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RESUMO

ALMEIDA, Thaiza Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Avaliacao de protocolos enumeracao de bactérias laticas e estafilococos em
queijo Minas artesanal do Serro. Orientador: Luis Augusto Nero. Coorientador:
Antonio Fernandes de Carvalho.

Queijo Minas artesanal (QMA) do Serro podem ser produzidos com “pingo” ou “rala”,
apresentando uma microbiota complexa composta de bactérias laticas (BAL) e outros
micro-organismos. Para a enumeragao de BAL sdo necesséarios meios de cultura ricos
em nutrientes e com agentes seletivos. Entretanto, as metodologias convencionais
possuem limitacbes quanto a seletividade e praticidade. Assim, as placas 3M™
Petrifilm™ Lactic Acid Bacteria (LAB) foram desenvolvidas como um método
alternativo para enumeracdo do BAL. Esse estudo teve como objetivo avaliar a
performance das placas Petrifim™ LAB para enumeracao de BAL em QMA do Serro.
Na primeira etapa, 6 amostras de QMA do Serro (3 “pingo”, 3 “rala”) foram plaqueadas
em PCA e incubadas a 37 °C por 48h. As amostras apresentaram uma contagem
média de 7,4 log UFC/g, e nao foi constatada diferenca significativa entre os tipos de
queijo (p > 0,05). Posteriormente, 140 colbnias foram selecionadas aleatoriamente
das placas de PCA, identificadas bioquimicamente e por andlises moleculares (16S
rRNA): 71% dos isolados obtidos foram identificados como BAL, Staphylococcus,
Acinetobacter, Exiguobacterium e Aerococcus também foram identificados. Para a
analise do comportamento da microbiota em meios de cultura seletivos, os 140
isolados foram diluidos e submetidos a sete protocolos distintos para enumeracgéo de
BAL e Staphylococcus: 1) MRS pH 5,7 30 °C/ 72 h e 2) protocolo 1 em anaerobiose;
3) MRS pH 5,7 37 °C/ 48 h; 4) M17 37 °C/ 48 h; 5) Petriflm™ LAB 37 °C/ 48 h; 6)
Petrifilm™ STX 37 °C/ 24 h e, 7) Baird-Parker 37 °C/ 48 h. Para BAL, a maioria dos
isolados desse grupo apresentou morfologias tipicas no Petrifilm™ LAB (92%) e M17
(93%). A presenca de col6nias de Staphylococcus, Acinetobacter e Exiguobacterium
com morfologias tipicas foram observadas no Petrifim™ LAB. As contagens obtidas
em Petrifim™ LAB e M17 foram estatisticamente superiores as demais (p < 0,05).
Poucos isolados de Staphylococcus formaram colonias tipicas nos protocolos Petrifilm
STX (29,4%) e Baird-Parker (21,7%), entretanto, Lb. plantarum, L. lactis e
Acinetobacter apresentaram morfologias tipicas no Petriflm™ STX. Nao houve
diferengca significativa entre os protocolos analisados para enumeragdo de



Staphylococcus. Na segunda etapa, 55 amostras de QMA do Serro foram
selecionadas (7 “pingo”; 48 “rala”) e submetidas a enumeragdo de BAL pelos
protocolos 1, 2, 3, 4 e 5, sendo que o ultimo foi analisado nos tempos 24, 48 e 72 h.
Andlise de varidncia dos resultados obtidos indicou auséncia de diferengas
significativas independente dos protocolos, tempos de incubacéao e tipos de queijo.
Entretanto, foi observado um baixo indice de correlagdo entre os protocolos
convencionais e Petriflm™ LAB. Coldnias foram selecionadas aleatoriamente de cada
amostra de queijo e de cada protocolo para coloragdao de Gram e teste de catalase,
para caracterizagdo de BAL. Petrifilm™ LAB foi o protocolo que mais selecionou BAL
(82,9%), diferindo estatisticamente dos demais. Isolados obtidos dos protocolos MRS1
e Petrifilm foram submetidos a identificagdo molecular e verificou-se uma seletividade
compativel com a composi¢do esperada em queijos artesanais. Esses resultados
confirmam a aplicabilidade do Petrifilm™ LAB para enumeragdo de BAL em QMA do
Serro.

Palavras-chave: Bactérias Laticas. Enumeracdo. Petrifilm. Queijos Artesanais.



ABSTRACT

ALMEIDA, Thaiza Teixeira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Assessment of protocols for enumeration of lactic acid bacteria and
staphylococci in Minas artisanal cheeses produced in Serro. Advisor: Luis
Augusto Nero. Co-Advisor: Antonio Fernandes de Carvalho.

Minas artisanal cheese produced in Serro (SAC) can be produced with "pingo" or
"rala", presenting a complex microbiota consisting of lactic acid bacteria (LAB) and
other microorganisms. Enumeration of LAB requires nutrient rich culture media and
selective agents. However, the conventional methodologies used to enumerate these
microorganisms have limitations regarding selectivity and practicality. Thus, 3M ™
Petrifilm ™ Lact Bactia Bacteria (LAB) plates were developed as an alternative method
of enumeration of LAB. This study aimed to evaluate the performance of the Petrifilm™
LAB plates for LAB enumeration in SAC. In the first stage, 6 SAC samples (3 “pingo”;
3 “rala”) were plated in PCA and incubated at 37 °C for 48h. The samples presented
mean count of 7.4 log CFU/g and no significant differences was found between the
types of cheese (p > 0.05). Then, 140 colonies were randomly selected from PCA
plaques, identified biochemically and by molecular analysis (16S rRNA): 71% of the
isolates obtained were identified as BAL. Staphylococcus, Acinetobacter,
Exiguobacterium and Aerococcus were also identified. For the analysis of the
microbiota behavior in selective culture media, the 140 isolates were diluted and
subjected to seven different protocols for LAB and Staphylococcus enumeration: 1)
MRS pH 5.7 30 °C/ 72 h; 2) protocol 1 in anaerobiosis; 3) MRS pH 5.7 37 °C/ 48 h; 4)
M17 37 °C/ 48 h; 5) Petrifim™ LAB, 37 °C/ 48 h; 6) Petrifilm™ STX 37 °C/ 24 h and
7) Baird-Parker 37 °C/ 48 h. Regarding LAB, most of isolates presented the typical
morphology in Petrifilm™ LAB (92%) and M17 (93%), but non-LAB isolates presented
also typical morphology (Staphylococcus, Acinetobacter and Exiguobacterium) in
Petrifilm™ LAB. With regard to LAB, counts obtained by Petrifilm LAB and M17 were
significantly higher when compared to other protocols (p < 0.05). For Staphylococcus,
only some isolates identified as Staphylococcus formed typical colonies in the
Petriflm™ STX (29.4%) and Baird-Parker (21.7%) and some isolates in Lb. plantarum,
L. lactis and Acinetobacter presented typical morphology in Petrifilm™ STX. There was
no significant difference between the protocols analyzed for Staphylococcus. In the
second stage of the study, 55 SAC samples (7 “pingo”; 48 “rala”) and submitted to BAL



enumeration by protocols 1, 2, 3, 4 and 5, the last one being analyzed at times 24, 48
and 72 h. Analysis of variance of counts obtained by the tested protocols indicated no
significant differences, regardless of incubation times and cheese types. However, low
correlation indexes were observed between conventional protocols and Petrifilm™
LAB (r < 0.6). Colonies were randomly selected (n = 2,569) from cheeses sample and
protocols for Gram staining and catalase test, for LAB characterization (n = 1,901).
Petrifilm™ LAB allowed higher confirmation of LAB colonies (82.9%) when compared
to other protocols. Isolates obtained from MRS1 and Petrifilm™ LAB protocols were
also subjected to molecular identification and verified a selectivity compatible with the
expected composition of the artisanal cheese microbiota. These results confirm the
applicability of Petrifilm™ LAB for LAB enumeration in SAC.

Keywords: Lactic Acid Bacteria. Enumeration. Petrifilm. Artisan Cheese.



SUMARIO

INTRODUGCAO GERAL 10
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA 12
1.1 HISTOIICO e 12
1.2. Queijo Minas artesanal (QAMA) .......oooii i 13
LIREC T @ 1Y 7o [0 TR =T o o T 15
1.4. Microbiota de QIMA ... e e e 18
1.4.1. Micro-organismos patogénicos e deterioradores..........cccceevvvveeeennee. 18

1.4.2. Bactérias 4cido 1aticas (BAL) .....ccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 19

1.4.2.1. Métodos de enumeragao de BAL ..........cooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 20

2. OBJETIVOS 25
2.1. ODJEEIVO GEIal ... 25
2.2. Objetivos ESPECITICOS .....coiiiiiiieeee e 25

3. MATERIAL E METODOS 26
3.1. Etapa 1 — Analise da microbiota do QMA dO SEerro........ccccuvveevvememernernennnnnnnnns 26
311 AMOSIIAGEIM ..ot e e e 26

3.1.2. Perfil da miCrobiota .........ceeiiiiiiiieeeee e 26

3.1.3. Comportamento da microbiota de QMA do Serro em meios de cultura
Y= 1= 1A o T SO 28

3.2. Etapa 2 — Avaliagéo da performance de Petrifilm™ LAB para a enumeracéao de

bactérias acido laticas em QMA do Serro produzidos com “rala” e “pingo’ ...... 30
3.2.1. Amostragem € dilUIGOES .......coeiiiiiiiiiiieiiie e 30
3.2.2. Enumerag@o de BAL........ooooiiiii 30
3.2.3. Caracterizagao bioquimICa .........cccuuiiiiiieee e 30
3.2.4. AnAlise de dadOS .......uuuiiiiiiiii s 31
3.2.5. Caracterizagdo molecular da microbiota latica dos queijos ................ 31

4. RESULTADOS E DISCUSSAO 33
4.1. Etapa 1 — Andlise da microbiota do QMA do Serro........ccccceevciveriiieenciieeene 33
411 AMOSIFAGEIM .o e e 33

4.1.2. Perfil da microbiota ...........eeeiiiiiiiiiiee e 34

4.1.3. Comportamento da microbiota em meios de cultura seletivos ........... 37

4.1. Etapa 2 — Avaliacéo da performance de Petrifilm™ LAB para a enumeragéao de

BAL em QMA do Serro produzidos com “rala’ e “pingo’..........ccccccouveceuveeennnnnn. 48



5. CONCLUSAO
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

57
58



10

INTRODUCAO GERAL

O queijo Minas artesanal (QMA) do Serro é um importante produto, com
destaque econdmico, histérico, social e cultural. Os primeiros relatos da produgao de
QMA do Serro sdao de meados do século XVIII (MENESES, 2006). A sua producao &
tipicamente realizada por agricultura familiar, sendo a principal fonte de renda de
muitos trabalhadores rurais (DORES e FEREIRA, 2012).

O QMA do Serro € produzido com leite cru e com a utilizagao de “pingo” ou “rala’.
O “pingo” € um soro fermento enddgeno, obtido da dessoragem dos queijos
produzidos no dia anterior. Ja a “rala” € um QMA do Serro, ralado, produzido de 3a 5
dias antes, que é adicionado ao leite em substituicdo ao “pingo” (DO VALE et al.,
2018).

Devido a utilizacao de leite cru e as caracteristicas de producéo, esses queijos
apresentam naturalmente uma microbiota complexa, possibilitando a veiculagao de
micro-organismos patogénicos e deteriorantes, como Salmonella, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, além da presenca de
varios géneros de bactérias laticas (BAL) (BRANT et al., 2007; PINTO et al., 2009).

BAL apresentam fungdes tecnoldgicas em queijos, sendo responsaveis pela
acidificacao do leite, reducao do teor da lactose, além da producédo de substancias
proteoliticas e lipoliticas que auxiliam na maturagéo, relacionando-se diretamente com
as caracteristicas sensoriais desses produtos (JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014;
MARTINS et al., 2015). BAL ainda possuem a habilidade de inibir outros micro-
organismos, seja por competicdo por nutrientes ou pela capacidade de produzir
substancias antimicrobianas, como as bacteriocinas e acidos organicos (MACORI e
COTTER, 2018; MARTINS et al., 2015).

Para a identificacdo e enumeragao de BAL sdo necessarios meios de cultura rico
em nutrientes, como aminoacidos, peptideos e vitaminas, além de agentes seletivos,
como acidos, sais, antibiéticos e condi¢des diferenciadas de incubacdo (CAPLICE e
FITZGERALD, 1999). O protocolo mais utilizado para enumeracdo de BAL em
alimentos é o descrito na ISO 15214, que utiliza como base o agar de Mann, Rogosa
e Sharpe (MRS) (ISO 1998). Entretanto, essa metodologia apresenta algumas
desvantagens como o meio de cultura ndo ser completamente seletivo, a demora na
obtencéo dos resultados e tempo de preparagédo dos meios de cultura, além do alto
volume do material preparado que posteriormente deve ser descartado. Desse modo,
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métodos alternativos vém sendo desenvolvidos para agilizar a anadlise de BAL em
alimentos, visando a reducao das etapas de processamento e obtencao de resultados
mais precisos e confiaveis.

