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Resumo: OLIVEIRA, D. P. Caracterizacdo funcional genémica dos micro-organismos
predominantes no fermento endégeno “pingo” do queijo da Serra da Canastra. 2020.
048c. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de
Séo Paulo, 2020.

O queijo minas artesanal € reconhecido como Patrimoénio Cultural Imaterial Brasileiro,
sendo reconhecidas sete regifes produtoras de queijo artesanal em Minas Gerais, dentre
elas, a Serra da Canastra. Durante a producao do queijo da Serra da Canastra € utilizada
uma cultura iniciadora da fermentagao, denominada popularmente como “pingo”, o qual é
proveniente de parte do soro eliminado da producéo do queijo do dia anterior. Estudos sobre
a composicao desse fermento endégeno estdo focados, principalmente, na identificacao
das bactérias laticas, através de métodos de analise microbioldgica tradicionais e que
apresentam diversas limitacdes quando comparado com técnicas moleculares. O presente
estudo tem como objetivo caracterizar o genoma dos micro-organismos predominantes
neste fermento enddgeno utilizado na producao do queijo artesanal da Serra da Canastra
(MG). Para realizacdo do estudo foram coletadas amostras de pingo de 10 produtores com
histérico de fabricacéo de queijos de boa qualidade e provenientes das cidades de Medeiros
e Sao Roque de Minas. Uma colecdo de estirpes foi feita através do isolamento aerdbico
de bactérias presentes no pingo, em meios de cultura diversos, escolhidos para maximizar
0 potencial metabdlico presente na cultura iniciadora e aumentar a diversidade microbiana
dos isolados. Foram obtidos 464 isolados bacterianos diferenciados morfologicamente e
pela coloracdo de Gram. Posteriormente, a colecdo de estirpes foi triada através do
sequenciamento do gene codificante para o rDNA 16S. Foram selecionados 13 isolados
representativos para ter seu genoma sequenciado, sendo que, 0s principais géneros
encontrados foram Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus. Todos 0s
genomas selecionados foram caracterizados quanto a sua funcado, apresentando dados
interessantes relativos a producdo de alguns compostos, como o diacetil, presente em
varios gueijos ao redor do mundo, e extremamente relevante para o desenvolvimento de
sabor e aroma. Além disso permite levantar hipoteses importantes em relagdo ao possivel
controle biologico do sistema, pela producdo de bacteriocinas, que sdo conhecidas na
literatura por reduzirem e/ou inibirem a populagdo de cepas patogénicas, como Listeria
monocytogenes. O presente estudo, € o primeiro a caracterizar 0 genoma das cepas
fundamentais para a fermentacao latica que ocorre na producdo do queijo. Estudos como
este, contribuem para a criagdo de uma identidade e/ou um padréo de origem dos queijos
Canastra, além de contribuirem para a melhoria do produto e promoverem a descoberta de
novas aplicacdes tecnologicas.

Palavras chave: queijos artesanais. Serra da Canastra; “pingo”; caracterizagdo gendémica;
fermentacéo.



Abstract: OLIVEIRA, D. P. Functional genomic characterization of most
microorganisms in the endogenous fermento “pingo” of Serra da Canastra cheese
2020. 048c. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de S&o Paulo, 2020.

The artisanal Minas cheese was recognized as a Brazilian Intangible Cultural Heritage.
There are seven recognized regions that produce the artisanal cheese in Minas Gerais,
among them is Serra da Canastra. During the production of Serra da Canastra cheese a
starter culture of fermentation is used, popularly known as "pingo", which consists in a whey
part recovered from the previous day's production. Studies regarding the endogenous yeast
composition are specially focused in lactic bacteria, using traditional methods of
microbiological analysis. This study aims to characterize the microorganisms’ genome
predominant in this endogenous yeast used in the artisanal Serra da Canastra cheese
production. For this study, samples were collected from 10 producers with a history of
manufacturing good quality cheese from Medeiros and S&o Roque de Minas cities. A
collection of strains was created through the isolation of bacteria living in pingo of 10
producers, using different culture medias, have been chosen to maximize the metabolic
pathways potential present in the starter culture and increase the microbial diversity of the
isolates. We obtained 464 bacterial isolates, based on morphological characteristics as well
as Gram staining. Subsequently, the strain collection was screened by sequencing the
coding gene for the 16S rDNA. Sequencing was used to select 13 representative isolates
for full genome, and the main genus found were Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc
and Streptococcus. All selected genomes were characterized as to their function, presenting
interesting data regarding the production of some compounds, such as diacetyl, present in
various cheeses around the world, and extremely relevant to their flavor and aroma.
Additionally, raising important hypotheses in relation to a possible biological control of the
system, through the production of bacteriocins, which are known in the literature to reduce
and/or inhibit the population of pathogenic strains such as Listeria monocytogenes. The
present study is the first to characterize the genome of strains that are fundamental for lactic
fermentation that occurs in the production of Canastra cheese. Studies like this, contribute
to the creation of an identity and/or a standard of origin for Canastra cheeses, alongside
with contributing to the improvement of the product and promoting the discovery of new

technological applications.

Keywords: artisanal cheeses. Serra da Canastra; “pingo”; genomic characterization;

fermentation.
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1. INTRODUCAO

A técnica de producéo do queijo, no Brasil, foi introduzida pelos colonizadores
portugueses logo nos primeiros anos da Colonia. A fabricagéo de queijos naquele
momento provavelmente deu-se a partir da receita portuguesa proveniente da Serra
da Estrela, com o uso do leite do gado bovino trazido a Colénia (IPHAN, 2006).

Tradicbes seculares, como a producdo de queijo, sao preservadas pelo
Instituto Estadual do Patriménio Histérico e Artistico de Minas Gerais (IEPHA)
através do Decreto n° 42.505 de 15 de abril de 2002, que instituiu as formas de
registro de bens culturais de natureza imaterial ou intangivel, e que constituem o
patrimoénio cultural de Minas Gerais. Isto possibilitou o registro do modo de producao
do queijo minas artesanal (QMA), e o queijo do Serro foi o primeiro a obter esta
designacéao.

Em maio de 2008, o Instituto do Patrimonio Historico e Artistico Nacional
(IPHAN) reconheceu o0 QMA como Patriménio Cultural Imaterial Brasileiro. Estes
reconhecimentos corroboram a importancia cultural, social e econémica do produto
no estado. Atualmente, existem sete regides principais de Minas Gerais
reconhecidas como produtoras de QMA: Araxa, Campo das Vertentes, Cerrado,
Serra da Canastra, Serra do Salitre, Serro e Triangulo Mineiro (IMA, 2018).

Os atributos sensoriais do QMA sdo em grande parte conferidos pelos micro-
organismos presentes no processo de fermentacédo e maturacao dos queijos. Estas
caracteristicas sdo algo inerente a cada regido, ja que ha variacdo dos micro-
organismos presentes nos queijos de acordo com o clima, alimentacdo do gado,
condi¢cBes de manejo do rebanho e a forma de processamento do produto. Embora
existam especificidades de cada QMA, o processamento dos queijos em
praticamente todas as microrregides tradicionais envolve a adi¢ao do “pingo” e nao
contempla a etapa de pasteurizacdo do leite (DORES, 2013; MONTEIRO et al.,
2018).

O pingo é utilizado na producdo de queijos devido a presenca de culturas
iniciadoras naturais (bactérias &cido-laticas iniciadoras - BALI). Os produtores
artesanais da regido da Serra da Canastra utilizam a microbiota naturalmente
presente no soro (coletado apds a segunda salga da massa) como coadjuvante a

producdo do queijo. Diariamente apds a enformagem e salga do queijo, parte do
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soro eliminado é coletado e adicionado a producédo subsequente (DALMASSO,
2008; GABARAL, 2007; NOBREGA et al., 2008).

A técnica de retro-utilizacdo deste fermento enddgeno, conhecido como
“pingo”, € chamada de backslopping sendo comumente utilizada na producéo de
queijos artesanais na Europa, tais como Cabécou ou Rocamadour, Picodon,
Parmigiano Reggiano, Comté e Sbrinz (DALMASSO, 2008; GABARAL, 2007;
NOBREGA et al., 2008).

Porém, apesar de sua ampla utilizagéo na fabricacéo de queijos artesanais em
Minas Gerais, pouco ainda é conhecido sobre o potencial génico das espécies e
estirpes de bactérias presentes nas regides produtoras de QMA (CASTRO et al.,
2016; NOBREGA et al., 2008; SILVA, 2012).

Nesse contexto, o presente estudo visa identificar 0s micro-organismos
cultivaveis e predominantes no pingo, bem como caracteriza-los quanto ao potencial
génico, auxiliando na elucidacao de seu papel na determinagéo das caracteristicas
sensoriais do queijo Canastra. Para tanto, o estudo utilizou técnicas de
microbiologia basica associadas a técnicas de biologia molecular, como o

sequenciamento gendémico Next Generation Sequencing (NGS).

2.REFERENCIAL TEORICO

2.1. O Queijo Minas Artesanal

Minas Gerais € o principal estado produtor de leite do Brasil, com 9,14 bilhGes
de litros/ano, o que representa 26% da producéo nacional. Os demais estados com
maior producéo de leite sdo Parana (4,37 bilhdes de litros/ano) e Rio Grande do Sul
(4,24 bilhdes de litros/ano) (IBGE, 2015; USDA, 2017). O estado de Minas Gerais
acumula ainda o titulo de maior estado produtor de queijos do Brasil (CASTRO et
al., 2016).

Existem cerca de 30 mil produtores de queijos artesanais em Minas Gerais,
distribuidos em 503 municipios, sendo que 9 mil produtores utilizam o leite cru como
matéria prima na sua producdo (CAMPAGNOLLO et al., 2018; EMATER, 2004;
EMBRAPA, 2018). Além da tradicdo, os queijos artesanais apresentam funcao

importante na economia sendo a fonte de renda principal das familias
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(CAMPAGNOLLO et al.; 2018; EMATER, 2004; EMBRAPA, 2018). As sete regides

produtoras de queijo minas artesanal estdo indicadas na Figura 1.

Figura 1 — Regifes produtoras de QMA em Minas Gerais.
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Fonte: EMATER, 2004 (adaptado).

A Lei n°® 23.157 de 18 de dezembro de 2018, dispbe sobre a producéo e a
comercializacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais, e considera como queijo
artesanal todo o queijo elaborado com leite de vaca integral fresco e cru (sem
pasteurizacao), produzido na propriedade e com caracteristicas de identidade e
gualidades especificas, ou seja, consisténcia firme, cor e sabor proprios, massa
uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecéanicas
(CARVALHO et al., 2015; MINAS GERAIS, 2018).

Em 31 de janeiro de 2002 a Lei estadual n° 14.185 qualifica e reconhece a
producdo de queijo artesanal de leite cru, porém a lei autoriza a comercializacao
somente dentro do estado, sem periodo de maturacéo definido. O comércio do QMA
fora do estado de Minas Gerais, € permitido apenas apods 60 dias de cura ou
maturacdo, em temperatura igual ou superior a 25°C, produzidos em
estabelecimentos registrados no Servico de Inspecdo Federal (SIF). Entretanto,

este periodo de maturacdo é considerado indesejavel pelos produtores da regiéo,



uma vez que este periodo prolongado de maturacdo afeta as caracteristicas do
produto final (DORES et al., 2013; LIMA e DOULA, 2012; MINAS GERAIS, 2002).

Diante disto, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
através da Instrucdo Normativa n° 30 de 2013, permitiu que queijos artesanais
fossem maturados por um periodo inferior a 60 dias, desde que estudos técnico-
cientificos assegurassem que este periodo reduzido ndo compromete a inocuidade
do produto final mas ainda sujeitos ao processo de reconhecimento pelo SIF
(BRASIL, 2013).

Recentemente, a Lei n°13.680 de 14 de junho de 2018 permitiu a
comercializacdo interestadual de produtos alimenticios produzidos de forma
artesanal, com caracteristicas e métodos tradicionais ou regionais proprios,
empregando as boas praticas agropecuarias e de fabricacdo, e desde que
submetidos a fiscalizacdo de orgaos de saude publica dos Estados e do Distrito
Federal. O produto artesanal tem que ser identificado, em todo o territorio nacional,
por selo Unico com a indicagdo ARTE, conforme regulamento federal (BRASIL,
2018).

2.2. O Queijo Canastra

O que caracteriza 0 queijo Canastra sédo os ingredientes (leite de vaca cru
integral, cultura lactea natural “pingo”, coalho e sal), consisténcia semidura com
tendéncia a macia e de natureza manteigosa, textura compacta, cor branca-
amarelada, odor e sabor ligeiramente acidos e néo picantes. Quanto a crosta, esta
pode ser fina, amarelada e sem trincas (EMATER, 2004).

A regido da Serra da Canastra, localizada a sudoeste do Estado de Minas
Gerais (Figura 1), é uma das regifes produtoras de QMA. O clima é classificado
como tropical de altitude, tipico do cerrado, com temperatura média anual em torno
de 22,2 °C e com chuvas distribuidas entre os meses de outubro a marco. As
condic¢@es fisico-ambientais encontradas na regido fornecem um ambiente propicio
ao desenvolvimento de micro-organismos responsaveis pelo sabor caracteristico do
gueijo da Canastra (INPI e SEBRAE, 2016).

As cidades que compdem a regido da Canastra sdo: Bambui, Delfin6polis,
Medeiros, Piumhi, Sdo Roque de Minas, Tapirai, Vargem Bonita, Cérrego D’Anta e
Sao Joao Batista do Gléria (Figura 2) (IMA, 2018).
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Figura 2 - Mapa dos municipios produtores do queijo Canastra.
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Fonte: TargetMap (adaptado).

A Associacao dos Produtores de Queijo Canastra (APROCAN) estima que
tenham 800 fabricantes de queijo na regido. Apenas na cidade de Medeiros, na qual
a producéo de leite € a principal atividade econémica da cidade, a estimativa era de
400 produtores de queijo artesanal em 2013 (FAEMG, 2013).

Dados levantados pelo Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas
Empresas (SEBRAE, 2017), revelaram que a regido da Serra da Canastra possui
mais de 25 mil estabelecimentos agropecuarios com producéao de leite, a quantidade
produzida em 2017 foi superior a 190 mil litros. Para produzir um queijo de um quilo
sdo necessarios 10 litros de leite, em média cada produtor fabrica 20 unidades por
dia, cerca de 6 mil toneladas de queijo sdo comercializadas todo ano, segundo a
APROCAN.

