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INTRODUCAQO

1- Historia da Microbiologia Alimentar

Os ancestrais do homem ja tinham conhecimento, ndo cientifico, de que os
alimentos tinham de ser consumidos sob determinadas condi¢des e que, se assim ndo
fosse, ficariam a mercé das doencas associadas. Assim, e através da observacgao,
perceberam que para contrariar o processo de degradacdo dos alimentos podiam

utilizar o gelo, o sal ou o fogo para os preservar e tornar mais seguros .

Em 1875, Louis Pasteur (1822-1895) descobriu que o processo de fermentacéo
do vinho a partir das uvas se devia a accdo de microrganismos. Descobriu, ainda, que
0s processos de putrefaccdo do leite e da carne também estavam associados a
microrganismos, mas neste caso ao seu crescimento. Mais tarde mostrou a

associacao entre esses microrganismos e doencas graves causadas em humanos @,

Robert Koch (1843-1910), em 1880 desenvolveu técnicas de plaqueamento em
agar para isolamento de bactérias em culturas puras e determinagdo do numero de

microrganismos numa amostra .

Antes de 1970, a microbiologia alimentar era vista como uma ciéncia aplicada,
maioritariamente envolvida no controlo da qualidade microbiolégica dos alimentos.
Desde ai as tecnologias dos processos de producdo, processamento, distribuicédo e

consumo alimentares mudaram drasticamente.

Nos dias que correm é necessario incluir uma grande parte de ciéncia basica
para perceber e resolver eficazmente os problemas microbioldgicos associados a
alimentos. Esta disciplina inclui ndo sé aspectos microbiolégicos de contaminacao
alimentar, doencas associadas, o0 seu controlo efectivo e bioprocessamento dos
alimentos, mas também informacdo basica de microbiologia ecolégica, fisiologia,

metabolismo e genética ).

Esta informagé@o tem ajudado no desenvolvimento de métodos de detecgéo
rapida e eficaz de bactérias patogénicas e contaminantes, de estirpes microbianas por
tecnologia de DNA recombinante, producdo de alimentos fermentados de melhor
gualidade, enzimas termo-estaveis no processo enzimatico alimentar, métodos de

remocado de bactérias em alimentos e superficies de equipamentos e combinar varios

~4 ~
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métodos de controlo, para este ser efectivo em microrganismos patogénicos e
contaminantes em alimentos.

2- Microrganismos Patogéneos de Maior Importancia

Foi definido um grupo de microrganismos, de maior importancia, no que toca a

contaminacdes alimentares e doencas associadas. S&o eles ©:
- Escherichia coli 0157:H7 - Salmonella sp - Listeria monocytogenes
- Campylobacter sp - Vibrio cholerae e parahaemolitycus
- Bacillus cereus

Escherichia coli

Descoberta em 1885, é uma bactéria Gram negativa, movel, ndo esporulada,
de micromorfologia bacilar, anaerdbica facultativa e um habitante normal da flora

intestinal do homem.

Desde meados de 1940, que h& evidéncias de que algumas estirpes desta
bactéria causam diarreia, principalmente em criancas. Foram por isso designadas de
estirpes enteropatogénicas. No entanto, novos resultados mostraram que estas
estirpes patogénicas pertenciam a mais do que um tipo, tendo por isso, sido

subdivididas em subgrupos ©:
- Enteropatogénica - Enterotoxigénica - Enteroagregativa
- Enterohemorragica

O grupo de maior relevancia é o das estirpes enterohemorragicas, cujo serotipo
principal € o O157:H7. Causa diarreia sanguinolenta severa, (colite hemorragica) e
sindrome urémico hemorragico, (HUS), em humanos. A ingestdo de 10 a 100 células
podem levar a doenca, existindo trés enterotoxinas, verotoxinas, produzidas por este

serotipo que causam sintomas de doenca.

Este serotipo, ao contrario de outras Esc. coli, ndo fermenta o sorbitol, nem

possui ac¢ao enzimética da glucuronidase. Cresce rapidamente entre 30 e 42°C.

Existem estirpes resistentes a pH 4,5 ou mais baixo. Estes microrganismos sao

eliminados por processo de pasteurizacéo e sobrevivem nos alimentos a -20°C.
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Produzem uma toxina semelhante a toxina shiga, podendo estar envolvidos na
doenca mais do que uma toxina. Provavelmente as células colonizam o intestino por
aderéncia as células epiteliais, produzindo de seguida as toxinas que actuam no célon.
Estas também s&o absorvidas por via sanguinea, destruindo pequenos vasos do

intestino, rins e cérebro ?¢%,

Salmonella sp

Antes de 1940 era considerada a maior causa de contaminacdo alimentar a

nivel mundial.

ApoOs o desenvolvimento de técnicas de isolamento e identificagdo, tornou-se

evidente que a sua incidéncia mundial era bastante elevada.

Este numero, por incrivel que pareca, tem vindo sempre a aumentar, podendo

estar relacionado com quatro factores:

1- Aumento do numero de isolados de Salmonella sp resistentes a
antimicrobianos;

2- Aumento do numero de individuos imunodeficientes, extremamente
susceptiveis a este microrganismo;

3- Aumento da contaminagdo de ovos associada a Salmonella enteridis;

4- Producao alimentar em grandes centros, onde pode ocorrer contaminagao

por Salmonella sp e que se dissemina com grande facilidade.

S&o microrganismos Gram negativos, ndo esporulados, aerdbios facultativos e
moveis. Quando crescem em meio com glucose formam gas, normalmente fermentam
dulcitol, mas nao a lactose. Utilizam citrato como fonte de carbono, produzem sulfito
de hidrogénio, lisina descarboxilato e ornitina, sendo negativas quanto a acgéo de

urease.

Fazem parte da flora intestinal normal de alguns animais, como insectos,
passaros e animais domésticos. Nestes causam salmonelose, podendo depois
manter-se no animal, tornando-o apenas portador da bactéria. Os humanos podem

tornar-se portadores da bactéria apés uma infecgédo provocada pela mesma.

Apoés a sua ingestao invadem a mucosa do intestino delgado proliferando nas
células epiteliais, produzindo a toxina. Deste processo resulta uma reaccao
inflamatoria e acumulacéo de fluido no intestino. A habilidade de invasdo e de causar

patogenicidade deve-se a producdo de um factor citotoxico termo-estavel.
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Uma vez dentro das células epiteliais ocorre multiplicacdo do organismo
patogéneo e producdo da enterotoxina termo-labil, directamente relacionada com a

secrecdo de fluidos e electrélitos @ %,

Os métodos de deteccdo envolvem pré-enriquecimento da amostra, em meio
nutritivo, seguido de enriguecimento selectivo, plagueamento em meio agéar selectivo-

diferencial e confirmacao por testes bioquimicos e serolégicos ©© 7.

Listeria monocytogenes

A listeriose humana € conhecida ha bastante tempo, no entanto, a associacao
entre a presencga deste microrganismo em alimentos e manifestacao de doencga apo6s o
seu consumo ¢é bastante recente. E considerado por alguns como infec¢éo oportunista,
no entanto, pode ser fatal para alguns individuos, como imunodeficientes, gravidas,
recém-nascidos e criangas. Possui uma grande habilidade de crescimento em
alimentos que se encontram a temperaturas refrigeratorias, como por exemplo em
alimentos que sdo cozinhados e depois mantidos durante longos periodos em
frigorificos. Consegue passar de um baixo nivel inicial para um nivel de dose
infecciosa, durante o periodo de armazenamento destes alimentos. O aumento de
consumo de alimentos prontos a comer, que sdo armazenados por longos periodos,
aos quais ndo se da o necessario tempo de aquecimento por microondas, eleva as

probabilidades de infec¢@o pelo microrganismo.

E uma bactéria Gram positiva, psicrotréfica, anaerébica facultativa, n&o
esporulada, mével. E hemolitica e fermenta a ramnose e a glucose, esta Ultima sem

formacao de gas, mas ndo fermenta a xilose.

Cresce entre 1 e 44°C, com intervalo 6ptimo entre 35 e 37°C. E sensivel a
temperaturas de pasteurizacdo, mas quando dentro de células sanguineas sé&o

requeridas temperaturas superiores para a sua destruicao.

O seu factor de viruléncia é uma hemolisina especifica, listeriolisina O. Esta é
produzida durante o crescimento exponencial celular. A bactéria invade diferentes

tecidos do corpo, multiplicando-se dentro das células, local onde liberta a toxina.

Devido & sua presencga ubiquitaria ndo € possivel ter alimentos completamente
livres deste organismo patogéneo. Contudo nalguns paises foi imposto, por agéncias e
indastrias regulatérias, um programa de controlo nos centros de producdo comercial.

Em adicdo a este programa foram também fornecidas medidas ao consumidor,



Mestrado Microbiologia Aplicada | 2009

algumas com especial atencdo aos individuos de alto risco, com o intuito de reducao

da listeriose com origem alimentar @,

Os métodos de deteccao sdo os mesmos que o0s utilizados para a deteccao de
Salmonella sp, consistindo num pré-enriquecimento das amostras em meio nutritivo,
seguido de enriquecimento selectivo, plagueamento em meio agéar selectivo-diferencial

e confirmac&o por testes bioquimicos e serolégicos ©°.