O objetivo geral desse estudo foi a avaliagdo de uma metodologia alternativa,
3M™ Petriflm™ Lactic Acid Bacteria Count Plate (Petrifilm™ LAB) (3M Food Safety
St. Paul, MN, EUA), para enumeracao de BAL em QMA do Serro, Minas Gerais, Brasil.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. Histérico

Segundo o Regulamento técnico de identidade e qualidade de Produtos Lacteos,
“entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo
parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho, de enzimas
especificas, de bactéria especifica, de acido organicos, isolados ou combinados, todos
de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias
alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substancias aromatizantes e matérias corantes” (BRASIL, 1996).

O queijo € um dos alimentos processados mais antigos da histéria. As bactérias
presentes no leite, principalmente BAL, utilizam a lactose como fonte de energia,
resultando na produgdo de acido latico. Quando esse acido € produzido em
quantidade suficiente, as caseinas coagulam e formam um gel, que retém a gordura
e a fase aquosa. Uma das teorias aceitas para o surgimento do queijo relaciona-se
com a estocagem do leite em bolsas produzidas de estbmago de animais, onde o leite
armazenado entrava em contato, de forma acidental, com enzimas e bactérias ali
presentes, ocorrendo a coagulagao e liberacao do soro (FOX e MCSWEENEY, 2004;
PAULA, CARVALHO e FURTADO, 2009).

Os queijos contribuiram expressivamente para o progresso de civilizacoes,
sendo consumido em periodos de auséncia de outros alimentos. Com o passar dos
séculos e com o avango das sociedades, a producao de queijo foi se difundindo por
toda a Europa. Na idade média, técnicas de producéo de queijos foram desenvolvidas
e aperfeicoadas, principalmente nos mosteiros e propriedades feudais, resultando na
melhoria dos produtos e na criacdo de alguns tipos conhecidos até hoje, como
Parmesao, Gouda, Saint Paulin e Maroilles (FOX e MCSWEENEY, 2004; LEANDRO,
2013).

A disseminacao do queijo para outras civilizagbes ocorreu com a colonizagao
das Ameéricas, Oceania e Africa, onde os colonos levaram consigo gado, cabras e
ovelhas, assim como o conhecimento e habilidades de se produzir queijos. O queijo
tornou-se um item de relevancia econdmica em alguns desses paises, como na

Australia, Estados Unidos e Canada. Esses queijos remetiam aos produzidos na
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Europa, mas eram modificados para atender as condicées e demandas locais (FOX e
MCSWEENEY, 2004).

No Brasil, os primeiros rebanhos foram trazidos por Martin Afonso de Souza em
1534 para a regiao de Sao Vicente e, posteriormente, em 1550, para Salvador. Em
meados do século XVIIl, com a descoberta de ouro e pedras preciosas em Minas
Gerais, um grande numero de exploradores se deslocaram para a regiao, e junto com
eles, o gado bovino era levado como animal de tragdo e também para alimentagéo
(MERGAREJO NETTO, 2014). Embora esse gado nao tivesse aptidao para producao
leiteira, com a decadéncia da atividade mineradora no final do século, a lavoura e
pecuaria, incluindo a producao de queijo, passaram a ser uma alternativa de sustento
dos moradores, sendo produzidos em escala doméstica e de forma bastante
rudimentar (MERGAREJO NETTO, 2014). Esses queijos eram levados a capital do
Império e abasteciam praticamente toda a provincia do Rio de Janeiro (LEANDRO,
2013). Embora os portugueses ja apreciassem e dominassem as técnicas de
producdo de queijo, a fabricacdo desse produto em territério brasileiro tornou-se
destaque somente no inicio do século XIX, com a chegada da familia real portuguesa,
que revolucionou a alimentacao da época (LEANDRO, 2013).

Com uma alta na producéao do leite e o aprimoramento das técnicas de manejo,
as primeiras fabricas de queijos brasileiras foram fundadas em Minas Gerais, no final
do século XIX, onde imigrantes dinamarqueses se estabeleceram no Sul do estado e
holandeses se estabeleceram em regides prdéximas aos municipios de Santos Dumont
e Barbacena (FURTADO, 1991).

1.2. Queijo Minas artesanal (QMA)

Minas Gerais destaca-se nacionalmente pela producao de queijos artesanais. A
denominacao de QMA ¢ atribuida segundo 0 modo de producao, seguindo processos
tradicionais que sao repassados ao longo das geracdes. Normalmente é utilizado leite
cru, sem a utilizacdo de culturas iniciadoras comerciais (COGAN et al., 1997).
Também merecem destaque os queijos artesanais produzidos no Nordeste (queijo de
coalho e queijo de manteiga); no Sul (queijo colonial ou serrano) e no Oeste, no estado
de Mato Grosso do Sul, o queijo caipira (MENEZES, 2011).

De acordo com a Lei n® 14.185, regulamentada pelo Decreto 42.645 de 05 de

junho de 2002, “é considerado queijo Minas artesanal o queijo que apresente
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consisténcia firme, cor e sabor proprios, massa uniforme, isenta de corantes e
conservantes, com ou sem olhaduras mecénicas, elaborado a partir do leite integral
de vaca, fresco e cru, retirado e beneficiado na propriedade de origem”. Ainda, deve
ser destacado que “o queijo Minas artesanal confeccionado conforme a tradigcdo
historica e cultural da area demarcada onde for produzido recebera certificacdo
diferenciada’ (MINAS GERAIS, 2002).

Em todo o Estado de Minas Gerais existem aproximadamente 30 mil produtores
de QMA (EMATER, 2018). Desses, nove mil sdo das sete principais regides
produtoras de QMA (Araxa, Canastra, Cerrado, Serro, Campo das Vertentes, Serra
do Salitre e Tridngulo Mineiro, Figura 1). Os produtores dessas localidades sao
assistidos pela Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural de Minas Gerais
(EMATER/MG) e cadastrados no Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) (EMATER,
2018).

Figura 1- Mapa das sete regides produtoras de QMA no estado de Minas Gerais: Serro, Serra
do Salitre, Campos das Vertentes, Canastra, Araxa e Tridngulo. Fonte: Fazendinha em casa,
disponivel em: https://fazendinha.me/as-7-regioes-produtoras-de-queijo-minas-artesanal/

As setes regides produtoras de QMA englobam 75 municipios, contando com
270 queijarias regularizadas, produzindo aproximadamente 50 mil toneladas de queijo

por ano, sendo a principal e talvez unica fonte de renda de muitas familias mineiras,


https://fazendinha.me/as-7-regioes-produtoras-de-queijo-minas-artesanal/
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refletindo assim a importancia desses produtos como fator econémico, histérico, social
e cultural (DORES e FERREIRA, 2012; EMATER, 2018).

Salientando essa importancia histérica e cultural, o Instituto Nacional de
Patriménio Historico Artistico Nacional (IPHAN) reconheceu em julho de 2008 as
regides do Serro, Canastra e Serra do Salitre como patriménio cultural imaterial do
Brasil pelo “modo artesanal de fazer queijo de Minas” (IPHAN, 2008). As regides do
Serro e da Canastra sdo historicamente reconhecidas como produtoras de QMA e
também ganharam o reconhecimento de Indicagdo Geografica (IG), garantindo a
procedéncia e qualidade de seus queijos (IG, 2015). De acordo com a Coordenacao
de Incentivo a Indicacdo Geografica de Produtos Agropecuarios da Secretaria de
Desenvolvimento Agropecuario e Cooperativismo (CIG/SDC) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o registro de |G é um “reconhecimento
da notoriedade, reputacéo, valor intrinseco e identidade do produto, além de proteger
seu nome geografico e distingui-lo de similares disponiveis no mercado. Sao produtos
que apresentam uma qualidade unica em funcdo de recursos naturais como solo,

vegetacao, clima e saber fazer’ (MAPA, 2017).

1.3. QMA do Serro

Registros histéricos retratam a producado de QMA do Serro desde meados do
século XVIIl, o que demonstra sua tradicao e cultura, destacando-se pela qualidade e
volume produzido (MENESES, 2006). Os seguintes municipios fazem parte da regiao
produtora do QMA do Serro: Serro, Alvorada de Minas, Concei¢cdo do Mato Dentro,
Dom Joaquim, Materlandia, Paulistas, Rio Vermelho, Sabindpolis, Santo Anténio do
ltambé, Serra Azul de Minas e Coluna (Figura 2). Atualmente, 120 produtores de QMA
do Serro séo registrados no IMA (IMA, 2019).
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Queijo Minas Artesanal do Serro N
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Figura 2 - As regides Queijeiras de Minas Gerais. Fonte: Chico Severino. Disponivel em:

https://www.chicoseverino.com/single-post/2017/04/26/Blog-5-Elementos---As-
Reqi%C3%B5es-Queijeiras-de-Minas-Gerais

A especificidade do QMA do Serro esta relacionada a uma série de fatores fisicos
e naturais, como altitude, clima, umidade do ar, vegetacdo, solo, alimentagdo das
vacas e relevo, que revelam uma condicdo especifica de pastagem. Outro fator
determinante é a presenca da Serra do Espinhaco, que delimita a regido produtora do
QMA, representando um obstaculo para o contato com seu entorno (FURTADO,
1980). O desenvolvimento de micro-organismos autéctones, tipicos desta regiao,
também auxiliam na maturagdo dos queijos, deixando-os com uma caracteristica
peculiar (MERGAREJO NETTO, 2014).

O QMA do Serro € caracterizado pela utilizacao de leite cru e adi¢cao do fermento
latico natural “pingo” ou da “rala”. O “pingo” € o soro eliminado da producao dos
queijos, que é coletado e adicionado ao leite para a producao de novos queijos (DO
VALE et al., 2018; DORES e FERREIRA, 2012; FURTADO, 1980). Nos ultimos anos,
alguns produtores tém utilizado como fermento natural o préprio QMA do Serro,
produzido de 3 a 5 dias antes, que é ralado e adicionado ao leite, para a producéo de
um novo queijo (DO VALE et al., 2018). Esses fermentos enddgenos contém
diferentes micro-organismos que irdo direcionar a fermentagcéo além de produzirem
compostos associados a producao de sabor e aroma tipicos para cada queijo (DORES
e FERREIRA, 2012).


https://www.chicoseverino.com/single-post/2017/04/26/Blog-5-Elementos---As-Regi%C3%B5es-Queijeiras-de-Minas-Gerais
https://www.chicoseverino.com/single-post/2017/04/26/Blog-5-Elementos---As-Regi%C3%B5es-Queijeiras-de-Minas-Gerais
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O fermento enddgeno “pingo” apresentam principalmente BAL “starter” (DORES
e FERREIRA, 2012; SANT'ANNA et al., 2019). As culturas “starter’ ou iniciadoras séo
as responsaveis pela degradacao da lactose resultando em uma rapida produgéo de
acido latico, estando ainda associadas as producdo de enzimas que auxiliam no
processo de maturacdo. Normalmente essa microbiota inicial € composta por
Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus  helveticus,
Lactobacillus delbrueckii e Leuconostoc (BERESFORD et al., 2001).

Ja a “rala’ apresenta uma maior propor¢ao de “starter lactic acid bacteria”
(NSLAB), bactérias laticas nao iniciadoras, que auxiliam na maturacdo produzindo
enzimas como proteases, peptidases e lipases, sendo representadas por
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum, Enterococcus
e Pediococcus (BRUNO e CARVALHO, 2009; CROW et al., 2001).

A “rala’ surgiu para resolver um problema tecnoldgico dos queijos. Apds a
substituicao dos equipamentos de madeira por materiais de polipropileno, polietileno,
ardésia e aco inoxidavel, houve alteragbes nas caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais dos queijos produzidos (GALINARI et al., 2014). Para evitar esse problema,
os produtores passaram a utilizar a “rala”, pois esse fermento endégeno auxilia num
maior sinérese do queijo, aumentando a firmeza do produto, atendendo assim as
condicdes impostas pela cooperativa local, que nao aceita queijos com consisténcia
“‘macia” (RAFAEL, 2017). A “rala’” também é utilizada com o objetivo de reduzir a
contaminagao por micro-organismos deteriorantes, garantindo a obtencao de queijos
com boa qualidade microbiolégica (ANDRETTA et al., 2019). Embora a utilizacao da
“rala’ tenha auxiliado os produtores na comercializacdo dos queijos, ndo existe um
regulamento técnico para a sua utilizagdo, sendo que esse fermento nao faz parte do
“saber fazer’ tradicional, e supostamente pode alterar as caracteristicas sensoriais e
fisico-quimicas do QMA do Serro. Rafael (2017) acrescenta ainda que a utilizacao
desses dois tipos de fermentos pode determinar diferengas nas caracteristicas dos

queijos, inclusive relacionados a dinamica microbiana e inocuidade do produto.
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1.4. Microbiota de QMA

1.4.1. Micro-organismos patogénicos e deterioradores

O leite e seus derivados sdo alimentos altamente nutritivos, sendo um ambiente
propicio para o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos e deterioradores
(FRANCO e LANDGRAF, 1996). O QMA do Serro é tipicamente produzido com leite
cru, ndo sofre nenhum tratamento térmico e € altamente manipulado, fatores que
podem predispor a contaminagdao e desenvolvimento de micro-organismos
patogénicos e, consequentemente, representar riscos a saude dos consumidores
(BRANT et al., 2007; LOGUERCIO e ALEIXO, 2001). Nesse sentido, a adocao de
ferramentas de qualidade como as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) séao
fundamentais para garantir a inocuidade do QMA do Serro (ZAFFARI et al., 2007).
Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
O157:H7, Brucella e Campylobacter sao alguns dos micro-organismos patogénicos
associados a surtos de toxinfeccdes alimentares relacionados com o consumo de leite
e derivados (DONNELY et al., 2001; FARROKH et al., 2013; GOULET et al., 2006;
MARTINS et al., 2015).

