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RESUMO

Cronobacter spp. € um microrganismo patogénico, capaz de sobreviver a condi¢des
adversas no ambiente. O microrganismo ja foi isolado em diferentes tipos de
alimentos, como especiarias, frutas e vegetais, cereais, sopas instantaneas e doces.
Estudos realizados em fabricas de leite em p6 e producao de férmulas infantis, tém
demonstrado a persisténcia desse microrganismo no ambiente. Atualmente no Brasil,
0 microrganismo € avaliado como requisito obrigatério apenas em formulas infantis.
Sabendo que o soro de leite em suas diferentes concentragdes de proteina, séo
utilizados como principal ingrediente de diferentes produtos prontos para o consumo,
Cronobacter spp. podem ser considerados, um microrganismo de grande relevancia
para monitoramento na cadeia de produgédo. O objetivo do trabalho foi investigar a
presenca de Cronobacter spp. em uma industria de concentragdo e secagem de soro
de leite a partir de amostras de produto, agua provenientes do processo CIP,
superficies de equipamentos e manipuladores. Cronobacter spp. foi avaliada a partir
de swabs de equipamentos, filtros de ar e méos e botas dos colaboradores foram
realizados pds o processo de limpeza e sanitizacdo. Agua de enxague final de CIP
foram amostradas. Produtos como matéria prima, matéria prima pasteurizada, produto
concentrado por tecnologia de membranas e produto em pé foram avaliados. Todas
as amostras foram processadas a partir da metodologia de isolamento de Cronobacter
spp. recomendadas pela ISO e a confirmagao genotipica para o género Cronobacter
foi realizada a partir do método Molecular Detection System (MDS, 3M). 40 isolados
de Cronobacter spp. foram obtidos das 300 amostras coletadas no periodo amostral
(dezembro de 2022 a outubro de 2023), representando 13,2% de positividade. 37
isolados foram identificados como C. sakazakii e 3 isolados como C. muytjensii. 68%
dos isolados foram classificados como aderentes em superficie de ago inoxidavel e
35% foram aderentes em superficie de poliestireno. 95% dos isolados foram
classificados como multidroga resistentes (resistentes a trés ou mais antibioticos). 14
grupos com similaridade genética foram identificados na analise de PFGE. Ao avaliar
a sensibilidade frente dos isolados frente aos produtos quimicos acido peracético e
alcalino clorado, o acido peracético apresentou melhor eficiéncia para inibicao do
crescimento microbiano. Em estudos com Cronobacter spp. realizados em ambientes
de producao de leite em pod, foi atribuido que os veiculos de contaminagao das
instalacdes e produto eram provenientes de falhas higiénico sanitarias dos
equipamentos, manipuladores e aditivos utilizados na formulacdo do produto. A
potencial viruléncia de Cronobacter spp. foi constatada nesta pesquisa, trazendo
informagdes para a industria e 6rgaos regulamentares que possibilitam realizar
avaliacbes de risco e definir estratégias de intervengdo para controlar doengas
relacionadas a Cronobacter spp. visto que o microrganismo apresenta grande
relevancia para a saude publica.

Palavras-chave: Cronobacter; soro de leite; higienizagao industrial; perfil patogénico;
PFGE.



ABSTRACT

Cronobacter spp. is a pathogenic microorganism capable of surviving adverse
environmental conditions. The microorganism has been isolated in different types of
foods, such as spices, fruits and vegetables, cereals, instant soups and sweets.
Studies carried out in powdered milk factories and infant formula production have
demonstrated the persistence of this microorganism in the environment. Currently in
Brazil, the microorganism is evaluated as a mandatory requirement only in infant
formulas. Knowing that whey in its different protein concentrations is used as the main
ingredient in different ready-to-eat products, Cronobacter spp. can be considered a
microorganism of great relevance for monitoring in the production chain. The objective
of the study was to investigate the presence of Cronobacter spp. in a whey
concentration and drying industry from product samples, water from the CIP process,
equipment surfaces and handlers. Cronobacter spp. was evaluated from swabs of
equipment, air filters, and employees' hands and boots were performed after the
cleaning and sanitization process. Final CIP rinse water was sampled. Products such
as raw material, pasteurized raw material, concentrated product by membrane
technology and powdered product were evaluated. All samples were processed using
the Cronobacter spp. isolation methodology recommended by ISO and genotypic
confirmation for the genus Cronobacter was performed using the Molecular Detection
System (MDS, 3M) method. 40 isolates of Cronobacter spp. were obtained from the
300 samples collected in the sampling period (December 2022 to October 2023),
representing 13.2% positivity. 37 isolates were identified as C. sakazakii and 3 isolates
as C. muytjensii. 68% of the isolates were classified as adherent to stainless steel
surfaces and 35% were adherent to polystyrene surfaces. 95% of the isolates were
classified as multidrug resistant (resistant to three or more antibiotics). 14 groups with
genetic similarity were identified in the PFGE analysis. When evaluating the sensitivity
of the isolates to the chemicals peracetic acid and chlorinated alkali, peracetic acid
showed the best efficiency in inhibiting microbial growth. In studies with Cronobacter
spp. carried out in powdered milk production environments, it was attributed that the
vehicles of contamination of the facilities and product came from hygienic and sanitary
failures of the equipment, handlers and additives used in the product formulation. The
potential virulence of Cronobacter spp. was confirmed in this research, providing
information for the industry and regulatory agencies that allow for risk assessments
and the definition of intervention strategies to control diseases related to Cronobacter
spp. since the microorganism has great relevance to public health.

Keywords: Cronobacter; whey; industrial hygiene; pathogenic profile; PFGE.
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1. INTRODUGAO

O soro de leite € um subproduto proveniente de laticinios fabricantes de queijo.
Estima-se que por ano sejam fabricados 8 bilhdes de litros de soro de leite por ano
(EMBRAPA, 2023). Sua ampla aplicabilidade como ingrediente de chocolates,
recheios de biscoitos, paes, bebidas lacteas, farmacos, nutricdo esportiva, formulas
infantis e para imunossuprimidos, tem despertado o interesse para o desenvolvimento

de novos produtos, utilizando o soro de leite como substituto de ingredientes lacteos.

Poucas industrias no Brasil processam o soro de leite liquido, transformando-o
em po, devido ao alto custo e ao grande volume necessario para justificar o seu
processamento. Normalmente, para a concentragao de altas proteinas presentes no
soro de leite, emprega-se a tecnologia de separagao por membranas combinadas ao

processo de secagem por spray dryer.

A cadeia produtiva de leite no Brasil, desempenha papel importante dentro do
agronegocio. Normas e legislagbes sao bem estruturadas e esclarecidas pelos 6rgaos
regulamentadores brasileiros (como Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA) para a

producao de leite, queijos e derivados lacteos.

Atualmente, a Instrucdo Normativa N° 94 de 18 de setembro de 2020 (BRASIL,
2020) estabelece o regulamento técnico que rege os padrdes de identidade e
qualidade do soro de leite, seja o produto em pd ou em sua forma liquida. O padréo
microbioldgico dos produtos em pd, devem contemplar a avaliagao de microrganismos
aerobios mesofilos viaveis, coliformes totais, coliformes termotolerantes,
Staphylococcus aureus coagulase positivo e Salmonella spp. Ainda, o soro de leite em
po6 deve ser avaliado quanto a enterotoxinas estafilocdcicas e Enterobacteraceae de
acordo com a Instrugdo Normativa N° 161 de 1 de julho de 2022 (BRASIL, 2022), que

estabelece os padrbes microbioldgicos para alimentos.

Devido as caracteristicas do processo de secagem do soro de leite e as
diferentes aplicacbes do soro de leite em pd, Cronobacter spp., pode ser um
microrganismo de grande importancia a ser monitorado e controlado no ambiente

fabril. Cronobacter spp. € uma bactéria patogénica, capaz de sobreviver a diferentes
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temperaturas (faixa o6tima de multiplicagcdo 5 a 45 °C) e condi¢gdes ambientais
(variagao de pH, condicdes diferentes de umidade e desenvolvimento em diferentes
superficies) (LAMPEL et al., 2012). Diversos estudos tém demonstrado a persisténcia
desse microrganismo em ambientes de produgdo de secagem de leite em po e
fabricantes de formulas infantis (MULLANE et al., 2007; CRAVEN et al., 2010;
BEUCHAT et al., 2013). Além disso, Cronobacter spp. ja foi isolada em diferentes tipos
de alimentos como especiarias, frutas e vegetais (KARDOS et al., 2017), cereais
(MINOR et al., 2015) e doces (VOJKOVSKA et al., 2016).

Nos ultimos anos, foram registrados diversos recalls de formulas infantis devido
a contaminagao por Cronobacter sakazakii. Em dezembro de 2023, lotes de uma
férmula hipoalergénica foram recolhidos em varios paises apos testes identificarem a
presenca da bactéria. No Brasil, a Anvisa suspendeu preventivamente a
comercializagao de seis lotes. Em fevereiro de 2023, aproximadamente 145.000 latas
de uma férmula infantil & base de plantas foram recolhidas nos Estados Unidos pelo
mesmo motivo, apesar da auséncia de casos relatados. Ja em 2022, um recall global
envolveu férmulas infantis apds a deteccao de Cronobacter em uma fabrica nos EUA,
com quatro bebés infectados e um 6bito registrado. Esses episodios reforgcam a
importancia do controle sanitario rigoroso e da vigilancia continua na producéo de
alimentos. Atualmente no Brasil, apenas férmulas infantis para lactentes sao
monitoradas quanto a auséncia de Cronobacter spp., de acordo com a IN N° 161 de
1 de julho de 2022 (BRASIL, 2022).

Sabendo que o soro de leite em suas diferentes concentracées de proteina,
sdo utilizados como principal ingrediente de formulas infantis, nutricdo esportiva,
idosos e para imunossuprimidos, bem como, € ingrediente principal de diferentes
produtos prontos para o consumo, Cronobacter spp. podem ser considerados, um

microrganismo de grande relevancia para monitoramento na cadeia de produgao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.10 género Cronobacter

Cronobacter € um género de bactérias gram-negativas e anaerobios
facultativos, em forma de bastonete e ndo formadora de esporos (IVERSEN et al.,
2008). Tem faixa de multiplicacdo de 5,5 a 45°C. E membro da familia
Enterobacteraceae e esta intimamente ligado aos géneros Enterobacter e Citrobacter.
Inclui sete espécies: C. sakazakii, C. malonaticus, C. terturicensis, C. dublinensis, C.
muytjensii, C. universalis e C. condimenti (IVERSEN et al., 2008; JOSEPH et al., 2012;
FORSYTHE et al., 2014).

C. sakazakii e C. malonaticus sao espécies patogénicas e afetam pessoas com
o sistema imunolégico comprometido (KENT et al., 2015). Forsythe et al. (2014),
classificou esses dois microrganismos como grupo 1, sendo considerados de
relevancia clinica, pois ha relatos de infeccdo em todas as faixas etarias; C.
terturicensis e C. universalis, sao classificados como grupo 2, pois os isolados
raramente foram relatados em casos clinicos; e C. dublinensis, C. muytjensii e C.
condimenti, pertencem ao grupo 3, devido apresentar pouca importancia clinica,

sendo comensais ambientais.