Campylobacter sp

Muitas espécies de Campylobacter sdo capazes de causar gastroenterite
humana, sendo as espécies Campylobacter jejuni e coli as que mais se destacam a

nivel mundial.

S&o bactérias Gram negativas, méveis, ndo esporuladas, de forma espiral
arredondada, sdo oxidase e catalase positivas. Sao microaerofilicas, necessitando de
um ambiente com 5% de oxigénio, 8% de diéxido de carbono e 87% de azoto para
crescimento. As temperaturas de incubacdo variam entre os 32 e os 45°C. Preferem
ambientes constituidos por aminoacidos aos de por carbohidratos. Tém um
crescimento lento e ndo sdo um organismo muito competidor na presenca de outras
bactérias. Sao sensiveis a alguns parametros ambientais como teor de oxigénio no ar,
cloreto de sddio, baixo pH, (abaixo de 5.0), temperatura (abaixo de 30°C), calor
(temperaturas de pasteurizagdo) e secura. No entanto, sobrevivem nos alimentos sob

refrigeragdo e mantém-se viaveis durante meses no estado congelado.

Campylobacter sp é uma bactéria entérica do organismo. Possui uma toxina
termo-labil, responsavel pelos sintomas da doenga entérica. Produz ainda um factor
gue permite a invasdo e estabelecimento nas células epiteliais, tanto no intestino

delgado como no grosso @¢¥.

Vibrio sp

Existem duas estirpes com maior relevancia, Vibrio parahaemolyticus e

cholerae.

Vibrio parahaemolyticus

Esta é bastante comum no Japao, contando com 40 a 70% do total de doencas
provocadas por contaminacdo alimentar. Esta incidéncia esta relacionada com o

consumo de alimentos crus de origem marinha.
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E uma bactéria Gram negativa, ndo esporulada, moével. E geralmente oxidase e
catalase positiva. Cresce em meio com glucose, sem producdo de gas associada, mas
ndo fermenta a lactose ou a sucrose. Cresce a temperaturas entre 0os 5 e 0s 42°C,
com intervalo éptimo entre os 30 e 37°C. Tolera concentra¢cdes de cloreto de sédio até
5%, ficando mais sensivel quando estas atingem valores de 10%. Nao se desenvolve
a pH 5.0 ou inferior e, € extremamente sensivel a secura, pasteurizacao, refrigeracdo

e congelamento.

Nem todas as estirpes desta espécie sdo patogénicas, no entanto as que sao,
causam hemdlise, devido a presenca de uma hemolisina termo-estavel, designada
como Kanagawa-positiva. Acontece que as estirpes isoladas de fontes naturais sao
Kanagawa-negativas, mas patogénicas. Pensa-se que a toxina utilizada pela bactéria

é a TDH, hemolisina directa termo-estavel.

Todas as estirpes patogénicas aderem as células epiteliais do intestino
humano. Os niveis de toxina produzidos estdo directamente relacionados com o
crescimento e concentragdo celular e pH do ambiente. A partir do momento em que a

toxina é formada esta n&o é destruida por accéo do calor ¢¢9,

Vibrio cholerae

E o agente responsavel pela colera, doenca ndo contagiosa, mas que leva a
grandes epidemias, sendo altamente mortal. Em 1911 pensava-se que esta doenca

fora erradicada, no entanto reapareceu em paises asiaticos e africanos.

Tal como as outras bactérias pertencentes ao género Vibrio, esta espécie é
Gram negativa, mével e de forma virgula, ou vibrido. Existem varios ser6tipos, estando
as estirpes 01 associadas a colera epidémica. A sua temperatura 6ptima de
crescimento situa-se entre os 30 e 35°C, no entanto sobrevivem bem em alimentos
cozinhados mantidos entre 5 e 10°C. Alimentos alcalinos, com valores de pH

superiores a 7, como a batata e a banana favorecem o seu desenvolvimento.

A toxina produzida pelo ser6tipo 01 é termo-estavel, uma proteina citotoxica,
com duas unidades funcionais. A subunidade A activa estimula a adenil ciclase nas
células epiteliais do intestino, levando a uma secrecdo massiva de agua com clorito,

potassio e bicarbonato.

Nas estirpes ser6tipo ndo 01, estas produzem uma citotoxina e uma

hemolisina. ApGs a ingestdo da bactéria, em numero suficiente, aquelas colonizam o
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intestino delgado multiplicando-se rapidamente e produzem toxinas, que sao libertadas

guando as células morrem e lisam.

Os seus métodos de deteccao incluem um pré-enriquecimento inicial em agua
peptonada alcalina, seguida de plagueamento em meio de agar selectivo. As colonias
suspeitas s&0 sujeitas a testes seroldgicos e bioquimicos, para confirmacéo ©.

3- 1SO (Organizacéo Internacional para Standardizacao)

Nos rétulos dos produtos alimentares vem mencionado que determinado
produto foi sujeito a rigorosos testes de qualidade. Estes identificam e verificam se um
produto esta nas devidas condigcbes para ser comercializado. Estes critérios,
denominados critérios de qualidade, variam de pais para pais, através da publicacdo
de decretos-lei ou portarias.

No entanto existe uma entidade, a ISO (Organizagdo Internacional para
Standardizag&o), que estipula os critérios de higiene e seguranga em varios alimentos
e, também, os métodos a utilizar para realizar as respectivas analises. Estes sdo
emitidos sob forma de directivas ou regulamentos no Jornal Oficial da Comunidade,
sendo o regulamento em vigor na actualidade o 1441/2007.

Esta organizacdo ja existe em 162 paises, na base de um membro por pais,

com um secretariado central em Genebra, Suica, que coordena o sistema.

E uma organizagdo ndo governamental, que faz a ponte entre os
consumidores e o0s sectores privados e de producdo. Permite a chegada a um
consenso entre duas faces, a relativa ao negdcio e a relativa as necessidades de uma
sociedade. A standardizagdo assegura as caracteristicas ideais tanto de produtos,
como de servigcos no que respeita a qualidade, seguranga, métodos ecoldgicos de

producao, eficiéncia, transferéncia e preco de comercializacdo adequado V.
Todos os testes definidos por estas normas incluem:

1- Plagueamento do microrganismo em questdo em meio de cultura
adequado;

2- Confirmagdo de que se trata do microrganismo em questdo, isto com a
ajuda de testes bhioquimicos e serolégicos descritos nas normas existentes

para cada microrganismo.

Naturalmente que estes testes variam consoante 0os microrganismos. Existem

microrganismos para 0s quais sao nhecessarios realizar enriquecimentos selectivos,

~10 ~
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para crescimento do microrganismo alvo de estudo. Nalguns casos, para além deste

enriguecimento é realizado um pré enriguecimento.

Acontece que, nas normas definidas por esta organizacdo, os testes para
deteccdo dos organismos patogéneos apenas tém como base a microbiologia
classica. No entanto ja comecam a aparecer normas de biologia molecular para
pesquisa microbiolégica em alimentos, embora ainda nos encontremos numa fase

muito inicial da sua publicacao.
4- Técnica Molecular de PCR

A rapida e elevada emergéncia de novas contaminac¢des alimentares leva-nos
a pensar se estas técnicas de deteccdo serdo suficientes e eficientes. Sera a
microbiologia classica rapida e eficaz neste processo? Poderao outros métodos, como

os moleculares, por exemplo, ser mais adequados?

Normalmente estes testes, em microbiologia classica, nunca estédo concluidos
em menos de 6 dias, na melhor das hip6teses, 0 que torna moroso todo 0 processo

relativamente as necessidades dos dias que correm.

Propdem-se entdo a realizacdo de ensaios a partir da técnica de PCR, (uma
forma fécil de rapida amplificacdo de sequéncias especificas de DNA alvo), sendo a
determinagéo de presenca/auséncia destes microrganismos mais facil e a metodologia

cada vez mais usual 4151,

Até aos anos de 1980, antes da descoberta da técnica de PCR, este tipo de
testes era feito por métodos bacteriolégicos de enriqguecimento e isolamento do
organismo de amaostras clinicas ou alimentares, sendo feitos, posteriormente, testes
adicionais bioquimicos e/ou imunoldgicos, para confirmacdo da identidade do

organismo, métodos acima mencionados e sugeridos pelas normas da 1SO @.

Com a descoberta e completagdo de varios genomas bacterianos, passou a
ter-se conhecimento da base genética de fendtipos Uteis para a distincdo entre
organismos patogénicos e comensais, com relacdes genéticas proximas e com o

mesmo habitat.

A partir da técnica de PCR, fragmentos especificos de DNA sdo amplificados

durante um processo ciclico de trés passos ** 1

1- O DNA alvo, ou seja, aquele que queremos amplificar, é desnaturado a

altas tem peraturas;

~11 ~
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2- Dois oligonucledtidos sintéticos, denominados Primers, sédo ligados a
cadeias opostas, a uma temperatura que apenas permite a hibridacao ao
alvo correcto;

3- E feita a polimerizacdo, de DNA pela enzima DNA polimerase, com 0s

oligonucledétidos como primers e o DNA alvo como molde.