Visando a prevengdo de altos niveis de contaminagdo, parametros
microbiolégicos foram estipulados para a presencga de alguns micro-organismos em
QMA (Tabela 1).

Tabela 1 — Padrdes microbiolégicos estabelecidos pela Lei n° 14.185 de 2002, Decreto n°
42.645 de 2002 e Decreto n° 44.864 de 2008 para a producdo de QMA

Parametro Padréo
Coliformes a 30 °C (UFC/qg) 50x 1038
Coliformes a 45 °C (UFC/g) 5,0 x 102
Staphylococcus coagulase positivo (UFC/g) 1,0 x 108
Salmonella spp. Ausénciaem 25 g
Listeria spp. Ausénciaem 25 ¢

Fonte: Minas Gerais, 2002; Minas Gerais, 2008.

Coliformes sado bactérias Gram-negativas, bastonetes, ndao formadores de
esporos e capazes de fermentar a lactose produzindo 4cido latico e gas (APHA, 2001).
Estéo presentes no solo, vegetais e fezes, sendo sua presenca associada a condigoes
insatisfatorias de higiene, durante ou apds a fabricagdo, j& que sao facilmente
inativados por sanitizantes (APHA, 2001; JAY et al., 2005; PINTO et al., 2011). As
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bactérias pertencentes a esse grupo sao dos géneros Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella(FRANCO e LANDGRAF, 1996). A presenca de coliformes em
queijos podem causar fermentagdes anormais, provocando estufamento precoce nos
queijos (FURTADO, 2017).

A principal espécie de Staphylococcus relacionada com surtos por toxinfecgcoes
de origem alimentar é o S. aureus, que é usualmente associada a capacidade de
produzir enterotoxinas termorresistentes. Esses micro-organismos sédo cocos, Gram
positivos, anaerobios facultativos e tolerantes a altas concentragdes de sal e nitratos
(PAL et al., 2020). A presenca dessa bactéria em queijos artesanais esta relacionada
com a utilizagao de leite proveniente de vacas com mastite e a condi¢des insalubres
de higiene, além da manipulagédo excessiva desses alimentos, uma vez que o habitat
natural desses micro-organismos sao o ar, solo, agua, homens e animais (BRAMLEY
e MCKINNOM, 1990).

Salmonella spp. pertencem a familia Enterobacteriaceae e sao caracterizados
como bacilos Gram negativos, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos
(JAY, 2005). Esse micro-organismo € responsavel por doencas como febre tifoide,
febre entérica e salmonelose, podendo ser encontrado em produtos lacteos, carneos
processados, além de ovos e carne de aves (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

Espécies do género Listeria sao bastonetes, Gram-positivos, ndo formadores de
esporos, catalase positivos e psicrotréficos, destacando-se L. monocytogenes que é
o principal patdégeno pertencente a esse género (JAY, 2005). Os sintomas mais
comuns sao febre, fadiga, nausea e vémito, além de mal-estar e diarreia (FRANCO e
LANGRAF, 1996). L. monocytogenes afeta principalmente individuos
imunologicamente debilitados, como criancas e idosos, além de gestantes, podendo
ocasionar aborto, parto prematuro ou septicemia neonatal (LECUIT, 2007; MARCO et
al., 2000).

1.4.2. Bactérias acido laticas (BAL)

BAL representam um grupo de diversos micro-organismos que sao normalmente
encontrados em produtos lacteos, carnes e bebidas, sendo também constituintes
naturais do trato digestorio, intestino, cavidade oral e vagina de mamiferos, além de
solo, adubo, silagem e agua (JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014).
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Esses micro-organismos apresentam caracteristicas morfolégicas, metabdlicas
e fisiologicas comuns, sendo bastonetes ou cocos Gram positivos, iméveis, catalase
negativo, anaerdbios ou aerotolerantes, ndo formadores de esporos, acido-resistentes
e o principal produto da fermentacao de carboidratos € acido latico. Os géneros mais
comuns sao: Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Lactococcus,
Oenococcus, Fructobacillus e Weissella (VINDEROLA et al., 2019).

O processo de fermentacao pode ser utilizado para classificar esses micro-
organismos, em homo ou heterofermentativo. No processo homofermentativo, o Unico
composto gerado é o acido latico, tipico dos géneros Lactococcus e Streptococcus.
J& no processo heterofermentativo, tém-se como produto final, além do acido latico,
compostos como didéxido de carbono, etanol ou acetato, ocorrendo nas espécies de
Leuconostoc e Lactobacillus (PARADA et al., 2007). BAL sdo capazes de causar
deterioracao precoce nos alimentos, entretanto, por possuirem a habilidade de reduzir
o teor de lactose, produzir acido e conferir melhoria nas caracteristicas sensoriais e
tecnoldgicas, esses micro-organismos sao utilizados na producao de varios alimentos
e bebidas, como salames, chucrutes, azeitonas, além de serem usadas como culturas
starters para a producgéao de diversos tipos de queijos e bebidas lacteas (JERONYMO-
CENEVIVA et al., 2014; MACORI e COTTER, 2018).

Outra funcéo importante no que se refere a presengca de BAL em queijos € sua
atuacao na maturacéo, relacionando-se diretamente com as caracteristicas sensoriais
do produto. Essas bactérias produzem de enzimas que sao responsaveis pela
degradacao das micelas de caseina e peptideos, formando compostos nitrogenados,
que geram aromas e sabores caracteristicos (PAULA, CARVALHO e FURTADO,
2009). BAL ainda possuem habilidade de inibir micro-organismos patogénicos e
deterioradores por meio de competicao por nutrientes e oxigénio, juntamente com a
capacidade de produzir substdncias antagonistas, como bacteriocinas e outras
substancias antimicrobianas, como acidos e peroxido (BALCIUNAS et al., 2013;
FRANZ et al., 2007; MACORI e COTTER, 2018).

1.4.2.1. Métodos de enumeracao de BAL

Para a enumeragéo restrita de BAL, os meios de cultura utilizados necessitam
de suplementos e agentes seletivos, como acidos nucleicos, aminoacidos e peptideos,
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vitaminas, sais, bases purinicas e pirimidicas (CAPLICE e FITZGERALD, 1999).
Desse modo, para enumeracao de BAL mesdfilas, a International Organization for
Standardization publicou a ISO 15214 que indica a utilizacdo do agar Mann, Rogosa
e Sharpe (MRS) com pH ajustado a 5,7 £ 0,1, incubagao a 30 °C por 72 + 3h, com
incubacgao sob condicdes de anaerobiose ou microaerofilia. Entretanto, apenas essas
condicées ndo sao suficientemente seletivas para a enumeragdao das BAL, sendo
necessaria a utilizacao de outros testes para uma identificagcao preliminar das colénias
obtidas, como coloragéao de Gram e teste de catalase (ISO, 1998). Outros meios de
cultura e condicbes de incubacao (tempo, temperatura, atmosfera) podem ser
utilizados para a enumeracao e deteccao de BAL. Alguns desses meios de cultura
estdo descritos na Tabela 2. Embora sejam descritos como seletivos, essas condigdes
de cultivo ndo permitem o isolamento e enumeracdao somente dos grupos, géneros ou
espécies-alvo de BAL previstos (Tabela 2). Isso ocorre devido a alta diversidade
genética que existe entre BAL, mesmo quando se considera um género ou uma
espécie desse grupo, essa alta diversidade determina caracteristicas fisioldgicas
diferentes, que comprometem a seletividade adequada desses protocolos.

Nesse contexto, o sistema Petrifilm™ (3M Microbiology, St. Paul, MN, EUA) tem
sido considerado como uma alternativa para enumeracao de BAL. Esse sistema foi
amplamente difundido na industria de alimentos na década de 1980, sendo
caracterizado por um sistema de duplo filme plastico, sendo uma base rigida
impregnada com nutrientes e um gel hidrossoluvel, e um filme superior também
impregnado com o mesmo gel hidrossoluvel e corantes indicadores. Essas placas
apresentam vantagens como facilidade de execucédo, menor tempo de incubagao,
menos etapas de preparo de material, além de ocupar um menor espaco na hora da
incubacdo e descarte (CHAMPAGNE et al.,, 1994; McGREGOR et al.,, 1995;
ORTOLANI et al., 2007). O sistema possui diversas apresentacdes, para enumeracao
de diferentes grupos microbianos: as placas Petriflm™ Aerobic Count (AC) foram
originalmente desenvolvidas para enumeragao de aerébios mesdfilos, e de maneira
alternativa para enumeracao de BAL, quando associadas a MRS e submetidas a
incubacao em anaerobiose (ORTOLANI et al., 2007). O Petrifilm™ AC possui o cloreto
de trifeniltetrazélio (TTC) como substancia indicadora, um corante incolor que se torna
vermelho na forma reduzida, facilitando a visualizagdo das colénias formadas (NERO
et al., 2006).



Tabela 2 — Meios de cultura usados na enumeragao de bactérias acido laticas
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Grupo Espécie Meio de cultura Seletividade Incubacgéao Referéncia

BAL - MRS Anaerobiose, pH (5,7) 30C, 72h ISO (1998)

Lactobacillus - APT Aerobiose 35C, 72h APHA (1992)

Lactobacillus - MRS Anaerobiose 25 C, 48h Welthagen e Viljoen (1999)

Lactobacillus acidophilus RAC* com verde de Anaerobiose 37 C, 48h Darukaradhya et al. (2005)
bromocresol e clindamicina

Lactococcus - M17 Aerobiose 25 C, 48h Welthagen e Viljoen (1999)

Pediococcus - MRS com Feniletanol Anaerobiose 37 C, 48h Kang e Fung (1998)

Streptococcus  thermophilus M17 Aerobiose 37 C, 48h Jordano et al. (1992)

Streptococcus  thermophilus Agar Streptococcus Aerobiose 37 C, 24h Dave e Shah (1996)
thermophilus (ST)

Enterococcus - Kanamicina Esculina Azida Aerobiose 37 C, 24h Gomes et al. (2008)

* RAC - Reinforced Clostridial Agar com verde de bromocresol e clindamicina
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A utilizacado alternativa das placas Petrifim™ AC para enumeracdo de BAL
determinou o desenvolvimento de diversas pesquisas, que avaliaram as condi¢des de
seletividade que poderiam ser incorporadas ao sistema. Nero et al. (2006)
compararam o uso de Petrifilm™ AC associado ao caldo MRS com agar MRS para
enumeracao de BAL de diferentes cepas ressuspendidas e em amostras de leite cru;
para isso, todas as amostras foram submetidas a diluicoes decimais seriadas em caldo
MRS, posteriormente plaqueadas e incubadas nas condigdes recomendadas. Os
autores constataram que n&o houve diferenga significativa entre os métodos
analisados. Entretanto, col6nias de Leuconostoc mesenteroides (L. mesenteroides) e
Streptococcus thermophilus (S. thermophilus) apresentaram coloragdes muito claras
e Lactobacillus casei (Lb. casei) apresentou colbnias muito pequenas, o que dificultou
as contagens nas placas de Petrifim™ AC.

Resultados semelhantes também foram obtidos para enumeracao de BAL em
leites fermentados com diferentes culturas iniciadoras. No estudo de Nero et al.
(2008), amostras de leites fermentados foram diluidas em caldo MRS e plaqueadas
em Petrifim™ AC e agar MRS. Comparando os resultados, nédo foi encontrada
diferenga significativa entre os métodos analisados. A diluicado em caldo MRS permitiu
nutrientes suficientes para o crescimento e formacao de colénias de BAL nesse tipo
de placa.

Goncalves et al. (2009) observaram a dificuldade de alguns micro-organismos
em reduzir o TTC em situagdes especificas, durante a produgéo de iogurte. Quando
as culturas de Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb. bulgaricus), assim que
adicionadas ao leite, foram diluidas em caldo MRS pH 5,4 para posterior
plagueamento em Petriflm™ AC, esses micro-organismos sofreram um estresse,
devido a acidez do meio, o0 que dificultou a redugédo do TTC, reduzindo as contagens
nessas placas. Entretanto, durante a fermentacao desse produto (depois de 4 h) apés
uma possivel adaptacao desses micro-organismos as condi¢des de baixo pH, ocorreu
um novo plaqueamento, onde as placas de Petriflm™ AC se mostraram eficientes,
quando comparadas com os resultados obtidos sob as mesmas condigbes de
diluicbes em placas com agar MRS, pH 5,4. Resultados opostos foram observados
quando culturas de S. thermophilus assim que adicionadas ao leite, foram diluidas em
caldo M17 e plaqueadas em placas de Petrifim™ AC e agar M17. Como esse caldo
ndo havia sido acidificado, a performance do Petrifilm™ AC para a enumeragao
desses micro-organismos foi melhor que em agar M17. Todavia, apds o periodo de
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fermentacao, a acidez do iogurte pode ter estressado esses micro-organismos, o que
dificultou a reducao do TTC, resultando numa contagem inferior, quando comparado
com o agar M17.

