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AVALIACAO DO MICROBIOMA DO QUEIJO DE COALHO

LIMA, Joelma Martins Pereira de. Avaliacdo do microbioma do queijo de coalho. 2017,
55f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal Rural do Semi-Avrido,
Mossord, 2017.

RESUMO - O queijo de coalho e considerado um patriménio cultural e tem grande
importancia social e econdmica para a regido nordeste brasileira, por isso a avaliagdo das
condicBes microbioldgicas desse produto torna-se fundamental para a afirmacgdo da seguranca
alimentar e investigacdo das reais caracteristicas que fazem com que esse tipo de queijo
apresente sabores, texturas e aromas tdo peculiares. A partir disso, o objetivo do trabalho foi
identificar a comunidade microbiana do queijo de coalho. Para isso, 0 DNA metagenémico do
queijo foi extraido de oito amostras de queijo de coalho, sendo quatro feitas a partir do leite
pasteurizado e quatro feitas a partir do leite cru. O DNA das amostras foi sequenciado pela
tecnologia de proxima geracdo da Illumina utilizando como base para a identificacdo dos
organismos o0 gene rDNA 16S e 18S. As analises do sequenciamento revelaram Vvarios
exemplares de microrganismos patdgenos procariéticos como Rothia dentocariosa,
Elizabethkingia meningoseptica e Bacillus cereus, assim como géneros de bactérias proprias
da sua microbiota previamente descrita como Lactobacillus, Lactococcus, Escherichia,
Enterococcus. Na investigacdo dos eucaridticos foram identificados diversos fungos como a
Candida tropicalis, Candida parapsilolis, Pichia membranifaciens, Tritirachium oryzae,
Malassezia furfur e Kluyveromyces marxianus, além dos microrganismos que ainda nao
tinham sido descritos em queijos coalho como o Vibrio rumoienses, Ruminococcus
flavefaciens, Piscicoccus intestinalis e Dekkera bruxellensis.

Palavras-chave: Sequenciamento Illumina. Comunidade microbiana. Metagendmica.

Produto lacteo.



EVALUATION OF THE COALHO CHEESE MICROBIOME

LIMA, Joelma Martins Pereira de. Evaluation of the coalho cheese microbiome. 2017. 55f.
Dissertation (Masters in Animal Science) —Federal Rural University of Semi-Arid, Mossoro,
2017.

ABSTRACT- The coalho cheese is considered a cultural patrimony and has great social and
economic importance for the northeastern Brazilian region. The evaluation of the
microbiological conditions of this product becomes fundamental for the affirmation of food
safety and investigation of the real characteristics that make this kind of cheese so peculiar.
The objective of the study was to identify the microbial community of coalho cheese.
Metagenomic target DNA was extracted from eight samples of coalho cheese, four of which
were made from pasteurized milk and four from raw milk. The DNA of the samples was
sequenced by the next generation sequencing technology using the 16S and 18S rDNA gene
as the basis for the identification of the organisms. Sequencing analyzes revealed several
prokaryotic pathogenic microorganisms such as Rothia dentocariosa, Elizabethkingia
meningoseptica and Bacillus cereus, as well as bacterial genera belonging to the microbiota
previously described as Lactobacillus, Lactococcus, Escherichia, Enterococcus. Several
fungi, such as Candida tropicalis, Candida parapsilolis, Pichia membranifaciens,
Tritirachium oryzae, Malassezia furfur and Kluyveromyces marxianus were identified in the
eukaryotic research, as well as microorganisms that had not yet been described in rennet
cheeses such as Vibrio rumoienses, Ruminococcus flavefaciens, Piscicoccus intestinalis and
Dekkera bruxellensis.

Keywords: Illumina sequencing. Microbial communities. Metagenomic. Dairy product.
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1 INTRODUCAO

O queijo é um produto lacteo que apresenta grande diversidade de componentes
nutritivos, como por exemplo, vitaminas, proteinas, célcio, zinco, potassio, ferro, fosforo,
dentre outros, por isso pode ser consumido por pessoas de diversas idades. Do ponto de vista
econdmico, ele atinge diversas classes sociais, pois é possivel a aquisicdo desse produto de
diferentes tipos e marcas (DANTAS, 2012).

O queijo do tipo coalho é obtido através da coagulagdo do leite, podendo ser
complementado pela acdo de bactérias lacteas selecionadas (SANTANA et al., 2008). Por ser
amplamente fabricado em inumeras cidades da regido Nordeste brasileira deve-se dar
destaque a qualidade do produto, tendo em vista que sua producdo pode gerar valores em
torno de 10 milhdes de reais por més (PERRY, 2004).

Grande parte dos queijos de coalho sdo produzidos de maneira artesanal, ou seja, sem
a utilizacdo de técnicas industriais e sem levar em consideracdo as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) que é um conjunto de medidas a fim de garantir condi¢cGes sanitarias
adequadas e conformidade dos produtos alimenticios com os regulamentos técnicos
(FEITOSA et al., 2003).

