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RESUMO

O Queijo Artesanal Serrano (QAS) é produzido a partir de técnicas artesanais que
incluem o uso de leite cru de vacas de ragas de corte alimentadas com pasto nativo da regido
serrana dos Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo considerado parte
importante da histdria, cultura e economia desta regido. Entretanto, as caracteristicas da
producdo tradicional deste produto acarretam dificuldades em adequar a producdo com as
exigéncias da legislagdo vigente, tornando a comercializagdo deste produto
predominantemente de forma irregular. As doencas transmitidas por alimentos (DTA) séo
consideradas sérios problemas de salde publica, sendo a contaminacdo microbiana dos
queijos artesanais considerada uma das causas destas doengas. O objetivo deste trabalho foi, a
partir de microrganismos identificados de QAS, caracteriza-los quanto ao seu crescimento e
atividade proteolitica, aléem de resisténcia ao quaternario de amonio. Neste estudo, nove
amostras de QAS foram submetidas a analises microbioldgicas, identificando presenca de
algumas espécies bacterianas possivelmente patogénicas (Citrobacter freundii, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Hafnia alvei, Lactococcus garvieae e Raoultella ornithinolytica).
Os microrganismos foram submetidos a teste de eficacia de sanitizantes, sendo testadas trés
concentracbes de quaterndrio de amonio, além de analise de crescimento em diferentes
temperaturas (37°+1°C por 48 horas, 20°+1°C por 48 horas e 7°+1°C por 10 dias) e producédo
de enzimas proteoliticas. Os resultados obtidos indicaram crescimento bacteriano em todas as
temperaturas testadas, auséncia de proteolise na maioria dos microrganismos (97%), bem
como falta de efetividade no combate aos patdgenos com quaterndrio de amoénio nas
concentracdes 1:3000 e 1:2000 — indicadas pelo fabricante — e alta eficacia na concentragédo
1:500.

Palavras-chave: microbiologia, queijo, proteélise, sanitizante.



ABSTRACT

Serrano Cheese is produced using hand-made techniques that include the use of raw
milk from beef cattle fed with grass native to the mountainous region of the States of Santa
Catarina and Rio Grande do Sul, being considered an important part of the history, culture
and economy of this region. However, the characteristics of the traditional production of this
good cause difficulties in adjusting production to the requirements of current legislation,
making the commercialization of this good predominantly irregular. Food diseases are
considered serious public health problems, and microbial contamination of hand-made cheese
is considered to be one of the causes of these diseases. The objective of this paper is to
characterize them as to their growth and proteolytic activity, as well as resistance to the
ammonium quaternary, from the identified microorganisms. In this paper, nine samples from
Serrano Cheese were submitted to microbiology analysis, identifying presence of some
bacterian species, possibly pathogenic (Citrobacter freundii, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Hafnia alvei, Lactococcus garvieae e Raoultella ornithinolytica). The
microorganims were submited in a sanitezers efficiency test, being tested three
concentrationss of ammonium quaternary, besides growth analysis in different temperatures (
37°+1°C for 48 hours, 20°£1°C for 48 hours and 7°+£1°C for 10 days) , and proteolytic
enzymes production. The results indicated bacterial growth at all tested temperatures, absence
of proteolysis in most of the microorganisms, as well as lack of effectiveness against the
pathogens with ammonium quaternary in concentrations 1:3000 and 1:2000 - indicated by the

manufacturer - and high efficiency in the 1:500 concentration.

Key words: microbiology, cheese, proteolysis, sanitizing.
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1 INTRODUCAO

O Queijo Artesanal Serrano (QAS) é um produto tipico da regido de serra dos estados
de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo considerado parte importante da historia,
cultura e economia da regido (CORDOVA et al., 2014; CRUZ et al., 2008). Sua producio é
caracterizada por técnicas artesanais, que incluem o uso de leite cru de vacas de racas de corte
alimentadas com pasto nativo da regido. Esse fator associado ao microclima da regido em que
é produzido garantem ao QAS caracteristicas fisicas e organolépticas Unicas do produto
(KRONE, 2009). Porém, as caracteristicas da producdo tradicional deste produto geram
dificuldade de adequar a producdo com as exigéncias da legislagdo vigente, 0 que acarreta
comercializagdo de forma irregular (CRUZ et al., 2008).

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) sdo consideradas um importante
problema de saude publica, sendo fatores como a ma conservacdo dos alimentos e
manipulacdo inadequadas responsaveis pela transmissdo de muitos patdgenos aos seres
humanos (OLIVEIRA et al., 2010).

