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RESUMO

Em muitos casos, o leite e seus derivados sdo responsaveis por causar doencas
transmitidas por alimentos pela veiculacdo de micro-organismos, como Salmonella
spp. e Staphylococcus aureus. A contaminacdo desses produtos pode ocorrer,
principalmente, devido ao processamento térmico ineficiente ou a falta de observacao
das préticas de higiene e limpeza durante as diversas etapas do processo produtivo,
como na manipulacéo do alimento ou, até mesmo, apds o tratamento térmico. Assim,
a identificacao rapida de patdégenos presentes em alimentos € de extrema importancia,
tanto para a garantia da qualidade dos produtos, quanto em casos de surtos. Nestes
casos o0 uso de métodos altamente sensiveis e especificos para detectar patdgenos
alimentares se torna indispensavel. Uma das técnicas que tem sido utilizada para este
fim é a PCR em Tempo Real (QPCR), devido a sua rapidez e eficiéncia na identificagdo
de patégenos em alimentos. Contudo, uma das grandes desvantagens dessa técnica
€ a sua incapacidade em diferenciar o DNA de células viaveis e inviaveis dos
patdgenos. Para suplantar tal ponto, o brometo de etideo monoazida (EMA) pode ser
usado para detectar somente células viaveis. O EMA é um intercalante de DNA que
pode entrar seletivamente em células com membrana danificada (consideradas
inviaveis) e se ligar covalentemente ao seu DNA, quando exposto a luz halégena,
inibindo sua amplificagdo durante a qPCR. Desse modo, o objetivo do presente
trabalho foi estabelecer um protocolo para deteccdo em multiplex de células viaveis
de Salmonella spp. e S. aureus em culturas puras e em Queijo de Coalho pelo uso do
EMA combinado a gPCR. O protocolo estabelecido foi eficaz para a identificacdo de
células viadveis de Salmonella spp., tanto em culturas puras quanto em Queijo de
Coalho. Entretanto, foi observado que a diferenciacdo de células viaveis e inviaveis
de S. aureus pelo uso do EMA néo foi eficiente. Portanto, ndo foi possivel realizar a
deteccdo de células viaveis dos patdogenos em multiplex em culturas puras e em
Queijo de Coalho. Além disso, observou-se que o protocolo estabelecido, combinando
a técnica de gPCR aliada ao uso do EMA, foi capaz de detectar concentracdes tao
baixas de células viaveis de Salmonella typhimurium quanto 10 UFC/10g de Queijo
de Coalho. Contudo, somente foi possivel diferenciar estatisticamente as médias dos
valores de Cycle threshold (C:) em concentracdes de células superiores a 10° UFC/10
g de queijo. O protocolo desenvolvido €, portanto, uma ferramenta Gtil para a vigilancia
de alimentos, uma vez que fornece identificacao rapida e especifica de células viaveis
de Salmoenlla spp. em Queijo de Coalho.

Palavras chave: Doengas Transmitidas por Alimentos. Derivados Lacteos. Micro-
organismos patogénicos. Viabilidade Celular. Intercalantes de DNA.



ABSTRACT

In many cases, milk and milk products are responsible to cause foodborne iliness
through transmission of microorganisms, like Salmonella spp. and Staphylococcus
aureus. The contamination of these products can mainly occur due inefficient thermal
processing or the lack of practices of hygiene and cleaning during the various stages
of the production process, like occur during food handling or, even, after the thermal
treatment. The rapid identification of pathogens in foods is extremely important, both
for the quality assurance of products, such as in cases of outbreaks. Thus, the use of
highly sensible and specific methods to detect food pathogens becomes
indispensable. One of the techniques has been used to this is the Real Time PCR
(gPCR), due its quickness and efficiency to identify pathogens in foods. Nevertheless,
one of the major disadvantages of this technique is its inability to differentiate the DNA
of viable and nonviable cells of microorganisms. To overcome this drawback, the
ethidium bromide monoazide (EMA) can be used to detect viable cells only. EMA is a
DNA intercalating dye that can enter selectively in cells with damaged membrane
(considered dead) and bind covalently to DNA when exposed to halogen light,
inhibiting its amplification during gPCR. So, the aim of this work was establish a
protocol to detect in multiplex viable cells of Salmonella spp. and Staphylococcus
aureus in pure cultures and Coalho cheese by use of EMA combined to Real-time PCR
technique. The protocol established is efficient to identify viable cells of Salmonella
spp., both in pure culture as for Coalho cheese. However, was observed that the
differentiation between viable and nonviable cells of S. aureus by use of EMA is not
efficient. Therefore, is not possible to detect viable cells of these pathogens in multiplex
in pure cultures and in Coalho cheese. Moreover, it was observed that the established
protocol, combining the gPCR technigue and EMA, was able to detect viable cells
concentrations of Salmonella typhimurium as low as 10* CFU/10g of Coalho cheese.
However, it could only statistically differentiate the means of Cycle threshold (Ci)
values in cells concentrations above to 10° UFC/10 g of cheese. The developed
protocol is, therefore, an useful tool for food surveillance, since it provides rapid and
specific identification of viable cells of Salmonella spp. in Coalho cheese.

