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RESUMO

Além dos consumidores atuais serem mais exigentes em relagdo a alimentacdo por conta da salde, a
tecnologia corrobora pela busca de alimentos que possibilitam novas experiencias sensoriais. Desta
forma o interesse por esses produtos estdo em crescimento nos Gltimos anos, sendo que dentro desses
grupos de alimentos o0s queijos artesanais de leite cru se destacam, visto que ao contrario dos queijos
industrializados sdo produtos lacteos fermentados onde a padronizagdo ndo é regra. Esses queijos sdo
tradicionalmente produzidos e consumidos no mundo todo, sendo que suas propriedades sensoriais
variam de acordo com a regido na qual sdo fabricados, por conta da microbiota caracteristicas de cada
regido, diferentes enzimas presentes na matéria prima que transloca para os queijos produzidos com leite
que ndo passa por tratamento térmico, além do saber-fazer especificos. Apesar dos surtos de doencas
transmitidas por alimentos terem apresentados resultados menores nos Gltimos anos no Brasil, dados
epidemioldgicos no pais de DTASs relacionadas ao consumo de queijos sdo escassos, por conta disso o
mapeamento microbiolégico desses alimentos é extremamente importante para assegurar a sadde do
consumidor. Visando a melhor especificidade e identificacdo de bactérias em alimentos, as ferramentas
microbioldgicas classicas como, identificacdo de bactérias em placas, isolamento e identificagdo
bioguimica estdo dando espaco ao uso de ferramentas avancadas de identificacdo bacteriana, como o
sequenciamento do genoma bacteriano. Visto que o genoma codifica informac6es e as propriedades dos
microrganismos, a metagenémica além de permitirem a compreensdo completa da ecologia bacteriana
destes produtos sao técnicas que independem de meios de cultivos. Desta forma, o objetivo deste estudo
foi revisar estudos utilizando analise metagenémica em queijos artesanais.

Palavras-Chave: Queijos, bactérias, metagenémica.

RESUMEN

Ademaés de que los consumidores actuales son méas exigentes con la alimentacion por motivos de salud,
la tecnologia corrobora la busqueda de alimentos que posibiliten nuevas experiencias sensoriales. Asi,
el interés por estos productos ha ido creciendo en los Gltimos afios, y dentro de estos grupos de alimentos
destacan los quesos artesanales de leche cruda, ya que a diferencia de los quesos industrializados que
son productos lacteos fermentados, la estandarizacion no es posible. Estos quesos se obtienen y
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consumen tradicionalmente en todo el mundo, y sus propiedades sensoriales varian segln la regién en
la que se fabrican, debido al microbiota caracteristico de cada region, diferentes enzimas presentes en la
materia prima que pasa por quesos buscados con leche que no someterse a tratamiento térmico, ademas
de conocimientos especificos. A pesar de que los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
han tenido menores resultados en los ultimos afios en Brasil, los datos epidemioldgicos en el pais de
DTA relacionados con el consumo de queso son escasos, por lo que el mapeo microbiolégico de estos
alimentos es de suma importancia para asegurar la salud del consumidor. Con el objetivo de una mejor
especificidad e identificacion de bacterias en los alimentos, las herramientas microbiol6gicas clasicas
como la identificacion de bacterias en placas, el aislamiento y la identificacion bioquimica estan dando
lugar al uso de herramientas avanzadas para la identificacion de bacterias, como la secuenciacion del
genoma bacteriano. Dado que el genoma codifica informacién y propiedades de los microorganismos,
la metagendmica, ademas de permitir un conocimiento completo de la ecologia bacteriana de estos
productos, son técnicas que no dependen de medios de cultivo. Asi, el objetivo de este estudio fue revisar
los estudios que utilizan el analisis metagenémico en quesos artesanales.

