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RESUMO

O Queijo Artesanal Serrano (QAS) é um produto tradicional brasileiro de forte
relevancia cultural, econémica e social para as familias produtoras das regides de
altitude de Santa Catarina. Produzido a partir de leite cru, sem adigdo de fermentos
comerciais, e maturado em prateleiras de madeira, o QAS apresenta caracteristicas
sensoriais uUnicas resultantes de praticas artesanais transmitidas por geracoes.
Entretanto, o uso de leite cru e a auséncia de tratamento térmico no processo
produtivo requerem atengdo quanto a presenga de microrganismos patogénicos com
capacidade de formar biofilmes, estruturas que conferem maior resisténcia a
antimicrobianos e dificultam a eliminagdo bacteriana. Entre os microrganismos de
maior relevancia nesse contexto, destacam-se Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, ambos relatados como formadores de biofime em superficies de
processamento de alimentos e em produtos lacteos. Este trabalho teve como objetivo
investigar a presenca de genes relacionados a formacgao de biofilme e a expressao do
fendtipo de produgéo de biofilme em cepas de Staphylococcus aureus previamente
isoladas de leite cru, prateleiras de madeira de maturagéo e queijo artesanal serrano,
bem como em cepas de Escherichia coli isoladas de prateleiras de madeira de
maturacdo e queijo artesanal serrano. Foram analisadas 110 cepas bacterianas,
sendo 76 de S. aureus e 34 de E. coli. A caracterizagao fenotipica foi realizada pelo
método do Agar Vermelho Congo (Congo Red Agar, CRA), e a anélise genotipica pela
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), visando detectar os
genes icaA, icaD e icaC em S. aureus e fimC, papG e crlem E. coli. Os resultados
revelaram que 82,9% (63/76) das cepas de S. aureus e 67,6% (23/34) das cepas de
E. coli apresentaram capacidade fenotipica de formacdo de biofilme, sugerindo
adaptacdo dessas espécies aos ambientes estudados. Na analise molecular, 51,3%
(39/76) das cepas de S. aureus apresentaram genes do operon ica, com maior
prevaléncia do gene icaD (51,3%), seguido peloicaA (34,2%). Em relacédo a E.
coli, 82,3% (28/34) das cepas portavam os genes crl (70,6%) e/ou fimC (52,9%),
enquanto o gene papG nao foi detectado. Esses achados contribuem para uma
compreensao mais aprofundada da microbiota caracteristica do ambiente artesanal,
evidenciando que a formacgao de biofilmes é um fator relevante na interagédo entre os
microrganismos e as superficies de madeira e de processamento. Conclui-se que o

detalhamento desse potencial genético e fenotipico ndo representa um entrave a



tradicdo, mas sim uma ferramenta de suporte ao produtor. O monitoramento continuo
e o refinamento das boas praticas de fabricacdo permitem a otimizagao dos processos
de higienizagao, garantindo a manutencgao da qualidade superior e a consolidagao da
segurancga do Queijo Artesanal Serrano como um produto de exceléncia no mercado

nacional.

Palavras-chave: Biofilmes; Queijo Artesanal Serrano; Staphylococcus aureus;

Escherichia coli; genes ica; PCR.



ABSTRACT

Serrano Artisanal Cheese (QAS) is a traditional Brazilian product with strong cultural,
economic, and social relevance for producing families in the high-altitude regions of
Santa Catarina. Produced from raw milk, without the addition of commercial starters,
and ripened on wooden shelves, QAS presents unique sensory characteristics
resulting from artisanal practices passed down through generations. However, the use
of raw milk and the absence of thermal treatment in the production process require
attention regarding the presence of pathogenic microorganisms capable of forming
biofilms, structures that confer greater resistance to antimicrobials and hinder bacterial
elimination. Among the most relevant microorganisms in this context, Escherichia coli
and Staphylococcus aureus stand out, both reported as biofilm formers on food
processing surfaces and in dairy products. This study aimed to investigate the
presence of genes related to biofilm formation and the expression of the biofilm
production phenotype in Staphylococcus aureus strains previously isolated from raw
milk, wooden ripening shelves, and Serrano artisanal cheese, as well as in Escherichia
coli strains isolated from wooden ripening shelves and Serrano artisanal cheese. A
total of 110 bacterial strains were analyzed: 76 of S. aureus and 34 of E. coli.
Phenotypic characterization was performed using the Congo Red Agar (CRA) method,
and genotypic analysis through the Polymerase Chain Reaction (PCR) technique,
aimed at detecting the icaA, icaD, and icaC genes in S. aureus, and fimC, papG, and
crlin E. coli. The results revealed that 82.9% (63/76) of S. aureus strains and 67.6%
(23/34) of E. coli strains exhibited a phenotypic capacity for biofiim formation,
demonstrating an adaptation of these species to the studied environments. In the
molecular analysis, 51.3% (39/76) of S. aureus strains presented genes from the ica
operon, with the highest prevalence of the icaD gene (51.3%), followed by icaA
(34.2%). Regarding E. coli, 82.3% (28/34) of the strains carried the crl (70.6%) and/or
fimC (52.9%) genes, while the papG gene was not detected. These findings provide a
deep understanding of the characteristic microbiota of the artisanal environment,
showing that biofilm formation is a relevant factor in the interaction between
microorganisms and wooden and processing surfaces. It is concluded that detailing
this genetic and phenotypic potential does not represent an obstacle to tradition, but

rather a support tool for the producer. Continuous monitoring and the refinement of



Good Manufacturing Practices allow for the optimization of hygiene processes,
ensuring the maintenance of superior quality and consolidating the safety of Serrano

Artisanal Cheese as a product of excellence in the national market.

Keywords: Biofilms; Serrano Artisanal Cheese; Staphylococcus aureus; Escherichia

coli; ica genes; PCR.
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1 INTRODUGAO

O queijo artesanal serrano representa um patriménio cultural e econémico de
inestimavel valor para as familias produtoras da regido serrana de Santa Catarina,
constituindo-se como simbolo de identidade regional e importante fonte de sustento
para comunidades rurais que preservam técnicas tradicionais transmitidas através de
geragoes (MELO et al., 2013; PONTAROLO et al., 2017).

Produzido majoritariamente em pequenas propriedades familiares, este queijo
de leite cru maturado carrega consigo ndo apenas sabor e caracteristicas sensoriais
unicas, mas também a histéria e o modo de vida das populagdes serranas,
representando geragao de renda, manutencao das familias no campo e valorizagao
do trabalho artesanal (DUARTE et al., 2014; PONTAROLO et al., 2017).

Neste contexto, a busca pelo reconhecimento oficial do produto, incluindo
movimentos para certificagdo e indicacdo geografica, reflete o esforgo coletivo de
produtores, pesquisadores e instituicdbes em valorizar e proteger esta tradicao
(DALMINA et al., 2020). Entretanto, a produgao de queijos artesanais a partir de leite
cru, embora preserve caracteristicas sensoriais Unicas e a microbiota autéctone
benéfica, também apresenta desafios relacionados a seguranga microbiolégica,
especialmente quanto a presenca de microrganismos patogénicos como Escherichia
coli e Staphylococcus aureus (PERRY, 2004; FEITOSA et al., 2016).

Estes microrganismos, quando presentes no leite cru, nas superficies de
maturacdo ou no produto final, podem comprometer tanto a qualidade quanto a
segurancga alimentar do queijo, representando um obstaculo para a comercializagao
em maior escala e para o reconhecimento oficial do produto (MELO et al., 2013;
DALMINA et al., 2020).

A compreensdo dos mecanismos de persisténcia destes patégenos ao longo
da cadeia produtiva torna-se, portanto, essencial para conciliar a preservagao das
praticas tradicionais com a garantia da inocuidade alimentar.

Nesse sentido, estudos realizados na regido serrana de Santa Catarina tém
documentado a dindmica microbiolégica do queijo artesanal ao longo do processo de
maturagdo, evidenciando que a qualidade microbiolégica do produto final é

influenciada por multiplos fatores, incluindo a qualidade inicial do leite cru, as



condi¢gdes ambientais de maturagéo e as praticas adotadas nas queijarias (PERRY,
2004; MELO et al., 2013; DALMINA et al., 2020).

Pesquisas locais avaliaram amostras de queijo serrano em diferentes periodos
de maturagédo (14 a 60 dias) e observaram variagdes na reducdo de indicadores
microbianos, com resultados que apontam para a necessidade de compreensao mais
aprofundada dos mecanismos de persisténcia microbiana (MELO et al.,, 2013;
PONTAROLDO et al., 2017).

Em levantamentos realizados em propriedades da serra catarinense, S. aureus
coagulase-positiva e E. coli foram detectados em proporgdes significativas das
amostras de leite cru, queijo e ambiente de maturagdo, mesmo apds periodos de
maturagcdo, sinalizando oportunidades de otimizacdo dos processos produtivos
(MELO et al., 2013; PONTAROLO et al., 2017).

Corroborando com esses achados regionais, estudos nacionais com queijos
artesanais brasileiros identificaram que isolados de S. aureus provenientes de
ambientes de producéo, leite e queijos apresentam elevada capacidade de aderéncia
a superficies e tolerancia a agentes de limpeza convencionais, caracteristicas que
podem favorecer a persisténcia ambiental e a recontaminagéo do produto (MARTINS
et al., 2016; ROSSI et al., 2018).

Estes achados, longe de representarem uma critica a tradicado produtiva,
constituem informagdes valiosas que podem orientar estratégias de controle de
qualidade e valorizagdo do queijo serrano, contribuindo para que os produtores
alcancem padrdes de exceléncia reconhecidos e ampliem a confianga dos
consumidores.

A persisténcia desses microrganismos esta frequentemente associada a
formacao de biofilmes por bactérias em superficies de contato com alimentos, um
fendbmeno cientifico de grande relevancia para a compreensdo da persisténcia
microbiana em ambientes de produgdo artesanal, uma vez que células organizadas
em biofilmes apresentam maior resisténcia a processos de higienizagdo e podem
atuar como reservatorios continuos de microrganismos (ROSSI et al.,, 2018;
CARRASCOSA et al., 2012).

No contexto da produgdo do queijo serrano, as prateleiras de maturagéo,
frequentemente confeccionadas em madeira e submetidas a ciclos repetidos de uso,
representam superficies de particular interesse para investigacdo da formagao de

biofilmes por E. coli e S. aureus, microrganismos que, quando presentes no leite cru,



nas prateleiras ou no queijo, podem comprometer a qualidade microbiolégica do
produto e limitar seu potencial de comercializagao (MELO et al., 2013; ROSSI et al.,
2018).

Diante desse cenario, compreender os mecanismos de adesio, colonizacio e
persisténcia de E. coli e S. aureus nas diferentes etapas da cadeia produtiva, desde o
leite cru, passando pelas prateleiras de maturagdo, até o queijo maturado, é
fundamental para o desenvolvimento de protocolos de higienizagao eficazes,
adaptados a realidade das queijarias artesanais e para a proposi¢gao de medidas de
controle que respeitem a tradigdo produtiva ao mesmo tempo em que assegurem a
seguranga alimentar (FEITOSA et al., 2016; DALMINA et al., 2020).