A contaminacdo microbiana dos queijos artesanais € considerada uma das principais
causas de DTAs (TOZZO et al., 2015). A fabricacdo de queijos artesanais €, geralmente,
realizada em pequenas propriedades rurais ou em pequenas indudstrias, sem a adocéo de boas
praticas de fabricacdo, ndo apresentando seguranca microbiologica e padronizacdo de
qualidade bem como escassa fiscalizacdo e controle sanitario na producdo e comercializacéo
desses alimentos (SANTANA et al., 2008).

Neste estudo, nove amostras de QAS foram submetidas a analises microbioldgicas,
identificando presenca de algumas espécies possivelmente patogénicas, sendo em maioria
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, a qual tem sido considerada indicadora de higiene
no processamento de alimentos (OJER-USOZ et al., 2013). Os microrganismos foram
submetidos a teste de eficacia de sanitizantes, sendo testadas trés concentragdes de
quaternario de amdnio, além de analise de crescimento em diferentes temperaturas (37°+1°C
por 48 horas, 20°+1°C por 48 horas e 7°+1°C por 10 dias) e producdo de enzimas
proteoliticas.

O objetivo deste estudo foi caracterizar a populacdo bacteriana do QAS, quanto as
espécies potencialmente patogénicas presentes, atividade proteolitica e resisténcia ao

quaternario de amonio.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Queijo Artesanal Serrano

O Queijo Artesanal Serrano (QAS) é um produto associado especialmente a regido
que compreende a Serra Catarinense e os Campos de Cima da Serra no Rio Grande do Sul
sendo sua producéo atrelada a fatores como clima, relevo, povoamento e cultura (CORDOVA
et al., 2014).

A fabricacdo do QAS é considerada uma tradicdo secular que foi passada através de
geracOes, perpetuando a receita ao longo do tempo sem significativas modificagdes. Possui
caracteristicas fisicas e organolépticas Unicas, fato que se deve ao microclima da regido em
que é produzido, além das técnicas artesanais utilizadas na sua fabricagdo, que inclui o uso de
leite cru de vacas de corte alimentadas com pasto nativo da regido (KRONE, 2009).

Apesar da importancia historica, social, cultural e econdmica do QAS, sua
comercializagdo é realizada majoritariamente de forma irregular. Esse fato se deve a
dificuldade de conciliar as exigéncias da legislacdo vigente com as caracteristicas da producao
tradicional desse produto (CRUZ et al., 2008).

2.2 Qualidade e Inocuidade

A inocuidade € a caracteristica do alimento que garante que ele ndo cause danos ao
consumidor, quando preparados e/ou consumidos adequadamente. Portanto, a producdo de
alimentos deve ser isenta de perigos, ou seja, os alimentos devem ser livres de agentes
biologicos, quimicos ou fisicos ou condicdo do alimento com potencial para causar efeitos
adversos a satide (ORGANIZACAO PAN AMERICANA DE SAUDE, 2006).

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) representam um sério problema de
salde publica pela elevada frequéncia de casos e pelo grande nimero de microrganismos que
podem estar envolvidos em surtos. Ha diversos patdgenos alimentares que sao conhecidos por
causarem doencas, sendo veiculados por alimentos e agua. A transmissdo de muitos
patdgenos aos seres humanos ocorre pela ma conservacdo dos alimentos e manipulacédo
inadequadas. Espécies bacterianas frequentemente envolvidas em ocorréncias de DTA sdo
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli (OLIVEIRA et al., 2010).

Por ser um dos principais produtos derivados do leite, 0s queijos servem de substrato
para 0 crescimento e desenvolvimento de microrganismos, que podem ser potenciais
causadores de doencas ou intoxicagOes alimentares (RUTHES; GOULARTE, 2013). Em

geral, a produgdo de queijos em condigcOes insalubres, associados a falhas no controle da
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matéria prima, higienizacdo dos utensilios, estocagem e processamento permitem que
produtos de baixa qualidade cheguem ao mercado consumidor (FAVA et al., 2012).

A contaminacdo microbiana dos queijos artesanais € um grave problema de salde
publica, sendo considerado um dos principais veiculos capazes de causar DTA (TOZZO et al.,
2015). A fabricacdo de queijos artesanais é, geralmente, realizada em pequenas propriedades
rurais ou em pequenas industrias, sem a adocdo de boas praticas de fabricacdo, ndo
apresentando seguranca microbiolégica e padronizacdo de qualidade bem como escassa
fiscalizacdo e controle sanitario na producdo e comercializacdo desses alimentos (SANTANA
et al., 2008).

