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RESUMO

Queijos artesanais constituem naturalmente um rico microbioma, cujas interacfes sdo de
extrema importancia para a formacdo dos produtos, contribuindo para o sabor e a textura
desses alimentos. Até a década de 1980, a classificacdo e a identificacdo de bactérias se
baseavam em comparagdes fenotipicas. A partir dos anos 2000, com a consolida¢do do uso
das técnicas de biologia molecular, tornou-se possivel a caracterizacdo de qualquer
comunidade bacteriana presente numa amostra. Neste contexto, o presente trabalho visa
demonstrar a importancia do uso de técnicas moleculares na identificacdo de microrganismos
presentes em queijos artesanais, como forma de melhorar a eficiéncia dessa identificacao.
Com o presente estudo, podemos concluir que técnicas moleculares sdo de grande eficiéncia
na deteccdo de microrganismos presentes em queijos artesanais e, na grande maioria das
vezes, essas técnicas detectam grupos de microrganismos com maior rapidez e precisao
quando comparadas com técnicas tradicionais. Outro fator relevante é o fato de essas novas
técnicas permitirem a identificacdo de microrganismos que ndo seriam identificados em
técnicas tradicionais dependentes de cultivo.
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A fabricacdo artesanal de queijos no estado de Minas Gerais tem como principal
caracteristica a utilizacdo do leite cru, de forma que a microbiota presente no leite torna-se
parte fundamental no processo de producdo conferindo as caracteristicas sensoriais tipicas
deste produto (NOBREGA, 2007). Além do leite cru, a utilizacdo de parte do soro residual do
processo de producdo - conhecido como “pingo” - como fermento enddgeno, insere no
processo de produgdo uma microbiota diversificada, representativa da regido na qual o
produto € fabricado, que direciona a fermentacdo e maturacdo do queijo conferindo
caracteristicas sensoriais peculiares (MARINO, 2003). Apesar do antigo conhecimento
pratico da importancia da utilizacdo do fermento enddgeno no processo de producdo de
Queijos Minas Artesanais, pouco se sabe a respeito da sua composicao, além do fato de que
ele ¢ formado por uma complexa associacdo microbiana de comunidades de bactérias do
acido latico (BAL) e comunidades de leveduras (PARENTE, 1997).

E sabido que queijos artesanais possuem naturalmente uma flora bacteriana, sendo a
interacdo desses microrganismos de extrema importancia na formagéo de produtos artesanais
(KONGO et al, 2007; MARTIN-PLATERO, 2008), uma vez que sio em grande parte
responsaveis pelo sabor e textura desse alimento (SILVA, 2012).

Até a década de 1980 a classificacdo e identificacdo de bactérias, se baseavam em
comparagdes fenotipicas, incluindo caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, metabdlicas e
quimicas das células. Entretanto, a partir dos anos 2000, com a consolidacdo do uso das
técnicas de sequenciamento em larga escala do gene de RNA ribossémico 16S (rRNA), como
marcador molecular de caracterizacdo de grupos bacterianos, tornou-se possivel a
caracterizacdo de qualquer comunidade bacteriana presente numa amostra de qualquer
material - &gua, solo, alimentos, efluentes - fornecendo informagfes consideraveis sobre a
composicao e o papel desempenhado por estas comunidades que participam tanto do processo
de producdo de alimentos quanto aquelas que sdo consideradas contaminantes, sem a
necessidade de isolamento e cultivo (RAPPE; GIOVANNONI, 2003; TRINGE;
HUGENHOLTZ, 2008). Dessa forma, a caracterizacdo de comunidades bacterianas na
industria de alimentos passou de uma tarefa extremamente ardua na década de 80 para uma
tarefa relativamente simples na década atual (ERCOLINI, 2013).

