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RESUMO - Este estudo avaliou a diversidade genética de cepas de Cronobacter isoladas de alimentos no Brasil.
Dezoito cepas foram tipificadas por Multi-Locus Sequence Typing e outras cepas depositadas no banco de dados
foram avaliadas. Das 18 cepas, o Tipo Sequencial (ST) foi determinado em seis, e trés STs novos foram descritos:
ST738-740. No total, 82 cepas de Cronobacter isoladas de alimentos no periodo de 2007 a 2018 foram
identificadas em 56 STs distintos, apresentaram uma propor¢ao de 1,5 cepa/ST. Dos 56 STs, 19 (33,9%) ja foram
identificados em amostras clinicas no mundo, incluindo cepas ST4, que é reconhecido por causar infec¢des
severas em neonatos, incluindo meningites. Cepas associadas a casos clinicos foram identificados em alimentos
como formulas infantis e leite em pd, que sdo consumidos por neonatos. Ingredientes de alimentos e pimenta
também apresentaram STs associados a casos clinicos, ¢ o risco destes alimentos para idosos e
imunocomprometidos deve ser considerado.

ABSTRACT — This study evaluated the genetic diversity of Cronobacter strains isolated from foods in Brazil.
Eighteen strains were typified by Multi-Locus Sequence Typing and other strains deposited in the database were
evaluated. Of the 18 strains, the Sequence Type (ST) was determined in six, and three new STs were described:
ST738-740. In total, 82 strains of Cronobacter isolated from foods in the period from 2007 to 2018 were identified
in 56 different STs, showing a proportion of 1.5 strains/ST. Of the 56 STs, 19 (33.9%) have already been identified
in clinical samples worldwide, including ST4 strains, which are recognized for causing severe infections in
neonates, including meningitis. Strains associated with clinical cases have been identified in foods such as infant
formulas and powdered milk, which are consumed by neonates. Food ingredients and pepper also had STs
associated with clinical cases, can be a risk for the elderly and immunocompromised.
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1. INTRODUCAO

Cronobacter ¢ um género pertencente a familia Enterobacteriaceae composto por sete espécies (Iversen
et al., 2008; Joseph et al., 2012a). As espécies de Cronobacter podem ser agrupadas de acordo com sua relevancia
clinica em trés grupos: grupo 1) C. sakazakii e C. malonaticus, que compreende a maioria dos isolados clinicos
em todas as faixas etarias; grupo 2) C. turicensis ¢ C. universalis, que sdo raramente reportadas em casos de
infecgoes; e grupo 3) C. dublinensis, C. muytjensii e C. condimenti, que sao principalmente comensais ambientais
¢ provavelmente possuem pouco ou nenhum significado clinico (Forsythe, 2018).

Determinadas espécies de Cronobacter sdo consideradas patdgenos oportunistas, tendo sido associadas a
diversos casos de infec¢cdes em neonatos devido ao consumo de formulas infantis desidratadas (FID) (FAO/WHO,
2008; Forsythe, 2018). A literatura apresenta relatos de surtos e casos isolados de infec¢des por Cronobacter em
diversos paises, inclusive no Brasil (FAO/WHO, 2008; Brandao et al., 2018; Chaves et al., 2018). Apesar das
infec¢des estarem, a principio, associadas a neonatos, ja existem relatos de casos em criangas de maior idade e
em adultos (Alsonosi et al., 2015; Piper et al., 2018).

As sindromes clinicas das infecgdes por Cronobacter em neonatos incluem a meningite, enterocolite
necrosante ¢ bacteremia (Forsythe, 2018). A maioria das criangas que sobrevivem a meningite associada a
Cronobacter desenvolve sequelas neurologicas irreversiveis como: hidrocefalia, tetraplegia e retardamento do
desenvolvimento neuroldgico (Friedemann et al., 2009; Forsythe, 2018). Em adultos, a maioria dos casos de
infecgOes ocorre em pacientes previamente tratados com antibidticos, idosos, imunocomprometidos, pacientes
com implantes médicos ou com alguma doenca aguda, cronica ou grave. As infec¢des neste grupo sdo muito
variadas, ja tendo sido descritos casos de conjuntivite, sepse biliar, apendicite, infec¢des de ferida, pneumonia e
infecgOes urinarias (Alsonosi et al., 2015; Fortsythe, 2018).