C. sakazakii € o microrganismo mais frequente do género Cronobacter entre
todas as faixas etérias, principalmente em bebés, criangas e adultos (especialmente
idosos) imunossuprimidos (HEPERKAN et al., 2017). Junto a C. sakazakii, C.
manonaticus, sao conhecidas como espécies mais patogénicas, causadoras de
meningite, sepse e enterocolite necrosante em recém-nascidos e lactentes (JANG et
al., 2020). Os casos de meningite foram identificados apenas em neonatos, sendo o
principal veiculo de contaminagao as formulas infantis contaminadas com o patégeno
(LANGDON et al., 2016). Bebés que sobrevivem apds a infeccdo por Cronobacter
spp., frequentemente apresentam sequelas neurolégicas, como tetraplegia,
hidrocefalia e retardo do desenvolvimento neural (HOLY e FORSYTHE, 2014).

C. sakazakii ao atingir a circulagédo sistémica, possui grande afinidade pelo
sistema nervoso central, aumentando a propensao em causar meningite em recém-
nascidos de baixo peso e lactentes (YAN et al.,, 2012). Ao alcangar o cérebro, o

microrganismo pode causar ventriculite e formar cistos cerebrais, que podem evoluir
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para hidrocefalia, infartos cerebrais, necrose do tecido cerebral e liquefacdo da massa
branca cerebral (BOWEN; BRADREN, 2006). A meningite causada por C. sakazakii
geralmente é fatal e pode levar a um atraso neuroldgico severo, hidrocefalia e
quadriplegia (LAI, 2001).

Estudos mostram que as férmulas infantis, bem como outros alimentos
contaminados para bebés sao os principais causadores da infeccao infantil (YAN et
al., 2012). Ingredientes crus de diferentes origens e ingredientes termicamente
sensiveis adicionados as formulas infantis sem qualquer tratamento térmico tem sido
implicado como via potencial de transmissao para a Cronobacter spp. (HEALY et al.,
2007).

Frequentemente, Cronobacter spp. €& associada a produtos lacteos
processados. Estudos apontaram a presenca de Cronobacter spp. em produtos
lacteos, como o queijo (LEE et al., 2012), leite em p6 e soro de leite em po
(HEPERKAN et al., 2017). Estudos realizados em leite cru demonstram a presenca
de componentes que inibem naturalmente o microrganismo (CHEIN et al., 2010).
Cronobacter spp. tem capacidade de sobreviver a secagem por pulverizacdo e por
longos periodos em materiais secos (FAO-OMS, 2008). Estudos de Forsythe et al.
(2014), apontam a sobrevivéncia do microrganismo em férmulas e cereais infantis

desidratados, em atividade de agua de 0,30 a 0,83.

Diversos fatores estdo envolvidos na sobrevivéncia do microrganismo como a
producdo de capsula de heteropolissacarideo que permite maior resisténcia ao
processo de secagem (IVERSEN; FORSYTHE, 2003) e a adesao desse
microrganismo as superficies de equipamentos e utensilios favorece ao
desenvolvimento de biofilmes permitindo a resisténcia e a instalagado nas diferentes
fabricas de alimentos (FANG et al., 2015). Estudos com legumes e saladas (OSAILI
et al., 2009), especiarias (BEUCHAT et al., 2008), ovos (CRUZ et al., 2011), salsicha
(CUI et al., 2002), cereais (CAUBILLA BARRAO et al., 2007), apontam ampla

prevaléncia de Cronobacter spp. em contaminar diferentes tipos de alimentos.

As espécies de Cronobacter se adaptaram para sobreviver a condigdes
adversas, principalmente no ambiente de fabricacédo de alimentos. Sua capacidade de
formar biofilme, proporciona protecdo as células contra diferentes estratégias de

controle, como tratamento térmico, estresse osmoético, detergentes, sanitizantes e
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desinfetantes que rotineiramente sao utilizados em unidades de processamento de
alimentos (DANCER et al., 2009).

2.2 Casos de Cronobacter spp. no Brasil

No Brasil, relatos de casos de contaminacao por Cronobacter spp., ja foram
reportados (ALSONOSI et al., 2015 e BRANDAO et al., 2015). Contudo, nestes
estudos, nao foi possivel identificar o veiculo de contaminagao e muitos pacientes nao
ingeriram formula infantil, apontando que outras fontes, podem ser o veiculo de
contaminagdo (ALSONOSI et al., 2015 e BRANDAO et al., 2015).

Conforme previsto na IN N° 161 de 1° de julho de 2022 (BRASIL, 2022),
Cronobacter spp. é previsto como microrganismo alvo para padrbes microbiolégicos
na categoria de alimentos infantis e férmulas para nutricdo enteral em pé. O niumero
de unidade amostral € 30; 0 amostras aceitaveis (c) com presenca de Cronobacter
spp.; € minimo (m) de auséncia para o microrganismo. Padrdes microbiolégicos de
alimentos destinados a lactentes e criangas de primeira infancia (entre 6 meses e 3
anos), formulas para criangas maiores de 3 anos e adultos, assim como qualquer outra
categoria de alimento, ndo apresentam Cronobacter spp. como microrganismo alvo

para avaliagao.

Segundo PubMLST (Public databases for molecular typing and microbial
genome diversity, 2023), 216 isolados de Cronobacter spp., foram registrados e
avaliados de 2005 a 2022. Desses, 157 isolados eram C. sakasakii, 26 isolados foram
caracterizados como C. malonaticus, 14 isolados eram C. dublinenses, 7 isolados C.
turicensis, 2 isolados C. muytjensii e 10 identificados como outros. 51,9% dos
microrganismos foram isolados de ingredientes alimenticios, 16,2% eram
provenientes de alimentos prontos para o consumo, 6% eram isolados de saladas,
3,2% foram isolados de férmulas infantis e 2,8% tinham origem clinica. A figura 1,
apresenta a origem de isolados submetidos a pesquisas no PubMLST até o de 2023.

China e Estados Unidos lideram o ranking de pesquisas com Cronobacter spp.
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Source of isolates submitted to the Cronobacter spp. database

Figura 1. Registros de consulta ao banco de dados do PubMLST para Cronobacter spp. (Fonte:
PubMLST, 2023)

Nos ultimos anos, o Brasil registrou alguns casos de recall de produtos
alimenticios devido a contaminacao por C. sakazakii. Em janeiro de 2024, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) proibiu preventivamente a importacéao,
comercializacao, distribuicdo e uso de seis lotes da formula infantii em pd apds
comunicado da Food and Drug Administration (FDA) sobre o recolhimento voluntario
desses lotes devido a possivel contaminacao por C. sakazakii. Embora nao tenha sido
identificada a exportacdo desses lotes ao Brasil, a medida foi adotada como

precaucao.

Em fevereiro de 2022, a Anvisa emitiu um alerta sobre o recolhimento de
férmulas infantis em p6 de trés grandes marcas, fabricadas nos Estados Unidos, apos
a FDA iniciar uma investigagédo sobre quatro internagdes de lactentes, incluindo um
obito, apds o consumo dessas férmulas. Trés dos bebés apresentaram infec¢ao por
C. sakazakii, e um por Salmonella Newport. Embora a representante da empresa no
Brasil tenha informado que ndo houve importagdo dos produtos recolhidos, a Anvisa

manteve o alerta como medida preventiva.

Além dos casos relatados anteriormente, estudos apontam que, entre 1997 e

2013, foram reportadas infec¢gdes por Cronobacter no Brasil, principalmente em
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neonatos (OLIVEIRA et al., 1999; SANTOS et al.,, 2000; BARREIRA et al., 2003 e
BRANDAO et al., 2015). Contudo, o nimero preciso de casos ndo pbde ser

determinado, e em muitos relatos, o veiculo de contaminagao nao foi identificado.

2.3Mecanismos de viruléncia em Cronobacter spp.

Alguns mecanismos de viruléncia e patogenicidade de Cronobacter spp. ja
foram descobertos, e a viruléncia varia entre as cepas (HOLY et al., 2019). Sabe-se
que essa bactéria pode invadir células intestinais humanas, replicar em macréfagos e
invadir a barreira hematoencefalica (CAUBILLA-BARRON et al., 2007; ALMAJED;
FORSYTHE, 2016). Além, da Cronobacter possuir capacidade de evasao imune, o
que lhe permite evitar a resposta imune do hospedeiro (MITTAL et al, 2009; JOSEPH,;
FORSYTHE, 2011).

O microrganismo, para causar uma infec¢ao sistémica, precisa aderir as células
hospedeiras como as células epiteliais intestinais, e em seguida deslocar para os
tecidos subjacentes e atingir a corrente sanguinea e entao disseminar por todo o corpo
(WILSON et al., 2002).

Alguns fatores de viruléncia podem facilitar a invasdo de Cronobacter no
hospedeiro. O gene cpa foi estudado por Franco et al. (2011), que demonstraram
relagdo entre o gene e a capacidade de C. sakasakii invadir células do hospedeiro.
Além disso, o gene cpa expresso por C. sakasakii, teve relacao direta na degradacao
de proteinas séricas presente no sangue do hospedeiro, permitindo assim, que o
microrganismo fique protegido de eliminagéo. Outro gene relacionado a viruléncia de
Cronobacter € o sodA. Esse gene é codificador da superoxido dismutase, que pode
proteger as bactérias do estresse oxidativo devido ao fato de conseguir a conversao
de radicais livres de oxigénio em peréxido de hidrogénio (FARR; KOGOMA, 1991). A
resisténcia ao estresse oxidativo produzidos por macréfagos, favorece a permanéncia
e sobrevivéncia intracelular da bactéria em macrofagos por longos periodos
(TOWNSEND et al., 2007; JOSEPH et al. 2012).

As proteinas de membrana externa A (OmpA) e X (OmpX) desempenham um

papel importante na adesao e invasao de células intestinais, células endoteliais do
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cérebro através da ligagdo da bactéria a fibronectina (LIU, et al., 2012) e penetragéo
da barreira hematoencefalica (FORSYTHE, 2015). OmpA e OmpX estdo envolvidas

nas diferencas de viruléncia entre cepas de C. sakazakii (YE et al., 2015).

2.4 Susceptibilidade de Cronobacter spp. frente a antibioticos, detergentes e

sanitizantes

Atualmente, os antibidticos sdo comumente usados para o tratamento clinico
de infecgdes por Cronobacter. No entanto, devido ao uso indevido de antibidticos e a
falta de orientagéo cientifica e racional sobre o uso de antibioticos, a resisténcia de
Cronobacter e outras bactérias patogénicas aos antibiéticos aumentou ao longo dos
anos, aumentando a dificuldade do tratamento clinico com antibidticos. Em geral, as
infeccdes por Cronobacter sao tratadas principalmente com antibiéticos B-lactamicos
(por exemplo, cefalosporinas e penicilinas), fluoroquinolonas, aminoglicosideos e
tetraciclinas (DEPARDIEU et al., 2007; ALMAJED e FORSYTHE, 2016).

O uso de varias classes diferentes de antibioticos também tornou o Cronobacter
mais resistente aos antibiéticos. Chon et al. (2012) ao avaliar cepas de Cronobacter
isoladas de alimentos secos coreanos observou que 77,8% de todas as cepas foram
consideradas resistentes as cefalosporinas apds testes de resisténcia a antibioticos.
Hajam et al. (2017) isolaram 53 cepas de Cronobacter de 399 alimentos de varejo, e
todas as cepas foram consideradas resistentes a eritromicina, enquanto duas cepas

de Cronobacter foram resistentes a tetraciclina (ZHANG et al., 2015).