Por ser um produto popular e fabricado principalmente em pequenas e médias
empresas, ndo existe uma padronizacdo no processo de elaboracdo, sendo comum sua
producdo a partir de leite cru ou fresco, o que o torna um possivel agente de contaminacgéo aos
consumidores (DE OLIVEIRA et al., 2010). A partir de todos os agravantes que contribuem
para a contaminacdo desse produto, € importante que se tenha uma metodologia com um

maior grau de exatiddo e confidvel para a analise da contaminacao do alimento.

A avaliacdo da qualidade de um queijo € baseada em métodos tradicionais de
contagem de microrganismos mesoéfilos, coliformes termotolerantes e totais, assim como o
isolamento de bactérias patogénicas ou ndo (PEIXOTO et al.,, 2007) e deteccdo e
quantificacdo de leveduras por meio seletivo e/ou diferenciais (ALMEIDA, 2011). No
entanto, nem todas as bactérias (PEIXOTO et al., 2008) e fungos sdo cultivaveis ou ja foram
identificados (ALMEIDA, 2011) e no caso de um queijo com producéo artesanal obter dados
de microrganismos presentes numa amostra se torna primordial para avaliar a comunidade
microbiana como um todo, ou o microbioma (PEIXOTO et al., 2007). A partir disso, a
utilizacdo da avaliagdo do microbioma dos queijos através da extragdo do DNA
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metagendmico, ou seja, a retirada do material genético de todos 0s organismos que compdem

as amostras do queijo coalho se torna uma solugédo viavel e assertiva.

Nesse contexto, 0 uso da tecnologia de sequenciamento do DNA permitiu estudos que
verificassem e explorassem o genoma de microrganismos isolados de diferentes ambientes
possibilitando o conhecimento metabolico e fisioldgico deles (DE SOUZA,
BRUSAMARELLO, 2009). Atualmente o parametro para esse tipo de estudo € realizado por
meio da andlise filogenética do gene que codifica 0 RNA ribossomal 18S em eucariotos
(HADZIAVDIC et al., 2014) e 16S em procariotos, pois sdo estruturas estaveis encontradas
nos ribossomos e no DNA gendmico (CHAKRAVORTY et al., 2007; ALMEIDA, 2009).

Com a possibilidade do armazenamento online de dados gerados por estudos
filogenéticos, atualmente quase 50% das sequéncias de RNA ribossomal 16S depositadas
pertencem a microrganismos ndo cultivaveis, confirmando a possibilidade da investigacdo

microbiana por meio desse conjunto de técnicas (ALMEIDA, 2009).

Identificar procariotos e eucariotos presentes no queijo de coalho é importante para a
elucidacdo de interacbes microbianas que possibilitam diferencas nas caracteristicas
organolépticas do produto feito por cada produtor e entre o produto feito com base o leite cru
e o leite pasteurizado. Sendo assim o objetivo do trabalho foi conhecer a diversidade de
microrganismos presentes em amostras do queijo de coalho, visando o aprimoramento dos

processos de producdo assim como a qualidade microbioldgica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a diversidade microbiana de amostras de queijo coalho.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar a diversidade procariotica presente em amostras de queijo coalho;
Identificar geneticamente os eucariotos presentes em amostras de queijo coalho;

Comparar o0 microbioma presente em amostras de queijo coalho feito com o leite cru e

com o leite pasteurizado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 QUENJO

Queijo é o produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo parcial do soro do
leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos,
coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactéria especifica, de
acidos organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com
ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos

especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes (BRASIL,1996).

O queijo € um dos alimentos fermentados mais antigos, sua producdo esta datada a
aproximadamente 12 mil anos a.C. e seus processos fermentativos estdo intimamente
relacionados com a cultura e tradicdes de onde séo fabricados. Os primeiros queijos
produzidos eram apenas o leite coagulado, salgado e sem soro. Porém, ap6s anos de
fabricacdo a industria queijeira sofreu um longo processo de aperfeicoamento de técnicas e
modernizacdo nos seus processos, 0 que culmina na producdo que escoa atualmente
(DUGAT-BONY et al., 2016; SILVA et al., 2017).

