + + + +

2 _percentual de correspondéncia; ” - c6digo do perfil enzimatico do API-ZYM; © - cepa tipo.
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Tabela 5 — Identificacdo fenotipica e molecular das cepas nao-Cronobacter

Deteccéo por PCR

Micro- Identificacdo baseada no comportamento bioguimico
Caédigo organismo gluA dnaG V1/V3
original (Identificacéo
original) Ensaios bioquimicos  \p 50 (94)2 Vitek 32 (%) ID 32 (%) 1680pb  105pb  78pb  952pb
convencionais
Al E. sakazakii E. cloacae E Z?Tfr?iéiﬁlgslll(l?))ll 7 E. cloacae (98) E. cloacae (99.9) - - - -
D2 E. sakazakii E. cloacae E. sakazakii (99.9) Eégc;zckﬁe(z()g Nl E. E. cloacae (99.9) - - - -
501 M E. sakazakii E. cloacae E. sakazakii (98.4) Eélfsl;;ickﬁe(z(;) o E. E. cloacae (99.9) - - - -
8E E. sakazakii NCP a%rliitgllgjsﬁgzahgenes/ (Agcg;;]etobacter Iwoffii/junii NC ) ) ) )
57L E. sakazakii Enterobacter spp. E thgg\?igle(?flf )/ Eéf;ﬁﬁe(g? V E. E. gergoviae (99.9) - - - -
M1 E. sakazakii Enterobacter spp. I(Egnzt%r)o bacter asburiae E. cloacae (98) E. asburiae (99.9) - - - -
M3 E. sakazakii E. cloacae E. cloacae (90.9) E. cloacae (99) E gﬁifﬁ:e(?j;% - - - -
. Enterobacter asburiae .
M 12 E. sakazakii Enterobacter spp. 82.3) E. cloacae (98) E. asburiae (99.9) - - - -
5A E. sakazakii E. cloacae E gg)l?a?gki(i%))/ E. cloacae (94) E. cloacae (60.2) - - - -
- : Escherichia
Escherichia vulneris (66.2)/ h
N1 E. sakazakii E. helveticus Buttiauxella agrestis (44.2)/ E. cancerogenus (88)/ P. vuIn_erls (66.2)/ - - -
agglomerans (4) Buttiauxella

Pantoeae spp. (6.3)

agrestis (44.2)/

& - percentual de correspondéncia; ® _ N3o classificada.
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4.3. Avaliacdo do comportamento dos isolados e das cepas de referéncia de

by

Cronobacter spp. frente a metodologia ISO/TS 22964:2006 origin al e
modificada
A norma ISO / TS 22964:2006 € a especificacdo técnica mais atual e aceita

internacionalmente, aplicavel a deteccdo de Cronobacter spp. em leite em po6, em
FID e em amostras ambientais coletadas em fabricas de leite em pdé ou de FID.
Apesar de ter sido publicada antes da reclassificagao taxondmica de E. sakazakii em
Cronobacter spp. ela ainda € utilizada por muitos pesquisadores, autoridades de
vigilancia sanitéria e empresas no mundo todo. Além disso, tem sido amplamente
empregada em muitos paises para a deteccdo de Cronobacter spp. em FID durante
0 processo de inspecdo na entrada-saida e quarentena desses produtos.

Nesse estudo, as 37 cepas recebidas como E. sakazakii / Cronobacter spp
foram submetidas a essa metodologia para avaliacdo de seu comportamento.

Os isolados foram inoculados no caldo de pré-enriguecimento e a partir dai
seguiram todas as etapas da metodologia até a identificagdo final, incluindo a
avaliacdo de producdo de pigmento amarelo, identificacdo através das provas
bioquimicas convencionais relacionadas na norma, identificacdo através do kit API
20 E (bioMérieux), ID 32 (bioMérieux) e sistema Vitek 32 (bioMérieux). Na etapa de
isolamento, além do agar ESIA, recomendado pela metodologia ISO, foram também
utilizados os agares DFI e ESPM que também sdo meios cromogénicos e permitem
avaliar a atividade da enzima a-glicosidase. A seguir, como etapa de triagem, foi
utilizado o 4gar ESSM para verificar a producdo de &cido a partir de sacarose e
melibiose (Figura 3).

A etapa de enriquecimento seletivo em mLST/v a 44 £ 0,5 °C se mostrou
inibitéria para algumas das culturas do género Cronobacter. Duas cepas (SK 90 e
NCTC 9529) apresentaram crescimento muito ténue, quase imperceptivel, na etapa
de enriquecimento seletivo (Tabela 6). A cepa SK 90, pertence a espécie C.
sakazakii e apesar de sua origem clinica, ja havia sido referida como atipica
anteriormente (CHEN et al., 2009). O outro cultivo é a cepa tipo de C.
genomoespecie 1 e tal comportamento ndo era esperado. Por essa razdo, todas as
cepas foram submetidas a estudo onde se variou, além da composicao do caldo de
enriquecimento seletivo - mLST/v, mLST sem vancomicina, LST com vancomicina e
LST original (Figura 3), a temperatura de incubacdo (35T e 44<). Dessa forma
buscou-se determinar o fator inibitério que se havia observado. Os resultados

by

apontaram a temperatura de 44°C como fator restritivo a multiplicacdo desses
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isolados. Isso indica que a presenca desses micro-organismos, em amostras de FID,
poderia passar despercebida durante analise microbiologica de rotina, acarretando
riscos a inocuidade desses alimentos. Limitagdes do enriquecimento seletivo em
mLST/v devido a temperaturas elevadas ou inibicdo do crescimento pelo lauril
sulfato de sédio foram relatadas anteriormente (IVERSEN et al. 2004; IVERSEN e
FORSYTHE, 2007). Assim, propostas de novas metodologias para o isolamento de
Cronobacter devem considerar a possibilidade de efeito inibitorio dessa temperatura.

Por outro lado, alguns isolados que nao pertencem ao género Cronobacter
spp., como por exemplo Al, M1, M3, M12, 5A e N1, foram capazes de multiplicar em
mLST/v a 44°C (Tabela 7). Contudo, apenas a cepa N1, identificada como E.
helveticus apresentou colbnias tipicas de Cronobacter spp. nos trés meios
cromogénicos utilizados. Entretanto, essa cepa nao foi capaz de produzir acido a
partir de sacarose no meio ESSM (Tabela 7).

Apesar da metodologia ISO/TS 22964 recomendar apenas o agar ESIA, os
meios de isolamento DFI e ESPM foram inseridos nesse estudo para avaliacdo de
seu desempenho tendo em vista a sua inclusdo no novo protocolo proposto pelo
USFDA para deteccdo de Cronobacter spp., que se encontra em processo de
validacao (LAMPEL & CHEN, 2009).

67



Tabela 6 — Comportamento das cepas de Cronobacter spp. nas diferentes etapas da metodologia ISO/TS 22964:2006 original e modificada.

Crescimento /

Crescimento /

Crescimento /

Producéo de
acido a partir de

Producéo de

Cadigo original Micro-organismo Crescimentoa colonias tipicas colbnias tipicas colbnias tipicas melibiose / pigmento
em mLST/v em DFI” em ESIA® em ESPM agar® sacarose em ama_ltgleem
ESSM®
CDC 1058-77 C. malonaticus (T)® + +/+ +/+ +/+ +/+ +
3032 C. turicensis (T) + +/+ +/+ +/+ +/+ +
E922 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
E785 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
CDC 996-77 C. sakazakii + +1+ ++ +1+ +1+ "
CDC 3128-77 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
SK90 C. sakazakii F +1+ ++ +1+ +1+ +
ATCC 29544 C. sakazakii (T) + +/+ +/+ +/+ +/+ +
ATCC BAA 894 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
HPB 2871 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
2A C. malonaticus + +/+ +/+ +/+ +/+ +
4A C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
HPB 2875 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
HPB 2876 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
E782 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
CFS 10 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
3A C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
CFS 237 C.dublinensis (T) + +/+ +/+ +/+ +/+ +
CFS 101 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
NCTC 9529 fT')genomoeSpec'e 1 F +1+ +1+ +1+ +1+ +
1390 C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
:gB 2887-CDC C. sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
Cont.
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Continuacédo da Tabela 6

Crescimento /

Crescimento /

Crescimento /

Producéo de

acido a partir de

Producéo de

- .- . . Crescimento L o A . pigmento
Cédigo original Micro-organismo a colonias tipicas colbnias tipicas colbnias tipicas melibiose /
em mLSTHN b c d amarelo em
em DFI em ESIA em ESPM agar sacarose em f
e TSA
ESSM
EgB 2891 - CDC . sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/- +
IOC - PC . sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
ATCC 51329 . muytjensii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
ATCC 29004 . sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +
ATCC 12868 . sakazakii + +/+ +/+ +/+ +/+ +

& — Caldo lauril sulfato triptose modificado; b - Druggan Forsythe Iversen agar; ¢ - Enterobacter sakazakii Isolation Agar; d - Enterobacter
sakazakii Chromogenic Plating Medium (ESPM); e - Enterobacter sakazakii Screening Medium (ESSM); f— Agar tripticaseina de soja; g- cepa
tipo; h - pigmento com coloracéo creme ; i - crescimento muito fraco.
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Tabela 7 — Caracteristicas das cepas nao classificadas como Cronobacter spp. nas diferentes etapas da metodologia ISO/TS
22964:2006 original e modificada

Crescimento /

Crescimento /

Crescimento /

Production de acido a

Producéo de

Cadigo Micro- Crescimento SV NS o~ X L .
original organismo em mLST/v @ colonias t|p|t<):as colbnias t|p|ccas colbnias tipicas dem partir de melibiose /e pigmento f
em DFI em ESIA ESPM agar sucrose on ESSP amarelo em TSA

Al E. cloacae + +/- +/- +/- ++ +

D2 E. cloacae - +/- +/- +/- ++ +

501M E. cloacae - +/- +/- +/- ++ +

8F NC® - +/- +/- +/- NT" +

57L E. gergoviae - +/- +/- +/- ++ -

M 1 E. asburiae + +/- +/- +/- -+ +

M 3 E. cloacae + +/- +/- +/- ++ +

M 12 E. asburiae + +/- +/- +/ - -+ +

SA E. cloacae + +/- +/- +/- ++ .

N1 E. helveticus + +/+ +/+ +/ 4+ +/- +

2 _ Caldo lauril sulfato triptose modificado; ® - Druggan Forsythe Iversen agar; © - Enterobacter sakazakii Isolation Agar; ¢ - Enterobacter

sakazakii Chromogenic Plating Medium (ESPM); ® - Enterobacter sakazakii Screening Medium (ESSM); ' — Agar tripticaseina de soja; ¢ - Néo
Classificada; " — N&o Testada.
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Na etapa de isolamento, todas as culturas de Cronobacter spp. se
apresentaram como colénias compativeis com atividade de a-glicosidase nos meios
cromogénicos utilizados (Tabela 6). Tanto no ESIA como no DFI, essas colbnias
apresentaram coloragdo verde-azulada e no ESPM azul-enegrecido ou azul-
acinzentado com ou sem halo de clareamento do meio. A cepa tipo de C.
genomoespecie 1 (NCTC 9529) apresentou crescimento fraco de poucas colbnias
azul-acinzentadas com halo no agar ESPM.

Nesse estudo, coldnias tipicas e atipicas do ESPM foram semeadas, através
de estria Unica, na superficie de placas contendo Enterobacter Sakazakii Screening
Medium (ESSM; R&F Products Inc.) para verificar a capacidade de producéo de
acido a partir de sacarose e melibiose. As placas foram incubadas a 35 + 1C e
observadas apos 6 e 24 horas. Entretanto, o periodo de 6 horas de incubacdo do
meio ESSM, conforme recomendado por Restaino et al. (2006), ndo foi suficiente
para a obtencdo de resultados conclusivos. Apds 6 horas de incubacéo, 6 culturas
(C. sakazakii ATCC 29544, ATCC 29004, CFS 10, SK 90, C. turicensis 3032 e C.
dublinensis CFS 237) apresentaram resultado negativo para melibiose e outros
cinco isolados (C. sakazakii 4A, 2887-CDC A8, ATCC 12868, I0C-PC e C.
malonaticus CDC 1058-77) apresentaram fraca acidificacdo do meio com sacarose,
gerando resultados duvidosos. Apdés incubacdo adicional de 18 horas, todas as
culturas, com excec¢édo de C. sakazakii HPB 2891 CDC B3, apresentaram resultados
positivos para producao de acido a partir de sacarose e melibiose (Tabela 6). Assim,
0 uso do agar ESSM como uma ferramenta de triagem com periodo de 6 horas de
incubacdo ndo se mostrou eficiente uma vez que onze (40,7%) cepas de
Cronobacter spp. apresentaram resultados negativos ou duvidosos apoOs esse
periodo. Dessa forma, sugere-se utilizar 24 horas de incubacédo para a obtencao de
resultados confiaveis. Iversen et al. (2007b) relataram o oposto do problema uma
vez que os resultados positivos apds 6 horas de incubacdo eram transitorios e se
tornavam negativos a seguir.

Também é interessante destacar que as cepas SK 90 e NCTC 9529, que
apresentaram inibicdo de crescimento durante o enriquecimento seletivo em mLST/v
foram capazes de desenvolver coldnias tipicas no agar ESIA a 44 £ 1°C. Assim,
parece existir um efeito sinérgico envolvendo a temperatura de incubagdo com o

agente seletivo (lauril sulfato de sddio) no meio de enriquecimento seletivo.
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4.3.1. Producao de pigmento amarelo

Os micro-organismos do género Cronobacter eram anteriormente designados
como “E. cloacae produtores de pigmento amarelo”. De acordo com essa
caracteristica a metodologia do FDA (2002) e a norma ISO (2006) utilizam esse
parametro como indicativo de isolamento de Cronobacter spp. Nesse estudo, a
deteccdo de uma cepa de Cronobacter spp. ndo produtora de pigmento amarelo (C.
sakazakii 996-77) e isolados com pigmento amarelo, mas pertencentes a outros
géneros (Al, D2, 501M, 8F, M1, M3, M12 e N1) demonstra que esse critério nédo é
confiavel (Tabelas 6 e 7). E possivel que a capacidade de producido de pigmento
amarelo exibida pelos isolados brasileiros possa ter contribuido para a errbnea
classificagcdo como E. sakazakii na etapa de identificacdo presuntiva. A utilizacao do
ensaio de producdo de pigmento amarelo como critério para a identificacdo de
Cronobacter spp. tem sido questionada por outros pesquisadores. lversen &
Forsythe (2007) foram os primeiros a relatar que 2% das cepas de Cronobacter spp.
estudadas por eles ndo produziram pigmento amarelo e concluiram que os métodos
de caracterizacdo fenotipica precisavam ser aprimorados. Cawthorn et al. (2008)
demonstraram que a utilizacdo do ensaio de producdo de pigmento amarelo para a
identificacdo de Cronobacter spp. apresenta baixa sensibilidade, especificidade e

acuracia (87%, 71% e 74%, respectivamente).