Em um surto de diarreia no México, Parra-Flores et al. (2018) testaram perfis
de resisténcia a antibiodticos e viruléncia tecidual de C. sakazakii e Enterobacter
recuperados de PIF, fezes infantis e ambientes de processamento de PIF. Os
resultados mostraram que C. sakazakii foi significativamente mais resistente a
antibidticos do que Enterobacter, com 83% das cepas sendo resistentes a mais de um
antibidtico (PARRA-FLORES et al., 2018). Carvalho et al. (2000) investigaram o
Cronobacter em férmulas infantis desidratadas comerciais e cereais infantis
desidratados. Os resultados dos testes de tolerancia a antibiéticos mostraram que
Cronobacter apresentou alta taxa de resisténcia a cefazolina (94,4%), mas baixas
taxas de resisténcia a amoxicilina (9,45%), cefpodoxima (5,55%), estreptomicina
(1,35%) e trimetoprima/sulfametoxazol (1,35%) (CARVALHO et al., 2020).
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Farmer et al. (2015), relataram a resisténcia de Cronobacter spp. a ampicilina
e cefalosporinas de primeira e segunda geracdo. Quando comparado Cronobacter
spp. com outros microrganismos da familia Enterobacteriaceae, cepas de Cronobacter
tem sido mais susceptivel aos antibioticos de terceira geragdao, como ampicilina,

cloranfenicol, cefalosporinas e aminoglicosideos (SHI et al., 2018).

Holy et al. (2019) analisaram 52 isolados de Cronobacter provenientes de casos
clinicos. Todos os isolados foram susceptiveis aos antibiéticos testados. Lepuschitz et
al. (2019), analisaram 21 isolados de Cronobacter, e 20 isolados foram susceptiveis a
todos os antibidticos testados, somente 1 isolado apresentou resisténcia a ampicilina,
cefotaxima. No brasil, Santos et al., (2000) relataram trés casos (uma crianca e dois
neonatos) com septicemia causada por C. sakazakii e o tratamento realizado foi com

cefalosporinas de terceira geragdo, com a sobrevivéncia dos pacientes.

Barreira et al. (2003), relataram um caso de um neonato com meningite
decorrente de Cronobacter, o tratamento inicial foi realizado com cefotriaxona
combinado a ampicilina, porém nao foi obtido melhora, e entdo o tratamento foi
alterado para cefotaxima combinada a gentamicina. O tratamento novamente nao foi
eficaz resultando no 6bito do paciente. Chaves et al. (2018), relataram um caso de
bacteremia e meningite por Cronobacter spp. em um recém-nascido prematuro, o
tratamento inicial foi realizado com cefepima e ampicilina. Foi realizada a hemocultura
do paciente, sendo identificado Cronobacter spp. resistentes a cefalotina e cefoxitina.
Devido a piora clinica, o tratamento foi alterado para meropenem, resultando no obito

do paciente.

Em comparagdo com outros patdégenos de importancia para alimentos, ha
poucos estudos descrevendo a eficacia de detergentes e sanitizantes para controle
Cronobacter spp. em superficies encontradas em plantas de fabricacéo de laticinios,
como por exemplo, em ago inoxidavel (KIM et al., 2007; BAE et al., 2012; CHOI et al.,
2012; SONG et al., 2014; TORLAK et al., 2015; LINDSAY et al., 2022). Ha4 também
estudos limitados que compararam diretamente a eficacia de diferentes sanitizantes
contra diferentes espécies de Cronobacter. No entanto, dois estudos, um sobre C.
sakazakii (Kim et al., 2007) e um sobre C. malonaticus (Ye et al., 2018), indicaram que
diferentes espécies de Cronobacter spp. sdo inativadas de forma semelhante quando
expostas aos tipos de sanitizantes aplicados em ambientes de fabricagao de laticinios.

Kim et al. (2007), avaliaram acido peracético suspenso em agua e verificaram que C.
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sakazakii foi reduzido em > 6 log UFC em 1 min. Ye et al. (2018), utilizaram 0,1% de
peroxido e notaram que C. malonaticus foi reduzido em > 6 log UFC apés 10 min ao

suspender em agua estéril o produto quimico.

2.5Formacao de biofilmes

Biofilmes podem ser definidos como comunidades multicelulares complexas
aderidas a uma superficie (CIOFU et al., 2022). Bactérias que vivem no biofilme estédo
sempre inseridas em uma matriz de polissacarideos extracelulares (EPS), DNA e
proteinas (AGEORGES et al., 2020; RAVAIOLI et al., 2020). O processo de formagéo
de biofilme é um tanto semelhante a “dispersao de sementes” visualizado em plantas,
que inclui a fixacao inicial, a formacado de microcolbnias, a maturacao e a eventual
dispersao do biofilme. Patdgenos transmitidos por alimentos podem formar biofiimes
dificeis de remover na superficie de ambientes e equipamentos de producédo de
alimentos, tornando-se assim uma fonte potencial de contaminacgao, representando

altos riscos a seguranga alimentar e a saude publica.

Cronobacter pode formar biofiimes em varias superficies comuns de contato
com alimentos, como tubos de alimentag&o infantil, materiais de polietileno de grau
alimenticio e chapas de aco inoxidavel (IVERSEN et al., 2004; KIM et al., 2006;
AMALARADJOU E VENKITANARAYANAN, 2011). O ambiente externo pode induzir
Cronobacter a produzir EPS, que séo os principais componentes da matriz do biofilme
bacteriano (JUNG et al., 2013).

Cronobacter tem uma ampla faixa de temperatura para multiplicacédo, forte
resisténcia a pressao e capacidade eficiente de formar biofilmes em materiais como
latex, aco inoxidavel e vidro, contribuindo para sua disseminagcao bem-sucedida no
processamento de alimentos (IVERSEN et al., 2004; SHAKER et al., 2008). Fatores
ambientais, como temperatura e composicdo de nutrientes, bem como fungbes
internas de autorregulagédo, como regulacéo de genes e detecgédo de quorum sensing,
influenciam a formacgao do biofilme (LEHNER et al., 2005; YE et al., 2015).

As cepas de Cronobacter apresentam como temperatura otima para
multiplicacao o intervalo entre 37 e 43°C, entretanto algumas cepas se desenvolvem
entre 25 e 45°C, e outras ainda na faixa de 6 a 47°C (BREEUWER et al. 2003;
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IVERSEN et al.,, 2004; FARMER et al., 2015). A termotoleréncia observada nesta
espécie é semelhante aquela exibida por outras enterobactérias (IVERSEN et al.,
2004). Breeuwer et al. (2003), verificaram que cepas de C. sakazakii foi capaz de se
multiplicar no intervalo de temperatura de 45 a 47°C, o que significa, que as bactérias
pertencentes ao género, suportam temperaturas superiores a tolerada pela maioria
das enterobactérias (HUERTAS et al., 2015).

Ainda em relacdo as -caracteristicas de multiplicagdo em diferentes
temperaturas, estudos revelam que Cronobacter spp. apresenta taxa de sobrevivéncia
maior na temperatura de 4°C do que 30°C (BEUCHAT et al. 2008). Essa capacidade
foi relatada também por Iversen et al. (2004) que observaram que as espécies deste
género séo capazes de crescer em temperaturas de refrigeracdo em formulas infantis
durante a estocagem, bem como em equipamentos e utensilios utilizados no preparo

do alimento infantil.

Ye et al. (2015), estudaram a habilidade de isolados de Cronobacter,
produzirem biofilmes sob diferentes valores de pH, temperatura e tempo, em culturas
em laboratério. Como resultado, os autores observaram que o pH foi determinante
para a formacao de biofimes e que quantidade mais expressiva de biofiime foi
encontrada quando o cultivo do microrganismo foi realizado em pH 5,0 (9 cepas,
39,1%), temperatura de 28°C (23 cepas, 100%) e 48 h (14 cepas, 60,9%).

Essa caracteristica também contribui para a resisténcia das células
microbianas frente a condi¢des adversas, tais como: exposi¢do a antimicrobianos,
saneantes, as variagdes de pH, ao aquecimento e a dessecagao (HEALY et al., 2007;
BEUCHAT et al. 2008).

2.6 Producao de Soro de Leite

O soro de leite € um subproduto das industrias de laticinios, provenientes da
producgao de queijos. Em sua composi¢ao, o soro de leite apresenta cerca de 90% do
volume total do leite utilizado na produgéo de queijo e contém aproximadamente 55%

dos nutrientes do leite, como proteina, lactose, vitaminas e minerais (BRASIL, 2020).
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Com o avango da tecnologia, o soro de leite passou a ser utilizado
principalmente como ingrediente para oferecer sabor lacteo, com aspecto fisico
semelhante ao do leite em pd. E aplicado como matéria prima na producdo de
alimentos de diversas categorias como paes, biscoitos, bolos, sorvetes, bebidas
lacteas, chocolates, coberturas, entre diversos outros produtos processados. Além da
ampla utilizagdo para nutricdo esportiva (Whey Protein), nutricdo infantil, idosos e

imunossuprimidos.

Para obten¢ao do soro de leite em pd, concentrados e isolados proteicos de
soro sao utilizadas a tecnologia de separagao por membranas, a evaporagao a vacuo
e a secagem em spray dryer. A tecnologia por membranas € a separacao dos solidos
presentes no soro de leite através de uma membrana semipermeavel. O fluido que
atravessa a membrana é chamado de permeado (este € composto por lactose, sais
minerais e parte da gordura do soro), o retentado, por sua vez, é o que fica retido na
membrana (composto por proteinas), podendo ser classificado de acordo com o seu
percentual de proteinas. Este retentado recebe o nome de Whey Protein Concentrate
(WPC) ou Whey Protein Isolate (WPI) e sao ejetados das membranas a partir da

pressao realizada por bombas.

Atualmente, existem 4 tipos de membranas e estas se diferenciam pela
micragem (poros das membranas) e pressao necessaria para atividade no processo

de producgdo. A tabela 1 apresenta os diferentes tipos de membrana.

Tabela 1. Classificacdo das membranas de acordo com as suas caracteristicas.

Tipo de membrana Porosidade Pressao necessaria
Microfiltragao 10-0,1 uym 0,5-2 bar
Ultrafiltragédo 0,1-0,01 um 1-7 bar
Nanofiltragao 0,01 - 0,001 ym 4 — 25 bar

Osmose Reversa < 0,001 ym 10 — 80 bar

ApOs realizado o processo de concentracdo por membranas, o produto passa
por um processo de evaporagao (etapa importante para a reducéo de agua presente

no produto) para melhor eficiéncia de secagem em spray dryer. No anexo | € possivel
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visualizar um diagrama resumido das etapas de concentragdo e secagem do soro de

leite.

Para as areas umidas do processo de fabricacdo, a limpeza n&do deve criar
aerossois, que sdo uma rota de contaminacao conhecida (JACOBS et al., 2011). Os
drenos e ralos também sao conhecidos por abrigar Cronobacter spp. (GAN et al.,
2021) e, portanto, o jato de agua dos drenos para limpeza também deve ser evitado.
As partes secas do processo devem ser mantidas o mais secas possivel
(BOURDICHON et al., 2021). Lavar com agua pode causar condensacao, 0 que
incentivara o crescimento de Cronobacter spp. e outros microrganismos
(BOURDICHON et al., 2021). Os controles do secador também ajudam a controlar a
agua no processamento a seco, evitando a pegajosidade e bloqueios do p6. As
condigdes otimizadas do secador minimizam a necessidade de limpar esses bloqueios
realizando atividades intrusivas, que também podem introduzir contaminacao
microbiana. Partes do secador como o leito fluidizado também sdo reservatérios

conhecidos para Cronobacter spp. (FEI et al., 2015).

Além disso, métodos de limpeza a seco devem ser utilizados em instalagdes
secas (BOURDICHON et al., 2021). No entanto, é preciso lembrar que vassouras,
aspiradores de p6 e p6 de laticinios podem abrigar Cronobacter spp. (CHASE et al.,

2017), tornando importante o gerenciamento dos utensilios de limpeza.

