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INTRODUCAO

Cronobacter spp. sdo bactérias oportunistas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, incluindo
sete espécies, das quais C. sakazakii ¢ a mais associada as infec¢des. Este patdogeno pode causar doengas
graves em neonatos, como enterocolite necrosante, septicemia e meningite, ¢ também infeccdes em
adultos (Parte et al., 2020; Jang et al., 2021).

O alimento que deu origem ao interesse por Cronobacter spp. foi a férmula infantil em po,
associada a casos de infec¢ao neonatal (Farmer, 2015; FAO/OMS, 2006). No entanto, a bactéria também
ja foi isolada de diversos alimentos, como cereais, vegetais, frutas, ervas, carnes e alimentos prontos
para o consumo (Zeng et al., 2020; Cechin, 2022). Entre eles, os alimentos secos sao particularmente
relevantes, pois Cronobacter spp. podem persistir neles por longos periodos, como demonstrado em
formulas infantis em pd a sobrevivéncia de C. sakazakii por até dois anos (Forsythe, 2018),
evidenciando sua notavel resisténcia a ambientes extremos (Osaili et al., 2009).

Os alimentos de baixa umidade (LMF, do inglés low moisture foods) sdo definidos como aqueles
com Aw < 0,85 e incluem produtos naturalmente secos ou desidratados (FAO/WHO, 2022).
Cronobacter spp. ja foram isoladas de LMF como especiarias, farinhas, aveia e linhaca (Brandao et al.,
2017; Silva et al., 2019), mas estudos relataram auséncia do patdégeno em frutas secas (Berthold-Pluta et
al., 2021, Cechin, 2022), o que pode estar relacionado a outros fatores como o pH desse alimento. O pH
influencia diretamente na multiplicacdo microbiana. Embora valores baixos de pH inibam a maioria dos
micro-organismos, Cronobacter spp. apresentam tolerancia a acidez, podendo sobreviver em ambientes
com pH préximo de 4,5, dependendo da cepa e do tipo de acido presente (Alvarez-Ordoéiiez et al., 2012;
Zhu et al., 2013). Essa adaptag¢do pode explicar sua presenga em alguns alimentos com pH 4cido.

Frutas secas apresentam Aw entre 0,60 e 0,85 (Celestino, 2010) e pH inferior a 4,5 (Witthuhn et
al., 2005), o que pode explicar a auséncia de Cronobacter spp. nesses produtos. Estudos mostram que a
bactéria foi capaz de sobreviver em frutas frescas como maga, pera e meldo, com pH entre 4,83 e 5,84
(Santo et al., 2016). Com isso, o objetivo desse estudo foi investigar a capacidade de sobrevivéncia de C.
sakazakii em alimentos com baixa Aw e baixo pH, a fim de elucidar a auséncia deste patdgeno em
determinados tipos de produtos.
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METODOLOGIA

Cepas de Cronobacter sakazakii e preparaciao do inéculo

Foram utilizadas cinco cepas de Cronobacter sakazakii (C10, C84, C112, C116 e CI152)
previamente isoladas de alimentos de baixa atividade de agua (granola, semente de chia e semente de
linhaga) no Brasil. A cepas foram caracterizadas geneticamente através da técnica de multilocus
sequencing typing (MLST), e apresentavam diferentes tipos de sequéncia (Cechin et al., 2022). As cepas
foram cultivadas em caldo triptona de soja (TSB) a 37° C por 24 horas. Para o preparo do inéculo, as
culturas foram centrifugadas individualmente a 10.000 x g por 15 minutos, e as células foram
ressuspendidas em tampao fosfato salina (PBS) e padronizadas na escala 0,5 de McFarland.
Concentragdes de aproximadamente 10° UFC/mL foram utilizadas para inocula¢do nos experimentos. A
concentracdo do inoculo foi confirmada por contagem em placas em agar triptona de soja (TSA)
incubadas a 37° C por 24h.

Preparo e inoculacio das amostras de frutas secas

Neste estudo foram utilizadas amostras de uvas passas e damascos adquiridas no comércio de
Campinas, Sao Paulo. As amostras de frutas secas foram pesadas em frascos de vidro, sendo utilizadas
10 g de uva passa e entre 6 a 11 g de damasco, de acordo com o tamanho das unidades Em seguida os
frascos contendo as amostras foram submetidas a esterilizagdo em autoclave a 121° C por 15 minutos.
ApOs a esterilizagdo, as amostras foram secas em estufa a 55° C por aproximadamente 20 horas para
remoc¢ao da umidade. Quando atingiram a temperatura ambiente, as amostras foram inoculadas com 1
mL da suspensdao bacteriana ¢ mantidas em fluxo laminar por 3 a 4 horas para absor¢ao do inoculo.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas a 25° C, para a avaliacdo da sobrevivéncia das cepas.
Os valores de pH e atividade de dgua das amostras foram determinados no inicio de cada experimento,
apos esterilizacdo, secagem e adicdo de PBS nas amostras, utilizando-se um pHmetro digital Tecnal
TEC-5 e o equipamento Aqualab VSA, respectivamente.