4.4. Caracterizacao fenotipica

4.4.1. ldentificagdo bioguimica

A norma ISO / TS 22964:2006 recomenda que as culturas com identificacao
presuntiva como E. sakazakii (Cronobacter spp.) sejam submetidas a um conjunto
de provas bioguimicas convencionais (oxidase; fermentacdo do sorbitol, ramnose,
sacarose, melibiose e amidalina; hidrolise do citrato; descarboxilacdo de lisina,
arginina e ornitina) ou a kits miniaturizados de identificacdo bioquimica,
comercialmente disponiveis.

Nesse estudo, os isolados e cepas de referéncia foram submetidos ao grupo
de provas bioquimicas convencionais recomendado pela metodologia ISO e também
aos kits comerciais API 20E, ID 32E e sistema Vitek 32. O kit APl ZYM foi
empregado para o estudo da atividade enzimética dos micro-organismos. Os
esquemas de identificagdo propostos por Farmer et al. (1980) e Iversen et al (2006b)

também foram aplicados aos isolados para a determinacdo dos biogrupos (Tabelas
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4 e 5). A classificacdo das culturas nas espécies de Cronobacter foi realizada pela
correspondéncia com os biogrupos, de acordo com Iversen et al. (2008).

Alguns isolados de origem brasileira (57L, M1 e M12), presuntivamente
identificados como E. sakazakii, foram classificados pelos kits comerciais em
espécies que comumente sdo confundidas com Cronobacter spp. Um dos isolados
brasileiros (8F) (Tabela 5) apresentou atividade metabdlica muito fraca e ndo pode
ser classificado. Outro isolado (N1) (Tabela 5) foi identificado como membro da
espécie Enterobacter helveticus, recentemente criada por Stephan et al. (2007).
Essa nova espécie é encontrada nos mesmos nichos ecologicos de Cronobacter
spp., como alimentos desidratados e ambiente fabril, além de desenvolver colbnias
tipicas (a-glicosidase positivas) nos meios cromogénicos. Nesse estudo, o isolado
N1 apresentou caracteristicas tipicas de Cronobacter spp. durante a etapa de
enriquecimento seletivo da ISO (Tabela 7) e no isolamento em meios cromogénicos,
apresentado colonias a-glicosidase positivas. Entretanto, ndo foi capaz de produzir
acido a partir de sacarose no agar ESSM (Tabela 7), diferenciando seu
comportamento do metabolismo caracteristico de Cronobacter spp. O isolado N1,
originalmente identificado como E. sakazakii (Tabela 1), ndo foi classificado como tal
por nenhum dos kits comerciais empregados (Tabela 5), embora esses sistemas nao
apresentassem ainda a espécie E. helveticus em suas bases de dados.

A cepa tipo C. muytjensii ATCC 51329 foi a Unica cultura de Cronobacter spp.
que, através do conjunto de provas bioquimicas convencionais utilizado (item
3.2.4.1) ndao apresentou producdo de acido a partir de metil-a-D-glicopiranosideo
(dado nédo apresentado), substrato empregado nos meios cromogénicos para
detectar a atividade de a-glicosidase das culturas. Iversen et al. (2007) também
relataram essa caracteristica da cepa ATCC 51329. Entretanto, essa cepa
desenvolveu colbnias tipicas nos meios cromogénicos (Tabela 6), apresentou
atividade de a-glicosidase nos kits comerciais (ID 32E e APl ZYM) e apresentou
resultado positivo na deteccédo do gene gluA (Tabela 4). Esse comportamento pode
ser atribuido a diferencas, entre as cepas de Cronobacter spp., no que se refere a
especificidade ou capacidade de indugao da enzima a-glicosidase e/ou mecanismo

de transporte para diferentes glicopiranosideos (IVERSEN et al., 2007b).
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4.4.1.1. Identificagé@o através de kits miniaturizad  os

Esses sistemas foram utilizados com o objetivo de avaliar seu desempenho,
uma vez que sdo amplamente empregados nos laboratérios clinicos e nos
laboratérios de Microbiologia de Alimentos.

Os resultados obtidos com os kits estdo apresentados conforme a
nomenclatura antiga (E. sakazakii) porque a base de dados desses kits comerciais
ainda néo havia sido atualizada.

Todas as cepas identificadas como Cronobacter spp. pelos ensaios
moleculares, foram classificadas pelo kit ID 32E como E. sakazakii com percentuais
de correspondéncia de 99,9% (Tabela 4). Entretanto, a cepa HPB 2891 CDC B3 foi
designada como “Perfil Duvidoso” por causa do resultado negativo na prova de
utilizacao da sacarose (Tabela 4).

O sistema Vitek 32 confirmou a identidade de todas as culturas de
Cronobacter spp. com exce¢ao da cepa tipo de C. dublinensis CFS 237 que foi
confundida com P. agglomerans com um percentual de correspondéncia de 95% e
apenas 3% de chance de ser E. sakazakii (Tabela 4). Nossos resultados diferem dos
de Fanjat et al. (2007) que obtiveram 100% de resultados corretos na identificacéo
E. sakazakii por esse sistema. Nesse estudo, o sistema Vitek 32 permitiu a
identificacdo da maioria das culturas de Cronobacter spp. com percentuais de
correspondéncia superiores a 95%, com excecdo da cepa tipo de C. malonaticus
CDC 1058-77 e da cepa C. sakazakii CFS 101 cujos percentuais de
correspondéncia foram de 61% e 74%, respectivamente (Tabela 4). O sistema Vitek
€ um equipamento que requer investimento de recursos, muitas vezes, nao
disponiveis nos laboratorios brasileiros. Além disso, consideramos que a utilizacao
desse sistema para a identificacdo de Cronobacter spp. deva ser cautelosa, devido a
possibilidade de resultados falso-negativos, conforme o relatado acima.

Os resultados obtidos com o kit APl 20E estavam, em alguns casos, em
desacordo com 0s ensaios bioquimicos convencionais e com 0s resultados dos
outros kits utilizados (Tabelas 4 e 5). A cepa HPB 2891 CDC B3 foi designada como
“Perfil Inaceitavel” devido a sua incapacidade de produzir 4cido a partir da sacarose.
Duas cepas de C. malonaticus (a cepa tipo CDC 1058-77 e a cepa 2A) além de 6
cepas de C. sakazakii (E922, CDC 3128-77, HPB 2875, HPB 2876, CFS 101 e
ATCC BAA 894) apresentaram baixos valores percentuais (51.1%) para a
identificacdo como E. sakazakii (Tabela 4). Quatro isolados (A1, D2, 501 M e 57 L)
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foram erroneamente identificados como E. sakazakii quando se empregou o API
20E, com elevados percentuais de correspondéncia (Tabelas 5).

E interessante destacar que até o momento n&o existe relato de incapacidade
de utilizacdo da sacarose por membros do género Cronobacter, como foi detectado
com a cepa HPB 2891 CDC B3 que apresentou essa caracteristica em todos os
sistemas estudados. Esse resultado € bastante importante uma vez que a nova
metodologia ISO, que esta em processo de validacdo, emprega o Cronobacter
Screening Broth (caldo CSB). Esse meio de cultura tem como caracteristica a
viragem do indicador de pH pela utilizagdo de sacarose. A descoberta de cepas,
como a HPB 2891 CDC B3, que nao utilizam a sacarose sugere cautela no emprego

de metodologias que se baseiam na fermentacédo desse carboidrato.

4.4.2. Determinacao da atividade enzimatica

O estudo da atividade enzimatica das 27 culturas de Cronobacter spp. através
do kit APl ZYM revelou a existéncia de 12 perfis enzimaticos distintos. Esses perfis
foram designados como “ZYM-tipos” enumerados de 1 a 12 (Tabela 4). Todas as
culturas apresentaram atividade de a-glicosidase, caracteristica do género,
confirmando os resultados obtidos nos meios cromogénicos (Tabela 6). O “ZYM tipo”
9 foi 0 que apresentou maior prevaléncia, com 11 isolados: dez C. sakazakii (ATCC
29544, ATCC BAA 894, 4A, HPB 2875, HPB 2876, 3A, HPB 2887-CDC A8, HPB
2891-CDC B3, IOC-PC e ATCC 12868) e um C. malonaticus (2A) (Tabela 4). As
cepas 3032 (C. turicensis), CFS 237 (C. dublinensis) e NCTC 9529 (C.
genomoespecie 1) foram as Unicas classificadas nos “ZYM-tipos” 2, 11 e 12,
respectivamente. A cepa tipo de C. malonaticus (CDC 1058-77) foi a Unica cultura
classificada como “ZYM tipo 1” (Tabela 4) sendo a outra cepa de C. malonaticus (2A)
estudada designada como “ZYM-tipo” 9, como a maioria das culturas utilizadas
nesse estudo. As cepas E 922, SK 90 e HPB 2871, de C. sakazakii, também foram
as unicas classificadas nos “ZYM-tipos” 3, 7 e 8, respectivamente. A cepa ATCC
51329 (C. muytjensii) apresentou o mesmo perfil enzimatico de duas cepas de C.
sakazakii (ATCC 29004 e isolado 1390) (Tabela 4).

Nesse estudo ndo foi possivel determinar correlacdo entre os perfis
enzimaticos e as espécies, biogrupos ou origem das cepas de Cronobacter spp. A
maioria das cepas estudadas eram representantes Unicos de cada espécie, com

excecdo de C. sakazakii e C. malonaticus, o que pode induzir viés a essa
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correlagdo. Estudos adicionais, utilizando um numero maior de espécies e/ou

biogrupos seriam interessantes para avaliar uma possivel correlacéo.

4.5. Avaliacdo da sensibilidade e especificidade do s sistemas de
caracterizacao fenotipica e molecular

Nesse estudo, foi avaliado o desempenho dos meios de cultura (DFI, ESIA,
ESPM e ESSM), dos sistemas de identificacdo bioquimica (conjunto de provas
bioquimicas convencionais, APl 20E, Vitek 32 e ID 32) e dos protocolos de
identificagcdo molecular (com alvo na regido hipervariavel V1/V3 do gene de 16S
rRNA e no gene dnaG). A sensibilidade e a especificidade dos sistemas de
identificacdo foram determinadas por comparacdo com os resultados obtidos com o
protocolo de PCR com alvo no fragmento de 105 pb de gluA, considerado como
padrdo ouro para identificacdo de Cronobacter spp. Segundo Iversen e
colaboradores (2007b) esse protocolo é 100% sensivel e especifico, ndo tendo

ainda sido relatados resultados falso-positivos ou falso-negativos (Tabelas 4, 5, e 8).
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Tabela 8 — Sensibilidade e especificidade dos diferentes meios de cultura e ensaios utilizados para a identificagdo de Cronobacter

spp.
Meios de isolamento ProgLejgéo Ensaios fenotipicos Ensaios moleculares
Espécie Crescimento pigmento Provas
em mLSTNV? amareloem .~ " . API VITEK ID guA dnaG VI1/V3
DFlI ESIA. ESPM ESSM TSAP blqu|m|_cas_ >0E 32 30E PCR PCR PCR
convencionais
Todos Cronobacter
spp. (resultados 25/27 27127 27127 27127 26127 2627 27127 27/27  26/27 27/27 2727 2727  27/27
positivos/cepas
testadas)
Outras
enterobactérias
(resultados 6/10 1/10 1/10 1/10 NAC 8/10 0/10 4/10 0/10 0/10 0/28 0/28 0/28
positivos/cepas
testadas)
Nao- enterobactérias
(resultados NTd NT NT NT  NT  NT NT NT NT NT 01 01 01
positivos/cepas
testadas)
Sensibilidade (%) 93,1 100 100 100 96,4 96,4 100 100 96,4 100 100 100 100
Especificidade (%) 62,5 90,9 90,9 90,9 NA 55,6 100 714 100 100 100 100 100

& - Caldo lauril sulfato triptose modificado /vancomicina (mMLST/V); b_ agar tripticaseina de soja; © - Nao Aplicavel; d - Nao Testado.
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Os resultados obtidos com o protocolo proposto para PCR tradicional, tendo
como alvo dnaG, indicaram que ele foi 100% sensivel e especifico (Tabela 8).

Um novo método elaborado pelo US-FDA para a deteccdo de Cronobacter spp.
em FID foi relatado por Lampel & Chen (2009). De acordo com esses autores, 0
protocolo esta em fase de validacédo por estudo colaborativo para ser adotado pelo
US-FDA no seu “Bacteriological Analytical Manual”.

O método de PCR convencional aqui desenvolvido baseia-se no novo método
do FDA (Lampel e Chen, 2009) para a deteccao de Cronobacter spp. em FID que
incorpora um protocolo de PCR em tempo real bi-funcional. Esse protocolo é
utiizado como ferramenta de triagem e também na confirmacdo de culturas
suspeitas de Cronobacter spp. Apesar de empregar uma tecnologia mais avancada
que a PCR tradicional, a utilizacdo da PCR em tempo real pode dificultar a adocéo
dessa metodologia por muitos laboratérios que néao dispdem de recursos financeiros,
técnicos ou fisicos necessérios a aquisi¢cdo / manutencéo do equipamento. Como se
sabe, as metodologias recomendadas pelo USFDA tem sido amplamente adotadas
como métodos oficiais em varios paises, incluindo os laboratérios brasileiros de
Saude Publica. Isso se deve ao fato dessas metodologias serem de livre acesso
enquanto as metodologias ISO necessitam ser adquiridas dificultando o acesso de
alguns laboratérios a essas normas.

Dessa forma, acredita-se que o protocolo de PCR aqui proposto possa
representar uma boa alternativa para os laboratérios que ndo dispdem de um
equipamento de PCR em tempo real. Dentre os protocolos de PCR utilizados nesse
estudo, o protocolo desenvolvido por nés € o Unico que tem como alvo 0 mesmo
gene (dnaG) usado na metodologia do USFDA, que se encontra em processo de
validacdo. No nosso estudo, os métodos com alvo nas regifes hipervariaveis V1/V3
do gene de 16S rRNA e no gene gluA foram 100% sensiveis e especificos.
Entretanto, Cawthorn et al. (2008) estudaram varios protocolos de PCR e relataram
que os pares de primers Saka — la/Saka - 2b (alvo em V1/V3) e EsSAgf/EsAgf (alvo
em gluA), também incluidos no nosso estudo, foram 100% sensiveis mas
apresentaram especificidade de 88% e 82%, respectivamente devido a Varios
resultados falso-positivos.