Outros estudos foram realizados avaliando o uso de placas de Petriflm™ AC
para enumeracao de BAL especificas. Freitas et al. (2013) associaram as placas de
Petriflm™ AC com caldo de Litio e glicerol para enumeragao de propionibactérias.
Colombo et al. (2014) avaliaram a utilizagao do Petrifim™ AC associado a caldo MRS
e suplementado com vancomicina (MRS-V), e obtiveram uma boa correlagdo com
métodos tradicionais para enumeragcdo de Lb. casei. Castilho et al. (2015)
compararam diferentes métodos para enumeracao de BAL em salame e observaram
que caldo de MRS adicionado de vermelho de clorofenol associado com as placas de
Petrifilm™ AC obtiveram resultados eficientes quando comparados aos dados obtidos
pela metodologia convencional de enumeragao.

ApGs essas pesquisas, a empresa 3M Microbiology lancou em 2017 uma
apresentacao de placas Petriflm™ especifica para contagem de BAL: Petrifilm™
Lactic Acid Bacteria (Petrifilm™ LAB). Até 0 momento, apenas um estudo relacionado
a utilizacdo dessas placas foi publicado: Kanagawa et al. (2018) avaliaram a
performance das placas de Petrifilm™ LAB em diversos alimentos e constataram que
nao houve diferenca significativa entre as contagens, quando comparadas com o
plagueamento em agar MRS. Também foi observado que as colénias obtidas das
placas de Petriflm™ foram confirmadas como BAL, confirmando a efetividade das
mesmas.

Dessa forma, o presente estudo visa analisar a performance de placas

Petrifilm™ LAB para enumeragéo de BAL em QMA do Serro, Minas Gerais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o desempenho do Petrifim™ LAB para enumeracao de bactérias acido

laticas presentes em QMA do Serro.

2.2. Objetivos Especificos

Considerando o objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram
definidos:
e Analisar o perfil da microbiota presente em QMA do Serro;
e Analisar o comportamento dessa microbiota em setes protocolos para
enumeracgao de BAL e Staphylococcus;
e Enumerar BAL em QMA do Serro utilizando cinco protocolos distintos;
e Confirmar as colbnias isoladas dos cincos protocolos como BAL;

e Analisar as colbnias isoladas por métodos fenotipicos e moleculares.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Etapa 1 — Analise da microbiota do QMA do Serro

3.1.1. Amostragem

Amostras de QMA do Serro (n = 6) foram obtidas no centro de distribuicdo da
Associacao de Produtores de QMA do Serro (CooperSerro, Belo Horizonte, MG,
Brasil), sendo 3 queijos produzidos com “rala” e 3 produzidos com “pingo’. As
amostras foram mantidas sob refrigeracao a 4 °C até a realizacdo das anélises
microbiolégicas. Porgcbes de 25 g dos queijos foram obtidas assepticamente,
transferidas para bags estéreis, homogeneizadas com 225 mL de tampao citrato (2%
m/v) e submetidas a diluicao seriada decimal em cloreto de Sédio (NaCl) (0,85% m/v).
Diluigdes selecionadas foram semeadas pour plate e em duplicata em agar Padrao de
Contagem (PCA; Oxoid Ltd.), e incubadas a 35 °C por 48h para enumeragéao e selecao
de aerdbios mesofilos (APHA, 2001). Os resultados obtidos foram expressos unidades
formadoras de colénias por grama (UFC/g), convertidas em log e comparadas por
analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey (p < 0,05) (XLSTAT, Addinsoft, New York,
NY, EUA).

3.1.2. Perfil da microbiota

Apés o periodo de incubacao, colénias de cada amostra foram selecionadas de
maneira aleatoria (10 a 20% das contagens observadas de uma placa selecionada):
76 de queijos produzidos com “pingo” e 64 de queijos produzidos com “rala” (n = 140).
As colbnias foram purificadas por duas passagens repetidas em agar BHI (Oxoid Ltd.),
com incubacao a 37 °C por 24h e submetidas a testes de morfologia por coloracao de
Gram e producédo de catalase. Posteriormente, os isolados foram caracterizados em
trés grupos: BAL (bacilos ou cocos Gram positivos e catalase negativo),
Staphylococcus spp. (cocos Gram positivo e catalase positivo) e outros (com
caracteristicas distintas de BAL e Staphylococcus spp.). Os isolados caracterizadas
como Staphylococcus spp. foram submetidos a testes de producdo de coagulase e
DNAse, conforme ISO 6888-1 (ISO, 1999). Todos os isolados foram submetidos a
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extragdo de DNA com o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Corp.,
Madison, WI, EUA).

Os isolados caracterizados como BAL (n = 100) foram inicialmente submetidos
a um agrupamento genético por rep-PCR, utilizando o primer GTGs (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’) (GEVERS et al., 2001; VERSALOVIC et al., 1994). Para
as reacoes de PCR foram adicionados 12,5 puL de Go Taq Green Master Mix 2x
(Promega), 1 L de cada primer 50 pMol, 2 uL de DNA e agua livre de DNA (Promega)
até completar o volume de 25 pL. As condigbes de amplificagdo foram realizadas
segundo Gevers et al. (2001). Os produtos adquiridos foram submetidos a eletroforese
em um gel de agarose a 2% em tampao TBE 0.5x e corados utilizando GelRed
(Biotium Inc., Hayward, CA, EUA). Os perfis genéticos foram registrados e analisadas
pelo software BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). A similaridade entre
os perfis foi calculada utilizando a correlacdao de Dice (Optimizacédo de 1% e 5% de
tolerancia) e um dendrograma foi obtido a partir dos perfis.

Considerando os perfis genéticos obtidos com uma taxa de similaridade de 80%,
54 isolados de BAL foram selecionados para identificacao através do sequenciamento
do gene 16S rRNA, bem como os isolados caracterizados como Staphylococcus (n =
17) e outros (n = 22). Aliquotas dos DNAs extraidos dos isolados selecionados (n =
93) foram submetidas a uma reacao de PCR com os primers 8f, (5- CAC GGA TCC
AGA CTT TGA T(C/T)(A/C) TGG CTC AG-3) e 1512r, (5- GTG AAG CTT ACG
G(C/T)T AGC TTG TTA CGA CTT-3’), conforme Wiesburg et al. (1991). Para as
reacdes de PCR foram adicionados 25 pyL de Go Taq Green Master Mix 2x (Promega),
1 puL de cada primer 25 pMol/uL, 2 uL de DNA e agua livre de DNA (Promega) até
completar o volume de 50 pL. As condi¢des de amplificagéo foram realizadas segundo
Wiesburg et al. (1991). Os produtos adquiridos foram submetidos a eletroforese em
um gel de agarose a 2% em tampao TBE 0.5x, corados utilizando GelRed (Biotium) e
analisados quanto a presenca de um produto de PCR com 1.000 pb. Em seguida, os
produtos da PCR foram armazenados em placas de 96 pocos e sequenciados
(Macrogen Inc., Seul, Coréia do Sul). As sequéncias obtidas foram analisadas com
auxilio do software Mega 7 e comparadas empregando o National Center for
Biotechnology Information (NCBI) utilizando o software Basic Alignment Search Tool
(BLAST) para identificagéo dos isolados.
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3.1.3. Comportamento da microbiota de QMA do Serro em meios de cultura seletivos

Todos os isolados obtidos das placas de PCA (n = 140) foram transferidos para
caldo BHI (Oxoid Ltd.) e incubados overnighta 37 °C. Em seguida, as culturas obtidas
foram diluidas em caldo BHI (Oxoid Ltd.) até obtencdo de uma turbidez semelhante
ao tubo 1 da escala 1 de McFarland, correspondendo a aproximadamente 3 x 108
UFC/mL, e submetidas a diluicdo seriada decimal em NaCl (0,85% m/v). Diluices
selecionadas das culturas obtidas foram submetidas a sete protocolos para
enumeracao de BAL e Staphylococcus:

v MRS1: esse protocolo foi definido conforme a metodologia ISO 15214/1998 (ISO,
1998), em agar MRS (BD - Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ,
EUA) com pH ajustado para 5,7 e incubacgéo a 30 °C por 72 h;

v MRS2: agar MRS (BD) com pH ajustado para 5,7 e incubacdo em anaerobiose
(GasPak, BD) a 30 °C por 72 h (ISO, 1998);

v MRS3: esse protocolo foi definido apés modificagbes na metodologia ISO
15214/1998 (1SO, 1998), em agar MRS (BD) com pH ajustado para 5,7 e incubacgéo
a 37 °C por 48 h;

v’ M17: agar M17 (BD) e incubacéo a 37 °C por 48 h (APHA, 1992);

v Petrifilm LAB: Petrifilm™ LAB (3M) e incubacgao a 37 °C por 48 h;

v" Baird-Parker: esse protocolo foi definido conforme a metodologia ISO 6888-1 (1SO,
1999), em agar Baird-Parker (Oxoid) e incubacao a 37 °C por 48 h;

v Petrifilm STX: Petrifilm™ STX (3M) e incubacéo a 37 °C por 24 h;

Apos os periodos de incubagéo, foi realizada uma analise qualitativa onde se
observou a presenca de morfologia tipica das colbnias apresentadas em cada
protocolo. As caracteristicas de BAL e Staphylococcus spp. nos protocolos avaliados
sdo apresentadas na Tabela 3. As frequéncias de isolados que apresentaram
morfologias tipicas e atipicas (ou auséncia de coldnias) nos protocolos avaliados
foram comparadas para cada grupo microbiano definido por Chi-quadrado (p < 0,05,
XLSTAT, Addinsoft).
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Tabela 3 — Caracteristicas morfologicas tipicas de colénias de bactérias acido laticas e
Staphylococcus em protocolos de enumeragao avaliados.

Protocolo Morfologia tipica Grupo microbiano Exemplo
MRS1, MRS2, Colbnias sem Bactérias laticas
MRSS, morfologia
M17 caracteristica
Petrifiim LAB Coldnias vermelho BAL homofermentativas
escuras (sem gas) e BAL

associadas ou ndo heterofermentativas (com

a bolhas de gas gas)
Baird-Parker Colbdnias cinza Staphylococcus
escuro a pretas, coagulase positiva

com dois halos:
um opaco € um

translicido

Petrifilm STX Colbdnias Staphylococcus aureus

vermelho-violetas

Colbnias escuras  Staphylococcus DNAse
com halo rosa positiva

apoés adicao do

disco de DNAse

Ainda, as colénias formadas foram enumeradas e os resultados obtidos
expressos em log UFC/mL. Os resultados das contagens foram agrupados
considerando os grupos microbianos definidos e comparados por ANOVA e Tukey (p
< 0.05) e por regressao linear (p < 0,05) (XLSTAT, Addinsoft).
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3.2. Etapa 2 — Avaliagédo da performance de Petriflm™ LAB para a enumeracao de
bactérias acido laticas em QMA do Serro produzidos com “rala’ e “pingo”

3.2.1. Amostragem e dilui¢cbes

Amostras de QMA do Serro foram obtidas (n = 55) no centro de distribuicdo da
CooperSerro, sendo 48 queijos produzidos com “rala’ e 7 produzidos com “pingo”. As
amostras foram mantidas sob refrigeracdo até a realizacdo das analises
microbioldgicas. Porcées de 25 g das amostras foram obtidas assepticamente,
transferidas para bags estéreis, homogeneizadas com 225 mL de tampao citrato (2%

m/v) e submetidas a diluicdo seriada em escala decimal em NaCl (0,85% m/v).

3.2.2. Enumeracgao de BAL

Diluicbes selecionadas foram submetidas e cinco protocolos distintos para a
enumeracao de BAL.:

v MRS1: esse protocolo foi definido conforme a metodologia ISO 15214/1998 (I1SO,
1998), em agar MRS (BD) com pH ajustado para 5,7 e incubacao a 30 °C por 72 h;

v MRS2: agar MRS (BD) com pH ajustado para 5,7 e incubacao em anaerobiose
(GasPak, BD) a 30 °C por 72 h (ISO, 1998);

v MRS3: esse protocolo foi definido apés modificagbes na metodologia ISO
15214/1998 (ISO, 1998), em agar MRS (BD) com pH ajustado para 5,7 e incubacgao
a 37 °C por 48 h;

v M17: agar M17 (BD) e incubacao a 37 °C por 48 h (APHA, 1992);

v' Petrifilm LAB: Petriflm™ LAB (3M) e incubacgao a 37 °C por 24, 48 e 72 h;

Apoés incubagdo, as colbnias formadas foram enumeradas e os resultados

obtidos foram expressos em UFC/g.

3.2.3. Caracterizacao bioguimica

Considerando todos os protocolos avaliados e todas as amostras de QMA

analisadas, col6nias foram aleatoriamente selecionadas de maneira representativa
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(aproximadamente 10% das colénias formadas por placa). Um total de 2.569 col6nias
foi obtido; todas as colénias foram purificadas ap6s 2 a 3 passagens sucessivas em
agar MRS (BD) (30 °C por 24 h). Em seguida, os isolados foram submetidos a
coloragao de Gram e teste de catalase. Isolados que apresentava caracteristicas de
BAL (cocos ou bacilos Gram positivos e catalase negativa, n = 1.901) foram
transferidos para caldo MRS suplementado com glicerol (20% v/v) e armazenados a -
20 °C.