Para uma planta de processamento e secagem de soro de leite, a baixa
atividade de agua observada no ambiente de da torre de secagem, significa ha areas
Nno processo em que o crescimento ou a inativacdo de Cronobacter spp. ocorrera a
partir da aplicagdo de calor. Assim, as plantas de secagem necessitam manter o
ambiente o mais livre possivel dessa bactéria para evitar eventos de recontaminacao
a partir da implementacao de praticas de limpeza validadas, mantendo o processo o

mais fechado possivel e evitando a entrada de agua (LINDSAY et al, 2024).

Em geral, os processos de fabricagcao de soro de leite em p6 sao fechados, no
entanto, o produto em po6 pode ocasionalmente escapar dos equipamentos, e esse po
vazado também ja foi descrito anteriormente como uma fonte potencial de
Cronobacter spp. (PEI et al.,, 2019). O produto em pdé também pode contaminar
facilmente as superficies do piso e, portanto, os materiais do piso sdo pontos comuns

de isolamento para essa bactéria (LINDSAY et al., 2019). A vedacéo do processo € a
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prevencgao do vazamento de pé também atenuam a disseminagao de microrganismos.
A eliminacdo de vazamentos de p6 também ajuda muito a manter o ambiente limpo e,
assim, limita os nutrientes presentes no ambiente geral para o crescimento

microbiano.

O processamento também deve evitar que o pd ja processado seja
reintroduzido no produto processado (chamado de retrabalho a seco do produto).
Esse tipo de pratica de retrabalho tem sido apontado como uma via de contaminacao
em férmulas infantis (JACOBS et al., 2011).

Ingredientes e aditivos usados para produzir produtos formulados, como lecitina
e outros, foram descritos como reservatérios para contaminagao por Cronobacter spp.
(CETINKAYA, et al., 2013). Um estudo de Walsh et al. (2011) mostrou que Cronobacter
spp. foram capazes de sobreviver bem em lecitina liquida por um longo periodo. Isso
significa que a lecitina adicionada a férmula infantil apds o0 aquecimento deve receber
seu proprio tratamento térmico validado antes de sua adicdo, para evitar

recontaminagao pds-aquecimento.

A higiene dentro das instalagbes de embalagem e filtros de mangas
(dispositivos associados aos secadores de spray de leite em pd que coletam
particulas, impedindo que entrem na planta de fabricagdo ou sejam liberadas no ar)
também pode ajudar a controlar Cronobacter spp. A bactéria foi encontrada em pisos
dessas instalagdes, nos enchimentos de sacos e contaminando os filtros de mangas
devido a poeira de p6 seco (CSORBA et al., 2022). A prépria embalagem pode ser
uma fonte dessa bactéria (LU et al., 2014) e deve ser adequadamente

descontaminada.

Planos de amostragem apropriados, baseados em estatisticas, devem ser
aplicados a amostragem e aos testes do produto para Cronobacter spp.
(JONGENBURGER et al., 2011). Isso ocorre porque a contaminagédo no produto
normalmente ndo € homogénea. Amostradores automaticos que utilizam pequenas
quantidades de p6 ao longo do ciclo de fabricagdo de um lote podem ajudar com a
natureza heterogénea dos produtos (PARRA-FLORES, 2015). E fundamental que a
amostragem do produto seja representativa de todo o processo (por exemplo, quando
a amostragem composta do lote € realizada, é importante que a amostra seja bem

misturada para garantir que represente o lote).
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3 OBJETIVOS
3.50bjetivo Geral

Investigar a presencga de Cronobacter spp. em uma industria de concentragao
e secagem de soro de leite a partir de amostras de produto, agua provenientes do

processo CIP, superficies de equipamentos e manipuladores.

3.6 Objetivos Especificos

- Identificar as espécies de Cronobacter isoladas nas amostras de produto, agua CIP

e superficie de equipamentos e manipuladores;

- Verificar a capacidade de adesao dos isolados obtidos em superficie abiodtica de

poliestireno e ago inoxidavel;

- Testar a susceptibilidade dos isolados frente a antibidticos, detergentes e

sanitizantes;
- Confirmar a similaridade genética dos isolados;

- Avaliar mecanismos de viruléncia das cepas isoladas.
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CAPITULO | - Cronobacter spp. EM INDUSTRIA DE CONCENTRACAO E
SECAGEM DE SORO DE LEITE: PREVALENCIA, EPIDEMIOLOGIA E VIRULENCIA

Soro de leite em p6 tem sido empregado a diferentes produtos como ingrediente para
sabor lacteo, recheios, misturas para bolos, sorvetes, nutricao esportiva, férmulas
infantis e para imunossuprimidos. Cronobacter spp. € um microrganismo patogénico,
capaz de sobreviver a condi¢gdes adversas no ambiente. O microrganismo ja foi
isolado em diferentes tipos de alimentos, como especiarias, frutas e vegetais, cereais,
sopas instantaneas e doces. Estudos realizados em fabricas de leite em p6 e produgao
de férmulas infantis, tém demonstrado a persisténcia desse microrganismo no
ambiente. Atualmente no Brasil, 0 microrganismo é avaliado como requisito obrigatorio
apenas em férmulas infantis. Sabendo que o soro de leite em suas diferentes
concentragbes de proteina, sdo utilizados como principal ingrediente de diferentes
produtos prontos para o consumo, Cronobacter spp. podem ser considerados, um
microrganismo de grande relevancia para monitoramento na cadeia de produgao. O
objetivo do trabalho foi investigar a presenga de Cronobacter spp. em uma industria
de concentragdo e secagem de soro de leite a partir de amostras de produto, agua
provenientes do processo CIP, superficies de equipamentos e manipuladores.
Cronobacter spp. foi avaliada a partir de swabs de equipamentos, filtros de ar e maos
e botas dos colaboradores foram realizados pds o processo de limpeza e sanitizacao.
Agua de enxague final de CIP foram amostradas. Produtos como matéria prima,
matéria prima pasteurizada, produto concentrado por tecnologia de membranas e
produto em p6 foram avaliados. Todas as amostras foram processadas a partir da
metodologia de isolamento de Cronobacter spp. recomendadas pela ISO e a
confirmagao genotipica para o género Cronobacter foi realizada a partir do método
Molecular Detection System (MDS, 3M). 40 isolados de Cronobacter spp. foram
obtidos das 300 amostras coletadas no periodo amostral (dezembro de 2022 a
outubro de 2023), representando 13,2% de positividade. 37 isolados foram
identificados como C. sakazakii e 3 isolados como C. muytjensii. 68% dos isolados
foram classificados como aderentes em superficie de aco inoxidavel e 35% foram
aderentes em superficie de poliestireno. 95% dos isolados foram classificados como
multidroga resistentes (resistentes a trés ou mais antibidticos). 14 grupos com
similaridade genética foram identificados na andlise de PFGE. Ao avaliar a
sensibilidade frente dos isolados frente aos produtos quimicos acido peracético E
alcalino clorado, o acido peracético apresentou melhor eficiéncia para inibicado do
crescimento microbiano. Em estudos com Cronobacter spp. realizados em ambientes
de producao de leite em po, foi atribuido que os veiculos de contaminagdo das
instalacbes e produto eram provenientes de falhas higiénico sanitarias dos
equipamentos, manipuladores e aditivos utilizados na formulacdo do produto. A
potencial viruléncia de Cronobacter spp. foi constatada nesta pesquisa, trazendo
informagdes para a industria e 6rgdos regulamentares que possibilitam realizar
avaliacées de risco e definir estratégias de intervengdo para controlar doengas
relacionadas a Cronobacter spp. visto que o microrganismo apresenta grande
relevancia para a saude publica.

Palavras-chave: Cronobacter; soro de leite; higieniza¢ao industrial; perfil patogénico;
PFGE.
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4.1INTRODUGAO

Cronobacter spp. € um género de bactérias gram-negativas amplamente
distribuido no meio ambiente, frequentemente encontrado em alimentos,
especialmente em féormulas infantis em pé (FARMER et al, 2015). Esse
microrganismo tem despertado grande interesse devido a sua capacidade de causar
infeccbes graves, como meningite, septicemia e enterocolite necrosante,

particularmente em neonatos e lactentes (FORSYTHE et al., 2018).

Cronobacter spp. destaca-se por sua capacidade de sobreviver em ambientes
secos e por sua resisténcia a condicbes de estresse, como altas temperaturas e
desinfetantes. Essa resiliéncia representa um desafio significativo para a industria

alimenticia e para sistemas de controle de qualidade (LEHNER et al., 2018).

O microrganismo ja foi isolado em diversas categorias de alimentos, como
temperos, frutas e vegetais, cereais, sopas instantadneas e principalmente misturas
secas. Estudos realizados em fabricas de leite em p6 e producio de férmulas infantis
demonstraram a persisténcia desse microrganismo no meio ambiente (GAN et al.,
2021). Atualmente no Brasil, o microrganismo é avaliado como requisito obrigatorio

apenas em formulas infantis.

O soro de leite em p6 e seus derivados tém sido utilizados em diversos produtos
como ingrediente para promover o sabor lacteo, aplicado em recheios, misturas para
bolos, sorvetes, nutricdo esportiva, férmulas infantis e formulas para
imunossuprimidos. A demanda por alimentos funcionais tem aumentado nos ultimos
anos devido as preocupacdes dos consumidores em aumentar a saude, sem abrir
mao da praticidade. Esses alimentos oferecem diversos beneficios a saude devido a
sua composicao nutricional. Estudos tém demonstrado efeitos positivos no controle
de doengas como obesidade, doengas cardiovasculares, diabetes e hipertensao
(SWEAZEA e JOHNSTON, 2019).

Sabendo que o soro de leite em suas diferentes concentragdes proteicas é
utilizado como ingrediente principal de diversos produtos prontos para consumo,
Cronobacter spp. podem ser considerado um microrganismo de grande relevancia

para monitoramento nestas linhas de processamento de derivados em p6 a base de
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leite. Como ndo é conhecido o ambiente natural de Cronobacter spp., a sua
onipresenca em diferentes ambientes torna dificil o seu controle nas plantas de

processamento de alimentos.

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi investigar a presenca de Cronobacter spp.
em uma industria de concentragéo e secagem de soro de leite a partir de amostras de
produto, agua provenientes do processo CIP, superficies de equipamentos e

manipuladores.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencado das amostras

O estudo foi desenvolvido em uma industria de processamento (concentragao
e secagem) de soro de leite, regularmente fiscalizada pelo Servico de Fiscalizagao
Federal (SIF). Foram realizadas coletas em quatro datas diferentes entre os anos de
2022 e 2023. Um total de 300 amostras foram obtidas no periodo de coleta tendo sido
categorizadas como produto, agua CIP e amostras de superficie (swab de
equipamentos pos processo de limpeza e sanitizacéo, botas e maos de colaboradores
e filtros de ar). Os pontos amostrais e suas respectivas identificagdes estao descritas

na tabela 2.

Em cada amostragem, foram padronizados o volume amostral em 500 mL para
as amostras em forma liquida (agua, matéria prima e produto concentrado). As
amostras de agua CIP (provenientes do processo de higienizagcdo clean in place)
foram coletadas a partir da agua do ultimo enxague (enxague pos processo de
sanitizagdo do equipamento) em torneiras proprias para amostragem conectadas ao
equipamento. Para obter as amostras de agua foi realizado o escoamento da agua,
seguido de higienizagao da torneira com auxilio de agua destilada, e posteriormente
flambagem da torneira com auxilio de macarico. Todos os frascos utilizados eram

estéreis e continham tiossulfato de sodio a 1,8%.