Assim, apoés validagdo com um numero maior de cepas e matrizes alimenticias

o0 protocolo desenvolvido nesse estudo podera ser utilizado como uma
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complementacdo na deteccdo ou na etapa de identificacdo de Cronobacter spp.
apos o isolamento através de métodos convencionais.

Os trés meios de isolamento usados nesse estudo (DFI, ESIA e ESPM)
apresentaram desempenho equivalente. O agar DFI, ESIA e ESPM foram 100%
sensiveis e a especificidade foi de 90,9% (Tabela 8). O agar ESSM que é
empregado para verificar a capacidade de producéo de acido a partir de sacarose e
melibiose apresentou sensibilidade de 96,4%. O calculo da especificidade nédo é
aplicavel nesse caso porque esse meio € empregado na sequéncia do agar ESSM,
para confirmacao de col6nias suspeitas de Cronobacter spp.

A avaliagdo dos resultados obtidos com os kits comerciais para a identificagao
de Cronobacter spp. demonstrou que o ID 32E foi 100% sensivel e especifico
(Tabela 8). Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por El-Sharoud et al.
(2009) e Fanjat et al. (2007) que também empregaram a versdo 3.0 do banco de
dados do ID 32E, disponivel desde o final de 2006. Por outro lado, Drudy et al.
(2006) e lversen et al. (2004) haviam relatado resultados falso-positivos e falso-
negativos empregando esse mesmo kit. Entretanto, a versao do banco de dados era
anterior, o que pode ter causado essa diferenca.

Nesse estudo o sistema Vitek 32 apresentou 100% de especificidade, mas
96,4% de sensibilidade (Tabela 8). Esses dados estdo em desacordo com Fanjat et
al.(2007) que relataram sensibilidade de 100% desse sistema na identificacdo de
Cronobacter spp. O valor de sensibilidade encontrado nesse estudo indica a
ocorréncia de resultados falso-negativos que podem causar problemas na avaliacao
da seguranca microbiolégica de produtos (producéo/controle de qualidade) ou em
diagndstico nos laboratdrios de saude publica (identificacdo de patdogenos).

O kit API 20E apresentou sensibilidade de 100% mas especificidade de apenas
71,4%, a menor dentre os kits testados (Tabela 8). Apesar de ser o kit miniaturizado
mais frequentemente usado para a confirmacdo de colbnias presuntivas de
Cronobacter spp., existem varios relatos de resultados falso-positivos e falso-
negativos. Seo e Brackett (2005) relataram que um isolado de formula infantil
caracterizado como nao-Cronobacter pelo kit AP1 20E foi posteriormente identificado
como Cronobacter spp. por esse mesmo kit. Restaino et al. (2006) encontraram
resultados falso-positivos e falso-negativos para Cronobacter spp. com o kit API 20E
na identificacdo de isolados obtidos a partir de 240 amostras de alimentos.
Concluiram que o API 20E e o sistema Biolog MicroLog3 4.20 deveriam ser usados
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em conjunto para a confirmacdo de isolados presuntivos de Cronobacter spp.
Iversen et al. (2007) também relataram que sete cepas previamente identificadas
como E. cloacae, E. hormaechei ou E. asburiae através do sequienciamento do gene
de 16S rRNA e/ou pelo kit ID 32E foram identificadas como Cronobacter spp. pelas
galerias de API 20E. Jaradat et al. (2009) analisaram 233 amostras de alimentos
utiizando o kit APl 20E como método de triagem inicial de identificacdo que
classificou 42 isolados como Cronobacter spp. Esses autores prosseguiram com a
identificacdo através do sequenciamento de 16S rRNA e apenas 29 isolados foram
confirmados como Cronobacter spp.

Dessa forma, dentre os sistemas comerciais testados (Vitek 32, APl 20E e ID
32), consideramos que € preferencial o uso do kit ID 32E, tendo em o bom
desempenho desse kit (100% de sensibilidade e 100% de especificidade) além da
guestdo da necessidade de recursos financeiros e a ocorréncia de resultados falso-
negativos (4.4.1.1) no que se refere ao sistema Vitek 32 e a baixa especificidade do
API 20E.

4.6. Pesquisa de fatores de viruléncia

4.6.1. Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos

As 27 culturas identificadas apds os estudos anteriores como Cronobacter
spp. (Tabela 4) foram avaliadas quanto a sensibilidade a antimicrobianos através da
utilizacado de cartdes GNS 655 no equipamento Vitek 32 system (bioMérieux). Os
resultados estdo apresentados na Tabela 9.

Todas as culturas foram sensiveis a amicacina (aminoglicosideo), cefepima
(cefalosporina de quarta geracédo), cefotaxima (cefalosporina de terceira geracéo),
ceftazidima (cefalosporina de terceira geracao), ciprofloxacina (fluoroquinolona),
gentamicina (aminoglicosideo), imipenem (carbapenema), meropenem
(carbapenema) e trimethoprim-sulfa (inibidores da sintese de folato).

Exceto pela cepa C. genomoespecie 1 NCTC 9529, todas as culturas
apresentaram alguma forma de resisténcia a cefalotina (cefalosporina de primeira
geracdo). Dezesseis cepas (C. turicensis 3032, C. sakazakii E922, C. sakazakii
ATCC 29544, C. sakazakii HPB 2871, C. malonaticus 2A, C. sakazakii HPB 2876, C.
sakazakii CFS 10, C. sakazakii 3A, C. sakazakii CFS 101, C. sakazakii 1390, C.
sakazakii HPB 2887 - CDC A8, C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3, C. sakazakii IOC-

PC, C. muytjensii ATCC 51329, C. sakazakii ATCC 29004, C. sakazakii ATCC BAA
80



894) foram resistentes a cefoxitina (cefalosporina de segunda geracdo) e uma (C.
dublinensis CFS 237) apresentou resisténcia intermediaria a essa droga (Tabela 9).

A resisténcia a cefalosporina também foi relatada por outros pesquisadores.
See et al. (2007), em Cingapura, trataram inicialmente com ceftriaxona
(cefalosporina de terceira geragao) e metronidazol (nitroimidazol) um caso de
bacteremia com abscessos esplénicos multiplos por Cronobacter spp. em uma
paciente de 75 anos. Entretanto, segundo esses autores 0 micro-organismo
desenvolveu resisténcia a cefalosporina e o tratamento prosseguiu com imipenem
(carbapenema) intravenoso durante 28 dias. A paciente foi liberada do hospital sob
tratamento adicional com ciprofloxacina (fluoroquinolona) por trés semanas,
entretanto retornou apdés uma semana com febre intermitente e neutropenia. Foi
tratada durante duas semanas com imipenem e a infeccéo foi eliminada.

Quinze cepas (C. sakazakii E922, C. sakazakii E785, C. sakazakii CDC 996-
77, C. sakazakii CDC 3128-77, C. sakazakii ATCC 29544, C. sakazakii HPB 2871, C.
malonaticus 2A, C. sakazakii 3A, C. sakazakii 1390, C. sakazakii HPB 2887 - CDC
A8, C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3, C. sakazakii IOC-PC, C. muytjensii ATCC
51329, C. sakazakii ATCC 29004 e C. sakazakii ATCC 12868) foram resistentes a
ampicilina (B-lactamico) e 4 cepas (C. malonaticus CDC 1058-77, C. sakazakii HPB
2876, C. sakazakii E782 e C. sakazakii CFS 101) apresentaram resisténcia
intermediaria a essa droga (Tabela 9). Esses dados ndo estdo de acordo com o
relato de Stock e Wiedermann (2002) que estudaram a suscetibilidade de 35 cepas
de Cronobacter spp. a antimicrobianos. Esses autores ndo encontraram nenhuma
evidéncia da expressdo de B-lactamases e concluiram que o género Cronobacter
apresenta maior sensibilidade aos antimicrobianos B-lactamicos do que outros
membros da familia Enterobacteriaceae.

Caubilla-Barron et al. (2007) estudaram cepas isoladas durante um surto
associado a Cronobacter spp. em uma unidade neonatal de terapia intensiva na
Franca. Duas cepas isoladas de dois casos fatais (meningite e enterocolite
necrosante) apresentaram resisténcia a ampicilina. No nosso estudo, 3 cepas (C.
sakazakii E922, C. sakazakii HPB 2871 e C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3)
apresentaram resisténcia a associacdo ampicilina/sulbactam (B-lactamico/inibidor de
B-lactamase) e a cepa de referéncia C. sakazakii ATCC 29544 apresentou
resisténcia intermediaria a essa associacao (Tabela 9). Nossos resultados diferem
parcialmente dos resultados obtidos por El-Sharoud et al. (2009) que isolaram
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dezesseis cepas de Cronobacter spp. através da anélise de 152 produtos a base de
leite obtidos no Delta do Nilo, no Egito. Segundo esses autores, todos os isolados
foram sensiveis a ampicilina e compostos de sulfonamida, além das outras drogas
testadas - furazolidona, gentamicima, spectinomicina e estreptomicina. No presente
estudo todas as cepas testadas foram sensiveis a associagdo trimethoprim-sulfa
(inibidores da sintese de folato).

As cepas C. sakazakii SK90 e C. sakazakii CFS 101 apresentaram,
respectivamente, resisténcia e resisténcia intermediaria  ao aztreonam
(monobactama= B-lactamico resistente a algumas B-lactamases) (Tabela 9). Pribyl et
al. (1985), em Nova Orleans, EUA, relataram que obtiveram tratamento eficaz de um
paciente de 56 anos, diabético, que apresentava ulceracdes no pé por Cronobacter
Spp. com o uso de aztreonam.

Duas cepas (C. sakazakii E922 e C. sakazakii HPB 2871) ainda apresentaram
resisténcia intermediaria a associacdo piperacilina/tazobactam (B-lactamico com
espectro estendido/inibidor de B-lactamase) (Tabela 9).

A avaliacdo dos resultados revelou que 96,3% das cepas estudadas
apresentaram resisténcia a cefalotina (cefalosporina de primeira geracédo) e 63%
foram resistentes a cefoxitina (cefalosporina de segunda geracao) (Figura 11). Com
relacdo aos B-lactamicos, 70,4% das cepas estudadas apresentaram resisténcia a
ampicilina  (B-lactamicos) e 14,8% foram resistentes a associacao
ampicilina/sulbactam (B-lactamico/inibidor de B-lactamase). Além disso, 7,4% das
cepas foram resistentes ao aztreonam (monobactama) e também 7,4%
apresentaram resisténcia a piperacilina/tazobactam (B-lactamico com espectro
estendido/inibidor de p-lactamase) (Figura 11).

E importante destacar que as cepa C. sakazakii E922 (origem clinica) e a
cepa C. sakazakii HPB 2871 (isolada de FID) apresentaram o mesmo perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos com resisténcia a 5 das drogas testadas
(ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefoxitina, cefalotina e piperacilina /tazobactam)
indicando resisténcia a 2 classes de antimicrobianos (B-lactamicos e cefalosporinas)
(Tabela 9). A cepa C. sakazakii CFS 101, isolada de ambiente de fabrica produtora
de FID, apresentou resisténcia a quatro antimicrobianos (ampicilina, aztreonam,
cefoxitina, e cefalotina), mostrando também resisténcia a classe dos B-lactamicos e

a das cefalosporinas (Tabela 9).
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Dentre os isolados brasileiros, a cepa C. sakazakii 4A (isolado de FID)
apresentou resisténcia intermediaria somente a cefalotina (cefalosporina de primeira
geracédo), mas as cepas C. malonaticus 2A (isolada de FID), C. sakazakii 3A (isolada
de ambiente de lactario) e C. sakazakii 1390 (isolada de bico de mamadeira em
lactario) apresentaram resisténcia a ampicilina (B-lactamico), a cefalotina
(cefalosporina de primeira geracdo) e a cefoxitina (cefalosporina de segunda
geracdo) (Tabela 9). Esses isolados ndo sdo associados a casos clinicos/surtos,
mas foram obtidos em lactarios de maternidades brasileiras. Esses dados alertam
para a necessidade de utilizagdo de boas praticas nesses ambientes, tendo em vista
a ameaca que representa a presenca de cepas desse tipo em locais de manipulacéo
de FID.

A Tabela 10 apresenta a correlacao entre 0 niumero de cepas estudadas e o
namero de antimicrobianos aos quais elas apresentaram resisténcia. Verifica-se que
24 das 27 cepas testadas apresentram resisténcia a dois ou mais agentes
antimicrobianos.

A avaliacéo final dos resultados revela que os micro-organismos do género
Cronobacter tem adquirido resisténcia a antimicrobianos por comparagcdo com
relatos anteriores encontrados na literatura. Contudo, esse comportamento nao é
surpreendente e provavelmente reflete o aumento de resisténcia dentre as
enterobactérias em geral. Tradicionalmente, a antibioticoterapia para casos de
infeccdo por Cronobacter spp. emprega a associacdo de ampicilina com
gentamicina. Nesse estudo, a maioria das cepas apresentou resisténcia a ampicilina,
independentemente da origem. De acordo com Lehner e Stephan (2004), a
emergéncia de cepas resistentes a ampicilina tem induzido o uso de cefalosporinas
mais recentes. Assim, a conclusdo desse estudo estd de acordo com Block et al.
(2002) que sugere que nao devem ser utilizadas pressupostas terapias
antimicrobianas nos casos de infeccao por Cronobacter spp. O tratamento deve ser
baseado em julgamento clinico associado a ensaios de sensibilidade in vitro.
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Tabela 9 — Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados e cepas de referéncia de Cronobacter spp.

Antimicrobianos ?
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. sakazakii 1390

. sakazakii HPB 2887 - CDC A8
. sakazakii HPB 2891 - CDC B3
. sakazakii IOC-PC

. muytjensii ATCC 51329

. sakazakii ATCC 29004

. sakazakii ATCC 12868
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% AMI=amicacina; AMP=ampicilina; SAM=ampicilina/sulbactam; ATM=aztreonam; CPM=cefepima; CTX=cefotaxima; CFO=cefoxitina; CAZ=ceftazidima;
CFL=cefalotina; ClP=ciprofloxacina; GEN:gentamicina; IPM=imipenem; MER=meropenem; PPT=piperacilina / tazobactam; SXT:trimethoprim-squ;b -
S=Sensivel; © - I=Resisténcia intermadiarial; * - R=Resistente.
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RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
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Figura 11- Porcentagem geral de resisténcia das cepas estudadas aos
antimicrobianos testados.