Neste contexto, a presente pesquisa investigou cepas de Staphylococcus
aureus formadoras de biofilme isoladas de leite cru, prateleiras de maturacéo e queijo
artesanal serrano, bem como cepas de Escherichia coli isoladas de prateleiras de
maturacao e queijo artesanal serrano, com o objetivo de gerar conhecimento cientifico
aplicado que possa subsidiar agdes de capacitacao, aprimoramento de Boas Praticas
de Fabricagao e fortalecimento da cadeia produtiva.

Assim, este estudo insere-se como ferramenta de apoio aos produtores,
visando contribuir para a garantia da exceléncia e segurangca do produto e,
consequentemente, para o fortalecimento da cadeia produtiva e a ampliagédo do

reconhecimento do queijo serrano no mercado nacional e internacional.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Queijo artesanal Serrano em Santa Catarina

O queijo artesanal serrano é um produto tipico dos campos de altitude de Santa
Catarina, representando uma importante expressao da cultura alimentar e da
identidade regional do sul do Brasil (PONTAROLO et al., 2017). Produzido
tradicionalmente a partir de leite cru de bovinos, este queijo constitui nao apenas um
alimento de valor nutricional, mas também um patriménio cultural imaterial que reflete
saberes e praticas transmitidos ao longo de geragdes (SANTILLI, 2015).

A historia do queijo serrano remonta ao ciclo do tropeirismo iniciado por volta
de 1730, quando colonizadores portugueses trouxeram o conhecimento tradicional de
fabricacdo de queijos, adaptando-o as condi¢des locais. Este "saber-fazer" foi sendo
moldado ao longo dos séculos pelas caracteristicas especificas do territério, incluindo
o clima de altitude, as pastagens nativas e as ragas bovinas adaptadas a regiao
(FREITAS, 2016; SILVEIRA, 2018). Do ponto de vista econdmico, mais de 2 mil
familias em Santa Catarina dedicam-se a produgdo deste queijo, sendo que para
aproximadamente 90% delas o produto representa a principal ou a segunda fonte de
renda familiar (PACHOUD; SCHERMER, 2019). A relagao intrinseca entre a producao
do queijo e a conservagao dos campos nativos evidencia como praticas culturais
tradicionais podem contribuir para a sustentabilidade ambiental e a manutencéo da
biodiversidade regional (VIEIRA et al., 2017; TRABAQUINI et al., 2019).

Considerando esta importancia histoérica, cultural e econémica, o processo de
produgao tradicional merece atencgao especial. A principal caracteristica na fabricacao
€ a utilizacao do leite cru de bovinos, sem tratamento térmico prévio, proveniente de
animais criados em sistema extensivo nos campos nativos (PONTAROLO et al.,
2017). O processo segue técnicas tradicionais transmitidas entre geragoes,
caracterizando-se pela fabricagdo manual: coagulagao do leite cru, corte da coalhada,
dessoragem, prensagem e salga, seguidas pelo periodo de maturagédo (SOUZA et al.,
2003). A maturagcdo constitui etapa fundamental, durante a qual ocorrem
transformagdes bioquimicas e microbiolégicas que conferem ao produto suas
caracteristicas sensoriais distintivas. Dalmina et al. (2020) avaliaram o tempo minimo
de maturagcdo antes da comercializagdo, considerando aspectos de seguranca e

qualidade, enquanto Stroher et al. (2024) demonstraram que a temperatura é fator



determinante na dinadmica microbiana durante a maturacéo.

Como resultado deste processo tradicional, o queijo serrano apresenta
caracteristicas fisico-quimicas que variam em fungdo da composicado do leite, das
condi¢des de fabricacdo e do tempo de maturacéo, refletindo a variabilidade inerente
a producéo artesanal (SOUZA et al., 2003; PONTAROLO et al., 2017). A microbiota &
complexa e diversificada, incluindo bactérias laticas, leveduras e fungos que
contribuem para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais (DELAMARE et al.,
2012; PEREIRA, 2019). O uso de leite cru e a maturagdo prolongada conferem
caracteristicas sensoriais uUnicas, apreciadas pelos consumidores e associadas a
identidade do produto (DELAMARE et al., 2012).

Diante da relevancia socioeconémica e cultural deste produto, o Estado de
Santa Catarina desenvolveu marco regulatério especifico para disciplinar sua
producdo e comercializacido. A Lei n® 17.003, de 1° de setembro de 2016, representa
o principal instrumento legal estadual sobre o queijo artesanal serrano, estabelecendo
definicdes, requisitos de producéao, condigdes de comercializagao e responsabilidades
dos produtores (SANTA CATARINA, 2016). Esta lei define o queijo artesanal serrano
como aquele produzido na regido delimitada dos Campos de Altitude da Serra Geral
Catarinense, elaborado exclusivamente com leite cru integral de vaca, por métodos
tradicionais, com vinculagao ao terroir da regido, e maturado por periodo minimo
estabelecido em regulamento. Posteriormente, o Decreto n® 1.238, de 19 de julho de
2017, regulamentou a Lei n® 17.003/2016, detalhando aspectos técnicos da produgao,
incluindo requisitos sanitarios, procedimentos de registro de produtores, condi¢gdes de
infraestrutura das queijarias, critérios de qualidade da matéria-prima e do produto final,
além de normas para rotulagem e rastreabilidade (SANTA CATARINA, 2017). O
decreto estabelece que o periodo minimo de maturacdo deve ser de 60 dias para
queijos produzidos com leite cru, visando garantir a seguranga microbioldgica do
produto.

Complementarmente, a Lei n°® 17.486, de 16 de janeiro de 2018, dispde sobre
a produgao e comercializagdo de queijos artesanais de leite cru e adota outras
providéncias, estabelecendo diretrizes gerais aplicaveis a diferentes tipos de queijos
artesanais catarinenses (SANTA CATARINA, 2018). Mais recentemente, a Lei n°
18.612, de 20 de janeiro de 2023, alterou a Lei n° 17.003/2016, introduzindo
disposi¢cdes sobre capacitagao obrigatoria de produtores e responsabilidade técnica,

reforcando a importancia da qualificagdo profissional para garantia da qualidade e



seguranga dos produtos (SANTA CATARINA, 2023). A Companhia Integrada de
Desenvolvimento Agricola de Santa Catarina (CIDASC), 6rgao oficial de defesa
sanitaria animal do estado, desempenha papel fundamental na implementacao desta
legislagdo, sendo responsavel pela fiscalizagdo, registro de produtores, inspecao de
estabelecimentos e certificagdo dos queijos artesanais serranos produzidos no estado
(SANTA CATARINA, 2016; SANTA CATARINA, 2017; SANTA CATARINA, 2018;
SANTA CATARINA, 2023).

Este conjunto de leis representa importante avango no reconhecimento e
valorizagdo do queijo artesanal serrano, ao mesmo tempo em que estabelece
parametros para garantir a segurancga alimentar dos consumidores. No entanto, a
adequacao as exigéncias legais constitui desafio para muitos produtores tradicionais,
especialmente considerando aspectos relacionados a infraestrutura das queijarias,
controle de qualidade da matéria-prima e cumprimento de requisitos sanitarios
(SANTA CATARINA, 2016; SANTA CATARINA, 2017; SANTA CATARINA, 2018;
SANTA CATARINA, 2023).

A qualidade e a segurangca microbiolégica do queijo artesanal serrano
constituem preocupacdes centrais, especialmente considerando o uso de leite cru na
fabricagdo. Pontarolo et al. (2017) avaliaram a qualidade e a seguranga de queijos
artesanais produzidos na regido serrana de Santa Catarina, identificando nao
conformidades microbiolégicas em relagdo a microrganismos indicadores e
patogénicos. Melo, Dalmina, Pereira et al. (2013) evidenciaram a presenga de
microrganismos indicadores de contaminacdo fecal e de patdgenos em algumas
amostras, demonstrando que contaminagdes durante o processo de produgao e
maturacdo impactam diretamente a qualidade do produto.

Entre os patégenos de maior preocupagado destacam-se Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Gnecco et al. (2024) identificaram a presenca destes
microrganismos acima do permitido pela legislagdo em amostras de queijos
artesanais, sendo que 75% apresentaram coliformes a 35 °C, e isolaram cepas
multirresistentes, indicando risco a saude dos consumidores. A presenca destes
microrganismos pode estar relacionada a contaminagdes durante a ordenha, o
processamento ou a maturagao, evidenciando a necessidade de adoc¢ao de boas
praticas de higiene em todas as etapas da cadeia produtiva (PONTAROLO et al.,
2017).

Somando-se a isso a capacidade de S. aureus e E. coli de formar biofilmes em



superficies de equipamentos e utensilios utilizados na produgao de queijos artesanais
emerge como aspecto critico que merece investigagao aprofundada, pois os biofilmes
conferem aos microrganismos maior resisténcia a agentes antimicrobianos e
dificultam os processos de higienizagcédo, podendo representar fonte persistente de
contaminagao na cadeia produtiva do queijo artesanal serrano (ROSSI et al., 2018;
CARRASCOSA et al., 2012).

2.2 Principais microrganismos

A produgao de queijos artesanais envolve uma microbiota complexa, na qual
coexistem microrganismos benéficos responsaveis pelas caracteristicas sensoriais
desejaveis e microrganismos patogénicos ou indicadores de contaminagdo que
podem representar riscos a seguranca alimentar. Entre os patdgenos de maior
relevancia em produtos lacteos, Staphylococcus aureus e Escherichia coli destacam-
se pela capacidade de colonizar diferentes pontos da cadeia produtiva, desde o leite
cru até as superficies de maturacédo, e pela habilidade de formar biofiimes que
dificultam sua eliminagdo (CRAMTON et al., 1999; GOTZ, 2002). O estudo desses
microrganismos em cepas isoladas de leite cru, prateleiras de madeira de maturacao
e queijo artesanal serrano €& fundamental para compreender os mecanismos

moleculares de adesao e persisténcia no ambiente de producio artesanal.

2.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, anaerdbia facultativa,
pertencente a familia Staphylococcaceae. Apresenta morfologia de cocos agrupados
em forma de cachos de uva, catalase positiva e coagulase positiva, caracteristicas
que a diferenciam de outras espécies do género (GOTZ, 2002). Este microrganismo
€ amplamente distribuido na natureza, sendo encontrado na pele, mucosas e trato
respiratorio de humanos e animais, o que facilita sua introdug&o na cadeia produtiva
de alimentos, incluindo o leite cru e os ambientes de processamento de queijos
artesanais (MCMILLAN et al., 2016).

Além da capacidade de formar biofilmes, S. aureus pode produzir uma

variedade de toxinas que contribuem para sua patogenicidade. Entre as principais



toxinas produzidas por esta espécie, destacam-se as enterotoxinas estafilocdcicas
classicas (SEA, SEB, SEC, SED e SEE), que atuam como superantigenos e sao
responsaveis por quadros de intoxicagdo alimentar eméticos (DINGES et al., 2000;
FISHER et al., 2018).

