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RESUMO

A produgdo e o consumo de leite e derivados vém aumentando anualmente no Brasil. A
emergéncia do consumo de leite cru estd relacionada a busca por produtos que mantenham
preservadas suas propriedades nutricionais. No entanto, este hdbito aumenta os riscos do
consumo de leite e derivados contaminados por micro-organismos patogénicos. As bactérias
do género Enterobacter sao amplamente distribuidas na natureza e fazem parte da microbiota
do trato gastrintestinal humano e animal. Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes,
Pantoea agglomerans e Cronobacter sakazakii sdo considerados patdgenos oportunistas.
Nesse sentido, o presente estudo investigou a ocorréncia e a diferenciacdo bioquimica de
espécies de Enterobacter isolados de leite bovino cru, a caracterizacdo do perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos e a pesquisa de genes de resisténcia. Do total de 104 cepas
de Enterobacter spp. foram identificadas E. cloacae (n=39), Pantoea agglomerans (n=23),
Cronobacter sakazakii (n=18) e E. aerogenes (n=9). Destas, 26% apresentaram resisténcia a
trés ou mais antimicrobianos. O gene blatgm foi encontrado em 27% dos isolados. Este
achado alerta quanto ao risco de infec¢des por micro-organismos ambientais resistentes,
associados ao consumo de leite bovino cru.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae, Cronobacter sakazakii, Pantoea agglomerans,
resisténcia, rebanho leiteiro.

IDENTIFICATION AND SENSITIVITY PROFILE OF Enterobacter spp. ISOLATED
FROM RAW COW MILK

ABSTRACT

The production and consumption of milk and dairy products is growing fast in Brazil. The
increase consumption of raw milk is related to the interest for products that keep conserved
their nutritional properties. However, this habit increases the risks of consumption of milk and
dairy products contaminated with pathogenic microorganisms. Enterobacter spp. is widely
distributed in nature and is part of the commensal microbiota of the intestinal tracts of humans
and animal. Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Pantoea agglomerans and
Cronobacter sakazakii are recognized as opportunistic pathogens. The current study
investigated the occurrence and the differentiation of Enterobacter species isolated from raw
cow milk, the characterization of sensitivity profile to antimicrobials and presence of resistant
genes. From a total of 104 strains of Enterobacter spp. were identified E. cloacae (n=39),
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Pantoea agglomerans (n=23), Cronobacter sakazakii (n=18) and E. aerogenes (n=9). Among
these, 26% were resistant to three or more antimicrobials. The blargy gene was found in 27%
of the isolates. Here, we highlighted the risk of infection by potential environmental
microorganisms, resistant to some antimicrobials, associated with consumption of raw cow
milk.

Keywords: Enterobacteriaceae, Cronobacter sakazakii, Pantoea agglomerans, resistance,
dairy cattle.

IDENTIFICACION Y PERFIL DE LA SENSIBILIDAD DE Enterobacter spp.
AISLADOS DE LECHE CRUDA DE VACA

RESUMEN

La produccion y el consumo de leche y productos lacteos estd aumentando anualmente en
Brasil. El surgimiento del consumo de leche cruda se relaciona con la biisqueda de productos
que conservan sus propiedades nutricionales. Esta conducta aumenta riesgos del consumo de
leche y productos lacteos contaminados con microorganismos patégenos. Las bacterias del
género Enterobacter son ampliamente distribuidas en la naturaleza y forma parte de los
microorganismos comensales del aparato gastrointestinal humano y animal. Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes, Pantoea agglomerans y Cronobacter sakazakii son citadas
como patdgenos oportunistas. De esta manera, este estudio investigd la ocurrencia y
diferenciacion bioquimica de Enterobacter spp. aislados de leche cruda de ganado bobino, la
caracterizacion del perfil de sensibilidad frente a los antimicrobianos y la deteccion de los
genes de resistencia. Del total de 104 cepas de Enterobacter spp. se identificaron E. cloacae
(n=39), Pantoea agglomerans (n=23), Cronobacter sakazakii (n=18), E. aerogenes (n=9). De
estos, 26% mostraron resistencia a tres o mas antimicrobianos. En 27% de las cepas el gen
blatgm fue detectado. Por lo tanto, este hallazgo advierte sobre el riesgo de infecciones por
microorganismos resistentes ambientales, asociados con el consumo de leche cruda de vaca.