7

Sendo este processo repetido inUmeras vezes é obtida uma amplificacéo

exponencial do DNA ladeado pelos dois oligonucledétidos.

Em primeiro lugar tem de ser escolhida uma boa amostra para detecgéo por
PCR.

Apés a escolha de uma boa amostra, ha que ter conhecimento se 0 organismo
contamina o alimento em altas concentra¢des ou se, pelo contrario, € necessario um
enriquecimento de cultura prévio para uma amplificacdo do numero de células
bacterianas. Estes pré-enriquecimentos levam a que as bactérias sejam detectadas
mais rapidamente por PCR, do que por métodos bacteriologicos standard, isto porque
se tratam de resultados qualitativos, (presenca/auséncia) e ndo quantitativos, (ufc/g).
Este factor torna a escolha da amostra ainda mais importante, visto que sé o facto de

0 organismo estar presente € relevante, independentemente da quantidade de células
13)

Depois de se ter amostra em quantidade ha que preparar o template a usar,
seja de DNA ou de RNA.

O primeiro passo é a ruptura celular, para que o acido nucleico possa ser

libertado. Este processo vai variar com o tipo de microrganismo com que se trabalha.

O passo seguinte é o processamento da amostra, de forma a concentrar o
template e reduzir a concentragdo de inibidores de PCR. Pode ser feito por
centrifugacéo, cultura de enriqguecimento (12 ou 22, dependendo se ja foi feita uma
para aumentar o nUmero de organismos patogéneos), imunocaptura e, ainda,
centrifugacdo de densidade Buoyant. Salienta-se o facto de que ja existem Kits de
extracgdo de DNA, especificos para amostras alimentares, levando a eliminagédo de

forma facil os factores inibitérios produzidos por alguns alimentos.

Para cada tipo de alimento com que se trabalha h& que seguir um determinado
protocolo, de forma a serem eliminados o maior numero possivel de inibidores de
reaccdo. Estes inibidores sdo substancias que se ligam, ou degradam, um

componente da reacc¢ao, fazendo com que esta ndo entre na sintese do DNA. Neste
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grupo estéo incluidos quelantes de catides e substancias de ligacdo ou degradacéo da

polimerase ou o template de DNA.

Nao podemos, no entanto, considerar a técnica de PCR, ou outra técnica
molecular qualquer que seja, uma substituta das técnicas convencionais de
microbiologia. Porém, as razfes pelas quais esta técnica deve ser aplicada, tal como

qualquer outra técnica molecular, séo:
- Simplicidade
- Processamento
- Custo
- Rapidez
- A técnica mais indicada

A microbiologia classica necessita de menos técnica do que um PCR, mas esta
dltima, além de facil aprendizagem, requer menos tempo para adquirir as
competéncias necessarias, isto é, certeza no trabalho final. Tal ndo acontece na
microbiologia classica. Para se poder atingir as devidas competéncias e correctas
interpretacdes sdo necessarios muito treino, experiéncia e conhecimentos prévios em

microbiologia ©.

Ao longo dos anos os reagentes moleculares tornaram-se mais baratos, de
mais facil obtencdo e com prazos de validade mais alargados. Embora os dois

primeiros parametros variem com a localizacdo 2.

A técnica de PCR tornou-se mais reconhecida pelo seu potencial como fonte
alternativa a métodos de cultura, na busca de microrganismos patogéneos

alimentares.

Tem como principais vantagens a sua especificidade e rapidez, comparadas
com técnicas culturais tradicionais. Contudo a sensibilidade vai variar com a matriz
alimentar envolvida. Devido & complexidade desta ultima, muitos compostos nos
alimentos s&o inibitérios as reaccdes de PCR. Para contrariar este aspecto, muitas
vezes as amostras alimentares sdo enriquecidas antes dos passos de amplificagao.
Assim, além de haver um aumento do numero de microrganismos alvo, ha um
aumento de sensibilidade de deteccdo e uma ajuda na reducdo do risco de

amplificacdo de &cidos nucleicos de células mortas ou n&o viaveis 2.
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No caso das células mortas, 0s enriquecimentos selectivos permitem que so as
células vivas sejam alvo de deteccao, evitando resultados falsos positivos. No caso
das células viaveis, mas nédo cultivaveis, estas podem causar infeccdo e apesar de
ndo serem detectadas nos enriquecimentos selectivos, podem sé-lo por PCR,

apresentando assim mais uma vantagem de utilizacdo desta técnica .

A deteccdo da reaccdo pode ser feita de varias formas. Uma delas, mais
comum, € a colocacdo da amostra em gel de agarose, sendo os fragmentos, se
presentes, separados por electroforese baseada no tamanho das amostras. O gel de
agarose e o tampao de electroforese contém brometo de etidio, (EtBr), que se liga a

dupla cadeia de DNA originando fluorescéncia sob luz ultra violeta.

Na interpretacdo dos resultados desta técnica, podemos dizer que uma
amostra € positiva quando um fragmento é produzido, com o tamanho esperado, de
acordo com os Primers usados. Se o0 seu tamanho for superior ou inferior do esperado
a amostra devera ser negativa, (amplificacdo inespecifica). E assim utilizado um
marcador de pesos moleculares standard, que funciona como padrdo, ajudando na
verificacdo do tamanho dos fragmentos e uma amostra ja conhecida, denominada

controlo positivo, utilizada como termo de comparacao.

Existem ainda outros parametros a considerar tais como a percentagem de
agarose utilizada no gel ou o tempo de electroforese, pois estes vao influenciar a

separacao dos fragmentos 2.
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MATERIAL e METODOS

1- Listade Culturas

As tabelas abaixo indicam as culturas de microrganismos e os DNA’s utilizados

nos ensaios de especificidade de Primers.

Tabela 1 - Lista de microrganismos, meios de culturas e temperaturas de
crescimento, aplicadas durante o estudo.

Temperatura de

Microrganismo Meio de Cultura !
Crescimento
Salmonella sp XLD 37°C
Listeria monocytogenes Palcam 37°C
Escherichia coli O157:H7 TBX 44°C
Bacillus cereus BCA/PCA 30°C
Vibrio cholerae e V.
) TCBS 37°C
parahaemolitycus

Staphylococcus aureus MSA 37°C
Enterococcus sp BEA 37°C
Enterobacter sp PCA 30°C
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Tabela 2 - Lista de DNA’s utilizados nos ensaios de especificidade de Primers

DNA concentrado para ensaios de DNA concentrado para ensaios de
especificidade (1 a 9) especificidade (11 a 18)
Leuconostoc sp Bacillus sp
Lactococcus lactis Chlamydia sp
Haemophylus ducrei Haemophylus influenza
Serratia sp Salmonella sp
Morganella sp Listeria monocytogenes
Mycoplasma sp Escherichia coli O157:H7
Bacillus subtillis Vibrio cholerae
Pseudomonas stutzeri Vibrio parahaemolitycus
Streptococcus pyogenes Bacillus cereus

2- Procedimentos de Crescimento de Organismos Seqgundo Normas I1SO

Como referido na introdugdo a ISO, (Organizacdo Internacional para
Standardizacédo), estipula métodos a utlizar para a realizagdo das andlises
alimentares.

Assim, 0s microrganismos sujeitos a testes a partir de cultura foram crescidos

segundo estas normas, tal como os esquemas abaixo indicam.

{ Microrganismos J
e N e N
Campylobacter sp Salmonella sp
c (ISO 10272/2006) (ISO 6759/2002) )
N J . J
( Ve
Enriquecimento Bolton Pré-enriquecimento Agua
Bioth, 37°C/4-6h ‘ peptonada, 37°C/18h )
- J & J
e N f )
Isolamento em MCCDA e PCR = Enriguecimento RVS broth,
Karmali au Campylosel, 1 L 41,5°C/24h )
L 41,5°C/48h )
4 2\
( Isolamento de col6nias Isolamento XLD agar,
37°C/24h
caracteristicas em Gelose ~ 16~ \ J

sangue, 41,5°C/24 a 48h
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Figura 1- Crescimento de Campylobacter sp e Salmonella sp segundo normas

ISO.

|

Microrganismos

e - A e — A
Listeria monocytogenes Vibrio sp
L (ISO 11290) (ISO/TS 21872/2007)
< 4 . . . ) Pré-enriquecimento em
Pré-enriquecimento half
Fraser broth, 30°C/24h PCR Agua peptonada salina, 37
\ ou 41,5°C/6h
1 -
e A
Enriquecimento Fraser / . ) i N
broth, 35 ou 37°C/ 48h J Enriquecimento Agua
L ) peptonada salina,
c e A 41,5°C/18h
Plaqueamento em Palcam, >
30; 35; 37°C/24h o Plaqueamento em TCBS,
L ) de Listeria mc
[0
normas ISO. L 37°C/ 24h )

Microrganismos

Escherichia coli O157:H7

(ISO 16654)

P
p
PCR
=
1
N

Enriquecimento em mTSB,

41,5°C, 24h

-

s N
Cultura em CT-SMAC 37°C,

24h

J

Figura 3- Crescimento de E. coli O157:H7 segundo norma ISO.