3.2.4. Andlise de dados

As contagens obtidas pelos diferentes protocolos foram ajustadas para a
enumeragdo de BAL, considerando a caracterizagdo bioquimica. Em seguida, as
contagens foram convertidas em logio € comparadas considerando os tipos de
amostras (“pingo”, “rala” e total) e tempos de incubacao, por ANOVA e Tukey e
regressao linear (p < 0,05, XLSTAT, Addinsoft). Adicionalmente, as frequéncias de
isolados caracterizados como BAL, apds os resultados da caracterizagéo bioquimica,
foram comparados por Chi-quadrado (p < 0,05) considerando os diferentes protocolos

e tipos de amostras (“pingo”, “rala” e total) (XLSTAT, Addinsoft).

3.2.5. Caracterizacao molecular da microbiota latica dos queijos

Uma amostragem das coldnias caracterizadas como BAL foi selecionada para
identificacdo molecular, considerando as col6nias formadas nos protocolos Petrifilm
LAB (n = 467) e MRS1 (n = 541), e obtidas de queijos “rala” (n = 873) e “pingo” (n =
135). Os isolados foram submetidos a extragcdo de DNA com o kit Wizard® Genomic
DNA Purification (Promega) e rep-PCR, utilizando o primer GTGs (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3') (GEVERS et al.,, 2001; VERSALOVIC et al., 1994),
conforme descrito anteriormente. Os produtos adquiridos foram submetidos a
eletroforese em um gel de agarose a 2% em tampao TBE 0.5x e corados utilizando
GelRed (Biotium), e os perfis genéticos foram registrados e analisadas pelo software
BioNumerics 6.6 (Applied Maths). A similaridade entre os perfis foi calculada utilizando
a correlacao de Dice (Optimizacédo de 1% e 5% de tolerancia) e um dendrograma foi

obtido a partir dos perfis.
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Considerando os perfis genéticos obtidos com uma taxa de similaridade de 80%,
384 isolados foram selecionados para identificacao através do sequenciamento do
gene 16S rRNA. Aliquotas dos DNAs extraidos dos isolados selecionados foram
submetidas a uma reacao de PCR com os primers P1V1 (5'- GCG GCG TGC CTA
ATA CAT GC-3') e P4V3 (5-ATC TAC GCATTT CAC CGC TAC-3'), conforme Klijn et
al. (1991). Para as reacdes de PCR foram adicionados 25 uL de Go Taq Green Master
Mix 2x (Promega), 1 pL de cada primer 10 pMol/ uL, 2 pL de DNA e agua livre de DNA
(Promega) até completar o volume de 50 pL. As condicbes de amplificagdo foram
realizadas segundo Klijn et al. (1991). Os produtos adquiridos foram submetidos a
eletroforese em um gel de agarose a 2% em tampao TBE 0.5x, corados utilizando
GelRed (Biotium) e analisados quanto a presenga de um produto de PCR com 1000
pb. Em seguida, os produtos da PCR foram armazenados em placas de 96 pocos,
sequenciados (Macrogen Inc.), e as sequéncias obtidas analisadas pelo NCBI
utilizando o software BLAST para identificacdo dos isolados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Etapa 1 — Analise da microbiota do QMA do Serro

4.1.1. Amostragem

Considerando as 6 amostras de QMA, a média de contagem de aerdbios
mesofilos foi 7,4 log UFC/g (Tabela 4). Nao houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre as contagens dos queijos produzidos com “rala” e “pingo’, que apresentaram

médias de 8,3 log UFC/g e 6,5 log UFC/g, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 4 - Média geral em log UFC/g da contagem de Aerdbios mesdéfilos em QMA do Serro
Variavel Observagoes Minimo Maximo Média Desvio padrao
Contagem 6 5,066 8,756 7,381 1,339

Tabela 5 - Médias em log UFC/g por tipo de queijo da contagem de Aerébios meséfilos em
QMA do Serro

. 1 ~ Limite inferior Limite superior
Categoria Médias LS Erro padrao (95%) (95%) Grupos
“Rala” 8,308 0,563 6,744 9,871 A
“Pingo” 6,454 0,563 4,891 8,018 A

Figueiredo et al. (2015) analisando leite e QMA do Serro encontraram para
mesofilos aerdbios contagens variando de 5,09 a 6,91 log UFC/mL para leite e 8,62 a
9,26 log UFC/g para QMA. Pinto et al. (2009) ao analisarem QMA do Serro,
encontraram valores entre 8,25 a 8,37 log UFC/g para andlise de mesdéfilos aerdbios.
Rafael (2017) encontrou em QMA da Canastra produzidos com “pingo”, contagens
médias de mesofilos aerdbios entre 5,32 a 8,40 log UFC/g. Contagens com valores
variando de 5,87 a 7,45 log UFC/g foram encontradas por Nébrega et al. (2008)
quando analisaram o mesmo tipo de queijo. Conforme ICMSF (1984), as contagens
de micro-organismos aerdébios mesofilos estdo relacionadas com a qualidade da
matéria prima, a higienizagdo do ambiente e manipuladores e o transporte e

armazenamento desses produtos.
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4 1.2. Perfil da microbiota

ApGs a caracterizagcdo dos isolados selecionados (n = 140), constatou-se que
71% era BAL (n = 100, cocos ou bacilos Gram positivo, catalase negativa). Do total
de BAL, 67% dos isolados foram identificados como bacilos, sendo encontradas 31%
em amostras de queijos produzidos com “pingo” e 36% em queijos produzidos com

“rala’, como ilustrado na Figura 3.

100%
mLAB - rods

m LAB - cocci
80% )
m staphylococci

m other
60%

40%

20%

0%
pingo rala

Figura 3 - grupos microbianos isolados de QMA do Serro produzidos com “pingo” e “rala’
identificados bioquimicamente

Isolados identificados como Staphylococcus spp. totalizaram 12% das
amostras, enquanto os isolados identificados como “outros” apresentaram um total de
16%. Uma similaridade entre esses grupos foi observada quando se levou em
consideracao a origem dos queijos (“rala” e “pingo”). A partir da amplificacdo de uma
regidao do gene 16S rRNA de amostras selecionadas (n = 93), o perfil genético obteve
um panorama similar com o apresentado anteriormente. A Tabela 6 detalha os grupos
quanto aos géneros identificados para cada tipo de queijo.
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Tabela 6 — Identificagdo molecular a partir do sequenciamento do 16S rRNA das amostras
isoladas de QMA produzidos com “pingo” e “rala”

Grupo Género “Pingo” “Rala” Total

BAL Lactobacillus sp. 16 18 34
Lactococcus sp. 0 4 4
Streptococcus sp. 14 1 15
Staphylococcus Staphylococcus sp. 7 10 17
Outros Acinetobacter sp. 7 10 17
Exiguobacterium sp. 4 0 4

Aerococcus sp. 1 0 1

Bacillus sp. 1 0 1
Total 50 43 93

Lactobacillus (Lb.) sp. foi 0 género mais frequente em ambos os tipos de queijos.
Estudos anteriores também encontraram esse género de BAL em queijos artesanais.
Resende et al. (2011) constataram que Lb. rhamnosus, Lb. casei e Lb. plantarum
foram as principais espécies encontradas em leite e QMA da Canastra. Luiz et al.
(2016) analisando QMA de Araxa também observaram que Lb. plantarum e Lb.
rhamnosus foram as espécies mais predominantes nesses queijos.

Perin et al. (2017) analisaram a microbiota de QMA de cinco regides produtoras
(Serro, Serra do Salitre, Araxa, Canastra e Campo das Vertentes) e constataram que
0 género mais prevalente em todas as regides foi o Lactobacillus, sendo que em QMA
do Serro destacaram-se as espécies Lb. brevis e Lb. casei. A prevaléncia de
Lactobacillus spp. em queijos artesanais esta relacionada com a capacidade desse
género em se multiplicar em condi¢cdes adversas, como em um ambiente mais acido
(baixo pH) e concentracdes elevadas de sal (PERIN et al., 2017).

A presenca de Lactococcus sp. em QMA ja foi reportada por Resende et al.
(2011), quando analisaram a microbiota de QMA da Canastra, e por Kamimura et al.
(2019), que analisaram a diversidade microbiol6gica de queijos de diferentes regides
do Brasil, e constataram que Lactococcus sp. e Streptococcus sp. foram os géneros
predominantes nos QMA do Cerrado e Serro. Arcuri et al. (2013) também encontraram
Streptococcus e Lb. plantarum em QMA do Serro utilizando a técnica de impressao
digital de 16S rDNA de comunidades de bactérias por PCR-DGGE. Streptococcus sp.
foi um dos géneros mais predominantemente encontrados. Resultados similares
foram observados por Lima et al. (2009), quando analisaram o “pingo” utilizado para
producéo de QMA da Serra do Salitre.

A variacdo da microbiota latica em queijos artesanais pode ser explicada devido
as peculiaridades das microrregides, como clima, topografia, pastagens, raga do gado,
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além das caracteristicas de cada produtor, como a localidade dentro daquela
microrregido, o0 modo de produgéao e utilizacao de “pingo” ou “rala”.

A presenca de Staphylococcus sp. em queijos artesanais é relatada por diversos
autores. Brant et al. (2007) analisaram QMA do Serro e constataram que 82,5% das
amostras estavam improéprias para o consumo humano devido a altas contagens de
Staphylococcus coagulase positiva. Santos (2010) analisou o efeito da sazonalidade
sobre a microbiota em QMA do Serro e demonstrou que, independente da estagdo do
ano, as contagens de S. aureus estavam acima dos padrdes estabelecidos para esse
tipo de queijo. Outros trabalhos também encontraram resultados semelhantes em
relacdo a Staphylococcus spp. (ALMEIDA FILHO e NADER FILHO, 2000;
LOGUERCIO e ALEIXO, 2001; LUBECK et al., 2001; PEREIRA et al., 2008). Andretta
et al. (2019) analisaram a inocuidade microbiolégica de QMA do Serro e encontraram
altas contagens de S. aureus em ambos os tipos de queijos (“rala” e “pingo”), porém,
nao foram constatadas a presenca de enterotoxinas produzidas por esses micro-
organismos. A presenca de Staphylococcus spp. pode ser relacionada com a auséncia
de condicbes higiénico-sanitarias no transporte e armazenamento, manejo
inadequado e a auséncia de sanidade do rebanho (BRANT et al., 2007). Além disso,
essas altas contagens também podem estar relacionadas a producdo manual desse
tipo de queijo, j& que Staphylococcus spp. também faz parte da microbiota natural do
corpo humano.

Acinetobacter sao bactérias Gram negativas, psicrotréficas e produtoras de
lipases (PINTO et al., 2015). Acinetobacter sp. e Aerococcus sp. ja foram identificados
em amostras de leite e queijo. Rasofolo et al. (2010) analisaram o armazenamento de
leite submetido a diversos tratamentos térmicos e identificaram que as espécies
Aerococcus viridians (A. viridians) e Acinetobacter calcoaceticus permaneceram
estaveis durante 3 dias de armazenamento a 4 °C. Castro et al. (2016) identificou A.
viridians em amostra de soro fermento utilizado na producado de QMA do Campo das
Vertentes. Hantsis-Zacharov e Halpern (2007) e Raats et al. (2011) identificaram
espécies de Acinetobacter em leite cru refrigerado. A presenca de Acinetobacter sp.
também foi descrita por Larpin-Laborde et al. (2011) em queijo Livarot e por Pehrson
(2017) em QMA da Mantiqueira. Esse micro-organismo é produtor de biofilmes,
podendo aderir fortemente as superficies de equipamentos em industrias de laticinios,
como foi descrito por Cherif-Antar et al. (2016). Acinetobacter sp. pode estar presente
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na agua, no solo, na pele das pessoas, principalmente na regiao axilar e dedos,
podendo ser facilmente transferido para o leite e queijo (CHOI et al.,2005).

A presenga de Exiguobacterium nesse trabalho foi identificado em queijos
produzido com “pingo”. Esse género também foi relatado em queijo artesanal
produzido na regiao amazénica, no trabalho de Martins et al. (2018), que identificou a
espécie E. acetylicum. Exiguobacterium também ja foi identificado em camarao por
Lopez-Cortes et al. (2006). Essa bactéria esta presente em diversos ambientes, como
fontes termais, gelo glacial da Groenlandia e até na rizosfera de plantas, mas é pouco
encontrada em alimentos (CHATURVEDI e SHIVAJI, 2006; CRAPART et al., 2007).

4.1.3. Comportamento da microbiota em meios de cultura seletivos

Apoés a identificacdo bioquimica e molecular dos isolados obtidos de QMA do
Serro, todos os isolados foram plagueados nos sete protocolos descritos no item 3.1.3.
Na Tabela 7 encontra-se a frequéncia de colbnias tipicas apresentadas por cada
grupo (BAL, Staphylococcus spp. e outros) nos diferentes protocolos analisados.

Tabela 7 — Frequéncia e (%) de isolados de BAL, Staphylococcus e outros grupos, obtidos de
QMA do Serro, que apresentaram morfologia tipica em meios de cultura e protocolos
avaliados para enumeracao de BAL e Staphylococcus.