2.3. Técnica do backslopping e culturas iniciadoras

O uso de iniciadores naturais de soro de queijo, do inglés natural whey starters
(NWS), é herdado da pratica do backslopping que consiste na retro-utilizacédo deste

soro eliminado de uma fabricac&o anterior dos queijos.
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Originérias principalmente de operacdes anteriores da producéo do queijo, as
culturas iniciadoras também sao provenientes do ambiente e da microbiota do leite
cru. Ha vérios tipos de culturas iniciadoras, classificadas essencialmente de acordo
com: suas funcbes basicas (ex: producdo de acido latico e/ou de diacetil),
temperatura de crescimento das bactérias durante a fabricacdo e/ou maturagéo do
gueijo, e composicao bacteriana (DEMARIGNY et al., 2011).

A composi¢cdo bacteriana é subdividida em: tipos de cultura iniciadora,
podendo ser culturas iniciadoras naturais (NSC - Natural Starter Culture) ou seja,
inerentes ao produto e obtidas durante a fabricacdo dos queijos, seja pela técnica
do backslopping ou por aplicacdo de presséo seletiva (ex: tratamento térmico,
temperatura de incubacdo ou pH baixo). Ha também as culturas iniciadoras mistas
(MSS - Mixed-Strain Starter) derivadas das culturas iniciadoras naturais e
reproduzidas em instituicbes especializadas, como centros de pesquisa e/ou
empresas comerciais (PARENTE et al., 2017).

Os tipos de culturas mencionados representam os iniciadores tradicionais
(traditional starters), no entanto, as culturas iniciadoras definidas (DSS - Defined-
Strain Starters) compostas de uma ou mais cepas, representam o oposto, embora
sejam selecionadas, produzidas, mantidas e distribuidas por instituicoes
especializadas como as MSS. Suas caracteristicas principais sdo a alta
reprodutibilidade e alta resisténcia a fagos, o que permitiu a substituicdo de algumas
culturas iniciadoras tradicionais, inclusive em queijos com denominacéo de origem
europeus (Protected Designation of Origin - PDO) (PARENTE et al., 2017).

O uso das culturas starters traz muitas vantagens tecnoldgicas, ja que as BAL
contribuem para a acidificacdo e a formacdo da coalhada, liberam iniUmeras
enzimas no nucleo do queijo, favorecendo a maturacdo e desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais desejadas, além do metabolismo das BAL influenciar na
estrutura do queijo com producdo de exopolissacarideos, protedlise e substancias
antimicrobianas (HERREROS et al.; 2003; TOPISIROVIC et al., 2006).

2.4. O “pingo”
Ao final do dia de producéo, o queijo é colocado em uma superficie levemente

inclinada para favorecer a drenagem do soro remanescente da fermentacéo e

fabricagéo do queijo. Este processo dura cerca de 12 horas, normalmente durante



a primeira noite apds a fabricacdo, e este soro remanescente é coletado. Ao ser
adicionado ao leite, este soro salgado que fermentou neste intervalo de tempo

constitui um auténtico fermento natural endégeno, popularmente chamado de
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“pingo”, conforme figura 3 (CASTRO et al., 2016; GABARAL, 2007; NOBREGA et
al., 2008; SILVA et al., 2011).

Figura 3 - Processo de Fabricacdo do Queijo Minas Artesanal Canastra.
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Fontes: EMATER, 2004; KAMIMURA et al., 2019 (adaptado).

Esse procedimento € comum na producdo de diversos queijos artesanais

europeus feitos com leite ndo pasteurizado, como por exemplo, 0s queijos: Grana

Padano, Gruyere, Pecorino Romano, Provolone Valpadana, Rocamadour e Sbrinz

(DALMASSO, 2008; GATTI et al., 2014).

Os grupos microbianos presentes no “pingo” direcionam a fermentacédo e

maturacdo do queijo. Além disso, também agregam ao produto uma microbiota

diversificada, representativa da regido na qual o queijo é fabricado, conferindo-lhe

caracteristicas sensoriais diferenciadas e endémicas (GABARAL, 2007; NOBREGA

et al., 2008).



Na Europa, existem mais de 135 variedades de queijos artesanais com
denominacdo de origem, embora a matéria-prima, modo e/ou condi¢cdes de
fabricacdo sejam diferenciados, estes podem ser considerados ecossistemas
Gnicos e com uma consideravel variedade nos tipos de bactérias acido laticas (BAL)
que cada um contém (GABARAL, 2007; NOBREGA et al., 2008).

Originarias do leite cru e culturas iniciadoras enddgenas, as BAL sé&o
essenciais a maturacao e a seguranca do queijo artesanal mineiro. Elas produzem
grande numero de enzimas glicoliticas, lipoliticas e proteoliticas que transformam
os componentes fundamentais do leite, e do queijo em compostos com
propriedades sensoriais desejaveis (CASTRO et al., 2016; VILJOEN, 2001).

2.5. Microbiota do “pingo”

A microbiota do queijo é dinamica e variavel e, em um primeiro momento ha
a prevaléncia de BAL provenientes da sua matéria-prima, o leite. Estas sao
chamadas de culturas iniciadoras primarias (primary starters) e, estdo envolvidas
nas reacdes bioguimicas iniciais da producdo de queijo, como na producdo de
citrato, componente importante para a textura de alguns tipos de queijos (BLAYA et
al., 2018; PARENTE et al.,2017).

A microbiota secundaria apresenta maior diversidade do ponto de vista
taxondémico e funcional, sendo possivel encontrar. BAL néo iniciadoras (NSLAB -
Non Starter Lactic Acid Bacteria), Propionibacterium, Staphylococcus, bolores e
leveduras (BLAYA et al., 2018; PARENTE et al.,2017).

A maior parte dos dados de composicdo microbiana sdo do queijo, que é
caracterizado pela prevaléncia de Lactococcus, seguido de Lactobacillus e
Leuconostoc, embora também sejam encontrados Enterococcus faecalis e
Weissella paramesenteroides, além de contaminantes como Staphylococcus
(KAMIMURA et al., 2019). Um estudo pareado entre queijo e pingo, revelou que
independente do produtor, a cultura iniciadora (pingo) e o produto final (queijo)
demonstram ter microbiotas estaveis e semelhantes. Em comum ha o predominio
dos géneros Streptococcus e Lactococcus (KAMIMURA et al., 2020).

Os estudos que investigaram especificamente a microbiota do pingo (Tabela
1), sdo mais antigos e, em sua maioria utilizaram métodos tradicionais, dentre eles:

0 numero mais provavel (NMP) para contagem de coliformes totais e
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termotolerantes, a enumeragéo em unidade formadora de colonia (UFC), coloracao
de Gram e teste de catalase, que auxiliam na identificagéo.

Tabela 1 - Estudos sobre a microbiota do pingo em diferentes regides de Minas Gerais.

Estudo eregido n Micro-organismos Quantidade
estudada encontradas

[ I I I
BORELLI et al., 10  Coliformes totais de 93 a> 1100 NMP g -* ou mL-*
2006. Coliformes fecais de 9 a 1100 NMP g -* ou mL-*

Serra da Canastra Staphylococcus spp.
Staphylococcus aureus

Bolores e leveduras

de 4,3 a6,3log UFC. g -t ou mL-*
de<2,0a5,7log UFC. g -* ou mL-*
de 3,6 a 5,2 log UFC. g -* ou mL-*

CASTRO et al., 12  Coliformes totais 742 (S) e 6,766 (C) NMP/mL
2016. Coliformes 3.2* (S) e 2,854* (C) NMP/mL
Campos das termotolerantes

Vertentes Staphylococcus spp. 3,5 x 10* (S) e 2,1 x 10° (C)UFC/mL

Bolores e leveduras 9,6 x 10° (S) e 5,1 x 10° (C) UFC/mL

DORES et al., 2013. 16
Serra da Canastra

Staphylococcus aureus de 1a3.11 log UFC.mL -1 (C)

de 1 a2.76 log UFC.mL - (S)

LIMA et al., 2009.

10

Enterococcus spp.

4,75 log UFC/mL

Serra do Salitre E. faecalis 4,94 log UFC/mL
E. faecium 4,48 log UFC/mL
E. raffinosus 4,49 log UFC/mL
Lactococcus spp. 4,45 log UFC/mL
L. lactis 4,89 log UFC/mL
S. agalactiae 5,00 log UFC/mL
S. bovis 6,75 log UFC/mL
Pediococcus sp. 4,32 log UFC/mL
P. acidilati 4,18 log UFC/mL

P. pentosaceus 6,48 log UFC/mL

N: Numero de bactérias totais identificadas em cada estudo; (C): Periodo Chuvoso; (S): Periodo
Seco; (NMP): Namero Mais Provavel; (UFC): Unidade Formadora de Colénia. (P < 0.05).

Destaca-se que dos estudos citados na Tabela 1 apenas a metade utilizou
métodos modernos de andlise como Polymerase Chain Reaction (PCR) e
sequenciamento 16S rDNA. Recentemente, o uso de sequenciamento de DNA de
alto rendimento (NGS, Next Generation Sequencing; HTS, High Throughput
Sequencing), promove uma identificacdo ainda mais precisa dos micro-organismos

e de suas propriedades funcionais (JONNALA et al., 2018).
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Técnicas microbioldgicas tradicionais, como o cultivo das bactérias em meios
de cultura M17 e MRS e o isolamento das mesmas, associado ao uso da técnica de
sequenciamento do 16S rDNA, identificaram 15 bactérias do género Lactobacillus
provenientes do pingo do queijo da Serra da Canastra (RAFAEL, 2017). Neste
mesmo estudo foram identificadas 13 cepas de Lactobacillus plantarum, uma de L.
paracasei e uma de L. rhamnosus, evidenciando a prevaléncia de BAL no pingo.

No entanto, o resultado dos estudos demonstrados na Tabela 1 identificaram
bactérias como coliformes totais e termotolerantes, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, que séao bacilos Gram-negativos, ndo formadores de esporos
e capazes de fermentar a lactose com producéo de gas. Geralmente esses micro-
organismos, dependendo da sua concentracdo, estdo associados a contaminacao
de origem fecal, sendo um importante indicador da possivel presenca de bactérias
patogénicas de origem entérica (FRANCO e LANDGRAF, 2003).

Dentre as bactérias detectadas no pingo com potencial patogénico esta
Staphylococcus aureus que € frequentemente encontrado no leite cru e na producao
de queijos. Esta bactéria é halotolerante e pode produzir uma ou mais enterotoxinas
estafilococicas (SE) nos alimentos que, apos ingeridas, podem causar intoxicacao
alimentar. Um dnico estudo na literatura destaca a pesquisa especifica de
enterotoxinas estafilococicas no pingo, ndo as tendo encontrado em nenhuma das
amostras analisadas (BORELLI et al., 2006).

2.6. Bactérias laticas

As bactérias laticas ou acido-laticas (BAL) sédo um grupo de micro-organismos
Gram-positivos, catalase negativos, ndo formadores de esporos e que, geralmente,
se multiplicam sob condi¢cdes microaerofilas ou estritamente anaerdbias (BRUNO,
2011; LIMA et al., 2009; MOTTA e GOMES, 2015).

Os géneros mais importantes de BAL sdo: Lactobacillus, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela,
Carnobacterium e Tetragenococcus (BRUNO, 2011; LIMA et al., 2009; MOTTA e
GOMES, 2015).

Determinadas BAL utilizam, preferencialmente, a lactose como fonte de
carbono e tendo como produtos de seu metabolismo diversas substancias

antimicrobianas como: acidos organicos, peroxido de hidrogénio, dioxido de
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carbono, diacetil, acetaldeido e bacteriocinas que atuam favoravelmente no produto
alimenticio, pois podem reduzir ou impedir significativamente a multiplicacdo de
bactérias com potencial patogénico (LIMA et al., 2009). As BAL constituem um
grupo bem estabelecido de micro-organismos, com funcéo tecnolégica amplamente
utilizado na industria alimenticia (BURON-MOLES et al., 2019; LIMA et al., 2009).

Naturalmente biodiversas, as BAL podem ser encontradas em Vvarios nichos
ecoldgicos, como o trato gastrointestinal de humanos, animais, insetos, plantas,
solo e agua. Essa caracteristica da-se pela capacidade adquirida pelas BAL de
metabolizar varios tipos de carboidratos, e que fornece vantagens competitivas na
colonizacdo de varios ecossistemas. A variedade de substratos utilizados se
aproveita de algumas vias metabdlicas, 0 que torna as BAL Unicas e distintas em
termos de potencial de fermentacdo (BURON-MOLES et al., 2019).

2.6.1. Fermentacéo latica

A fermentacao latica € um processo que resulta na formacéo de acido latico a
partir de uma fonte de carboidrato. As BAL podem ser divididas em:
homofermentativas (produzem acido latico como o principal produto da fermentacéo
da glucose) e heterofermentativas (além de acido latico, formam outras substancias,
como diéxido de carbono, acido acético e etanol, a partir da fermentacdo da
glucose), sendo que esta Ultima é subdividida em espécies fermentativas
facultativas e obrigatorias (BURON-MOLES et al., 2019; FRANCO e LANDGRAF,
2003).

Bactérias como Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus e algumas
espécies de Lactobacillus sdo consideradas homofermentativas obrigatérias, devido
a sua capacidade de converter hexoses quase que completamente em acido latico
através da glicélise (EMP - Embden-Meyerchof-Parnas), ja as pentoses ndo sao
degradadas por todas as bactérias homofermentativas (BURON-MOLES et al.,
2019).

Espécies de BAL facultativamente heterofermentativas, como Leuconostoc e
certos Lactobacillus degradam as hexoses em &cido latico através da via EMP e,
por possuirem aldolase e fosfocetolase, também podem metabolizar pentoses e
frequentemente gluconato (BURON-MOLES et al., 2019; TORTORA et al., 2005).



As BAL obrigatoriamente heterofermentativas ndo podem utilizar hexoses pela
via EMP devido a falta da enzima glicolitica frutose-1,6-bifosfato aldolase. Em vez
disso, degradam as hexoses pela via do fosfogluconato, produzindo nédo apenas
acido latico como produto final, mas também quantidades significativas de didxido
de carbono, etanol e/ou &cido acético (BURON-MOLES et al., 2019).

2.7. Estudos genbmicos em gqueijos

O estudo de ecossistemas microbianos em alimentos artesanais é importante
para desvendar a sua diversidade (CEUGNIEZ et al., 2016). O numero de estudos
realizados em produtos lacteos aumentou na ultima década, particularmente os
realizados em derivados de leite. Em queijos, demonstram que, aléem das BAL
outros géneros podem ser encontrados e, com potencial participagdo no
desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do produto final.