Além das enterotoxinas classicas, foram descritas numerosas enterotoxinas
novas e enterotoxinas-similes (SEG, SEH, SEI, SEJ, SEIK a SEIY, entre outras), que
ampliam o espectro de viruléncia da espécie (FISHER et al., 2018). S. aureus também
produz hemolisinas, como a toxina alfa (alfa-hemolisina, codificada pelo gene hla) e a
toxina beta (beta-hemolisina, codificada pelo gene hib), que medeiam a lise de células
e participam da viruléncia em infecgdes teciduais (DINGES et al., 2000). Entretanto, a
capacidade de produzir essas toxinas ndo € uniforme entre todas as cepas de S.
aureus: os genes que codificam as enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see, entre
outros) estdo frequentemente localizados em elementos genéticos modveis, como
plasmideos, fagos e ilhas de patogenicidade, o que resulta em grande variabilidade
entre as linhagens quanto ao repertério e ao nivel de expressao de toxinas (JOHLER
et al., 2016; FISHER et al., 2018).

Estudos de prevaléncia em isolados de alimentos, incluindo leite cru e queijos,
demonstraram que a frequéncia de genes de enterotoxinas varia amplamente entre
regides e tipos de alimentos, com taxas que podem atingir 50% ou mais dos isolados
em alguns levantamentos (AFIFI et al., 2011; MACHADO et al., 2020), enquanto
outros reportam frequéncias mais baixas (KORPYSA-DZIRBA; OSEK, 2011). Essa
heterogeneidade genética e fenotipica explica por que algumas cepas de S.
aureus causam surtos de intoxicacdo alimentar, enquanto outras, mesmo
pertencendo a mesma espécie, nado produzem enterotoxinas detectaveis
(HENNEKINNE et al., 2012).

A capacidade de S. aureus de formar biofilmes em superficies bidticas e
abidticas € mediada principalmente pela sintese de polissacarideo de adeséao
intercelular (PIA, do inglés polysaccharide intercellular adhesin), também denominado
poli-N-acetilglucosamina (PNAG) (ARCIOLA et al., 2015). A producédo deste
exopolissacarideo € codificada pelo operon ica (intercellular adhesion), composto
pelos genes icaA, icaD, icaB e icaC, organizados em um unico locus cromossémico
(CRAMTON et al., 1999).

O gene icaA codifica uma N-acetilglucosaminiltransferase responsavel pela

sintese de oligbmeros de [-1,6-N-acetilglucosamina, enquanto icaD codifica uma



proteina que potencializa a atividade enzimatica de IcaA, sendo essencial para a
producdo de cadeias longas de PIA (CRAMTON et al., 1999; GOTZ, 2002). O
gene icaC estad envolvido na exportagdo do polissacarideo através da membrana
celular, e icaB participa da desacetilagcdo parcial do polimero, conferindo carga
positiva a molécula e faciltando sua interagcdo com superficies carregadas
negativamente (ARCIOLA et al., 2015).

A expressao do operon ica é regulada por multiplos fatores ambientais e
genéticos. Condi¢des de anaerobiose, comuns em biofilmes maduros e em nichos de
maturagao de queijos, induzem a expressao de icaADBC e aumentam a produgéo de
PIA (CRAMTON et al., 2001). O repressor transcricional IcaR liga-se a regiao
promotora do operon ica e inibe sua transcricédo; a identificagdo de uma sequéncia de
5 nucleotideos critica para a ligagao de IcaR ao DNA permitiu compreender melhor o
controle negativo da formagao de biofiime (JEFFERSON et al., 2003). Além disso,
reguladores globais como SarA desempenham papel essencial na ativagdo da
transcricao de icaADBC, sendo demonstrado que SarA, e nao o fator sigma alternativo
oB, é indispensavel para o desenvolvimento de biofilme em S. aureus (VALLE et al.,
2003).

Estudos mais recentes identificaram cascatas regulatérias complexas, nas
quais o fator Rbf ativa o regulador SarX, que por sua vez € necessario para a
expressao de icaADBC e formacao de biofilme (CUE et al., 2013). A descoberta de
novos repressores do locus ica em isolados clinicos produtores de biofilme ampliou o
entendimento sobre a diversidade de mecanismos regulatérios em diferentes
linhagens de S. aureus (YU et al., 2017).

A formacao de biofilmes por S. aureus em superficies de processamento de
alimentos, incluindo prateleiras de madeira utilizadas na maturagdo de queijos
artesanais, representa um desafio para o controle microbiolégico. A matriz extracelular
do biofilme, composta por PIA/PNAG, proteinas e DNA extracelular, confere protecao
contra agentes antimicrobianos e sanitizantes, dificultando a eliminagcdo das células
bacterianas (O'GARA, 2007; ARCIOLA et al., 2015).

Estudos demonstraram que compostos como o acido galico podem exercer
efeito anti-biofilme especifico sobre S. aureus ao regular negativamente a expresséo
do operonica(LIU et al, 2017). Além disso, a inibicdo da N-
acetilglucosaminiltransferase, enzima-chave na sintese de PIA, pode aumentar a

suscetibilidade de biofilmes de S. aureus a agentes antimicrobianos (SIALA et al.,



2016).

No contexto da producao de queijos artesanais, cepas de S. aureus isoladas
de leite cru, prateleiras de madeira de maturagcdo e do proprio queijo podem
apresentar variabilidade na capacidade de formar biofilmes, dependendo da presenca
e funcionalidade do operon ica e de seus reguladores (ARCIOLA et al., 2006; MELO
et al., 2013). A caracterizacdo molecular dessas cepas, incluindo a detecgdo dos
genes icaA, icaD e icaC, é fundamental para avaliar o potencial de persisténcia

ambiental e o risco associado a contaminac¢ao cruzada durante o processo produtivo.

2.2.2 Escherichia coli

A Escherichia colié uma bactéria Gram-negativa, anaerodbia facultativa,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Apresenta morfologia de bastonetes curtos,
€ catalase positiva e oxidase negativa, constituindo parte da microbiota comensal de
humanos e animais homeotérmicos (JAY, 2005; MADIGAN et al., 2016). Embora a
maioria das linhagens de E. coli ndo seja patogénica, sua presenga em produtos
lacteos € monitorada como um importante indicador das condi¢cdes de higiene e das
praticas de manipulagao durante o processamento (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004).

A capacidade da E. colide interagir com superficies e compor biofilmes é
mediada por estruturas de adesao, especialmente as fimbrias (ou pili), que facilitam a
colonizagao de nichos bidticos e abiéticos (BELOIN et al., 2008). Entre os fatores de
adesdao mais estudados, destacam-se as fimbrias tipo 1 e as fimbrias P
(pap, pyelonephritis-associated pili). O gene fimC codifica uma chaperona
periplasmatica indispensavel para a montagem correta das fimbrias tipo 1, as quais
promovem a adesao inicial em superficies e sdo cruciais para a estabilidade do
biofilme em ambientes de processamento (KLEMM, 1992; PRATT; KOLTER, 1998).
Ja o gene papG codifica a adesina localizada na extremidade das fimbrias P, sendo
responsavel pelo reconhecimento especifico de receptores glicolipidicos
(LINDBERG et al., 1987).

A regulacdo dessas estruturas envolve uma rede complexa de fatores
transcricionais. O gene crf codifica uma proteina que atua como um modulador do

fator sigma alternativo (RpoS), coordenando a expressao de genes voltados a



resposta ao estresse e a sintese da matriz extracelular (BOUGDOUR et al., 2004). A
proteina Crl aumenta a afinidade de RpoS pela RNA polimerase, o que potencializa a
producdo de curli e outros componentes essenciais para a arquitetura do biofilme
(HENGGE, 2009).

No contexto do Queijo Artesanal Serrano, a identificagdo dos genes fimC, papG
e crl em cepas isoladas de prateleiras de maturacédo e do queijo contribui para
compreender como esses microrganismos podem persistir no ambiente produtivo.
Esse achado n&o deve ser interpretado como caracteristica intrinsecamente negativa
do produto, mas como informacao técnica relevante para o aprimoramento das Boas
Praticas de Fabricagao (BPF). A caracterizagao do potencial de formacéao de biofilmes
auxilia os produtores no refinamento dos protocolos de higienizagao, garantindo a
preservacao da tradigdo artesanal com elevados padrées de seguranga e qualidade
(SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2010).

2.3 Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades microbianas complexas caracterizadas por células
bacterianas aderidas a superficies bidticas ou abidticas, envoltas por uma matriz
extracelular de origem microbiana (DUFOUR et al., 2010; HQGIBY et al., 2010). Essa
organizagao estruturada representa uma forma emergente de vida bacteriana, na qual
0s microrganismos exibem comportamentos cooperativos e propriedades fenotipicas
distintas daquelas observadas em células planctdnicas (FLEMMING et al., 2016).

A capacidade de formar biofilmes € amplamente distribuida entre espécies
bacterianas patogénicas, incluindo Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
constituindo um importante fator de viruléncia associado a infecgbes persistentes e
cronicas (BEAUDOIN et al., 2016; MAUNDERS et al., 2017).

A matriz polimérica extracelular (MPE), também denominada matriz de
substancias poliméricas extracelulares (EPS), constitui o principal componente
estrutural dos biofilmes, representando aproximadamente 90% da biomassa total
(NADELL et al, 2016; FLEMMING et al., 2016). Essa matriz é composta
predominantemente por agua (cerca de 97%), além de exopolissacarideos, proteinas,
acidos nucleicos extracelulares (eDNA) e lipidios (MAUNDERS et al., 2017; KANWAR

etal., 2019; PINTO et al., 2020). Os exopolissacarideos e proteinas formam uma fase



gel que confere estabilidade mecéanica e estrutural ao biofilme, promovendo a
ancoragem das células bacterianas a superficie e entre si (MAUNDERS et al., 2017;
KANWAR et al., 2019). O DNA extracelular desempenha fungdes cruciais na adesao
inicial, agregacé&o celular e coesdo da matriz, contribuindo para a estabilizacdo da
arquitetura tridimensional do biofiime (NADELL et al., 2016; PINTO et al., 2020;
SINGH et al.,, 2021). Além de sua fungao estrutural, a MPE atua como barreira
protetora contra agentes antimicrobianos, resposta imune do hospedeiro e condigdes
ambientais adversas (FERRERES et al., 2023; ZHAO et al., 2023).

O processo de formagao de biofiimes é dinamico e ocorre em estagios
sequenciais bem definidos. Inicialmente, ocorre a adesao bacteriana reversivel a
superficie, mediada por interagdes fisico-quimicas fracas, seguida pela adeséao
irreversivel, na qual estruturas de superficie bacteriana, como fimbrias e adesinas,
estabelecem ligacées mais fortes com o substrato (DUFOUR et al., 2010; KANWAR
et al., 2019; ABBAS et al., 2025). Subsequentemente, as células aderidas proliferam
e formam microcoldnias, iniciando a produgcao da matriz extracelular (FLEMMING et
al., 2016; KANWAR et al., 2019).