Palabras Clave: Queso, bacterias, metagenémica

ABSTRACT

In addition to current consumers being more demanding in relation to food because of health, technology
corroborates the search for foods that enable new sensory experiences. Thus, interest in these products
has been growing in recent years, with artisanal raw milk cheeses standing out among these food groups,
since unlike industrialized cheeses are fermented dairy products, standardization is not possible. These
cheeses are traditionally obtained and consumed worldwide, and their sensory properties vary according
to the region in which they are manufactured, due to the microbiota characteristic of each region,
different enzymes present in the raw material that passes for cheeses sought after with milk which does
not undergo heat treatment, in addition to specific know-how. Despite the outbreaks of foodborne
diseases have had lesser results in recent years in Brazil, epidemiological data in the country of DTAs
related to cheese consumption are scarce, because of this the microbiological mapping of these foods is
extremely important to ensure consumer health. Aiming at better specificity and identification of
bacteria in food, the classic microbiological tools such as identification of bacteria on plates, isolation
and biochemical identification are giving rise to the use of advanced tools for bacterial identification,
such as sequencing the bacterial genome. Since the genome encodes information and properties of
microorganisms, metagenomics, in addition to allowing a complete understanding of the bacterial
ecology of these products, are techniques that do not depend on culture media. Thus, the aim of this
study was to review studies using metagenomic analysis in artisanal cheeses.

Keywords: Cheese, bacteria, metagenomics.

INTRODUCAO

O mercado de produtos alimenticios premium, gourmet e artesanais é responsavel por
uma movimentacao financeira significativa no mundo todo, influenciada principalmente pelo
aumento da facilidade na obtencdo de informacdes que indiretamente incentivam oS
consumidores a valorizarem mais a culinaria e experimentarem novas experiéncias sensoriais
(BARBOSA et al., 2020). Além de estarem entre 0s produtos lacteos mais exportados pelo
Brasil, 0s queijos sdo 0s que apresentam maior taxa de crescimento de vendas nos Ultimos anos
no mercado externo (CARVALHO; ROCHA, 2019). Sendo que além da producédo industrial,
ha também a producéo de forma artesanal que, por sua vez, pode apresentar-se como a principal
fonte de renda principalmente de pequenos produtores rurais (CORREIA; ASSIS, 2017).
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Os queijos artesanais brasileiros sdo aqueles elaborados por métodos tradicionais que
possuem vinculagéo e valorizacdo territorial, regional ou cultural e que respeitam os protocolos
de elaboracdo estabelecidos para cada variedade (BRASIL, 2019). Por poderem ser elaborados
a partir do leite cru, ou seja, leites que ndo passaram por tratamentos térmicos superiores a
40°C, os queijos artesanais de diferentes regides apresentam derivagdes em relagéo a textura,
sabor e aroma (CARVALHO et al., 2016; EPAMIG, 2019), fatores esses que os diferenciam
dos queijos industriais que sdo padronizados. Uma vez que, existem tanto variacfes
microbianas e enzimaticas dos locais que os leites foram produzidos quanto derivacGes do
“’saber-fazer’” de cada regido (EPAMIG, 2019; SILVA, 2007). Apesar da utilizacdo do leite
cru, uma série de condi¢des sdo impostas durante toda a elaboracdo de queijos artesanais a fim
de garantir a seguranca do produto que sera comercializado, evitar contaminacfes
(CARVALHO et al., 2016; EPAMIG, 2019; PEREIRA, 2006), ndo prejudicar o processo
fermentativo e ndo provocar alteragdes sensoriais (SALINAS, 2002).

Estudos da composicdo microbiana de produtos fermentados ja foram realizados por
métodos tradicionais de contagem de bactérias em placas, isolamento e identificacdo
bioquimica dos microrganismos (SHARMA; LEE; PARK, 2020). Porém, sabe-se que somente
microrganismos facilmente cultivaveis podem ser detectados por metodologias
microbiologicas convencionais, enquanto 0s que necessitam de meios mais complexos ou que
se encontram injuriados ndo é possivel a deteccdo (SHARMA; LEE; PARK, 2020). Pela
dificuldade de detec¢do microbiana por métodos tradicionais, ferramentas mais avancadas estao
sendo aplicadas para a identificacdo e caracterizacdo da microbiota presente em produtos
artesanais, como por exemplo o sequenciamento genético de amplo espectro dos
microrganismos. Com o desenvolvimento da microbiologia molecular e a descoberta de que o
DNA carrega informacGes hereditarias, indicando que todas as propriedades dos
microrganismos estdo criptografadas no genoma (MARDANOV; KADNIKOV; RAVIN,
2018), tornou-se possivel o uso de métodos moleculares para identificacdo dos microrganismos
presentes em alimentos, entre estes os produtos fermentados (FRANCIOSA et al., 2018).