O trabalho de Wolfe et al. (2014), sequenciou 137 comunidades diferentes de
micro-organismos presentes na casca de queijos produzidos em 10 paises. Nestas
microbiotas foram identificados 24 géneros de amplo cultivo e distribuicdo, dentre
eles, bactérias ndo encontradas usualmente em queijos, como: Brevibacterium,
Corynebacterium, Brachybacterium, Arthrobacter, Nocardiopsis, Yaniella,
Halomonas, Psychrobacter, Pseudomonas, Pseudoalteromonas, Vibrio,
Hafnia/Serratia e Sphingobacterium.

Ceugniez et al. (2016), por sua vez investigou a comunidade microbiana do
gueijo francés “Tomme d’Orchies”, utilizando NGS. Além da microbiota classica do
gueijo, foram identificadas varias cepas de origem ambiental como Corynebacterium
sp. Também foi possivel verificar que a microbiota da superficie mostrou maior
diversidade, do que a microbiota do nucleo do queijo, sendo que 85% foi atribuida
a matéria-prima e demais ingredientes utilizados na fabricacdo do queijo.

A composicao bacteriana do queijo Grana Padano foi avaliada utilizando dois
métodos moleculares, o0 RAPD-PCR e o0 sequenciamento metagenémico de
amplicons, com a unido das duas técnicas e uma amostragem de 118 queijos, foi
possivel identificar que Lactobacillus (L. delbrueckii, Lacticaseibacillus L.
rhamnosus, L. casei e Limosilactobacillus fermentum), Lactococcus (L. lactis
raffinolactis, L. helveticus e L. lactis) e Streptococcus thermophilus constituem as

espécies dominantes da microbiota do Grana Padano (ZAGO et al., 2020).
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Jonnala et al. (2018) citam a influéncia de outros fatores como pH,

temperatura, cloreto de sédio (NaCl), dentre outros, na abundancia de algumas

bactérias detectadas em diferentes tipos de queijos (Tabela 2).

Tabela 2 — Deteccéo por *HTS de aumento e diminuicdo de micro-organismos pela acdo

de fatores, tais como NacCl, superficie de madeira, temperatura, pH e umidade.

Fator de Tipo de Queijo  Aumento/Diminuicdo Referéncias
influéncia
[ I I
NaCl Irlandés ! Leuconostoc Quigley et al., 2012
artesanal
I Pseudomonas
[ I I |
Superficie de Cotja L. mesenteroides Escobar-Zepeda et al.,
madeira 2016
tW. paramesenteroides
[ I I
Temperaturae pH Mozzarela t L. lactis
Grana Padano
Parmigiano t L. fermentum De Filippis et al., 2014
Reggiano + S. thermophilus
t L. delbrueckii
t L. helveticus
[ I
Umidade Brie t Galactomyces
Camembert
Cloth bound o
cheddar, \ Scopulariopsis Wolfe et al., 2014
St. Nectaire, \ Aspargillus
Tomme de
Savoie I Actinobacteria

\ Staphylococcus

Fonte: Jonnala et al. (2018) (adaptado).

Abundancia de bactérias em diferentes amostras de queijos detectada pelo *HTS (high throughput
sequencing), * (aumento) e | (diminuigéo) indica os niveis de certas bactérias, conforme influéncia

pelos fatores declarados, com variagcao inversamente proporcional.

O conhecimento de microbiomas alimentares, principalmente com alimentos

fermentados, € importante para entender que determinadas condi¢cdes podem

causar alteracbes no produto, pois processos como a fermentacdo sao

primariamente acionados por micro-organismos que afetardo drasticamente o
resultado (CHOI et al., 2020).



Nesse sentido o desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de nova
geracao, auxilia na obtencdo de informacdes genémicas rapidas e de baixo custo,
promovendo compreensado das propriedades microbianas que formam as matrizes
alimentares. Além disso, torna possivel a investigagcdo de genomas individuais,
possibilitando entender como as bactérias respondem a determinadas condicdes, o
que viabiliza o seu controle e intervencédo pelo fabricante de queijo (CHOI et al.,
2020).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o genoma de micro-organismos predominantes no fermento

endodgeno utilizado na producédo do queijo tradicional da Serra da Canastra.

3.2. Objetivos Especificos

e |dentificar os micro-organismos mais frequentes no pingo de 10 produtores
com historico de boas praticas de producéo, através do isolamento de estirpes
representativas;

e A partir da identificacdo das bactérias sequenciadas (rDNA 16S), selecionar
estirpes de potencial tecnoldgico para sequenciamento dos genomas e anotar suas
principais vias metabolicas para levantamento de hipdteses, quanto a atuacao
destas espécies nas culturas starters responsaveis pelo microbioma do queijo

Canastra.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta de amostras

Foram coletadas 10 amostras de pingo, em aliquotas de aproximadamente
50 mL, nas cidades de Medeiros e Sdo Roque de Minas, principais municipios

produtores de queijo Canastra, sendo 50 % das amostras provenientes de cada
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local. Dos 10 produtores que forneceram as aliquotas, apenas 4 ndo possuem
cadastro no Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA).

A coleta foi realizada no periodo entre Outubro de 2017 a Fevereiro de 2018,
sendo a temperatura e umidade verificadas nas queijarias no momento da coleta
das amostras. Estas foram transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reutilizavel (gelox) até a chegada ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (Sao Paulo -
SP), em ndo mais que 24 horas apos a coleta.

As amostras foram mantidas sob refrigeracédo a 4°C até a sua utilizacdo para
o isolamento bacteriano, o qual se deu em até 24 horas apdés a chegada no
laboratdrio. Aliquotas da mesma amostra foram preparadas para a afericao do pH,
do teor de cloreto de sodio e para a estocagem a -80°C em glicerol 15% para

estudos futuros.

4.2. Analises fisico-quimicas
4.2.1. Analise de pH

O pH de todas as amostras foi determinado com o uso de pHmetro (BEL
engineering® PHS3BW) calibrado conforme instru¢des do fabricante. A afericéo foi
realizada em aproximadamente 25 mL de amostra de pingo a temperatura média
de 19,4°C (cada amostra teve sua temperatura aferida e registrada no momento da

determinacao do pH).

4.2.2. Analise de teor de soédio

A determinacédo de sédio das amostras de pingo foi realizada em fotémetro de
chama modelo B462 (Micronal), em colaboracdo com o Instituto Maua de
Tecnologia, utilizando a metodologia descrita por Okumura, Cavalheiro e Nobrega
(2004), 0,2 mL da amostra de pingo foi transferida para um baldo volumétrico de
100 mL e adicionado agua destilada até completar o volume de 100 mL. Para a
obtencdo da curva de calibracdo, foram preparadas solucbes de NaCl com
concentracdes de 0,025, 0,050, 0,075, 0,100, 0,125, 0,150, 0,175, 0,200, 0,250 g/L,
a partir de uma solucao estoque de NaCl (2,5¢g/L). Os resultados foram expressos
em teor de NaCl (%).
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4.3 Cultura e isolamento bacteriano

Para a obtencdo das culturas bacterianas, uma aliquota de 1 mL de cada
amostra de pingo foi diluida serialmente e assepticamente (até 107%), em tubos
contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% estéril. A partir de cada diluicdo (1072, 1072,
1072 e 1074), 100 pL foram inoculados em 8 diferentes meios de cultura distintos em
placas de Petri (Tabela 3), utilizando a técnica de espalhamento em superficie, com
auxilio de uma al¢a de Drigalski estéril.

Tabela 3 - Meios de cultura utilizados, objetivos de uso e condi¢des de incubagéo.

Meio de Cultura Objetivos Condicédo de incubacéo
. T T
Agar Gema de Ovo e Meio diferencial, ndo seletivo; - Aerobiose;
e Indicado para observacéao de lipolise - A25°Cde24a48
e proteodlise. horas.
- T T
Agar M17 e Meio seletivo para bactérias laticas. - Aerobiose;
- A25°Cde24a48
horas.
. T T
Agar MRS e Meio seletivo para bactérias laticas. - Aerobiose;
- A25°Cde24a48
horas.
. T T
Agar Sangue e Determinacéo de hemolise, tanto alfa, - Aerobiose;
quanto beta. - A25°Cde24a48
horas.
I " T T
BHI Agar e Meio n&o seletivo; - Aerobiose;
e Rico em nutrientes; - A25°Cde24a48
e Obtengéo quantitativa de bactérias; horas.
e Desenvolvimento de morfologias
diversas.
| | |
CRBM e Utilizado para a cultura de micro- - Aerobiose;
organismos presentes em queijos - A25°Cdeb5az22
feitos a partir de leite cru. dias.
I " T T
MacConkey Agar e Utilizado por propiciar a multiplicagao - Aerobiose;
de bactérias da familia - A25°Cde24a72
Enterobacteriaceae; horas.

e Favorece a multiplicacdo de bactérias
fermentadoras de lactose.

!
TSA +5% NaCl e |dentificagdo de micro-organismos - Aerobiose;
halofilicos e halotolerantes. - A25°Cdeb5aZ22
dias.
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BHI: Brain Heart Infusion; CRBM: Cheese Ripening Bacteria Media; MRS: Man Rogosa & Sharpe;
TSA: Tryptic Soy Agar;

As placas inoculadas foram incubadas em aerobiose, em estufa bacteriolégica
a temperatura de 25°C por 22 dias (tempo de maturacdo minimo dos queijos). Para
evitar a desidratacdo do &gar durante o longo periodo de incubacéo, foi utilizada
uma camada mais espessa de meio de cultura e um béquer com agua destilada foi
colocado dentro da estufa bacterioldgica para manutencao da umidade.

As colonias foram selecionadas a partir do 2° dia de incubacgédo, e
subsequentemente todos os dias, durante o periodo de 22 dias de incubacéo.
Coldnias foram selecionadas baseando-se em diferenciacdo morfolégica observada
no meio de cultura inicial. Por exemplo, em meio agar gema de ovo foram
consideradas distintas colénias que aparentavam a mesma morfologia, mas que
diferiram na sua capacidade de producdo de lecitinase, indicada por halo de
hidrolise no agar.

As colbdnias selecionadas foram purificadas por esgotamento utilizando agar
BHI em duas ou trés passagens sucessivas. Ap0s o esgotamento, os isolados foram
caracterizados por coloracao utilizando o método de Gram.

Estoques de trabalho foram preparados crescendo cada isolado em
microplaca de cultura de 96 pocos contendo 200 uL de caldo BHI em cada poco, e,
incubadas em estufa bacteriolégica a 25°C por 24 horas. Aliquotas de 100 pL das
culturas foram diluidas em caldo BHI contendo glicerol para se obter uma
concentracao final de 20%. As placas foram seladas com filme Cyclerseal sealing
film (PlateMax) e armazenadas a -80°C. O restante da cultura foi centrifugado por
20 minutos a 4°C, a 2.600 xg para obtencdo dos pellets. O sobrenadante foi

descartado e os pellets armazenados a -80°C.

4.4. Extracao do DNA

Foram usados dois métodos distintos para extracdo do DNA gendmico das
cepas isoladas. Na primeira fase (screening por sequenciamento do rDNA 16S) foi
utilizado o protocolo otimizado de Goldenberger; Ritzler e Altwegg (1995) descrito a
seqguir.

Os pellets das culturas bacterianas foram ressuspendidos e incubados a 65°C

por 20 minutos com um tampéao de lise, contendo Tris-HCI (50mM, pH:8,5), EDTA


https://www.zotero.org/google-docs/?LyMCNQ
https://www.zotero.org/google-docs/?LyMCNQ
https://www.zotero.org/google-docs/?LyMCNQ
https://www.zotero.org/google-docs/?LyMCNQ
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(10mM), SDS (1%), Proteinase K (150 pg/mL). Em seguida, as amostras foram
incubadas a 95°C por 10 minutos. Ambas etapas de incubacao foram realizadas em
termobloco (Dry Bath incubator - Model MD-01N).

Apos esta lise, foram adicionados 8 pL de NaCl (5 mol/L) e 200 yL de
Isopropanol em cada tubo. A suspensdo foi homogeneizada por pipetagem e
centrifugado a 20.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado com 200 pL de alcool 70% (recém preparado). A suspenséo foi centrifugada
novamente nas mesmas condi¢cdes e o sobrenadante removido por pipetagem. Os
tubos foram incubados a 37°C no termobloco até que todo o excedente de alcool
fosse evaporado.

O &cido nucleico obtido foi ressuspendido em 200 pL de Tris-HCI (1M; pH 8,0),
ao qual foram adicionados 50 pL de uma solugcdo de RNAse, contendo 5 pL de
RNAse (RNAsecure™ RNase Inactivation Reagent - Invitrogen™) e 45 L
de TE (Tris-HCI 1M; EDTA 0,5M; pH 8,0) e incubado a 37°C por 1 hora. Em seguida,
foi realizada lavagens com isopropanol e alcool 70%, com subsequentes
centrifugacbes a 20.000 xg por 10 minutos, conforme descrito anteriormente. A
ressuspensao final foi com 100 pyL de Tris (10mM) e a concentracdo de DNA foi
aferida em NanoPhotometer® N50 (Implen) para verificar a quantidade e qualidade
da extracao.

Ja na segunda fase, correspondente ao sequenciamento Whole Genome
Sequencing (WGS), a extracdo do DNA gendmico das cepas selecionadas na
triagem foi realizada com o DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo as

instrucdes do fabricante.

4.5. Preparo de biblioteca para sequenciamento do 16S
rDNA

O preparo da biblioteca para sequenciamento do 16S rDNA das bactérias
isoladas, seguiu o protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation (s/d)
da lllumina, com adaptacGes. Para cada isolado foram amplificadas 5 regides
sobrejacentes do rDNA 16S, de maneira a obter uma cobertura quase completa do
gene e melhorar a identificacdo taxonémica dos isolados.

A primeira etapa do protocolo de preparacdao das bibliotecas consistiu em

realizar Polymerase Chain Reaction (PCR) para obtencao dos 5 amplicons alvo. As
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reacdes de PCR continham 12,5 yL de OneTag® Hot Start 2X Master Mix (NEB
M0485S), 0,8 pMol de primer, 1 uL de DNA (em média 20 ng/mL) e agua ultrapura
para completar um volume final de 25 uL. Apenas para a obtengdo do amplicon 5
foi necessério utilizar 2,5 yL de GC Enhancer da enzima. As condi¢cdes da PCR
foram: 95°C por 1 min, 25 ciclos a 94°C por 30 s; 50°C por 30 s; 72°C por 30 s; e
extensdo final a 72°C por 7 min e, o termociclador utilizado foi o Veriti™ 96-Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems).

Foram utilizados primers descritos por Wilmotte (1993) exemplificados na
Tabela 4, acrescidos dos adaptadores lllumina.

Tabela 4 - Primers para Preparo da Biblioteca de Sequenciamento.