Tabela 10 — Resisténcia das cepas estudadas ao total de drogas testadas.

N°de drogas que apresenta

PO N°Cepas
resisténcia

0 1

1 2

2 11

3 8

4 3

5 2
Total 27

4.6.2. Producédo de capsula

Algumas estruturas bacterianas de superficie como capsula e adesinas séo
consideradas como importantes fatores de viruléncia (SCHEMBRI et al., 2004). De
acordo com Kim (2002) E. coli é o micro-organismo Gram negativo mais comumente
associado a casos de meningite neonatal, e dentre esses agentes etiologicos, 80%
apresentam polissacarideo capsular. Esses autores sugerem que a capsula esteja

envolvida na inibicdo da atividade dos lisossomos das células eucaridticas,
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possibilitando que o patégeno atravesse a barreira hemato-encefélica, causando
meningite. Segundo Dredge e Krishnamoorthy (2010), os neonatos apresentam
maior risco de desenvolver sepse e meningite devido a deficiéncias na imunidade
humoral e celular e na funcdo de fagocitose celular. Esses autores sugerem que 0S
neonatos apresentam deficiéncias na via alternativa de ativacdo do complemento,
comprometendo sua capacidade de defesa contra bactérias encapsuladas. Dessa
forma, consideramos importante avaliar a capacidade de producédo de capsula das
cepas identificadas como Cronobacter spp. (Tabela 4).

Dentre as 27 cepas de Cronobacter spp. testadas, oito (C. sakazakii SK90, C.
sakazakii ATCC 29544, C. sakazakii HPB 2875, C. dublinensis CFS 237, C.
genomoespecie 1 NCTC 9529, C. sakazakii 1390, C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3
e C. sakazakii IOC-PC) né&o foram capazes de formar capsula nas condi¢cdes
testadas, apds 24 horas de incubacdo (Tabela 11). Apés 72 horas de incubacgéo
apenas 5 cepas (C. sakazakii ATCC 29544, C. sakazakii HPB 2875, C. dublinensis
CFS 237, C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3 e C. sakazakii I0C-PC) nao
apresentaram producdo de cpsula. Cinco cepas (C. malonaticus CDC 1058-77, C.
sakazakii E922, C. sakazakii CDC 3128-77, C. sakazakii CFS 10, C. sakazakii ATCC
29004) foram capazes de aumentar a producdo de capsula apds a leitura de 72
horas de incubacgao. Trés cepas (C. sakazakii E785, C. muytjensii ATCC 51329 e C.
sakazakii ATCC 12868) apresentaram intensa formacg&o de capsula ja com 24 horas,
mas trés outras cepas (C. malonaticus CDC 1058-77, C. sakazakii E922 e C.
sakazakii CDC 3128-77) sO apresentaram intensa formacao de capsula na leitura de
72 horas. Esses dados indicam que nos ensaios para producdo e deteccdo de
capsula em Cronobacter spp. as culturas devem ser incubadas por um periodo de
pelo menos 72 horas.

De acordo com os resultados obtidos, o meio de cultura utilizado, contendo
férmula infantil como fonte de nutrientes parece constituir um bom meio para a
producéo de cdpsula para micro-organismos do género Cronobacter.

Caubilla-Barron e colaboradores (2007) estudaram a producgéo de capsula por
cepas de Cronobacter spp. envolvidas em um surto em uma unidade neonatal de
tratamento intensivo em 1994, na Franca. Esses autores relataram que apenas as
cepas de origem clinica foram capazes de produzir capsula. No presente estudo, a
maioria das cepas (81,5%) apresentou capsula apés o periodo de 72 horas de

incubacéo, independentemente da origem. Uma vez que as cepas de origem clinica
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C. sakazakii ATCC 29544 e C. sakazakii SK90 apresentaram resultado negativo e
fracamente positivo, respectivamente, para esse ensaio, € possivel concluir que a
producdo de capsula ndo seja um bom marcador de viruléncia para Cronobacter
Spp. ou que outros fatores possam estar envolvidos na regulacdo da expresséo
desse fenotipo, como a producdo de biofilme, adesinas ou proteinas de
autotransporte, conforme sugerido em alguns estudos (JOSEPH E WRIGHT, 2004,
SCHEMBRI et al., 2004; KLEMM et al., 2006).
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Tabela 11 — Capacidade de producdo de capsula pelos isolados e cepas de referéncia de Cronobacter spp.

Tempo de leitura #

Isolado/Cepa Origem
24 horas 72 horas
C. malonaticus CDC 1058-77 clinica + +++
C. turicensis 3032 clinica ++ ++
C. sakazakii E922 clinica ++ +++
C. sakazakii E785 clinica +++ +++
C. sakazakii CDC 996-77 clinica + +
C. sakazakii CDC 3128-77 clinica ++ +++
C. sakazakii SK90 clinica - +
C. sakazakii ATCC 29544 clinica - -
C. sakazakii ATCC BAA 894 clinica ++ ++
C. sakazakii HPB 2871 FID® + +
C. malonaticus 2A FID ++ ++
C. sakazakii 4A FID ++ ++
C. sakazakii HPB 2875 FID - -
C. sakazakii HPB 2876 FID ++ ++
C. sakazakii E782 FID ++ ++
C. sakazakii CFS 10 matéria prima + ++
C. sakazakii 3A ambiental ++ ++
C. dublinensis CFS 237 ambiental - -
C. sakazakii CFS 101 ambiental ++ ++
C. genomoespecie 1 NCTC 9529 ambiental - ++
C. sakazakii 1390 utensilio - +
C. sakazakii HPB 2887 - CDC A8 desconhecida + +
C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3 desconhecida - -
C. sakazakii IOC-PC desconhecida - -
C. muytjensii ATCC 51329 desconhecida +++ +++
C. sakazakii ATCC 29004 desconhecida + ++
C. sakazakii ATCC 12868 desconhecida +++ +++

% _ Resultados referentes a producéo de capsula: (-) negativa, (+) fraca, (++) moderada, (+++) intensa; ® _ Férmula Infantil Desidratada.
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4.6.3. Producao e deteccéao de biofilme

Existem varios relatos associando a colonizacdo por Cronobacter spp. da
superficie de utensilios empregados na manipulacdo de FID em lactarios (colher,
escova de mamadeira e liquidificador) com a infeccdo de neonatos por esses micro-
organismos (MUYTJENS et al., 1983; NORIEGA, 1990; VAN ACKER, 2001). Além
disso, o uso de tubos para alimentagdo enteral que pode se estender por periodos
superiores a 48 horas, favorece a implantacdo de micro-organismos, como
Cronobacter spp., devido as condicbes de temperatura (corpo humano) e
disponibilidade de nutrientes (FID). Kim et al. (2006) relataram que as células de
Cronobacter spp. presentes em biofilmes formados em tubos para alimentacao
enteral podem se destacar e formar grumos que sao protegidos da acidez estomacal
devido a sua capacidade de formar capsula. Nesse trabalho foram estudadas cepas
de Cronobacter spp. (Tabela 4) quanto a capacidade de formacao de biofilme.

Os ensaios realizados em caldo BHI indicaram que a maioria das culturas foi
fracamente aderente (FA; C. sakazakii E785, C. sakazakii CDC 996-77, C. sakazakii
CDC 3128-77 C. sakazakii ATCC 29544, C. malonaticus 2A, C. sakazakii 4A, C.
sakazakii HPB 2875, C. sakazakii HPB 2876, C. sakazakii CFS 10, C. sakazakii 3A,
C. dublinensis CFS 237, C. sakazakii 1390, C. sakazakii IOC-PC, C. sakazakii HPB
2887 - CDC A8, C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3, C. sakazakii I0C-PC, C.
muytjensii ATCC 51329, C. sakazakii INCQS115/ATCC 29004, C. sakazakii ATCC
12868, C. sakazakii ATCC BAA 894), 6 culturas foram ndo aderentes (NA; C.
malonaticus CDC 1058-77, C. turicensis 3032, C. sakazakii E922, C. sakazakii SK90,
C. sakazakii E782, C. sakazakii CFS 101, C. genomoespecie 1 NCTC 9529) e uma
cultura foi fortemente aderente (C. sakazakii HPB 2871) (Tabela 12, Figura 12).

Os resultados em caldo LB foram diferentes e todas as culturas foram
consideradas como nao aderentes com excecdo das cepas C. sakazakii 3A e C.
sakazakii ATCC 12868 que foram classificadas como fracamente aderentes (Tabela
12 e Figura 12).

Trés hipoteses podem ser levantadas para explicar a fraca producdo de
biofilme pelas cepas avaliadas. A primeira pode estar relacionada a composicado dos
meios de cultura utilizados. Dancer et al. (2009) estudaram 72 cepas de Cronobacter
spp. e apos avaliacao geral dos resultados relataram que a fonte de nitrogénio € um
importante determinante para formacao de biofilme por Cronobacter spp. quando

comparada a carboidratos. Eles verificaram que proteinas do soro e a caseina sao
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mais importantes do que a lactose para a formacéao de biofilme. Os meios de cultura
empregados nesse estudo sdo ricos em nutrientes e aplicaveis inclusive para o
crescimento de micro-organismos mais exigentes. O caldo LB n&o contém
carboidratos, sendo a triptona (digesto pancreético de caseina) a fonte de nitrogénio
e carbono e o extrato de levedura, a fonte de vitaminas. O caldo BHI € um meio de
cultura tamponado que contém infusdes de coracdo e cérebro e peptonas como
fonte de nitrogénio. Além disso, contém glicose como carboidrato. Nesse estudo, as
cepas testadas apresentaram maior producdo de biofilme no caldo BHI que né&o
contém caseina (presente no caldo LB) e contém carboidrato, resultados esses que
discordam dos apresentados por Dancer et al. (2009).

Outra hipdtese que explicaria a fraca formacédo de biofilme pelas cepas
estudadas também esta relacionada a composicdo dos meios de cultura. Kim et al.
(2008) estudaram a producéo de biofilme por Cronobacter spp., com variacdes na
temperatura de incubacdo e na umidade relativa, em dois meios de cultura. Um
deles, o caldo formula infantil (rico em nutrientes), foi preparado através da
dissolugcdo de uma férmula infantil comercial em agua destilada na proporcdo de
1:10 (p/v) com pH final de 6,6. O outro meio de cultura utilizado foi o meio M9 que
contém a concentracdo minima de nutrientes para o crescimento de micro-
organismos e pH 7,2. Esses pesquisadores relataram que a producao de biofilme foi
maior no meio M9, mas o biofiime formado no caldo férmula infantil apresentou
maior resisténcia a dessecacao. Esses resultados confirmaram o relato de Dewanti e
Wong (1995), que estudando cepas de Escherichia coli O157:H7, sugeriram que 0S
meios de cultura com baixa concentracdo de nutrientes favorecem a formacao de
biofiilme por micro-organismos, como uma forma de resisténcia as condigcbes
adversas do ambiente. Assim, como no presente estudo foram utilizados dois meios
de cultura ricos em nutrientes (caldo BHI e caldo LB), essa hipétese explicaria a
fraca formacao de biofilme pelas cepas testadas.

A terceira hipdtese esta relacionada a expresséo de capsula. Segundo alguns
pesquisadores (JOSEPH E WRIGHT, 2004; SCHEMBRI et al., 2004) a expressao de
capsula inibe a adesao bacteriana e/ou formacéo de biofilme em Vibrio vulnificus, E.
coli K12 e K. pneumoniae. Assim, como nesse estudo apenas 5 das 27 cepas
testadas ndo foram capazes de produzir capsula, essa interferéncia pode ter

ocorrido.
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E importante ressaltar que a cepa C. sakazakii HPB 2871, classificada como
fortemente aderente, foi isolada a partir de FID. Esse resultado reforca a
necessidade de cuidados especiais ha manipulacéo de férmulas infantis no que se
refere principalmente ao bindmio tempo/temperatura durante a estocagem e

administracao desse tipo de alimento.

Figura 12 - Avaliacdo de formacao de biofilme em caldo BHI. A1, 2 e 3- E. coli O42; A4,5e
6- C. malonaticus CDC 1058-77; A 7, 8 e 9- C. turicensis 3032; A 10, 11 e 12- C. sakazakii
HPB 2871; B 1, 2 e 3- C. sakazakii HPB2875; B 4, 5 e 6- C. sakazakii HPB 2876; B 7, 8 e 9-
C. malonaticus 2A; B 10,11 e 12- C. sakazakii 4A; C 1, 2 e 3- C. sakazakii 3A; C 4,5 e 6- C.
sakazakii HPB 2887 CDC A8; C 7, 8 e 9- C. sakazakii HPB 2891 CDC B3; C 10, 11 e 12- C.
sakazakii IOC-PC; D 1, 2 e 3- C. muytjensii ATCC 51329; D 4, 5 e 6- C. sakazakii ATCC
29004; D 7, 8 e 9- C. sakazakii ATCC 12868; D 10, 11 E 12- C. sakazakii E922; E 1, 2 e 3-
C.dublinensis CFS 237; E 4, 5 e 6- C. sakazakii CFS 10; E 7, 8 e 9- C. sakazakii CFS 101; E
10, 11 e 12- C. sakazakii E782; F 1, 2 e 3- C. sakazakii E785; F 4, 5 e 6- C. sakazakii CDC
996-77; F 7, 8 e 9- C. sakazakii CDC 3128-77; F 10, 11 e 12- C. sakazakii SK90; G 1, 2 e 3-
C. genomoespecie 1 NCTC 9529; G 4, 5 e 6- C. sakazakii ATCC BAA 894; G 7,8 e 9- C.
sakazakii 1390; G 10, 11 e 12- C. sakazakii ATCC29544; H 7, 8 e 9- C. sakazakii 1390; H
10, 11 e 12- caldo BHI.
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Tabela 12 — Classificacdo das culturas quanto a formacao de biofilme.