Neste sentido, a metagendmica destaca-se por executar 0 sequenciamento para a
identificacdo de toda a microbiota de uma amostra através de genes marcadores como 0 gene
16S para as bactérias. Esta metodologia apresenta resultados a nivel taxondémico do filo até a
especie do microrganismo identificado, utilizando ferramentas de bioinformatica e bancos de
ecologia. A partir dessas metodologias é possivel identificar a microbiota de qualquer alimento,
entre eles os queijos artesanais (FRANCIOSA et al., 2018). Desta forma, 0 objetivo foi revisar
estudos utilizando analise metagenémica em queijos artesanais.
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IDENTIFICA(;AO BACTERIANA POR SEQUENCIAMENTO GENOMICO

As doencas transmitidas por alimentos (DTASs) sdo causadas quando ha a ingestao de
alimentos ou agua contaminadas por microrganismos patogénicos ou por suas toxinas
(EMBRAPA, 2013), sendo que em territorio nacional os surtos por DTA sdo causados
principalmente por bactérias, sendo os mais recorrentes: Escherichia coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus aureus, coliformes e Bacillus cereus (ANVISA, 2019). Porém no Brasil dados
epidemioldgicos de DTASs relacionadas ao consumo de queijos séo escassos (CARVALHO et
al., 2019), sendo que o mapeamento microbioldgico de queijos de leite cru é extremamente
importante para assegurar a satde do consumidor (KAMIMURA, 2018).

O leite € uma matéria de composicdo complexa e completa (proteinas, gorduras,
carboidratos, minerais e vitaminas), 0 que o0 torna um ambiente propicio para 0
desenvolvimento de microrganismos (O’SULLIVAN; COTTER, 2017). Para que a inocuidade
do leite seja mantida cuidados com a obtencdo, armazenamento, processamento, controle da
carga microbiolégica e determinacdo dos tipos de microrganismos devem seguir as legislacoes
evitando-se entdo infecdes, intoxicacGes alimentares, prejuizos nutricionais e sensoriais
(FREO; REOLON, 2006; IRKIN, 2010), principalmente quando se trata de queijos elaborados
a partir do leite cru.

A identificacdo de cepas patogénicas e de bactérias é de extrema importancia para o
processo industrial (CUNHA, 2016), uma vez que além de poderem ser fontes de contaminacao,
cada microrganismo apresenta uma rota metabdlica diferente, e quanto mais especifica for a
aplicacdo mais otimizado podera ser o processo (VAN BELKUN et al., 2007). Existem varias
técnicas microbioldgicas para identificar e caracterizar a diversidade de bactérias que estdo
presentes nos queijos artesanais, sendo que os métodos que dependem do cultivo sdo os mais
tradicionais (BERESFORD et al., 2001). Ademais, na maioria das vezes essas técnicas classicas
devem ser utilizadas com objetivos precisos, uma vez que apresentam muitas retengdes praticas
como a sensibilidade do método, além de ser um trabalho exaustivo no laboratorio requerendo
muito tempo (VAN BELKUN et al.,, 2007; WOLSKA; SZWEDA, 2012). Também ha
dificuldade em relac&o a cultivar as bactérias em placas, uma vez que s&o diversos 0s meios de
cultura e o escolhido deve ser relacionado com caracteristicas especificas do microrganismo de
interesse (BRUNO; CARVALHO, 2009) e a temperatura de incubacdo também interfere no
crescimento das bactérias desejadas (CARVALHO, 2007).

Por conta disso o surgimento de métodos de tipagem baseados em sequenciamento de
DNA surgiram como alternativas para os metodos de identificacdo classicos fenotipicos
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(KAZOU et al., 2021). Essa nova forma de organizar e classificar os organismos com técnicas
moleculares tornou-se mais rapido, com resultados mais fidedignos, além de ser de facil
reprodutividade. 1sso porque, os métodos detectam as células nos seus mais diversos estados,
desde as viaveis até aquelas lisadas ou danificadas (O’SULLIVAN et al., 2013). Além disso,
o0s dados sdo compartilhados de forma on-line via plataformas digitais, facilitando dessa forma
a interpretacdo dos dados obtidos pelas técnicas de tipagem por sequenciamento (CUNHA,
2016).