O produto em questdo é um alimento comum na dieta humana, rico em nutrientes
como vitaminas, minerais e proteinas, fabricado em diversas regides do mundo e em mais de
mil tipos (FREITAS FILHO et al., 2009). E essa grande variedade de queijos existente é
devido aos métodos de producdo, processamento e manipulacdo que ocorrem de maneira
diferenciada, determinando teores de gordura, umidade, quantidade de microrganismos e
outras caracteristicas proprias de cada tipo (EMBRAPA, 2017), alguns exemplos deles sdo:
queijo cotija do México (ESCOBAR-ZEPEDA et al.,2016), may bryndza da Eslovaquia
(PANGALLO et al., 2014), mussarela (BUZI et al., 2009) e gorgonzola da Italia (FONTANA
et al., 2010) e brie da Franga (BOUAMRA-MECHEMACHE; CHAABAN, 2010). No Brasil
também podemos encontrar variedades regionais de grande valor socioeconémico e cultural
como os do tipo manteiga, minas e coalho, sendo este ultimo amplamente produzido na regido
Nordeste (FREITAS FILHO et al., 2009).

O habito do consumo de queijo como refei¢cdo, acompanhamento e até mesmo como
condimento foi trazido para o Brasil por meio dos portugueses e dos imigrantes europeus que

0s sucederam durante todo o processo de colonizagédo e ocupacao do pais (DANTAS, 2012).
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No ano de 2006 estima-se que aproximadamente 40% da producdo de queijo
comercializado no Brasil ndo foi inspecionada, podendo ficar subentendido que esses
produtos ndo foram feitos a partir do leite pasteurizado (DANTAS, 2012) como preconiza a
instrucdo normativa n° 62, de 29 de dezembro de 2011 ( BRASIL, 2011b).

Em 2011, o Brasil produziu 867 mil toneladas de queijo tornando-o o sexto maior
produtor no mundo (SEBRAE, 2014). E com o aumento de renda da populagéo brasileira e
uma nova estabilizacdo na economia no decorrer da primeira década do novo século foi
possivel perceber mais um aumento na comercializacdo de produtos lacteos (BELTRAO et
al., 2015), atingindo um consumo médio de quatro quilogramas de queijo por habitante
durante todo o ano de 2011 (SEBRAE, 2014).

3.2 QUEIJO COALHO

Segundo a legislacdo brasileira, o queijo do tipo coalho é aquele que se obtém por
coagulacdo do leite por meio do coalho ou por outras enzimas coagulantes apropriadas,
complementadas ou ndo pela acdo de bactérias lacteas selecionadas, e comercializado
normalmente com até dez dias de fabricacdo. Ele apresenta média a alta umidade, massa
semicozida ou cozida, teor de gordura nos solidos totais variavel entre 35,0% e 60,0%,
consisténcia semidura, elastica, textura compacta, sem olhaduras ou aberta com olhaduras
mecanicas, cor uniforme branca amarelada, sabor brando ligeiramente acido e salgado, odor
ligeiramente acido como o de coalhada fresca e a casca € fina e ndo muito bem definida
(BRASIL, 2001a; BRASIL, 2001b).

Ceard, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte sdo os maiores produtores de
queijo coalho no Brasil (FREITAS FILHO et al., 2009). Esse produto vem sendo feito a mais
de 150 anos (VIDAL, 2011), o que o torna importante cultural, social e economicamente, pois
sua producdo ajuda na complementacdo da renda de agricultores e seus familiares
contribuindo para a circulacdo de renda local, alem de diminuir a saida do homem do campo
em busca de emprego nas cidades (MENEZES, 2011; MENEZES, 2011a).

Por ser fabricado com leite cru o queijo coalho artesanal possui caracteristicas
sensoriais particulares para cada produtor, pois a alimenta¢do dos animais produtores do leite

e a localizacdo geografica apresentam papel fundamental na microbiota nativa que por
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consequéncia alteram o desenvolvimento das propriedades organolépticas do alimento
(BRUNO E CARVALHO, 2009; GIELLO et al., 2017), além da fermentacdo por leveduras,
que é essencial para a seguranca, qualidade e valor nutritivo desse alimento (ALMEIDA,
2011). E devido a essa microbiota que sdo classificados como um alimento probi6tico, pois
afetam beneficamente o animal hospedeiro e proporciona o equilibrio da microbiota intestinal
(SAAD, 2006).

E bastante comum ser encontrado em queijos as chamadas bactérias &cido-laticas
(BAL) que sdo um grupo de microrganismos fermentadores empregados na producdo de
alimentos, Gram-positivos, catalase negativos, ndo formadores de esporos e produzem
principalmente &cido lactico como produto final da sua fermentagdo (BRUNO, 2011). As
BAL constituem o0s seguintes géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e
Bifidobacterium (BRUNO, 2011; DE OLIVEIRA et al., 2002), assim como podemos
encontrar as leveduras dos seguintes géneros: Candida, Sccharomyces, Kluvyeromyces,
Geotrichum e Yarrowia (ALMEIDA, 2011; IRLINGER et al., 2015). As bactérias citadas
acima sdo encontradas ndo apenas no leite, mas também na agua, no solo, nos tratos
digestorios, respiratorio e urogenital de animais. Podem ser aerdbios, microaerdfilos ou
anaerdbios facultativos, e sua grande maioria é inativada com processos térmicos com
temperaturas acima de 70 °C (GUEDES NETO et al., 2005; ORTOLANI, 2009), ou seja, 0s
alimentos produzidos a partir do leite pasteurizado devem conter fermentos latico comerciais,
0 que pode causar a perda de caracteristicas tipicas do alimento (BRUNO; CARVALHO,
2009).