A composigdo nutricional do leite o torna um excelente substrato para o crescimento
de microrganismos, portanto, o controle de qualidade do leite utilizado como matéria-prima é
fundamental para garantir a qualidade dos produtos derivados. Do ponto de vista
microbiolégico, a producdo do leite € o primeiro ponto de controle no processamento de
produtos lacteos. A qualidade do leite cru é influenciada por fatores zootécnicos (manejo,
alimentacdo e potencial genético do rebanho) que séo responsaveis pelas caracteristicas de
composicao do leite e produtividade, e a fatores relacionados a obtencao do leite destacando a
qualidade microbioldgica, sobretudo da ordenha (GERMANO; GERMANO, 2011).

2.3 Bactérias de Interesse Avaliadas Neste Estudo
2.3.1 Citrobacter freundii

Citrobacter é um género de bactérias Gram-negativas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae (MULLAN et al., 1978), sendo as espécies desta familia comumente
utilizadas como indicadores de higiene no processamento de alimentos (OJER-USOZ et al.,
2013). As espécies de Citrobacter sdo frequentemente encontradas nas fezes das criancas
onde sdo, geralmente, consideradas como componentes normais da microflora intestinal
(GUARINO et al., 1987).

A espécie Citrobacter freundii classicamente é considerada residente comensal
no trato intestinal de humanos e animais. Ha evidéncias que demonstram o fato de que alguns
isolados adquiriram caracteristicas de viruléncia e podem causar diarreia e outras infeccGes
em humanos. C. freundii causou infeccBes esporadicas e surtos (GUERRANT et al., 1976;
BAl et al., 2012).

2.3.2 Enterococcus faecalis
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Enterococcus é um género bacteriano de cocos Gram-positivos,
facultativamente anaerdbios, que formam cadeias de varios comprimentos. S&ao
microrganismos relativamente resistentes e versateis, com uma capacidade particular de
sobreviver sob condicdes adversas, como altas concentracOes de sal, e em uma ampla faixa de
temperaturas, que pode variar de 10°C a 45°C (ARIAS; MURRAY, 2012).

A primeira descricio de uma infeccdo enterocOcica, nomeadamente
endocardite infecciosa, ocorreu em 1899 (MACCALLUM; HASTINGS, 1899), subsequente a
esse caso, 0S enterococos mostraram potencial para causar uma variedade de infec¢es na
populacdo, dentre elas infeccBes pélvicas, infeccdes neonatais e infecgdes do trato urinario,
bem como endocardite infecciosa. Entretanto, apesar de seu potencial patogénico, o género
Enterococcus geralmente apresenta baixo nivel de viruléncia, como evidenciado por sua
presenca como colonizadores naturais do trato gastrointestinal na maioria dos humanos e
animais e pelo fato de terem sido usados com seguranca por décadas como probidticos em
humanos e animais de fazenda (ARIAS; MURRAY, 2012).

E. faecalis € um patdgeno predominante em vacas infectadas por mastite,
afetando a saude do Ubere e a qualidade do leite (RYSANEK et al., 2009). Por outro lado,
sendo uma bactéria acido lactica, E. faecalis estd associado a produtos alimentares,
contribuindo para o amadurecimento e desenvolvimento do aroma na producdo de queijo
tradicional e €, geralmente, predominante em queijos mediterranicos maduros (FRANZ et al.,
2003).

2.3.3 Escherichia coli

O género Escherichia consiste em bacilos Gram-negativos anaerobios
facultativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae (EWING, 1986). A espécie E. coli €
amplamente distribuida, sendo o principal anaerdbio facultativo que habita o intestino grosso
de humanos e animais de sangue quente (CONWAY, 1995).

Embora a maioria das cepas de E. coli viva inofensivamente no colon e
raramente causem doenca em individuos saudaveis, varias cepas patogénicas podem causar
doencas intestinais e extraintestinais tanto em individuos saudaveis quanto
imunocomprometidos (KAPER et al., 2004).

E. coli € um importante microrganismo indicador de qualidade em alimentos e
sua presenca € um indicador de contaminacdo fecal direta ou indireta, além de ser também um
indicador da possivel presenca de patdgenos entéricos, como Salmonella, em alimentos
(GONZALEZ et al., 2003).
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E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) esté associada a doencas humanas
desde diarreia ndo complicada até colite hemorragica e complicagdes que ameagcam a vida,
como a sindrome urémica hemolitica, que é a principal causa de insuficiéncia renal aguda em
criancas (TARR et al., 2005). Em todo o mundo, os alimentos representam um veiculo
importante para a transmissdo de infec¢cbes humanas por STEC. Leite ndo pasteurizado e
produtos lacteos, incluindo queijo, também foram associados a surtos de STEC. Sob mas
praticas higiénicas, o STEC pode ter acesso ao leite cru por contaminacgdo fecal durante o
processo de ordenha, uma vez que 0s ruminantes representam importantes reservatorios
naturais de STEC (ZWEIFEL et al., 2010).