O sequenciamento do DNA ¢é um método da biologia molecular que tem como
finalidade determinar a ordem exata das bases nitrogenadas de uma parte ou do todo dessa
molécula (FIETTO; MACIEL, 2015). Com os métodos de tipagem genotipicas € possivel
avaliar as varia¢fes que ocorrem em partes ou na totalidade dos genomas de microrganismos,
sendo que qualquer um deles quando realizados com eficiéncia algumas informacGes séo
obtidas, como: expressdo génica diferencial, estrutura e funcao dos genes, diversidade genética,
presenca de elementos moéveis no genoma, presenca de genes adquiridos por transferéncia
lateral, relacdes evolutivas e construcdo de mapas metabélicos (NIERMAN et al., 2000).

O sequenciamento dito classico, é a técnica de Sanger que com 0S anos passou por
aprimoramentos como, por exemplo a incorporacdo de corantes emissores de fluorescéncia
(FIETTO; MACIEL, 2015). Esta técnica baseia-se na replicacdo do DNA molde por acdo de
uma enzima (DNApolimerase) pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tal
replicacdo pode ser interrompida em diferentes regides por interferéncia de nucleotideos
(didesoxirribonucleotideos).

O poder discriminatério das cepas estd diretamente relacionado com o tamanho do
fragmento que é sequenciado e por conta disso existem trés técnicas de sequenciamento, sendo
elas: Tipagem por Sequenciamento de Unico Locus (SLST), Tipagem por Sequenciamento de
Multiplos Loci (MLST) e Tipagem por Sequenciamento Completo do Genoma (WGST)
(CUNHA, 2016). No método SLST, por sequenciar uma quantidade limitada de locus de DNA,
a regido selecionada deve apresentar bastante variagdo de sequenciamento génico e deve-se
utilizar um marcador especifico para cada espécie bacteriana a ser identificada. Apesar disso 0s
resultados encontrados em diversas analises séo facilmente comparados pois, as informacoes
sdo armazenadas em banco de dados on-line (HARMSEN et al., 2003; VAN BELKUM et al.,
2007; WOLSKA; SZWEDA, 2012).

A técnica MLST que surgiu para suprir a lacuna existente no método citado
anteriormente foi aplicada pela primeira vez em 1998 em estudos genéticos de bactérias

patogénicas (MAIDEN et al., 1998), por conta da sua eficiéncia em relacionar as espécies (DE

[5]

INSTITUTO INTERNACIONAL

DESPERTANDO

VOCAcﬁES SOCIEDADE 5.0: EDUCACAO, CIENCIA, TECNOLOGIA E AMOR. RECIFE. V COINTER PDVAgro 2020



POTENCIAL DA IDENTIFICACAO BACTERIANA EM QUEIJOS

VOS, 2011). Os métodos de analise dessa técnica podem ser baseados em duas estratégias: a
primeira delas é dependente dos alelos, ignorando a diferenca entre os nucleotideos presentes e
por conta disso 0s resultados ndo sdo tdo acurados, uma vez que eles ndo podem distinguir uma
unica mudanca de base em mudltiplas loci das mutagcdes do mesmo nimero de loci (MAIDEN,
2013; PEREZ-LOSADA et al., 2013). J4 a segunda estratégia, sio métodos baseados nas
sequéncias dos nucleotideos (PEREZ-LOSADA et al., 2013), geralmente 450-500 pares de
base sdo sequenciados de sete genes referéncia (CUNHA, 2016), ou seja, € com a determinacao
da sequéncia dos nucleotideos que o grau de parentesco bacterianos sao determinados (PEREZ-
LOSADA et al., 2013).

Por ambas as técnicas citadas anteriormente apresentarem limitacGes quanto a abertura
gendmica que dificulta a especificacdo e diferenciacdo de tipagem de algumas espécies surgiu
entdo a técnica WGST. Sindnimo de alta sensibilidade técnica, esse método é capaz de
diferenciar cepas que apresentam diferencas em apenas um nucleotideo (CUNHA, 2016).
Apesar dos dados dessa técnica estar disponivel de forma online, a interpretagdo da enorme
gama de dados e a determinacdo dos marcadores genéticos ainda sdo barreiras para essa
tecnologia (LARSEN et al., 2012; SABAT et al., 2013; VAN BELKUM et al., 2007).