Dando origem ao seu nome, uma das etapas de sua producado, na qual através da acédo
de enzimas dos estdbmagos de bezerros, local onde era feito o produto, o leite era coalhado
(DANTAS, 2012). Atualmente é possivel afirmar que para a fabricacdo do queijo coalho
industrial, o leite passa pelas seguintes etapas: pesagem, filtragem, pasteurizacéo,
resfriamento, adicdo de fermento e cloreto de calcio, adi¢do de coalho, coagulacéo, corte da
coalhada, mexedura, cozimento da massa, salga, enformagem, prensagem e viragem,

maturacdo, embalagem e armazenamento (NASSU et al, 2006).

A matéria-prima, forma de producao, utensilios utilizados, transporte, local de venda e
embalagem podem significar fontes de contaminagéo para o alimento, por isso a pasteurizacdo

do leite, a higienizacdo do local de producdo e das méos dos manipuladores séo essenciais na
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prevencdo de doencas de origem alimentar (RAMOS; COSTA, 2003). Por isso, de acordo
com a Resolugdo n° 275 de 21 de outubro de 2002, para que as Boas Praticas de Fabricacéo
sejam asseguradas na producdo ou industrializacdo de alimentos, os estabelecimentos devem
implementar e verificar, a higienizacdo das instalacdes e equipamentos, mdveis e utensilios,
controle de potabilidade de agua, higiene e salide dos manipuladores, manejo de residuos,
manutengdo preventiva e calibracdo dos equipamentos, controle preventivo de vetores e
pragas, selecdo das matérias-primas, ingredientes e embalagens e programa de recolhimento
de embalagens (BRASIL, 2002).

Para a avaliacdo da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos sdo estabelecidos os
valores maximos permitidos na Resolucdo-RDC n°12, de 02 de janeiro de 2001, de grupos de
bactérias que sdo vistas como parametro para a determinacdo se estd apto ou nao a ser
consumido (BRASIL, 2001b). Esses microrganismos em ndmeros que excedam os limites
preditos pela legislacdo indicam a potencial deterioragdo (mesmo que as suas caracteristicas
organolépticas ndo estejam alteradas) ou a presenga de outros microrganismos associados a
falta de qualidade do alimento (NERO et al., 2005). J& os microrganismos patogénicos
utilizados para a determinacdo da seguranca alimentar mais comumente relatados em estudo
com queijos coalho sdo a Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, (BORGES et al., 2003; FEITOSA et al., 2003; FREITAS FILHO et al.,
2009; DE OLIVEIRA et al., 2010; DE SOUSA et al.,, 2014) Candida, Geotrichum e
Saccharomyces, sendo 0s quatro ultimos determinando contaminacdo por meio de sua
concentracdo (PERRY, 2004; ALMEIDA, 2011). Por outro lado, as bactérias acido-laticas e
os fungos da microbiota nativa apresentam um papel benéfico quando se trata de produzir
produtos derivados do leite (BRUNO; CARVALHO, 2009; ALMEIDA, 2011), elas sdo
responsaveis pela fermentacdo e maturacdo e conferem qualidade, autenticidade e até mesmo
rastreabilidade do queijo (SILVA et al., 2012).

3.3 MICROBIOMA

Atualmente com o uso corriqueiro de técnicas moleculares, 0 homem vem buscando e
acumulando mais conhecimento acerca do “mundo microbiologico”. O estudo dos
microrganismos tem sido modificado ao longo desses ultimos cinco séculos com a