Ampli  Primer Sequéncia do Primer Primer Sequéncia do Primer

con Forward Reverse
I 1 I IBSF8/20 I AGAGTTTGATCCTGGCTCAG I IBSR534/18 I ATTACCGCGGCTGCTGGC I
I 2 I IBSF349/17 I AGGCAGCAGTGGGGAAT I IBSR806/20 I GGACTACNVGGGTWTCTAAT I
I 3 I IBSF517/17 I GCCAGCAGCCGCGGTAA I IBSR926/20 I CCGTCAATTYYTTTRAGTTT
I 4 I IBSF787/20 I ATTAGAWACCCBNGTAGTCC I IBSR1407/16 I GACGGGCGGTGTGTRC I
I 5 I IBSF917/16 I GAATTGACGGGGRCCC I IBSR1541/20 I AAGGAGGTGATCCAGCCGCA I

Fonte: Wilmotte,1993 (adaptado).

Os amplicons foram analisados eletroforeticamente em gel de agarose 1% em
tampédo TBE (Tris 89mM; Borato 89mM; EDTA 2mM; pH ~8,3). Os 5 amplicons
obtidos foram combinados e utilizados para a preparacdo da biblioteca de
sequenciamento (Figura 4), fazendo uso de kits de reagentes lllumina Nextera XT
Index Kit v2 Set A e Set B (96 indexes, 384 samples).

Cada biblioteca foi quantificada por fluorimetria utilizando o kit Quant-iT
PicoGreen dsDNA Assay (Invitrogen P7589). As bibliotecas foram combinadas em
guantidades equimolares para a construgdo do pool utilizado para o
sequenciamento. O pool de bibliotecas foi purificado utilizando o kit QIAquick Gel
Extraction (Qiagen), seguindo as instrucdes do fabricante. O pool purificado foi
guantificado por gPCR utilizando o kit KAPA Library Quantification Kit lllumina®

Platforms (Roche), de acordo com as instrucfes do fabricante.
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O pool de bibliotecas foi sequenciado pelo centro multiusuario CEFAP (Centro
de Facilidades de Apoio a Pesquisa), abrigado no ICB/USP (Instituto de Ciéncias

Biolégicas/Universidade de Sao Paulo), utilizando a plataforma lllumina Miseq.

Figura 4 - Fluxo de trabalho do preparo da biblioteca 16S.

12 Etapa - PCR Quantificagao %ﬂg‘éﬂggﬁ?g
para obtengéo dos (PicoGreen) e Normalizagao para
5 amplicons Normalizag&o farmanr g pool

Jungéo dos 5 22 Etapa—- PCR ; =
amplicons para indexag&o Fnicaca0 deigel
Quantificag&o do
12 Purificagéo 22 Purificagao pool (PicoGreen),
gPCR e Qubit

Fonte: 16S Library Preparation Workflow (adaptado).

Foram realizados dois sequenciamentos do 16S rDNA, com 192 amostras
cada, totalizando 384 amostras. No entanto, houve uma falha no primeiro
sequenciamento, que apresentou qualidade insatisfatoria, e foram utilizados
somente os dados da segunda corrida de sequenciamento para as analises

subsequentes.

4.6. Analise dos dados do sequenciamento rDNA 16S

Os dados do sequenciamento 16S rDNA foram analisados utilizando o
programa EMIRGE (MILLER et al., 2011), seguindo a recomendacao (default) de
40 a 80 iteracoes.

4.7. Triagem das cepas

Para auxiliar a triagem das cepas, levou-se em consideracao os resultados do
estudo de Isidorio (2019), o qual sequenciou 0 16S rDNA da comunidade microbiana

de 78 amostras de pingo da Serra da Canastra. Neste estudo, a identificacdo das
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principais bactérias do pingo teve melhor classificagdo taxondmica no nivel de
género. Baseando-se nestes dados e na frequéncia e diversidade de isolados
obtidos, foram selecionadas 13 cepas para o sequenciamento completo do genoma
(WGS).

4.8. Sequenciamento do genoma (WGS)

Para o sequenciamento do genoma foi utilizado o kit padréo lllumina Miseq
(Nextera® DNA Library Preparation Kit). O preparo da biblioteca seguiu as
recomendacdes do kit. Foi utilizada plataforma lllumina NextSeq 500 do centro
multiusuario CEFAP (Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa), abrigado no
ICB/USP (Instituto de Ciéncias Bioldgicas/Universidade de Sao Paulo), para a

corrida.

4.9. Analise bioinformatica

As sequéncias obtidas para cada isolado foram pré-processadas utilizando o
programa BBDuk v38.76 (BUSHNELL et al., 2017) para a remocéo de sequéncias
de baixa qualidade (trimming ou trimagem).

A qualidade da trimagem foi avaliada usando o mesmo programa e utilizados
0S mesmos parametros, sendo eles: k=23 (numero de kmers), mink=11
(comprimento do kmer mais curto a ser usado para identifica-lo como referéncia) e
hdist=1 (distancia de Hamming).

Para cada isolado, os genomas foram montados usando o programa SPAdes
v3.14.1 (BANKEVICH et al., 2012). A qualidade de montagem (assembly), foi
avaliada usando o programa QUAST v5.0.2 (MIKHEENKO et al., 2018).

Os assemblies foram subsequentemente analisados com o programa Anvi’o
v.6.2 (EREN, et al., 2015), utilizando uma de suas analises, chamada screening
cultivars. Esta andlise visa identificar se as culturas sequenciadas sédo realmente
axénicas por métodos bioinforméticos. Bins foram criadas utilizando o programa
Anvi'o e sua implementagao do programa CONCOCT v1.1.0 (ALNEBERG et al.,
2013). Finalmente, as bins detectadas como genomas de interesse foram
exportadas para analises subsequentes. A completude e a redundéancia dos

genomas recuperados foram calculadas usando o software Anvi'o.
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Os genomas (bins) obtidos foram avaliados para a presenca de genes de
bacteriocinas com o programa BAGEL4 (HEEL et al., 2018), genes de resisténcia a
antibidticos através do Resfinder (ZANKARI et al., 2012) e bacteri6fagos lisogénicos
integrados usando o programa MARVEL (AMGARTEN et al., 2018).

Os 11 genomas obtidos de 4 géneros bacterianos predominantes no pingo
(Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus), foram selecionados
para uma andlise pan-gendmica utilizando o programa Anvi'o 6.2 (DELMONT e
EREN, 2018). Para esta analise foram selecionados genomas completos,
depositados no GenBank (National Center for Biotechnology Information -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) do mesmo género/espécie ao que foi encontrado nas
amostras de pingo e, preferencialmente obtidos de origem lactea. A tabela com o
namero de acesso e informagcbes dos genomas encontra-se no Apéndice A.
Average Nucleotide Identity (ANI), foi calculado para os novos genomas contra 0s
genomas selecionados do GenBank, usando o pyANI (PRITCHARD et al., 2016).

Genes foram preditos utilizando o programa Prokka implementado no Anvi'o
6.2 e ORF’s foram anotadas quanto a sua fungdo usando a Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) (KANEHISA et al., 2016).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracteriza¢ao do pingo

O estudo da microbiota dos alimentos relaciona-se com a estrutura/dinamica
das comunidades microbianas e parametros fisico-quimicos como o pH, atividade
de &gua, concentracéo de sal e temperatura (FILIPPIS et al., 2016). Os resultados
das andlises fisico-quimicas estdo detalhados na Tabela 5, bem como as
caracteristicas das queijarias de onde as amostras foram coletadas.

Os dados de altitude, umidade e temperatura médias na queijaria, foram
coletados durante a estacdo Umida, no momento de retirada das amostras. Os
valores de pH médio das amostras analisadas foi de 5,063, variando de 4,56 a 5,87.
Ja a concentracdo média de NaCl no pingo foi de 5,382%, com alta variacdo 1,8%
a 11,02%. Nao ha medida padrdo para a salga do queijo, esta etapa é feita de

maneira empirica, o que pode explicar esta variagcao.



Tabela 5 — Dados das amostras de pingo em relacdo a altitude, temperatura e umidade
no dia da coleta, pH e teor de NaCl no periodo imido.

) Altitude Temperatura Umidade NaCl
Amostras Cidade s pH
(m) (°C) (mm) (%)
[ [ [ I I
P045 Sé&o Roque de 803 24,5 65 456 2,11
Minas
I I I I I I |
P047 Sao Roque de 885 24,6 79 522 6,28
Minas
I I I I I I |
PO51 S&o Roque de NA 28,4 59 4,82 11,02
Minas
I I I I I I |
P052 Sao Roque de 850 24,4 55 5,25 10,25
Minas
I [ I I I I |
PO55 Sao Roque de 866 24,1 55 5,87 5,37
Minas
I [ I I I I |
P0O57 Medeiros 949 NA NA 5,04 548
I I I ]
P058 Medeiros 952 NA NA 502 3,34
I I I ]
P065 Medeiros 946 NA NA 513 1,80
I I I I ]
P066 Medeiros 1092 NA NA 492 411
I I I I ]
PO67 Medeiros 1001 NA NA 480 4,11

NA: ndo aferido.

5.2. Sequenciamento 16S rDNA

Foram isoladas 464 col6nias no total, sendo 213 bactérias Gram-positivas e
251 bactérias Gram-negativas, das quais 192 foram sequenciadas. A identificacédo
taxon6mica a nivel de familia, género e espécie foi possivel para 113 bactérias
(Tabela 6).

O sequenciamento do 16S rDNA fornece uma forma rapida e eficiente de se
obter a identificacéo de isolados microbianos. Entretanto, frequentemente é limitado
a uma identificacdo somente em nivel de género, devido ao sequenciamento de
fragmentos pequenos do gene completo (JONNALA et al., 2018).

Estudos prévios demonstraram que os géneros predominantes no pingo do

gueijo Canastra sao Lactococcus (45,6%) e Streptococcus (33,8%), mas também
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foram encontrados Leuconostoc (6,1%), Staphylococcus (5,1%), Psychrobacter
(4,1%) Escherichia-Shigella (0,6%), Weissella (0,5%), Lactobacillus (0,2%) e
Corynebacterium (0,1%) (ISIDORIO, 2019; KAMIMURA et al., 2019).

Os dados encontrados nos estudos de Isidorio (2019) e Kamimura et al.
(2020), corroboram com os principais géneros de bactérias laticas identificados no
leite de vaca, sendo eles Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc
e Enterococcus. Embora também tenham sido encontradas bactérias psicrotréficas
como Pseudomonas e Acinetobacter, além da presenca de bactérias anaerébicas
tais como: Bacteroides, Faecalibacterium, Prevotella e Catenibacterium, e que sao

comumente associadas a contaminacao de origem fecal (TILOCCA et al., 2020).
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Tabela 6 — Identificacdo taxondmica das amostras sequenciadas pelo 16S rDNA.

Identificag&o Amostras

Familia Género Espécie P045 P047 PO51 P052 P055 P057 P058 P065 P066 Poe7 1otal Geral
Carnobacteriaceae  Granulicatella Granulicatella sp. 1 1
Corynebacteriaceae Corynebacterium Corynebacterium spp. 2 5
Citrobacter Citrobacter freundii 1 1 1 3
Enterobacter Enterobacter spp. 1 1 2
Escherichia-Shigella Escherichia coli 3 3 1 2 9
Enterobacteriaceae NI . . NI - . 4 2 2 2 1 9
Hafnia-Obesumbacterium Hafnia-Obesumbacterium sp. 1 1
Providencia Providencia spp. 2 2
Raoultella Raoultella ornithinolytica 1
Serratia Serratia spp. 1 3
Enterococcus Enterococcus faecalis 1 2
Enterococcaceae Enterococcus faecium 1 1
NI NI 1 2
Leuconostocaceae Leuconostoc Leuconostoc sp. 1
Microbacteriaceae Leucobacter Leucobacter spp. 2 2
Micrococcaceae Kocuria Kocuria salsicia 1 1 4
Rothia Rothia sp. 1
Moraxellaceae Acinetobacter Acinetobacter spp. 1 2 5
Psychrobacter . Psychrobacter sp. 1 1
Paenibacillaceae Paenibacillus Paenibacillus sp. 1 1
Rhizobiaceae Ochrobactrum Ochrobactrum sp. 1 1
Macrococcus Macrococcus spp. 3 1 1 1 6
Staphylococcaceae  Staphylococcus Staphylococcus saprophyticus 3 1 3 8
Staphylococcus sciuri 8 6 8 24
Lactococcus Lactococcus lactis 2 2 6
NI NI 2 1 3
Streptococcaceae Streptococcus Streptococcus pneumoniae 1 1
NI NI 1 3 1 6
Xanthomonadaceae Stenotrophomonas Stenotrophomonas maltophilia 2 2
Total Geral 25 13 23 7 8 19 113

NI = Nao ldentificados.
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5.3. Selecdo dos genomas

Foram selecionadas 13 isolados representativos utilizando os critérios
indicados acima. Ainda, na tentativa de expandir a diversidade coberta pelo
sequenciamento, e por haver disponibilidade de espaco na placa de
sequenciamento, foram incluidas algumas bactérias provenientes da primeira
triagem usando o rDNA 16S, que embora com qualidade insatisfatéria, indicou a
possivel presenca de bactérias de interesse para a descricdo do sistema de
producdo do queijo Canastra. Foi incluido ainda um isolado identificado como
Ochrobactrum sp., um clado irm&o a bactéria patogénica Brucella sp. Este isolado
também foi inserido no sequenciamento para confirmacao desta identificacéo.

Foram inicialmente selecionados para o sequenciamento completo isolados
classificados como: Leuconostoc sp., Lactococcus lactis, Streptococcus sp., devido
ao potencial tecnologico que apresentam (Tabela 7). Entretanto, foram analisados
também genomas de Enterococcus spp., género bastante prevalente no pingo do
gueijo Canastra, obtidos durante o sequenciamento, possivelmente oriundas de
contaminacao basal de culturas ndo axénicas.

Na Tabela 7, também é possivel verificar os dados de qualidade das
sequéncias, informados pelo programa (Anvi'o). Os dados se referem a completude
e redundancia dos genomas obtidos. E indicado que genomas tenham valores de
completude superiores a 50% e os de redundancia inferiores a 10%, indicando uma

excelente qualidade dos genomas obtidos (EREN, et al., 2015).