) BHI LB
Isolado/Cepa Origem
Asgs + DP? Classificagéo Asgs + DP Classificacéo
C. malonaticus CDC 1058-77 clinica 0,113 £0,013 NAP 0,115+ 0,016 NA
C. turicensis 3032 clinica 0,112 +£+0,018 NA 0,117 £ 0,023 NA
C. sakazakii E922 clinica 0,130 + 0,027 NA 0,147 £ 0,030 NA
C. sakazakii E785 clinica 0,132 + 0,029 FA® 0,144 £ 0,029 NA
C. sakazakii CDC 996-77 clinica 0,132 £ 0,016 FA 0,133 +£0,013 NA
C. sakazakii CDC 3128-77 clinica 0,155 + 0,068 FA 0,144 + 0,020 NA
C. sakazakii SK90 clinica 0,112 + 0,025 NA 0,130 + 0,020 NA
C. sakazakii ATCC 29544 clinica 0,204 + 0,040 FA 0,142 + 0,027 NA
C. sakazakii ATCC BAA 894 clinica 0,247 £ 0,037 FA 0,121 + 0,031 NA
C. sakazakii HPB 2871 FID® 0,574 £ 0,369 FMA® 0,142 + 0,035 NA
C. malonaticus 2A FID 0,214 + 0,035 FA 0,114 + 0,014 NA
C. sakazakii 4A FID 0,206 + 0,033 FA 0,139 + 0,023 NA
C. sakazakii HPB 2875 FID 0,194 + 0,034 FA 0,145 + 0,032 NA
C. sakazakii HPB 2876 FID 0,180 + 0,016 FA 0,137 £ 0,029 NA
C. sakazakii E782 FID 0,125 + 0,017 NA 0,138 + 0,018 NA
C. sakazakii CFS 10 matéria prima 0,188 + 0,067 FA 0,148 £ 0,043 NA
C. sakazakii 3A ambiental 0,183 + 0,013 FA 0,179 + 0,082 FA
C. dublinensis CFS 237 ambiental 0,135 + 0,038 FA 0,133 + 0,034 NA
C. sakazakii CFS 101 ambiental 0,127 £ 0,015 NA 0,140 + 0,019 NA
C. genomoespecie 1 NCTC 9529 ambiental 0,121 £ 0,035 NA 0,138 £ 0,049 NA
C. sakazakii 1390 utensilio 0,249 + 0,048 FA 0,138 + 0,007 NA
Continua

92



Continuacéo da Tabela 12

Isolado/Cepa

Origem

BHI

Asgs = DP? Classificacéo Asgs + DP Classificacéo

C. sakazakii HPB 2887 - CDC A8 desconhecida 0,200 + 0,045 FA 0,134 £ 0,027 NA

C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3 desconhecida 0,174 £0,013 FA 0,139 + 0,025 NA

C. sakazakii I0OC-PC desconhecida 0,178 £0,034 FA NT' -

C. muytjensii ATCC 51329 desconhecida 0,215 £ 0,035 FA 0,137 £ 0,028 NA

C. sakazakii ATCC 29004 desconhecida 0,254 + 0,049 FA 0,138 £ 0,020 NA

C. sakazakii ATCC 12868 desconhecida 0,234 + 0,038 FA 0,213 +0,128 FA

E. coli 042 clinica 0,803 + 0,659 FMA 0,660 + 0,380 FMA
caldo BHI - 0,131 + 0,010 CN? - -
caldo LB - - - 0,149 £ 0,038 CN

% Asgs + DP — Absorbancia a 595 nandémeros + Desvio Padrio; b _ N&o Aderente; ¢ — Fracamente Aderente;  — Férmula Infantil Desidratada; €~

Fortemente Aderente; '~ Ndo Testada; ¢ — Controle negativo.
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4.6.4. Atividade proteolitica

Os patégenos bacterianos apresentam diferentes fatores, arranjos ou
sistemas que contribuem com a sua capacidade de viruléncia de forma direta ou
indireta, tendo como objetivo a sobrevivéncia em ambientes com condi¢cbes
adversas, como por exemplo, sua replicacdo no hospedeiro (INGMER e
BRONDSTED, 2009). Nas bactérias Gram negativas as proteases agem em varios
processos biolégicos da parede celular potencializando a capacidade patogénica
desses micro-organismos (INGMER & BRONDSTED, 2009).

Estudos realizados com cepas de Cronobacter spp. isoladas de um surto em
uma unidade neonatal de terapia intensiva na Franca, em 1994, (CAUBILLA-
BARRON et al., 2007; TOWSEN et al., 2008) relataram que as cepas de origem
clinica apresentaram atividade de protease diferentemente das cepas isoladas de
FID. Nesse estudo, a producdo de protease foi avaliada como possivel marcador de
viruléncia para Cronobacter spp. empregando cepas de diferentes origens (Tabela
4).

Dentre as 27 culturas de Cronobacter spp. estudadas, dez (C. malonaticus
CDC 1058-77, C. sakazakii E922, C. sakazakii E785, C. sakazakii CDC 996-77, C.
sakazakii CDC 3128-77, C. sakazakii SK90, C. sakazakii HPB 2876, C. sakazakii
E782, C. dublinensis CFS 237 e C. genomoespecie 1 NCTC 9529) apresentaram
atividade proteolitica nas condicfes testadas (Tabela 13, Figura 13). Apenas quatro
cepas (C. malonaticus CDC 1058-77, C. sakazakii E922, C. sakazakii HPB 2876 e C.
genomoespecie 1 NCTC 9529) apresentaram resultado positivo apds 5 dias de
incubacdo. As demais apresentaram resultado positivo apés 10 dias. A cepa C.
sakazakii E782 foi a que apresentou maior atividade proteolitica apesar do resultado
negativo na leitura de 5 dias. De acordo com os resultados obtidos, o periodo de 5
dias de incubacao nao foi suficiente para avaliar a capacidade proteolitica das cepas
estudadas nas condi¢fes testadas(Tabela 13).

S80 poucos os estudos que avaliaram a producdo de protease por
Cronobacter spp. Kothary et al. (2007) testaram 74 cepas de Cronobacter spp. de
diferentes origens, nas quais a presenca do gene para protease havia sido
detectada por PCR. Essas cepas foram cultivadas durante 3-4 dias em &agar
contendo leite e apenas 50% delas apresentou atividade proteolitica. Considerando

os dados obtidos através do presente estudo, esse resultado pode ser atribuido a
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auséncia de expressao do gene de protease ou ao tempo de incubacdo que pode ter
sido insuficiente para a deteccao da atividade de protease.

Carranza et al. (2009), em estudo de proteémica com a cepa C. turicensis
3032, ndo detectaram atividade proteolitica sobre caseina apesar de terem
detectado uma metaloprotease. No presente estudo, a cepa C. turicensis 3032
também nao apresentou atividade proteolitica.

N&o foi possivel correlacionar a atividade de protease com a origem das
cepas estudadas tendo em vista que foram obtidos resultados positivos tanto com
cultivos de origem clinica, como de FID e ambiental. Estudos complementares
empregando periodos de incubacao mais longos (durante 10 dias, p. ex.) devem ser
realizados para melhor avaliagdo do comportamento dessas cepas.

Figura 13 - Atividade de protease exibida pela cepa C. sakazakii HPB2876 em agar
leite modificado
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Tabela 13 - Atividade proteolitica dos isolados e cepas de referéncia de
Cronobacter spp.

Tempo de leitura ?

Isolado/Cepa Origem
5 dias 10 dias

C. malonaticus CDC 1058-77 clinica + ++
C. turicensis 3032 clinica - -

C. sakazakii E922 clinica + ++
C. sakazakii E785 clinica - ++
C. sakazakii CDC 996-77 clinica - ++
C. sakazakii CDC 3128-77 clinica - ++
C. sakazakii SK90 clinica - +

C. sakazakii INCQS 597 (ATCC 29544) clinica - NT
C. sakazakii INCQS 583 (ATCC BAA 894) clinica - NT
C. sakazakii HPB 2871 FID® - -

C. malonaticus 2A FID - NT
C. sakazakii 4A FID - NT
C. sakazakii HPB 2875 FID - NT
C. sakazakii HPB 2876 FID ++ NT
C. sakazakii E782 FID - +++
C. sakazakii CFS 10 matéria prima - -

C. sakazakii 3A ambiental - NT
C. dublinensis CFS 237 ambiental - +

C. sakazakii CFS 101 ambiental - -

C. genomoespecie 1 NCTC 9529 ambiental ++ ++
C. sakazakii 1390 utensilio - NT
C. sakazakii HPB 2887 - CDC A8 desconhecida - NT
C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3 desconhecida - NT
C. sakazakii I0OC-PC desconhecida - NT
C. muytjensii INCQS 579 (ATCC 51329) desconhecida - NT
C. sakazakii INCQS 115 (ATCC 29004) desconhecida - NT
C. sakazakii INCQS 580 (ATCC 12868) desconhecida - NT

% _ Resultados referentes a atividade proteolitica: (-) negativa, (+) fraca, (++) moderada, (+++)
intensa, (NT) Nao testada; ® _ Férmula Infantil Desidratada.

4.6.5. Atividade hemolitica

A atividade hemolitica € um conhecido mecanismo bacteriano para aquisi¢cao
de ferro. Assim, as hemolisinas sdo importantes fatores de viruléncia (FINLAY &
FALKOW, 1989) devido a capacidade de prover ferro in vivo (LINGGOOD &
INGRAM, 1982; WAALWIJK et al, 1983). Muitos géneros da familia
Enterobacteriaceae apresentam capacidade de produzir hemolisinas dentre outras
toxinas.

Simi et al. (2003) isolaram uma hemolisina termo-resistente em 7 das 50

cepas clinicas de E. cloacae estudadas. Hemolisinas similares foram encontradas
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em P. mirabilis e S. marcescens, sugerindo um gene ancestral comum (BRAUN &
FOCARETA, 1991). Assim, é possivel que hemolisinas similares sejam encontradas
em espécies ou géneros bacterianos relacionados, incluindo Cronobacter (DANCER
& KANG, 2009). Nesse estudo foram testadas cepas de Cronobacter spp. (Tabela 4)
frente a diferentes espécies de eritrécitos (coelho, cavalo, carneiro e cobaio) para
avaliar a producéao de hemolisinas.

Todas as cepas testadas apresentaram atividade (B-hemolitica em sangue de
coelho, cavalo, carneiro e a-hemolitica em sangue de cobaio (Tabela 14), mas néo
foi possivel correlacionar o grau de atividade hemolitica com a origem ou espécie
das cepas estudadas.

Uma vez que nesse estudo foi demonstrada a capacidade hemolitica de todas
as cepas testadas, € recomendavel a avaliagdo do grau de similaridade entre as
hemolisinas de Cronobacter spp. e dos outros membros da familia
Enterobacteriaceae. Pesquisas complementares devem ser realizadas para
determinar se no género Cronobacter, além da atividade litica de eritrOcitos, existe
também a atividade litica de células eucaridticas, ou seja, se esses micro-
organismos produzem citolisinas. Além disso, é importante determinar o

envolvimento de hemolisinas no mecanismo de patogenicidade desse género.
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Tabela 14 — Atividade hemolitica dos isolados e cepas de referéncia de Cronobacter spp.

Isolado/Cepa

Tipo de Hemolise (halo em mm)

Coelho Cavalo Carneiro Cobaio
C. malonaticus CDC 1058-77 B (4) B (5) a B (1,5)
C. turicensis 3032 B (4) B (6) a B (1,5)
C. sakazakii E922 B (4) B (6) a NT
C. sakazakii E785 B (4) B (6) a B (1)
C. sakazakii CDC 996-77 B (3) B (4) a B (1)
C. sakazakii CDC 3128-77 B (4) B (4) a B (1)
C. sakazakii SK90 B (2) B (4) a B (1)
C. sakazakii INCQS 597 (ATCC 29544) B (1) B (2) a B (1,5)
C. sakazakii INCQS 583 (ATCC BAA B (2) B (5) a B (1,5)
894)
C. sakazakii HPB 2871 B (2 B (3) a B (1,5
C. malonaticus 2A B (2) B (8) a B (1,5)
C. sakazakii 4A B (3) B (3) a B (1,5
C. sakazakii HPB 2875 B (1) B (5) a B (1,5)
C. sakazakii HPB 2876 B (3) B (4) a B (1,5)
C. sakazakii E782 B (3) B (5) a B (1,5)
C. sakazakii CFS 10 B (4) B (6) a B (1)
C. sakazakii 3A B(2) B (4) a B (1,5)
C. dublinensis CFS 237 B (3) B (6) a B (2
C. sakazakii CFS 101 B (3) B (6) a B (1,5)
C. genomoespecie 1 NCTC 9529 B (2 B (5) a B (1,5)
C. sakazakii 1390 B (2) B (5) a B (1)
C. sakazakii HPB 2887 - CDC A8 B (2) B (6) a B (1,5)
C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3 B (1,5) B (2) a B (1,5)
C. sakazakii IOC-PC B (1) B (1) a B (1,5)

Continua
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Continuacao da Tabela 14

Isolado/Cepa

Tipo de Hemdlise (halo em mm)

Coelho Cavalo Carneiro Cobaio
C. muytjensii INCQS 579 (ATCC 51329) B (2 B (4) a B (1,5)
C. sakazakii INCQS 115 (ATCC 29004) B (2) B (4) a B (1,5)
C. sakazakii INCQS 580 (ATCC 12868) B (1) B (4) a B (1,5)
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4.6.6. Capacidade de hemaglutinagéao

A capacidade de aderir a superficies do hospedeiro, como membranas de
células das mucosas, epitélios gastrico e intestinal ou tecido endotelial séo
caracteristicas inerentes a patdgenos bacterianos que causam doenca apos a
colonizagdo. Segundo Adegbola e Old (1983), Cronobacter spp. € capaz de produzir
hemaglutinina manose-sensivel associada a fimbria tipo 1 que tem funcdo de
adesina. Assim, tendo em vista o relato desses mesmos autores de que pili tipo 3
(capaz de aglutinar eritrécitos taninizados) sdo comuns entre as enterobactérias, que
0s membros dessa familia que apresentam atividade de hemaglutinacdo geralmente
sdo capazes de aderir ao epitélio (DUGUID et al., 1979) e que as enterobactérias
gue apresentam pili tipo 3 sdo patégenos oportunistas frequentemente associados a
infec¢cdes em individuos imunocomprometidos (HORNICK et . al.,1991; SEBGHATI
et al., 1998) esse estudo testou as cepas identificadas como Cronobacter spp.
(Tabela 4) quanto a sua capacidade de hemaglutinacao.

Nesse estudo, os ensaios foram realizados conforme descrito por Old (1972).
Foram utilizadas suspensfes de eritrécitos (3%) de carneiro, cobaio, coelho e
cavalo, com e sem adicdo de manose (1%) e com e sem tratamento com acido
tanico (DUGUID, 1979). Foram testadas as 27 culturas identificadas como
Cronobacter spp. e dentre essas 16 (59,3%) apresentaram capacidade de
hemaglutinagcdo em pelo menos um dos sistemas testados (Tabela 15).