apresentacdo de evidéncias que serviram de marco para 0 progresso metodolégico em
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pesquisas com micrébios. Quando Pasteur, Robert Koch, Gram e diversos outros
pesquisadores anunciaram suas descobertas fizeram grandes contribui¢des para a humanidade.
Por meio disso, tornou-se possivel a selecdo, caracterizacdo e manipulacdo dos
microrganismos que podiam ser cultivados, pois, até entdo a identificacdo microbiana era
baseada em caracteristicas morfoldgicas e padrdes bioquimicos (ESCOBAR-ZEPEDA et al.,
2015). Mais recentemente, com a apresentacdo da estrutura do DNA (WATSON; CRICK,
1953), a decodificacdo do codigo genético, a producdo do primeiro organismo transgénico
(MORROW; BERG, 1972), e em 1977 um feito muito importante para a historia da ciéncia: o
sequenciamento do DNA (MAXAM; GILBERT, 1977; SANGER et al., 1977), permitiu o
conhecimento do genoma de varios organismos, modificando a maneira de se detectar e
investigar os microrganismo. Anos a frente, em 1983, Carl Woese e colaboradores analisam
uma nova forma de medida de divergéncia evolutiva: genes que codificam o RNA ribossomal
16S, mas o trabalho com o sequenciamento de trechos de RNA ou copias de DNA por meio
da transcriptase reversa pareceu ser um desafio para a época (PESSOA FILHO, 2011).
Mesmo assim, Lane e colaboradores (1985) publicam um trabalho comprovando que a nova
ideia de Woese poderia se tornar um padrdo quando se tratasse de investigacdo filogenética.
Paralelamente a isso, a técnica da PCR, que foi desenvolvida por Kary Mullis em meados de
1980 e tem por finalidade a amplificacdo das sequéncias de genes (MULLIS, 1990)
possibilitou o conhecimento de novos taxons por meio da associagdo dessa com outras
técnicas como FISH, DGGE, TGGE, T-RFLP (XU, 2006; JANY; BARBIER, 2008) e mais
recentemente a metagendmica (HANDELSMAN et al. 1998) e 0 LH (MORENO et al, 2011).

A partir destes acontecimentos foi possivel o desenvolvimento da investigacdo de
populagdes e comunidades microbianas permitindo a exploracdo do genoma ndo apenas de
microrganismos, mas também de vegetais e animais, culminando na possibilidade de
pesquisar o perfil genético, metabdlico ou fisiolégico de organismos pertencentes a um
ambiente pré-determinado, ou que anteriormente ndo podiam ser explorados devido a
incapacidade de cultiva-los (DE SOUZA; BRUSAMARELLO, 2009; PESSOA FILHO,
2011; KERGOURLAY et al., 2015).0s projetos que visam a avaliacdo de microbiomas sao
bastante amplos quanto ao ambiente estudado, havendo dados ja disponiveis relativos a

aguas, solos, ambientes multiplos e especificos (XU, 2006).

Um produto que vem sendo analisado nos Ultimos anos quanto ao seu microbioma é o
queijo, no qual se busca conhecer e entender a interagdo dos microrganismos atuantes nesse

tipo de amostras visando o aprimoramento tanto dos processos de producdo como da
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qualidade microbioldgica — enfatizando a seguranca e o sabor, aroma e textura do alimento.
Para tanto, no inicio da década de 2000, Coppola e colaboradores (2001) realizam um dos
primeiros estudos de investigacdo de diversidade microbiana em queijo (Mozzarella)
utilizando um método molecular como base para sua pesquisa, a PCR-DGGE. Passados quase
20 anos é possivel observar uma quantidade crescente de pesquisas relacionadas a
determinacéo do perfil microbiano em queijos. Em 2012 Quigley e colaboradores déo inicio a
uma serie de publicacBes relacionadas com a investigacdo metagendémica da microbiota
bacteriana através do gene do rRNA 16S, andlise de dados por sequenciamento e
bioinforméatica. Desde essa primeira publicagdo com um queijo artesanal irlandés foram
relatados outros estudos com o mesmo objetivo, porém com alvo em diferentes tipos de
queijo: Herve (DELCENSERIE et al., 2014), May bryndza (PANGALLO et al.,
2014),Vorarlberger Bergkdse (SCHORNSTEINER et al., 2014), Cotija (ESCOBAR-
ZEPEDA et al., 2016), Minas (CASTRO et al., 2016). Em 2014, Pangallo e Schornsteiner e
seus colaboradores incluem em suas publicaces dados relacionados a eucariotos presentes

em suas amostras de queijo, completando as pesquisas de identificacdo de microbiomas.

Em 2010 o EMP, do inglés, ‘Earth Microbiome Project’ foi langado com o objetivo de
reunir dados acerca dos padrGes microbianos nos biomas e habitats existentes na Terra e
analisar e caracterizar a vida microbiana no planeta. Dando o pontapé inicial para a formacéo
de um banco de dados universal contendo modelos metabdlicos ambientais, perfis proteicos,
um verdadeiro atlas global de genes ambientais (EARTH MICROBIOME PROJECT, 2010).
Seguindo essa tendéncia foi entdo criado o BMP, também do inglés, ‘Brazilian Microbiome
Project’, um projeto brasileiro com parceria internacional que propGe a formagdo de um banco
de dados de metagenoma brasileiro por meio da interagdo entre projetos antigos e novos
conectando, padronizando-os e dando suporte para uma maior visibilidade da diversidade
brasileira pouco explorada (BRAZILIAN MICROBIOME PROJECT, 2012).