ID Produtor Cidade Bactérias Completude Redundancia
EFO01 P045 Sao Roque de Minas  Enterococcus faecalis 100.0 8.5
EF02 P0O57 Medeiros Enterococcus faecalis 97.2 21.1
EF03 P058 Medeiros Enterococcus faecalis 93.0 2.8
EF04 P0O57 Medeiros Enterococcus faecalis 100.0 1.4
EFO05 P0O57 Medeiros Enterococcus faecalis 100.0 7.0
G22 P047 S&o Roque de Minas  Lactococcus lactis 98.6 0.0
G29 P057 Medeiros Lactococcus lactis 87.3 0.0
G30 P0O57 Medeiros Lactococcus lactis 93.0 0.0
L019 P045 S&o0 Roque de Minas Leuconostoc sp 97.2 1.4
L022 P047 S&o0 Roque de Minas  Leuconostoc sp 97.2 1.4
STREPTO P058 Medeiros Streptococcus sp 100.0 0.0

Tabela 7 — Genomas escolhidos para o estudo e qualidade das sequéncias.

5.4. Andlises dos genomas

Idealmente, a montagem do genoma resulta em um Unico contig para um
cromossomo haploide e em dois contigs para um cromossomo diploide. No entanto,
0 que normalmente é obtido como resultado s&o varios contigs menores, e de
comprimentos variados. Sendo assim faz-se necesséaria a verificacdo dos dados de
gualidade da montagem dos genomas (assembly), que neste caso, foi realizada
com o auxilio do programa QUAST para todos os genomas obtidos (GALLEGOS et
al., 2020).

A estatistica mais comum para a analise de comprimentos de contig € o N50,
gue representa o0 menor comprimento dos contigs, com pelo menos metade de
cobertura do genoma. Para efetuar este calculo € necessario ter o tamanho do
genoma ou o comprimento total dos contigs.

Seguindo 0 mesmo raciocinio, é possivel calcular o N75, cujo ponto de corte
€ 75% do genoma, ou seja, 0 N75 representa o menor comprimento de contigs que
cobre pelo menos 75% do genoma. O QUAST apresenta as métricas mencionadas,
além de fornecer dados como o percentual de GC. Todas as métricas estao

representadas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Métricas de avaliagdo da qualidade do assembly.
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Quast Metrics EFO1  EF02 EF03  EF04  EF05  G22 G29 G30 L019  L022 STREPTO Ochrobac
# contigs (>= 0 bp) 92 147 133 149 135 167 36 108 47 72 167 18

# contigs (>= 1000 bp) 92 147 133 149 135 167 36 108 47 72 61 18

# contigs (>= 5000 bp) 60 86 106 95 84 71 25 53 34 38 43 17

# contigs (>= 10000 bp) 50 65 83 70 65 43 22 41 28 32 36 17

# contigs (>= 25000 bp) 32 41 42 37 41 33 18 29 19 19 25 15

# contigs (>= 50000 bp) 16 17 16 17 19 17 12 15 14 14 18 14
Total length (>= 0 bp) 2974653 3097750 2981872 3135360 3039017 2689089 1801160 2667423 1868427 2043242 2289901 3934159
Total length (>= 1000 bp) 2974653 3097750 2981872 3135360 3039017 2689089 1801160 2667423 1868427 2043242 2263972 3934159
Total length (>= 5000 bp) 2900172 2957140 2911179 3011009 2923222 2468173 1778773 2546992 1838565 1964996 2223082 3932478
Total length (>= 10000 bp) 2827521 2805417 2753740 2836882 2783769 2278574 1762739 2469647 1792326 1919882 2163942 3932478
Total length (>= 25000 bp) 2502012 2383056 2041228 2279720 2357773 2109171 1688332 2288523 1633509 1721130 1972280 3895439
Total length (>= 50000 bp) 1932405 1524864 1141046 1565118 1582067 1557969 1447048 1736034 1438073 1547677 1702638 3866739
# contigs 92 147 133 149 135 167 36 108 47 72 72 18
Largest contig 317596 176342 108567 240147 141858 212534 339656 339597 298282 202863 230791 763952
Total length 2974653 3097750 2981872 3135360 3039017 2689089 1801160 2667423 1868427 2043242 2272864 3934159
GC (%) 3733 3698 3727 37.04 3758 3475 3543 345  37.84 37.93  39.42 53.47
N50 86870 49160 36363 44727 54682 59255 99898 84557 82997 84617 75661 390319
N75 37069 28326 20627 23751 26451 26622 56888 40284 53393 58336 49767 215207
L50 9 18 25 18 18 14 5 10 7 8 9 4
L75 23 39 51 40 39 30 11 21 14 14 19 7

# N's per 100 kbp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4.09 0
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5.4.1. Ochrobactrum sp.

A amostra suspeita de Ochrobactrum/Brucella spp. foi identificada no
sequenciamento WGS como Ohcrobactrum pseudogrignonense. As espécies de
Ochrobactrum sédo bacilos né&o-fermentativos, aerdbicos e Gram-negativos,
ubiquitarios, e sdo outro género da familia Brucellaceae (JACKEL et al., 2017).

O grupo possui uma alta similaridade entre suas espécies. Ochrobactrum
intermedium, por exemplo compartilha 98.8% de similaridade do gene 16S rRNA
com Brucella spp. No entanto, diferentemente de Brucella spp. que causam
brucelose no homem e em muitas espécies de animais, as cepas de Ochrobactrum,
sdo consideradas patdgenas oportunistas para o homem, com baixa viruléncia,
sendo reportadas infec¢cdes apenas em pacientes imunocomprometidos e/ou com
doencas subjacentes (JACKEL et al., 2017).

5.4.2. Bacteriofagos

Bacteriéfagos ou simplesmente fagos sao virus que infectam bactérias, e
estdo presentes em varios ecossistemas (MURPHY et al.,, 2017; SADIQ et al.,
2018).

Os fagos lisogénicos infectam as células bacterianas com a eventual
incorporacao do genoma viral ao DNA da célula hospedeira (profago). Ao contrario
de fagos liticos, que ndo se inserem no genoma bacteriano, e por consequéncia
sequestram a fisiologia, metabolismo, funcionalidade e expresséao de genes globais
das células infectadas, fagos lisogénicos podem permanecer inativos por diversas
geracOes antes de produzir novas particulas virais (SADIQ et al., 2018).

Em produtos lacteos, industrializados, que dependem da fermentacéo
bacteriana, a interrupcdo desse processo bioldgico por contaminacdo de fagos
representa uma ameaca significativa a producéo. A lise prematura de células das
BAL, podem causar varios problemas de fermentacdo, com diferentes graus de
severidade, variando desde a perda até a baixa qualidade dos produtos lacteos
(MURPHY et al., 2017; SADIQ et al., 2018). Em todos 0os genomas analisados, ndo
foi detectada a presenca de bacteridfagos integrados, de acordo com os métodos

usados.



5.4.3. Bacteriocinas

As bacteriocinas sao peptideos antimicrobianos produzidos tanto por bactérias
Gram-positivas, quanto por Gram-negativas. Esses peptideos apresentam como
funcao inibir ou promover a morte de outras espécies bacterianas filogeneticamente
préximas (TODOROV et al., 2019).

Sado de suma importancia na competicdo entre espécies diferentes e
relevantes para interagcdes microbianas em culturas iniciadoras no queijo, podendo
ndo somente impactar na qualidade do queijo, inibindo bactérias deteriorantes,
como, por exemplo, Clostridium spp., mas também podem inibir patdgenos como
Listeria monocytogenes (PARENTE et al., 2017).

As bacteriocinas estdo divididas em trés classes principais:

e Classe I: inclui lantibidticos (ex: Nisina, lantibidtico classe la produzidos

por algumas cepas de Lactococcus lactis);

e Classe II: pequenos peptideos termoestaveis nao modificados

(apresentam 3 subdivisoes);
e Classe lll: peptideos grandes, geralmente termolabeis, denominadas
bacteriolisinas (COTTER et al., 2005; PARENTE et al., 2017).

De todos os genomas avaliados, apenas o genoma de Enterococcus faecalis
(EF04) nado apresentou genes para producdo de bacteriocinas. Os genes de
bacteriocinas identificados nos demais genomas estéo presentes no Quadro 1.

Nota-se uma grande prevaléncia de enterocinas produzidas tanto por
Enterococcus faecalis quanto por Lactococcus lactis e Leuconostoc spp. As
enterocinas s&o bacteriocinas, eficazes contra Listeria monocytogenes, um
patégeno comumente encontrado em carnes e laticinios, e associado a surtos de
origem alimentar (RAHMEH et al., 2017).

O conteudo GC de Enterococcus faecalis e Listeria monocytogenes é bastante
préximo, resultando em uma relacdo filogenética, o que explica, em parte, a
capacidade das espécies de Enterococcus agirem como bons agentes anti Listeria.
(CAMPAGNOLLO, 2018). Embora o estudo de Rahmeh et al. (2017) tenha sido
realizado com cepas de Enterococcus faecium, o mesmo representa um bom
exemplo de isolados de leite cru (de camelo), produtoras de enterocinas, que
gquando testadas apresentaram estabilidade em uma ampla faixa de pH e

temperatura, sensibilidade a protease e atividade contra L. monocytogenes.
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Quadro 1 — Genes de bacteriocinas identificados nos genomas.

Presenca de Nome e identificagdo das bactérias
genes de Enterococcus  Lactococcus Leuconostoc Streptococcus
bacteriocinas faecalis lactis sp. spp.
EFO1EFO2EFO3EF05G22 G29G30 L019 L022 STREPTO

Bicereucin X X X
BlpD X
Enterolysin X
Enterocin X X X X
Lactococcin X X
Lasso-peptide X
Listeriolysin X
Pneumolancidin X
Propeptin X X X
Sactipeptides X
Streptide X
Subtilosin
Thiopeptide X

N&ao foi identificada nenhuma colbnia de Listeria monocytogenes na colecao
cultivada a partir do pingo. O mesmo ocorreu com o0 estudo de Isidorio (2019).
Entretanto, um estudo que avaliou indicadores de higiene e seguranca
microbiolégica dos queijos da Serra da Canastra, com foco em bactérias da familia
Enterobacteriacea, coliformes totais, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase
positiva, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes identificou a presenca de L.
monotcytogenes em somente uma amostra de queijo Canastra, dentre 76 testadas
(CAMPOS, 2019), indicando uma baixa prevaléncia deste patdogeno na cadeia de
producédo do queijo Canastra. Ressalva-se que ndo foram testadas amostras de
pingo para o isolamento de L. monocytogenes.

N&o é possivel afirmar que a presenca de enterocinas ou de listeriolisina, teve
efetiva contribuicdo para a auséncia de Listeria monocytogenes tanto no pingo
guanto no queijo. No entanto, este fato levanta uma hipétese interessante a respeito
de um possivel controle bioldgico.

A presenca de alguns componentes necessarios para a expressao de
bacteriocinas foi identificada, conforme exemplificado com a Lactococcina na Figura

5, indicando a possivel funcionalidade destes genes detectados.
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Figura 5 — Localizagdo da Lactococcina no genoma de Lactococcus lactis.
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Cond d Gene Table
Name Function
0rf00003 ABC transporter permease
orf00006 hypothetical protein HSISS1 1381
orf000D9 hypothetical protein Streptacaccus salivarius
orf00010 Nucleoid-associated protein STER_1560 OS=Streptococcus thermophilus [strain ATCC BAA-491 / LMD-8) OX=322159 GN=STER_1560 PE=3 SV=1
orfo0012 hypothetical protein Streptococcus salivarius
orfo0014 Probable cation-transporting ATPase exp7 OS=Streptococcus pneumoniae serotype 4 (strain ATCC BAA-334 / TIGR4) OX=170187 GN=exp7 PES3 SV=2
orf00015 dihydroorotate dehydrogenese (Streptococcus salivarius)
orf00017 hypothetical protein Ssal

119 2;lactococcin
_972_(Lcn972)  Lactococcin_972;119.2;Lactococcin_972_{Lcng72)

orfo0026 T-protein 05=Hzemophilus influenzae (strain ATCC 51907 / DSM 11121/ KW20/ Rd) OX=71421 GN=tyrA PE=15V=1
orf00028 Anthranilate synthase component 1 OS=Lactococcus lactissubsp. lactis(strain 1L1403) OX=272623 GN=trpE PE=3 SV=2

orf00029 Anthranilate synthase component 2 OS=Lactococcus lactissubsp. lactis(strain 1L1403) OX=272623 GN=trpG PE=3 5V=1

orf00032 Anthranilate phosphoribosyltransferase 0S=Streptococcus thermophilus (strain ATCC BAS-491 / LMD-8) OX=322159 GN=trpD PE=3 SV=1
orfon034 Indole-3-glycerol phosphate synthase 0S=Streptococcus thermophilus (strain ATCC BAA-491 / LMD-9) OX=322159 GN=trpC PE=3 SV=1

orfoD03s N-{5"-phosphoribosyljanthranilate isomerase O5=Streptococcus mutans serotype c (strain ATCC 700610/ UALSS) OX=210007 GN=trpf PE=3 5v=1
orfo0037 Tryptophan synthase beta chain 05=Streptococcus thermophilus [strain ATCC BAA-250 / LMG 18311) OX=264199 GN=trp8 PE=3 SV=1

Fonte: BAGEL4 (adaptado).

As bacteriocinas geralmente sdo exportadas por um transportador ABC (ATP-
binding casset transporter), que também pode conter uma proteina dominio N-
terminal, responsaveis pela clivagem do peptideo lider. Para a classe Il, a qual a
lactococcina exemplificada na figura pertence, acredita-se que as proteinas
acessorias facilitem a translocacdo de membrana e/ou clivagem do peptideo lider
(COTTER et al., 2005).

5.4.4. Resisténcia a antibioticos

Os antibidticos sdo uma classe de substancias quimicas que podem matar
bactérias ou inibir seu crescimento, os mesmos foram desenvolvidos e aplicados
(sobretudo em ambientes clinicos) desde a descoberta dos efeitos antibacterianos
da penicilina (MATHUR e SINGH, 2005; JING e YAN, 2020). Antibiéticos podem ser
produzidos por diversos grupos microbianos, que por consequéncia podem
apresentar mecanismos de resisténcia para sobreviverem ao efeito do antibiético
produzido (WANG et al., 2019).

Ao longo das ultimas décadas, a antibiético-terapia tem selecionado cada vez

mais bactérias resistentes. As principais maneiras das bactérias adquirirem
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resisténcia sdo por mutacgao direta, conjugacéo e transferéncia horizontal (WANG
et al., 2019).

Nesse sentido, os produtos alimentares podem servir de canal de
disseminacao, particularmente, em alimentos fermentados. Nos queijos, por
exemplo, é possivel que o gene seja adquirido a partir de bactérias resistentes
presentes no leite cru e, estas subsequentemente transferirem o gene movel para
outras bactérias durante a fabricacdo (WANG et al., 2019).