Palabras clave: Enterobacteriaceae, Cronobacter sakazakii, Pantoea agglomerans,
resistencia, vacas lecheras.

INTRODUCAO

O Brasil figura entre os maiores produtores mundiais de leite, atingindo
aproximadamente 35 bilhdes de litros anuais, e consumo per capita estimado em 172,6
L/ha/ano (1). Segundo Claeys et al. (2), existe crescente demanda para o consumo de leite cru
apoiada na crenca de que os processos de aquecimento podem reduzir a qualidade nutricional
e os beneficios a saide. Porém, o alimento in natura pode representar excelente meio de
cultura para diversos micro-organismos devido ao conteddo nutritivo, pH neutro e a alta
atividade de dgua.

Os coliformes s@o os principais micro-organismos isolados de leite cru (3) incluindo as
bactérias do género Enterobacter. Estes micro-organismos estdo amplamente distribuidos na
natureza e fazem parte da microbiota do trato gastrintestinal humano e animal (4), por vezes
considerados patégenos oportunistas (5, 6, 7).

Cronobacter sakazakii (Enterobacter sakazakii), Pantoea agglomerans (Enterobacter
agglomerans) e Enterobacter cloacae podem ser isolados de amostras clinicas e de alimentos,
enquanto Enterobacter aerogenes e Enterobacter cloacae estio mais associados a casos de
mastite bovina (8). Este grupo de micro-organismos é frequentemente isolado de afec¢des em
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humanos, principalmente em recém-nascidos, incluindo casos de colite necrosante e
meningite (8), bacteremia, infec¢des de tecidos moles, ossos e articulagdes (9).

Cetinkaya et al. (10) ressaltaram que muitos casos de infeccdo por Cronobacter em
recém-nascidos estdo associados a ingestdo de féormulas infantis em pd. No entanto, também
sao encontrados em outros alimentos e no ambiente (7, 11, 12). A contaminagdo das férmulas
infantis em pé por Cronobacter sakazakii pode estar relacionada a adi¢do de nutrientes
sensiveis ao calor apds a pasteurizacdo, a ingredientes derivados de vegetais, como também
na preparacdo final para consumo (7, 11), o que é favorecido pela capacidade do micro-
organismo em sobreviver em ambiente com baixa umidade (13).

O uso indiscriminado de antimicrobianos em medicina veterindria e humana aumenta a
pressdo de selecdo para micro-organismos resistentes, que podem ser veiculados por
alimentos de origem animal contaminados (14). Entre os mecanismos de resisténcia, merece
destaque a producao de B-lactamases, das quais as B-lactamases de espectro estendido (ESBL)
tém sido crescentemente estudadas (14, 15, 16).

Em razdo da importancia das bactérias entéricas como contaminantes do leite, incluindo
Cronobacter sakazakii, Pantoea agglomerans, Enterobacter cloacae e Enterobacter
aerogenes e suas implicacdes para a saude publica, foi investigada a ocorréncia destes micro-
organismos, € a caracterizac¢ao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos destas espécies
em isolados de leite bovino cru.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 104 isolados de Enterobacter spp. provenientes de leite bovino cru,
obtidos de 89 tanques coletivos e 102 tanques individuais de propriedades convencionais, 124
amostras de leite convencional informal e 67 de leite organico, estocados na bacterioteca do
Laboratério de Antigenos Bacterianos, do Departamento de Genética, Evolucdo e Bioagentes,
do Instituto de Biologia, da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Destes, 51 %
(53/104) foram isolados de leite informal, 30 % (31/104) de tanques coletivos, 12 % (12/104)
de leite organico e 7 % (8/104) de tanques individuais.