As amostras de superficie foram obtidas a partir de swabs de esponja estéreis
(3M Microbiology, St. Paul, MN, EUA), pré-umedecidas com 25 mL de solugao salina

peptona tamponada e armazenadas em embalagem estéril. Com auxilio de um
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gabarito estéril foram amostrados 100 cm? das superficies desejadas. Todas as
amostras provenientes de equipamentos foram amostradas apdés o processo de
higienizagéo, respeitando o periodo de agéo do sanitizante utilizado (15 minutos apds
aplicacao do acido peracético). As amostras das maos e botas dos colaboradores foi
realizada apds o cumprimento dos protocolos de barreira sanitaria para acesso as
instalagdes das salas de envase, utilizando toda a superficie de uma mao e bota do

colaborador.
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As amostras de matéria-prima (soro de leite fluido) foram coletadas em frascos
estéreis diretamente dos tanques dos caminhdes. Amostras de pasteurizadores e
tanques de processo foram coletados em torneiras conectadas aos equipamentos
(préprias para amostragem — as mesmas torneiras utilizadas para coleta de agua CIP)
com frascos estéreis. Para obter as amostras, primeiramente foi escoado parte do
produto (cerca de 1000 mL). Em seguida foi realizado a higienizagdo da torneira de
coleta com auxilio de um pissete com alcool 70%. Apdés, as torneiras foram flambadas
com auxilio de um macarico. Novamente, foi escoado parte do produto e realizado a

coleta com frasco estéril.

Os produtos em p6 foram coletados a partir do coletor automatico acoplado no
duto de envase. Antes do inicio do processo de secagem o Controle de Qualidade
acopla duas embalagens plasticas estéreis ao equipamento. Cada amostra pesava

aproximadamente 500 gramas e representam o lote de produgéo.

Todas as amostras coletadas em equipamentos e tanques foram realizadas
logo apds o processo de higienizagao garantindo que o fluxo das amostragens fosse
0 mesmo caminho a ser seguido desde a plataforma de recebimento de matéria prima

até o produto em po.

4.2.2 Isolamento de Cronobacter spp.

Para o isolamento de Cronobacter spp. foi utilizado o método preconizado pela
International Standardisation Organisation (ISO) 22964:2017 (ISO, 2017). Uma
unidade analitica de 25 mL dos produtos liquidos (matéria-prima, produto pasteurizado
e concentrados) e agua CIP foram adicionados a 225 mL de agua peptonada
tamponada 0,1% (APT, Oxoid). Para os produtos em po6, 25 g das amostras foram
pesadas e adicionadas a 225 mL de APT. Para as amostras de swab, foram
adicionados ao saco Nasco™ 225 mL de agua peptonada tamponada 0,1%. Todos os
procedimentos foram executados em fluxo laminar, homogeneizados e incubados em
estufa com temperatura controlada a 37°C por 20 horas. Todas as amostras foram

processadas em triplicata para confirmacgéo dos resultados.
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Ap6s o periodo de incubacdo, todas as amostras pré-enriquecidas foram
homogeneizadas e uma aliquota foi transferida para 10 mL de meio Cronobacter
Screening Broth (CSB, Merck) suplementado com vancomicina (10 mg/mL).
Novamente as amostras foram incubadas em estufa a 42°C por 22 horas. As amostras
positivas (turvamento do meio — meio apresenta cor amarela quando positivo), foram
inoculadas por esgotamento na superficie do meio de cultura seletivo Chromogenic
Cronobacter Isolation (CCI, Merck). As placas foram incubadas em estufa regulada na

temperatura de 42°C por 22 horas.

As colbnias tipicas de Cronobacter spp. em agar CCl apresentam a cor azul ou
verde azulado. Apds selecionadas as colbnias caracteristicas (3 a 8 colbnias em cada
placa) elas foram semeadas em agar Tripticase de Soja (TSA, Merck) e incubadas a
37°C por 48 horas. Posteriormente, foi realizada a identificagao fenotipica através dos
testes bioquimicos: hidrolise de citrato, teste de oxidase, teste de arginina dehidrolase
e lisina/ ornitina descarboxilase, teste de fermentagcao em carboidratos (D-sorbitol, D-

rhamnose, D-sucrose e D-melibiose).

Todas as amostras apds o processo de incubacdo na etapa de pré-
enriquecimento foram analisadas através do método Molecular Detection System
(MDS, 3M - sistema de detecgdo molecular de patéogenos). 20 yL da amostra
enriquecida foi transferida para tubos de lise (LS — nesses tubos continham 580 uL de
solugéo de lise 3M) e posicionadas na bandeja do aparelho de aquecimento. 20 uL de
meio de cultura estéreo (meio utilizado para o enriquecimento das amostras) foi
transferido para um tubo LS e utilizado como controle negativo. O bloco de
aquecimento foi previamente aquecido na temperatura de 100°C e a mesma
temperatura foi utilizada para aquecimento das amostras. Apés o tempo de 15
minutos, a bandeja com os tubos LS foi retirada do bloco de aquecimento e transferida
para o bloco de resfriamento por 5 minutos. O processo de aquecimento altera a

coloragédo das amostras (amarelo indica amostra quente e rosa indica amostra fria).

Com o auxilio de uma pipeta, 20 yL do sobrenadante de todas as amostras
resfriadas (inclusive controle negativo) foram transferidas para um novo tubo (neste
tubo estdo presentes os 6 pares de primers de Cronobacter spp. e o conjunto de
enzimas) e com a pipeta foi realizado a mistura 5 vezes da amostra. 20 uL do controle
negativo, foram transferidos também ao controle positivo (tubo com mistura de DNA e

enzimas). Os tubos foram tampados e posicionados no equipamento para
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amplificagdo. O tempo de “corrida” do equipamento foi de 75 minutos e os resultados

visualizados através do software do equipamento.

Os isolados de Cronobacter spp. foram armazenadas em caldo Tryptic Soy

Broth (TSB) contendo 20% de glicerol para as analises posteriores.

4.2.3 Caracterizagao genotipica do microrganismo

4.2.3.1 ldentificacdo das espécies de Cronobacter spp. por PCR

Os isolados obtidos armazenados em TSB foram repicados para o caldo BHI a
35 °C por 24 horas. 200 pL de cada cultura crescida no caldo BHI foram transferidos
para tubos e centrifugados por 10 minutos a 3000 g. O sobrenadante foi descartado e
foram adicionados 400 uL de tamp&o EDTA. Os tubos foram colocados em banho
maria a 100°C por 10 minutos e posteriormente resfriados a temperatura ambiente por
2 minutos. Novamente os tubos foram centrifugados a 15000 g por 2 minutos e uma
aliquota de 50 pL do sobrenadante foram utilizadas para a PCR. O restante do material

em suspensao, foi mantido armazenado em um novo tubo na temperatura de -20°C.

Em todos os protocolos, as reacdes tiveram um volume final de 25 uL, contendo
5 pL do DNA extraido, 10 pmol dos primers e agua ultrapura livre de nucleases para
completar o volume final. Como controle positivo foram utilizados o DNA extraido de
de C. sakazakii, C. muytgensii, C. malonaticus, C. turicensis, C. dublinensis, C.
universalis e C. condimenti (todas ATCC) e agua DNAse/RNAse livre como controle

negativo.

Todos os isolados foram submetidos a PCR para identificagdo de espécie
através do gene rpoB. Os oligonucleotideos para o gene rpoB estdo descritos na
tabela 3.
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Tabela 3. Sequéncia de oligonucleotideos do gene rpoB (primers) a serem utilizados para identificagao
de espécies de Cronobacter spp.

Tamanho
Espécie Sequéncia de oligonucleotideos (primers) do produto  Referéncia
PCR
Stoop et al.,
C. sakazakii Csak F: 5- CGGGTTACGCAGGGTTGA-3' 222 bp 2009;
Csak R: 5'- GCGGTTGCCAGTGAATAAGAT-3' Lehner et
al., 2012
Stoop et al.,
C. malonaticus Cmal F: 5'-CGT CGT ATC TCT GCT CTC-3' 251 bp 2009;
’ Cmal R: 5-AGG TTG GTG TTC GCC TGA-3' Lehner et
al., 2012
Stoop et al.,
C. turicensis Ctur F: 5-CGG TAA AAG AGT TCT TCG GC-3' 3628 2009;
’ Ctur R: 5-GTA CCG CCA CGT TTC GCC-3' Lehner et
al., 2012
Stoop et al.,
C. dublinensis Cdubl F: 5-GCA CAA GCG TCG TAT CTC C-3' 418 bp 2009;
’ Cdubl R: 5'-TTG GCG TCA TCG TGT TCC-3 Lehner et
al., 2012
Stoop et al.,
C. muytiensii Cmuy F: 5'-TGT CCG TGT ATG CGC AGA CC-3' 289 bp 2009;
' Cmuy R: 5'-TGT TCG CAC CCA TCA ATG CG-3' Lehner et
al., 2012
Cgenom F: 5-ACA AAC GTC GTA TCT CTG CG- Stogp etal.
C. universalis 3 506 bp Lehner,et
Cgenom R: 5'-AGC ACG TTC CAT ACC GGT C-3' al 2012
C. condimenti Ccon F: 5'- AAC GCC AAG CCA ATC TCG-3' 689 bp Lehener et
' Ccon R: 5-GTA CCG CCACGT TTT GCT- 3’ al,, 2012

Todos os produtos amplificados da PCR foram separados por eletroforese em
gel de agarose, a 1,5% por 45 minutos. Em seguida, visualizado em luz ultravioleta

em transluminador.

4.2.3.2 Identificagdo dos genes de viruléncia de Cronobacter spp. por PCR

O material genético armazenado a -20 °C de cada isolado foi utilizado para
avaliar os mecanismos de viruléncia. Os genes ompA, ompX, cpa e sodA foram
avaliados para todos os isolados através da PCR. A sequéncia de primers de cada um

dos genes esta descrita na tabela 4.

Todas as reagdes tiveram um volume final de 25 uL, contendo 5 pL do DNA

extraido, 10 pmol dos primers e agua ultrapura livre de nucleases para completar o
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volume final. Como controle positivo foram utilizados o DNA extraido de C. sakazakii

e C. muytgensii (ambas ATCC) e agua DNAse/RNAse livre como controle negativo.

Tabela 4. Sequéncia de oligonucleotideos (primers) dos genes gluA, ompA, ompX, cpa, sadA e bcsG

Tamanho do

Gene Sequéncia de oligonucleotideos (primers) Referéncia
produto PCR
omox 5 CACCATGAAAAAAATTGCATGTCTTTCAG 3’ 200 b Kim et al.,
PA R: 5°GAAGCGGTAACCCACACCTGC 3’ P 2010
F: 5 GGATTTAACCGTGAACTTTTCC 3' N
OMPA . 5 CGCCAGCGATGTTAGAAGA 3' 469 bp Nair; 2006
s T8 CTAGGGCGATGATAGCTGCCTCCG 3° 1015 b Cruzetal.,
P8 R:5 CTAGGGGGAACAGCCACGAGGAAA 3’ P 2011
soga F:5 GTCAACAACGCTAACG 3 350 b Towsand et
R: 5" CCCATCAGCGGGGAAT 3’ P al., 2007

Os produtos amplificados da PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose, a 1,5% por 45 minutos. Em seguida, visualizado em luz ultravioleta em

transluminador.

4.2.3.3 Eletroforese em gel de campo pulsado PFGE

Os isolados foram submetidos a eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)
conforme descrito pela PulseNet (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta,

GA, EUA) para espécies de Cronobacter spp.