2.3.4 Hafnia alvei

O género Hafnia compde a familia Enterobacteriaceae, sendo um dos mais de
40 géneros participantes desse grupo. Outras nomenclaturas podem ser encontradas na
literatura como Enterobacter alvei, Enterobacter aerogenes subsp. hafniae e Enterobacter
hafniae (JANDA; ABBOTT, 2006).

As bactérias do género Hafnia sdo bastonetes Gram-negativos, moveis e
anaerdbias facultativas (MUKHERIEE; MISRA, 2008). H. alvei € considerada a Unica
espécie de relevancia desse grupo tanto para a industria alimenticia quanto para a clinica, uma
vez que tem importancia tanto na deterioracdo de produtos carneos (JAY, 2005) quanto em
infeccdes hospitalares, que incluem gastroenterites, septicemia e infeccdes do trato urinario
em humanos (CHEN et al.; 2010).

H. alvei pode ser encontrada em mamiferos, aves, répteis, peixes, no solo,
esgoto e em fontes alimentares, sendo o trato intestinal dos mamiferos considerado o habitat
mais comum. Essa bactéria pode ser encontrada também em produtos alimenticios como
carnes, moida ou com armazenamento a vacuo, mel (JANDA; ABBOTT, 2006), além de ser
frequentemente isolada em leite cru e em diversos tipos de queijo (DELBES-PAUS et al.,
2012).

Casos de bacteremia causadas por Hafnia sdo pouco relatados. Os sintomas
mais comumente associadas sdo febre (38,6-40,5°C), calafrios e dor abdominal (JANDA,
ABBOTT, 2006). E possivel ainda observar sintomas como septicemia, meningite,
pneumonias e abscessos, (MUKHERIEE, MISRA, 2008), além de diarreia ou fezes
escurecidas com sangue (JANDA; ABBOTT, 2006). A maioria das infec¢bes descritas na
literatura estdo relacionadas com pacientes imunodeprimidos ou com doengas concomitantes
(FRICK et al., 1990).
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2.3.5 Lactococcus garvieae

Lactococcus sdo cocos anaerdbios facultativos Gram-positivos, catalase-
negativos, em cadeias curtas ou pares tradicionalmente considerados de baixa viruléncia para
seres humanos (COLLINS et al., 1983).

Entre as oito espécies e subespécies, L. garvieae é responsavel pela maioria dos
casos relatados de infeccdes oportunistas em humanos na literatura. A sindrome clinica mais
bem reconhecida das infeccbes humanas por L. garvieae é a endocardite infecciosa
envolvendo valvulas nativas ou protéticas. Outras entidades relatadas incluiram abscesso
hepatico, peritonite, diverticulite e espondilodiscite infecciosa em associacdo com endocardite
(CHAN et al., 2011).

Embora L. garvieae tenha sido identificado como o agente etioldégico da
lactococose em peixes, tem sido relatado também como um componente das populagdes
bacterianas de certos queijos artesanais fabricados a partir de leite crus (FORTINA et al.,
2003; FOSCHINO et al., 2006).

Cepas de L. garvieae de origem lactea mostraram-se livres de determinantes de
viruléncia, tais como hemolisinas e gelatinase (FORTINA et al., 2007), sugerindo que as
cepas de L. garvieae ndo sdo relacionadas com as cepas patogénicas (FOSCHINO et al.,
2008). Isso concorda bem com a falta de associacé@o entre o consumo de queijo de leite cru e
doencas humanas. Além disso, acredita-se que a atividade de cepas de L. garvieae em
produtos lacteos pode contribuir para suas caracteristicas sensoriais finais (FORTINA et al.,
2007).

2.3.6 Raoultella ornithinolytica

R. ornithinolytica pertence a familia Enterobacteriaceae, € um bacilo Gram-
negativo encapsulado, imovel, oxidase negativo e anaerObio facultativo, tendo tanto o
metabolismo respiratorio quanto o fermentativo (DRANCOURT et al., 2001).

Esse microrganismo é encontrado em ambientes aquaticos, peixes e insetos
(MORAIS et al., 2009), sendo isolada dos intestinos de peixes, carrapatos, cupins e de aguas
estuarinas. E produtora de histamina, o que contribui com a intoxicacdo por pescado (KANKI
et al., 2002).