Durante a fase de maturagdo, o biofiime desenvolve uma arquitetura
tridimensional complexa, caracterizada por canais de agua que facilitam o transporte
de nutrientes e a remocgao de metabdlitos (NADELL et al., 2016; FERRERES et al.,
2023; ZHAO et al., 2023). A regulacdo desses processos envolve sistemas de
comunicagao celular, como o quorum sensing, € mensageiros secundarios, como o
diguanilato ciclico (c-di-GMP), que modulam a expressao de genes relacionados a
formacao e manutencao do biofilme (MAUNDERS et al., 2017; KANWAR et al., 2019;
ABBAS et al., 2025). Por fim, ocorre a dispersao de células plancténicas a partir do
biofiilme maduro, permitindo a colonizagcdo de novos sitios e a disseminagao da
infecgdo (FLEMMING et al., 2016; FERRERES et al., 2023).

A organizagao em biofilmes confere as bactérias resisténcia significativamente
aumentada aos agentes antimicrobianos, representando um desafio clinico importante
no tratamento de infecgdes (HDIBY et al., 2010; GRANDE et al., 2020; URUEN et al.,
2020). Multiplos mecanismos contribuem para essa resisténcia. A matriz extracelular
atua como barreira fisica que limita a difusdo e penetracao de antibiéticos, reduzindo
a concentragao efetiva do farmaco nas camadas mais profundas do biofiime (HGIBY
et al.,, 2010; NADELL et al., 2016; PINTO et al., 2020; POWELL et al., 2021). A

heterogeneidade metabdlica dentro do biofilme, com células em diferentes estados



fisiolégicos, resulta em populagdes de crescimento lento ou metabolicamente inativas
nas regides mais profundas, onde a disponibilidade de oxigénio e nutrientes ¢é limitada
(KANWAR et al., 2019; GRANDE et al., 2020).

Essas células, denominadas células persistentes, apresentam tolerancia
intrinseca a antibiéticos que dependem de processos metabdlicos ativos para exercer
sua agao bactericida (BEAUDOIN et al., 2016; URUEN et al., 2020; FERRERES et al.,
2023). Adicionalmente, a comunicagao via quorum sensing regula a expressao de
genes de viruléncia e resisténcia, enquanto a transferéncia horizontal de genes facilita
a disseminagao de determinantes de resisténcia antimicrobiana entre as células do
biofilme (JORGE et al., 2019; GRANDE et al., 2020; SINGH et al., 2021; ABBAS et al.,
2025). A combinagao desses mecanismos resulta em niveis de resisténcia que podem
ser de 10 a 1000 vezes superiores aos observados em células planctonicas da mesma
espécie (HGIBY et al., 2010; MITTAL, 2019).

A deteccao da capacidade de formacgao de biofilmes por isolados bacterianos
€ fundamental para a caracterizagao fenotipica e avaliagdo do potencial patogénico
(FREEMAN et al., 1989; ARCIOLA et al., 2002).

2.4 Método do agar vermelho congo para detec¢ao de biofilme

Entre os métodos fenotipicos disponiveis para a detec¢cao da capacidade de
formagdo de biofilme por bactérias, destaca-se o uso do Agar Vermelho Congo
(Congo Red Agar; CRA). O método CRA é uma técnica fenotipica amplamente
utilizada para a deteccdo qualitativa da formacado de biofilme, especialmente em
estafilococos, sendo também empregado em estudos com outras bactérias de
interesse em alimentos (MELO, P. C. et al., 2013; VASIL et al., 2017). A metodologia
se baseia na producdo de uma matriz extracelular rica em polissacarideos, como o
polissacarideo intercelular de adesao (PIA), que interage com o corante Congo Red
presente no meio, resultando na formacao de colénias escuras, de coloracao preta ou
vermelho intensa, indicativas de producéo de slime e biofime (DHANAWADE et al.,
2010; MELO et al., 2013).

O principio do método consiste em cultivar isolados bacterianos em meio agar
suplementado com o corante Congo Red e avaliar a morfologia e coloragado das

coldnias para inferir a produgao de slime ou biofilme, frequentemente associada a



sintese de PIA/PNAG (MELO et al., 2013; ABDEL HALIM et al., 2018). Colbnias
produtoras de slime exibem coloragado escura (preta) ou mucoide no CRA, o que é
interpretado como presumivel producdo de PIA/PNAG, enquanto colénias nao
produtoras apresentam coloragdo vermelha ou rosa (MELO et al., 2013; GUNGOR et
al., 2023). Variagbées na composigao do meio, como a suplementagdo com sacarose
ou glicose, e diferengas nos protocolos de incubagao podem alterar a reprodutibilidade
e a correlagao com marcadores genotipicos (LOS et al., 2010; VASIL et al., 2017).

Woznicova, Votava e Skalka (1993 apud MELO et al., 2013) relataram
sensibilidade de 85% e especificidade de 99% para o CRA em comparagao com o
método de Christensen para deteccao de biofiime em estafilococos coagulase-
negativos. Vasil et al. (2017) observaram sensibilidade de 94,44% e especificidade de
66,66% para S. aureus isolados de leite ovino, utilizando o método de microtitulacéo
como referéncia. Por outro lado, Abdel Halim et al. (2018) reportaram sensibilidade
muito baixa (0,9%) e especificidade de 97,4% para estafilococos clinicos quando
comparado ao método de cultura em placa de tecido (tissue culture plate), indicando
que o CRA pode apresentar baixa sensibilidade para isolados com producéo fraca de
biofilme ou mecanismos ica-independentes.

Estudos que avaliaram a aplicagcdo do CRA em isolados de origem alimentar
mostraram que seu desempenho depende da espécie. Glngor et al. (2023) avaliaram
135 isolados de origem alimenticia e observaram que a sensibilidade do CRA foi alta
para S. aureus (~97%), mas muito baixa para E. coli (~13%), recomendando a
complementacdo com métodos quantitativos, como o ensaio de microplaca, para
maior confiabilidade. Esses resultados indicam que o CRA é mais eficaz para a
triagem de produtores de biofilme em Staphylococcus spp. do que em E. coli, devido
a diferengas na composi¢ao da matriz extracelular e nos mecanismos de adesao entre
essas espécies (MELO et al., 2013; GUNGOR et al., 2023).

Correlagdes estatisticas entre a presenca de genes do
operon ica (icaA, icaD, icaADBC) e o fenétipo positivo no CRA foram observadas em
diversos estudos, indicando que colénias CRA-positivas frequentemente coincidem
com a producgao de PIA/PNAG detectada por métodos genotipicos ou imunoquimicos
(ARCIOLA et al., 2006; DHANAWADE et al., 2010). Entretanto, isolados que formam
biofilme por mecanismos ica-independentes, como aqueles mediados por proteinas
de superficie (MSCRAMMSs), podem escapar a detecgdo pelo CRA, resultando em
falsos negativos (AHMAD et al., 2022).



O CRA apresenta limitagbes importantes: a variabilidade nos resultados
dependendo da formulagdo do meio e das condi¢gdes de incubagdo, a natureza
qualitativa (ndo quantitativa) do teste, e a baixa sensibilidade para produtores fracos
de biofilme ou para isolados de espécies como E. coli (VASIL et al., 2017; ABDEL
HALIM et al., 2018; GUNGOR et al., 2023).

Diante dessas limitagdes, embora métodos fenotipicos como o CRA permitam
uma triagem inicial eficiente, a confirmagao da capacidade de formagao de biofilme
pode ser aprimorada por meio da identificagdo de genes associados a produgéo da
matriz extracelular e a ades&o bacteriana (ARCIOLA et al., 2006; DHANAWADE et al.,
2010; LOS et al., 2010).

Nesse contexto, a Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido
amplamente utilizada para a detecgao genotipica de genes relacionados a formagao
de biofilmes, oferecendo maior especificidade e sensibilidade na caracterizagao dos
isolados (ARCIOLA et al., 2006; DHANAWADE et al., 2010; LOS et al., 2010). A
combinagao de métodos fenotipicos (CRA e ensaio de microtitulagdo) com métodos
genotipicos (PCR para genes icaA, icaD, fimC, papG, crl) é recomendada para uma
caracterizagao mais completa do potencial de formagao de biofilme em cepas isoladas
ao longo da cadeia produtiva do queijo artesanal serrano (ARCIOLA et al., 2006;
MELO et al., 2013).

2.5 Deteccao de genes associados a biofilme por PCR

Genes associados a formacéao de biofilme podem ser detectados por diferentes
abordagens de PCR, incluindo PCR convencional, PCR multiplex e PCR em tempo
real (QPCR). A escolha do método depende da finalidade da analise, sensibilidade
desejada e infraestrutura laboratorial disponivel. A PCR convencional € amplamente
utilizada para a identificagdo de loci do operon ica (icaA, icaD, icaC e genes
adjacentes) em Staphylococcus spp., com protocolos que amplificam fragmentos
especificos e permitem comparar perfis genotipicos entre isolados clinicos e
ambientais (BALLAH et al., 2022).

Estudos aplicaram esta técnica a colegbes numerosas de isolados e
correlacionaram a presenga de genes ica com a capacidade de formacgao de biofilme

em testes fenotipicos, demonstrando frequéncia variavel entre populacdes de



diferentes origens (ARCIOLA et al., 2005; HOVEIDA et al., 2019). Em isolados de
alimentos, os genes icaA e icaD foram detectados em proporgdes variadas, com
frequéncias que podem atingir 35,7% para icaA e 26,2% para icaD em estafilococos
de diferentes fontes alimentares (BALLAH et al., 2022). A coexpressao de icaA e icaD
€ necessaria para a sintese plena do polissacarideo intercelular de adeséo (PIA), de
modo que a presencga isolada de um gene pode n&o predizer totalmente a produgao
de biofilme (HOVEIDA et al., 2019).

A PCR multiplex tem sido implementada para detectar varios genes do operon
ica (e outros alvos) em uma unica reagao, reduzindo tempo e reagentes para analises
em larga escala (ARCIOLA et al., 2005, DEMIR et al., 2020; CHAJECKA-
WIERZCHOWSKA et al., 2023). Um protocolo multiplex foi desenvolvido para detectar
as cinco unidades do locus ica (icaR, icaA, icaD, icaB, icaC) e aplicado a 400 isolados
clinicos, correlacionando perfil genético e produgcdo de biofiime (ARCIOLA et al.,
2005). Protocolos especificos para icaABCD também foram utilizados em isolados de
S. capitis, inclusive em amostras fenotipicamente nao formadoras de biofiime,
demonstrando que a presencga dos genes nao garante necessariamente a expressao
fenotipica (BERTELLONI et al., 2018).

Estudos validaram protocolos multiplex comparando-os com testes fenotipicos,
como o Agar Vermelho Congo, mostrando utilidade em triagens epidemiolédgicas e
investigacdes de surtos (ARCIOLA et al., 2005). As vantagens incluem a redugao de
tempo e materiais, a capacidade de triagem ampla e a geragdo de perfis de
presencga/auséncia por isolado; entretanto, a técnica requer otimizacao cuidadosa de
primers e condicdes de reagdo para evitar competicdo entre amplicbes e falso-
negativos por inibicdo preferencial (ARCIOLA et al., 2005, CHAJECKA-
WIERZCHOWSKA et al., 2023).