Avaliacio da sobrevivéncia de C. sakazakii

A quantificacdo de C. sakazakii nas amostras foi realizada através da técnica de contagem na
superficie de placas com TSA incubadas a 37° C por 24 h nos tempos 0, 1, 2, 3,4, 5,7, 10 e 12 dias apos
a inoculagdo para as amostras de damasco, e até o tempo 10 dias para as amostras de uva passa. A
sobrevivéncia foi avaliada a partir do momento em que ndo houve mais contagem de células vidveis em
placas. Para verificar as sobrevivéncias, as amostras foram pré-enriquecidas em 90 mL de agua
peptonada tamponada (BPW) e incubadas a 37° C por 24 a 48 horas. Em seguida, foram estriadas em
TSA e incubadas a 37° C por 24 h para verificar a presenca ou auséncia de C. sakazakii.

Analise estatistica

Cada experimento foi realizado em triplicata, com cada tempo de analise contendo duas
amostras, totalizando seis repeticoes em cada tempo de estudo. Os dados obtidos foram analisados
utilizando analise de variancia (ANOVA) para dados contendo distribui¢do normal, e teste de Kruskal
Wallis para dados que ndo apresentaram distribuicdo normal, utilizando o software R (R Core Team,

2019).
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RESULTADOS

Os parametros de pH e Aw das amostras foram mensurados em cada replicata de experimento. O
pH das amostras de uva passa foi de 4,06 = 0,08 e das amostras de damasco de 4,32 + 0,13. A atividade
de dgua das amostras de uva passa foi de 0,63 + 0,04 e das amostras de damasco de 0,69 + 0,03.

As anélises microbioldgicas das cepas C10, C84, C112, C116 e C152 mostraram variagdes na
contagem e na sobrevivéncia ao longo do tempo nas amostras de uva passa e damasco. Por isso, os
resultados foram organizados separadamente para cada fruta. A Figura 1 apresenta os dados de
sobrevivéncia das cepas ao longo do tempo de estudo nas amostras de uva passa. Os resultados da
sobrevivéncia das cepas nas amostras de damasco estdo apresentados na Figura 2. As andlises
estatisticas ndo evidenciaram diferenca significativa (p > 0,05) na sobrevivéncia entre as cepas ao longo
do tempo nas amostras de uva passa e damasco .
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Figura 1. Comportamento da sobrevivéncia de cepas de Cronobacter sakazakii ao longo de 10 dias em amostras
de uva passa. As barras indicam o desvio padrdo entre as replicatas. O limite minimo de contagem do método foi
2 log UFC/g. Valores entre 1 e 2 log UFC/g indicam que houve contagem acima do limite do método em pelo
menos uma replicata. Valores menores que 1 log UFC/g mas maiores que 0 log UFC/g indicam que C. sakazakii
foi recuperada em pelo menos uma replicata.

O comportamento das cepas durante a estocagem a 25° C foi similar nas duas frutas avaliadas,
com reducao na quantidade de sobreviventes ao longo do tempo. No entanto, as cepas inoculadas no
damasco apresentaram maior tempo de sobrevivéncia em comparagdo com as das uvas passas, mesmo
quando a contagem inicial do indculo ou do tempo zero (T0) era maior nas uvas. Observou-se que a
bactéria permaneceu vidvel até o 7° dia em algumas cepas nas uvas passas e até¢ o 10° dia em algumas
cepas nas amostras de damasco, o que sugere que determinadas cepas podem apresentar maior
resisténcia as condigdes adversas desses alimentos. Esse comportamento pode estar associado ao
ambiente menos acido e maior aw no damasco, contribuindo para persisténcia de C. sakazakii. Além
disso, pequenas variagdes de aw entre as triplicatas podem ter influenciado na sobrevivéncia das cepas.

Os estudos anteriores demonstram que C. sakazakii ¢ capaz de sobreviver por longos periodos
em alimentos secos e com baixa atividade de agua. Gurtler e Beuchat (2007) mostraram que este
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patdégeno permaneceu vidvel por pelo menos 3 meses em féormulas infantis com atividade de dgua (Aw)
entre 0,25 e 0,50. Com relacdo ao pH, Fakruddin et al. (2014) observaram que, embora a bactéria ndo
cresca em pH 2,5, ela sobrevive em pH 3,9, apresentando queda progressiva na quantidade celular com o
aumento da acidez. Esses dados indicam que os pardmetros de Aw e pH do damasco foram
potencialmente mais favoraveis a persisténcia das cepas, em comparagdo a uva passa.
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Figura 2. Comportamento da sobrevivéncia de cepas de Cronobacter sakazakii ao longo de 12 dias em amostras
de damasco. As barras indicam o desvio padro entre as replicatas. O limite minimo de contagem do método foi 2
log UFC/g. Valores entre 1 ¢ 2 log UFC/g indicam que houve contagem acima do limite do método em pelo
menos uma replicata. Valores menores que 1 log UFC/g mas maiores que 0 log UFC/g indicam que C. sakazakii
foi recuperada em pelo menos uma replicata.

CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que Cronobacter sakazakii foi capaz de sobreviver por até dez dias em
frutas secas com baixa atividade de agua e pH 4cido, com maior tempo de sobrevivéncia observado nas
amostras de damasco. O pH menos acido e pequenas variagcdes de aw podem ter favorecido a persisténcia
do patogeno nesse alimento. Esses resultados indicam que frutas desidratadas podem permitir a
sobrevivéncia de cepas de C. sakazakii, ressaltando a importancia do monitoramento microbiologico
nesses produtos.
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