O comportamento das culturas frente aos eritrocitos foi variavel, sendo que
hemaglutinagdo manose sensivel (associada a pili tipo 1) foi observada nas cepas C.
dublinensis CFS 237 (eritrocitos de carneiro e coelho), C. sakazakii HPB 2887 —
CDC A8 (eritrocitos de cobaio), C. sakazakii HPB 2891 — CDC B3 (eritrocitos de
coelho). Ja a aglutinacdo de eritrocitos taninizados (associada a pili tipo 3) foi
verificada nas cepas C. sakazakii E785 (eritrocitos de carneiro e cavalo), C.
dublinensis CFS 237 (eritrécitos de carneiro, coelho e cobaio), C. sakazakii HPB
2891 — CDC B3 (eritrocitos de carneiro e cavalo), C. sakazakii 4A (eritrocitos de
cavalo, cobaio e coelho), C. sakazakii 1390 (eritrocitos de cavalo e cobaio), C.
sakazakii CDC 3128-77 (eritrocitos de cobaio e coelho), C. sakazakii CDC 996-77
(eritrocitos de coelho) e C. genomoespecie 1 NCTC 9529 (eritrocitos de coelho)
(Tabela 15). Apresentaram hemaglutinagcdo manose resistente as cepas C. sakazakii
E785 (eritrécitos de carneiro e cavalo), C. sakazakii 4A (eritrcitos de carneiro,

cavalo, cobaio e coelho), C. sakazakii CDC 3128-77 (eritrocitos de cavalo, cobaio),
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C. malonaticus 2A (eritrocitos de cavalo, cobaio), C. dublinensis CFS 237 (eritrocitos
de cavalo e cobaio), C. sakazakii HPB 2891 — CDC B3 (eritrécitos de cavalo e
cobaio), C. sakazakii HPB 2871 (eritrocitos de cobaio), C. sakazakii HPB 2875
(eritrdcitos de cobaio), C. sakazakii HPB 2876 (eritrocitos de cobaio), C. sakazakii 3A
(eritrocitos de cobaio), C. sakazakii 1390 (eritrocitos de cobaio), C. sakazakii IOC-PC
(eritrocitos de cobaio), C. sakazakii ATCC 12868 (eritrocitos de cobaio) e C.
sakazakii CDC 996-77 (eritrocitos de coelho) (Tabela 15).

E interessante destacar que nenhuma cepa de origem clinica apresentou
hemaglutinacdo manose sensivel, associada ao pili tipo 1 (Tabela 15). As cepas C.
dublinensis CFS 237 (ambiental) e C. sakazakii HPB 2891 — CDC B3 (origem
desconhecida) apresentaram aglutinacdo com todos os tipos de eritrocitos utilizados
e a cepa brasileira, C. sakazakii 4A isolada a partir de FID, apresentou aglutinacéo
manose resistentes com todas as espécies de eritrécitos testados (Tabela 15). As
cepas apresentaram maior capacidade de aglutinacdo com eritrcitos de cobaio
(Figura 14).

Mange et al. (2006) testaram trés cepas de Cronobacter spp., de origem
clinica, quanto a capacidade de aderéncia a células de epitélio (Hep-2 e Caco-2) e
relataram que as cepas apresentaram aderéncia difusa e aderéncia agregativa as
linhagens celulares mesmo quando submetidas a tratamento prévio com tripsina.
Entretanto, a adicdo de manose na concentracao de 2% inibiu a aderéncia difusa,
que poderia ser atribuida a presenca de pili tipo I, sem interferir na aderéncia
agregativa. Esses autores também testaram as trés cepas clinicas de Cronobacter
spp. quanto a capacidade de aglutinacdo de hemacias de cavalo, antes e apos
tratamento com acido tanico, e obtiveram resultados negativos nesse ensaio. Eles
concluiram gque Cronobacter spp. ndo apresentam pili tipo | e tipo 3, mas sugeriram
estudos com eritrécitos de outros animais. Mange et al. (2006) também relataram
que as células de Cronobacter spp. cultivadas em agar LB ndo apresentaram
fimbrias quando observadas através de microscopia eletrénica. Assim, esses
autores sugeriram que a adesdo de Cronobacter spp. as células eucarioticas néo é
mediada por fimbrias. Os relatos de Mange et al. (2006) ndo estdo de acordo com 0s
resultados do presente estudo que demonstrou a presenca de hemaglutininas
associadas a pili tipo 1 e/ou tipo 3 em 59,3% das cepas estudadas. Além disso,

Mange et al. (2006) pesquisaram fimbrias em células de Cronobacter spp. cultivadas
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em meio de cultura solido que, de acordo com Duguid et al. (1979), ndo favorecem a
formacéo dessas estruturas.

Lehner et al. (2006b), estudando a caracterizacdo genotipica de Cronobacter
spp., detectaram um operon onde se encontram genes que codificam proteinas
preditivas com alta similaridade as pilinas, proteinas estruturais de fimbrias/pili,
indicando que esse género bacteriano pode apresentar pili. Kucerova et al. (2010),
em estudo comparativo do genoma de cepas de Cronobacter spp. encontraram
genes que codificam adesinas Unicas em cepas obtidas em surtos ocorridos em
unidades neonatais de tratamento intensivo.

No presente estudo, a demonstracdo de capacidade de hemaglutinagao por
cepas de Cronobacter spp., indicativa de presenca de pili tipo 1 e tipo 3 comprovam
os achados de Lehner et al. (2006b) e Kucerova et al. (2010) que haviam detectado

0S genes putativos de adesinas nesse género de micro-organismos.

EA Total
EZ& Eritrcitos
B FEritrécitos com manose

[ Eritrdcitos taninizados

% cepas hemaglutinantes

CAVALO COELHO CARNEIRO
Animal

Figura 14 — Porcentagem de cepas de Cronobacter com capacidade hemaglutinante
frente a eritrocitos de diferentes espécies animais.
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Tabela 15 — Classificagcao das culturas de Cronobacter spp. quanto a capacidade aglutinante frente a eritrocitos de diferentes
espécies animais.

HEMAGLUTINAGCAO

. muytjensii ATCC 51329
. sakazakii ATCC 29004
. sakazakii ATCC 12868

desconhecida
desconhecida
desconhecida

Isolado/Cepa Origem Carneiro Cavalo Cobaio Coelho

H*  HM®  HT® H HM HT H HM HT HM HT
C. malonaticus CDC 1058-77 clinica - - - - - - - - i
C. turicensis 3032 clinica - - - - - - - - - . _
C. sakazakii E922 clinica - - - - - - - - - . _
C. sakazakii E785 clinica + + + + + + - R R . ;
C. sakazakii CDC 996-77 clinica - - - - - - - - - + +
C. sakazakii CDC 3128-77 clinica - - - + + - + + + - +
C. sakazakii SK90 clinica - - - - - - _ - . . _
C. sakazakii ATCC 29544 clinica - - - - - - - - - - -
C. sakazakii INCQS 583 ATCC BAA 894 clinica - - - - - - - - - - -
C. sakazakii HPB 2871 FID° - - - - ; - + n ; ; 3
C. malonaticus 2A FID - - - + + - + + ; i} }
C. sakazakii 4A FID + + - + + + + + + + +
C. sakazakii HPB 2875 FID - - - - - - + + - - -
C. sakazakii HPB 2876 FID - - - - - - + + - . .
C. sakazakii E782 FID - - - - - R R - . . _
C. sakazakii CFS 10 matéria prima - - - - - - - - - - _
C. sakazakii 3A ambiental - - - - - - + + - - -
C. dublinensis CFS 237 ambiental + - + + + + + + R -
C. sakazakii CFS 101 ambiental - - - - - - R R . . }
C. genomoespecie 1 NCTC 9529 ambiental - - - - - - - - - - +
C. sakazakii 1390 utensilio - - - - - + + + T N N
C. sakazakii HPB 2887 — CDC A8 desconhecida - - - - - - + - - - -
C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3 desconhecida - - + + + + + + - - -
C. sakazakii IOC-PC desconhecida - - - - - - + + - - -
C
C
C
a

eritrocitos nao tratados; ° - eritrocitos com manose; © - eritrcitos taninizados; ° — Férmula Infantil Desidratada.
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4.6.7. Atividade citotéxica em células Vero

Os micro-organismos apresentam diversas estratégias para romper a
membrana das células do hospedeiro e desenvolver infeccdo e dentre elas se
encontram as toxinas bacterianas. As enterobactérias produzem duas classes
principais de enterotoxinas, as termo-labeis (LT) e as termo-estaveis (ST). Uma vez
que a via gastrintestinal é a principal porta de entrada de Cronobacter spp. no
organismo de neonatos, nesse estudo foi avaliada a capacidade citotdéxica de cepas
desse género bacteriano em culturas de células da linhagem Vero, por ser esse um
modelo amplamente utilizado no estudo da citotoxicidade bacteriana.

Nessa fase do estudo do potencial patogénico de Cronobacter spp. foram
selecionadas doze cepas de Cronobacter spp. (Tabela 16). A selecao foi realizada
de forma a se obter representantes de cada uma das espécies e de diferentes fontes
de isolamento, mas com preferéncia para as cepas clinicas.

Foram empregadas duas metodologias para a deteccao de citotoxicidade; a
coloragéo por azul de Comassie e a reducao de sal tetrazolio MTT.

Dentre as doze cepas de Cronobacter spp. testadas, oito apresentaram
resultado positivo em pelo menos um dos sistemas empregados (Tabela 16). Os
ensaios foram realizados em triplicata, em trés ocasioes diferentes. A validade dos
ensaios foi avaliada através dos resultados obtidos com o0s controles positivos e
negativos. Uma vez que alguns ensaios realizados com sobrenadantes aquecidos
usando o CBBR e outros usando o MTT néo foram considerados validos, nédo foi
possivel completar o set de triplicata de resultados, gerando dados incompletos (DI)
conforme apresentados na Tabela 16.

Os resultados obtidos pela acdo dos sobrenadantes das cepas em teste sobre
as monocamadas de células Vero foram comparados individualmente aos resultados
obtidos com os sobrenadantes de E. coli C600 (controle negativo) a fim de verificar a
existéncia de diferenca estatisticamente significativa entre os resultados (item
3.2.6.8.4).

O ensaio empregando o corante CBBR se baseia na capacidade desse
agente corar proteinas e lipidios celulares. Assim, ap0s adsorcao, eluicéo e leitura
da absorbancia do corante eluido € possivel determinar a quantidade de células
mortas ou destacadas da fase sélida por comparag¢do com o controle.

Ja a metodologia que emprega o MTT se baseia na capacidade das células

eucariodticas reduzirem esse composto através da acdo da enzima mitocondrial
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succinato-desidrogenase, gerando cristais de formazan, que sédo azuis e solaveis em
alcool isopropilico. O resultado da determinacdo da absorbancia do corante indica o
grau de atividade metabolica das células eucarioticas.

A metodologia que utiliza o CBBR permitiu detectar 7 cultivos capazes de
causar efeito citotéxico em células Vero e o método que emprega o MTT apenas 4
cultivos com capacidade citotoxica (Tabela 16). Entretanto, apenas a metodologia
que emprega o MTT foi capaz de detectar efeito citotdxico pelo sobrenadante da
cepa C. malonaticus CDC 1058-77. A deteccao de resultados positivos com apenas
um sistema, como no caso da cepa C. malonaticus CDC 1058-77 com MTT e das
cepas C. turicensis 3032, C. sakazakii E785, C. sakazakii CDC 996-77e C. sakazakii
CDC 3128-77 com CBBR, pode ser explicada pela menor sensibilidade de um dos
sistemas, pela possivel acdo intracelular das toxinas independente da atividade
mitocondrial ou pela possivel produgdo de mais de um tipo de citotoxina por
Cronobacter spp. Esses resultados indicam que a utilizagdo de mais de um sistema
para avaliagdo do efeito citotoxico de Cronobacter spp. pode ser necessario.

Alguns cultivos apresentaram citotoxicidade mesmo ap0s aquecimento
(100C/20 min), o que indica que Cronobacter spp. é capaz de produzir citotoxinas
termo-estavel.

Os resultados desse estudo corroboram os dados obtidos por Pagotto et al.
(2003) que relataram que o filtrado de alguns cultivos de Cronobacter spp. de origem
clinica causaram acumulo de fluido no intestino de camundongos recém-nascidos e
que o filtrado de uma dessas cepas apresentou efeito citopatico em células Vero
(sem aquecimento) e em células Y-1 (com e sem aquecimento). Kothary et al. (2007)
demonstraram que Cronobacter spp. produz uma metaloprotease que causa efeito
citopatico em células CHO, que parece estar associada a necrose celular em
neonatos com enterocolite necrosante e também parece estar envolvida no processo
de travessia da barreira hemato-encefalica.

Dessa forma, uma vez comprovada a capacidade de cepas de Cronobacter
spp. de produzir citotoxina(s) serdo necessarios estudos adicionais para determinar
o(s) mecanismo(s) de acdo dessa(s) citotoxina(s).
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Tabela 16 — Avaliacdo da atividade citotoxica dos sobranadantes de culturas de Cronobacter spp. em células

Vero.
CBBR*? sem MTT® sem CBBR com MTT com
CEPA aguecimento aquecimento aquecimento aquecimento

24h  48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h  24h 48h 72h
C. malonaticus CDC 1058-77 - - - - + + DI¢ - DI - + -
C. turicensis 3032 - - + - - - DI + DI - - -
C. sakazakii E922 - - - - - - DI DI DI - DI DI
C. sakazakii E785 - + - - - - DI DI DI DI - -
C. sakazakii CDC 996-77 - + - - - - DI DI DI - DI -
C. sakazakii CDC 3128-77 - + - - - - DI DI DI - - R
C. sakazakii SK90 - + - - - + DI DI DI - - -
C. sakazakii E782 - - - - - - - - DI - - -
C. sakazakii CFS 10 - - + - - + DI + DI - - -
C. dublinensis CFS 237 - - - - - - DI - DI - - -
C. sakazakii CFS 101 - - - - - - DI - DI - - -
C. genomoespecie 1 NCTC 9529 - + - + + + DI DI DI + + -

3CBBR = Azul Brilhante de Comassie; "MTT = brometo de dimetil-tiazol-difenil tetrazdlio; ° DI = Dados Incompletos.
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4.6.8. Capacidade invasora de células Vero

Os patogenos bacterianos geralmente causam infeccdo através de um
processo que envolve adesdo as células do hospedeiro, colonizacdo de tecidos e,
em alguns casos, invasdo celular seguida de multiplicacdo intracelular,
disseminacdo para outros tecidos e persisténcia (PIZARRO-CERDA e COSSART,
2006). A invasao de células eucaridticas por Cronobacter spp. foi demonstrada por
Towsend et al. (2008) e Kim e Loessner (2008). No presente estudo, cepas de
Cronobacter spp. de diferentes origens foram testadas quanto a sua capacidade de
invadir células Vero.