Todos estes microrganismos, no passo imediatamente antes de serem

plagueados ou isolados, séo sujeitos a testes de PCR, (PCR 1), tal como indicado nas

figuras. A partir do enriquecimento era retirado 1ml para extrac¢cdo de DNA utilizando o

método de Pitcher.
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3- Deteccdo Molecular

Os Primers utilizados foram os seguintes:

Tabela 3 — Primers Especificos Testados

Microrganismo Primer
Salmonella sp SallF/Sal1R
Listeria monocytogenes Lmon218F/Lmon857R
Escherichia coli 0157:H7 O157RFbE_F/O157RFbE_R
Campylobacter sp Campylo1F/CampylolR
Bacillus cereus BcergyrF/BcergyrRevl
Vibrio cholerae ToxF/ToxR
Vibrio parahaemoliticus TIhF/TIhR

Tabela 4 - Conjunto de Primers universais utilizados

Primers Universais

Pa/907R
Pa/1114R

104F/1114R

Os reagentes de PCR utilizados estdo descritos na tabela 5, no entanto ao
longo do processo foram feitos ajustes, consoante o tipo de reacgdo e o
microrganismo em questao.
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Tabela 5 — Reagentes de PCR

Tampéo de Reaccéo (10x) 1x
MgCl, (50mM) 2,0mM
BSA (0,5%) 0,05%
dNTP’S (Mix 10mM) 200uM
Primer F 0,5uM
Primer R 0,5uM

Taq (5U/uL) 1 Unidade
UPW QB

Apoés crescimento de culturas segundo as normas ISO, os ensaios decorreram

das seguintes formas:

Enriguecimento

Reacgao de Primer Especifico®

PCR

Extracgao de
DNA (Método
de Pltcher)

Primer Universal®

| A

Gel de Agarose
(1,5)

SR pl N

Figura 4- Ensaio de determinacdo de microrganismos por PCR directamente a

partir do enriqguecimento, com pares de primers especificos e universais.
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t Plagueamento ]

Extraccédo de
uma colénia e
mistura em
50ul
TE+Tween 20

Fervura,
100°C/10min

!

Reaccéo de J

‘ Primer Especifico® ’

PCR

!

‘Primer Universal® ’

(1.5)

Ve

[ Gel de Agarose }

[ 2 ] [ T2

Figura 5- Ensaio de confirmacgédo por PCR apés plaqueamento do enriquecimento

em meio de cultura apropriado com pares de primers especificos e universais.

Nas reaccdes em que o DNA utilizado tinha origem nesta mistura de
TE+Tween 20, de forma a ser o mais eficaz possivel, o tempo de desnaturagao inicial

na reaccéo de PCR foi alterado de 5 para 10 minutos.

Apoés as reaccdes a verificacdo dos resultados era feita por gel de agarose em

electroforese.

Ha uma preparagdo prévia de um gel de agarose, normalmente a 1,5% (para
0,5L de TAE, colocar 7,59 de Agarose), com adicdo de brometo de etidio, EtBr (5uL
por 100ml de gel de agarose), que da fluorescéncia as amostras quando o gel é
revelado sob luz ultravioleta. Depois de colocado num molde, o gel é deixado a
polimerizar e s6 depois colocado dentro da tina de electroforese, que contém tampao
TAE. As amostras de reaccdo, antes de colocadas no gel, sdo misturadas com loading

buffer, uma substéancia que da peso e cor as amostras.
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Normalmente no primeiro poco € colocado um marcador de pesos moleculares,
para se poder ter uma base de comparacdao em relacdo ao tamanho dos fragmentos
resultantes da reaccdo. A partir daqui as amostras sdo colocadas sob uma ordem
definida. A tina é ligada a 100 Volts e iniciada a corrida. Esta Ultima s6 € parada
quando os fragmentos estiverem separados uns dos outros de acordo com o

pretendido no ensaio. O gel é por fim revelado por accéo de luz ultra violeta.

. N
‘_—é"é"&' = .
@ 4 ® 4 o
Fy Fy = Fy

Figura 6- Aplicacdo de amostras em gel de agarose e sua separacao.
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RESULTADOS e DISCUSSAO

1- Deteccdo de Campylobacter sp

Foram realizados 3 ensaios, todos para verificar o nivel de especificidade e
temperatura éptima de accdo do par de primers especifico.

1.1- Deteccdo de Campylobacter sp seqgundo norma ISO ()

Os resultados do primeiro ensaio estao na tabela abaixo, tabela 6, sendo que o

sinal mais (+) significa resultado positivo e o0 sinal menos (-) resultado negativo.

Tabela 6- Resultados do primeiro ensaio de deteccéo especifica de Campylobacter sp,
por PCR.

Amostras Resultado

Salmonella enteridis -
Listeria monocytogenes =
E. coli O157:H7 -

Campylobacter jejuni/coli &
Campylobacter jejuni/coli +
Campylobacter jejuni/coli +

Campylobacter lari -

Branco -

Neste primeiro ensaio observou-se que o par de primers apenas originou
amplificacdo nas espécies Campylobacter jejuni e C. coli. A espécie Campylobacter
lari ndo originou qualgquer amplificacdo o que revela a elevada especificidade deste par

de primers.
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1.2- Determinacdo de temperatura de annealing do par de primers

especifico para deteccdo de Campylobacter sp

O segundo ensaio foi do tipo gradiente, em que a temperatura testada variou
entre os 55 e 0s 65°C. Os resultados encontram-se na tabela abaixo, (tabela 7). Ficou
determinado que a temperatura Optima seria de 55°C.

Tabela 7- Ensaio de gradiente de Campylobacter sp

Amostras 55°C 58°C 61°C 65°C
Campylobacter

Py + + + -
jejuni/coli
Campylobacter

py o o _ _
jejuni/coli
Campylobacter +

jejuni/coli

Branco = = = -

1.3- Verificacdo da especificidade do par de primers

No 3° e Ultimo ensaio realizado, o par de primers foi testado com uma gama de
10 de bactérias pertencentes a diferentes grupos, existindo apenas uma das amostras
correspondente a Campylobacter sp, com 300pb. A figura mostra os resultados.

R

-
-

Figura 7 — Ensaio de especificidade do par de primers para Campylobacter sp, num
conjunto de 19 amostras, em que: 1- Leuconostoc sp; 2- Lactococcus lactis; 3-
Haemophylus ducreiy; 4- Serratia sp; 5- Morganella sp; 6- Bacillus subtillis; 7-
Pseudomonas stutzeri; 8- Streptococcus pyogenes; 9- Bacillus sp; 10- Branco; mp-
Marcador de pesos moleculares
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2- Deteccao de Bacillus cereus

Especifico para a bactéria Bacillus cereus, este par de primers foi testado
guanto a sua especificidade temperatura de acg¢édo e capacidade de identificacdo de
amostras desconhecidas. Realizaram-se 3 ensaios.

2.1- Determinacdo de temperatura de annealing para deteccao de

Bacillus cereus

No primeiro ensaio foi realizado um teste de gradiente, isto para verificar
até que temperatura a accdo do par de primers é eficaz. Para isso 4 diferentes
amostras foram sujeitas a temperaturas entre os 56 e os 64°C. Ficou definido que a

temperatura 6ptima de accgéo era de 56°C.

Tabela 8 - Ensaio de gradiente de Bacillus cereus

Amostras 56°C 58°C 60°C 62°C 64°C

Salmonella
enteridis
Listeria
monocytogenes
E. coli O157:H7 - - - - -
Bacillus cereus + + - — -

Branco - - - - -

2.2- Verificacdo da especificidade do par de primers Determinacdo de

temperatura de annealing para deteccdo de Bacillus cereus

No segundo ensaio foi posta a prova a sua especificidade tendo para isso sido
utilizados os 19 amostras da tabela w, que se encontra no material e métodos. O gel 2

mostra os resultados.
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Figura 8- Ensaio de especificidade do par de primers de Bacillus cereus, num
conjunto de 19 amostras, em que: 1- Leuconostoc sp; 2- Lactococcus lactis; 3-
Haemophylus ducreiy; 4- Serratia sp; 5- Morganella sp; 6- Bacillus subtillis; 7-
Pseudomonas stutzeri; 8- Streptococcus pyogenes; 9- Bacillus sp; 10- Chlamydia
sp; 11- Haemophylus influenza; 12- Salmonella sp; 13- Listeria monocytogenes; 14-
Esc. coli O157:H7; 15- Vibrio cholerae; 16- Vibrio parahaemolitycus; 17- Vibrio
parahaemolitycus; 18- Campylobacter sp; 19-Bacillus cereus; 20- Branco; mp-
Marcador de pesos moleculares.

2.3- Deteccado de Bacillus cereus a partir de cultura

No terceiro ensaio uma amostra desconhecida foi sujeita a teste de
identificacdo. Foi usada uma amostra de Bacillus cereus, como controlo positivo, para
além da amostra desconhecida. Os resultados estéo na tabela 9.