A identificacdo bioquimica das espécies C. sakazakii, P. agglomerans, E. cloacae ¢ E.
aerogenes foi realizada a partir das provas bioquimicas de lisina e ornitina descarboxilase,
arginina dihidrolase, urease, fermentacdo de adonitol, myo- Inositol e D- Sorbitol, bem como
a presenca de coldnias com produgdo de pigmento amarelo Holt et al. (5), conforme descrito
na Tabela 1. As reacdes de descarboxilagdo e dihidrolase foram obtidas a partir do método
descrito por Fay e Barry (17), modificado por Brooks e Sodeman (18). O teste de urease foi
realizado com o método de Rustigian e Stuart’s. Para a fermentacao foi preparado meio base,
adicionado do carboidrato (19). Para a observacdo da producdo de pigmento amarelo as cepas
foram cultivadas em placas contendo 4gar triptona de soja (TSA), em temperatura de 25°C,
por 2 a 5 dias (20). A linhagem ATCC 13048 (Enterobacter aerogenes) foi utilizada como
controle das reagdes bioquimicas.

O perfil de sensibilidade microbiana foi realizado mediante a técnica de difusdo com
discos (21) frente aos seguintes antimicrobianos: ampicilina (10png), amoxacilina/acido
clavulanico (30ug), cefalexina (30ug), cefoperazona sédica (75ug), ceftiofur (30ug),
ceftriaxona (30ug), cloranfenicol (30ug), enrofloxacina (5ug), gentamicina (10ug),
sulfametoxazole/trimetoprim (251g) e tetraciclina (30ug) [22, 23]. A interpretagdo dos
resultados seguiram as recomendacgdes do CLSI (21).

O diagnéstico de producido de ESBL foi obtido pelos métodos de disco aproximagdo
(24) e epsilométrico para as cepas que exibiram resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracdo. No primeiro foram utilizados discos de aztreonam (30ug), ceftriaxona (30ug),
cefotaxima (30ug) e ceftazidima (30ug) dispostos a uma distancia de 20 mm do disco de
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amoxicilina/dcido clavulanico (30ug). Para o teste epsilométrico foram utilizadas fitas de E-
Test® (Biomérieux) contendo os antimicrobianos cefepima/4cido clavulanico (0,25-16/0,064-4
ug/mL) e ceftazidima/acido clavulanico (0,5-32/0,064-4 pg/mL). As leituras foram realizadas
de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Tabela 1. Diferenciacdo bioquimica de espécies de Enterobacter spp.

Teste E. aerogenes E. aglomerans’ E. cloacae  E. sakazakii
Hidrélise de ureia - -] d _
Lisina descarboxilase + - - -
Arginina dihidrolase - - + +
Ornitina descarboxilase + - + +

Producdo de 4cido a partir:

Adonitol + - -] -
myo- Inositol + [-] -] [+]
D-Sorbitol + d + _
Pigmento amarelo - [+] - +

Fonte: Adaptado de Holt et al. (1994)
* Pantoea agglomerans;” Cronobacter sakazakii; d: 11-89% positivas; [ ]: tardio

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi empregada para a pesquisa dos genes de
resisténcia ampC, blatgm , blasuv e blacrx-m, de acordo com a Tabela 2. Para cada reacio foi
adicionado 1,5 U Tagq polimerase, 3uL. de Tampao 10X para PCR, 400uM de dNTP, 2,5mM
de MgCl,, 7uLL de DNA obtido por fervura e iniciadores em concentragdes 6timas, em volume
final de 30 pL. O volume de 10uL (8 pL do produto da PCR adicionados de 2 pLL de tampao
de amostra) de cada reagdo foram submetidos a eletroforese, em gel de agarose a 1,2%, e
corado em solucdo de Brometo de Etideo a Ipg/ml, por 10 min, e visualizado em
transiluminador de luz U.V. Como marcador de peso molecular foi utilizado o padrao de 1Kb.
A andlise estatistica descritiva dos resultados foi realizada pelo calculo da frequéncia relativa.

