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RESUMO

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

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

ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

METODOLOGIA

Amostras

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

Analises microbiolégicas

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

No ensaio realizado de acordo com a Metodologia BAM-FDA',
as aliquotas das amostras foram pesadas (amostras 1 e 2) ou
aferidas em uma proveta estéril (amostras 3 e 4) e homoge-
neizadas com agua peptonada tamponada (Merck, Inglaterra),
na proporcao 1:10, e incubadas a 35°C/24 h. Posteriormente,
o pré-enriquecimento foi homogeneizado e duas aliquotas de
40 mL foram centrifugadas a 3.000 g/10 min (Eppendorf 5810R,
A-4-81, Alemanha). O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso em 200 pL de salina tamponada fosfatada. A partir
de cada aliquota, foi realizada uma semeadura pela técnica de
esgotamento e spread plate (100 pL da suspensao) em “Brilliance
Enterobacter sakazakii agar” (DFI formulation; Oxoid, Inglater-
ra) e “Enterobacter sakazakii chromogenic plating agar” (ESPM;
R&F Products Inc., EUA). As placas foram incubadas a 35°C/24 h.

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

Isolados bacterianos

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

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

Caracterizacdo fenotipica

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

Caracterizagdo molecular

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

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

Andlise do polimorfismo do DNA gen6émico

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

RESULTADOS

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

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

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

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

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

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

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

Maternidade na cidade de Teresina, Piaui, em 2013.

Caracterizacgdo fenotipica

Caracteriza¢do molecular

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

" Eletroforese em gel de campo pulsado.

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

DISCUSSAO

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

(=]
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Figura. Polimorfismo genético dos trés isolados de Cronobacter
malonaticus determinado por eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) apos digestao do DNA com enzima de restricao Spel.
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de deteccao suficiente para identificar a contaminacao quando
presente. Outra hipdtese é que os micro-organismos poderiam
se encontrar presentes no estado viavel, mas nao cultivavel
(VNC), uma vez que ja foi descrito esse mecanismo em espé-
cies do género Cronobacter?.

A FAO/OMS' recomenda a pesquisa de Enterobacteriaceae em
FID. Estas enterobactérias ndo-Cronobacter foram classificadas
como “categoria B - plausiveis de causarem infeccoes, mas sem
o0 apoio de evidéncias epidemioldgicas” pelas comissoes de espe-
cialistas. Bactérias do género Klebsiella ja foram associadas com
infeccdes neonatais, mas nunca tendo FID identificadas como o
veiculo de contaminacdo. Neste estudo, K. pneumoniae subsp.
pneumoniae foi detectada em uma das amostras de formulas
infantis. Contudo, como a amostra analisada ja estava aberta
nao é possivel afirmar se esta bactéria é de origem do produto
ou se a contaminacao ocorreu no momento da manipulacao da
formula. Outros autores ja relataram a identificacdo desta bac-
téria em amostras de FID comercializadas no Brasil?*?¢. Qutras
bactérias também listadas como categoria B ja foram isoladas de
amostras de FID, incluindo A. baumannii. Este patégeno oportu-
nista foi isolado de amostras de formulas infantis de seguimento
comercializadas no Brasil em 2009%. Logo, a contaminacao pela
cepa do complexo A. calcoaceticus - A. baumannii da férmula
analisada neste surto pode ter sido oriunda do proprio produto
ou no momento da manipulacao do produto. Outras fontes de
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contaminacao, como o ambiente hospitalar, equipamentos de
limpeza, utensilios para preparo da alimentagao dos pacientes
(ex: bicos de mamadeira, liquidificadores, etc), entre outros,
podem ter sido o veiculo de contaminacado da cepa de C. malo-
naticus, uma vez que cepas de Cronobacter spp. ja foram isola-
das deste tipo de amostra em outros estudos®?. Contudo, essa
suposicao ndo pode ser investigada no surto descrito neste estu-
do, pois nao foram coletadas amostras destes sitios para analise.
Outros autores ja relataram casos de infeccoes por Cronobacter
spp. em neonatos em que nao foi possivel identificar nenhum ali-
mento como veiculo de contaminacdo, e o ambiente hospitalar
foi sugerido como a possivel fonte de contaminacao? 2.

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

Nem todas as espécies de Cronobacter spp. foram associadas a
infeccdes, e a severidade da viruléncia varia entre as diferentes
estirpes do género**. Até o momento, apenas trés espécies foram
isoladas em infeccdes neonatais: C. sakazakii, C. malonaticus e
C. turicensis®. Neste estudo, uma cepa de C. malonaticus foi a
responsavel pelas infeccdes nas trés pacientes. Mesmo sendo a
espécie C. sakazakii a mais prevalente em casos de infeccoes,
outros estudos ja identificaram C. malonaticus causando infec-
¢oes em neonatos. Na Argentina, foram relatados dois casos de
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