Grupo alvo Protocolo Isolados
BAL (n=100)  Staphylococcus Outros
(n=17) (n=23)
BAL Petrifilm LAB 92 (92,0%) 12 (70,6%) 14 (60,9%)
M17 93 (93,0%) 17 (100,0%) 23 (100,0%)
MRS1 83 (83,0%) 12 (70,6%) 12 (52,2%)
MRS2 89 (89,0%) 10 (58,8%) 13 (56,5%)
MRS3 82 (82,0%) 7 (41,2%) 12 (52,2%)
Staphylococcus  Petrifilm STX 13 (13,0%) 5 (29,4%) 5(21,7%)
Baird-Parker 7 (7,0%) 2 (11,8%) 2 (8,7%)

Em relacdo a BAL, foi possivel observar que todos os protocolos utilizados para
enumeragao apresentaram bons desempenhos, destacando-se o Petrifilm™ LAB e o
M17, que identificaram 92 e 93%, respectivamente, dos isolados desse grupo.
Entretanto, foi observado que outros grupos microbianos também apresentaram
colénias tipicas nos protocolos utilizados para a enumeragao de BAL. O protocolo M17
demonstrou ser o menos seletivo, sendo observado a presenga de colonias tipicas de
todos os isolados caracterizados como Staphylococcus spp. e “outros” nesse meio de
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cultura. No Petrifilm™ LAB foi identificado a presenca de colénias com caracteristicas
tipicas de BAL dos isolados de S. epidermidis, S. capitis, S. aureus, Acinetobacter
spp. € Exiguobacterium sp. (Figura 4). A presencga desses micro-organismos também
foi constatada nos protocolos MRS1, MRS2 e MRSS, exceto Exiguobacterium spp.
gue nao formou col6nias visiveis no protocolo MRS2.

Para o grupo alvo de Staphylococcus spp. foi possivel observar que uma baixa
frequéncia desses isolados formaram col6nias tipicas nos protocolos Petrifilm™ STX
e Baird-Parker. Porém, a presenca de colbnias tipicas de BAL e “outros” foram
identificadas. No Petrifilm™ STX, alguns isolados identificados como Lb. plantarum e
L. lactis apresentaram morfologia tipica, bem como alguns isolados de Acinetobacter
spp. No agar Baird-Parker isolados identificados como Lb. plantarum, Streptococcus
gallolyticus e Acinetobacter spp. também apresentaram col6nias tipicas de
Staphylococcus (Figura 4).

N _
Figura 4 - Morfologias de isolados identificados como Acinetobacter sp em placas Petrifilm™
LAB (esquerda), Petrifilm™ STX (centro) e em &gar Baird-Parker (direita).

Na Tabela 8 encontra-se as frequéncias dos isolados que apresentaram colénias
atipicas ou nao formaram colénias de cada grupo (BAL, Staphylococcus e outros) nos

diferentes protocolos analisados.
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Tabela 8 — Frequéncia e (%) de isolados de BAL, Staphylococcus e outros grupos, obtidos de
QMA do Serro, que apresentaram morfologia atipica em meios de cultura e protocolos
avaliados para enumeracéo de BAL e Staphylococcus.

Grupo alvo Método Isolados

BAL (n = 100) Staphylococcus Outros

(n=17) (n=23)

BAL Petrifilm LAB 8 (8%) 5 (29%) 9 (39%)
M17 7 (7%) 0 (0%) O (0%)

MRS1 7 (17%) 5 (29%) 1 (47%)

MRS2 1 1(11%) 7 (41%) 10 (43%)

MRS3 1 8 (18%) 10 (58%) 1 (47%)

Staphylococcus Petrifilm STX 7 (87%) 12 (70%) 8 (78%)

Baird-Parker 93 (93%) 15 (88%) 1(91%)

Os meios de cultura utilizados para a enumeragao de BAL apresentaram baixas
frequéncias de isolados com morfologia atipica ou auséncia de colénias. Em relagao
ao Petrifilm™ LAB, cinco isolados identificados como Lb. plantarum e trés
identificados como S. infantarius nao apresentaram coldnias nas placas (Figura 5).
Essas espécies também nao foram identificadas nos demais protocolos. No MRS1,
além desses isolados, uma amostra identificada como Bacillus sp. também nao
apresentou formacao de col6nias nas placas. Ja no protocolo MRS3, além dos
isolados de Lb. plantarum e S. infantarius, um isolado de L. lactis também n&o formou
colbnias visiveis.

Para o grupo alvo Staphylococcus spp., foi possivel observar que boa parte dos
isolados formaram coldnias atipicas nos protocolos Petrifim™ STX e Baird-Parker.
Nas placas de Petrifilm™ STX, foi observado que seis isolados identificados como S.
epidermidis, trés identificados como S. capitis, dois S. warneri e um S. aureus
apresentaram colbnias atipicas. Ja nas placas com agar Baird-Parker, sete isolados
de S. epidermidis, quatro S. aureus, trés identificados como S. capitis € um isolado de
Staphylococcus spp. apresentaram caracteristicas atipicas (Figura 5).
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Figura 5 - A) auséncia de colbnias de S. infantarius em placa de Petrifilm™ LAB;
B) auséncia de colbnias tipicas em placa de Petrifilm™ STX inoculada com S. epidermidis; C)
auséncia de coldnias tipicas de S. aureus em agar Baird-Parker.

Esses resultados também podem ser analisados individualmente para cada tipo
de queijo (“rala” e “pingo”). Na Tabela 9 encontra-se as frequéncias da presenca de
colbnias tipicas apresentadas por cada grupo (BAL, Staphylococcus e outros) nos
diferentes protocolos analisados, dos isolados obtidos de QMA do Serro produzido
com “pingo”. Na Tabela 10 estdo os resultados da frequéncia de colbnias atipicas
apresentadas em cada grupo nos protocolos avaliados. Também € possivel observar
o comportamento desses grupos de micro-organismos isolados de QMA do Serro
produzido com “rala’, nos diferentes protocolos. Esses dados estdo apresentados nas
Tabelas 11 e 12.

Tabela 9 — Frequéncia e (%) de isolados de BAL, Staphylococcus e outros grupos, obtidos de
QMA do Serro produzindo com “pingo’, que apresentaram morfologia tipica em meios de
cultura e protocolos avaliados para enumeracao de BAL e Staphylococcus.

Grupo alvo Método Isolados
BAL (n = 56) Staphylococcus Outros
(n=7) (n=13)
BAL Petrifilm LAB 52 (92,9%) 4 (57,1%) 9 (69,2%)
M17 55 (98,2%) 7 (100,0%) 13 (100,0%)
MRS1 43 (76,8%) 4 (57,1%) 5 (38,5%)
MRS2 49 (87,5%) 4 (57,1%) 7 (53,8%)
MRS3 45 (80,4%) 3 (42,9%) 7 (53,8%)
Staphylococcus Petrifilm STX 3 (5,4%) 0 (0,0%) 2 (15,4%)
Baird-Parker 2 (3,6%) 1 (14,3%) 1(7,7%)
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Tabela 10 — Frequéncia e (%) de isolados de BAL, Staphylococcus e outros grupos, obtidos
de QMA do Serro produzindo com “pingo”, que apresentaram morfologia atipica em meios de
cultura e protocolos avaliados para enumeracao de BAL e Staphylococcus.

Grupo alvo Método Isolados

BAL Staphylococcus Outros

(n = 56) (n=7) (n=13)

BAL Petrifilm LAB 4 (7%) 3 (43%) 4 (30%)
M17 1(1,8%) 0 (0%) 0 (0%)

MRS1 13 (23%) 3 (43%) 8 (61%)

MRS2 (1 2,5%) 3 (43%) 6 (46%)

MRS3 1 (19%) 4 (57%) 6 (46%)

Staphylococcus Petrifilm STX 3 (94%) 7 (100%) 11 (84%)

Baird-Parker 54 (96%) 6 (85%) 12 (92%)

Tabela 11 — Frequéncia e (%) de isolados de BAL, Staphylococcus e outros grupos, obtidos
de QMA do Serro produzindo com “rala’, que apresentaram morfologia tipica em meios de
cultura e protocolos avaliados para enumeracao de BAL e Staphylococcus.

Grupo alvo Método Isolados
BAL (n = 44) Staphylococcus Outros
(n=10) (n=10)
BAL Petrifilm LAB 0 (90,9%) 8 (80,0%) 5 (50,0%)
M17 8 (86,4%) 10 (100,0%) 10 (100,0%)
MRSH1 40 (90,9%) 8 (80,0%) 7 (70,0%)
MRS2 0 (90,9%) 6 (60,0%) 6 (60,0%)
MRS3 7 (84,1%) 4 (40,0%) 5 (50,0%)
Staphylococcus Petrifilm STX 0 (22,7%) 5 (50,0%) 3 (30,0%)
Baird-Parker 5(11,4%) 1 (10,0%) 1 (10,0%)

Tabela 12 — Frequéncia e (%) de isolados de BAL, Staphylococcus e outros grupos, obtidos
de QMA do Serro produzindo com “rala”, que apresentaram morfologia atipica em meios de
cultura e protocolos avaliados para enumeracao de BAL e Staphylococcus.

Grupo alvo Método Isolados
BAL (n = 44) Staphylococcus Outros
(n=10) (n=10)
BAL Petrifilm LAB 4 (9%) 2 (20%) 5 (50%)
M17 6 (13%) 0 (0%) 0 (0%)
MRSH1 4 (9%) 2 (20%) 3 (30%)
MRS2 4 (9%) 4 (40%) 4 (40%)
MRS3 7 (15%) 6 (60%) 5 (50%)
Staphylococcus Petrifilm STX 34 (77%) 5 (50%) 7 (70%)
Baird-Parker 39 (88%) 9 (90%) 9 (90%)

Em relagdo aos isolados de BAL obtidos de queijos produzidos com “pingo”,
uma maior frequéncia de coldnias tipicas foi identificada nos protocolos Petrifilm LAB,
M17 e MRS2 (Tabela 9). Para os isolados obtidos de queijo produzido com “rala’,
onde uma microbiota mais estavel € esperada, foi possivel observar similaridade entre
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0s cinco protocolos (Tabela 11). Esses dados ficam evidentes quando se calcula a
correlacao entre o protocolo Petrifilm LAB com os demais utilizados para enumeracao
de BAL, como é apresentado na Tabela 13.

Para o grupo de Staphylococcus spp. foi possivel verificar comportamentos
semelhantes dos isolados obtidos de QMA do Serro produzidos com “pingo” (n = 10),
onde nenhum isolado formou colbnia tipica no Petrifim™ STX e apenas um deles
formou colbnias tipicas no agar Baird-Parker. J& nos isolados obtidos de queijos
produzido com “rala’ (n = 10) foi observado que 50% apresentaram colénias tipicas
no Petrifim™ STX enquanto apenas 10% apresentaram col6nias tipicas no Baird-
Parker, o que justifica a baixa correlacdo entre esses protocolos para esse tipo de
queijo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Correlagao entre contagens de colbnias tipicas dos protocolos utilizados para enumeracao de BAL e Staphylococcus, para todos os
queijos, queijos produzidos com “pingo” e queijos produzidos com “rala”

Grupo Queijo Comparacao rex,y) 2 T P N constant dep: slope dep: constant dep: Slope dep:
Y Y X X
BAL total Petrifilm LAB x M17 0,38 0,14 3,75 0,0003 87 6,04 0,24 3,11 0,59
Petrifilm LAB x MRS1 0,38 0,14 3,63 0,0005 82 3,97 0,44 5,44 0,32
Petrifilm LAB x MRS2 0,50 0,25 5,36 0,0000 87 2,58 0,63 4,83 0,40
Petrifilm LAB x MRS3 0,45 0,20 4,45 0,0000 81 2,74 0,60 5,36 0,33
“pingo” Petrifilm LAB x M17 0,46 0,22 3,70 0,0005 52 5,14 0,34 2,90 0,63
Petrifilm LAB x MRS1 0,08 0,01 0,50 0,6180 43 6,26 0,13 7,51 0,05
Petrifilm LAB x MRS2 0,30 0,09 2,14 0,0373 49 3,88 0,44 6,37 0,20
Petrifilm LAB x MRS3 0,15 0,02 0,98 0,3345 44 545 0,23 7,15 0,10
“rala” Petrifilm LAB x M17 0,37 0,14 2,32 0,0267 35 6,74 0,17 1,18 0,82
Petrifilm LAB x MRS1 0,72 0,52 6,28 0,0000 39 2,78 0,63 1,48 0,82
Petrifilm LAB x MRS2 0,79 0,63 7,81 0,0000 38 1,76 0,77 1,46 0,82
Petrifilm LAB x MRS3 0,80 0,64 7,97 0,0000 37 1,01 0,86 2,01 0,75
Staphylococcus todos Petrifilm STX x Baird-Parker 0,57 0,32 2,49 0,0272 15 3,50 0,55 3,05 0,59
“pingo” Petrifilm STX x Baird-Parker 0,90 0,82 4,69 0,0054 7 -1,63 1,20 2,55 0,68
“rala” Petrifilm STX x Baird-Parker 0,40 0,16 1,07 0,3261 8 4,75 0,38 4,18 0,42
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Vale salientar que os resultados da frequéncia de isolados que apresentaram
colénias tipicas nesse trabalho sdo para o género Staphylococcus. Entretanto, o
Petrifilm™ STX é indicado para enumeragado de Staphylococcus DNAse positiva.
Quando esse dado é levado em consideracdo, a porcentagem da frequéncia de
isolados com caracteristicas tipicas aumentam. Das 17 cepas caracterizadas como
Staphylococcus spp, apenas 4 isolados sdo de espécies que apresentam resultados
positivos para o teste de DNAse (S. aureus), sendo que 3 delas formaram col6nias
tipicas no protocolo Petrifilm STX. Assim, a frequéncia de isolados Staphylococcus
DNAse positiva que apresentaram morfologia tipica em Petrifilm™ STX, para todos os
queijos, passa a ser de 75%.