Nos métodos de PCR convencional e multiplex, o produto amplificado €&
visualizado por eletroforese em gel de agarose utilizando-se corantes intercalantes
fluorescentes de alta sensibilidade e segurancga, como o SYBR Safe ou o GelRed, em
substituicdo ao tradicional brometo de etidio devido a sua toxicidade e potencial
mutagénico (LUNN; SANSONE, 1987). A analise é realizada mediante a comparacéo
dos tamanhos dos fragmentos amplificados com marcadores de peso molecular e a
validagao por meio de controles positivos e negativos (ARCIOLA et al., 2005; DEMIR
et al., 2020; VISHOVAN et al., 2021).

A literatura demonstra que métodos genotipicos (PCR convencional e



multiplex) e fenotipicos (Agar Vermelho Congo, método de microtitulacdo) sdo
complementares, uma vez que frequentemente apresentam discordancia entre si
(ZMANTAR et al., 2006; AZMI et al., 2019). Casos foram reportados em que isolados
portavam genes ica mas ndo apresentavam biofilme espontaneo em condi¢des
padrdo, ou vice-versa, o que indica regulagdo variavel da expressdo génica e
dependéncia de estimulos ambientais (ZMANTAR et al., 2006; ARCIOLA et al., 2005).

Estudos em produtos alimenticios detectaram altas taxas de capacidade de
formar biofilme por métodos fenotipicos, com porcentagens variaveis de deteccao de
genes ica por PCR em leite, laticinios e outros alimentos (FERREIRA et al., 2014;
VISHOVAN et al., 2021; BALLAH et al., 2022). A PCR pode identificar predisposicao
genética com boa especificidade para o operon ica, mas nao substitui ensaios
fenotipicos, porque a expressao do fendtipo pode ser induzida ou silenciada, afetando
a sensibilidade funcional em condigdes de cultivo (ZMANTAR et al., 2006; ARCIOLA
et al., 2005).

Para vigilancia em ambientes de produgao de alimentos e investigagao clinica,
a combinacao de triagem molecular (PCR convencional ou multiplex) com ensaios
fenotipicos (método de microtitulacdo e Agar Vermelho Congo) fornece um retrato
mais completo da capacidade de formagao de biofilme e do risco de persisténcia ou
contaminagdo (FERREIRA et al.,, 2014; BALLAH et al., 2022; CHAJECKA-
WIERZCHOWSKA et al., 2023).

A identificacéo fenotipica e genotipica da capacidade de formagéo de biofilme
em bactérias isoladas de ambientes de producdo de alimentos é fundamental néo
apenas para fins diagnésticos e de pesquisa, mas também para embasar estratégias
de controle microbiolégico, especialmente em contextos de produgao artesanal, onde
a persisténcia de microrganismos formadores de biofime em superficies de
maturagdo pode representar um desafio para a seguranga alimentar (FERREIRA et
al., 2014; AZMl et al., 2019; BALLAH et al., 2022).
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4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar o potencial de formagdo de biofime em cepas de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus isoladas de Queijo Artesanal Serrano, leite cru e prateleiras

de maturacao.

4.2 ESPECIFICO

1. Avaliar fenotipicamente a capacidade de formacao de biofiime de cepas
de Staphylococcus aureus e Escherichia coli previamente isoladas de leite cru,
Queijo Artesanal Serrano e prateleiras de maturagéo;

2. Detectar a presenga dos genes icaA, icaD, icaC do operon ica em cepas
de Staphylococcus aureus por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR);

3. Identificar genes relacionados a adesdo e formagdo de biofilme
(fimC, papG e crl) em cepas de Escherichia coli por PCR,;

4. Correlacionar os perfis fenotipicos de formagao de biofilme com a presencga dos

genes avaliados nas cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.



5 ARTIGO - POTENCIAL DE FORMAGAO DE BIOFILME DE Escherichia coli E
Staphylococcus aureus ISOLADAS DE QUEIJO ARTESANAL SERRANO NO
ESTADO DE SANTA CATARINA.

5.1 RESUMO

O Queijo Artesanal Serrano € um queijo de massa crua prensada, com textura
semifirme a dura, coloracdo amarelo-palha e sabor levemente acido e picante,
produzido na regido serrana de Santa Catarina a partir de leite cru bovino. Sua
identidade unica resulta do processo tradicional de maturacdo por no minimo 60 dias
em prateleiras de madeira de araucaria, que conferem caracteristicas sensoriais
diferenciadas e reconhecidas pela Indicacdo Geografica. A producao é regulamentada
pela Lei Estadual n°® 17.003/2016 e pelo Decreto n® 1.238/2017, sendo submetida a
inspecao sanitaria oficial, o que estabelece requisitos de qualidade e seguranca
alimentar e contribui para a valorizagcdo da tradigdo e da inocuidade do produto. No
contexto do aprimoramento continuo das boas praticas de fabricagdo, a compreensao
dos mecanismos de persisténcia microbiana, como a formacgado de biofilmes, é
fundamental para o controle de qualidade ao longo da cadeia produtiva. Este estudo
teve como objetivo investigar a capacidade de formacdo de biofiime em cepas de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli previamente isoladas de queijo artesanal
serrano, leite cru e prateleiras de maturagéo, por meio de caracterizagao fenotipica e
genotipica. Foram analisadas 76 cepas de Staphylococcus aureus e 34 cepas de
Escherichia coli; para esta ultima espécie, ndo havia isolados provenientes de
amostras de leite cru, provenientes do banco de cepas do Laboratorio de Bacteriologia
do Centro de Diagnoéstico Microbiolégico Animal (CEDIMA/CAV/UDESC). A
capacidade de formacdo de biofilme foi avaliada pelo método do Agar Vermelho
Congo, e a detecgdo dos genes icaA, icaD e icaC em S. aureus e fimC, crl e papG em
E. coli foi realizada por PCR convencional. Os resultados demonstraram que 82,9%
(63/76) das cepas de S. aureus e 67,6% (23/34) das cepas de E. coli apresentaram
capacidade fenotipica de formagado de biofilme. A analise molecular revelou que
51,3% (39/76) das cepas de S. aureus possuem genes do operon ica, sendo icaD o
mais prevalente (51,3%), seguido por icaA (34,2%), enquanto icaC néo foi detectado.
Em E. coli, 82,3% (28/34) das cepas apresentaram os genes crl (70,6%) e/ou fimC
(52,9%), e o gene papG nao foi detectado em nenhuma cepa. A concordancia entre

fendtipo e gendtipo foi de 61,9% para S. aureus e 91,3% para E. coli, sugerindo



associacao entre a presenga desses genes e a capacidade de formacao de biofilme.
A auséncia de papG é compativel com a adaptacéo das cepas de E. coli ao ambiente
alimentar, embora n&o permita, isoladamente, excluir outros fatores de viruléncia. As
cepas isoladas de queijo maturado apresentaram maior frequéncia de positividade, o
que sugere possivel influéncia das condigbes de maturagdo na persisténcia de
microrganismos com maior capacidade de adesado, embora essa interpretacdo deva
ser considerada com cautela. Os achados reforcam a importancia da implementagao
continua de boas praticas de fabricagao, incluindo filtragéo e refrigeragao do leite cru,
higienizagcdo adequada das prateleiras de madeira e capacitagdo dos produtores. Este
estudo contribui para o conhecimento cientifico sobre a microbiologia do Queijo
Artesanal Serrano e fornece subsidios técnicos para o aprimoramento das praticas
produtivas, conciliando tradigdo, seguranga alimentar e preservagado do patrimonio

cultural regional.

Palavras-chave: Biofilmes, seguranga alimentar, maturagao, PCR.



5.2 INTRODUGCAO

O queijo artesanal serrano € um produto tradicional do sul do Brasil, elaborado
com leite cru bovino e maturado em condi¢gdes préprias da regido serrana de Santa
Catarina. Essas caracteristicas estdo diretamente relacionadas a identidade sensorial
do produto e ao seu valor cultural, mas também exigem ateng¢do quanto a qualidade
microbiolégica ao longo da cadeia produtiva (MELO et al., 2013).

Em Santa Catarina, a produgao do queijo artesanal serrano é regulamentada
por legislacdo especifica, que estabelece critérios para produgdo, maturagdo e
comercializagao, buscando conciliar a preservacdo do modo de fazer tradicional com
a segurancga alimentar do produto. Entre esses critérios, destacam-se a utilizagao de
leite cru integral de vaca, a vinculagao do produto ao territério dos Campos de Altitude
da Serra Geral Catarinense e a maturacdo minima exigida para comercializagao
(SANTA CATARINA, 2016; SANTA CATARINA, 2017).

Além disso, normas complementares reforcam aspectos relacionados a
rastreabilidade, as condicdes de producdo e a capacitacdo dos produtores,
evidenciando a importancia do controle higiénico-sanitario nesse sistema produtivo
(SANTA CATARINA, 2018; SANTA CATARINA, 2023).

Nesse contexto, compreender os fatores que favorecem a persisténcia de
microrganismos no ambiente produtivo € relevante para o aprimoramento continuo
das boas praticas de fabricacdo. Entre esses fatores, destaca-se a formagao de
biofilmes, entendida como a capacidade de microrganismos aderirem a superficies e
se organizarem em comunidades envoltas por matriz extracelular.

Em ambientes de processamento de alimentos, essa caracteristica pode
dificultar a higienizagao e favorecer a permanéncia bacteriana em superficies de
contato com o alimento (SIMOES; GIAOURIS, 2018; GRIGORE-GURGU et al., 2019).

Entre os microrganismos de interesse na cadeia produtiva de queijos
artesanais, Staphylococcus aureus e Escherichia coli merecem destaque. Além da
relevancia microbiolégica dessas espécies em produtos lacteos, ambas apresentam
mecanismos genéticos associados a adesao e a formagao de biofilme. Em S. aureus,
esse processo € frequentemente relacionado ao operon ica, especialmente aos genes
icaA, icaD e icaC, envolvidos na sintese e organizagdo da matriz extracelular (AVILA-
NOVOA et al., 2018; NGUYEN et al., 2020; SETIABUDY et al., 2023).

Em E. coli, genes como fimC, crl e papG estdo associados a mecanismos de



adesao e persisténcia bacteriana, podendo contribuir para a manutencdo do
microrganismo em diferentes nichos do ambiente produtivo (STASHENKO et al.,
2023).

A caracterizagéo fenotipica e genotipica de microrganismos isolados de leite
cru, prateleiras de maturagdo e queijo artesanal serrano pode contribuir para a
compreensao da persisténcia bacteriana nesse sistema de produgao.