Tabela 9- Identificagdo de amostra por accédo de pares de primers especificos de Bacillus
cereus

Amostras Resultados

Desconhecida +
Bacillus cereus +
Branco -

3- Deteccao de Vibrio parahaemolitycus

3.1- Determinacao de temperatura de annealing para deteccao de Vibrio

parahaemolitycus

Nao foi preciso determinar esta temperatura, visto ter sido definida em
trabalhos anteriores, nos 62°C.
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3.2- Verificacdo da especificidade do par de primers

No primeiro ensaio o par de primers foi testado numa gama de 19 amostras,
DNA'’s de bactérias de diferentes grupos. Foi apenas amplificado o DNA da amostra
de Vibrio parahaemolitycus, como é possivel ver na tabela 10 os resultados.

Amostras Resultado

Leuconostoc sp -
Lactococcus lactis =
Haemophylus ducreiy -
Serratia sp =
Morganella sp -
Mycoplasma sp =
Bacillus subtillis -
Pseudomonas stutzeri =
Streptococcus pyogenes -
Bacillus cereus =
Chlamydia sp -
Salmonella enteridis =
Listeria monocytogenes -
E. coli O157:H7 =
Vibrio cholerae -
Vibrio parahaemoliticus +
Campylobacter jejuni/coli -
Bacillus cereus =
Branco -

3.2- Identificacdo de amostras desconhecidas

No segundo ensaio foram testadas 2 amostras desconhecidas. Um DNA de

Vibrio parahaemolitycus foi incluido como controlo positivo, tabela 11.

Tabela 11- Identificacdo de amostras por ac¢do do par de primers especifico para Vibrio
parahaemolitycus.

Amostras Resultados

Desconhecida -
Desconhecida =
Vibrio parahaemoliyicus +
Branco -
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4- Deteccdo de Vibrio cholerae

Este par de primers foi testado em 4 ensaios.

4.1- Determinacdo de temperatura de annealing para deteccao de Vibrio

cholerae

Nao foi preciso determinar esta temperatura, visto ter sido definida em

trabalhos anteriores, nos 62°C.

4.2- Verificacdo da especificidade do par de primers

No primeiro ensaio foram utilizadas 19 amostras diferentes, sendo s6 uma

delas Vibrio cholerae, gel 3.

Figura 9- Ensaio de especificidade do par de primers de Vibrio cholerae, num
conjunto de 19 amostras, em que: 1- Leuconostoc sp; 2- Lactococcus lactis; 3-
Haemophylus ducreyi; 4- Serratia sp; 5- Morganella sp; 6- Bacillus subtillis; 7-
Pseudomonas stutzeri; 8- Streptococcus pyogenes; 9- Bacillus sp; 10- Chlamydia
sp; 11- Haemophylus influenza; 12- Haemophylus sp; 13- Salmonella sp; 14- Listeria
monocytogenes; 15- Esc. coli 0O157:H7; 16- Vibrio cholerae; 17- Vibrio
parahaemolitycus; 18- Campylobacter sp; 19- Branco; mp- Marcador de pesos
moleculares.

4.3- Identificacdo de amostras desconhecidas

No segundo ensaio foram submetidas a identificagdo 3 amostras cegas na

presenca de um controlo positivo, tabela 12.

Tabela 12- Identificagdo de amostras por acgdo do par de primers de Vibrio cholerae

Amostras Resultados

Vibrio cholerae +
Desconhecida =
Desconhecida -
Desconhecida +

Branco -
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Como se pode verificar pelos resultados, apenas a terceira amostra cega

pertencia a esta espécie de microrganismos.

No terceiro ensaio mais uma vez tratou da identificagdo de duas amostras
cegas, as mesmas utilizadas no terceiro ensaio para o par de primers de deteccéo de
Vibrio cholerae, estando os resultados da identificacdo na tabela 13.

Tabela 13- Identificacdo de amostras por ac¢cédo do par de primers de Vibrio cholerae

Amostras Resultados

Desconhecida +
Desconhecida +
Vibrio cholerae +

Branco =

4 .4- |dentificacdo de amostras desconhecidas a partir da conjugacao

dos pares de primers de Vibrio parahaemolitycus e cholerae

No ultimo ensaio realizou-se um duplex, em que se misturaram os dois pares
de primers de detecgéo de Vibrio, (parahaemolitycus e cholerae), para identificagédo de

duas amostras desconhecidas. Os resultados encontram-se na figura 10.

Figura 10- Duplex entre TIhF/TIhR e ToxF/ToxR em que: 1- Vibrio
cholerae; 2- Amostra desconhecida; 3- Amostra desconhecida; 4-
Branco; 5- Vibrio parahaemolitycus; 6- Amostra desconhecida; 7-
Amostra desconhecida; 8- Branco
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5- Deteccao de Listeria monocytogenes

Realizaram-se 4 ensaios.

5.1- Determinacdo de temperatura de annealing para deteccdo de Listeria

monocytogenes

N&ao foi preciso determinar esta temperatura, visto ter sido definida em

trabalhos anteriores, nos 62°C.

5.2- Verificacdo da especificidade do par de primers

No primeiro foi posto a prova um total de 19 amostras bacterianas,

pertencentes a diferentes grupos, figura 11.

: N E-F ki 2k k3 St i i —E- ] |

- . m

1 2 3 456 7 8 910 11 12 13 14 151617 18 19 _P
s - -

Figura 11- Ensaio de especificidade do par de primers de Listeria monocytogenes,
num conjunto de 19 amostras, em que: 1- Leuconostoc sp; 2- Lactococcus lactis; 3-
Haemophylus ducreiy; 4- Serratia sp; 5- Morganella sp; 6- Bacillus subtillis; 7-
Pseudomonas stutzeri; 8- Streptococcus pyogenes; 9- Bacillus sp; 10- Chlamydia sp;
11- Haemophylus influenza; 12- Haemophylus sp; 13- Salmonella sp; 14- Listeria
monocytogenes; 15- Esc. coli 0O157:H7; 16- Vibrio vulnificus; 17- Vibrio
parahaemolitycus; 18- Vibrio cholerae; 19- Campylobacter sp; 20-Bacillus cereus; 21-
Branco; mp- Marcador de pesos moleculares.

5.3- Identificacdo de amostras desconhecidas

No segundo ensaio o par de primers foi testado em 3 amostras cegas, tendo

sido obtida amplificacdo em 2 das amostras, tabela 14.

Tabela 14- Identificacdo de amostras por ac¢cdo do par de primers de Listeria
monocytogenes

Amostras Resultados

Listeria monocytogenes +

Desconhecida

Desconhecida +
Desconhecida +
Branco -
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No terceiro ensaio procedeu-se a identificacdo de mais duas amostras cegas.

Os resultados estdo na tabela 15:

Tabela 15- Identificac@o de amostras por ac¢ao do par de primers de Listeria
monocytogenes

Amostras Resultados

Desconhecida -
Desconhecida =
Listeria monocytogenes +

Branco =

Para estas duas amostras alimentares, que em cultura possuiam um
comportamento fenotipico semelhante a este microrganismo, apos amplificacdo por
PCR verificou-se que o padrdo de bandas era diferente do normal do verificado nos
ensaios anteriores. Decidiu-se que estes produtos iriam ser purificados e
sequenciados, para verificar que realmente ndo se tratavam desta bactéria e apds
sequenciacao foi possivel ter conhecimento que as amostras ndo correspondiam a
esta espécie bacteriana.

5.4- |dentificacdo de Listeria monocytogenes de acordo com norma e

por DNA de cultura

No quarto ensaio utilizaram-se 5 amostras, em que duas delas continham
células de Listeria monocytogenes retirado directamente de cultura e, misturado em
50pL de TE+Tween 20 e fervido durante 10 minutos a 100°C. Os resultados estdo na
tabela 16.

Tabela 16- Especificidade do par de primers de Listeria monocytogenes

Amostras Resultados

Esc. coli O157:H7 -

Salmonella enteridis =

Listeria monocytogenes +
DNA de cultura +
DNA de Cultura +

Branco -
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6- Deteccao de Salmonella sp

Realizaram-se 3 ensaios.

6.1- Determinacao de temperatura de annealing para Salmonella sp

Nao foi preciso determinar esta temperatura, visto ter sido definida em

trabalhos anteriores, nos 62°C.

6.2- Verificacdo da especificidade do par de primers

No primeiro o par de primers foi testado em 19 amostras bacterianas referentes
a diferentes grupos, figura 12.
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Figura 12- Ensaio de especificidade do par de primers de Salmonella sp, num
conjunto de 19 amostras, em que: 1- Leuconostoc sp; 2- Lactococcus lactis; 3-
Haemophylus ducreiy; 4- Serratia sp; 5- Morganella sp; 6- Bacillus subtillis; 7-
Pseudomonas stutzeri; 8- Streptococcus pyogenes; 9- Bacillus sp; 10- Chlamydia sp;
11- Haemophylus influenza; 12- Haemophylus sp; 13- Salmonella sp; 14- Listeria
monocytogenes; 15- Esc. coli 0157:H7; 16- Vibrio vulnificus; 17- Vibrio
parahaemolitycus; 18- Vibrio cholerae; 19- Campylobacter sp; 20-Bacillus cereus; 21-
Branco; mp- Marcador de pesos moleculares.