Dentre as 27 cepas de Cronobacter spp. (Tabela 4) estudadas, 17 (63%)
demonstraram capacidade de invasdo em células Vero (p< 0,05), em relacdo a E.
coli C600 usada como controle negativo (Tabela 17). As cepas que apresentaram
maior percentual de invasdo foram C. sakazakii ATCC 29544 (origem clinica), C.
sakazakii E782 (isolada de FID) e C. sakazakii IOC-PC (origem desconhecida).
Vérias outras cepas também apresentaram capacidade de invasdo superior a da
cepa de Salmonella Enteritidis usada como controle positivo (Figura 17).

Varios estudos tem sugerido que OmpA, uma proteina da membrana externa
de micro-organismos Gram negativos, contribui significantemente para o potencial
de viruléncia de Cronobacter spp., inclusive no que se refere a sua capacidade de
invasdo de células de mamiferos (MOHAN NAIR & VENKITANARAYANAN, 2007;
SINGAMSETTY et al.,, 2008; MITTAL et al.,, 2009; MOHAN NAIR et al., 2009).
Carranza et al. (2009) estudaram o perfil proteébmico da cepa C. turicensis 3032 e
relataram a presenca de OmpA, mas no nosso estudo, essa cepa nao mostrou
capacidade de invasdo de células Vero (Tabela 17; Figura 17). Esse resultado pode
ser explicado pela auséncia de expressdo do gene que codifica OmpA durante os
experimentos realizados nesse estudo ou pela necessidade da ativacdo de OmpA
com sistemas ou moléculas especificas, ndo disponiveis durante 0s ensaios.

Towsend et al. (2007), usando as cepas C. sakazakii ATCC 29544, C.
sakazakii ATCC 12868, C. muytjensii ATCC 51329 e C. sakazakii ATCC BAA-894,
estudaram a capacidade de invasdo de células endoteliais cerebrais de ratos
(rBCEC4), persisténcia em macréfagos humanos (U937) e inducdo de patologia
cerebral em ratos. Esses autores relataram que apesar das quatro cepas
apresentarem persisténcia e capacidade de replicacdo no interior de macréfagos,

apenas as cepas ATCC 12868 e ATCC BAA-894 apresentaram capacidade de
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invasdo de células endoteliais e desenvolvimento de meningite em ratos. No
presente estudo, as quatro cepas C. sakazakii ATCC 12868 e C. sakazakii ATCC
BAA-894, C. sakazakii ATCC 29544 e C. muytjensii ATCC 51329 foram capazes de
invadir células Vero (Tabela 17; Figura 17).

Kim e Loessner (2008) estudaram o mecanismo de invasao de Cronobacter
spp. em células Caco-2 e relataram a capacidade invasora de C. sakazakii ATCC
29544. No presente estudo essa mesma cepa também apresentou capacidade de
invadir células Vero (Tabela 17; Figura 6).

Kucerova et al. (2010) estudando a sequéncia gendmica de C. sakazakii
ATCC BAA-894 encontraram nessa cepa e nas cepas C. sakazakii ATCC 29544,
Cronobacter turicensis 3032 e Cronobacter malonaticus CDC 1058-77 o gene que
codifica OmpA e um conjunto de genes associados a invasao de células endoteliais
microvasculares de cérebro (BMEC) e a casos de meningite por outros patégenos.
No presente estudo, as cepas C. sakazakii ATCC BAA-894 e C. sakazakii ATCC
29544 apresentaram resultado positivo no ensaio de invasao de células Vero, mas
as cepas Cronobacter turicensis 3032 e Cronobacter malonaticus CDC 1058-77
apresentaram resultado negativo (Tabela 17; Figura 17). Essa diferenca de
comportamento das cepas pode ser explicada pela auséncia de expressao dos
genes associados a invasdo celular nas cepas Cronobacter turicensis 3032 e
Cronobacter malonaticus CDC 1058-77 ou pela existéncia de mecanismos distintos
para a ativagdo do mecanismo de invasdo tendo em vista que esses micro-
organismos nao pertecem a espécie C. sakazakii.

Towsend et al. (2008), em estudo in vitro com cepas de Cronobacter spp.
associadas a um surto em unidade de tratamento intensivo de neonatos, na Franca,
demonstraram que existe variagdo no potencial invasivo dessas cepas. Eles
concluiram que nédo foi possivel correlacionar os sintomas dos pacientes com 0s
resultados dos ensaios in vitro. No nosso estudo, as cepas C. malonaticus CDC
1058-77, Cronobacter turicensis 3032, C. sakazakii E785, C. sakazakii CDC 996-77
e C. sakazakii CDC 3128-77, apesar de terem sido isoladas de casos clinicos, nédo
apresentaram capacidade de invadir células Vero. Esses resultados podem ser
explicados pela perda ou auséncia de expressdo de genes responsaveis pela
invasado celular. Outra hipotese para explicar esse resultado pode estar associada a
linhagem celular empregada, que pode nédo ser o melhor modelo para os estudos de

invasao por Cronobacter spp.
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Estudos adicionais empregando outras linhagens celulares s&o importantes

para a avaliacdo de cepas de Cronobacter spp. quanto a capacidade de invasdo de

células eucaribticas e ao mecanismo de patogenicidade.

Tabela 17 — Capacidade invasora de células Vero por cepas de Cronobacter spp.,

em relacdo a E. coli C600 (controle negativo).

Capacidade de

Isolado/Cepa Origem : ~
invasdo (valor p)
C. malonaticus CDC 1058-77 clinica Neg )
C. turicensis 3032 clinica Neg ()
C. sakazakii E922 clinica Pos (p<0,05)
C. sakazakii E785 clinica Neg )
C. sakazakii CDC 996-77 clinica Neg )
C. sakazakii CDC 3128-77 clinica Neg ()
C. sakazakii SK90 clinica Pos (p<0,05)
C. sakazakii ATCC 29544 clinica Pos (p<0,05)
C. sakazakii ATCC BAA 894 clinica Pos (p<0,05)
C. sakazakii HPB 2871 FIDP Pos (p<0,01)
C. malonaticus 2A FID Neg )
C. sakazakii 4A FID Pos (p<0,01)
C. sakazakii HPB 2875 FID Pos (p<0,01)
C. sakazakii HPB 2876 FID Pos (p<0,01)
C. sakazakii E782 FID Pos (p<0,01)
C. sakazakii CFS 10 matéria prima Pos (p<0,05)
C. sakazakii 3A ambiental Pos (p<0,01)
C. dublinensis CFS 237 ambiental Neg )
C. sakazakii CFS 101 ambiental Neg )
C. genomoespecie 1 NCTC 9529 ambiental Neg ()
C. sakazakii 1390 utensilio Neg ()
C. sakazakii HPB 2887 - CDC A8 desconhecida Pos (p<0,01)
C. sakazakii HPB 2891 - CDC B3 desconhecida Pos (p<0,05)
C. sakazakii I0OC-PC desconhecida Pos (p<0,01)
C. muytjensii ATCC 51329 desconhecida Pos (p<0,01)
C. sakazakii ATCC 29004 desconhecida Pos p<0,05
C. sakazakii ATCC 12868 desconhecida Pos (p<0,01)
Total cepas = 27 - 17 -
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Figura 15 — Porcentagem de invaséo de células Vero por Cronobacter spp. * = diferenca estatisticamente significativa por comparacéo com E. coli C600.
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4.7. Avaliagédo final dos resultados dos ensaios de viruléncia

A Tabela 18 exibe um resumo dos resultados encontrados nos ensaios para
deteccdo de marcadores de viruléncia. Foi considerado como resultado final positivo
qualquer resultado positivo entre as variagoes/sistemas testados (p. ex.: tempo de
incubacgéo, meio de cultura empregado, espécie de eritrocito, etc.).

O resumo de resultados indica que quatro cepas (C. sakazakii E785, C.
sakazakii CDC 996-77, C. sakazakii CDC 3128-77 e C. sakazakii HPB 2876)
reuniram o maior numero de resultados positivos (6) para os marcadores de
viruléncia testados. Dentre essas cepas, 3 (C sakazakii E785, C. sakazakii CDC 996-
77 e C. sakazakii CDC 3128-77) tem origem clinica e apresentaram resultados
positivos nos ensaios de atividade de protease, formacdo de capsula, producédo de
biofilme, atividade hemolitica, capacidade de hemaglutinacdo e producdo de
citotoxinas com acao sobre células Vero. A outra cepa (C. sakazakii HPB 2876),
isolada a partir de FID, apresentou resultados positivos para 0s ensaios de atividade
de protease, formacdo de capsula, producdo de biofilme, aitividade hemolitica,
capacidade de hemaglutinacdo e capacidade de invasdo de células Vero.
Entretanto, essa cepa, além de outras, ndo foi testada quanto a capacidade de
producdo de citotoxinas porque ndo foi selecionada através dos critérios
empregados para a selecdo de cepas a serem submetidas a esse ensaio. A
realizacdo dessa avaliagdo com essa cepa sera necessaria para que se obtenha

mais informacdes relevantes.

Considerando somente as cepas de origem clinica, C. sakazakii E922, isolada a
partir de secrecdo bronquial, também apresentou grande potencial patogénico, com
resultados positivos para 4 fatores de viruléncia (atividade de protease, formagéo de
capsula, atividade hemolitica e capacidade de invasao de células Vero) e resisténcia
a 5 drogas e/ou associacdes (ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefoxitina, cefalotina
e piperacilina/tazobactam). Esses dados comprovam o potencial de viruléncia dessa
cepa.

A avaliacdo do perfil de sensibilidade das cepas de origem clinica indicou que a
maioria delas apresentou resisténcia aos [-lactamicos e cefalosporinas e uma cepa
foi resistente ao aztreonam (monobactama) que € um [-lactamico resistente a

algumas B-lactamases.
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Dentre as cepas clinicas, apenas C. sakazakii E922, C. sakazakii SK90, C.
sakazakii ATCC 29544 e C. sakazakii ATCC BAA894 foram capazes de invadir
células Vero. Interessante observar que as duas cepas isoladas de casos de
meningite (C. turicensis 3032 e C. sakazakii CDC 996-77) nao foram consideradas
invasoras para células Vero, mas foram citotoxicas para essa linhagem de células.
Observou-se ainda que todas as cepas testadas, com exce¢dao de C. sakazakii
E922, foram positivas para atividade citotOxica em ceélulas Vero e por isso 0s

estudos para esse marcador de viruléncia devem ser aprofundados.

Dentre as cepas isoladas a partir de FID a cepa C. sakazakii HPB 2876 merece
destaque com relagdo ao seu potencial de viruléncia pois, além das caracteristicas
apresentadas anteriormente (6 marcadores de viruléncia presentes) apresentou
resisténcia a duas classes de antimicrobianos (B-lactamicos e cefalosporinas),
incluindo a cefoxitina que é uma cefalosporina de segunda geragdo. Outras cepas
isoladas de FID que também merecem destaque séo a C. sakazakii HPB 2871, C.

sakazakii E782, C. malonaticus 2A e C. sakazakii 4A.

C. sakazakii HPB 2871 também parece apresentar grande potencial de
viruléncia. Além de ter sido considerada como fortemente aderente pelo ensaio de
formacdo de biofilme, apresentou resultados positivos para outros 4 fatores de
viruléncia (producdo de capsula, atividade hemolitica, capacidade de
hemaglutinagdo e capacidade de invasdo de células Vero) e resisténcia a 5
antimicrobianos e/ou associacdo de drogas (ampicilina, ampicilina/sulbactam,
cefoxitina, cefalotina e piperacilina/tazobactam). Essa cepa serad posteriormente

testada quanto a capacidade citotdxica para células Vero.

C. sakazakii E782 apresentou resultados positivos para 5 marcadores de
viruléncia (atividade de protease, formacdo de capsula, atividade hemolitica,
atividade citotoxica em células Vero e capacidade de invasdo de células Vero) e

ainda resisténcia a duas classes de antimicrobianos (B-lactamicos e cefalosporinas).

Dentre as cepas brasileiras C. malonaticus 2A apresentou resultados positivos
para 4 marcadores de viruléncia (formacdo de capsula, producdo de biofilme,
atividade hemolitica e capacidade de hemaglutinacéo) e ainda seré testada quanto a
producéo de protease apés 10 dias de incubacédo e atividade citotoxica para células
Vero. Além disso, também apresentou resisténcia a duas classes de antimicrobianos

(B-lactamicos e cefalosporinas), incluindo a cefoxitina.
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A outra cepa brasileira, C. sakazakii 4A, foi capaz de formar capsula, produzir
biofilme, apresentar atividade hemolitica, capacidade de hemaglutinacdo e invasao
de células Vero (5 marcadores) e ainda sera testada quanto a producao de protease
apos 10 dias de incubacdo e atividade citotoxica para células Vero. Apresentou

apenas resisténcia intermediaria a cefalosporina.

De uma forma geral, o grupo de cepas isoladas de FID apresentou resultados
positivos para varios marcadores de viruléncia sendo que algumas delas
apresentaram resisténcia a diferentes antimicrobianos. Assim, a avaliacéo final do
potencial de viruléncia do grupo de cepas isoladas de FID indica que as mesmas
podem vir a causar problemas a saude dos bebes se presentes em FID, realcando a
necessidade continuada de atencdo especial tanto por parte dos produtores das FID

como dos manipuladores desse tipo de alimento.

A cepa C. sakazakii CFS 10, isolada de caseina acida que é um ingrediente
usado na producédo de FID, apresentou resultados positivos para 5 marcadores de
viruléncia (formagdo de capsula, producdo de biofilme, atividade hemolitica,
atividade citotoxica em células Vero e capacidade de invasdo de células Vero) e

apresentou resisténcia as cefalosporinas, incluindo a cefoxitina.

Dentre o grupo de cepas de fonte ambiental, destaca-se a cepa C. sakazakii 3A,
isolada de ambiente de lactario de maternidade brasileira (Sdo Paulo) e que
apresentou resultados positivos para 5 marcadores de viruléncia (formagédo de
capsula, producédo de biofilme, atividade hemolitica, capacidade de hemaglutinacao
e invasao de células Vero) e ainda sera testada quanto a producao de protease apos
10 dias de incubacao e atividade citotoxica em células Vero. Essa cepa apresentou
resisténcia aos antibioticos da classe dos B-lactamicos e cefalosporinas, incluindo a

cefoxitina.