Considerando o contexto, ja se sabe que existem variagdes nas caracteristicas
sensoriais (aparéncia, consisténcia, aroma e sabor) de queijos artesanais entre os produtores
de uma mesma regido o que influencia diretamente no valor agregado do produto final. Como

as comunidades bacterianas intrinsecas ao processo de producdo contribuem para a
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determinacdo destas caracteristicas sensoriais, 0 presente trabalho visa demonstrar a
importancia do uso de técnicas moleculares na identificacdo de microrganismos presentes em
queijos artesanais, como forma de melhorar a eficiéncia dessa identificacdo. A partir dai,
futuramente podem ser desenvolvidas formas de selecdo/separacdo de microrganismos
benéficos e contaminantes, visando o desenvolvimento de produtos de controle, bem como
maximizar a eficiéncia do processo de maturacdo de queijos artesanais. As informagdes
levantadas neste trabalho serdo Uteis para o desenvolvimento de trabalhos similares aplicados

a problematica da producao do Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Metodologia

Em linhas gerais, para atingir o objetivo principal deste trabalho que é reunir em um
unico documento, as principais informacfes disponiveis na literatura sobre o uso de
ferramentas de caracterizacdo das comunidades bacterianas em queijos artesanais produzidos
no Brasil, foi empregada a metodologia de revisdo sistematica de dados da literatura.

Para selecdo das publicacgdes, primariamente foram feitas buscas nas plataformas de
buscas mais utilizadas pelo meio académico brasileiro: (1) a plataforma de busca do
Periodicos CAPES, desenvolvida pelo érgdo governamental brasileiro CAPES; (2) a
plataforma Google Académico, desenvolvida pela empresa americana Google e de acesso
livre; (3) a plataforma PubMed desenvolvida pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos (National Institute of Health — NIH) e, também, de acesso livre; e (4) a plataforma
Web of Science, desenvolvida pela empresa canadense Thomson Reuters e de acesso restrito a
assinantes. Entretanto, foi observada uma elevada sobreposic¢éo de estudos, com isso a busca
foi limitada a duas plataformas: a Periddicos CAPES e Google Académico. As plataformas
PubMed e Web of Science foram descartadas pelo fato de apresentar abrangéncia mais
limitada que as demais e acesso limitado, respectivamente.

As buscas foram realizadas nos idiomas inglés e portugués, estruturadas em quatro
etapas (Figura 1). A primeira etapa envolveu a avaliacdo dos resultados apresentados pela
ferramenta de busca das plataformas selecionadas, apos buscas com palavras-chave
relacionadas ao tema central do trabalho. A partir destas listas de publica¢fes geradas, seguiu-

se a segunda etapa que consistiu na de triagem inicial de publicagbes néo relacionadas ao
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tema central do trabalho, listadas por viés da ferramenta de busca. Essa triagem foi realizada
por meio da leitura do titulo de cada publicagdo listada. A terceira etapa envolveu a triagem
de publicacdes efetivamente relacionadas ao tema central do trabalho, por meio da leitura e
avaliacdo de resumo e conclusdo de cada trabalho resultante da triagem realizada na etapa 2.
Por fim, as publicagGes selecionadas na etapa 3 foram utilizadas como fonte de informagéo
para a realizagdo da discussdo sobre o tema do trabalho.

Etapa 1: Pesquisa de publicagdes
por palavras-chave

Etapa 2: Triagem de publicagdes
por leitura de titulos

Etapa 3: Triagem de publicacdes por
leitura de resumo e conclusdo

Etapa 4:

Utilizagdo dos
trabalhos triados

Figura 1 - Representacdo esquematica dos passos metodolégicos seguidos na reviséo sistematica
Fonte: Autor.