O sequenciamento do gene 16S rRNA em especifico é realizado pois, possibilita a
caracterizacdo dos isolados de forma répida e segura (CLARRIDGE, 2004). Nesta parte do
rRNA hé regibes conservadas que permitem o desenvolvimento de primers direcionados a todas
as bactérias e regides de abrangéncia com sequéncias especificas de espécies (COCOLIN;
RANTSIOU, 2007; ERCOLINI, 2004), ou seja, com a amplificacdo da regido 16S rRNA é
possivel comparar quais 0s pares de bases nitrogenadas estdo diferentes entre as espécies e que
sdo responsaveis pela diferenciacdo das suas caracteristicas (COCOLIN; RANTSIOU, 2007).
Regides diferentes desse gene geralmente apresentam numero limitado de sequéncias
(DOULGERAKI, 2012; MAUKONEN; SAARELA, 2009; NOCKER; BURR; CAMPER,
2007).

A especificidade da identificagdo bacteriana pode ser ainda mais ampliada pela
identificacdo taxonémica de regides hipervariaveis como, a V3 e a V4 (ZHANG et al., 2018).
Com o sequenciamento da regido V3 € possivel diferenciar a maioria das bactérias, isso por que
ela apresenta 0 maior nimero de sitios variaveis. J& com a anéalise da regido V4 ¢ possivel saber
com mais eficacia a aproximacdo familiar dos microrganismos presentes na amostra. Desta
forma, a analise simultanea de ambas as regides citadas permite uma maior especificidade do
microbioma presente na amostra, uma vez que fragmentos de tamanho mais apropriados séo
analisados (CHRISTOFF, 2016).
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Atualmente o interesse por sequenciadores automaticos vem crescendo, pois assim é
possivel que a genotipagem ocorra de forma mais ampla. O sequenciamento de milhdes de
fragmentos de forma paralela em vez do sequenciamento ser de um Unico fragmento de DNA
e maior velocidade de obtencdo de informag6es com menor custo. Além disso, houve o
acoplamento da técnica com tecnologias digitais como a plataforma Illumina Miseq que
apresenta principios semelhantes ao método Sanger (COLLINS; MORGAN; PATRINOS,
2003). No principio da plataforma também ha a sintese de uma fita complementar ao DNA alvo
utilizando DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados, porém sdo utilizados
fluoréforos que sdo responsaveis pela decodificacdo das imagens de cada nucleotideo e
consequentemente o sequenciamento da regido de interesse (FIETTO; MACIEL, 2015).

O termo metagenémica que foi utilizado pela primeira vez no final do século XX definia
a técnica como a avaliacdo dos materiais genéticos isolados diretamente das amostras, sem
desta forma depender de meios de cultura (HANDELSMAN, 2004). Justamente por ser um
método independente de cultivo que analisa as sequéncias de nucleotideos, tornou-se uma das
principais formas de estudo de microrganismos isolados (HUGENHOLTZ; TYSON, 2008).
Visto que naguela época ja se sabia que todas as informacdes hereditarias dos organismos
estavam presentes na molécula de DNA e desde entdo a ecologia microbiana ganhou um novo
patamar com o sequenciamento do rRNA de organismos obtidos diretamente do ambiente
(MARDANOV; KADNIKOV; RAVIN, 2018).

A identificacdo mais acurada dos microrganismos pelas técnicas gendmicas ou
metagendmica possibilitaram extrapolar as interacdes da microbiota com o produto, sendo esse
um fator de extrema relevancia para as industrias uma vez que influencia na qualidade final do
produto com o desenvolvimento de caracteristicas sensorais e reoldgicas e também na
seguranca dos mesmos com a deterioracdo quando ha a presenca de organismos ndo desejaveis
(RIOS et al., 2020).