Os isolados de Cronobacter spp. cultivados em caldo BHI a 35 °C por 24 horas
foram ajustados para uma densidade 6ptica de 0,7-0,9 (A = 610 nm), para a digestao
de restricdo do DNA em plugues de agarose, o DNA foi restrito com a enzima Xbal
(50U/amostra) e Salmonella enterica sorovar Braenderup foi usada como referéncia
para o padrao de peso molecular. A eletroforese foi conduzida seguindo as condigdes
no CHEF-DR Il e incluiu um tempo de troca inicial de 1,8 s, um tempo de troca final
de 25 s e um tempo total de execugado de 18 h. O dendrograma foi criado usando o
método de grupo de pares nao ponderados com meédia aritmética (UPGMA) com

coeficiente de Dice, tolerancia (1,5%), otimizagdo (5%) e similaridade (99%).
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Analisado usando o software BioNumerics verséao 6.6 (Applied Maths, Sint-Martens-

Latem, Bélgica).

4.2.4 Mecanismos de resisténcia do microrganismo

4.2.4.1 Teste de concentracao inibitéria minima (CIM)

Averificagdo da inibigdo do crescimento dos isolados frente ao sanitizante acido
peracético e detergente alcalino clorado foi testada a partir da concentracéao inibitoria
minima (CIM). A solugdo mée para todos os produtos quimicos foram preparadas a
partir da diluicdo do produto concentrado misturado em agua destilada autoclavada
até atingir a concentragdo indicada pelo fabricante do produto quimico (acido

peraceético 2% e alcalino clorado 4%)

A MIC foi determinada através do método de micro diluicdo em caldo baseado
no protocolo Clinical and Laboratory Standards Instituto (CLSI, 2015) com
modificagdes. Os isolados foram inoculados em caldo BHI e incubados a 35 °C por 24
horas. Apds o periodo de incubacao todos os isolados foram padronizados até atingir
a escala 0,5 de Mc Farland. As placas de 96 pocos foram divididas em duplicatas para
cada isolado e 100 pL de caldo BHI foi adicionado em cada pog¢o da placa.
Posteriormente, 200 pL de cada um dos produtos quimicos (acido peracético e alcalino
clorado) diluidos na maior concentracao indicada pelo fabricante foram inoculados
separadamente na primeira linha de pogos e realizadas dilui¢ées seriadas (1:2) de
100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12; 1,57; 0,78; 0,39 € 0,19%.

Posteriormente, foi adicionado mais 80 L de BHI para complementar a diluigao
seriada e 20 yL de inoculo padronizado a partir da escala Mc Farland (1,0 x 10°
UFC/mL) em todos os pogos. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A leitura foi
realizada observando-se a turvagdo ou ndo nos pog¢os, conclusivo para crescimento e
auséncia de crescimento, respectivamente. Apos isso, com auxilio de um Pin
Replicator 1 yL de cada pogo foi semeado para placas de petri contendo agar Muller
Hinton (MH) e incubadas a 35 °C por 24 h para avaliar o crescimento microbiano. A

menor concentracdo de cada um dos produtos quimicos capazes de inibir
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completamente o crescimento bacteriano foi considerada a concentragao inibitoria

minima.

Para avaliar a diferenca estatistica dos produtos quimicos testados, foi aplicado
o teste de analise de variancia (ANOVA) nos resultados obtidos nas trés repeticdes de
cada principio ativo. Como houve diferenga significativa entre os diferentes
tratamentos, para cada média obtida foi aplicado o teste Tukey. As analises foram

conduzidas no Programa R (versao 4.0.5, 2024).

4.2.4.2 Avaliagédo da susceptibilidade a antimicrobianos

A avaliagdo da susceptibilidade a antimicrobianos para os isolados de
Cronobacter spp. foi realizada com o método de disco-difusao descrito por Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023) para Enterobactérias. Os antimicrobianos

testados estao descritos na tabela 5.

Tabela 5. Antimicrobianos testados

Classe Antimicrobianos Conc(epr;t)ragao
Penicilina Amoxicilina (AMO) 10
1 a
Cefalosporina 3 Ceftiofur (CTF) 30
geracao
Monobactam Aztreonam (ATM) 30
Carbapenema Imipenem (IPM) 10
Fluoroquinolona Ciprofloxacina (CIP) 5
Tetraciclina Tetraciclina (TET) 30
Aminoglicosideo Gentamicina (GEN) 10
Inibidores do Sulfametoxazol
fosfato +trimetoprima (SUT) 23,71,25
Anfenicois Cloranfenicol (CLO) 30
Trimetoprima Azitromicina (AZI) 15

Os isolados foram cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid) e

incubados a 35°C por 24 horas. Ap6s o tempo de incubagao foram ajustados na escala
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0,5 McFarland em BHI (corresponde aproximadamente 1,0 x 10° UFC/mL). Com o
auxilio de um swab do tipo cotonete o caldo ajustado foi estriado em placa com agar
Mueller-Hinton (MH) e apds aplicados os discos. As placas foram incubadas a 37°C
por 20 horas e apés foram realizadas as leituras de acordo com as diretrizes do CLSI
(2023) e classificados como sensiveis ou resistentes (os isolados com perfil
intermediario foram considerados resistentes). Os isolados de Cronobacter spp.
resistentes a mais de trés classes de antimicrobianos foram definidos como

multirresistentes (MDR).

4.2.4.3 Determinacado da capacidade de adesao dos isolados

Os isolados de Cronobacter spp. foram avaliados para quanto a capacidade de
adesédo. Os ensaios foram realizados em microplacas de poliestireno (Nest® Kasvi,
Sao José dos Pinhais, Parana, Brazil) e ago inoxidavel de 96 pocgos, de acordo com a

metodologia descrita por Stepanovic et al. (2000).

Cada isolado foi inoculado em 3 mL de caldo TSB e incubado a 37 + 1°C
durante 24h. Posteriormente, os caldos foram ajustados para uma densidade 6ptica
de 0,5 na escala de McFarland, e aliquotas de 200 uL foram transferidas em triplicata
para uma microplaca de 96 pocos, sendo incubadas a 37 £ 1°C durante 24 h. Como
controle negativo, trés pogos foram preenchidos somente com caldo TSB nao
inoculado. Apés a incubacgao, os pogos foram submetidos a trés lavagens com 250 pL
por poco de solugado salina tamponada com fosfato estéril (PBS, pH 7,2). As células
aderidas foram fixadas com 200 yL de metanol a 99% por 15 minutos e secas a
temperatura ambiente. Em seguida, os pogos foram corados com 200 uL de violeta de
cristal 1% por 15 min. O corante foi removido em trés etapas de lavagem com agua
destilada, e as placas foram mantidas a temperatura ambiente até secarem. Por fim,
para leitura, foram adicionados 160 pL de acido acético glacial 33% (v/v), e a

absorbancia foi avaliada em leitora de microplacas a 450 nm.

Os resultados de adesdo foram obtidos e classificados de acordo com
Stepanovic et al. (2000), sendo a avaliagdo meédia dos resultados de absorbancia de

cada amostra (DOa) comparada com a média da absorbancia dos controles negativos
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acrescido de trés vezes o desvio padrdo (DOcn). O grau de adeséao foi determinado
de acordo com a seguinte classificagdo: ndo aderente (DOa < DOcn), fracamente
aderente (DOcn < DOa < 2. DOcn), moderadamente aderente (2. DOcn < DOa < 18
4. DOcn) e fortemente aderente (4. DOcn < DOa). Os testes foram realizados em trés

repeticoes e os resultados expressos em média.

4. 3RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Caracterizagéo e analise genotipica dos isolados

Foram obtidos 40 isolados de Cronobacter spp. a partir das 300 amostras
coletadas do processo de concentracdo e secagem de soro de leite (apenas um
isolado por amostra positiva) representando 13,2% de positividade. A maior ocorréncia
de Cronobacter spp. foi em amostras obtidas da categoria produtos (matéria-prima,
concentrados e em po, 6,3%), seguidas das amostras de superficie de equipamentos
e manipuladores (4,3%) e amostras de agua CIP (2,6%). Na tabela 6 estdo compilados

os resultados por categoria e ponto amostral.
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Tabela 6. Positividade de Cronobacter spp. nas categorias de amostras, pontos de amostragem e

numero de amostras positivas

Pontos de
Categoria de amostragem N° de amostra % Positividade da
Amostra positivas para positiva categoria
Cronobacter spp.
Tanque 1 —
Armazenagem de 3

Produto Concentrado
Sala de Envase 2 —
Ralo
Tanque 2 —
Armazenagem de 2
Superficie de Produto Concentrado
equipamentos e Sala de Envase 2 - 4,3%
manipuladores Piso
Bota do Colaborador
(Sala de Envase) - 1
Torre 2
Sala de Envase 2 —
Filtro de Ar 1
Sala de Envase —
Filtros de Ar 2
Tanque 1
Membrana
Ultrafiltragéo 2
Membrana
Agua CIP Ultrafiltragdo 3 2,6%
Membrana
Nanofiltracéo 2
Ciclone 2 — Torre 2 1
Tanque 2 1
Matéria — Prima (Soro
de Leite fluido)
Produto Concentrado
— Membrana 3
Ultrafiltracao 2
Produto Concentrado

— Membrana 2
Produto (matéria- Ultrafiltracéo 3
prima, produto Produto Concentrado 6,3%
concentrado ou em p6) — Membrana 1

Ultrafiltracao 4
Produto Concentrado

— Tanque 1
Produto Concentrado

1
— Tanque 2
Produto Final — Torre

1
de Secagem

O processo de separacdo das proteinas de soro de leite acontece por
concentragéo através da tecnologia de membranas e s&o secados em spray dryer.

Toda a matéria-prima é pasteurizada e esse processo é capaz de eliminar Cronobacter
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spp. (ZHU et al., 2013). Dessa forma, a presenca de Cronobacter spp. no processo

produtivo, indica contaminagao proveniente do ambiente (MOUSAVI et al., 2023).

Em estudos com Cronobacter spp. realizados em ambientes de producao de
leite em p6 (KANDHAI et al., 2004; KUCEROVA et al.,, 2010; FANG, et al., 2015;
HAYMAN et al., 2020), foi atribuido que os veiculos de contaminagéo das instalagcdes
e produto eram provenientes de falhas higiénico-sanitarias dos equipamentos,

manipuladores e aditivos utilizados na formulacao do produto.

A positividade de Cronobacter spp. nas amostras de ambiente e agua CIP,
podem estar relacionadas a falhas no procedimento de limpeza e sanitizagdo de
equipamentos e instalagdes. Hayman et al. (2020), afirmam que € necessario medidas
preventivas mais rigorosas para o controle de Cronobacter spp., em areas de
producdo de lacteos. Hayman et al. (2020), comparam as medidas de controle para
Salmonella spp. impostas pelo Codex Alimentarius (1979), como zoneamento das
areas de producdo, controle microbiologico da matéria-prima, projeto higiénico
sanitario dos equipamentos e instalacdes, foram importantes para a erradicagao da

contaminagao em produtos lacteos e podem contribuir para o controle de Cronobacter
spp.

Contudo, o controle da umidade seria a agdo com maior impacto para
erradicagao da contaminagao por Cronobacter spp., principalmente nas areas de
secagem e salas de envase do produto (HAYMAN et al., 2020). Mesmo nas menores
condi¢des de umidade, Cronobacter spp. pode se desenvolver e aumentar o nimero
populacional, apresentando maior probabilidade de contaminacdo do produto
(BOWEN et al., 2017). Aimplementacao de condi¢des higiénico-sanitarias adicionais
nas areas de secagem do produto, bem como um monitoramento ambiental, podem

contribuir para o controle de Cronobacter spp. (ROBERTS et al., 2010).