O sinal mais comum de intoxicacdo por histamina é pele avermelhada,
principalmente na parte superior do tronco, rosto e bracos. Além disso, ha relatos de sintomas

como dores de cabeca, colicas abdominais, e, mais raramente, taquicardia, hipotensdo e



12

broncoespasmo (MORAIS et al., 2009). Entretanto, infeccbes causadas pelo género
Raoultella sdo infrequentes e ndo ha relato de bacteremias espontaneas (KANKI et al., 2002).

2.4 ModificacOes Estruturais dos Queijos - Protedlise

As enzimas podem ter efeitos positivos na indlstria de laticinios, sendo muito
utilizadas na fabricacdo de produtos lacteos, aumentando seu valor e qualidade, gerando
caracteristicas sensoriais desejaveis, como textura, sabor e aroma e aumentando o valor
nutricional. O coalho pode ser citado como exemplo de enzima usada em laticinios, trata-se
de uma protease de origem animal, que é importante na fabricacdo de queijos. Entretanto, as
enzimas também podem gerar efeitos indesejaveis a produtos lacteos, sendo responsaveis pela
producdo de aromas e sabores anormais, como amargor e rancidez, reduzindo o rendimento e
encurtando a vida util dos produtos lacteos (TEH et al., 2014).

H& uma variedade de microrganismos, incluindo espécies dos géneros Bacillus sp.,
Pseudomonas sp. e Serratia sp., que sao encontradas no ambiente de unidades produtoras de
leite e laticinios e que podem produzir enzimas bacterianas, como proteases e lipases. O final
da fase exponencial e inicio da fase estacionaria do crescimento bacteriano sdo, geralmente,
0S momentos em que ocorre a producdo das enzimas, que é considerado um processo
complexo influenciado por variados fatores ambientais e fatores intrinsecos dos

microrganismos (TEH et al., 2014).

2.5 Desinfetantes

Desinfetantes sdo substancias ou preparacfes quimicas aplicadas em objetos, com
capacidade de destruir microrganismos patogénicos, em curto espaco de tempo
(MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Eleger um desinfetante para uso consiste em analise
criteriosa que deve levar em conta aspectos como: efeito residual sobre os alimentos, uso
autorizado pela legislacdo, custo, grau de toxicidade, poder corrosivo e efeito sobre 0 meio
ambiente (ROSSONI; GAYLARDE, 2000).

Os quaternarios de amdnio sdo surfactantes catiénicos utilizados como antissépticos e
desinfetantes (MCDONNELL; RUSSELL, 1999). Sdo compostos carregados positivamente,
cujo modo de acdo ocorre através da atracdo por materiais carregados negativamente ou
estruturas como as proteinas bacterianas. Sdo ativos em uma ampla faixa de temperatura e
apresentam melhor atividade em pH alcalino, ndo tendo efeito corrosivo sobre superficies
(SCHMIDT, 1997). O quaternario de aménio esta entre os desinfetantes mais utilizados em
industrias de alimentos (HOLAH et al., 2002).
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O aparecimento de microrganismos resistentes a desinfetantes pode representar perdas
econdmicas para a inddstria de alimentos e trazer implicagdes para a saude publica. A
adaptacdo dos microrganismos aos desinfetantes pode ocorrer em consequéncia de superficies
com enxague deficiente, deixando baixas concentracdes de desinfetantes nas superficies
(MACHADO et al., 2010).
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3 METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de nove queijos artesanais serranos, provenientes de
produtores rurais do municipio de Sdo Francisco de Paula — RS. Em laboratério, as referidas
amostras foram submetidas a analises fisico-quimicas e microbiolégicas, sendo as Gltimas o
foco deste trabalho.

Na anélise microbioldgica foi realizado o método de contagem padrdo em placa de
mesofilos totais. A técnica de contagem padrdo em placa consiste em diluir as amostras de
1071 a 107® em éagua peptonada a 0,1%, posteriormente, semeia-se aliquotas de 0,1 ml em
agar para contagem, através da técnica de superficie. As placas foram submetidas a incubacéo
em aerobiose a temperatura de 37°C por 48 horas e, apds esse periodo, realiza-se a contagem
das colonias naquela diluicdo em que se observou crescimento de 20 a 200 col6nias. Destas
placas, foram selecionadas aleatoriamente 10 coldnias, segundo metodologia proposta por
SCHMIDT (2002).

A manutencdo das colbnias foi realizada através de refrigeracdo em placas com Plate
Count Agar (PCA) como meio de cultura e congelamento em criotubos em duplicata, sendo
um criotubo contendo glicerol e outro contendo leite desnatado a 10%, atuando como
crioprotetores.