Em relagdo as médias obtidas em cada protocolo, considerando tipos de QMA
do Serro e grupos microbianos avaliados, foram observadas diferencas significativas
apenas para BAL em Petrifim™ LAB e M17 em algumas situagdes (Tabelas 14). As
contagens de BAL obtidas em Petrfilm™ LAB e M17 foram significantemente maiores
que as contagens obtidas pelos outros protocolos em isolados obtidos de queijos
produzidos com “pingo” e considerando ambos tipos de queijo (Tabela 14). Em relacéo
a Staphylococcus spp., entretanto, apesar das baixas correlagées, as medias das
contagens dos isolados obtidos dos diferentes tipos de queijos e por diferentes
protocolos n&o foram significantemente diferentes (p > 0,05, Tabela 15).
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Tabela 14 — Médias + erro padrdao de contagens de culturas de BAL obtidas de QMA do Serro (“pingo” e “rala” e semeadas em 5 meios de
cultura/protocolos diferentes de enumeracao (resultados em log UFC/mL).

Queijo Petrifilm LAB M17 MRS MRS2 MRS3 ANOVA

“pingo” 7,86 £0,41 a 7,80+0,36 a 7,24+0,65b 7,35+0,62b 7,26 +0,67b GL=4,F=14,01, P < 0,001
‘rala” 7,81£0,69b 8,07 +0,31 a 7,66 +0,61Db 7,75+0,58 b 7,71+£0,63b GL=4,F=3,33,P=0,012

todos 7,82+0,57 a 7,91+0,36 a 7,44 +£0,66 b 7,53+0,63b 746 +0,69b GL=4,F=12,07, P < 0,001

Obs: médias com letras diferentes sao estatisticamente diferentes por ANOVA, por grupo.

Tabela 15 — Médias * erro padrao de contagens de culturas de Staphylococcus obtidas de QMA do Serro (“pingo” e “rala” e semeadas em 2

meios de cultura/protocolos diferentes de enumeracao (resultados em log UFC/mL).

Queijo Petrifilm STX Baird-Parker ANOVA

“pingo” 7,81 £0,38 a 7,72+0,51 a GL=1,F=0.17, P =0.691
“rala” 7,33+0,57 a 7,57 £0,55 a GL=1,F=1.15,P =0.300
Todos 7,56 +0,53 a 7,64 £0,52 a GL=1,F=0.31,P=0.583

Obs: médias com letras diferentes sé@o estatisticamente diferentes por ANOVA.
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Para as analises realizadas, foi possivel verificar um bom desempenho dos
protocolos de enumeracao de BAL, destacando-se os protocolos Petriflm™ LAB e
M17. Entretanto, a presenca de outros grupos microbianos que possuem a
capacidade de formar colénias com morfologia tipica em meios de cultura que
enumeram BAL é uma preocupacao analitica, ja que essa caracteristica pode afetar
a confiabilidade dos resultados obtidos. A baixa seletividade do meio M17 e MRS em
produtos com leite cru ja foi descrita anteriormente. Poullet et al. (1993) analisaram
BAL do queijo Casar de Caceres e verificaram que 18,2% dos isolados obtidos do
plagueamento em agar M17 ndo eram BAL, enquanto 8,9% dos isolados em agar
MRS também nao faziam parte desse grupo. Tornadijo et al. (1995) verificaram as
alteracées microbiolégicas durante a fabricagdo e maturacdo do queijo espanhol
Armada, produzido com leite cru de cabra. Esses autores constataram que 10% e
7,5% das colbdnias isoladas do plagueamento em agar M17, de leite e queijo,
respectivamente, ndo eram identificadas como BAL, ap6s confirmacao com testes de
coloragao de Gram e producao de catalase.

Potes e Marinho (2007) investigaram diferentes meios de cultura para
identificacdo de BAL provenientes de um queijo Portugués. Das estirpes isoladas dos
meios MRS e M17 em aerobiose, 10% e 26,4%, respectivamente, foram identificadas
como nao BAL. Nesses mesmos meios de cultura, mas em condi¢cdo de anaerobiose,
10,5% das colbnias isoladas em MRS e 23% das isoladas em M17 também foram
caracterizadas como nado BAL. Analisando BAL isoladas de diferentes produtos
lacteos de diferentes origens, Masalam et al. (2018) observaram que 92,47% dos
isolados obtidos nas placas com agar MRS eram Gram positivos, entretanto 29%
desses isolados apresentaram resultados positivos para teste de catalase. Yunita e
Dodd, (2018) analisando a comunidade microbiana do queijo de leite cru com “veias
azuis” do Reino Unido, semearam amostras desses queijos em diversos meios de
cultura para isolar BAL. Ao selecionar colénias do agar M17 e amplificar a regido do
gene 16S rRNA desses isolados, os autores identificaram a presenca de
Microbacterium  sp.,  Staphylococcus  devriesei,  Sphyngobacterium  sp.,
Staphylococcus gallinarum e Kocuria sp. entre as amostras, sendo que os dois ultimos
também foram identificados de isolados selecionados do agar MRS. A possibilidade
de desenvolvimento de outros micro-organismos em agar MRS é descrito pela prépria
ISO 15214 (ISO, 1998), fazendo necesséria a confirmacao por testes de coloragéo de
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Gram e producao de catalase, sendo que esses procedimentos, quando realizados,
devem ser descritos.

Entre os protocolos testados para enumeracdo de Staphylococcus sp., foi
possivel observar que, para todos os queijos e queijos produzidos com “pingo”, houve
correlacdes significativas entre os métodos (acima de 0,57), enquanto que para
queijos produzidos com “rala’, nao foi encontrado correlagdes significativas (Tabelas
13). Ainda, as médias das contagens dos isolados obtidas por Petriflm™ STX e Baird-
Parker ndo apresentaram diferengas significativas (p > 0,05, Tabela 15). Equivaléncia
entre esses métodos ja haviam sido constatadas por outros autores. Ingham et al.
(2003) analisaram a performance das placas Petriflm™ STX comparando-as com
placas contendo agar Baird-Parker para enumeracdo de S. aureus em alimentos
natural e artificialmente contaminados. Em leite cru, os autores confirmaram que 60%
dos isolados obtidos no Petrifilm™ STX e 53% dos obtidos em Baird-Parker eram S.
aureus. Em aves mecanicamente separadas, 55% e 50% dos isolados foram
identificados com S. aureus nos métodos Petrifilm™ STX e Baird-Parker,
respectivamente. Em queijos parmesao contaminados artificialmente, nao foi
observado diferenca significativa entre os métodos testados. Os autores evidenciaram
ainda, que ambos os testes apresentaram baixa seletividade para S. aureus,
independente da origem do produto, devido a baixa porcentagem de isolados
identificados como o micro-organismo alvo.

Analisando a presenca de S. aureus em cinco produtos de origens lacteas
(sorvete, leite cru, iogurte, soro de leite em po6 e queijo), Sibernagel et al. (2003) nao
encontraram diferenca significativa entre os protocolos Petrifilm™ STX e Baird-Parker.
O mesmo foi observado por Vigosa et al. (2010) quando avaliaram metodologias e
meios de cultura para a enumeracao de Staphylococcus coagulase e termonuclease
positivo, em leite cru e queijos frescos. Os autores avaliaram esses produtos quando
naturalmente e artificialmente contaminados com cepas de referéncia de
Staphylococcus coagulase positiva, onde as amostras foram submetidas a
enumeragcdo em agar Baird-Parker, agar de plasma de coelho fibrinogénio e
Petriflm™ STX. Os resultados ndo apresentaram diferengas significativas entre as
contagens obtidas dos trés meios de cultura. Souza et al. (2015) analisaram a
aplicabilidade de placas de Petriflm™ para enumeracdo de diversos grupos
microbianos em leite de ovelha. Para o género Staphylococcus, os autores comparam
os resultados da enumeracao em Petrifilm™ STX e agar Baird-Parker e constataram
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uma maior capacidade de recuperacao de colonias no Petriflm™ STX, ja que esse
método obteve maiores contagens de S. aureus.

Foi possivel observar que os isolados de ambos os tipos de queijo ndo se
comportaram da maneira esperada nos meios de cultura utilizados para enumeracao
dos dois grupos microbianos. Os diferentes isolados obtidos desses produtos, devido
a sua diversidade, possuem caracteristicas bioquimicas bem diversificadas, o que
certamente comprometeu a utilizagdo dos protocolos, uma vez que esses sao
baseados em caracteristicas comuns dos componentes dos diferentes grupos

microbianos.

4.1. Etapa 2 — Avaliagdo da performance de Petrifilm™ LAB para a enumeragao de
BAL em QMA do Serro produzidos com “rala’ e “pingo”

As médias das contagens de BAL enumeradas pelos cinco protocolos, apo6s
ajuste considerando as analises bioquimicas, estdo apresentadas na Tabela 16. Nao
foram observadas diferencas significativas entre as médias obtidas pelos protocolos
analisados, independente dos tempos de incubacéo (p > 0,05).

Tabela 16 — Média (x erro padrédo) das contagens de BAL obtidas de QMA do Serro (“pingo”
= 7, “rala” = 48) utilizando diferentes protocolos de enumeragao e tempos de incubacao
(resultados em log UFC/mL)
Grupo Método Tempo ANOVA
24h 48h 72h
BAL Petrifim LAB  6,49+0,14a 6,76+0,13a 6,78+0,13a GL=6,F=

M17 - 6,54+014a  1.90,p-=
MRS1 - - 6,76 0,13 a 0,080
MRS2 - - 6,73+0,13a

MRS3 - 6,31 +0,13 a -

Kanagawa et al. (2018) avaliaram a performance do Petrifilm™ LAB para
enumeracao de BAL em diversos alimentos, como vegetais cortados, picles, peixe cru,
carne processada, entre outros. Os resultados foram comparados com anélise desses
mesmos produtos semeados em agar MRS e incubadas a 30 °C/ 72h. Os autores néo
encontraram diferengas significativas entre as contagens obtidas, conforme
observado nesse estudo.

Quando se analisa individualmente os tipos de QMA do Serro (“rala” e “pingo”)
também ndo ha diferenca significativa entre as médias, como sao apresentados nas
Tabelas 17 e 18.
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Tabela 17 — Média (+ desvio padrdo) das contagens de BAL obtidas de QMA do Serro
produzidos com “pingo” (n = 7) utilizando diferentes protocolos de enumeragéo e tempos de
incubacao (resultados em log UFC/mL)

Método Tempo ANOVA

24h 48h 72h
Petrifim LAB  6,69t041a 7,08+041a 7,11+0/41a GL =6, F = 0,34,
M17 - - 6,77 £ 0,44 a p=0,913
MRS1 - - 6,54 + 0,44 a
MRS2 - - 6,71 £0,41 a
MRS3 - 6,48 £+ 0,44 a -

Tabela 18 — Média (+ desvio padrao) das contagens de BAL obtidas de QMA do Serro
produzidos com “rala” (n = 48) utilizando diferentes protocolos de enumeracao e tempos de
incubacéo (resultados em log UFC/mL)

Método Tempo ANOVA

24h 48h 72h
Petrifim LAB  6,45+0,15a 6,70+0,14a 6,73+0,14a GL =6, F=1,85,
M17 - - 6,51 +0,14 a p =0,090
MRS1 - - 6,79+0,13 a
MRS2 - - 6,73+0,13 a
MRS3 - 6,28 +0,14 a -

Embora ndo existam estudos avaliando o desempenho de Petriflm™ LAB para
a enumeracao de BAL em queijos artesanais, diversos estudos ja foram realizados
associando o Petrifim™ AC para enumeracdo de BAL em produtos lacteos e néo
lacteos (CASTILHO et al., 2015; COLOMBO et al., 2013; FREITAS et al., 2013;
GONGCALVES et al., 2009; MIRANDA et al., 2011; NERO et al., 2006; NERO et al.,
2008). Assim como observado no presente estudo, as pesquisas demonstraram nao
haver diferencas significativas entre as contagens do método alternativo (Petrifilm ™)
e as analises convencionais.

Entretanto, quando se é analisado os indices de correlagbes entre os
protocolos, os resultados desse trabalho apresentam um perfil diferente dos demais,
havendo uma baixa correlacéo entre os meios, como pode ser ressaltado nas Tabelas
19, 20 e 21. Quando se analisa a correlagdo entre as contagens de todos os queijos
(“rala” e “pingo”) observa-se que o protocolo Petriflm™ LAB nos diferentes tempos
(24, 48 e 72h) se correlaciona estatisticamente com os protocolos MRS1 e MRS3
(Tabela 19). O mesmo é observado quando a correlagcéo € entre os queijos produzidos
com “rala’ (Tabela 20). Para queijos produzidos com “pingo’, as contagens de BAL
obtidas por Petriflm™ LAB tém indices de correlacdo superiores a 0,87 com o
protocolo MRS3, nos tempos 48 e 72h. Entretanto, 0 niumero de amostras desse tipo
de queijo é baixo (n = 7), interferindo assim nos resultados obtidos (Tabela 21).