3.3.1Metagen6mica

O termo metagenémica foi descrito primeiramente por Jo Handelsman(1998) e
representa um conjunto de técnicas que contorna a necessidade do uso de meios de cultivo e é
baseada na investigacdo de moléculas de DNA. As informagdes obtidas a partir da anélise de
metagenomas, ou seja, varios genomas podem ser usadas para determinar a diversidade de
uma comunidade ou microbioma informando os organismos predominantes ou especificos,

prospeccdo do potencial metabolico e localizacdo de genes responsaveis pela sintese de
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moléculas com propriedades de interesse biotecnolégico, o que consequentemente pode gerar
melhorias nas caracteristicas de produtos analisados, gerando dados confiaveis acerca de
guem séo, quantos sdo e como estdo agindo 0s organismos atuantes em amostras de alimentos
(RODRIGUES, 2011).

3.4 TECNOLOGIA DE SEQUENCIAMENTO DO DNA

Em 1977, Maxam e Gilbert propdem uma nova tecnologia que revolucionou o estudo
da Biologia Molecular. O sequenciamento do DNA trouxe uma nova forma de estudo para
diversas areas. Particularmente em relacdo a Microbiologia, nesse momento era permitido o
conhecimento de genes e genomas, 0 que abre um leque de possibilidades para a exploracao
dos microrganismos, relacionando-os e classificando-os evolutivamente quanto a sua genética
e ndo quanto a sua morfologia. Nesse mesmo ano Sanger e colaboradores também propdem
uma metodologia de sequenciamento, porém diferente de Maxam e Gilbert que utilizaram a
degradacdo quimica do DNA como principio, esta é baseada no uso dos didesoxinucleotideos
(ddNTP) marcados com corantes nas terminacGes de modo a controlar a polimerizacao,
determinando a sequéncia de nucleotideos da molécula, juntamente com passos como a
clonagem bacteriana ou PCR, purificacdo dos fragmentos de interesse e eletroforese capilar.
Apbs 10 anos a Applied Biosystems desenvolve um sequenciador automatico com leitura feita
por meio de um computador usando o método Sanger como base para o funcionamento do
sistema (VENTER et al., 2001; METZKER, 2010).

Os métodos de Maxam-Gilbert e Sanger foram Unicos e perduraram por
aproximadamente vinte anos, sendo utilizados até no Projeto Genoma Humano que foi
finalizado no inicio de 2000 e publicado em 2001 por Venter e colaboradores. A partir da
primeira geracdo da tecnologia de sequenciamento, diferentes protocolos com combinacdes
especificas de métodos geraram as chamadas Next-Generation Sequencing - NGS (Proxima
geracdo de sequenciamento), o que caracteriza cada plataforma e determina os tipos de dados
produzidos (METZKER, 2010).

A segunda e terceira geracao de sequenciamento ou NGS tentou suprir a necessidade
da amplificacdo in vivo de fragmentos do DNA, simplificando o processo de preparagdo das
bibliotecas e reduzindo a contaminagdo do DNA. Elas séo caracterizadas como tecnologias de

alto rendimento, ou seja, apresentam a capacidade de leitura de muitas sequencias em menor
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tempo e com menor custo em relagdo a geracdo anterior (ESCOBAR-ZEPEDA et al., 2015).
Essa geracdo teve inicio apos a publicagdo do trabalho de Ronaghi e cooperadores em 1998
anunciando uma nova metodologia de sequenciamento. Em 2005, a 454 Roche produziu
comercialmente a plataforma baseada no pirosequenciamento de Ronaghi. A plataforma tinha
o seu funcionamento relacionado a leitura das sequéncias por reagGes enzimaéticas que
liberavam um pirofosfato resultante da adigdo de um desoxinucleotideo a cadeia de
nucleotideos. O pirofosfato € convertido em ATP e utilizado pela luciferase como agente
oxidante produzindo um sinal de luz capturado por uma camera presente no sistema
(CARVALHO; SILVA, 2010). A partir de 2006, outras novas plataformas foram sendo
desenvolvidas: a Illumina Solexa, que tem performance semelhante ao principio de Sanger,
porém, com a PCR em fase solida, feita em uma plataforma sélida de vidro; o lon Torrent
analogo ao 454 Roche, porém com a particularidade de deteccédo de prétons liberados durante
a incorporacdo dos nucleotideos e a SOLID® (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and
Detection) desenvolvida por Applied Biosystems® e tem como principal caracteristica o fluxo
de acdo pela enzima DNA ligase e ndo pela polimerase, como as demais plataformas e ligacédo
do DNA fragmentado em adaptadores e ligacdo desse produto em ‘beads’(METZKER, 2010;
CARVALHO; SILVA, 2010; SILVA et al., 2013; QUAIL et al., 2012; ESCOBAR-ZEPEDA
et al., 2015).