A identificacdo das espécies de cada microrganismo isolado foi realizada através da
utilizacdo de sistema de espectrometria de massas com ionizagcdo por dessorcdo a laser
assistida por matriz acoplado a espectrometria de massas em tempo de voo (MALDI TOF
MS), conforme protocolo descrito por GOULART (2017).

A coleta de amostras, a contagem padrdo em placa de mesoéfilos totais bem como a
identificacdo das especies foram realizadas previamente, sendo este presente estudo
responsavel pela manutencdo das colbnias, analise de crescimentos em diferentes
temperaturas e producdo de enzimas proteoliticas, bem como pelo teste de eficicia de

sanitizantes. No Anexo | pode-se observar um fluxograma representativo da metodologia.

3.1 Crescimento em Diferentes Temperaturas e Producdo de Enzimas Proteoliticas.

A avaliacdo do crescimento em diferentes temperaturas, bem como da producdo de
enzimas proteoliticas, foi realizada em triplicata através da inoculacdo das bactérias em meio
de cultura TSA suplementado com 5% de leite desnatado reconstituido a 10% e incubados na
temperatura de 37°£1°C por 48 horas, 20°+1°C por 48 horas e 7°+1°C por 10 dias. A bactéria
Pseudomonas aeruginosa foi utilizada como controle positivo para verificagdo da qualidade

do meio teste, visto que ja € conhecida sua capacidade de producgdo de enzimas proteoliticas.
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Os microrganismos foram considerados positivos para producdo de enzimas proteoliticas
quando houve formagéo de halo transparente circundando a zona de crescimento da col6nia
(GOULART, 2017).

3.2 Teste de Eficacia de Sanitizantes

Os microrganismos foram testados quanto a sua resisténcia ao desinfetante, segundo
Portaria n° 101 do MAPA (BRASIL, 1993). O sanitizante utilizado na avaliacdo é comumente
empregado na producdo leiteira e na industria de alimentos, tendo sido testado nas duas
concentragdes segundo instrugdes do fabricante: Cloreto de Alquil Dimetil Benzil Amdnio a
1:2000 e a 1:3000. Além dessas, foi utilizada uma terceira concentracdo desse mesmo
sanitizante ndo incluida nas instrucdes do fabricante: 1:500.

Segundo instrugdes do fabricante quanto as indicacbes de uso e dosagem, a
concentragdo 1:3000 pode ser usada com a finalidade de desinfeccdo em geral, incluindo
uniformes, paredes e piso, enquanto que a 1:2000 ¢ indicada para equipamentos em geral,
ordenhadeiras mecénicas, Uberes, mdos do ordenhador, rodollvio, pedildvio, além de
pulverizacdo e desinfeccdo de cama de aves, aviarios, camaras, incubadoras, bandejas,
maternidades e creches. Embora a concentracdo 1:500 ndo conste no rotulo do desinfetante
utilizado neste estudo, ha outras marcas que indicam-a para desinfeccdo em geral, além de
desinfeccdo contra o virus de Gumboro e Circovirus.

Os sanitizantes foram diluidos em agua destilada estéril de forma a atingir a
concentracdo desejada. Foram distribuidos 9 ml de cada concentracdo em diferentes tubos de
ensaio. Antes de iniciar o ensaio, cada tubo contendo sanitizante recebeu 1 ml de leite UHT
autoclavado, utilizado como fonte de matéria organica.

Os isolados bacterianos foram inoculados em tubos contendo BHI, incubados por 20
horas & 37+£1°C e observado turbidez do caldo como indicativo de crescimento bacteriano.
Apds esse periodo, foram diluidos em agua peptonada 0,1% até a diluicdo 1072 e desta
adicionados 0,1 ml aos tubos com sanitizante. As amostras eram, entdo, homogeneizadas e
cronometrava-se o tempo de exposicdo (5, 10, 15 e 20 minutos). Ao fim de cada periodo,
foram alcadas aliquotas de 10pL para novos tubos contendo BHI, sendo incubadas a 37+1°C

por 96 horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
No Anexo Il, pode-se observar uma tabela com os resultados gerais do estudo,

incluindo as amostras cujos microrganismos foram provenientes.

4.1 Crescimento em Diferentes Temperaturas e Producao de Enzimas Proteoliticas

Foi observado crescimento de todas as bactérias analisadas (C. freundii, E.
faecalis, E. coli, H. alvei, L. garvieae e R. ornithinolytica) em todos os tempos e temperaturas
de analise (37°+1°C por 48 horas, 20°+1°C por 48 horas e 7°+1°C por 10 dias).