Nos genomas avaliados, foram identificados apenas genes de resisténcia a
trés classes de antibi6ticos (aminoglicosideos, macrolideos e tetraciclinas), cujos
genomas apresentaram resisténcia. As classes de antibidticos atuam inibindo a
sintese de proteinas, interagindo com o ribossomo bacteriano, pois possuem
afinidade com as subunidades ribossémicas 30S e 50S, especificas das bactérias,
o que lhe confere seletividade de acdo (KASPER e FAUCI, 2015).

Apenas cepas de Enterococcus faecalis e Lactococcus lactis, apresentaram

resisténcia a antibidticos, conforme apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 — Bactérias que apresentaram genes de resisténcia a antibioticos.

Nome e identificacdo das bactérias

Resisténcia a . Lactococcus
o Enterococcus faecalis .
antibioticos lactis

EF0O1 EF02 EF03 EF04 EF05 G30
Aminoglycoside X X
Macrolide X X X X X
Tetracycline X

O estudo de Tomazi e Santos (2020), demonstrou que os aminoglicosideos
em uso isolado ou em associacdo com a tetraciclina e polipeptideo, representam a
classe de antibidticos mais utilizada para tratar a mastite clinica. A mastite € uma
doenca infecciosa, que acomete rebanhos bovinos leiteiros, causada por varios
patégenos. A terapia pode ser direcionada em trés situacdes distintas, sendo que a
primeira e segunda situacdes estao relacionados ao tratamento de casos clinicos
durante a lactacdo, investigado pelo estudo mencionado, e ao tratamento da vaca
seca. Ja no terceiro caso, o tratamento € relacionado a mastite subclinica causada

por Streptococcus agalactiae (SOUZA et al., 2015).
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5.5. Pan-genoma e ANI

A palavra pan vém do grego “rav” que significa todos, totalidade. O termo pan-
genoma foi utilizado a primeira vez por Tettelin et al. (2005), no estudo que
comparou 0os genomas de oito cepas de Streptococcus agalactiae e, notou que
grande parte dos genes ndo eram compartilhados entre os isolados. Como
resultado, o termo pan-genoma foi introduzido para descrever uma colecao de
sequéncias genbmicas encontradas em toda a espécie ou populacdo, ao invés de
um anico individuo.

Para alguns individuos de uma determinada espécie, certos genes sao
dispensaveis, porém para outros sdo imprescindiveis, seja por causa do ambiente
em que vivem ou por ancestralidade genética. Nesse sentido, 0 pan-genoma é
dividido em: core genome (genomas centrais), genes encontrados em todos 0s
individuos do estudo; e dispensable, acessory ou variable genome (genomas
acessorios), genes que sédo encontrados em alguns individuos, mas ndo em outros
(GOLICZ et al., 2020).

O tamanho dos genomas centrais e acessorios esta fortemente correlacionado
com o modo que as bactérias vivem. Espécies simpatricas (que estdo em contato
com outros organismos), tendem a ter pan-genomas abertos com genes centrais
proporcionais. Ja espécies alopatricas (que vivem isoladas), tendem a ter pan-
genomas fechados, com menor nimero de genes acessorios (GOLICZ et al., 2020).

Nas bactérias, a maior parte dos genes acessoOrios sao resultados de
transferéncia de genes e do compartilhamento de ambiente com outros organismos,
0 que facilita essa transferéncia. Alguns dos genes acessorios conferem uma
vantagem adaptativa ao meio, enquanto outros Ssd0 responsaveis pela
patogenicidade e resisténcia a antibiéticos (GOLICZ et al., 2020).

Os estudos de pan-genomas bacterianos tém aplicacdes praticas, por
exemplo, na selecao de organismos candidatos a vacina. Neste estudo, representa
uma ferramenta fundamental para indicar os principais genes das cepas isoladas
do pingo, e que podem estar costumeiramente presentes no metabolismo de
gueijos. Além disso, € possivel demonstrar genes distintos em uma determinada
cepa, e que podem representar um diferencial daquela cepa/espécie em contribuir
de forma relevante com as caracteristicas especificas em diferentes queijos da

regiao da Serra da Canastra.
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A ferramenta utilizada para fazer o pan-genoma (Anvi'o) permite a realizagéo
do calculo do ANI, que representa a identidade média dos nucleotideos de todos os
genes ortologos, compartilhados entre dois genomas. O célculo do ANI é feito
sempre entre dois genomas e essa medida reflete o conceito microbiol6gico de
hibridacdo DNA-DNA para definir espécies, pois leva em consideracdo o pool
genético bacteriano e, implicitamente a fungdo compartilhada (JAIN et al., 2018).

A ferramenta pode ser aplicada a organismos procariéticos independente do
seu conteudo GC. Uma pontuacdo de corte superior ou igual a 95% indica que eles
pertencem a mesma espécie, jad um valor inferior a 75% néo é considerado confiavel
(FIGUERAS et al., 2014).

5.5.1. Enterococcus faecalis

Em alimentos fermentados, Enterococcus desempenham um papel importante
como culturas iniciadoras devido a algumas caracteristicas metabdlicas
relacionadas a producéo de enzimas proteoliticas e lipoliticas, além da producéo de
diacetil a partir de citrato, que influenciam positivamente na maturacdo de queijos
(MARGALHO et al., 2020). Dos 11 genomas selecionados, 5 foram incialmente
identificados como E. faecalis, representando a maior parte dos genomas
analisados. Todos 0s genomas apresentaram boa qualidade das sequéncias, com
excecao de EF02, que apresentou valor de redundancia de 21,1% (o ideal é inferior
a 10%) (Tabela 7).

Para as analises comparativas (ANI e pan-genoma) foram selecionados do
GenBank 6 genomas completos sendo apenas um de E. lactis (ENTO01), e os demais
de E. faecalis isolados de fontes distintas. Foram inclusos genomas provenientes
de laticinios, de alimentos, bem como de estudos clinicos. A lista completa encontra-
se no Quadro 1 do Apéndice A.

Todas as cepas foram identificadas inicialmente como E. faecalis, no entanto
o calculo do ANI entre os genomas isolados do pingo e os genomas de referéncia
de E. faecalis foi inferior a 75% de similaridade, o que indica que ha diferencas
significativas entre os genomas estudados. Ja em relacéo a andlise, apenas entre
0s genomas isolados de pingo, o ANI apresentou valores superiores ao referido e

inferiores a 95%. Destaca-se que mesmo 0s genomas EF02, EF04 e EF05 sendo
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isolados da mesma amostra de pingo, o resultado da analise demonstra que as
espécies sao distintas.

Na andlise do pan-genoma foram encontrados 5.675 gene clusters (grupo de
2 ou mais genes encontrados no DNA de um mesmo organismo). Destes, 1.320
gene clusters (23,3%) sado compartilhados pelos 11 genomas (tanto do pingo,
quanto de referéncia), provavelmente por conservacdo da espécie, formando os
genomas centrais (core genome). Outros 871 gene clusters (15,3%) sao
compartilhados apenas por 9 genomas analisados, ainda considerados parte do
core. Finalmente, os genomas acessorios constituem outros 3.484 (61,4%) dos

gene clusters (Figura 6).

Figura 6 — Pan-genoma das cepas de Enterococcus faecalis.
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Fonte: ANVI'O, 2020.
Legenda: Genomas do pingo (EF01; EF02; EF03; EF04 e EFO05) localizados no centro do pan-
genoma em rosa. Genomas de referéncia (GenBank) (ENTOL1; ENT02; ENTO3; ENTO04; ENTO5;

ENTO06) em azul.
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Através da anotacdo dos genomas mencionados (KEGG), foi possivel
identificar que os genes encontrados no core estdo vinculados a metabolismos
gerais, associados a funcdes como sinais de transducdo e metabolismo, e
transporte de amino&cidos e carboidratos, caracteristicos deste género. Também
foram identificados genes relacionados a biossintese de metabdlitos secundérios,
como flavonoides, bem como de cofatores e vitaminas, todas do complexo B, sendo
elas: biotina (B7), cobalamina (B12), riboflavina (B2) e tiamina (B1). Os exemplos
dos metabolismos relevantes mencionados, estdo expressos no Quadro 5 —
Apéndice A.

O género Enterococcus é controverso dentro do grupo das BAL, devido ao seu
potencial biotecnolégico, mas também ao aumento de sua associagdo com doengas
graves envolvendo seres humanos e do seu comportamento frente aos
antimicrobianos de uso terapéutico (MARGALHO et al.,, 2020). Embora a
identificacdo das cepas de E. faecalis traga a tona questdes sobre o emprego de
boas praticas de producao, ressalta-se que este género esta naturalmente e
comumente presente em produtos lacteos, sendo mesmo uma BAL em alguns
sistemas fermentativos (CAMPAGNOLLO et al., 2018).

5.5.2. Lactococcus lactis

Apesar de ser comumente associada a laticinios, L. lactis foi originalmente
isolada de plantas. Acredita-se que ap0s 0 consumo por ruminantes, a bactéria se
multiplicou e tornou-se ativa no trato gastrointestinal dos animais (SONG et al.,
2017). Sao bactérias Gram-positivas, ndo esporuladas, facultativas anaerdébias,
geralmente reconhecidas como seguras (GRAS — Generally Recognidez As Safe)
pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos.

Representa grande potencial tecnoldgico, pois além de conferirem sabor,
produzem acido latico, industrialmente importante como um agente acidificante na
preservacao e como intensificador de sabor na industria alimenticia. Algumas cepas
ainda tém a propriedade de preservacdo de alimentos aumentada com a producéo
de bacteriocinas (SONG et al., 2017).

Foram selecionados 3 genomas de L. lactis, sendo que G29 e G30 sédo
oriundas do mesmo pingo. A selecdo de genomas de referéncia, contemplou

apenas cepas de L. lactis provenientes de produtos lacteos e/ou culturas starters,
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incluidas subsp. L. lactis lactis e L. lactis cremoris. Foram selecionados 17 genomas
ao todo, representados no Quadro 3 — Apéndice A.

Lactococcus lactis é dividida em trés subespécies, nomeadamente L. lactis
subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris e L. lactis subsp. hordniae. Dentro da
subespécie lactis, existe uma diacetillactis, que fermenta o citrato, produzindo
diacetil e acetoina. Diacetil presente em pequenas quantidades, confere um aroma
amanteigado e cremosidade ao queijo, sendo um composto essencial no
Camembert, Emmental e Cheddar (CAVANAGH et al., 2014).

A andlise pan-gendmica entre os genomas de Lactococus demonstrou um total
de 5.124 gene clusters, sendo que destes 1.690 (33%) representam 0s genomas
centrais, enquanto 3.434 gene clusters (67%) fazem parte do genoma acessorio,
conforme Figura 7.

Figura 7 — Pan-genoma das cepas de Lactococcus lactis.

o

Fonte: ANVI'O, 2020.
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Legenda: Os genomas usados estdo apresentados em circulos concéntricos. Os genomas
obtidos do pingo estdo no interior (G22; G29 e G30, respectivamente), em rosa. Genomas de
referéncia estao representados em azul (identificados em ordem numérica crescente do nucleo para
as extremidades do pan-genoma). Representacédo grafica do calculo do ANI (heatmap), no qual os
genomas de pingo continuam representados na mesma cor e os de referéncia estéo representados

em verde.

A anotacao dos genomas de pingo (KEGG) demonstrou que, as principais vias
metabdlicas dos genomas centrais, estdo relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, aminoacidos e &cidos graxos, além do metabolismo de cofatores e
vitaminas como o triptofano e a riboflavina. L. lactis tem potencial para sintetizar
folato (vitamina B11) e riboflavina (vitamina B2) (Quadro 6 — Apéndice A).

Cepas com esse potencial sdo de grande interesse na engenharia metabalica,
pois modifica-se as vias metabdlicas por mutagénese de selecédo, seguida de
selecéo a fim de causar uma superproducédo das vitaminas B11 e B2, para que
alimentos enriguecidos pela fermentacédo com essas culturas iniciadoras produzam
multivitaminicos, e possam compensar deficiéncias de vitamina B (SONG et al.,
2017; SYBESMA et al., 2004). A via metabdlica para sintese de riboflavina &
completa, conforme representado na Figura 8, 0s genes encontrados estédo

marcados em rosa.

Figura 8 — Via metabdlica identificada para sintese da vitamina B2 no genoma de L.
lactis G29.
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Outro destaque dos resultados da anotagdo para os genomas de pingo, € 0
metabolismo de cadeia ramificada como a serina, o que indica a potencial producéo
de outras substancias aromatizantes importantes (MATARAGAS, 2019). Destaca-
se, que esta via metabdlica também foi encontrada completa. Também foram
identificados alguns genes associados ao sistema de transporte de oligopeptideos,
peptideos pequenos e aminoacidos, o que no queijo é extremamente relevante,
devido as quebras de caseinas e outras proteinas.

5.5.3. Leuconostoc sp.

Leuconostoc sp. sdo bactérias &cido laticas (BAL) que usam a lactose e o
citrato para produzir acido latico, etanol, acetato e CO,. Cepas pertencentes a este
género séo utilizadas como iniciadoras primarias (primary starter) em fermentacdes
de produtos como manteiga (CICOTELLO et al., 2018).

Sao naturalmente presentes no leite cru e parecem ser versateis, pois no leite
séo consideradas bactérias laticas ndo iniciadoras e, em conjunto com bactérias do
mesmo tipo (ndo iniciadoras), contribuem para com as principais caracteristicas do
gueijo. Também podem atuar em conjunto com Lactococcus, dessa vez como
iniciadoras primarias e contribuindo na formacdo de sabores distintos de queijos
tradicionais (CICOTELLO et al., 2018).

Embora, Leuconostoc seja reconhecidamente uma bactéria presente em
produtos lacteos e haja dados sobre sua atuacdo no sistema, ndo ha muitos
genomas anotados nos principais banco de dados. Foram usados na analise os 8
genomas disponiveis, sendo a maior parte originarios de produtos fermentados,
como o kimchii. A lista dos genomas utilizados na analise de pan-genoma e ANI
encontra-se disponivel no Quadro 2 — Apéndice A.

Os dois genomas analisados sdo provenientes de duas amostras distintas de
pingo, porém da mesma cidade de producdo (Sado Roque de Minas). Apesar das
sequéncias apresentarem boa qualidade, nao foi possivel identificar as espécies na
analise taxonémica. A fim de identificar as espécies de Leuconostoc, foi feito o
célculo do ANI, que demonstrou similaridade superior a 95% entre 0s dois genomas
isolados do pingo, o que indica que mesmo pertencendo a amostras distintas, €

provavel que representem a mesma espeécie.
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A andlise de ANI contra os genomas de referéncia NCBI 07 e NCBI 08,
respectivamente Leuconostoc mesenteroides (ANI: 83%) e Leuconostoc suionicum
(ANI: 75%), demonstraram os maiores valores de similaridade. Com base nesses
valores, os genomas isolados do pingo podem ser de Leuconostoc mesenteroides,
no entanto sdo necessarias outras analises para verificar a qual espécie estes
genomas de fato pertencem, e se podem ou nao representar uma espécie nova,
endémica da regido da Serra da Canastra.