As fontes de infecgdes em adultos ainda sdo desconhecidas, mas podem ocorrer devido ao aumento da
suscetibilidade a cepas comensais de Cronobacter (Forsythe, 2018). Os alimentos parecem ser uma potencial
fonte de colonizagdo e contaminagdo por Cronobacter nestes individuos (Brandao et al., 2017; Vasconcellos et
al., 2018, Silva et al, 2019; Costa et al., 2020). Além disso, em muitos casos de infecgdes causados por
Cronobacter em neonatos, o veiculo de contaminagdo ndo pode ser identificado e muitos pacientes ndo ingeriram
FID, o que leva a crer que outras fontes poderiam ser o veiculo de contaminagdo destes patdgenos (Brandao et al.,
2018; Chaves et al., 2018; FAO/WHO, 2008).

Um protocolo de genotipagem pela técnica de Multi-Locus Sequence Typing (MLST) foi desenvolvido
para o género Cronobacter (www.pubMLST.org/cronobacter). Esta técnica utiliza uma base de dados que recebe,
organiza, compara ¢ disponibiliza informagoes sobre sequéncias de DNA para toda a comunidade cientifica. O
banco de dados tem como objetivo prover a identificagdo precisa e de alta discriminag¢do das cepas do género,
sendo considerado um método molecular eficiente e robusto para tipificagdo das cepas e para monitoramento de
surtos (Joseph et al., 2012b). O banco de dados ja conta com 3.067 estirpes depositadas e 742 tipos sequenciais
(ST) descritos (altimo acesso: 28/07/2020).

Tendo em vista a importdncia para a saude publica em se minimizar os casos de infeccdes por
Cronobacter, a avaliacdo molecular para identificagdo da circulagdo de clones epidémicos em amostras de
alimentos ¢ sua associagdo a casos esporadicos ou surtos de origem alimentar ¢ importante. O objetivo deste
estudo foi avaliar a diversidade genética de cepas de Cronobacter spp. isoladas de alimentos no Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cepas Bacterianas

Foram avaliadas cepas de Cronobacter spp. isoladas a partir de amostras de alimentos no Brasil e
caracterizadas pela técnica do MLST. Dezoito cepas foram tipificadas no presente estudo (Tabela 1) e outras 76
cepas, previamente tipificadas e depositadas no banco de dados, foram utilizadas para as analises filogenéticas.
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2.2 Tipificacao pela Técnica do Multi-locus Sequence Typing (MLST)

A extragdo de DNA das cepas foi realizada com o kit Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, EUA) de acordo
com as instrugdes do fabricante e a concentracdo foi dosada em espectrofotometro NanoDrop-2000c
(ThermoScientific, EUA).

Os sete genes do MLST (atpD, fusA, ginS, gltB, gyrB, infB e ppsA) foram amplificados utilizando os
primers ¢  condicdbes de PCR  disponiveis no  protocolo do banco de  dados
(http://pubmlst.org/cronobacter/info/protocol.shtml). Os fragmentos de PCR purificados foram sequenciados com
uso do servigo da Plataforma-PDTIS de Sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz da Fundagdo Oswaldo Cruz
(IOC/Fiocruz).

Os cromatogramas foram avaliados utilizando o software BioEdit 709. As sequéncias dos genes foram
analisadas e os numeros de alelos ¢ STs foram atribuidos e determinados através das ferramentas disponiveis no
banco de dados do MLST (www.pubMLST.org/cronobacter). Os novos alelos encontrados tiveram os seus
cromatogramas enviados para o curador do banco de dados (Prof. Stephen Forsythe), que avaliou e designou os
novos alelos e consequentemente a descri¢dao dos novos STs. O perfil do MLST foi avaliado no Grape Tree (Zhou
et al., 2008) utilizando a algoritmo de “Minimun spanning tree” (MST).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tipificagdo pelo MLST das 18 cepas avaliadas neste estudo esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Tipificagdo das cepas de Cronobacter pela técnica do MLST.

Cepas Origem atpD  fusA ginS gltB gyrB infB  pps ST

C175 Farinha de arroz 112 173 201 307 NI 130 282 ND
C224  Alimento proveniente da culinaria japonesa 15 118 30 32 147 148 159 324
C232  Alimento proveniente da culinaria japonesa 157 20 26 308 235 257 NI ND
C236  Alimento proveniente da culinaria japonesa 157 20 262 308 235 257 NI ND