Keywords: Foodborne illness. Milk products. Pathogenic microorganisms. Cell
viability. DNA intercalating.
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1 INTRODUCAO

Devido as suas caracteristicas composicionais, os alimentos sdo excelentes
substratos para o desenvolvimento de diversos micro-organismos causadores de
Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA). Tais doencas ocorrem em todo o0 mundo
(FUSCO & QUERO, 2014) e causam grandes perdas econémicas, como diminui¢ao
da qualidade de vida dos trabalhadores, perda de produtividade e elevados custos
com saude (KADARIYA et al., 2014). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), uma em cada 10 pessoas adoece no mundo por ano devido a ocorréncia de
DTA (WHO, 2015).

Dentre os alimentos potencialmente causadores de DTA, os lacteos tém papel
de destaque. Segundo o Ministério da Saude o leite e seus derivados foram
relacionados a 3,4% dos surtos de DTA ocorridos no Brasil de 2000 a 2015, sendo

gue em 51% dos surtos nao foi possivel identificar fonte de infeccao alimentar.

Para evitar a ocorréncia de novos casos de DTA envolvendo produtos lacteos,
é fundamental a utilizacdo de matéria prima (leite cru) segura e de qualidade, sendo
a pasteurizacdo uma das formas mais indicadas para eliminacdo de patégenos no
leite cru (FUSCO & QUERO, 2014). A Instru¢cdo Normativa n° 30, de 26 de junho de
2001 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), recomenda o
uso de leite pasteurizado para a fabricacdo de derivados lacteos, incluindo o Queijo
de Coalho, um dos tipos de queijo mais consumidos no nordeste brasileiro (DIAS et
al., 2015).

Apesar de sua popularidade, o Queijo de Coalho muitas vezes esta associado
a uma imagem de alimento ndo seguro (ALMEIDA et al., 2013; DIAS et al., 2015). A
essa imagem, estdo relacionados problemas de utilizacdo de matérias primas nao
seguras, falta de higiene durante o processamento e armazenamento do produto,
além de problemas relacionados ao transporte (ALMEIDA et al., 2013). Em todas as
situacOes citadas, o produto pode sofrer contaminacdo por micro-organismos

patogénicos, tornando-se, portanto, um risco a saude do consumidor.

Muitos estudos tém relatado a presenca de patdogenos em Queijo de Coalho
(BORGES et al., 2003; BORGES et al., 2008; DIAS et al., 2015; DUARTE et al., 2005;
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EVENCIO-LUZ et al., 2012; MACHADO et al., 2011; SILVA et al., 2012; SOUSA et al.,
2014), sendo Staphylococcus positivos no teste da coagulase e Salmonella spp. os
micro-organismos mais comumente relatados. De acordo com o Ministério da Saude,
esses sdo 0s patdégenos mais frequentemente associados a surtos de origem
alimentar, sendo responsaveis por 22,1% dos surtos de DTA ocorridos no Brasil de
2000 a 2015 (BRASIL, 2015). Nesses casos, a identificacdo rapida e especifica do
agente patogénico é de fundamental importancia, tanto para a vigilancia de alimentos

guanto para o tratamento adequado dos doentes.