Esse conhecimento € importante para o aperfeicoamento das praticas
produtivas, sem desconsiderar o valor cultural e a tradicao envolvidos na elaboragao
do produto. Assim, este estudo teve como objetivo investigar o potencial de formagao
de biofilme em cepas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus isoladas de queijo
artesanal serrano, leite cru e prateleiras de maturagédo, por meio de caracterizagéo

fenotipica e genotipica.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Amostragem

As cepas bacterianas analisadas neste estudo foram provenientes do banco de
cepas do Laboratdrio de Bacteriologia do Centro de Diagndstico Microbiolégico Animal
(CEDIMA), do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), Universidade do Estado de
Santa Catarina (UDESC), em pesquisas realizadas nos anos de 2023 e 2024. Foram
utilizadas exclusivamente cepas previamente isoladas de queijos artesanais serranos
produzidos em Santa Catarina, provenientes de diversos produtores, bem como de
leite cru utilizado na produgao desses queijos e de prateleiras de madeira empregadas
na maturacdo. Cada isolado bacteriano foi proveniente de uma amostra individual de
queijo, leite ou prateleira, garantindo a independéncia entre as amostras.

Foram analisadas 76 cepas de Staphylococcus aureus, das quais 55 foram
isoladas de queijos artesanais serranos, 13 de leite cru e 8 de prateleiras de
maturacdo. Além disso, foram avaliadas 34 cepas de Escherichia coli, sendo 33
isoladas de queijos e 1 de prateleira de maturagdo. Nao havia cepas de E. coli de
amostras de leite cru.

Estes isolados eram mantidos a —20 °C em caldo BHI (Brain Heart Infusion

Broth) suplementado com 20% de glicerol até o momento das analises. Para a



recuperacao e purificacdo dos isolados, as cepas de Staphylococcus aureus foram
semeadas em agar BHI e incubadas a 37 °C por 24 horas em estufa bacterioldgica.
As cepas de Escherichia coli foram recuperadas em agar MacConkey, sob as mesmas

condi¢des de incubagao.

5.3.2 Avaliagéo Fenotipica para Formagéao de Biofilme por Staphylococcus aureus e
Escherichia coli

Para a caracterizagao fenotipica da capacidade de formagao de biofilme, as
cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram cultivadas em meio Agar
Vermelho Congo (CRA, Congo Red Agar), modificado segundo Freeman et al. (1989),
composto por agar nutriente (28 g/L), sacarose (50 g/L) e corante vermelho Congo
(0,8 g/L). Os isolados bacterianos foram incubados a 37 °C por 24 horas.

A formacgéo de colbnias rugosas, de coloragao preta ou escura, associada ao
escurecimento do meio adjacente, foi interpretada como indicativa de producdo de
biofilme (slime-positivo). Colbnias lisas, com coloragado vermelha ou bordeaux, foram
classificadas como nao produtoras de biofilme (slime-negativo) (FREEMAN et al.,
1989). O método do Agar Vermelho Congo foi utilizado como técnica de triagem
fenotipica da capacidade de formacédo de biofilme, devendo seus resultados ser
interpretados em conjunto com a analise genotipica, especialmente no caso de
Escherichia coli, para a qual a literatura descreve limitagdes de sensibilidade (VASIL
et al., 2017; ABDEL HALIM et al., 2018; GUNGOR et al., 2023). Como controles do
método, foram utilizadas as cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia
coli ATCC 25922.

5.3.3 Extracédo de Material Genético

Para a caracterizagdo genotipica, foi realizada a extragcdo do DNA gendmico
de todas as cepas bacterianas, conforme protocolo baseado em Sambrook, Fritsch e
Maniatis (1989), com modificagdes.

Para tanto, 200 uL do in6culo, obtido apds incubacéo prévia das colénias em
caldo BHI, foram misturados a solugcao de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). A
mistura foi submetida a banho-maria a 56 °C durante 30 minutos. Em seguida,

realizou-se centrifugagéo a 12.000 rpm por 10 minutos, com posterior transferéncia



do sobrenadante para um novo microtubo estéril, ao qual foram adicionados 600 pL
de alcool 70% resfriado. Posteriormente, foi realizada nova centrifugagédo a 13.500
rpm por 20 minutos.

Ap06s descarte do sobrenadante, o microtubo foi mantido em estufa a 56 °C até
a completa dessecacgao do pellet. Ao final, o DNA foi ressuspenso em agua ultrapura
estéril, homogeneizado e armazenado a -20 °C. A qualidade e a concentragcdo do

DNA extraido foram avaliadas por espectrofotometria em NanoDrop.

5.3.4 Pesquisa de Genes Relacionados a Produg¢éao de Biofilme por Staphylococcus
aureus

Para a investigacdo de genes relacionados a producdo de biofilme em
Staphylococcus aureus, foram pesquisados 0s genes icaA, icaD e icaC. A deteccgao
desses genes foi realizada por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em sistema
simplex, com amplificagdo individual de cada alvo, utilizando primers especificos
descritos na Tabela 1.

As reacoes de PCR foram preparadas conforme protocolo adaptado de Arciola
et al. (2002), incluindo as condi¢gdes de amplificacdo descritas a seguir. O DNA
utilizado nas reacdes foi previamente quantificado em espectrofotometro NanoDrop.
Para cada reacao, foram utilizados 2 uL de DNA molde, com concentragao entre 10 e
50 ng/pL, correspondendo a 20 a 100 ng de DNA por reagédo. As reagdes foram
realizadas em volume final de 25 uL, contendo 0,4 uM de cada primer especifico
(forward e reverse) para os genes icaA, icaD e icaC, 200 uM de cada dNTP, tampao
de PCR 1x%, 2,5 mM de MgCl,, 0,5 U de Taq DNA polimerase e agua ultrapura estéril
para completar o volume final.

As condicdes de amplificagao foram conduzidas conforme protocolo adaptado
de Arciola et al. (2002), consistindo em desnaturacgao inicial a 94 °C por 5 minutos,
seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 54 °C
por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto, com extensao final a 72 °C por 5
minutos. Como controle positivo, foi empregada a cepa Staphylococcus aureus ATCC
25923, enquanto agua ultrapura estéril foi utilizada como controle negativo.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1% (p/v), preparado em tampao TAE 1x e corado com GelRed, utilizando marcador

de peso molecular de 100 pb. A eletroforese foi conduzida sob tensao constante de



100 V durante 60 minutos, e a visualizagdo das bandas foi realizada em

fotodocumentador sob luz ultravioleta.

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para a detec¢ao dos genes produtores de
biofilme em Staphylococcus aureus.

Genes Sequéncia de nucleotideos Amplicon (bp)

F - ACA GTCGCT ACG AAA AGA AA
icaA 103 pb
R - GGA AAT GCC ATA ATGACA AC

F - ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG
icaD 198 pb
R-CGT GTTTTC AAC ATTTAATGC AA

F-TAACTT TAG GCGCATATGTTTT
icaC 400 pb
R-TTC CAG TTA GGCTGG TAT TG

5.3.5 Pesquisa de genes relacionados a produgao de biofilme por Escherichia coli

Para a investigagcdo de genes relacionados a producéo de biofiime em cepas
de Escherichia coli, foram pesquisados os genes fimC, crl e papG. A detec¢do desses
genes foi realizada por PCR convencional em sistema simplex, utilizando primers
especificos descritos na Tabela 2 e metodologia adaptada de Crecencio et al. (2020).

As reacgdes foram preparadas em volume final de 25 uL, contendo 0,4 pL de
Taq DNA polimerase, 2,5 L de tampéo de reagcéo 10x, 0,5 yL de dNTPs (10 mM), 1
ML de cada primer (10 pmol/uL), MgCl, em concentragao final de 4 mM, 5 uL de DNA



molde previamente quantificado em espectrofotdbmetro NanoDrop e padronizado entre
10 e 50 ng/uL, correspondendo a 50 a 250 ng de DNA por reagao, além de agua
ultrapura estéril q.s.p. para completar o volume final.

As reagdes de PCR para os genes fimC, crl e papG foram conduzidas sob
condi¢des térmicas adaptadas de Crecencio et al. (2020). Para fimC e crl, utilizou-se
desnaturacgao inicial a 94 °C por 3 minutos, seguida de 25 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 58 °C por 30 segundos e 68 °C por 3 minutos, com extensao final a 72 °C
por 10 minutos. Para papG, utilizou-se desnaturacéo inicial a 95 °C por 15 minutos,
seguida de 25 ciclos com desnaturagao a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 63
°C por 30 segundos e extensao a 68 °C por 3 minutos, finalizando com extensao a 68
°C por 10 minutos.

Como controle positivo, foi utilizada a cepa E. coli ATCC 35218, e agua
ultrapura estéril foi empregada como controle negativo. Os amplicons foram

visualizados conforme o mesmo protocolo descrito para Staphylococcus aureus.

Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados para a detec¢do dos genes produtores de
biofilme em Escherichia coli.

Genes Sequéncia de nucleotideos Amplicon (bp)

F GGGTGAGAAATCGCAGGTGTG

fimC 496
R CCTGATTTTTGGGGGATGTG

FTTTCGATTTCTTGCGGCTGTA

crl 270
R CTTTCAGATTCAGCGTGCTC

F CTGTATTCAGGAGGATTTTCG

papG 508
R ACTATTCGGCCTCGGATAACCAT




5.4 RESULTADOS

5.4.1 Staphylococcus aureus

As 76 cepas de Staphylococcus aureus foram avaliadas quanto a capacidade
de formacao de biofilme pelo método fenotipico do vermelho congo e pela presenca
dos genes do operon jca. Do total de cepas analisadas, 63 (82,9%) apresentaram
positividade fenotipica para formagao de biofilme. A distribuicdo por matriz revelou
maior frequéncia de positividade nas amostras de queijo artesanal serrano (89,1%;
49/55), seguidas pelo leite cru (69,2%; 9/13) e pelas prateleiras de maturagao (62,5%;
5/8). A anadlise estatistica pelo teste Qui-quadrado ndo demonstrou diferenga
estatisticamente significativa na distribuicdo da positividade fenotipica entre as
matrizes (x* = 5,55; p = 0,062).

Quanto a caracterizagdo genotipica, 39 amostras (51,3%) amplificaram para
pelo menos um dos genes do operon ica avaliados, sendo detectados icaA e/ou icaD,
enquanto o gene icaC nao foi identificado (Tabela 3). Individualmente, o gene icaD foi
0 mais prevalente, sendo detectado em 34 (61,8%) amostras de queijo, 2 (15,4%) de
leite cru e 3 (37,5%) de prateleiras.

O gene icaA apresentou frequéncias menores, com 22 (40,0%) amostras
positivas no queijo, 2 (15,4%) no leite cru e 2 (25,0%) nas prateleiras. A presenca de
genes variou significativamente entre as matrizes analisadas (p = 0,007), com maior
frequéncia entre os isolados provenientes do queijo.

Ao cruzar os dados fenotipicos e genotipicos, observou-se que todas as 39
cepas portadoras de ao menos um dos genes avaliados também apresentaram
resultado positivo no teste do vermelho congo. Além disso, 24 amostras (31,6%)

fenotipicamente positivas ndo apresentaram amplificagdo para os genes pesquisados.