Tabela 2. Iniciadores utilizados para a pesquisa de genes de resisténcia e parametros das

reacoes de PCR.
Iniciador Sequéncia (5°-37) T pb Ref.
ampC CCCCGCTTATAGAGCAACAA 61°C 634 Féria et al.
TCAATGGTCGACTTCACACC (25)
blateym TCGGGGAAATGTCGCG
61°C 972
TGCTTAATCAGTGAGGCACC
blaspy TTATCTCCCTGTTTAGCCACC 61°C 205 Cao et al.
GATTTGCTGATTTCGCTCGG (26)
blacrxm CGATGTGCAGTACCAGTAA 60°C 585 Batchelor et
TTAGTGACCAGAATCAGCGG al. (27)

* T°: temperatura de anelamento; pb: tamanho do produto da PCR; Ref.: referéncia.
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RESULTADOS

Com base nos testes bioquimicos, foi possivel identificar 39 cepas de Enterobacter
cloacae (37,5%), 23 Pantoea agglomerans (22,1%), 18 Cronobacter sakazakii (17,3%) ¢ 9
Enterobacter aerogenes (8,7%). Outras espécies do género compreenderam 7 Enterobacter
taylorae (6,7%) e 4 Enterobacter amnigenus (3,8%). Quatro (3,8%) isolados nao foram
identificados com os métodos utilizados.

A maior frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos foi observada para a ampicilina
em 87 cepas (83,7%), seguido de cefalexina em 48 (46,2%) e amoxacilina/acido clavulanico
em 34 (32,7%). Foi observada menor frequéncia de cepas resistentes para: cloranfenicol 3
(2,9%), cefoperazona sédica 3 (2,9%), ceftriaxona 2 (1,9%), enrofloxacina 1 (0,96%) e
ceftiofur 1 (0,96%). Nao foram encontradas cepas resistentes para gentamicina,
sulfametoxazole/trimetoprim e tetraciclina. A Tabela 3 mostra o niimero de cepas resistentes,
de cada espécie identificada, para cada um dos antimicrobianos avaliados.

A multirresisténcia a trés ou mais antimicrobianos foi observada em 27 cepas (26%),
das quais uma (P. agglomerans) apresentou resisténcia a cinco antimicrobianos (ampicilina,
cefalexina, ceftriaxona, ceftiofur e cefoperazona sédica). Todos os isolados resistentes
apresentaram resisténcia para a0 menos um antimicrobiano do grupo dos B-lactdmicos, sendo
que 4 (3,8%) foram resistentes para as cefalosporinas de terceira geracao testadas. No entanto,
as mesmas cepas ndo foram positivas para os testes de disco aproximacao e epsilométrico.

Tabela 3. Frequéncia relativa de resisténcia frente aos antimicrobianos testados entre as
espécies de Enterobacter spp. isolados de leite bovino cru.

E. cloacae P. agglomerans C. sakazakii E. aerogenes  Outros NI Total
ATB n® (%)
AMC | 22 (21,2) 1 (0,96) 0 9 (8,7) 1(0,96) 1(0,96) 34(32,7)
AMP | 33 (31,7) 15 (14,4) 17 (16,3) 9 (8,7) 9 (8,7) 4(3,8) 87(83,7)
CFE | 17 (16,3) 9(8,7) 7 (6,7) 9 (8,7) 54,8) 1(0,96) 48 (46,2)
CFP 0 1 (0,96) 2 (1,9 0 0 0 32,9
CEF 0 1 (0,96) 0 0 0 0 1 (0,96)
CRO 0 1 (0,96) 0 1 (0,96) 0 0 2(1,9)
CLO 2(1,9) 0 0 1 (0,96) 0 0 329
ENO 1 (0,96) 0 0 0 0 0 1 (0,96)
Total | 75 (72,1) 28 (27) 26 (25) 29 (27,9) 15(14,4) 6 (5,8 -

Outros: outras espécies de Enterobacter (E. taylorae, e E. amnigenus); NI: ndo identificados; ATB:
antimicrobianos; n°: nimero de cepas resistentes; AMC: amoxacilina/dcido clavulanico; AMP: ampicilina; CFE:
cefalexina; CFP: cefoperazona soédica; CEF: ceftiofur; CRO: ceftriaxona; CLO: cloranfenicol; ENO:
enrofloxacina

Dos genes investigados, 28/104 (27%) cepas foram positivas para blargy, das quais
12/28 (43%) foram caracterizadas como E. cloacae (Figura 1). Os genes ampC, blasyy €
blactx-m ndo foram detectados entre as cepas estudadas.
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Figura 1. Frequéncia de cepas positivas para o gene blatgy entre as espécies de Enterobacter,
Cronobacter e Pantoea isoladas de leite bovino cru.