Quanto a producdo de enzimas proteoliticas, apenas uma das amostras de E.
faecalis foi positiva para atividade proteolitica na temperatura de 20°+1°C. Enquanto que
todas as outras amostras de E. faecalis, bem como as outras espécies bacterianas analisadas,
ndo realizaram protedlise em nenhuma das temperaturas testadas. Os resultados obtidos na

analise de producéo de enzimas proteoliticas podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1 - Producéo de Enzimas Proteoliticas

Proteolise
Microrganismo  7°C  20°C  36°C

. freundii - - -
. faecalis - - -
. faecalis - - -
. faecalis - - -
. faecalis - - -
. faecalis - + -

coli - - -

coli - - -
. alvei - - -

CFImMmmMmMmMmMmMMMO

. garvieae - - -

R. ornithinolytica

Fonte: o proprio autor. Legenda: + indica producdo de enzimas proteoliticas; - indica auséncia de producdo de
enzimas proteoliticas.

As temperaturas testadas foram escolhidas pois simulam temperaturas
ambientais em diferentes ocasides, como dias de verdo, de inverno, refrigeracdo e dias com

temperaturas amenas.
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Proteases com atividade proteolitica muito acentuada podem acarretar menor
rendimento na fabricacdo de queijos pela perda de peptideos no soro, além de ocasionar
consideraveis defeitos de sabor e textura em queijos maturados pela protedlise excessiva e
descontrolada (DE PAULA et al, 2009). O fato dos microrganismos analisados néo
realizarem protedlise, faz com que os queijos ndo apresentem consideraveis defeitos, sendo
assim, a presenca desses patdégenos nao é percebida pelo produtor, que coloca seu produto a
venda com potencial para transmissdo de DTA.

Em estudo realizado por Tebaldi et al. (2008), objetivou-se isolar microrganismos
indicadores de qualidade em leite e analisar sua atividade proteolitica, verificando que dos 70
isolados de Enterobacteriaceae apenas 34,28% apresentaram atividade proteolitica, sendo um

namero baixo, porém ainda maior que 0s encontrados no presente estudo.

4.2 Teste de Eficacia de Sanitizantes

Analisando os resultados obtidos, pode-se verificar ineficiéncia da capacidade
de inativacdo da maioria dos microrganismos analisados na concentra¢do 1:3000, visto que
esta foi eficaz apenas para L. garvieae e ap0s 15 minutos de acdo em uma das amostras de E.
faecalis, sendo todas as outras bactérias testadas resistentes a essa concentracdo. A
concentracdo 1:2000 também mostrou-se ineficaz para a maioria dos microrganismos
testados, sendo sensiveis a esta apenas as duas bactéerias ja sensiveis a 1:3000 e apds 20
minutos de acdo em outra amostra de E. faecalis.

Quando utilizada a concentracdo 1:500, a maioria dos microrganismos
mostraram-se sensiveis, sendo resistentes apenas uma das amostras de E. coli até 10 minutos
de acdo, Hafnia alvei até 5 minutos de acdo e R. ornithinolytica até 10 minutos de acao.

Os resultados do teste de eficacia de sanitizantes podem ser observados na

tabela 2.
Tabela 2 - Resultados do Teste de Eficacia de Sanitizantes

Diluicdo 1:3000 Diluicdo 1:2000 Diluicao 1:500
Microrganismo 5 10 15 20 5 10 15 20 5 10 15 20

C. freundii + + + + + + o+ o+ - - - -

E. faecalis + + + + + + o+ o+ - - - -

E. faecalis + + + + + + o+ o+ - - - -

E. faecalis + + + + + o+ o+ o+ - - - -
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E. faecalis + + + + + o+ o+ - - - - -
E. faecalis .
E. coli + + + + + + + o+ - - - -
E. coli + + + + + + + + + o+ - -
H. alvei + + + o+ o+ O+ o+ o+ o+ - -
L. garvieae - - - .- a e e

R. ornithinolytica + + + + + + + + + o+ - -

Fonte: o proprio autor. Legenda: + indica crescimento bacteriano; - indica auséncia de crescimento bacteriano; 5,
10, 15 e 20 referem-se aos minutos de exposicao ao sanitizante.

Através dos resultados obtidos neste estudo, verificou-se que ha
microrganismos com potencial patogénico que nédo estdo sendo eliminados com o uso da
concentracdo prevista pelo fabricante do desinfetante, que é comumente usado na producao de
alimentos, incluindo QAS. Esse fato é preocupante do ponto de vista de satde publica, visto
que serve como um indicador de possiveis surtos de DTAS nos consumidores do QAS.