Na andlise do pan-genémica todas as sequéncias apresentaram boa
gualidade, com dados de completude e redundancia dentro dos parametros.
Também foram identificados 4.062 gene clusters, contendo 1.092 (26,9%) gene
clusters no genoma central e 2.970 (73,1%) gene clusters no genoma acessorio,

conforme Figura 9.

Figura 9 — Pan-genoma das cepas de Leuconostoc sp.
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Legenda: Genomas do pingo, no interior do pan-genoma (L019 e L022, em rosa). Genomas
de referéncia representados em azul (NCBIO1, NCBIO2, NCBI03, NCBI04, NCBI05, NCBI06, NCBIO7
e NCBIO08). Representacdo gréafica do célculo do ANI (heatmap), no qual os genomas de pingo

continuam representados na mesma cor e os de referéncia estéo representados em verde.

Os genomas centrais demonstraram na anotacdo ter relacgdo com o
metabolismo de carboidratos, aminoacidos e acidos graxos. E, assim como relatado
em L. lactis, também foi identificado metabolismo de triptofano e riboflavina.
Destaca-se que uma das cepas de Leuconostoc foi isolada de um mesmo pingo, do
gual veio um dos genomas de L. lactis (Quadro 7 — Apéndice A).

Dentre os genes do genoma acessorio de uma das cepas isoladas do pingo,
destaca-se a identificacdo de genes da via metabdlica responsaveis pela producéo
de diacetil. O diacetil (2,3-butanodiona) é formado em uma reacdo oxidativa de
acetolactato, que se origina do piruvato. Embora o piruvato seja um metabdlito
chave que pode ser derivado de acucares, a producao de diacetil é frequentemente
associada ao metabolismo de citrato, sendo Leuconostoc spp. uma das poucas BAL
gue produzem diacetil a partir de citrato (LO et al., 2018). A via metabdlica envolvida

na producéo de diacetil encontrada esta exemplificada Figura 10.

Figura 10 — Via metabdlica de producéo de diacetil. Os genes detectados no genoma

Leuconostoc sp. L019 estdo marcados em rosa.
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O diacetil e a acetoina (3-hidroxi-2-butanona), conferem um aroma
amanteigado desejavel, ambos sdo essenciais ao aroma de diversos queijos, como
o Cheddar. O diacetil esta normalmente presente apenas em pequenas quantidades
no queijo, variando de 0,02 a 13,68 ppm, sendo que de 1,5 a5 ppm ja € considerado
suficiente para conferir sabor e aroma (LO et al., 2018). Estudos futuros podem
tentar associar este perfil sensorial a presenca desta bactéria nos queijos Canastra.

5.5.4. Streptococcus spp.

Assim como ocorre com Enterococcus, o género Streptococcus contempla
diversas espécies, dentre elas algumas patogénicas como S. bovis, S. pneumoniae
e S. pyogenes. Por outro lado, espécies como S. macedonicus e S. thermophilus
séo extensivamente utilizadas em produtos lacteos, como iogurte e queijos.

Foi obtido um genoma de Streptococcus, com sequéncias de boa qualidade.
A identificacao inicial n&o foi capaz de identificar a espécie. Foram selecionados do
GenBank, genomas completos das espécies S. thermophilus, S. macedonicus, S.
agalactiae, S. dysgalactiae, S. pneumoniae, S. pyogenes, S. uberis e S.
bovimastitidis, todas listadas no Quadro 4 — Apéndice A, para a realizacado das
analises de pan-genoma e calculo do ANI.

O resultado do calculo do ANI ndo demonstrou similaridade com nenhuma das
cepas de referéncia, todos os valores foram inferiores a 67%. No pan-genoma foram
identificados 7.630 gene clusters, destes apenas 846 gene clusters (11%),
representam efetivamente o core genome, sendo compartilhados por todas os 16
genomas de referéncia. Os demais, 1.146 gene clusters (15%) do core sao
compartilhados apenas entre 8 genomas, incluindo o oriundo do pingo (Figura 11).

A anotacao do genoma de Streptococcus demonstrou, somente, que tanto 0s
genes membros do core quanto os genes especificos contém genes para vias
metabolicas vinculadas aos metabolismos central, tais como como metabolismo de
carboidratos, aminoacidos e acidos graxos. Os principais genes e metabolismos
mencionados estdo disponiveis no Quadro 8 do Apéndice A. Os genes unicos do
genoma isolado do pingo, nesta anotacdo, utilizando métodos também né&o
demonstraram metabolismos distintos o suficiente para que fosse possivel
identificar a qual espécie o mesmo pertence, sendo necesséria uma investigagdo

maior para caracterizar este genoma.
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Figura 11 — Pan-genoma da cepa de Streptococcus sp.

PO L =

Fonte: ANVI'O, 2020.
Genoma de Streptococcus isolado do pingo, no interior do pan-genoma (STREPTO, em rosa).
Genomas de referéncia representados em azul (identificados em ordem numérica crescente do

nucleo para as extremidades do pan-genoma).

N&o foi possivel identificar todas as cepas selecionadas a nivel de espécie, no
entanto, os dados apresentados caracterizam o pingo frente a sua funcionalidade.
A maior parte das vias metabdlicas envolvidas na formacéo de sabor do queijo séo
provenientes do metabolismo de lactose (ou glicolise) e citrato, assim como
protedlise e o subsequente metabolismo de aminoacidos. O metabolismo de acidos
graxos (lipélise) pode estar envolvido também, porém em menor extensédo (BLAYA
et al., 2018).

A protedlise no queijo, por exemplo, ocorre por meio de um sistema enzimatico
composto por proteases de diferentes origens: leite, coalho, microbiota do leite cru
e cultura iniciadora. A quebra de caseinas por este sistema enzimatico, leva a



formacdo de uma grande quantidade de peptideos, a chamada fracdo solavel de
nitrogénio. Subsequentemente, estes peptideos sdo degradados em peptideos
menores e aminoacidos livres (GIANNOGLOU et al., 2016; NIRO et al., 2017).

O catabolismo de aminoacidos é um dos principais fatores da formacéo de
sabor no queijo, a arginina esta relacionada ao amargor, enquanto a prolina, serina
e asparagina estdo relacionadas a docura. A concentracdo dos diferentes
aminoacidos depende da tecnologia de fabricacdo (tipo de coalho, adicdo de
proteinases e/ou culturas iniciadoras, condicbes de maturagcdo, dentre outros),
tempo de maturacdo, bem como extensao e tipo de protedlise (intracelular ou
extracelular) (GIANNOGLOU et al., 2016; NIRO et al., 2017).

Além da formacao de sabor as BAL contribuem com a estrutura e textura do
gueijo. Responsaveis pela acidificagao inicial do leite, que auxilia na coagulagao do
mesmo, devido sua capacidade de produzir acido rapidamente, também contribuem
indiretamente na sinérese da coalhada (dessoragem) e na solubilizacéo do calcio
micelar (BUDELLI et al., 2014; HERREROS et al., 2003).

6. CONSIDERACOES FINAIS

Foram sequenciados 13 genomas de micro-organismos predominantes no
fermento enddgeno (pingo), sendo eles as bactérias laticas iniciadoras dos géneros
Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus e Leuconostoc.

As andlises de caracterizacdo gendmica incluiram a deteccdo de genes de
bacteriocinas. E possivel que estas bacteriocinas sejam responsaveis pela baixa
frequéncia, reportada na literatura (CAMPOS, 2019) para Listeria monocytogenes,
possivelmente indicando seu controle por enterocinas tais como as detectadas. Esta
hip6tese necessita ser investigada com maior profundidade no futuro.

Ja em relacéo a resisténcia a antibioticos, dois fatos devem ser investigados:
1) o fato de todos os antibidticos identificados pertencerem a mesma classe e,
portanto, terem 0 mesmo principio ativo; 2) quais destes antibiéticos sao utilizados
no gado leiteiro para producéo do queijo Canastra. Tais estudos podem indicar se
h& uma relacéo entre 0 uso de antibiéticos no gado leiteiro da regido, e a possivel
transmissado destes genes de resisténcia através do consumo do queijo.

O presente estudo é o primeiro a caracterizar o0 genoma de cepas

fundamentais para a fermentacao latica que ocorre na producéo do queijo Canastra.
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Ao caracterizar o0 potencial dessas estirpes, podemos levantar hipoteses
mecanisticas de como 0s micro-organismos presentes no pingo podem contribuir
para as caracteristicas do queijo produzido. Tais estudos contribuem para a criagdo
de uma identidade e/ou um padrdo de origem dos queijos Canastra, além de
contribuirem para a melhoria do produto e promoverem a descoberta de novas
aplicacdes tecnolégicas. Ao entender como funciona o sistema microbiano de
producdo do queijo Canastra, é possivel adequa-lo ou aprimora-lo, de maneira a
evitar o aparecimento de fatores indesejaveis, sejam eles relacionados as

caracteristicas sensoriais e/ou presenca de micro-organismos patogénicos.
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APENDICE A

Quadro — Genomas retirados do NCBI para comparagdo com Enterococcus faecalis.
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ID STRAIN PROJECT BIOSAMPLE SPECIE ORIGIN PAPER/SUBMISSION

ENTOL| WOTS01 PRJINA592424 | SAMN13426595 | Enterococcus lactis | Raw cheese China National Research Institute of
Food Fermentation Industries

ENTO02 | NCTC8732 PRJEB6403 SAMEA3614265 | Enterococcus faecalis | NA Sanger Institute

ENTO3 | FDAARGOS 611 |PRJNA231221 | SAMN10346775 | Enterococcus faecalis | Meat involved in food poisoning | FDA

ENT04 | FDAARGOS 528 |PRJINA231221 | SAMN10163222 | Enterococcus faecalis | Broviac blood FDA

ENTO5 | FDAARGOS 338 | PRINA231221 | SAMN06173351 | Enterococcus faecalis | Urine catheter FDA

ENTO06 | FDAARGOS 323 | PRINA231221 | SAMNO06173336 | Enterococcus faecalis | Blood FDA

NA= NOT AVAILABLE.

Quadro 2 — Genomas retirados do NCBI para comparagcdo com Leuconostoc sp.

ID STRAIN PROJECT BIOSAMPLE SPECIE ORIGIN PAPER/SUBMISSION
NCBIOL | WiKim40 PRINA224116 | SAMN05300424 | Leuconostoc lactis gg‘fﬁ% g‘:d fermented food | 15 isova T et al.,
NCBI0O2 |JB16 PRINA224116 | SAMNO2603179 | euconostoc carnosum Kimchi Jung JY etal.,

NCBIO3 | KM20 PRINA224116 | SAMNO2603482 | |euconostoc citreum Kimchi Kim JF et al.,

NCBIO4 |KG16-1 PRINA224116 | SAMEA3608619 ;gz&%’:ﬁif;‘iﬁrge”d“m subsp. ;":S:;g”;pmkage‘j vegetable |, jreevskaya M et al.,
NCBIO5 |LMG18811 |PRJEA48123 |SAMEA2272393 'éggif:%’;?;;?ﬁmge“d“m subsp. Eggt‘l rsigr?]"age lactic acid Johansson P et al.,
NCBIO6 |IMSNU11154 |PRJINA224116 |SAMNO02603394 || euconostoc kimchii Kimchi OhHMetal.,

NCBIO7 |ATCC8293 PRJINA224116 | SAMNO02598482 || euconostoc mesenteroides ATCC8293 Makarova K et al.,
NCBIO8 |DSM20241 |PRJNA224116 |SAMNO04811211 || euconostoc suionicum Missing DSM:20241



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMN02598482

Quadro 3 - Genomas retirados do NCBI para comparagdo com Lactococcus lactis.
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ID STRAIN | PROJECT BIOSAMPLE SPECIE ORIGIN PAPER/SUBMISSION
LAC 01| C4 PRJDB6381 SAMDO00098207 | Lactococcus lactis subsp. cremoris | Dairy product Industry
LAC_02 |11 1403 |PRJINA72 SAMNO02603339 | Lactococcus lactis subsp. lactis Cheese starter culture Bolotin A et al
LAC_03 | AGHX01 | PRINA67863 | SAMN02436934 | Lactococcus lactis subsp. lactis Fermented milk McNulty NP et al.,
LAC_04 | ASXFO1 | PRINA175624 | SAMN02472109 | Lactococcus lactis subsp. cremoris | - ropagated starter culture used in - | e 16 5 gt g1,

- cheese manufacturing
LAC_05 | ATBEO1 | PRINA175671 | SAMN02472107 | Lactococcus lactis subsp. cremoris | - ropagated starter culture used in - e 16 5 gt g1,

- cheese manufacturing
LAC_06 | ATBDO1 | PRINA175672 | SAMN02472114 | Lactococcus lactis subsp. lactis | T ropagated starter culture used in | £y 16 5 gt al.,

- cheese manufacturing
LAC_07 | ATBCO1 | PRINA175673 | SAMN02472112 | Lactococcus lactis subsp. cremoris | - ropagated starter culture used in - | e 16 5 gt 4.,

- cheese manufacturing
LAC 08 | ATBBO1 | PRINA175674 | SAMNO02472110 | Lactococcus lactis subsp. cremoris Propagated starter c ulture used in Erkus O et al.,

cheese manufacturing
LAC_09 | JIMMZ01 | PRINA235170 | SAMNO02585714 | Lactococcus lactis subsp. cremoris | Polish raw milk Radziwill-Bienkowska JM et al.,
LAC_10| AXZKO1 | PRINA222498 | SAMN02370934 | Lactococcus lactis subsp. lactis Propagated starter ¢ ulture used in Erkus O et al.,
cheese manufacturing

LAC 11| AZSI01 |PRJINA225671 | SAMN02899667 | Lactococcus lactis subsp. cremoris | Cheese Ladero V et al.,
LAC 12 | JRKY01l | PRINA261703 | SAMNO03075524 | Lactococcus lactis subsp. lactis Cheese Tschoeke DA et al.,
LAC 13275 PRJINA320696 | SAMNO04955252 | Lactococcus lactis subsp. lactis Dairy fermentation Kelleher P et al.,
LAC 14 | LXWJO01 | PRINA321149 | SAMN04966301 | Lactococcus lactis Cheese Industry
LAC 15| FMO03 PRJNA355067 | SAMNO06061939 | Lactococcus lactis subsp. lactis Cheese Industry
LAC_16 | MUBHO1 | PRINA369137 | SAMNO06277565 | Lactococcus lactis subsp. lactis Starter culture Industry
LAC 17| SD96 PRJNA558943 | SAMN12502795 | Lactococcus lactis subsp. lactis Laboratory isolate Industry