Véarias metodologias podem ser utilizadas na identificacdo de micro-
organismos, dentre as quais estédo a técnica de microbiologia classica e as técnicas
moleculares. Os métodos considerados “padrdo ouro” para a deteccdo desses
patdogenos em alimentos sdo aqueles baseados em cultivo. Geralmente, constituem-
se em etapas de pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo, plagueamentos
seletivos e diferenciais e confirmacédo por testes bioquimicos (DWIVEDI et al., 2011;
ELIZAQUIVEL et al., 2013). Apesar de serem técnicas sensiveis, com custo
relativamente baixo e de facil padronizacdo, sdo bastante laboriosas e demandam
tempo consideravel para se chegar a um diagnaostico definitivo (DWIVEDI et al., 2011,
ELIZAQUIVEL et al., 2013). Em alguns casos, pode ser necessario mais de uma
semana de testes até se obter a confirmacédo do patégeno (ELIZAQUIVEL et al.,
2013). Além disso, a quantificacdo dos micro-organismos pode ser superestimada
devido as etapas iniciais de enriquecimento (ELIZAQUIVEL et al., 2013). Assim, 0 uso
de metodologias mais acuradas e rapidas faz-se necesséario, principalmente frente a
um surto de origem alimentar em que a identificacao rapida do patégeno causador é

determinante.

Dessa forma, as técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (QPCR), constituem-se em alternativas mais sensiveis,
especificas e rapidas em relacdo aos métodos tradicionais. Deve-se considerar, ainda,
a possibilidade de deteccdo de mais de um patégeno em uma mesma reacao,
realizando as chamadas reacbes em multiplex, onde mais de um alvo pode ser
detectado. Contudo, apesar de todas essas vantagens, a qPCR nao € capaz de
diferenciar células viaveis e inviaveis de micro-organismos patogénicos, o que é
imprescindivel em amostras de alimentos, uma vez que somente patdégenos viaveis

podem causar agravos a saude dos consumidores. Para tanto, moléculas
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intercalantes de DNA, como o Brometo de Etideo Monoazida (EMA) ou o Propideo
Monoazida (PMA), podem ser usadas juntamente a qPCR para suplantar essa
desvantagem (NOVGA et al., 2003).

O EMA é uma molécula capaz de penetrar seletivamente em células com
membrana danificada e se ligar covalentemente ao DNA das mesmas apds exposi¢ao
a luz halégena visivel, ndo permitindo, portanto, que ocorra sua amplificacdo durante
a gPCR (NOVGA et al., 2003). Logo, células com membranas intactas ndo sofrem
acao do intercalante, uma vez que essas membranas constituem-se em barreiras
fisicas a entrada do mesmo (RUDI et al., 2005a). Deste modo, a distin¢cao entre células
viaveis e inviaveis pelo uso do EMA é determinada pela integridade da membrana

celular.

A utilizacdo do EMA combinado a técnica de qPCR permite, portanto, a
deteccdo de patdgenos viaveis em alimentos de maneira mais rapida e sensivel do
que os métodos tradicionais usados. Sendo assim, essa metodologia constitui-se em
uma importante ferramenta tanto para a vigilancia de alimentos quanto para o

diagnoéstico de DTA's, principalmente em casos de surtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um protocolo de deteccédo de células viaveis de Staphylococcus
aureus e Salmonella spp. em Queijo de Coalho utilizando EMA combinado a técnica
de gPCR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer um protocolo para deteccdo em multiplex de células viaveis de S.
aureus e Salmonella spp. em culturas puras pela técnica de gqPCR combinada ao uso
de EMA.

- Validar o protocolo estabelecido em culturas puras para deteccdo células
vidveis de S. aureus e Salmonella spp. em amostras de Queijo de Coalho inoculado

utilizando gPCR combinada ao uso do EMA.