Outra cepa ambiental, C. sakazakii CFS 101, isolada de ambiente de fabrica
produtora de FID, apresentou o menor nimero de resultados positivos (producgéo de
capsula e atividade hemolitica). Por outro lado, apresentou resisténcia a p-
lactamicos e cefalosporinas, incluindo a cefoxitina e ainda resisténcia intermediaria
ao aztreonam. Essa cepa ainda sera testada quanto a sua capacidade citotoxica em
células Vero. A outra cepa isolada de ambiente de fabrica produtora de FID, C.
dublinensis CFS 237 apresentou resultados positivos para 4 marcadores de
viruléncia e também sera testada sua atividade citotoxica em células Vero. Essa

cepa apresentou resisténcia intermediaria as cefalosporinas.
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A cepa C. genomoespecie 1 NCTC 9529, também de origem ambiental,
apresentou resultados positivos nos ensaios de atividade de protease, producéo de
capsula, capacidade hemolitica, hemaglutinacdo e atividade citotoxica em células
Vero, mas foi sensivel a todos os antimicrobianos testados indicando que seria
facilmente controlada no caso de estar associada a infecgéo.

A cepa brasileira C. sakazakii 1390, isolada de bico de mamadeira de um
lactario de maternidade em Belo Horizonte apresentou resultados positivos para 4
marcadores de viruléncia (formacdo de céapsula, producdo de biofilme, atividade
hemolitica e capacidade de hemaglutinacdo) e ainda sera testada para producéo de
capsula apés 10 dias de incubagcdo e citotoxicidade para células Vero. Ela
apresentou ainda resisténcia a B-lactamicos (ampicilina) e a cefalosporinas

(cefalotina e cefoxitina).

Avaliando os dados referentes as cepas isoladas de matéria prima, ambiente de
producdo de FID e de lactario e a cepa isolada de utensilio em lactario, verificou-se
gue seu comportamento € semelhante aquele obtido com as cepas isoladas de FID.
Apesar de todos os esfor¢cos que tem sido implementados quer seja pela industria
produtora de FID quer seja pelos lactarios, ainda € necessario aprimorar os cuidados
referentes ao ambiente, com treinamentos frequentes de colaboradores tanto nas
questdes relativas a higienizagdo como ao preparo, manipulacdo e estocagem das

féormulas infantis reidratadas.

Os resultados referentes aos marcadores de viruléncia obtidos com as cepas de
origem desconhecida (C. sakazakii HPB 2887 - CDC A8, C. sakazakii HPB 2891 -
CDC B3, C. sakazakii IOC-PC, C. muytjensii ATCC 51329, C. sakazakii ATCC 29004
e C. sakazakii ATCC 12868) foram bastante semelhantes entre si. Todas
apresentaram entre 4 e 5 resultados positivos, sendo capazes de produzir biofilme,
apresentar atividade hemolitica e invadir células Vero, com variacées na capacidade
de producéo de capsula e hemaglutinacdo. Essas cepas ainda serdo submetidas a
ensaios de citotoxicidade em células Vero. Com relagcdo aos antimicrobianos elas
apresentaram, de uma forma geral, 0 mesmo padrao de resisténcia aos -lactamicos
(ampicilina) e as cefalosporinas (cefalotina e cefoxitina), com excecédo da cepa C.
sakazakii ATCC 12868 que foi sensivel a cefoxitina e da cepa C. sakazakii HPB

2891 - CDC B3 que apresentou resisténcia a associacao ampicilina/sulbactam.

Considerando apenas as cepas brasileiras, C. malonaticus 2A e C. sakazakii 4A,

C. sakazakii 3A e C. sakazakii 1390, verificamos que elas apresentaram resultado
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positivo para 4 a 5 marcadores de viruléncia, com variagao na capacidade de invadir
células Vero. Esses dados indicam que essas cepas também apresentam potencial
de viruléncia e a exemplo das cepas isoladas em outros paises as cepas brasileiras
de Cronobacter spp. também tem desenvolvido resisténcia aos B-lactamicos e

cefalosporinas incluindo a cefoxitina.

A avaliagdo final dos resultados n&o indicou correlagdo entre potencial de
viruléncia e origem ou espécie das cepas. Apesar da maioria das cepas estudadas
pertencer a espécie C. sakazakii e incluir apenas poucos representantes das demais
espécies (duas cepas de C. malonaticus, uma de C. turicensis, uma de C.
dublinensis, uma de C. genomoespecie 1 e uma de C. muytjensii) pode-se
considerar que os resultados positivos para os fatores de viruléncia pesquisados

apresentaram distribuicdo uniforme entre as diferentes origens e espécies.

Os resultados obtidos com as cepas de origem clinica sugerem que a
capacidade citotoxica em células Vero parece ser o marcador de viruléncia mais
importante para o género Cronobacter, apesar da auséncia de dados ou dados

incompletos para algumas cepas.

A maioria das cepas apresentou resultado positivo para quatro (40,7%) ou cinco
(33,3%) marcadores de viruléncia (Tabela 19). Assim, esses dados sugerem que
todas as espécies do género Cronobacter apresentam potencial patogénico e
requerem atencao especial no que se refere as questdes de controle de ambientes e
produtos associados aos grupos de risco para infecgdo por esses micro-organismos.
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Tabela 18 — Resumo dos resultados dos ensaios para determinacdo de marcadores de viruléncia nos isolados e cepas de referéncia de Cronobacter spp.

Isolado/Cepa Origem RA? Protease Capsula  Biofilme  HE ° HA®  Citotox® Inv® MV
C. malonaticus CDC 1058-77 clinica 2 Pos Pos Neg Pos Neg Pos* Neg 4
C. turicensis 3032 clinica 2 Neg Pos Neg Pos Neg Pos* Neg 3
C. sakazakii E922 clinica 5 Pos Pos Neg Pos Neg Neg* Pos 4
C. sakazakii E785 clinica 2 Pos Pos Pos Pos Pos Pos* Neg 6
C. sakazakii CDC 996-77 clinica 2 Pos Pos Pos Pos Pos Pos* Neg 6
C. sakazakii CDC 3128-77 clinica 2 Pos Pos Pos Pos Pos Pos* Neg 6
C. sakazakii SK90 clinica 2 Pos Pos Neg Pos Neg Pos* Pos 5
C. sakazakii ATCC 29544 clinica 4 Neg* Neg Pos Pos Neg NT? Pos 3
C. sakazakii ATCC BAA 894 clinica 2 Neg* Pos Pos Pos Neg NT Pos 4
C. sakazakii HPB 2871 FID" 5 Neg Pos Pos® Pos Pos NT Pos 5
C. malonaticus 2A FID 3 Neg* Pos Pos Pos Pos NT Neg 4
C. sakazakii 4A FID 1 Neg* Pos Pos Pos Pos NT Pos 5
C. sakazakii HPB 2875 FID 1 Neg* Neg Pos Pos Pos NT Pos 4
C. sakazakii HPB 2876 FID 3 Pos* Pos Pos Pos Pos NT Pos 6
C. sakazakii E782 FID 2 Pos Pos Neg Pos Neg Pos* Pos 5
Continua
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Continuacao da Tabela 18

e

Isolado/Cepa Origem RA? Protease Capsula  Biofilme  HE ° HA®  Citotox ¢ Inv MV
C. sakazakii CFS 10 matéria prima 2 Neg Pos Pos Pos Neg Pos Pos 5
C. sakazakii 3A ambiental 3 Neg* Pos Pos Pos Pos NT Pos 5
C. dublinensis CFS 237 ambiental 2 Pos Neg Pos Pos Pos Neg* Neg 4
C. sakazakii CFS 101 ambiental 4 Neg Pos Neg Pos Neg Neg* Neg 2
C. genomoespecie 1 NCTC 9529 ambiental 0 Pos Pos Neg Pos Pos Pos* Neg 5
C. sakazakii 1390 utensilio 3 Neg* Pos Pos Pos Pos NT Neg 4
C. sakazakii HPB 2887-CDC A8 desconhecida 3 Neg* Pos Pos Pos Pos NT Pos 5
C. sakazakii HPB 2891-CDC B3 desconhecida 4 Neg* Neg Pos Pos Pos NT Pos 4
C. sakazakii IOC-PC desconhecida 3 Neg* Neg Pos Pos Pos NT Pos 4
C. muytjensii ATCC 51329 desconhecida 3 Neg* Pos Pos Pos Neg NT Pos 4
C. sakazakii ATCC 29004 desconhecida 3 Neg* Pos Pos Pos Neg NT Pos 4
C. sakazakii ATCC 12868 desconhecida 2 Neg* Pos Pos Pos Pos NT Pos 5

% RA= numero de antimicrobianos que apresenta resisténcia; b

MV = nimero de marcadores de viruléncia detectados; ° NT = néo testada; * = dados incompletos; S = cepa fortemente produtora de biofilme.

HE = atividade hemolitica; © HA = hemaglutinag&o; ¢ Citotox = atividade citotoxica de
sobrenadantes filtrados em células Vero; ¢ Inv = capacidade de invasio com diferenca estatisticamente significativa por comparagdo com controle negativo; f
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Tabela 19 — Distribuicdo dos marcadores de viruléncia entre as cepas de Cronobacter
spp. estudadas.

N°de marcadores de viruléncia N°de cepas Porcenta gem
2 1 3,7
3 2 7,4
4 11 40,7
5 9 33,3
6 4 14,8
Total 27 100

4.8. Propostas de ac¢fes de Vigilancia Sanitaria

A RDC n° 12 de 02/01/01 — ANVISA é o regulamento técnico brasileiro atual que
estabelece os padrbes microbiolégicos sanitarios para alimentos e determina 0s
critérios para a concluséo e interpretacdo dos resultados das andlises microbioldgicas
de alimentos destinados ao consumo humano. Entretanto, esse regulamento ainda nao
contempla o género Cronobacter spp. apesar da importancia do controle desses micro-
organismos em alimentos destinados aos grupos de risco de infeccdo por Cronobacter
spp. O Codex Alimentarius, organismo que regulamenta o comércio internacional de
alimentos, aprovou o documento “Code Of Hygienic Practice For Powdered Formulae
For Infants And Children” CAC/RCP 66-2008 Reviséo 1, que estabelece os limites para
Cronobacter spp. em FID. Assim, se faz necessaria a revisdo da RDC n° 12 de 02/01/01
— ANVISA com a inclus&o dos limites para Cronobacter spp.

Entretanto, o controle apenas da contaminacao intrinseca desses produtos néo é
suficiente. A utilizacdo de ingredientes como aditivos de FID e as formulagbes néo
industriais, preparadas nos lactarios, podem representar uma ameaca a saude dos
bebés tendo em vista que os componentes, principalmente o amido, podem conter
Cronobacter spp. Dessa forma, € importante a conscientizacdo de pediatras e
nutricionistas sobre o risco que representa a prescricdo dessas férmulas para
populacdes de risco.

Outro aspecto a ser considerado se refere a questdo da manipulacdo das

formulas infantis em lactarios ou no ambiente domeéstico. Durante a etapa de
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reidratacdo, utensilios mal-higienizados tais como colher, copo de liquidificador,
recipientes, mamadeiras, bicos de mamadeiras e outros podem consistir em fontes de
contaminacdo de Cronobacter spp. Além disso, a estocagem das férmulas infantis
reidratadas também ¢é uma etapa critica uma vez que a manutencdo dessas
preparacdes em temperatura inadequada pode permitir a multiplicagcdo de células de
Cronobacter spp. caso estejam presentes no alimento, mesmo em pequeno numero.
Assim, dentre as acdes de vigilancia sanitaria necessarias ao controle das
infecgcBes por Cronobacter spp. incluem-se também o planejamento e execucédo de
treinamentos frequentes dos profissionais que trabalham em lactarios nas atividades de
higienizacdo de ambientes e utensilios e daqueles envolvidos nos procedimentos de

preparo, manipulagéo e estocagem das formulas infantis reidratadas.
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5. CONCLUSOES

* O emprego da metodologia ISO/TS 22964:2006 pode causar a inibicdo do
crescimento de cepas de Cronobacter spp. na etapa de enriquecimento seletivo,
acarretando o nao isolamento desses micro-organismos. Por essa razao, deve

ser substituida por um protocolo mais sensivel;

* O kit API 20E nao apresentou bom desempenho na identificacédo de Cronobacter

Spp. e seu uso deve ser avaliado com cuidado;

» Dentre os kits comerciais disponiveis, o ID 32E foi o que apresentou o melhor
desempenho;

* A identificacdo de Cronobacter spp. através da caracterizagdo fenotipica deve

ser complementada com técnicas moleculares;

* O protocolo de PCR com alvo em dnaG, proposto nesse estudo, se mostrou
eficaz e, apds sua validacdo, pode representar uma boa alternativa na utilizagdo

da metodologia USFDA para os laboratérios com menos recursos tecnoldgicos;

» Cronobacter spp. tem desenvolvido resisténcia aos B-lactamicos e cefalosporinas
e recomenda-se que o tratamento de infec¢cdes por esses micro-organismos seja

baseado em julgamento clinico associado a ensaios de sensibilidade in vitro;

* A producédo de capsula parece ter interferido na formagé&o de biofilme sinalizando
a possivel existéncia de um mecanismo comum na regulacdo da expresséo

desses fenotipos;

* Algumas cepas de Cronobacter spp. sdo capazes de apresentar atividade de

protease;
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A atividade hemolitica € uma caracteristica comum as cepas de Cronobacter
spp. e sua funcdo na patogenicidade desse micro-organismo ainda deve ser
avaliada;

Cronobacter spp produz hemaglutininas associadas a pili tipo 3, fato esse ainda

nao descrito na literatura;

A atividade citotoxica em células Vero é um importante marcador de viruléncia
para Cronobacter spp.;

A avaliacdo da capacidade invasora de células Vero revelou que algumas cepas

de Cronobacter spp. apresentam grande capacidade de invasao dessas células.;

Todas as espécies do género Cronobacter apresentam potencial patogénico e

requerem atencao especial;

Esse estudo permitiu a implantacdo de métodos de deteccdo e identificacdo de
Cronobacter spp. no Setor de Alimentos do INCQS/Fiocruz que podera atuar,
caso necessario, na elucidacao de surtos/infeccbes por esses micro-organismos.
Esses conhecimentos também poderdo ser repassados aos Laboratérios
Centrais de Saude Publica do Brasil (LACEN);

A implantacdo de métodos de estudo de fatores de viruléncia de Cronobacter
spp. no Setor de Alimentos resultou de uma colaboragcdo multidisciplinar,
envolvendo profissionais e infra-estrutura de outros setores do Departamento de
Microbiologia (DM) e dos Departamentos de Imunologia (DI) e de Farmacologia e
Toxicologia (DFT). Esses métodos também poderdo ser repassados a outros
setores do DM, para estudo de outros patdgenos, ou empregados em estudos

em colaboracédo com outras Unidades da Fiocruz ou instituicbes de pesquisa.
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