6.3- Identificacdo de amostras desconhecidas

No segundo ensaio foram testadas duas amostras cegas, tabela 17. O padrdo
de bandas referente a amplificacdo da amostra cega era diferente do padrédo da
amostra do controlo positivo. Esta amostra desconhecida foi purificada e, mais tarde,

sequenciada, mostrando que ndo se tratava de Salmonella sp.
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Tabela 17- Identificacdo de amostras por accdo do par de primers de Salmonella sp

Amostras Resultados

Desconhecida -

Desconhecida +
Salmonella sp +
Branco =

6.4- ldentificacdo de amostras a partir da conjugacdo dos pares de

primers de Salmonella sp e Listeria monocytogenes

O ultimo ensaio foi um duplex entre o par de primers de Salmonella sp e
Listeria monocytogenes. O conjunto de amostras era composto por DNA concentrado
obtido por crescimento destes dois microrganismos consoante as normas 1SO, DNA
retirado directamente de cultura fervida com TE+Tween 20 e, ainda, uma mistura de 2
culturas (Salmonella sp, Listeria monocytogenes), também misturada com TE+Tween
20 e fervida.

Os resultados da tabela 18 mostram que existe amplificacdo perfeita de
produto em todas as amostras excepto na referente a mistura de DNA’s, em que s6 é
visivel a banda de Salmonella sp, ndo tendo ocorrido amplificacdo de Listeria
monocytogenes. Este facto podera dever-se ao tamanho dos fragmentos de PCR
obtidos para cada espécie. O fragmento especifico de Salmonella sp, por ser menor, é
preferencialmente amplificado.

Tabela 18- Duplex com pares de primers de Salmonella sp e Listeria monocytogenes

Amostras Resultados

Salmonella sp +

Listeria monocytogenes +
Salmonella sp de cultura +
Listeria monocytogenes de cultura +
Mix 3 DNA’s +/-

Branco -
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7- Deteccao de Escherichia coli O157:H7

Foram testados 4 pares de Primers diferentes, relativos a bactéria Esc. coli,
0O157RFbE_F/O157RFbE_R; Stx1F/Stx1R; EaeF/EaeR e H7FlicF/H7flicR.

7.1- Par de primers O157RFbE F/O157RFbE R

7.1.1- Determinacdo de temperatura de annealing

Os ensaios de gradiente, que serviram para determinar até que temperaturas o
par de primers actua. Foi feito um primeiro gradiente entre 62 e 66°C. No segundo
gradiente o intervalo de temperaturas situou-se entre os 66 e os 72°C, a tabela 19

resume os resultados dos dois ensaios.

Tabela 19- Gradiente do par de primers de Esc. coli O157:H7

Amostras 62°C 64°C 66°C 68°C 70°C 72°C
 Esc.coliO157:H7  + o+ o+ o+ ==
Branco - - = - — _

7.1.2- Verificacdo da especificidade do par de primers

No primeiro ensaio o par de primers foi testado num universo de 19 diferentes
amostras bacterianas, figura 13.
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Figura 13- Ensaio de especificidade do par de primers de Esc. coli O157:H7, num
conjunto de 19 amostras, em que: 1- Leuconostoc sp; 2- Lactococcus lactis; 3-
Haemophylus ducreiy; 4- Serratia sp; 5- Morganella sp; 6- Bacillus subtillis; 7-
Pseudomonas stutzeri; 8- Streptococcus pyogenes; 9- Bacillus sp; 10- Chlamydia sp;
11- Haemophylus influenza; 12- Haemophylus sp; 13- Salmonella sp; 14- Listeria
monocytogenes; 15- Esc. coli 0O157:H7; 16- Vibrio vulnificus; 17- Vibrio
parahaemolitycus; 18- Vibrio cholerae; 19- Campylobacter sp; 20-Bacillus cereus; 21-
Branco; mp- Marcador de pesos moleculares.
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7.1.3- Identificacdo de amostras desconhecidas

No segundo ensaio o par de primers foi testado numa amaostra cega, tabela 20.

Tabela 20- Identificacdo de amostras por ac¢cdo do par de primers de Esc. coli O157:H7

Amostras Resultados

Desconhecida -
Esc. coli O157:H7 +

Branco -

7.1.4- Verificacdo da presenca do factor de viruléncia O157:H7

No terceiro ensaio o par de primers foi utilizado com o intuito de identificar a
presenca de Esc. coli O157:H7 em 12 amostras de origem alimentar. A tabela 21

mostra os resultados.

Tabela 21- Deteccéo de Esc. coli O157:H7

Amostras Resultado
Esc. coli O157:H7 +
Alimentar 1 =
Alimentar 2 -
Alimentar 3 =
Alimentar 4 -
Alimentar 6 =
Alimentar 7 -
R.J. VTI A =
R.J.VTIB -
R.J. VTIC =
ETEC AMAR R.J. -
IMUNOL R.J. =

Branco -

No quarto ensaio foram testadas duas amostras provenientes de colénias. A
primeira amostra apenas continha Esc. coli O157:H7 e a segunda amostra continha
uma mistura de 3 DNA’s, (Salmonella sp, Esc. coli 0O157:H7 e Listeria
monocytogenes), tabela 22.
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Tabela 22- Detecc¢do de Esc. coli 0157:H7 em concentrado de DNA Vs Cultura

Amostras Resultados
Esc. coli O157:H7 +
Esc. coli O157:H7 cultura +
Mix 3 DNA -
Branco =

7.2- Par de primers Stx1F/Stx1R

7.2.1- Determinacdo de temperatura de annealing

O segundo e terceiro ensaios foram do tipo gradiente. O par de primers foi
primeiro testado entre 62 e 66°C e depois entre 66 e 72°C, a tabela 23 sumariza os

resultados.

Tabela 23- Gradiente do par de primers referente ao factor de viruléncia Stx1

Amostras 62°C 64°C 66°C 68°C 70°C 72°C
Esc. coli O157:H7 + + + + + +
Branco - - - - _ _

7.2.2- Verificacdo da presenca do factor de viruléncia Stx1

Para o segundo par de primers efectuaram-se 3 testes. No primeiro, a
especificidade do par de primers foi testada em 12 amostras alimentares, tabela 24.

Tabela 24- Deteccdo da presenca do factor de viruléncia Stx1

Amostras Resultado

Esc. coli O157:H7 +
Alimentar 1 +
Alimentar 2 -
Alimentar 3 =
Alimentar 4 -
Alimentar 6 =
Alimentar 7 -

R.J. VTI A =
R.J.VTIB -
R.J.VTIC -
ETEC AMAR R.J. -
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Am IMUNOL R.J. -
Branco -

7.3- Par de primers EaeF/EaeR

7.3.1- Determinacdo de temperatura de annealing

No segundo ensaio, foi feito um gradiente entre as temperaturas 62 e 66°C,
tabela 25.

Tabela 25- Gradiente referente ao par de primers do factor de viruléncia Eae

Amostras 62°C 64°C 66°C
Esc. coli O157:H7 + + +
Branco - = _

7.3.2- Verificacdo da presenca do factor de viruléncia Eae

No primeiro ensaio o par de primers foi testado com 12 amostras alimentares.
S6 uma amostra revelou resultados positivos, tal como se pode verificar na tabela 26.

Tabela 26- Deteccédo da presenca do factor de viruléncia Eae

Amostras Resultado

Am E. coli O157:H7 +
Am Alimentar 1 =
Am Alimentar 2 -
Am Alimentar 3 =
Am Alimentar 4 -
Am Alimentar 6 =
Am Alimentar 7 -
Am R.J. VTIA =
Am R.J.VTI B -
Am R.J.VTIC -
Am ETEC AMAR R.J. -
Am IMUNOL R.J. =

Branco -
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7.4- Par de primers H7flicF/H7flicR

7.4.1- Determinacdo de temperatura de annealing

O segundo ensaio, tipo gradiente, foi realizado entre as temperaturas 62 e

66°C. Na tabela 27 pode-se verificar que o par de primers actua até aos 66°C.

Tabela 27- Gradiente referente ao par de primers do factor de viruléncia H7flic

Amostras 62°C 64°C 66°C
Am E. coli O157:H7 + + +
Branco = = =

7.4.2- Verificacdo da presenca do factor de viruléncia H7flic

Para o ultimo par de primers foram realizados 3 ensaios, o primeiro com as 12
amostras alimentares. A tabela 28 mostra que apenas uma estirpe apresenta este

factor de viruléncia.

Tabela 28- Detecc¢édo da presenca do factor de viruléncia H7flic

Amostras Resultado
Esc. coli O157:H7 +
Alimentar 1 =
Alimentar 2 -
Alimentar 3 =
Alimentar 4 -
Alimentar 6 =
Alimentar 7 -
R.J. VTIA =
R.J. VTIB -
R.J. VTIC =
ETEC AMAR R.J. -
IMUNOL R.J. =
Branco -
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7.4.3- Duplex com H7flicF/H7flicR e EaeF/EaeR

O terceiro ensaio envolveu também o par de primers EaeF/EaeR. Foi entdo
realizado um duplex, no conjunto de 12 amostras de origem alimentar. Daqui
resultaram duas bandas distintas numa amostra, a de Esc. coli O157:H7, mostrando

gue mais nenhuma estirpe possui um ou os dois factores de viruléncia, figura 14.