Embora a maior parte das amostras positivas para Cronobacter spp. tenham
sido amostradas em areas umidas (de concentracdo de proteinas), as amostras
positivas obtidas na torre de secagem (principalmente na area de envase)
demonstram que as medidas de controle adotadas atualmente, ndo séo suficientes
para evitar a contaminacao por Cronobacter spp. Estudos realizados em industrias de
producao de leite em p6é também relataram a positividade de Cronobacter spp. em
salas de envase (CRAVEN et al., 2010; FANG et al., 2015), entradas de ar das salas
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de envase (CRAVEN et al, 2010), filtros de ar (MULLANE et al., 2008), pisos e
aspiradores de po (IVERSEN et al., 2009) e salas de embalagem (FANG et al., 2015),
enfatizando a importancia de implementar medidas que garantam o controle

microbioldgico das areas de secagem e envase do produto.

Os 40 isolados de Cronobacter spp. foram submetidos a PCR para identificacdo
das espécies. 37 isolados (92,5%) foram identificados como Cronobacter sakasakii e
3 isolados (7,5%) foram identificados como Cronobacter muytjensii. Ao avaliar os
genes de viruléncia, todos os isolados apresentaram positividade para os genes cpa
e ompX, 92,5% apresentaram a presencga do gene ompA e 82,5% foram positivos para
0 gene sodA. Os 3 isolados identificados como C. muytjensii nado apresentaram os
genes de viruléncia sodA e ompA. A distribuicdo dos isolados em relagdo as espécies

e categoria de amostra esta descrita na Tabela 7.
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C. sakasakii e C. muytjensii foram amostrados neste estudo. C. sakasakii € uma
espeécie com importancia clinica e normalmente esta associada a doengas em
neonatos e imunossuprimidos. C. muytjensii por sua vez € uma espécie conhecida
normalmente por sua associagdo a contaminagdes ambientais e baixa infecgao
relatada em humanos. Sonbol et al. (2022) avaliou através da técnica MLST
Cronobacter spp. isoladas num periodo de 20 anos de 14 paises diferentes,
predominantemente 78% dos isolados eram C. sakazakii e apenas 1% eram C.
muytjensii. Brandao et al. (2015) estudou a presencga de Cronobacter spp. em ervas e
especiarias do varejo brasileiro, 4 espécies foram identificadas, dentre elas 37
isolados de C. sakasakii e apenas dois isolados de C. muytjensii foram encontrados.
A baixa presengca de C. muytjensii pode estar relacionada a sensibilidade do
microrganismo por nao apresentar mecanismos de defesa similares aos do grupo |
(CRAVEN et al., 2010).

A deteccao dos genes de viruléncia ompX (adesao e invasao das células do
hospedeiro) e cpa (invasdo e disseminagao de Cronobacter spp. em células do
hospedeiro) foi identificada em todos os isolados. A presenga dos genes € um
indicativo da patogenicidade dos isolados amostrados na industria de concentragéo e
secagem de soro de leite. Os genes ompA e ompX funcionam sinergicamente no
processo de adesao e invasao as células intestinais e cerebrais, o que contribui para
a viruléncia dos isolados (CHANDRAPALA et al., 2014). Neste estudo, apenas os
isolados de C. muytjensii ndao apresentaram positividade para o gene ompA. Foi
demonstrado que cepas de Cronobacter que expressam a proteina ompA sdo mais
resistentes a morte e apresentam a capacidade de se multiplicarem em células
dendriticas (MITTAL et al., 2009; HOLY et al., 2019).

Cpa é um ativador de plasminogénio que permite a invasao e disseminagao de
Cronobacter spp. no hospedeiro (CRUZ et al., 2011; FRANCO et al., 2011). Além de
promover a resisténcia de Cronobacter spp. (FRANCO et al., 2011; SINGH et al.,
2015) representa um fator de grande importancia na resisténcia de cepas de
Cronobacter spp. a morte no hospedeiro, facilitando sua disseminagao para diversos
tecidos e 6rgaos no hospedeiro (ALMAJED; FORSYTHE, 2016).

O gene sodA confere protegcdo ao estresse oxidativo (TOWNSEAND et al.,

2007) e contribui para uma melhor sobrevivéncia de Cronobacter spp. em macréfagos
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(TOWNSEND etal., 2007; BAO et al., 2017). Os trés isolados de C. muytjensii e quatro

isolados de C. sakazakii deste estudo nao foram positivos para o gene sodA.

Para identificar o perfil de similaridade genética, os 40 isolados de Cronobacter
spp. foram submetidos a analise de PFGE e caracterizados em 14 “clusters” com nivel
de similaridade de 99%. O dendrograma gerado a partir da analise de PFGE esta
apresentado na figura 3. Apesar da elevada diversidade genética observada entre os
isolados, foi possivel identificar durante o periodo de amostragem isolados com perfis
de restricdo altamente semelhantes como: cluster Il agrupa os isolados amostrados
nos meses de dez./2022, jan., fev. e out./2023 (amostras de agua CIP, superficies de
equipamentos e produto); cluster IX aponta similaridade entre os isolados obtidos em
dez./2022, jan., fev. e out./2023 (amostras de agua CIP, superficies de equipamentos
e produto); o cluster Xll agrupa o maior numero de isolados identificados como C.
Sakazakii amostrados também entre dez./2022, jan., fev. e out./2023. Vale ressaltar
que no cluster Xl a amostra 24 era referente a produto final. Os 3 isolados de C.

muytjensii ndo apresentaram similaridade entre si.

Ao comparar o perfil de similaridade genica dos isolados obtidos neste estudo
com os resultados do perfil de resisténcia antimicrobiana verificamos o
comportamento idéntico de resisténcia em apenas nos clusters Ill e IX (isolados 29 e
33; e isolados 11 e 12 todos identificados como C. sakazakii). Nao foi identificado

semelhancga no perfil de resisténcia antimicrobiana entre os isolados de C. muytjensii.
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[+ Dataamostra Categoria

Espécie Perfil de resisténciaantimicrobiana
s 2.8 & F amostra IPM AZI CLO SUT GEN TET CIF ATM CTF AMO
:' 01.07.2023 S Csakozoki R R X R R X R R R R
r 12102022 P Csokozokii R R X X X R X X R R
1072025 s Csokazoki R R X R R R R R R R
12.11.2022 P Csokazoki R R R R X R X R R R
0.07.2023 W Cosgkozoki R R R R R R R R R R
i 02.27.2023 5 Csgkazaki R R R R R R R R R R
10.01.2023 P Csokazoki R R X R R R X R R R
01.07.2023 s Csokazoki R R X R R R R R R R
I 2272023 s C. sakazakii R R R %X R R R R R R
12.10.2022 w C. sakozakii R R X R R X R R R R
01.08.2023 P C. sakazakii R R R R R R R R R R
12112022 P Csokozoki R R R R R R R R R R
‘{ it 10.01.2023 P C.sokgzokii R X R X X R X X R R
o 12.10.2022 5 C.muytjensii R R X X X X X X X X
12.10.2022 w C. sakazakii R R X X R R R R R R
01.08.2023 P Csokazoki R R X X R R R R R R
01.08.2023 P C.sokgzokii R R X X X X R X R R
02272023 s C.sokozoki R R X X R R R R R R
02272023 W Cosgkgzoki R R X X R X R R R R
[ 10.01.2023 P Csokazoki R R R R R R R R R R
12.10.2022 s Csokazokii R R X R X X X R R R
1 10.03.2023 P C.sokgzoki R R X R R R R R R R
! 10.05.2023 P Cmuptiensii R R X X X X X X X X
L 12.10.2022 5 C. sakazakii R X X X R X X R R R
12.10.2022 W  Csgkozaki R R X X X R X X X R
01.07.2023 5 C.sokgzoki R R X R R R R R R R
01.07.2023 s Csokozoki R R X R R R R R R R
01.07.2023 W  Csgkozaki R R X X X X R R R R
01.07.2023 W Csgkozaki R R R R R R R R R R
| 02.28.2023 P C.sokgzokii R R X X R X R R R R
02282023 P Csokozokii R R X X R R R R R R
02 272023 5 C. sakazakii R R X R R ¥ R R R R
02272023 W Csgkozaki R R X R R X R R X R
10.05.2023 P C.sokgzokii R R X R X R R R R R
10.03.2023 P Csokozoki R R R R R R X X R R
X 10.03.2023 P Csgkozaki R R R R R R R R R R
12.10.2022 w C. sakazakii R R X X R R R R R R
02.27.2023 W  Comuptjensii R X R R X X X R R R
02 28.2023 W Cosgkozoki R R R R R R R R R R
| 12.10.2022 S C. sokazakii R R X X R X X X X R

Legenda: P — Produto, S — Superficie e manipulador, W — Agua CIP, R — Resistente, X - Sensivel

FIGURA 3. DENDROGRAMA DOS PERFIS DE PFGE DOS ISOLADOS DE Cronobacter spp.

A semelhanga entre os isolados obtidos de diferentes etapas do processo e em
diferentes meses, indica potencial reintroducdo destes subtipos ou a persisténcia
temporaria nas diferentes areas da fabrica de concentracdo e secagem de soro de
leite. Falhas no processo de higienizagdo dos equipamentos e ambientes de
processamento, assim como falhas nos procedimentos de higiene dos manipuladores
de alimentos podem contribuir para a contaminagdo cruzada e desenvolvimento de

biofiimes de Cronobacter spp., justificando os resultados obtidos.

Para as areas umidas do processo de fabricacdo, deve-se evitar durante a
higienizacao criar aerossois, que sdo uma rota de contaminacao conhecida (JACOBS
et al., 2011). Os drenos e ralos também sao conhecidos por abrigar Cronobacter spp.
(GAN et al., 2021) e, portanto, o jato de agua dos drenos para limpeza também deve
ser evitado. As partes secas do processo devem ser mantidas o mais secas possivel

(BOURDICHON et al., 2021). A higienizagao do ambiente de processamento quando
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realizada com agua pode causar condensacgao, o que incentivara o crescimento de
Cronobacter spp. e outros microrganismos (BOURDICHON et al., 2021). Os controles
do secador pos higienizagdo também ajudam a controlar a agua antes do inicio do
processo de secagem do produto (FEI et al., 2015). Além disso, métodos de limpeza
a seco devem ser utilizados em na torre de secagem (BOURDICHON et al., 2021). No
entanto, é preciso lembrar que vassouras, aspiradores de p6 e po de laticinios podem
abrigar Cronobacter spp. (CHASE et al., 2017), tornando importante o gerenciamento

dos utensilios de limpeza.

A deteccdo positiva de C. sakazakiino produto final sugere que os
procedimentos de boas praticas de fabricagdo da fabrica falharam em garantir os
controles de processo. Os resultados obtidos no PFGE associados ao ambiente de
processamento do produto demonstraram que nos 14 grupos formados houve
possivel contaminagao entre superficie dos equipamentos e manipuladores e produto,
sugerindo que a contaminagcdo do produto final foi resultado de contaminagao
ambiental. Lu et al. (2024), Ibrahin et al. (2022) e Muller et al. (2016) ao avaliar C.
Ssakazakii em superficies de industrias de mistura umida e sementes, obtiveram
resultados semelhantes e apontam que o ambiente da instalagdo de producédo serve
como a principal fonte de contaminacao durante a produg¢ao. Mullane et al. (2008) ao
avaliar a presencga de Cronobacter spp. em uma industria de formulas infantis notou
que o principal veiculo de contaminagao era devido o controle deficiente sobre os de
funcionarios e equipamentos facilitando a disseminagéo de C. sakazakii por toda a

unidade de producgao.