Com os resultados deste estudo, pode-se perceber que o comportamento de
resisténcia das diferentes E. faecalis analisadas variou consideravelmente, sendo algumas
mais sensiveis e outras mais resistentes, mesmo sendo todas provenientes de um mesmo
municipio. Visto que ndo foram coletados dados sobre o uso de desinfetantes nos locais de
producdo dos queijos analisados, a diferenca de comportamento das diferentes amostras de E.
faecalis abre espaco para questionamento quanto ao tipo de desinfetante que se usa nessas
industrias e a0 modo de utilizacdo dos mesmos. Essas informacgdes seriam Uteis para afirmar a
causa desses diferentes resultados em E. faecalis, que pode ser proveniente de
desenvolvimento de resisténcia ao sanitizante devido ao mau uso do produto.

Em estudo feito por Molina et al. (2010), analisou-se a sensibilidade de E. coli
isolada de superficies e equipamentos de matadouros frigorificos frente a quaternario de
amonio. Como resultado, os autores verificaram que as menores concentracdes e tempos de
contato para inativar as bactérias isoladas foram 1:80000 em 20 minutos e 1:40000 em 5
minutos, quando realizado o teste de suspensdo na presenca de matéria organica. Esse
resultado mostrou, portanto, uma necessidade de concentracdo do quaternario de aménio bem
menor gue o presente estudo para inativar E. coli.

Collete et al. (2014) realizaram estudo isolando microrganismos de banheiros
publicos e dentre os isolados escolheram as espécies E. coli, Proteus e Staphylococcus sp.

para realizar andlises quanto a resisténcia ao quaternario de amdnio em
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diferentes concentragdes. Os resultados indicaram que a concentragdo 1:400 foi ineficaz para
combater os microrganismos testados; 3:1000 foi eficaz para E. coli, mas ineficaz contra
Proteus e Staphylococcus sp.; 2,8:1000 foi ineficaz contra E. coli e Staphylococcus sp.;
apenas a concentragdo 4,5:1000 mostrou-se eficaz para todos 0os microrganismos testados.
Estes resultados demonstram uma necessidade de concentracdo de quaternario de amdnio
ainda maior em comparacgao com as analises do presente estudo.

Quando comparados resultados de diferentes estudos, pode-se verificar grande
variacdo de capacidade de resisténcia dos microrganismos ao quaternario de amonio, desde
bactérias mais sensiveis até microrganismos mais resistentes, tornando relativa a eficiéncia do

sanitizante.
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5 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos com este estudo pode-se observar que todos os
microrganismos testados foram capazes de crescer nas trés temperaturas de analise e que a
maioria ndo foi capaz de realizar protedlise. Além disso, observou-se que as concentracfes de
quaternario de amoénio recomendadas pelo fabricante ndo foram eficazes para impedir o
crescimento da maioria das bactérias analisadas e que foi preciso utilizar uma concentracéo
mais alta para que isso ocorresse.

No que diz respeito as espécies patogénicas encontradas nos queijos, conclui-se que €
preciso melhorar as condicgdes de producgéo do queijo artesanal serrano, bem como estabelecer
legislacdo e fiscalizagdo, no intuito de melhorar a qualidade deste produto que é um
importante componente da cultura sulista brasileira. Além disso, é preciso instruir 0s
produtores quanto a utilizacdo de boas praticas de fabricacdo, incluindo correta higienizacéo
de instalagdes e equipamentos, além da correta higiene pessoal. Aprimorando o conhecimento
sobre 0 QAS, pode-se melhorar a qualidade do produto, evitando defeitos nos queijos, bem
como combatendo patdgenos e contribuindo para a satde publica.

Como sugestbes para estudos futuros pode-se aprofundar as pesquisas sobre o
comportamento destes microrganismos e entender sua permanéncia nos ambientes, como na

producdo de biofilmes, entre outros.
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ANEXO | - Fluxograma da Metodologia
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ANEXO Il — Resultados Gerais

PROTEOLISE CRESCIMENTO SENSIBILIDADE QA

AMOSTRA
QAS MICRORGANISMO 7°C 20°C 36°C 7°C 20°C 36°C
1 E. faecalis - - - + + + 1:500, 5min
3 H. alvei - - - + + + 1:500, 10min
4 E. faecalis - - - + + + 1:500, 5min
5 C. freundii - - - + + + 1:500, 5min
5 E. faecalis - - - + + + 1:500, 5min
5 L. garvieae - - - + + + 1:3000, 5min
6 E. faecalis - - - + + + 1:2000, 20min
7 E. faecalis - + - + + + 1:3000, 15min
7 R. ornithinolytica - - - + + + 1:500, 15min
8 E. coli - - - + + + 1:500, 5min
9 E. coli - - - + + + 1:500, 15min