Figura 14- Duplex com os pares de primers H7flicF/H7flicR e EaeF/EaeR, em que: 1-
Esc. coli O157:H7; 2- Am Alimentar 1; 3- Am Alimentar 2; 4- Am Alimentar 3; 5- Am
Alimentar 4; 6- Am Alimentar 6; 7- Am Alimentar 7; 8- RJ VTIA; 9- RJ VTIB; 10- RJ
VTIC; 11- ETEC AMAR RJ; 12- IMUNOL RJ; 13- Branco.

8- Pares de primers Universais

Foram realizados 3 ensaios com diferentes pares de primers universais, para
perceber qual seria o par mais compativel e que melhor se adequava ao estudo. Este
tipo de primers, normalmente, ndo é especifico no que respeita a DNA, vai diferir
apenas nos tamanhos de bandas que conseguem amplificar.

As figuras abaixo mostram os resultados obtidos, sendo notério que o conjunto
104F/1114R é aquele que melhor se aplica, pois € aquele que leva a formacdo de
bandas Unicas, bem definidas e sem formacao de outras bandas indefinidas.

F15

F16
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F17 =&

Figura 15- Padréo de bandas formado e
pelo par de primers Pa/907R — .

Figura 16- Padréo de bandas formado E—:'~

pelo par de primers Pa/1114R

Figura 17- Padréo de bandas formado
pelo par de primers 104F/1114R

9- Ensaios Multiplex

Realizaram-se, ao todo, 8 ensaios multiplex, com diferentes combinacdes de
pares de primers.

9.1- Primers Universais e Primers Especificos

Nos primeiros 3 ensaios conjugou-se o par de primers universal 104F/1114R
com pares de primers especificos de Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Esc.
coli 0157:H7

Na combinagdo 104F/1114R e O157RFbE_F/O157RFbE_R foram testadas 5
amostras. As primeiras 3 referentes a DNA’s concentrados de Esc. coli O157:H7,
Salmonella sp e Listeria monocytogenes, respectivamente. As outras amostras

continham DNA de Esc. coli 0157:H7, retirado directamente de coldnia, tabela 29.

Tabela 29- Duplex 104F/1114R e O157RFbE_F/O157RFbE_R

Amostras Resultados

Am E. coli 0157:H7 ++

Am Salmonella enteridis +
Am Listeria monocytogenes +
Am coldénia E. coli 0157:H7 +/+
Am coldnia E. coli O157:H7 ++
Branco -

Na primeira amostra para além da banda relativa ao par de primers universal,
também era visivel a banda referente ao par de primers especifico. Nas amostras de
Salmonella sp e Listeria monocytogenes apenas surgiu a banda especifica do par de
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primers universal. Nas amostras referentes a Esc. coli O157:H7 de cultura, apenas era

visivel a banda referente ao par de primers especifico.

Seguiu-se a combinacdo entre o par de primers universal do ensaio anterior

com o par de primers especifico Lmon218F/Lmon857R.

As amostras utilizadas, 6 ao todo, das quais faziam parte os concentrados de
DNA de Esc. coli 0157:H7, Salmonella sp e Listeria monocytogenes e trés amostras
de DNA retirado directamente de cultura de Listeria monocytogenes, os resultados

estdo na figura 18 a seguir:
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Figura 18- Conjugacéo de 104F/1114R e Lmon218F/Lmon857R, em
que: 1- E. coli 0157:H7; 2- Salmonella sp; 3- Listeria
monocytogenes; 4; 5 e 6- Listeria monocytogenes de cultura; 7-
Branco

Em todas as amostras, sem excepcao, foi registada a banda relativa ao par de
primers universal. Para além desta banda, nas amostras de Listeria monocytogenes,
tanto no concentrado de DNA, como em amostras de cultura, registou-se também a

banda referente ao par de primers especifico.

Por ultimo foi combinado o par de primers universal, 0 mesmo utilizado nos

ensaios anteriores, com o par de primers especifico SallF/SallR.

Também aqui foram utilizadas 5 amostras, as 3 primeiras relativas aos
concentrados de, E. coli O157:H7, Salmonella sp e Listeria monocytogenes. As 2
outras amostras, obtidas directamente de cultura, eram referentes a Salmonella sp. A

figura 19 mostra os resultados.
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Figura 19- Conjugacdo de 104F/1114R e Lmon218F/Lmon857R, em que: 1- Esc. coli
0157:H7; 2- Salmonella sp; 3- Listeria monocytogenes; 4 e 5- Listeria monocytogenes de
cultura; 6- Branco

9.2- Conjugacao de pares de primers especificos

Em todos os 5 ensaios forma conjugados 3 pares de primers especificos de

Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Esc. coli 0157:H7.

No primeiro ensaio foram usadas 6 amostras, 5 delas conhecidas e uma cega.
Ao mesmo tempo, foi também realizado um gradiente entre as temperaturas de 62°C e
68°C. A tabela 30 resume os resultados.

Tabela 30- Gradiente multiplex de primers especificos

Amostras 62°C 64°C 66°C 68°C
Salmonella sp + + + +
Listeria monocytogenes + + - -

Vibrio cholerae - - - -
Bacillus sp = - = -
Haemophylus influenza - - - —
Desconhecida +/+ +/+ +/+ -

Branco - - - -
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Verificou-se que os 3 pares de primers em conjunto funcionam até 64°C, o par
de primers de Listeria monocytogenes deixa de funcionar a partir desta temperatura, o

gque ndo acontece com 0s outros 2, que funcionam até 68°C.

Também se verificou que apenas foram amplificados os DNA das amostras
especificas para os pares de primers. Foi detectado neste ensaio que a amostra cega
possuia DNA de Salmonella sp e de E. coli O157:H7, isto pela formacédo de duas

bandas no poco relativo a amostra.

No segundo ensaio misturaram-se 3 DNA’s, Salmonella sp, Listeria
monocytogenes e Esc. coli O157:H7, com uma concentragdo inicial de 2ng. Desta
mistura foram feitas 4 diluicdes, todas de 1:10, para verificar até que concentracdo
ocorria amplificacdo. Como resultado verificou-se os 3 DNA’s eram amplificados até a

concentracao de 200pg, figura 20.

Figura 20- Capacidade de amplificacdo de amostras a diferentes concentracdes, em que:
1- Mistura DNA Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Esc. coli O157:H7 a 2ng;

2- Mistura DNA Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Esc. coli O157:H7 a 200pg;

3- Mistura DNA Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Esc. coli O157:H7 a 20pg;

4- Mistura DNA Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Esc. coli O157:H7 a 2pg;

5- Mistura DNA Salmonella sp, Listeria monocytogenes e Esc. coli O157:H7 a 0,2pg;

6- Branco

No terceiro ensaio foram testadas 6 amostras cegas com 3 controlos positivos.
Também foi colocada uma amostra que continha uma mistura dos 3 DNA’s dos

controlos positivos, tabela 31.
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Tabela 31- Identificagcdo de amostras por ac¢céo dos pares de primers de Salmonella sp,
Listeria monocytogenes e Esc. coli O157:H7

Amostras Resultados

Salmonella sp +
Desconhecida -
Desconhecida -

Branco =
Listeria monocytogenes +
Desconhecida +

Desconhecida -

Branco -
Esc. coli O157:H7 +
Desconhecida +

Desconhecida -

Branco =

No quarto foi comparada a capacidade de amplificacdo de concentrados de
DNA com uma mistura de DNA'’s retirada directamente de cultura, tabela 32.

Tabela 32- Comparacédo de capacidade de amplificacdo de amostras concentradas e de
cultura

Amostras Resultados

Esc. coli O157:H7 +
Salmonella sp +

Listeria monocytogenes +
Cultura E. coli O157:H7 +/+
Cultura Salmonella sp +/+
Cultura Listeria monocytogenes +/+
Branco -

No quinto ensaio voltou a tentar-se a experiéncia do quarto ensaio, com a
diferenca de que foi feita uma mistura dos 3 concentrados de DNA numa amostra e,
além da mistura dos DNA de cultura, adicionaram-se 3 amostras isoladas de
Salmonella enteridis, Listeria monocytogenes e E. coli O157:H7, com origem em
cultura, tabela 33.
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Tabela 33- Comparacédo de capacidade de amplificacdo de amostras concentradas e de

cultura
Esc. coli 0157:H7 +
Salmonella sp +
Listeria monocytogenes +
Mix 3 DNA Concentrados ++/+
Cultura Esc. coli O157:H7 +
Cultura Salmonella sp +
Cultura Listeria monocytogenes +
Mix 3 DNA Cultura +/+
Branco -

Tal como nos ensaios anteriores, todas as amostras de concentrados foram
perfeitamente amplificadas, mesmo aquela em que se encontravam os 3 DNA’s
misturados. Também nas amostras isoladas de cultura houve produtos de
amplificagdo, com excepcao da amostra com 3 DNA’s misturados, em que s6 o DNA
de Esc. coli 0157:H7 e Salmonella sp foram amplificados.