2.2 Resultados e discussao

Os trabalhos foram selecionados usando um critério livre de selecdo, porém sempre
optando por artigos com metodologia eficiente e desenvolvidos usando amostras de queijos

artesanais provindos de regides tradicionais.
Os trabalhos selecionados para anélise foram:

a) Al- “Avaliacdo da microbiota bacteriana do queijo de coalho artesanal produzido na
regido Agreste do estado de Pernambuco”, autoria de Silva et al. (2012).

b) A2- “Avaliagdo da qualidade microbiologica do queijo-de-minas artesanal do Serro-
MG”, autoria de Blant, Fonseca e Silva (2007).

c) AS3- “Microbiologia de queijo tipo Minas Frescal produzido artesanalmente”, autoria

de Loguercio e Aleixo (2001).
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d) T1- “Comparacdo de métodos para pesquisa de Salmonella sp. e Listeria sp. e

f)

avaliacdo microbiana e fisico- quimica em queijo minas artesanal”, autoria de Mata
(2009).

T2- “Caracterizacao bioquimica e genética de bacteérias lacticas isoladas de queijo
serrano”, autoria de Almeida (2007).

T3- “Identificacdo de espécies de Enterococcus isoladas de Queijo Minas tipo frescal
através da analise do polimorfismo dos Fragmentos de restricdo de parte do gene 16s
rRNA Amplificado pela PCR”, autoria de Scheidegger (2009).

Os objetivos e metodologias dos trabalhos selecionados e discutidos estdo

representados na tabela a seguir.

Tabela 1 - Trabalhos selecionados e seus respectivos objetivos e metodologias

Artigos

Objetivos

Metodologias utilizadas

Al

Analisar a microbiota bacteriana do queijo de
coalho artesanal da regido Agreste de
Pernambuco, guanto a qualidade
microbiologica e ao perfil cido-lactico.

Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e amplificacdo de regides
especificas por meio de primer espécie
especificos.

A2

Avaliar a qualidade microbiolédgica do queijo-
de- minas artesanal do Serro e observar a
variacdo da microbiota do queijo recém-
fabricado e no ultimo dia do prazo de validade

Técnicas tradicionais de identificagao.

A3

Avaliar a qualidade higiénico-sanitaria do
gueijo Minas Frescal produzido artesanalmente
e comercializado em Cuiaba, através da
investigagdo da carga de microrganismos
indicadores em amostras coletadas em dois
pontos de comercializagdo.

Técnicas tradicionais de identificacao.

T1

Comparar o método convencional de detec¢do
de Salmonella sp., Listeria monocytogenes e
Listeria sp. com métodos rapidos para analise
de queijo Minas artesanal e verificar a
sobrevivéncia de Listeria innocua a maturagao

Técnicas tradicionais de identificacdo,
VIDAS- LMO e métodos moleculares
- PCR.

T2

Classificar isolados de bactérias lacticas
predominantes em queijos Serranos comerciais
através de métodos bioquimicos e analises
morfologicas, bem como caracteriza-los
através do uso de métodos moleculares
baseados em PCR: RAPD, ISSR, BOX, REP,
ERIC e TAP.

Teécnicas tradicionais de identificacdo
e métodos moleculares baseados em
PCR: RAPD, ISSR, BOX, REP, ERIC
e TAP.

T3

Implantar a técnica da PCR/RFLP com as
enzimas Ddel, Haelll e Hinfl associada a
alguns  testes  bioquimicos para uma
identificacdo de Enterococcus spp. isolados de
amostras de queijo Minas tipo frescal.

PCR/RFLP tendo como base o gene
16 do rDNA, algumas técnicas
bioquimicas.

Fonte: Almeida (2007); Blant, Fonseca e Silva (2007); Loguercio e Aleixo (2001); Mata (2009); Scheidegger
(2009); Silva et al. (2012).
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Os resultados do artigop Al mostraram a eficiéncia da técnica molecular na
identificacdo de contaminantes do queijo coalho artesanal produzido na regido Agreste do
estado de Pernambuco, visto que todos 0s géneros e espécies testados foram encontrados. Os
alvos dos primers foram: Enterococcus, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis, Lactococcus raffinolactis e Lactobacillus
casei (SILVA et al. 2012).