A Heliscope™, PacBio e Oxford Nanopore determinam o inicio da terceira geracao da
tecnologia de sequenciamento. Essa geracdo é marcada pelo desenvolvimento de solucdes
para custo e tempo de andlise e para a necessidade de amplificacdo, problemas de leitura de
sequéncias e producdo de sequéncias mais longas. Apesar dessas vantagens, os sistemas mais
recentes possibilitam maiores taxas de erro nos dados obtidos, o que pode ser corrigido por
meio do uso de sequéncias maiores. Mesmo tendo sido desenvolvidas mais recentemente
(4ltimos seis anos), a ultima geracdo existente das plataformas de sequenciamento ndo é
utilizada para estudos de analise de metagenomas, pois até o ano de 2015 ndo existiam
ferramentas computacionais disponiveis para a 0 processamento desse tipo de informacéo
(PEREIRA et al., 2013; ESCOBAR-ZEPEDA et al., 2015).

3.5 BIOINFORMATICA

Com o desenvolvimento da Biologia Molecular, todo o fluxo da informacao biologica

e 0 surgimento da técnica de sequenciamento do DNA e proteinas gerados a partir de diversos
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organismos deram inicio a era da Bioinformatica ou Biocomputagdo (ARAUJO et al, 2008;
DE MELLO PADILHA et al, 2008 ).

Essa nova ciéncia teve seu comeco pela busca do armazenamento dos dados gerados
com 0 avancgo das pesquisas relacionadas aos projetos genoma. Paralelamente a isso houve a
necessidade de analise desses dados, o que parecia que plataformas computacionais fossem
eficazes na solucéo de tais problemas (PROSDOCIMI et al., 2002). Entdo surgiram softwares
com o objetivo principal de processamento de dados na area da Ecologia e Genética
Microbiana. Também houve o surgimento dos bancos de dados online, que sdo muito
importantes no sentido de armazenamento e compartilhamento de informacGes de maneira

instantanea.

O apice da Bioinformatica veio juntamente com o uso da internet, quando foi possivel
a rapida andlise de dados e a troca de informac&o sobre cddigos bioldgicos e computacionais
havendo um compartilhamento de bancos de dados e construgdo de sistemas in silico
(ESPINDOLA et al., 2010). Dado o sucesso e a atual importancia da Bioinformatica, os
softwares utilizados no processamento de informacdes, em grande parte, sdo desenvolvidos
para ser executado em sistemas operacionais (SO) do tipo Linux por serem mais confiaveis,
suportarem uma carga maior de dados sendo processados em comparacdo ao outros SO e
possuirem cddigos abertos e distribuicdo gratuita, o que o torna acessivel a qualquer
pesquisador (PROSDOCIMI et al., 2002).

3.5.1 Programas e Andlise de Dados

Os projetos direcionados a investigacdo de diversidade microbiana procariotica e
eucariética em queijo tendem a utilizar, em sua maior parte, a tecnologia da Illumina® para a
preparacdo de bibliotecas e sequenciamento das amostras. Pois, ela tem uma capacidade
reduzida, quando comparada as demais plataformas, de custo e de geracao de erros em seus
resultados (CAPORASO et al, 2012; ESCOBAR-ZEPEDA et al., 2015 ). Para a interpretacéo
desses dados, nas Ultimas duas decadas muitos programas vem sendo desenvolvidos com a
tentativa de suprir as necessidades de analise e predicdo de diversos parametros a serem

observados em estudos de Ecologia e taxonomia microbiana (Tabela 1).

Alguns parametros analisados em investigaces de microbiomas s&o a biodiversidade,
que ¢é baseada na riqueza de espécies ¢ pode ser subdividida em: a (diversidade alpha é o

numero total de espécies em um habitat) e B (diversidade beta ¢ a mudanga de espécies ao
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longo de um gradiente ambiental) (NOGUEIRA et al., 2008); métodos de agrupamento das
Unidades Taxonomicas Operacionais — OTUs, que sdo grupos taxondmicos produzidos a
partir da avaliacdo de sequéncias de DNA; quantidade e qualidade das sequéncias obtidas,

classificacdo taxonémica e abundancia e diversidade de espécies.

Tabela 1. Alguns programas utilizados para anélise de microbiomas por meio de metagenoma

Programa Fungdo Referéncia

Construcdo de grandes filogenias e
Fasttree o o PRICE et al., 2009
estimativa de confiabilidade

Ajuste dos comprimentos das y
FLASH MAGOC; SALZBERG, 2011

sequéncias

Analise taxondmica e funcional de
MEGAN . HUSON;WEBER, 2013
sequéncias de metagenomas

Andlise da diferenca de abundancia
MetagenomeSeq de genes 16S em dados de PAULSON et al., 2013

metaperfil

Classificacdo taxondmica, anélise
Mothur de qualidade das sequéncias, SCHLOSS et al., 2009

estimativa de diversidade

Alinhamento de multiplas

MUSCLE sequéncias, estimativa de arvore EDGAR, 2004
filogenética
Alinhamento de multiplas
PyNAST o CAPORASO et al., 2010
sequéncias