Quadro 4 — Genomas retirados do NCBI para comparagdo com Streptococcus sp.
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ID STRAIN PROJECT BIOSAMPLE SPECIE ORIGIN PAPER/SUBMISSION
STREPO1 | ATCC 19258 | PRJIJNA528156 | SAMN11175069 | Streptococcus thermophilus ATCC ATCC:19258

STREPO2 | ST109 PRJINA482852 | SAMN09715176 | Streptococcus thermophilus Raw milk USDA

STREPO3 | N4L PRJEB27286 | SAMEA4729876 | Streptococcus thermophilus Dairy technology INRA

STREPO4 | MN-BM-A02 | PRINA274301 | SAMNO03325854 | Streptococcus thermophilus Dairy products EPS ShiY etal

STREPO5 | ACA-DC 198 | PRJEA76965 |SAMEA2272145 | Streptococccus macedonicus I;icélggnal greek kasseri Papadimitriou K et al

STREPO6 | FLZS01 PRJEB14906 | SAMEA4354708 | Streptococccus macedonicus gﬁgé);):ed semi-hard French Agricultural University of Athens
STREPO7 | LKPAOL PRINA273437 | SAMN03292190 | Streptococcus agalactiae mg‘;t‘:;gm dairy cow with E";“gzrrmoaucéﬁg;‘f%g; ':gg%?”g&g”d
STREPO8 | LMD-9 PRJINA224116 | SAMN02598313 | Streptococcus thermophilus Dairy product Makarova K et al.,

STREPOO | EPS PRINA414518 | SAMN07792329 | Streptococcus thermophilus | Milk Bg:g zelfoesécgo'hs“t“te’ Bright
STREP10 | B59671 PRJINA395042 | SAMNO07369158 | Streptococcus thermophilus Raw milk USDA

STREP11 | NCTC4669 PRJEB6403 SAMEA3539719 | Streptococcus dysgalactiae NA Sanger Institute

STREP12 | NCTC11902 |PRJEB6403 SAMEA3956100 | Streptococcus pneumoniae NA Sanger Institute

STREP13 | NCTC8198 PRJEB6403 SAMEA2479569 | Streptococcus pyogenes Throat Sanger Institute

STREP14 | NCTC3858 PRJEB6403 SAMEA3871780 | Streptococcus uberis NA Sanger Institute

STREP15| NZ1587 PRJINA224116 | SAMNO05199910 | Streptococcus bovimastitidis | Right rear gland University of Cambridge

. NA= NOT AVAILABLE.




Quadro 5 - Principais metabolismos e genes encontrados em Enterococcus faecalis.
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ID Metabolism Metabolism subcatergory KEGG number
. _ . K00845,K01834,K01810,K00850,K00873,
EF02 | Glycolysis (Embden-Meyerhof pathway), glucose => pyruvate Central carbohydrate metabolism K01624.K01689 K00134.K00927 K01803
EF02 | Glycolysis, core module involving three-carbon compounds Central carbohydrate metabolism igiggg’K00873’K01689’K00134’K00927’
. _ . K01834,K04041,K01624,K01689,K00134,
EF02 | Gluconeogenesis, oxaloacetate => fructose-6P Central carbohydrate metabolism K00927 K01803
EF02 | Pyruvate oxidation, pyruvate => acetyl-CoA Central carbohydrate metabolism K03737,K00627,K00382
. _ . K02821,K03078,K03475,K03077,K03079,
EF02 | Ascorbate degradation, ascorbate => D-xylulose-5P Other carbohydrate metabolism K03476.K02822
EF02 | Nucleotide sugar biosynthesis, glucose => UDP-glucose Other carbohydrate metabolism K00845,K00963,K01835
EF02 | Fatty acid biosynthesis, initiation Fatty acid metabolism ﬁg;igg’K00645’K01963’K00648’K01961’
EF02 | Fatty acid biosynthesis, elongation Fatty acid metabolism K00059,K02372,K02371,K09458,K00208
EF02 | Threonine biosynthesis, aspartate => homoserine => threonine Serine and threonine metabolism K01733,K00872,K00003,K00133
EF02 | Cysteine biosynthesis, serine => cysteine Cysteine and methionine metabolism K00640,K01738
. . . _ . . . K00841,K01778,K01586,K00133,K01714,
EF02 | Lysine biosynthesis, acetyl-DAP pathway, aspartate => lysine Lysine metabolism K05823.K05822 K00215
EF02 | Proline biosynthesis, glutamate => proline Arginine and proline metabolism K00147,K00286,K00931
EFo2 | Shikimate pathway, phosphoenolpyruvate + erythrose-4P => Aromatic amino acid metabolism K03785,K01735,K03856,K00014,K00800,
chorismate K00891,K01736
EF02 | Tyrosine biosynthesis, chorismate => HPP => tyrosine Aromatic amino acid metabolism K04517
EF02 imirpllg%bmsynthess, prokaryotes, AIR (+ DXP/tyrosine) => Cofactor and vitamin metabolism K00788,K00941,K03151
EF02 | Riboflavin biosynthesis, GTP => riboflavin/FMN/FAD Cofactor and vitamin metabolism K21064,K11753




Quadro 6 - Principais metabolismos e genes encontrados em Lactococcus lactis.
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ID Metabolism Metabolism subcatergory KEGG number

Glycolysis (Embden-Meyerhof pathway), glucose . K01689,K00927,K01803,K01810,K00134,K01834,
G22 —> pyruvate Central carbohydrate metabolism K00845.K01624. K00850 K00873
G22 CG;)::S&SAZ’SCWG module involving three-carbon Central carbohydrate metabolism K01689,K00927,K01803,K00134,K01834,K00873
G22 | Gluconeogenesis, oxaloacetate => fructose-6P Central carbohydrate metabolism igiggZ,KMOM,K00927,K01803,K00134,K01834,
G22 | Pyruvate oxidation, pyruvate => acetyl-CoA Central carbohydrate metabolism K00627,K00382,K03737
G2p | Galactose degradation, Leloir pathway, galactose | o carhohydrate metabolism K01785,K00849,K01784

=> alpha-D-glucose-1P
G22 | Glycogen biosynthesis, glucose-1P => Other carbohydrate metabolism K00700,K00703,K00975,K00963

glycogen/starch

. K02111,K02109,K02110,K02108,K02113,K02114,

G22 | F-type ATPase, prokaryotes and chloroplasts ATP synthesis K02115.K02112
G22 | Fatty acid biosynthesis, initiation Fatty acid metabolism K01962,K00645,K01963,K00648,K01961,K02160
G22 | Fatty acid biosynthesis, elongation Fatty acid metabolism K00059,K02372,K09458,K00208
G22 Izrtehcizgﬁnbéosynthess, aspartate => homoserine Serine and threonine metabolism K01733,K00872,K00003,K00133
G22 i"fﬂf&'%iﬁfsy”thes's' apartate =>homoserine |~ ioine and methionine metabolism | K00651,K14155,K00003,K00133,K01739,K01760,K00549
G22 Isoleucine b|os_ynt'he5|s, Fhreonme =>2- Branche_d—cham amino acid KO1687,K01754.K01653,K00053,K01652,K00826

oxobutanoate => isoleucine metabolism
G22 | Ornithine biosynthesis, glutamate => ornithine Arginine and proline metabolism K00620,K00930,K00145
G22 | Proline biosynthesis, glutamate => proline Arginine and proline metabolism K00286,K00147,K00931

o . . ey o . K02502,K01496,K04486,K02500,K00765,K00013,K11755,

G22 | Histidine biosynthesis, PRPP => histidine Histidine metabolism K00817 K01814 K02501
G22 | Tryptophan biosynthesis, chorismate => tryptophan | Aromatic amino acid metabolism K01817,K01658,K01696,K00766,K01657,K01695
G2z | Riboflavin biosynthesis, GTP => Cofactor and vitamin metabolism K21064,K14652,K00793,K00794,K11752,K11753

riboflavin/FMN/FAD
G22 | Coenzyme A biosynthesis, pantothenate => CoA Cofactor and vitamin metabolism K00954,K00867,K21977,K00859
G22 | Tetrahydrofolate biosynthesis, GTP => THF Cofactor and vitamin metabolism K00287,K01633,K01495,K19965,K11754,K00950




Quadro 7 - Principais metabolismos e genes encontrados em Leuconostoc sp.
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ID Metabolism Metabolism subcatergory KEGG number
L019 | Glycolysis (Embden-Meyerhof pathway), glucose => pyruvate | Central carbohydrate metabolism Egég?g,ﬁggg%,KOO845,K01689,K01803,K00134,
LO19 | Glycolysis, core module involving three-carbon compounds Central carbohydrate metabolism K01834,K00927,K01689,K01803,K00134,K00873
L019 | Pentose phosphate pathway (Pentose phosphate cycle) Central carbohydrate metabolism Eg(l)gig,KOOGB,K00033,K01807,K07404,K01783,
LO19 ;S::a:)cstg_slepdegradatlon, Leloir pathway, galactose => alpha-D- Other carbohydrate metabolism K00849,K01784,K01785
. K02111,K02109,K02110,K02108,K02113,K02114,

L019 | F-type ATPase, prokaryotes and chloroplasts ATP synthesis K02115.K02112
L019 | Fatty acid biosynthesis, initiation Fatty acid metabolism K00648,K00645,K01963,K02160
LO19 | Fatty acid biosynthesis, elongation Fatty acid metabolism K00059,K02372,K02371,K09458
LO19 | Threonine biosynthesis, aspartate => homoserine => threonine | Serine and threonine metabolism K00133,K01733,K00872,K00003
LO19 ilscc:llee;lgilrr:g biosynthesis, threonine => 2-oxobutanoate => Branched-chain amino acid metabolism | K01687,K00826,K01754,K00053,K01652
L019 | Ornithine biosynthesis, glutamate => ornithine Arginine and proline metabolism K00620,K00930,K00145
L019 | Arginine biosynthesis, ornithine => arginine Arginine and proline metabolism K01940,K01755,K00611
L019 | Proline biosynthesis, glutamate => proline Arginine and proline metabolism K00147,K00931,K00286

o . . e o . K02502,K04486,K02500,K00765,K00013,K00817,
L019 | Histidine biosynthesis, PRPP => histidine Histidine metabolism KO01814 K02501
L019 frt‘c')';:;“rﬁ;?epathway' phosphoenolpyruvate + erythrose-4P => | .o atic amino acid metabolism K01735,K00014,K03785,K00800,K00891,K01736
L019 | Tryptophan biosynthesis, chorismate => tryptophan Aromatic amino acid metabolism K01817,K01696,K01609,K00766,K01657,K01695
L019 | Riboflavin biosynthesis, GTP => riboflavin/FMN/FAD Cofactor and vitamin metabolism K11753,K21064,K14652,K00793,K00794,K11752
L019 | Coenzyme A biosynthesis, pantothenate => CoA Cofactor and vitamin metabolism K00954,K13038,K00867,K00859




Quadro 8 — Principais metabolismos e genes encontrados em Streptococcus spp.
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ID Metabolism Metabolism subcatergory KEGG number

Glycolysis (Embden-Meyerhof pathway), glucose => . K01624,K01803,K01689,K00134,K00927,K00845,
STREPTO pyruvate Central carbohydrate metabolism K01834.K00850 K00873 K01810
STREPTO | Glycolysis, core module involving three-carbon compounds | Central carbohydrate metabolism K01803,K01689,K00134,K00927,K01834,K00873
STREPTO | Gluconeogenesis, oxaloacetate => fructose-6P Central carbohydrate metabolism K01624,K01803,K01689,K00134,K00927,K01834
STREPTO g)'gg}ﬁtggt'g first carbon oxidation, oxaloacetate =>2- | oo carbohydrate metabolism K01647,K01681,K00031
STREPTO | Galactose degradation, Leloir pathway, galactose => Other carbohydrate metabolism K01785,K00849,K01784

alpha-D-glucose-1P
STREPTO | Glycogen biosynthesis, glucose-1P => glycogen/starch Other carbohydrate metabolism K00703,K00975,K00963,K00700
STREPTO | Glycogen degradation, glycogen => glucose-6P Other carbohydrate metabolism K00705,K00688,K01200,K01835
STREPTO Phosphate zicetyltransferase—acetate kinase pathway, Carbon fixation K00625,K00925

acetyl-CoA => acetate

. K02111,K02109,K02110,K02108,K02113,K02114,

STREPTO | F-type ATPase, prokaryotes and chloroplasts ATP synthesis K02115.K02112
STREPTO | Fatty acid biosynthesis, initiation Fatty acid metabolism K01962,K00645,K01963,K00648,K01961,K02160
STREPTO | Fatty acid biosynthesis, elongation Fatty acid metabolism K00059,K02372,K02371,K09458
STREPTO | Serine biosynthesis, glycerate-3P => serine Serine and threonine metabolism K00058,K00831,K01079
STREPTO ETL%%TAT biosynthesis, aspartate => homoserine => Serine and threonine metabolism K00133,K00872,K00003,K01733
STREPTO | Cysteine biosynthesis, serine => cysteine Cysteine and methionine metabolism K00640,K01738
STREPTO I':gl'gﬂ;'rr]‘g biosynthesis, threonine => 2-oxobutanoate => | g o hed._chain amino acid metabolism | K01687,K01653,K00053,K01652,K01754,K00826
STREPTO Leu_c ine biosynthesis, 2-oxoisovalerate => 2- Branched-chain amino acid metabolism | K01649,K00052,K01703,K01704

oxoisocaproate
STREPTO | Ornithine biosynthesis, glutamate => ornithine Arginine and proline metabolism K00620,K00930,K00821,K00145

Shikimate pathway, phosphoenolpyruvate + erythrose-4P . . . . K01626,K01735,K00014,K03785,K00800,K00891,
STREPTO | 2 chorismate Aromatic amino acid metabolism K01736
STREPTO | Tryptophan biosynthesis, chorismate => tryptophan Aromatic amino acid metabolism K01817,K01658,K01696,K00766,K01657,K01695
STREPTO | Coenzyme A biosynthesis, pantothenate => CoA Cofactor and vitamin metabolism K00954,K00859,K21977,K01598,K00867
STREPTO | Tetrahydrofolate biosynthesis, GTP => THF Cofactor and vitamin metabolism K01633,K01495,K00796,K11754,K00950,
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