Dos produtos de origem animal o leite pode ser considerado o0 mais completo em termos
nutricionais (RIBEIRO, 2005). Na elaboracao de queijos em geral, a matéria prima principal,
deve apresentar excelente qualidade microbiologica a fim de ndo prejudicar o processo
fermentativo, ndo provocar alteragdes sensorais e principalmente ndo causar danos a salde do
consumidor (SALINAS, 2002). Apesar dos métodos de identificacdo bacteriana que utilizam a
caracterizagdo fenotipica até hoje serem muito utilizados, testes classicos ndo sdo muito
eficientes para separar espécies fenotipicamente relacionadas, pois muitas vezes ndo permitem
a separacdo genética de subespécies (DELGADO; MAYO, 2004). Com tais anélises, a cultura
como um todo ¢ analisada e o metabolismo individual de cada célula acaba sendo ignorado,
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desta forma aquelas culturas que estdo viaveis, porém ndo cultivaveis acabam ndo sendo
reveladas (JEPRAS et al., 1995; NEBE-VON-CARON; BADLEY, 2000).

Por conta disso o surgimento de técnicas que ampliassem o conhecimento sobre 0s
microrganismos foi necessario como, por exemplo, o surgimento da técnica de sequenciamento
genético em 1975 (SANGER; COULSON, 1975). Com a possibilidade de identificar o
mapeamento gendémico de microrganismos em alimentos fermentados h& um crescente
interesse na aplicacdo destas metodologias na area. Na Tabela 1 sdo apresentados alguns

estudos da diversidade microbiana em queijos utilizando sequenciamento genético de amplo

espectro (metagendmica).

Tabela 01: Diversidade microbiana em queijos utilizando ferramentas metagenémicas.

Queijo analisado Metodologia Principais Referéncias
microrganimos

Queijo do tipo coalho IHlumina Hiseq2500 Bacillus cereus, De Lima (2017)
Propionibacterium
acnes, Acinetobacter
johnsonii, Enterococcus
faecium e E. faecalis,
Lactobacillus,
Streptococcus
thermophilus, S. luteciae,
Vibrio rumoienses,
Rothia dentocariosa,
Elizabethkingia
meningoseptica
Queijo da Canastra Greengenes Lactobacillus, Kamimura (2018)
Streptococcus,
Lactococcus,
Leuconostoc,
Pseudomonas,
Staphylococcus,
Pasteurella,
Enterobacter, Klebsiella,
Acinetobacter
Queijo Artesanal da Mothur Bifidobacterium, Pehrson (2017)
Mantiqueira Riemerella, Soonwooa,
Staphylococcus,
Isobaculum,
Jeotgalibaca,
Lactigenium,
Bavariicoccus,
Catellicoccus,
Enterococcus,
Melissococcus,
Pilibacter, Lactococcus,
Streptococcus,
Lactovum, Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella,
Kluyvera, Leclercia,
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Queijo colonial

Queijo mozzarella

Queijo do Poro

Salmonella, Morganella,
Obesumbacterium,
Pluralibacter,
Acinetobacter,
Enhydrobacter

BLAST Enterococcus faecium, E.
durans,
Lactiplantibacillus
plantarum,
Phyllobacterium
catacumbae, P.
myrsinacearum
Illumina Miseq
Enterobacteriaceae,
Flavobacteriacear,
Moraxellaceae,
Pseudomonadaceae,
Streptococcus
thermopbhilus,
Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus, L.
helveticus,
Corynebacterium,
Flavobacterium,
Chryseobacterium e
Anoxybacillus
flavithermu

Grengenes

Lactococcus lactis,
Lactobacillus helveticus,
Streptococcus
thermophiles,
Lactobacillus
delbrueckii,
Ochrobactrum tremoco,
O. lupin, Acinetobacter
Baumannii

MR DNA Streptococcus salivarius,
S. thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus,
Lactobacillus helveticus,
Lactiplantibacillus
plantarum, Macrococcus
caseolyticus,
Chryseobacterium
hominis, Staphylococcus
sciuri, S. aureus,
Lactococcus garvieae,
Pseudomonas
aeruginosa,

Hermanns (2013)

Marino et al. (2019)

Lietal. (2017)

Aldrete-Tapia et al.
(2014)
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Acinetobacter sp.,
Bacillus licheniformis,
Enterococcus faecium,

Limosilactobacillus

fermentum
Queijo Casizolu PCR (TTGE) Lactococcus lactis Mangia; Fancello;
subsp. lactis, Deiana (2016)
Streptococcus

thermopbhilus,
Lacticaseibacillus
paracasei,
Lactiplantibacillus
plantarum, Lactobacillus
pentosus,
Levilactobacillus brevis,
Limosilactobacillus
fermentum, Enterococcus
durans, Enterococcus
faecium, Enterococcus
italicus, Enterococcus
lactis, Streptococcus
parauberis e
Lactococcus raffinolactis
Fonte: Prdpria (2019).