Controle de qualidade das
QIIME sequéncias, anotagdo taxondmica, CAPORASO et al., 2010

estimativa de diversidade

Anélise de espaco e uso do habitat
R CALENGE, 2006

por “animais”

UCHIME Detecgdo e remocédo de quimera EDGAR et al., 2011

Uparse Producéo de OTUs EDGAR et al., 2013
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E DIVISAO DAS AMOSTRAS

Foram coletadas um total de oito amostras de queijo do tipo coalho dos quais quatro
foram provenientes de uma queijaria que utiliza leite pasteurizado conforme o padréo exigido
para a producdo do seu produto e quatro amostras produzidas por um feirante vendedor de
produtos lacteos que utiliza o leite fresco como matéria-prima. Todas as amostras foram
coletadas durante o primeiro dia de fabricacdo do queijo, e seguiram imediatamente para o
LABIN (Laboratério de Biorreatores, Nanobiotecnologia e Inovacdo) em caixas de isopor

contendo gelo em gel para evitar o aquecimento do produto até a sua utilizacao.

Para analise do gene do rDNA 16S, as amostras foram divididas em dois grupos, dos
quais 4 amostras formavam o Grupo A (P1, P2, P3 e P4), que eram provenientes do leite
pasteurizado e 4 amostras formavam o Grupo B (C1, C2, C3 e C4), provenientes do leite cru e
para analise do gene do rDNA 18S as amostras foram divididas em Grupo A (P2) e Grupo B

(C3), seguindo o0 mesmo critério quanto ao tipo de leite utilizado na sua producao.

4.2 EXTRACAO DO DNA TOTAL

A extracdo do DNA foi realizada por meio do PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MoBio
Laboratories, Carlsbad, California, USA), onde as amostras recém-chegadas ao LABIN eram
fatiadas de acordo com a figura 1 e os 100g finais obtidos eram separados e homogeneizados.
Da massa homogeneizada eram separados 0,25g, que eram colocadas em um tubo powerbead
e agitadas suavemente para a homogeneizag¢do com o contetdo do tubo. Posteriormente eram
adicionados 60uL da solugdo C1 e colocadas em um agitador vortex (ARSEC ts200) durante
10 min em velocidade maxima, e centrifugadas (Eppendorf™ centrifuge 5810 R) durante 1
min a 24 °C e 4000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um microtubo de 2 mL e
adicionado 250 pL da solugdo C2 e agitado em vortex por 5 s e incubado a 8 °C por 10 min.
O microtubo foi centrifugado por 2 min a 24 °C e 4000 rpm, o sobrenadante foi retirado, em
um volume de ate 600 pL, e transferido para um novo microtubo de 2 mL, onde era
adicionada a solugdo C3, brevemente agitado e incubado a 8 °C por 10 min. O microtubo foi
novamente centrifugado por 2 min a 24 °C e 4000 rpm, o sobrenadante retirado até 750 pL e
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posto juntamente com 1200 pL da solucdo C4 e misturados por 5 s. Dividido em trés
aliquotas de aproximadamente 650 pL, cada parte era centrifugada em um mesmo microtubo
com filtro por 2 min a 24 °C e 4000 rpm. Logo ap6s as centrifugacdes o filtro era colocado
cuidadosamente em um microtubo limpo e adicionado 500 pL da solugdo C5, o qual passava
por mais uma centrifugacdo por 3 min a 24 °C e 4000 rpm. Por fim, o filtro foi colocado em
outro microtubo e adicionado 100pL da solucdo C6. Havia uma centrifugagdo com duracdo de

1 min a 24 °C e 4000 rpm, o filtro era descartado e a amostra armazenada em freezer.

200¢g 100g

Figura 1. llustracéo do procedimento de corte das amostras (DELCENSERIE et al., 2014)

4.3 GEL DE AGAROSE PARA ELETROFORESE

Para analise da integridade e pureza do DNA, as amostras foram analisadas em gel de
agarose a 1% (p/v) em tampédo TAE 1X, o qual foi também utilizado como tampéao de corrida.
As amostras de DNA foram aplicadas no gel com 1/20 do volume de corante de corrida Blue
Green (LCG Biotecnologia) tendo como padrdo de peso molecular DNA Ladder 100pb
(Green Bio Resource). Foram utilizados os seguintes parametro no gel de corrida: 100 V, 80
mA e 30 min. Apds a eletroforese o gel foi visualizado num transiluminador com luz

ultravioleta.

4.4 ANALISE DA DENSIDADE OPTICA EM ESPECTROFOTOMETRO

Para analise da concentracdo e pureza, as amostras foram analisadas quanto a
absorbancia por meio do espectrofotometro (Bel Photonics sp 2000 uv) em comprimentos de
onda