Tabela 3 - Caracterizagdo Fenotipica e Genotipica de Staphylococcus aureus (n=76)

Matriz Fenétipo Genoétipo Gene icaA Gene icaD Gene
Analisada (Vermelho Positivo (icaA icaC
Congo) e/ou icaD)

Queijo (n=55) 49 (89,1%) 34 (61,8%) 22 (40,0%) 34 (61,8%) 0 (0%)
Leite 9 (69,2%) 2 (15,4%) 2 (15,4%) 2(15,4%) 0(0%)
Cru (n=13)

Prateleira (n=8) 5 (62,5%) 3 (37,5%) 2 (25,0%) 3(37,5%) 0(0%)
TOTAL (n=76) 63 (82,9%) 39 (51,3%) 26 (34,2%) 39 (51,3%) 0 (0%)

5.4.2 Escherichia coli

As 34 cepas de Escherichia coli foram avaliadas quanto a capacidade de
formacéao de biofilme pelo método fenotipico do vermelho congo e pela presenga dos
genes crl, fimC e papG (Tabela 4). Do total analisado, 23 (67,6%) apresentaram
positividade fenotipica para formacao de biofilme. A distribuicdo por matriz revelou
frequéncia de positividade de 66,7% (22/33) entre as amostras de queijo artesanal
serrano, enquanto a unica amostra isolada de prateleira de maturagdo também foi
positiva (1/1; 100%). A analise estatistica pelo teste exato de Fisher ndo demonstrou
diferencga significativa entre as matrizes avaliadas (p = 1,000).

Quanto a caracterizagao genotipica, 28 amostras (82,3%) amplificaram para
pelo menos um dos genes pesquisados (crl e/ou fimC). O gene crl foi o mais
prevalente, sendo detectado em 23 (69,7%) amostras de queijo e na amostra da
prateleira (100%). O gene fimC foi identificado em 18 (54,5%) amostras de queijo,
enquanto o gene papG nao foi detectado em nenhum dos isolados. A distribuicao
genotipica também nao apresentou diferenga estatisticamente significativa entre as
matrizes analisadas (p = 1,000).

Ao cruzar os métodos, observou-se que 21 das 23 amostras fenotipicamente
positivas (91,3%) também foram positivas genotipicamente para crl e/ou fimC.
Adicionalmente, 7 amostras fenotipicamente negativas apresentaram amplificagcéo

para pelo menos um dos genes avaliados.



Tabela 4 - Caracterizagado Fenotipica e Genotipica de Escherichia coli (n=34)

Matriz

Analisada

Fendtipo
(Vermelho

Congo)

Genoétipo
Positivo (crl

e/ou fimC)

Gene crl

Gene fimC Gene pap G

Queijo (n=33)

22 (66,7%)

27 (81,8%)

23 (69,7%)

18 0 (0%)
(54,5%)

Prateleira (n=1

)
TOTAL (n=34)

1(100%)

23 (67,6%)

1(100%)

28 (82,3%)

1(100%)

24 (70,6%)

0(0%)  0(0%)

18 0 (0%)

(52,9%)



5.5 DISCUSSAO

5.5.1 Staphylococcus aureus

No presente estudo, 82,9% (63/76) das cepas de Staphylococcus aureus
apresentaram positividade fenotipica para formacado de biofilme, com maiores
frequéncias entre os isolados provenientes de queijo artesanal serrano (89,1%;
49/55), seguidos por leite cru (69,2%; 9/13) e prateleiras de maturacao (62,5%; 5/8).

Embora essa diferenga néo tenha sido estatisticamente significativa, a elevada
propor¢cao de cepas fenotipicamente positivas em todas as matrizes mostra que a
capacidade de adeséo e persisténcia de S. aureus esteve amplamente distribuida ao
longo da cadeia produtiva avaliada. Esse achado é relevante porque, em ambientes
de alimentos, a formagao de biofime favorece a permanéncia bacteriana em
superficies de contato, dificulta a remogéo completa durante a higienizagdo e pode
contribuir para episodios de recontamina¢ado do produto (GRIGORE-GURGU et al.,
2019; VLKOVA et al., 2008).

A maior frequéncia de positividade observada nos isolados de queijo sugere
que essa matriz possa representar um ambiente mais favoravel a permanéncia de
cepas com maior capacidade de adesao. Essa interpretacdo deve ser feita com
cautela, ja que o teste estatistico ndo demonstrou diferenga significativa entre as
matrizes, mas ela € biologicamente plausivel.

Durante a maturagdo, o queijo passa por mudangas graduais de umidade,
disponibilidade de nutrientes, concentracdo de sal e pH, e esses fatores podem
funcionar como pressoes seletivas capazes de favorecer linhagens mais adaptadas a
persisténcia em superficies e a organizagdo em biofiime. Miao et al. (2019)
destacaram que condi¢des tipicas do processamento de alimentos interferem
diretamente na formacao de biofiime por S. aureus, reforcando que o fendtipo
observado nao deve ser visto como um evento isolado, mas como resposta possivel
as condi¢des do ambiente produtivo.

Na caracterizagao genotipica, 51,3% (39/76) das cepas amplificaram para pelo
menos um dos genes do operon ica, com maior frequéncia de icaD (51,3%) em relagcéo
aicaA (34,2%), além de diferenga significativa entre as matrizes, com maior ocorréncia
desses genes nos isolados provenientes de queijo. Esses resultados indicam que

parte expressiva das cepas avaliadas possuia marcadores genéticos classicamente



associados a formagao de biofilme em S. aureus. Segundo Cramton et al. (1999), o
locus ica esta relacionado a sintese do polissacarideo intercelular de adesao,
importante para a coesao celular e para a estabilidade da matriz do biofilme. De forma
complementar, Nguyen, Nguyen e Otto (2020) destacam que icaA participa da sintese
do PIA/PNAG, enquanto icaD potencializa essa atividade, favorecendo a produgao
eficiente da matriz extracelular. Assim, a frequéncia observada desses genes no
presente estudo sustenta a ideia de que a via mediada pelo operon ica participou, ao
menos em parte, do perfil de adesao encontrado nas cepas avaliadas.

Um resultado que merece discussao mais cuidadosa € a auséncia total de
deteccao do gene icaC. Esse achado é importante porque mostra que o simples
encontro de icaA e icaD nao significa, necessariamente, a presenga de um operon ica
completo. O gene icaC participa da organizagao e da exportagado do polissacarideo
sintetizado, integrando a via classica de produgcéo do PIA/PNAG (CRAMTON et al.,
1999; NGUYEN; NGUYEN; OTTO, 2020). Dessa forma, a auséncia de icaC em todas
as cepas sugere que a formacgéao de biofilme observada neste estudo pode nao estar
dependendo exclusivamente da via polissacaridica classica ou, ainda, que as cepas
avaliadas utilizem mecanismos complementares ou alternativos para estruturar a
matriz. Esse ponto € central, porque impede concluir que a auséncia desse gene
represente auséncia de capacidade de biofilme. Ao contrario, os resultados mostram
que o fendtipo esteve presente mesmo sem a detecgao de icaC.

Essa interpretacdo se torna ainda mais consistente quando se observa a
discordancia entre fenotipo e gendtipo. Todas as 39 cepas portadoras de icaA e/ou
icaD foram positivas no Congo Red Agar, mas 24 cepas fenotipicamente positivas ndo
apresentaram amplificagdo para os genes pesquisados. Em outras palavras, uma
parcela importante das cepas mostrou capacidade fenotipica de formacao de biofilme
sem os marcadores genéticos avaliados neste estudo.

Esse resultado estda de acordo com a literatura que descreve a natureza
multifatorial do biofilme em S. aureus. Figueiredo et al. (2017) demonstram que a
formacado de biofilme nessa espécie ndo depende exclusivamente do operon ica,
podendo envolver mecanismos independentes mediados por proteinas de superficie,
proteinas associadas ao biofilme e diferentes vias regulatérias. No mesmo sentido,
Vazquez-Sanchez e Rodriguez-Lopez (2018) ressaltam que a matriz do biofilme em
S. aureus pode apresentar composigao variavel, incluindo polissacarideos, proteinas

e DNA extracelular. Bowden et al. (2024) reforcam esse entendimento ao mostrar a



importancia estrutural do eDNA na organizagcao e manutengao dos biofilmes de S.
aureus. Assim, a discordancia encontrada no presente trabalho ndo enfraquece os
resultados; ao contrario, ela evidencia que o fendmeno €& biologicamente mais
complexo do que a simples presenga ou auséncia dos genes avaliados.

Outro ponto que precisa ser considerado é a prépria metodologia fenotipica
utilizada. O Congo Red Agar é util como método de triagem, mas se trata de um ensaio
qualitativo, e ndo de um teste quantitativo da producgéo de biofilme.

Por isso, sua interpretacédo deve sempre ser feita em conjunto com os dados
moleculares. Arciola et al. (2002) e Ballah et al. (2022) mostraram que métodos
fenotipicos e genotipicos podem apresentar concordancia parcial, o que reforca a
importancia de interpretar o CRA como ferramenta inicial de rastreio e ndo como prova
isolada da intensidade do biofilme. No contexto do presente estudo, essa limitagao
metodoldgica ajuda a explicar por que houve cepas fenotipicamente positivas sem os
genes pesquisados e, a0 mesmo tempo, reforca a necessidade de cautela na
interpretacao do resultado fenotipico.

Do ponto de vista da cadeia produtiva, a presenga de S. aureus com elevada
frequéncia de positividade fenotipica e com detecgéo parcial de genes do operon ica
merece atencado porque esse microrganismo pode persistir em superficies e atuar
como fonte de contaminacdo cruzada durante o processamento e a maturacgéao.
Gajewska, Chajecka-Wierzchowska e Zadernowska (2022) demonstraram a
ocorréncia de S. aureus em diferentes etapas da cadeia de queijos de leite cru,
reforcando que esse patdgeno pode circular entre ambiente, matéria-prima e produto
final.

Da mesma forma, Margalho et al. (2024) chamam atencao para a relevancia
de linhagens enterotoxigénicas de S. aureus em queijos artesanais brasileiros. Nesse
sentido, os resultados do presente estudo indicam que a persisténcia de S. aureus no
queijo artesanal serrano deve ser entendida como um ponto de atengao
microbioldgica, especialmente porque a formagao de biofilme pode favorecer sua

manuteng¢ao no ambiente produtivo.

5.5.2 Escherichia coli

Em relacdo a Escherichia coli, 67,6% (23/34) das cepas apresentaram

positividade fenotipica para formacdo de biofiime, enquanto 82,3% (28/34)



amplificaram para crl e/ou fimC. Além disso, 91,3% das cepas fenotipicamente
positivas também apresentaram positividade genotipica, indicando elevada
concordancia entre os dois tipos de analise.

Esse resultado sugere que, nas condi¢gbes avaliadas, os genes pesquisados
apresentaram associacdo mais consistente com o fenétipo observado em E. coli do
que em S. aureus. Essa diferenca entre as espécies é importante, porque sugere que
0s mecanismos de formacgao de biofilme ndo se comportaram da mesma forma ao
longo da cadeia produtiva estudada.