DISCUSSAO

Os isolados de Enterobacter spp. foram obtidos de amostras de leite bovino cru. Este
resultado merece atengdo especial, uma vez que a produgdo e comercializacao de leite bovino
cru no mercado informal correspondem cerca de 30% da producdo brasileira de leite (28). O
consumo de leite cru pela populacdo humana pode significar riscos desnecessarios para a
saude, j4 que os tratamentos térmicos ndo alteram as propriedades nutritivas do leite (2). As
bactérias do género Enterobacter nao sao termotolerantes e, apesar de alguns estudos
sugerirem que C. sakazakii apresenta maior tolerancia a temperaturas elevadas do que outras
enterobactérias, esses micro-organismos nao sobrevivem a pasteurizacdo (7, 13, 29).

As espécies E. cloacae, P. agglomerans e C. sakazakii podem ser frequentemente
isoladas de alimentos, assumindo grande importancia a associa¢do dessas bactérias com casos
de infeccoes, principalmente em recém-nascidos (8,11). Analogamente, estas espécies foram
as mais encontradas entre os isolados estudados.

Os resultados obtidos quanto a identificacdo de C. sakazakii corroboram com Wahyuni
e Budiarso (8), e Kandhai et al. (11), que referiram este micro-organismo como possivel
contaminante, pois ndo foi encontrado em amostras de leite bovino cru colhido diretamente do
ubere, mas esteve presente em ampla variedade de alimentos e em diferentes ambientes como
as fabricas de laticinios e o doméstico.

A presenca de cepas de C. sakazakii resistentes aos antimicrobianos do grupo dos [3-
lactamicos e portadores do gene blatgm sugere que pode ocorrer risco de infec¢des por estes
agentes, além de indicar associacao de leite cru com a disseminacao destas bactérias.

A frequéncia de cepas resistentes aos antimicrobianos testados e a presenca do gene
blatgm em E. cloacae, E. aerogenes, P. agglomerans e C. sakazakii pode estar relacionada a
praticas adotadas nos sistemas de producao que promovem pressao seletiva sobre estes micro-
organismos, como o uso de antimicrobianos no tratamento de infecgdes como a mastite (30),
na profilaxia da vaca seca (31) e como promotores de crescimento (32). No entanto, Call et
al. (30) sugeriram que outros fatores podem estar envolvidos com a ocorréncia de bactérias
resistentes, uma vez que hd a persisténcia dessas cepas em fazendas de producdo organica,
mesmo apds longo tempo de manejo livre de antimicrobianos. Nesse sentido, a aquisicdo e a
disseminacdo de bactérias resistentes por alimentos representam riscos a satide humana (14,
15, 33).
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Assim, os cuidados com a producdo e com a saide animal devem visar minimizar
contaminagdes do produto da ordenha e evitar a selecdo de micro-organismos resistentes
gerada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos, dado o risco de infec¢des aos
consumidores e aos trabalhadores envolvidos na cadeia do leite.

CONCLUSAO

A identificacdo bioquimica de espécies de Enterobacter, Cronobacter ¢ Pantoea é
laboriosa e sujeita a variagdes individuais, além de ndo permitir a diferenciacao de todas as
cepas analisadas.

A resisténcia aos antimicrobianos [B-lactamicos, largamente utilizados em medicina
humana e veterindria, encontrada na pesquisa de genes e nos testes fenotipicos, assinalam
notdveis riscos para a saude publica, devido a possibilidade de infec¢des, sendo a educacao
dos consumidores e produtores ponto fundamental para a promogdo da satide publica.

Em pesquisas futuras estes testes devem ser acompanhados de técnicas de biologia
molecular para fins de comparacdo entre os métodos, e para diagnosticar as espécies nao
determinadas pelos testes bioquimicos convencionais.
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