C256 Aveia em flocos 157 48 34 309 NI 27 NI ND
C258 Farinha de linhaca 112 99 26 130 NI 258 NI ND
C259 Farinha de linhaca 86 22 104 120 117 116 152 252
C266 Farinha de linhaca 22 170 57 16 275 259 156 738*
C267 Farinha de linhaca 3 11 13 18 11 17 13 21
C275 Farinha de linhaca 58 63 224 310 82 78 NI ND
C278 Farinha de linhaca 36 22 42 93 116 49 53 739*
C279 Farinha de linhaca 192 171 43 NI NI 154 109 ND
C280 Farinha de linhaca 6 49 4 52 52 NI 72 ND
C281 Farinha de linhaca NI 43 223 161 154 27 196 ND
C283 Farinha de linhaca 193 169 134 NI 80 260 NI ND
C284 Farinha de linhaca 6 49 4 52 52 NI 72 ND
C286 Farinha de linhaca NI 100 263 133 211 130 282 ND
C287 Farinha de linhaca 22 22 57 16 275 259 156 740%*

NI — Nao identificado; ST — Sequence typing; *- Novos STs descritos no banco de dados.

Das 18 cepas avaliadas, o ST foi determinado em seis cepas, e trés STs novos foram descritos no banco
de dados: ST738-740. Nas demais cepas, ndo foi possivel a determinag¢do dos STs devido a problemas no
sequenciamento de um ou mais genes. Desta forma, a utilizagdo de iniciadores alternativos ou alteragdes na
metodologia sdo necessarias para determinagao destes alelos.

A avaliagdo da diversidade genética das cepas Cronobacter spp. isoladas de alimentos e depositadas no

banco de dados avaliadas pelo MST est4 apresentada na Figura 1.
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Figura 1 - Minimun spanning tree dos STs das 82 cepas de Cronobacter isoladas de alimentos no Brasil.
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O MST foi construido no GrapeTree com 0s 56 ST e das 82 cepas. O tamanho das esferas é proporcional ao nimero de cepas
deste ST depositado no banco. O nimero dentro das esferas indica o ST e as cores das esferas indicam as espécies.

As 82 cepas de Cronobacter isoladas de alimentos no periodo de 2007 a 2018 no bando de dados foram
identificadas em 56 STs distintos, apresentaram uma grande diversidade genética com proporg¢do de 1,5 cepa /ST.
A maioria das cepas (89%) pertence as espécies do Grupo 1: C. sakazakii (n=65) e C. malonaticus (n=8).

A relacdo entre os STs identificados em alimentos no Brasil e a distribui¢ao destes STs isolados de
amostras clinicas no mundo que se encontram depositadas no banco encontra-se apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Minimun spanning tree dos STs de Cronobacter isolados de amostras clinicas e os isolados de alimentos
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O MST foi construido no GrapeTree com dos 56 ST e as 442 cepas de origem clinica. O tamanho das esferas ¢ proporcional
ao numero de cepas deste ST depositado no banco. O numero dentro das esferas indica o ST e as cores das esferas indicam a

origem do isolamento.
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Dos 56 STs isolados de alimentos no Brasil, 19 (33,9%) ja foram identificados em amostras clinicas no
mundo, incluindo cepas ST4. C. sakazakii ST4 ¢ reconhecido por abranger cepas responsaveis um grande niimero
de infecc¢bes severas em neonatos, incluindo meningites, em sete continentes num periodo de 50 anos (Joseph e
Forsythe, 2011; Joseph et al., 2012b; Hariri et al., 2013). Cepas associadas a casos clinicos como ST4 ¢ ST7
(Joseph et al., 2012b) foram identificados em alimentos como férmulas infantis e leite em p6 (Figura 2), que sao
consumidos por neonatos e sdo o grupo de maior risco para infeccoes (FAO/WHO, 2008). Uma amostra de
ingrediente de alimento (farinha de milho) apresentou contaminagao por C. sakazakii ST494 (Costa et al., 2020).
Este mesmo ST ja foi identificado no Brasil causando meningite fatal em um neonato em um hospital do Mato
Grosso do Sul (Chaves et al., 2018). Estes achados, indicam que alimentos comercializados no pais podem estar
atuando como fonte de contaminagdo em casos de infecgdes em neonatos. Outras categorias de ingredientes para
alimentos ¢ pimentas também apresentaram STs associados a casos clinicos, € o risco do consumo destes
alimentos para idosos e imunocomprometidos também deve ser considerado.

4. CONCLUSOES

As cepas de Cronobacter spp. isoladas Brasil foram identificadas em cinco espécies, sendo C. sakazakii
a espécie mais ocorrente. Dezenove (33,9%) STs identificados ja foram associados a casos clinicos no mundo,
refor¢cando a importancia da vigilancia epidemioldgica das cepas de Cronobacter circulantes no pais para melhor
atuacdo em investigagdes de surtos de origem alimentar causadas por estes patogenos.
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