Ja o artigo A2, avaliando a presenca de Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella
spp. e Listeria monocytogenes por meio de técnicas tradicionais de identificacdo, demonstrou
que 92,5% das amostras analisadas estavam fora do padréo, sendo que 82,5% apresentaram
contagens de Staphylococcus coagulase positiva acima de 103UFC/grama. Nenhuma amostra
de queijo apresentou contaminacao por Salmonella spp ou Listeria monocytogenes. A média
logaritmica do nUmero de Staphylococcus coagulase positiva para 0s queijos recém-
fabricados se mostrou mais alta que a média para os queijos estocados a 10°C, mas como
citado pelo proprio autor € importante ressaltar que as toxinas uma vez produzidas sdo
resistentes as condi¢bes de estocagem apresentadas no trabalho (BLANT; FONSECA,
SILVA, 2007).

Os autores Blant, Fonseca e Silva (2007) — A2 — ndo identificaram Salmonella sp. e
Listeria monocytogenes em seu trabalho. Entretanto, no trabalho de Mata (2009) o método
convencional também ndo foi eficiente na deteccdo de Salmonella sp em um total de 63
unidades amostrais, enquanto 0 método imunoenzimatico VIDAS - SLM detectou 0 mesmo
contaminante em 3,17% das amostras. Este autor classificou essas amostras como falsos
positivos, em decorréncia de possiveis reacdes cruzadas ocasionadas pela especificidade do
anticorpo com outros antigenos correlacionados ou mesmo possiveis contaminagdes. O
método convencional a PCR- BAX também ndo detectou Salmonella sp em nenhuma
amostra.

O trabalho A3, de autoria de Loguercio e Aleixo (2001) usando técnicas tradicionais
de identificacdo, demonstraram que na determinacdo de coliformes fecais, 28 amostras
(93,33%) apresentaram-se fora dos padrbes legais exigidos para queijo Minas Frescal. Na
contagem de Staphylococcus aureus, em 29 amostras (96,67%) obtiveram-se valores
superiores a 103ufc/g, e apenas uma amostra (3,33%) estava em conformidade com o padréo
legal. Nesse trabalho o autor propGe avaliar a qualidade higiénico-sanitaria do queijo Minas

Frescal por meio da investigacdo da carga de microrganismos indicadores, entretanto, o
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trabalho s6 deu destaque a dois tipos de contaminantes, coliformes e S. aureus, que néo
podem ser usados como representantes da microbiota total do produto.

O trabalho de Mata (2009) - T1- compara técnicas tradicionais de identificacdo de
microrganismos com técnicas alternativas (imunoanalise e reacdo da polimerase em cadeia-
PCR) em amostras de Queijo Minas Artesanal. Com os resultados a autora pode observar que
0s metodos convencionais e moleculares demonstraram resultados semelhantes na
identificacdo de Salmonella sp., bem como VIDAS - LMO (imunoandlise) para L.
monocytogenes, porém os testes usando PCR ndo foram feitos com outros contaminantes. A
autora também apresentou uma tabela adaptada do trabalho de Boer e Beumer (1999)
demonstrando a eficiéncia do uso da PCR quando comparado as outras técnicas, sendo
possivel vizualizar que além do tempo gasto ser significantemente menor que o gasto em
técnicas convencionais (12hrs contra 4-6 dias), o limite de deteccdo é também muito mais
eficaz, sendo que em técnicas convencionais o limite de deteccdo € de JUFC/mL em 25 g e
103 para PCR.

No trabalho de Almeida (2007) - T2- , os marcadores TAP-PCR demonstraram alta
correlacdo com a classificacdo bioquimica, sendo que os marcadores RAPD, BOX e REP-
PCR apresentaram elevada capacidade discriminatéria em Lactobacillus e coeficientes de
similaridade com elevada correlagdo com aqueles calculados a partir de marcadores TAP-
PCR, 0 que ndo ocorreu com o0s dados de ISSR.