No sexto ensaio fez-se a mesma comparacdo dos ensaios anteriores, com a
diferenca de que, em vez de ser feita uma mistura dos DNA’s com origem em cultura,
estes eram testados isoladamente. Foi entdo verificado que, quer para 0s

concentrados de DNA, quer para os de origem em cultura, houve uma amplificagdo
perfeita, figura 21.
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Figura 21- Comparacdo de deteccdo a
partir de DNA concentrado e a partir de
DNA de cultura, em que: 1- DNA Esc. coli
0157:H7 concentrado; 2- DNA Esc. coli
0157:H7 cultura; 3- DNA Salmonella sp
concentrado; 4- DNA Salmonella sp
cultura; 5- DNA Listeria monocytogenes
concentrado; 6- DNA Listeria
monocytogenes cultura; 7- Branco
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CONCLUSAO

As primeiras provas de detec¢cdo de organismos patogéneos alimentares foram
feitas ha cerca de 20 anos havendo um risco cada vez maior de disseminacéo destes
organismos. O controlo da qualidade microbiana é um programa cada vez mais
aplicado em toda a cadeia de producdo alimentar, de forma a minimizar o risco de

infeccdo do consumidor @,

Os métodos de deteccdo incluem crescimento de microrganismos em meio
especifico, designando-se este processo por enriquecimento. Segue-se o isolamento
de estirpes e identificacdo destas, por métodos imunolégicos e seroldgicos definidos

pela organizac&o 1SO Y,

Acontece que estes métodos, supostamente fidveis e eficientes, requerem um
grande periodo de tempo até a obtencdo de resultados, variando este periodo entre 6
dias a algumas semanas, pois dependem do microrganismo em questdo. Para além
deste aspecto as propriedades fenotipicas de identificacdo de bactérias podem nem
sempre ser expressas €, mesmo quando o séo, a sua classificagdo e interpretacédo
podem ser complicadas. A estas desvantagens junta-se a ndo deteccéo de células

viaveis ndo cultivaveis, como pode acontecer com Campylobacter sp ©.

Por sua vez, os ensaios de PCR, que s6 comecaram a ser realizados ha 10

anos, deram sinais positivos nos resultados obtidos.

E uma técnica que possui velocidade, bom limite de deteccéo, selectividade,
especificidade, sensibilidade e potencial de automatizacao.

No entanto, e apesar desta panéplia de qualidades, este novo método a nivel
tecnolégico, tem um alto custo de investimento na sua implementacédo e a falta de
instrucdes e regulamenta¢bes standards aprovadas, leva a que os laboratérios fiquem

hesitantes quanto a sua utilizacdo ©.

Este estudo pretende mostrar como é feita a identificacdo dos mais importantes
microrganismos contaminantes alimentares a partir da utilizacdo de pares de primers
especificos. Estes representam sequéncias de DNA Unicas e proprias de cada
organismo. Assim, aqueles que nao apresentarem essa regido em particular, ndo

poderédo originar produtos de PCR.
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A deteccdo directa e, possivelmente automatica, de bactérias alimentares
individualmente foi atingida tanto a partir de concentrados de DNA, como a partir de
DNA de cultura.

Em todos os ensaios realizados com DNA concentrado foram atingidos os

parametros acima referidos.

Todos os pares de primers utilizados mostraram ter um nivel de especificidade
bastante elevado, mesmo quando postas a prova num universo de 19 amostras de
bactérias pertencentes a diferentes grupos. Além deste parametro ficou também
determinado quais as temperaturas de accdo Optimas dos pares de primers
especificos, nas quais ndo eram registadas quaisquer bandas inespecificas ou falsos
positivos.

Quisemos no entanto ir ainda mais longe, demonstrando que a deteccdo
directa de bactérias alimentares a partir das amostras, ou seja, DNA de cultura,

também pode ser feita com 0 mesmo grau de precisao.

Nos ensaios com Bacillus cereus e Vibrio cholerae e Vibrio parahaemolitycus
foi possivel determinar, sem sombra de divida, qual o microrganismo em questéo,
mostrando a especificidade e poder de deteccdo automatico, para além da
apresentada nos ensaios com concentrados de DNA.

Com E. coli O157:H7 os testes realizados foram mais aprofundados, isto
porque este é um dos mais importantes grupos de organismos patogéneos
alimentares. Assim foram testados 4 pares de primers, todos eles especificos para
factores de viruléncia apresentados por este microrganismo sendo a sua presenca que

define qual a categoria enterohemorragica do organismo.

Os primeiros testes tiveram como alvo o plasmideo pO157, de 60 Mda, que
codifica uma enterohemolisina. Para tal foi utilizado o par de primers
O157RFbE_F/O157RFbE_R nos 6 ensaios descritos nos resultados.

Quando testado em amostras de concentrado de DNA e de cultura, s6 ndo
houve amplificagdo de DNA quando este se encontrava misturado com os DNA’s de

Salmonella sp e Listeria monocytogenes.

Os segundos ensaios focaram-se na toxina shiga ou verotoxina Stx1. Nos 4
ensaios descritos foram identificadas duas estirpes positivas quanto a este factor de

viruléncia, no grupo de 12 estirpes de E. coli. A esta toxina estd associada a
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expressdo e consequente producdo de outro factor de viruléncia de teor proteico,

intimina (Eae), sobre a qual se focaram 0s ensaios que se seguiram.

Este terceiro factor de viruléncia, (Eae), mostrou que mesmo existindo Stx1,
nem sempre é produzido. Esta s6 foi positiva numa estirpe de Esc. coli, uma das que
também apresentava os outros dois factores de viruléncia Stx1 e o plasmideo O157.

Em relacdo ao ultimo factor de viruléncia, H7flic, nos 4 ensaios realizados
verificou-se que este factor apenas esta presente na estirpe que possui todos os
outros factores em simultaneo, E. coli O157:H7. Funciona em multiplex com o par de
primer EaeF/EaeR, podendo assim ser feita uma identificacdo, em simultaneo, dos

dois factores de viruléncia ®4**¢'9.

No que concerne a Listeria monocytogenes e Salmonella sp foram feitos os
mesmos ensaios com DNA de cultura, resultando daqui uma identificacdo clara e
precisa destas duas bactérias.

Muitos organismos patogéneos podem ser detectados simultaneamente num
anico PCR, denominado PCR multiplex. Este tipo de testes tem vindo a ser usado,
com sucesso, também na area da microbiologia alimentar. (Franck, Bosworth & Moon,
1998; Trost et all, 1993 e Brasher et all, 1998).

Foi posta a possibilidade de identificacdo destes 3 microrganismos, Esc. coli
0157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella sp a partir de uma amostra com 0s 3
DNA’s misturados. Esta hipdtese foi primeiramente testada em amostras de DNA
concentrado, donde resultaram sempre 3 bandas bem definidas, quer os DNA’s

estivessem isolados, quer os DNA’s estivessem misturados.

Ja com DNA retirado de cultura verificou-se que s6 sédo produzidos produtos de
PCR, em que os DNA’s tenham um tamanho abaixo dos 1000pb. Nos ensaios
realizados com E. coli, Salmonella e Listeria monocytogenes, no gel de agarose para
verificacdo de PCR, apenas apareciam as bandas correspondentes a Esc. coli
0157:H7 e Salmonella sp, as duas com tamanhos bastante inferiores a 1000pb. A
banda referente a Listeria monocytogenes nao foi produzida, o seu tamanho esta entre
0s 500 e os 600pb, bastante grande e de amplificacdo mais dificil numa reaccéo de

multiplex, a partir de DNA de cultura.

Com todos estes testes tornaram-se evidentes as caracteristicas e

capacidades desta técnica, como a eficdcia de diagnéstico, ou seja, o grau de

~ 47 ~



Mestrado Microbiologia Aplicada | 2009

resposta ao microrganismo alvo, o limite de deteccdo, onde ficou claro que este

método ¢é eficaz até 200pg de concentracdo de DNA.

Além destas caracteristicas de teor técnico ndo nos podemos esquecer de que,
apesar do investimento inicial de implementacdo da tecnologia de PCR, o tempo dtil
para o conhecimento dos resultados é reduzido enormemente em relacéo aos testes e
exames realizados por métodos classicos, sendo que todo este tempo ganho se vira a

traduzir numa mais-valia a médio prazo.

Deve ter-se ainda em conta que 0s custos nas andlises alimentares regulares
realizadas por tecnologia de PCR, em comparacdo com métodos de diagnostico
classico definidos pelas normas de standardizacao da ISO, ndo diferem em muito e
que pela rapidez do alcance destes mesmos resultados, podem deste modo realizar-

se um volume de andlises muitissimo maior.

Este trabalho pretende encorajar a implementacdo de métodos sensiveis e
economicamente efectivos de deteccdo de organismos patogéneos alimentares,
tornando-o numa ferramenta de diagnostico facil e rotineiro. Uma potencial préatica

diaria em microbiologia alimentar.
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