No entanto, a interpretacdo dos resultados de E. coli precisa respeitar o
delineamento do estudo. Nao havia cepas provenientes de leite cru para essa espécie,
de modo que qualquer comparagao com essa matriz seria inadequada. A discussao,
portanto, deve se restringir aos isolados provenientes de queijo e de prateleira. Além
disso, a auséncia de diferenga estatisticamente significativa entre essas matrizes deve
ser analisada com cautela, principalmente porque houve apenas um isolado de
prateleira. Assim, os resultados ndo permitem concluir equivaléncia entre os nichos,
nem demonstrar de forma definitiva a circulagao bacteriana entre ambiente e produto,
embora sejam compativeis com essa possibilidade.

O gene crl foi 0 mais prevalente entre os isolados de E. coli, estando presente
em 70,6% das cepas. Esse resultado sugere papel importante de mecanismos
relacionados a producao de curli e a adaptacao ao estresse ambiental. Robbe-Saule
et al. (2006) destacam que Crl atua na ativagdo de genes dependentes de RpoS
envolvidos no comportamento multicelular bacteriano.

Embora esse mecanismo seja frequentemente discutido no contexto da
resposta ao estresse, ele também se relaciona com a expressao de estruturas
associadas a adesao e a formacao de matriz. No presente estudo, a alta frequéncia
de crl é coerente com a hipotese de que os isolados avaliados apresentem adaptacao
favoravel a persisténcia em ambientes de producao de alimentos.

Essa interpretacao é reforgcada por Yang et al. (2018), que observaram
associacao entre persisténcia de E. coli em equipamentos de processamento de
carne, motilidade e expressao de curli, sugerindo que a capacidade de biofilme foi
mais importante para a manutengao das linhagens no ambiente do que a tolerancia a
sanitizantes. De modo semelhante, Bhardwaj et al. (2021) demonstraram que genes
relacionados a adesao e a formagao de biofilme apresentam maior expressdo em

isolados de E. coli em estado de biofilme. Assim, a frequéncia elevada de crl



encontrada neste estudo fortalece a interpretacdo de que as cepas avaliadas
apresentavam importante potencial de permanéncia no ambiente produtivo do queijo
artesanal serrano.

O gene fimC foi detectado em 52,9% (18/34) das cepas, indicando que as
fimbrias tipo 1 também podem ter contribuido para o perfil observado. Essas
estruturas tém papel importante na adesao inicial a superficies e no estabelecimento
do biofiime. Cookson, Cooley e Woodward (2002) demonstraram a participagao
dessas fimbrias na adesao de E. coli a superficies abidticas, o que é particularmente
relevante em ambientes de processamento de alimentos. Assim, no presente estudo,
a presenca de fimC em pouco mais da metade dos isolados sugere que a adesao
inicial e a manutengao bacteriana em superficies possam ter ocorrido, ao menos em
parte, por esse mecanismo.

A auséncia de papG em todas as cepas também € um resultado importante e
precisa ser interpretada, e ndo apenas descrita. Esse gene esta classicamente
associado a linhagens uropatogénicas de E. coli e participa da adesao a receptores
especificos do trato urinario (JOHNSON; RUSSO, 2002). Por isso, sua ndo detecg¢ao
nas cepas estudadas é compativel com um perfil mais relacionado a adaptacédo ao
ambiente alimentar do que a viruléncia extraintestinal classica. Ainda assim, essa
auséncia nao permite afirmar que os isolados sejam desprovidos de outros fatores de
viruléncia, ja que o estudo nao investigou esse conjunto de genes. O que os dados
permitem dizer, com seguranga, € que papG nao parece ter participado do perfil de
adesao observado nas cepas avaliadas.

A alta concordancia entre fendtipo e gendtipo em E. coli fortalece a
interpretacao dos resultados, mas isso néo elimina a necessidade de cautela quanto
ao método fenotipico utilizado. Assim como em S. aureus, o Congo Red Agar deve
ser entendido como ferramenta qualitativa de triagem. Por isso, a robustez da
interpretacdo em E. coli vem principalmente da combinag&o entre a positividade no
CRA e a detecgao frequente de crl e fimC. Essa convergéncia entre os resultados
fenotipicos e moleculares da mais consisténcia a discussao e sustenta a hipétese de
persisténcia ambiental dessas cepas na cadeia produtiva estudada.

Do ponto de vista sanitario, a presenga de E. coli com genes associados a
adesao e a formacao de biofilme é relevante porque esse microrganismo pode
permanecer em superficies de contato e participar de episddios de recontaminagao

do produto. Em sistemas que utilizam leite cru e ndo aplicam tratamento térmico final,



essa persisténcia ganha importancia adicional. Assim, embora o presente estudo néo
tenha avaliado patotipos especificos, os resultados encontrados mostram que E. coli
deve ser considerada um microrganismo relevante na dindmica microbiolégica do

queijo artesanal serrano.

5.5.3 Implicagoes para a cadeia produtiva do queijo serrano

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a capacidade de formacao de
biofilme esta presente em isolados de Staphylococcus aureus e Escherichia coli
provenientes da cadeia produtiva do queijo artesanal serrano, o que reforca a
importancia do monitoramento microbiolégico em diferentes etapas do processo
produtivo. Em ambientes de producéo de alimentos, a formacao de biofilme favorece
a adeséo bacteriana a superficies e dificulta a remog¢do completa dos microrganismos
durante a higienizagdo, podendo contribuir para a persisténcia ambiental e para
episodios de recontaminacdo (GRIGORE-GURGU et al., 2019; VLKOVA et al., 2008).

No caso de S. aureus, a elevada frequéncia de positividade fenotipica,
associada a deteccgao parcial dos genes do operon ica, indica que a persisténcia dessa
espécie na cadeia produtiva ndao depende exclusivamente desses marcadores. Esse
achado sugere que outros mecanismos de adesao e estruturagao de biofilme também
possam estar envolvidos, o que amplia a relevancia do acompanhamento
microbiolégico em condi¢des reais de producéo (FIGUEIREDO et al., 2017; BOWDEN
et al., 2024). Assim, a auséncia de determinados genes ndo deve ser interpretada,
isoladamente, como indicativo de baixo potencial de persisténcia.

Em E. coli, a elevada concordancia entre o perfil fenotipico e a presenca de cr/
e/lou fimC sugere que esses determinantes desempenham papel importante na
adaptacao dos isolados ao ambiente produtivo avaliado. Como essas estruturas estéao
relacionadas a adesao e a formacdo da matriz do biofilme, sua presenga pode
favorecer a permanéncia bacteriana em superficies de contato e no préprio produto,
especialmente quando associada a condi¢gdes que dificultem a completa remocéao
microbiana (COOKSON; COOLEY; WOODWARD, 2002; YANG et al., 2018;
BHARDWAJ et al., 2021).

Esses achados tém implicacdo direta para as Boas Praticas de Fabricacao,

sobretudo em relagéo a qualidade microbiolégica do leite cru, a higiene durante a



ordenha, a refrigeracdo da matéria-prima, ao manejo sanitario dos utensilios e ao
controle das superficies de maturagao. No queijo artesanal serrano, as prateleiras de
madeira constituem elemento tradicional do processo produtivo e participam da
identidade do produto. No entanto, por serem superficies de uso continuo, também
merecem atencdo quanto aos protocolos de limpeza e ao monitoramento
microbiologico, de modo a reduzir a permanéncia de microrganismos aderidos sem
descaracterizar o método tradicional de maturacéo (BUSETTA et al., 2024; VLKOVA
et al., 2008).

A principal contribuigdo deste estudo consiste em demonstrar que a formagao
de biofilme nao representa um evento isolado na cadeia produtiva do queijo serrano,
mas uma caracteristica frequente entre os isolados avaliados, sustentada por
diferentes mecanismos genéticos e potencialmente influenciada pelas condigdes do
ambiente de produc¢ao. Dessa forma, os resultados ndo devem ser interpretados como
entrave a produgao artesanal, mas como subsidio técnico para seu aprimoramento. A
identificacdo de cepas com potencial de formacédo de biofilme contribui para o
refinamento dos procedimentos de controle, favorecendo a producdo de um alimento
microbiologicamente mais seguro e, ao mesmo tempo, preservando a tradigdo e o

valor cultural do queijo artesanal serrano.



5.6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou elevada prevaléncia de cepas de
Staphylococcus aureus (82,9%) e Escherichia coli (67,6%) com capacidade fenotipica
de formacéao de biofilme ao longo da cadeia produtiva do Queijo Artesanal Serrano. A
analise molecular revelou que 51,3% das cepas de S. aureus possuiam genes do
operon ica (icaA elou icaD), com variagdo estatisticamente significativa entre as
matrizes analisadas (p = 0,007), concentrando-se principalmente nos queijos. Para E.
coli, 82,3% das cepas apresentaram os genes crl e/ou fimC, sugerindo elevada
frequéncia de determinantes de adesdo nas amostras avaliadas, sem diferenca
estatisticamente significativa entre as matrizes, interpretagdo que deve ser
considerada com cautela devido ao numero reduzido de isolados de prateleira.

A forte correlagao entre fenétipo e gendétipo, especialmente em E. coli (91,3%),
sugere que esses determinantes genéticos possam estar associados a persisténcia
da maioria das cepas avaliadas. No caso de S. aureus, a deteccdo de cepas
fenotipicamente positivas sem o0s genes pesquisados sugere a presenga de
mecanismos alternativos de adesdo, reforcando a complexidade da microbiota
envolvida.

A maior frequéncia de positividade observada nas amostras de queijo maturado
sugere que o0 ambiente de cura possa favorecer a persisténcia dessas comunidades
microbianas ao longo da cadeia produtiva, embora essa interpretacdo deva ser
considerada com cautela. Quanto as prateleiras de madeira, os achados indicam que
essas superficies merecem atencao sanitaria, mas sua interpretacao deve ser feita
com cautela, especialmente no caso de E. coli, devido ao numero reduzido de isolados
ambientais.

Diante dos resultados obtidos, reforca-se a importdncia da adogcao e do
aperfeicoamento continuo das Boas Praticas de Fabricacdo, com atencao especial a
qualidade microbiolégica do leite cru, a higiene durante a ordenha, a refrigeracéo da
matéria-prima e ao manejo sanitario das superficies de maturacgao.

No caso das prateleiras de madeira, elemento tradicional e importante para a
identidade sensorial do produto, os resultados indicam a necessidade de atencao
especial aos procedimentos de higienizagdo e ao monitoramento microbioldgico, de
modo a conciliar a preservagdo das caracteristicas artesanais com a seguranga do

alimento. Assim, a capacitacdo continua dos produtores e o refinamento dos



protocolos de limpeza e manejo sanitario podem contribuir para o fortalecimento da
qualidade microbioldgica do produto.

Ressalta-se que a detecgcao de mecanismos associados a formacao de biofilme
reflete a adaptagdo dos microrganismos ao ambiente de produgdo e deve ser
compreendida como um subsidio técnico para o aprimoramento dos processos, € nao
como um entrave a tradicdo produtiva. Dessa forma, a integracdo entre o
conhecimento tradicional e as evidéncias cientificas mostra-se fundamental para
promover a seguranga alimentar, valorizar o patriménio cultural representado pelo

Queijo Artesanal Serrano e favorecer a sustentabilidade da cadeia produtiva.
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