Tabela 19 - Correlagao entre contagens — todos os queijos
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Comparacao (x:y) r(X,Y) r2 T P N Constantdep Y SlopedepY Constantdep Slope dep X
X
Petri LAB 24h: M17 0,113437 0,012868 0,67547 0,503819 37 5,952160 0,101271 5,501402 0,127066
MRS1 0,486345 0,236532 3,43116 0,001463 40 4,117263 0,405372 2,529465 0,583493
MRS2 0,145220 0,021089 0,92830 0,358823 42 6,038473 0,114297 5,249644 0,184510
MRS3 0,529714 0,280597 3,74720 0,000626 38 2,605881 0,580466 3,362922 0,483399
Petri LAB 48h: M17 0,278842 0,077753 1,81329 0,077488 41  4,855042 0,254533 4,647037 0,305474
MRS1 0,549422 0,301865 4,31192 0,000093 45 3,474472 0,480388 2,520331 0,628377
MRS2 0,255183 0,065118 1,77044 0,083429 47 5,179282 0,229787 4,857876 0,283387
MRS3 0,579314 0,335605 4,55085 0,000047 43 1,783062 0,672221 3,570098 0,499247
Petri LAB 72h: M17 0,246794 0,060907 1,61068 0,115113 42 5,078199 0,222093 4,868633 0,274243
MRS1 0,533551 0,284676 4,18457 0,000134 46  3,588197 0,460632 2,617283 0,618013
MRS2 0,280358 0,078600 1,98092 0,053597 48 5,026611 0,249940 4,671573 0,314477
MRS3 0,596202 0,355456 4,81273 0,000020 44  1,693432 0,682287 3,458597 0,520978




Tabela 20 - Correlagao entre contagens — queijos “rala” (n = 48)
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Comparacao (x:y) r(X,Y) r2 t P N Constantdep Y SlopedepY Constantdep Slope dep X
X
Petri LAB 24h: M17 0,023499 0,000552 0,12658 0,900144 31 6,45271 0,016954 6,10533 0,032572
MRS1 0,494660 0,244689 3,21973 0,002940 34  4,26664 0,387354 2,18605 0,631693
MRS2 0,117319 0,013764 0,67863 0,502103 35 6,22298 0,088550 5,40696 0,155435
MRS3 0,497366 0,247373 3,14013 0,003777 32  3,04337 0,508406 3,35267 0,486567
Petri LAB 48h: M17 0,236501 0,055933 1,39826 0,171361 35  5,29915 0,183046 4,61763 0,305567
MRS1 0,575487 0,331186 4,28040 0,000127 39  3,46167 0,487754 2,14055 0,679002
MRS2 0,213671 0,045655 1,34829 0,185547 40  5,44758 0,192273 5,11063 0,237450
MRS3 0,526649 0,277359 3,66517 0,000812 37  2,32285 0,589760 3,73894 0,470291
Petri LAB 72h: M17 0,188125 0,035391 1,11689 0,271872 36  5,57221 0,143548 5,01915 0,246544
MRS1 0,552661 0,305434 4,08784 0,000217 40  3,61542 0,461639 2,28707 0,661630
MRS2 0,241451 0,058299 1,55384 0,128302 41 5,28063 0,214486 4,90330 0,271806
MRS3 0,546143 0,298272 3,91177 0,000390 38  2,22455 0,601326 3,60348 0,496024
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Tabela 21 - Correlacdo entre contagens — queijos “pingo” (n = 7)
Comparacao (x:y) r(x,Y) r2 t P N Constantdep Y SlopedepY Constantdep Slope dep X
X
Petri LAB 24h: M17  0,415037 0,172255 0,91236 0,413191 6 2,27119 0,698338 4,77389 0,246665
MRS1 0,484216 0,234465 1,10684 0,330442 6 2,82884 0,576354 3,78243 0,406808
MRS2 0,307093 0,094306 0,72155 0,502893 7 4,70379 0,300289 4,58137 0,314052
MRS3 0,773781 0,598736 2,44305 0,070974 6 -1,59341 1,253042 3,34718 0,477826
Petri LAB 48h: M17  0,407482 0,166042 0,89241 0,422606 6 2,63884 0,600352 5,01075 0,276574
MRS1 0,463120 0,214480 1,04507 0,354985 6 3,22039 0,482683 3,97618 0,444350
MRS2 0,515932 0,266186 1,34674 0,235884 7 3,18656 0,497709 3,49443 0,534823
MRS3 0,873140 0,762373 3,58233 0,023119 6 -2,04101 1,238083 2,89251 0,615769
Petri LAB 72h: M17  0,429928 0,184838 0,95237 0,394841 6 2,36574 0,637882 4,94455 0,289769
MRS1 0,483964 0,234221 1,10609 0,330732 6 3,03464 0,507958 3,88971 0,461103
MRS2 0,530211 0,281123 1,39832 0,220877 7 3,05070 0,515329 3,44402 0,545523
MRS3 0,886136 0,785236 3,82428 0,018709 6 -2,25805 1,265358 2,88457 0,620565
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A baixa correlagdo entre os protocolos Petriflim™ LAB e MRS2 pode estar
associada a sua condicdo de anaerobiose. Aparentemente o sistema Petrifilm™ LAB
nao gera uma condigdo de anaerobiose semelhante a condicao gerada pelo protocolo
convencional (MRS2), podendo haver diferenga nos micro-organismos presentes e na
sua velocidade para formacao de colbnias visiveis. A baixa correlacao entre as
contagens obtidas em Petrifilm™ LAB e agar M17 pode estar relacionada com a
seletividade desse meio: como se trata de um alimento com um microbiota complexa
e o0 agar M17 é rico em nutrientes, o desenvolvimento de outros micro-organismos
como Gram negativos e/ou catalase positiva é favorecido (FREITAS et al., 1995;
POTES e MARINHO, 2007; POULLET et al., 1993; TORNADIJO et al., 1995). A baixa
seletividade do agar M17 foi evidenciada no item 4.1.3. desse trabalho e também pode
ser observada na Tabela 22, onde os resultados apontam que apenas 67% das
colénias isoladas do M17 foram identificados como BAL, apds a caracterizacao
bioquimica.

Mesmo havendo correlagdes estatisticamente significativas entre Petrifilm™ LAB
nos diferentes tempos (24, 48 e 72h) com os protocolos MRS1 e MRSS, para todos
0S queijos e para aqueles produzidos com “rala”, foi verificado indices de correlacédo
menores que 0,6. Esses resultados podem ser explicados e evidenciados na Tabela
22, que informa o numero de colénias que foram confirmadas como BAL, de cada
protocolo testado, apds a caracteriza¢ao bioquimica.

Potes e Marinho (2007) analisou col6nias isoladas de queijos e verificou que
10% das colbnias obtidas de MRS em aerobiose ndo eram BAL e 10,5% das colonias
isoladas de MRS em anaerobiose também ndo era BAL. Acurcio (2011) analisou a
microbiota de leite cru de ovelha e verificou que 33% das colénias isoladas de agar
MRS e M17 eram atipicas para BAL. Poullet et al. (1993) constataram que 8,9% dos
isolados de queijo Casar de Caceres, incubados em agar MRS, ndo apresentavam
caracteristicas bioquimicas tipica de BAL. Castilho et al. (2015) analisou isolados de
bacon obtidos de 4gar MRS em aerobiose (30 °C/72h) e também encontrou micro-
organismos que nao apresentaram caracteristicas de BAL, com resultados positivos
para o teste de catalase.

De todos os protocolos analisados, independentemente do tipo que queijo, 0s
isolados obtidos das placas de Petrifilm™ LAB foram os que mais se confirmaram
apds os testes bioquimicos; ou seja, a maior parte dos isolados que apresentaram
morfologia tipica foram confirmadas como BAL (Tabela 22). Em relagdo a todos os
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queijos e aos queijos produzidos com “rala”, a porcentagem de confirmacdo de BAL
foi estatisticamente maior que as demais. A nao confirmacao de 100% das colénias
isoladas de Petriflm™ LAB pode estar associada com a matriz lactea de queijos
artesanais, que € muito complexa. Em outros alimentos com baixa diversidade de
BAL, o comportamento da microbiota € mais padronizado, e o Petrifilm™ LAB mais
efetivo, como relatado por Kanagawa et al. (2018), onde 100% das colbnias
analisadas obtidas do Petrifilm™ LAB foram identificadas como BAL.

Tabela 22 — Resultado da caracterizagdo morfolégica das colbnias obtidas de queijos
produzidos com “pingo”, com “rala” e total, das amostras semeadas nos diferentes protocolos
de enumeracéo, confirmadas como BAL

Queijo Método n BAL confirmada (%)

“bingo” (n = 7) Petrifilm LAB 65 56 (86,2) a
M17 55 38 (69,1) a
MRS1 70 54 (77,1) a
MRS2 69 54 (78,3) ab
MRS3 70 55 (78,6) a

Statistics x?=5,13,df =4, p=0,275
“rala” (n = 48) Petrifilm LAB 402 331 (82,3) a
M17 442 297 (67,2) b
MRS1 471 342 (72,6) b
MRS2 463 341 (73,7) b
MRS3 462 333 (72,1) b

Statistics x2=2574,df =4, p < 0,001
Total (n = 55) Petrifilm LAB 467 387 (82,9) a
M17 497 335 (67,4) b
MRS1 541 396 (73,2) b
MRS2 532 395 (74,2) b
MRS3 532 388 (72,9) b

Statistics x2=30,84,df =4, p <0,001

Obs.: frequéncias com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo procedimento de
Marascuilo (p < 0,05)

A composic¢do da microbiota do QMA do Serro caracterizada na Tabela 22, dos
protocolos Petrifilm LAB e MRS, foi confirmada pela identificagdo molecular de 384
isolados (Figura 6). Esses resultados sdo compativeis com a composi¢cao esperada
da microbiota de queijos artesanais, e confirmam ainda, a similaridade dos protocolos
(MRS1 e Petriflm LAB) empregados para enumeragdao de BAL, permitindo o

isolamento dos mesmos géneros para um estudo mais detalhado sobre a microbiota.
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Figura 6 - Distribuicdo dos géneros isolados de amostras de QMA do Serro e identificados por
sequenciamento da regido 16S rRNA

Foi possivel observar similaridade entre os isolados de queijos produzidos com
“rala” para os dois protocolos avaliados, bem como para todos os queijos (“rala” e
“pingo”). O género BAL mais prevalente encontrado foi Lactobacillus sp., sendo
identificado em 57% das amostras. Deste total, mais de 90% foram identificados com
Lb. plantarum. Enterococcus faecalis foi a segunda espécie mais predominante
(21,02%), sendo seguido por L. lactis (11,05%) e Pediococcus acidilactici (3,5%). A
microbiota de queijos artesanais € muito complexa, variando de regido para regiao,
podendo variar até mesmo de um produtor para outro. Kamimura et al. (2019)
analisaram queijos artesanais de diversas localidades do Brasil, identificaram
Streptococcus como género mais dominante em QMA do Serro. Lima et al. (2009)
analisaram a microbiota de QMA da Serra do Salitre, e identificaram L. /actis, E.
faecalis e S. agalactiae como as espécies de BAL mais encontradas. Em queijo
artesanal Serrano, os géneros que mais prevaleceram foram Lactococcus,
Leuconostoc e Lactobacillus (KAMIMURA et al., 2019). Perin et al. (2017) observaram
que a microbiota predominante em QMA do Serro foi Lactobacillus, destacando-se a
espécie Lb. brevis. Em contrapartida, o Lactobacillus que mais prevaleceu no queijo
Canastra foi 0 Lb. plantarum, assim como no presente trabalho.

A diferenca de microbiota em queijos artesanais ndo é sé influenciada por
fatores geogréficos, mas também pelas BPF (MONTEL et al., 2014). Esses fatores
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sdo de suma importancia para manter um padrao de producédo desses queijos, bem

como garantir a saude e seguranga do consumidor.
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5. CONCLUSAO

O Petriflm™ LAB apresentou bom desempenho e uma melhor seletividade
para BAL quando comparado aos métodos tradicionais, sendo possivel utiliza-lo para
enumeracao de BAL em QMA do Serro.

A microbiota do QMA do Serro interferiu nos protocolos utilizados para
enumeracao de BAL e Staphylococcus. Para BAL, os protocolos que apresentaram
maiores desempenhos foram Petrifim™ LAB e M17. Para Staphylococcus, os dois
protocolos utilizados, Baird-Parker e Petrifim™ STX, apresentaram comportamentos
semelhantes e nao foi encontrada diferencas significativas entre eles.

O tipo de fermento com que os queijos foram produzidos ndo afetaram a
performance do Petrifilm™ LAB e apds a identificagcdo da regido do 16S rRNA de
amostras selecionadas, foi possivel observar uma similaridade entre as BAL isoladas
do protocolo Petrifilm™ LAB e MRS1, protocolo oficial para enumerag¢do de BAL.
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