Aonipresenca do género Cronobacter em industrias de produtos lacteos sugere
gue a higiene geral e o monitoramento continuo do ambiente de processamento para
Cronobacter spp. séo importantes (BOURDICHON et al., 2021). U programa
abrangente de monitoramento de patdégenos ambientais deve ser estabelecido para
encontrar Cronobacter spp. e, em seguida, aplicar medidas de controle como por
exemplo o processo de higienizagao. A presenga ou auséncia de bactérias indicadoras
em superficies de contato com alimentos, como Enterobacteriaceae, também ajuda a
estabelecer o status de higiene de ambientes que podem favorecer e abrigar
Cronobacter spp. (BOURDICHON et al., 2021). No entanto, deve-se observar que

Enterobacteriaceae nao pode prever com seguranga a presenga ou auséncia de
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Cronobacter spp., e que programas paralelos de monitoramento especificos para esse

patégeno devem estar em vigor (CRAVEN et al., 2021).

4.3.2 Mecanismos de resisténcia dos isolados

Todos os isolados foram testados quanto a adesdo em superficie de
poliestireno e aco inoxidavel. Cronobacter spp. apresentou maior adesao na superficie
de aco inoxidavel onde 5% dos isolados foram classificados como fortemente
aderente, 33% moderadamente aderente e 30% fracamente aderente. Ao testar os
mesmos isolados na superficie de poliestireno, 5% foram classificados como
moderadamente aderente e 30% como fracamente aderente. O maior percentual de
nao aderentes foi observado na superficie de poliestireno (65% dos isolados). Os 3
isolados identificados como C. muytjensii foram classificados como nao aderentes em
superficie de poliestireno e como fracamente aderente em superficies de aco
inoxidavel. Todos os isolados classificados como fortemente e moderadamente

aderente eram C. sakasakii. Os dados obtidos podem ser observados na tabela 7.

A avaliacdo do potencial de adesao dos isolados obtidos € de fundamental
importancia para compreender a interacdo de Cronobacter spp. com as superficies
analisadas. A capacidade de adesdo € uma caracteristica que influencia na
persisténcia, colonizagdo e formacado de biofiime (CARVALHO et al., 2023). C.
Ssakazakii € capaz de se fixar em materiais abioticos como silicio, latex, policarbonato,
aco inoxidavel, vidro e cloreto de polivinila (IVERSEN et al., 2004, LEHNER et al.,
2005, GRIM et al., 2008). A maior adeséao verificada neste estudo foi em superficies
de acgo inoxidavel (68% dos isolados — quando somados os percentuais de fortemente,
moderadamente e fracamente aderéncia). 35% dos isolados foram classificados como
capazes de aderir a superficie de poliestireno. Nesse contexto, a capacidade de
adeséo apresentada dos isolados ressalta um alerta, indicando que o microrganismo
pode potencialmente sobreviver aos processos de limpeza e sanitizagdo por meio da

formacéao de biofilme.

Todos os 40 isolados foram testados quanto a sensibilidade a antimicrobianos.

100% dos isolados foram resistentes a IPM; 95% dos isolados foram considerados
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resistentes para AMO; 92,5% apresentaram resisténcia a AZl; 87,5% apresentaram
resisténcia a CTF; 80% foram resistentes a ATM; 72,5% foram resistentes a GEN;
70% apresentaram resisténcia a CIP; 65% apresentaram resisténcia a TET, 57,5%
apresentaram resisténcia a SUT, e 32,5% foram resistentes a CLO. Diante disso, 95%
dos isolados apresentaram o perfil de resisténcia a pelo menos 3 classes de
antimicrobianos e foram classificados como multidroga resistente. Os dois isolados
que nao apresentaram perfil de resisténcia a mais que 3 classes de antimicrobianos
foram identificados como C. muytjensii. 20% dos isolados apresentaram resisténcia a
todos os antimicrobianos testados (4 isolados de amostras de produto, 3 isolados de
amostras de agua CIP e 1 isolados de amostra de superficie). Os dados referentes a
sensibilidade aos antimicrobianos testados e categorias de amostras estédo

disponiveis no quadro 1.

A resisténcia de alguns microrganismos a antimicrobianos pode acontecer
devido a troca de material genético entre outros microrganismos ou a partir de
mutagdes (LANGDON et al., 2016; FEI et al., 2017; KARDOS, 2017). Alguns fatores
como o estresse ambiental, temperatura, extremos de pH e falta de nutrientes podem
causar alteracbes na fisiologia do microrganismo, o que leva a diminuigdo do
crescimento como uma forma de defesa da célula em combate ao estresse (BOWEN
et al., 2006). A adaptagédo aos fatores extremos pode levar ao desenvolvimento de
resisténcia aumentada ou diminuida a outros estresses, e em alguns casos
desenvolvem a resisténcia a antibioticos (CHAVES-LOPEZ et al., 2006).

Frequentemente CLO, CTF e GEN séao indicados para o tratamento de
infecgbes causadas por Cronobacter spp (TOWSEND et al., 2018). A resisténcia a
antimicrobianos pertencentes as classes de penicilinas (AMO), macrolideo (AZl),
carbapenema (IPM) e cefalosporinas de terceira geragao (CTF) ja foi descrita para
Cronobacter spp. demonstrando possiveis dificuldades para o tratamento de infecgdes

causadas por este microrganismo.

O alto percentual de isolados MDR obtidos neste estudo demonstram
preocupacao para a saude publica, indicando a disseminacao cepas mais resistentes
de Cronobacter spp. no ambiente. Zeng et al. (2018) verificaram a resisténcia de C.
sakazakii isolado de fluido de abscesso cerebral de um neonato na China e que esse
isolado era multirresistente, apresentando resisténcia a 8 antibidticos testados

(ampicilina, cefazolina, ceftriaxona, aztreonam, gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol
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e trimetoprim/sulfametoxazol). Cechin et al. (2024) identificaram a multirresisténcia em
30% dos isolados de Cronobacter spp. provenientes de amostras de alimentos com
baixa atividade de agua. Chon et al. (2021) atribuiram que o efeito do estresse
ambiental na suscetibilidade a antimicrobianos pode contribuir para a multidroga

resisténcia de C. sakazakii.
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Nos testes para definicdo da concentragéo inibitéria minima para os isolados
de Cronobacter spp. quando avaliados produtos quimicos frequentemente utilizados
no processo de higienizagédo na industria de concentragao e secagem de soro de leite,
foram observadas que o acido peracético na concentracao indicada pelo fabricante
(2%) apresentou eficiéncia em 87,5% dos isolados. O produto alcalino clorado (4%)
por sua vez, foi eficiente para inibir o crescimento de Cronobacter spp. em 57,5% dos
isolados. O acido peracético e o alcalino clorado foram capazes de inibir o crescimento
dos isolados (12,5% e 42,5% respectivamente) na diluigdo de 50%. Houve diferenca
significativa entre os produtos quimicos testados e os resultados da analise estatistica

das repeticdes e dos tratamentos utilizados estao dispostos na tabela 8.

Tabela 8. Tolerancia de Cronobacter spp. no teste CIM para cada principio ativo testado.

% de inibigao o % de inibicdo o
] o Média (teste Média (teste
Principio ativo (Concentragéo (Concentragao
Tukey) Tukey)
em 100%) em 50%)
Acido Peracético 87,5% 33,7a 12,5% 6,3a
Alcalino Clorado 57,5% 20,3b 42,5% 19,7b

O produto acido peracético apresentou bons resultados para a inibicdo do
crescimento dos isolados de C. sakazakii (80% dos isolados foram sensiveis ao
quimico testado com a concentragdo maxima recomendada pelo fabricante). O
alcalino clorado apresentou 50% de eficiéncia na eliminacado de C. sakazakii. Os trés
isolados identificados como C. muytjensii apresentaram sensibilidade ao acido
peracético e alcalino clorado testados na concentracdo maxima indicada pelo
fabricante. Os resultados de sensibilidade das duas espécies de Cronobacter spp. aos

diferentes produtos quimicos estdo compilados na figura 4.
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FIGURA 4. TOLERANCIA DAS ESPECIES DE Cronobacter spp. FRENTE AOS PRODUTOS
QUIMICOS TESTADOS

Algumas concentragdes de desinfetantes comumente sdo usadas na industria
de alimentos para controle de microrganismos como acido peracético, didxido de cloro
e peréxido de hidrogénio, podem inativar Cronobacter spp. em diferentes superficies
(NIU et al., 2016). Acido peracético e alcalino clorado foram utilizados para verificar a
concentragao inibitéria minima dos isolados. Foi identificado que o principio ativo
acido peracético foi mais eficiente para inibicao do crescimento de Cronobacter spp.
Em estudo semelhante realizado por Lin et al. (2023) o agente quimico alcalino clorado
apresentou baixa eficiéncia na eliminacao do microrganismo. Resultado semelhante
foi verificado por Lin et al. (2023), ao testar um quimico a base de cloro em superficies
de aco inoxidavel de produtos lacteos com a presenga de Cronobacter spp. Yang et
al. (2022), descobriram que o efeito inibitério dos sanitizantes contra C.
Ssakazakii isolados de leite foi significativamente diminuido. Huang et al. (2020),
afirmam que a presenca de material organico em produtos lacteos € um dos elementos
mais criticos que perturbam a eficiéncia do cloro contra microrganismos, seja

interagindo com o desinfetante ou impedindo que ele faga contato com as bactérias.
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A capacidade de formacao de biofilme em Cronobacter spp. pode aumentar a
persisténcia no ambiente de fabricagao (LING et al., 2020). Biofilmes de Cronobacter
spp. demonstraram ser mais resistentes a sanitizantes do que suas células
planctonicas (LINDSAY et al., 2022). A quebra de ciclo ou tratamento de choque
utilizando acido (HCI ou acido citrico com pH ~ 4,2) ou um produto alcalino (pH 9) em
limpezas CIP ou COP podem aumentar a tolerancia de Cronobacter spp. ao calor e

contribuir para a eliminagao de biofiimes (ZHOU et al., 2020).
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4.4 CONCLUSAO

Cronobacter spp. foi avaliado em uma industria de concentragcéo e secagem de
soro de leite. Dos 40 isolados obtidos nas diferentes categorias de amostras
estabelecidas neste estudo, 37 foram identificados como C. sakasakii e 3 como C.
muytjensii. Amatéria-prima bem como falhas no processo de limpeza e sanitizagao de
equipamentos, ambientes de trabalho e manipuladores de alimentos, além da
capacidade de formacédo de biofilmes podem ser classificados como as principais

causas da contaminagao encontrada e a similaridade genica entre os isolados.

Sabendo da aplicagao do soro de leite como ingrediente de diferentes produtos
prontos para o consumo e que nem todos os produtos sido tratados termicamente
antes de chegar ao consumidor final, a identificagéo de C. sakazakii neste estudo deve
ser considerada de grande preocupacdo para saude publica. Os isolados
apresentaram adesao em superficies de aco inox e poliestireno, resisténcia aos
antibidticos indicados para o tratamento de infeccbes e presenca de genes de
viruléncia confirmando seu perfil patogénico. Os produtos quimicos acido peracético
e alcalino clorado apresentaram boa eficiéncia na eliminagao de C. muytjensii e C.

Ssakazakii quando utilizados na concentracdo recomendada pelo fabricante.

A potencial viruléncia de Cronobacter spp. foi constatada nesta pesquisa e
forneceu orientagcao basica e conhecimento para a industria rever procedimentos de
boas praticas de fabricacdo ao longo do processo de producgao. Além disso, o presente
estudo traz consideragdes significativas a respeito da epidemiologia de Cronobacter
spp. possibilitando 6rgédos regulamentares a realizar avaliagdes de risco e definir
estratégias de intervencgao para controlar doengas relacionadas a Cronobacter spp.

visto que o microrganismo apresenta grande relevancia para a saude publica.
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