De Lima et al. (2017), Kamimura (2018) e Hermanns (2013) realizaram o
sequenciamento gendmico (16S rRNA) da comunidade microbiana derivada do queijo coalho
elaborados com leite cru e pasteurizado, queijo da Canastra e queijo Colonial, respectivamente.
Todos analisaram como a comunidade influéncia nos sabores, texturas e aromas do produto
final, e concluiram que havia a presenca tanto de bactérias patogénicas quanto de bactérias
benéficas que fazem parte da microbiota de derivados lacteos. Pehrson (2017), avaliou a
efetividade na aplicacdo de microrganismos probioticos em relacdo a melhor qualidade
microbioldgica e caracteristicas fermentativas do queijo Artesanal das Terras Altas da Serra da
Mantiqueira em diferentes estacGes do ano. Neste trabalho o autor concluiu que houveram
diferencas significativas das comunidades microbianas do queijo conforme havia mudancas
sazonais e na incorporacgdo de culturas probidticas.

Marino et al. (2019), por anélise metagenémica avaliaram as diferencas das culturas
bacterianas do queijo mussarela de bufala e de vaca, além disso abordaram a relevancia da
metodologia em auxiliar a garantia da seguranca alimentar quanto a diferenciacdo dos
microrganismos e deterioragdo do produto. Li et al. (2017) avaliaram a pouco estudada
diversidade bacteriana do queijo Cazaquistdo e compararam 0s resultados com analises de
outros paises em bancos de dados, neste estudo concluiram que a regido geogréfica realmente

é responsavel pela diversidade da microbiota. Aldrete-Tapia et al. (2014) analisaram as
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influéncias do processo produtivo na elaboracdo do queijo Poro em relagdo a comunidade de
bactérias. Os autores concluiram que um dos fatores que mais influenciaram nas caracteristicas
finais do queijo foram as diversidades que ocorrem nas comunidades bacterianas encontradas
nos leites coletados em periodos de seca e em periodos chuvosos, sendo que esse fator acaba
interferindo no processo produtivo e na etapa de maturagdo do queijo. Mangia; Fancello;
Deiana (2016) foram pioneiros na avaliagdo das espécies de bactérias que estavam presentes no
primeiro més de maturacdo do queijo Casizolu e concluiram que as espécies Lactococcus lactis
subsp. lactis, Streptococcus thermophilus e Lacticaseibacillus paracasei foram as principais
espécies bacterianas envolvidas na fabricagdo e maturagdo do queijo italiano.

A singularidade das variedades dos queijos € influenciada por fatores ja conhecidos
como, a regido de producdo, a composicdo do leite utilizado, umidade da localidade, altitude,
temperatura e microrganismos iniciadores (CORDOVA et al., 2016; IDE; BENEDET, 2001).
Por conta disso os estudos das comunidades bacterianas desse tipo de alimento fermentado s&o
extremamente relevantes, pois eles auxiliam tanto na otimizacgdo do processamento industrial
guanto no entendimento das interagdes desses microrganismos com a matéria-prima (R10S et
al., 2020). Porém além das andlises serem de facil replicabilidade a interpretacdo dos resultados
também deve ser facilitada, facilidades essas que ocorreram com 0s avancos das técnicas que
ndo necessitam da utilizacdo de meios de cultura (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER,1995;
ANDREOTE, 2007; HUGHES et al., 2001).

CONSIDERACOES FINAIS

Os queijos elaborados com leite cru apresentam naturalmente uma microbiota rica e que
exerce grande influéncia no processo de maturacgao e nas caracteristicas finais do produto. As
técnicas de identificacdo microbiana em alimentos que ndo dependem de meios de cultivo
foram bastante aprimoradas. No entanto, o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de
ultima geragdo (NGS) permitem um estudo ainda mais detalhado na identificagdo dos
microrganismos presentes nos queijos, auxiliando na garantia de que o produto que esta sendo
comercializado ndo apresenta riscos a salde dos consumidores e quando necessario pode
contribuir com melhorias nos processos produtivos com a implementacéo de boas praticas de

fabricacdo e melhorias nas praticas agropecuarias.
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