A tese de Scheidegger (2009) -T3- demostrou que a técnica de PCR/RFLP mostrou-se
simples, eficiente e rapida para identificacdo das espécies de Enterococcus em Queijo Minas
tipo frescal, usando o primer para regido conservada do gene 16S rRNA e endonucleases de
restricdo (del, Haelll e Hinfl). A autora usou também testes bioquimicos com intuito de
reforcar os resultados. Primeiramente, foram usadas as duas técnicas em isolados bacterianos
da colecdo laboratorial, porém a técnica molecular foi capaz de identificar 100% das
amostras. No entanto algumas provas bioguimicas ndo coincidiram com a literatura
disponivel, dificultando a interpretagdo dos resultados, ndo sendo possivel a identificacdo de
algumas espécies. Quando as duas técnicas foram aplicadas em isolados do QMA, ambas
foram capazes de realizar a identificacdo, entretanto a técnica bioquimica demostrou alguns
perfis atipicos entre as amostras.

Métodos convencionais de deteccdo de microrganismos, além de uma demanda maior
de tempo, podem sofrer com interferéncia de fatores ambientais e possiveis variacbes na

expressao génica dos microrganismos, o que pode afetar o poder discriminatorio dos testes
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bioquimicos. Outra dificuldade s&o as células vidveis ndo cultiviveis, que ndo sdo detectadas
nessa metodologia (FARBER, 2001; MARIN; LEMOS; FREITAS, 2006).

De qualquer forma], por mais eficiente que sejam as técnicas moleculares é necessario
um estudo prévio de qual metodologia usar, bem como qual o marcador ideal para o grupo em
questdo. No trabalho de Almeida (2007) o marcador ISSR néo foi considerado eficiente, uma
vez que, embora tenha demonstrado elevada capacidade de discriminagdo, 0 mesmo chegou a
separar isolados considerados como idénticos por outros marcadores, 0 que ja poderia ser
esperado, uma vez que marcador possui um elevado grau de polimorfismo, ndo sendo o
marcador ideal para microrganismos, uma vez que possuem elevada taxa de mutacOes e
recombinacdo genética, favorecendo o uso de marcadores especificos para regides mais

conservadas do DNA.

3 CONCLUSAO

Com o presente estudo podemos concluir que técnicas moleculares sdo de grande
eficiéncia na deteccdo de microrganismos presentes em queijos artesanais. Na grande maioria
das vezes essas técnicas detectam com uma maior facilidade e rapidez microrganismos
quando comparadas com técnicas tradicionais. Outro fator relevante é o fato de que essas
novas técnicas permitirem a identificacdo de microrganismos que ndo seriam identificados em
técnicas tradicionais, por ndo terem uma biologia conhecida, crescimento lento ou mesmo nédo

serem cultivaveis.
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USE OF GENETIC TOOLS IN THE IDENTIFICATION OF BACTERIAL
COMMUNITIES OF ARTISAN CHEESES: A SYSTEMATIC REVIEW OF
LITERATURE

ABSTRACT

Artisanal cheese are naturally rich microbiome whose microbial interactions are crucial to
conformation of these artisanal food products contributing to the flavor and texture. Until the
80’s , bacterial classification and identification were based on phenotipic approaches and from
the 2000’s , with consolidation of molecular techniques, it has become possible a refined
classification of whole bacterial communities accessed from any type of sample. In this
context, our primary goal is to depict the importance of recent molecular techniques of
bacterial applied to artisanal cheese microbiomes, as a way of improve the characterization of
their communities. Here we highlighted the efficiency and robustness of these approaches
and, in most cases, they have characterized the microbial diversity faster and more refined
than by conventional methods. Furthermore, molecular approaches allow identifications that
would not be possible through conventional culture-dependent approaches.
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