- Estabelecer o limite de detec¢éo da técnica em amostras de Queijo de Coalho

inoculado.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

Devido as suas caracteristicas composicionais, 0s alimentos sao excelentes
substratos para o crescimento de diversos micro-organismos. Portanto, podem ser
considerados importantes veiculos para transmissdo de doencas, com sintomas que
variam desde diarreias brandas até sindromes fatais (DWIVEDI et al., 2011). Em todo
o mundo ha relatos de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) (FUSCO &
QUERO, 2014), que podem ser causadas por uma grande variedade de patdgenos,
inclusive bactérias (DWIVEDI et al., 2011), as quais causam grandes perdas
econbmicas, como aumento dos gastos com saude, perda de produtividade e
diminuicdo da qualidade de vida dos trabalhadores acometidos (KADARIYA et al.,
2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), uma em cada 10
pessoas em todo o mundo adoece por ano devido a ocorréncia de DTA (WHO, 2015).
Em 2014, foram notificados mais de 343 mil casos de DTA na Europa, com 329 mortes
(EFSA, 2015). Ja nos Estados Unidos da América, 13.287 casos foram relatados
nesse mesmo ano, resultando em 20 mortes (CDC, 2015). No Brasil, foram notificados
886 surtos de origem alimentar em 2014, envolvendo 15.700 doentes e resultando em
nove mortes. Somente em 2015, foram relatados no Brasil 426 surtos, com 7.371
doentes e quatro mortes (Figura 1) (BRASIL, 2015).
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Figura 1. Série historica de surtos e casos de DTA no Brasil de 2000 a 2015*. Dados sujeitos

a alterac&o. *Ultima atualizag&o em Outubro de 2015.
FONTE: Adaptado de SINAN/SVS/Ministério da Saude

Dentre os alimentos potencialmente causadores de DTA, os lacteos tém papel
de destaque. De acordo com o Ministério da Saude, o leite e seus derivados foram
relacionados a 3,4% dos surtos de DTA ocorridos no Brasil de 2000 a 2015

(Figura 2) (BRASIL, 2015).

N&o identificados

Alimentos mistos

Ovos e produtos a base de ovos

Agua

Doces e sobremesas

Carne bovina in nafura, processados e miudos
Leite e derivados

Carne de ave in natura, processados e miudos
Carne suina in natura, processados e miudos
Cereais, farinaceos e prod a base de cereais
Hortalicas

Pescados, frutos do mar e processados
Especiarias, molhos indust. e similares
Bebidas n&o alcodlicas

Frutas, produtos de frutas e similares

Gelados comestiveis

Edulcorantes

Figura 2. Proporcao dos alimentos incriminados em surtos de DTA no Brasil de 2000 a 2015.
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Apesar de ser considerado estéril na glandula mamaria de animais sadios
(FUSCO & QUERO, 2014), o leite pode sofrer contaminagdo por micro-organismos
patogénicos a partir do momento da ordenha. Dessa forma, recomenda-se o
tratamento térmico, como a pasteurizacdo, para a eliminacdo desses patdgenos
presentes no leite, garantindo, assim, uma matéria prima segura e de qualidade.
Entretanto, caso praticas de higiene nao sejam adotadas durante todas as etapas de
producdo e processamento do leite e seus derivados, os mesmos podem sofrer
contaminacgao cruzada ap0s o tratamento térmico, resultando em produtos finais que
podem afetar a satde do consumidor (FUSCO & QUERO, 2014).

A ocorréncia de DTA envolvendo produtos lacteos pasteurizados pode advir de
dois principais motivos: i) ineficiéncia da pasteurizacdo, em que o bindmio tempo-
temperatura ndo é realizado de maneira adequada, ndo sendo, portanto, capaz de
eliminar totalmente os patdégenos presentes no leite cru; ii) ocorréncia de
contaminacdo cruzada em ambientes pds-processamento ou durante a preparacao
dos alimentos (D’AMICO & DONNELLY 2008; FOX et al., 2009 apud FUSCO &
QUERO, 2014).

Portanto, € imprescindivel a adocdo de técnicas de producdo que visem a
garantia da qualidade dos produtos lacteos, de forma a evitar a contaminagao cruzada
dos mesmos por micro-organismos patogénicos. Assim, garante-se que barreiras néo
tarifarias, como a seguranca microbiolégica de alimentos, ndo se constituam em
entraves a exportacao de produtos lacteos, uma vez que o Brasil € um dos maiores
produtores mundiais de leite (FAO, 2013). Ressalta-se, ainda, a importancia de
desenvolver e/ou aperfeicoar metodologias que sejam cada vez mais rapidas,
sensiveis e especificas para identificar a presenca de possiveis patdbgenos nesses
alimentos, fornecendo, dessa forma, subsidios para tomada de decisdo em casos de

contaminacgao de alimentos.

3.2 QUEIO DE COALHO

O Queijo de Coalho é um dos derivados lacteos mais consumidos no nordeste

brasileiro, representando grande importancia econémica na regiao (DIAS et al., 2015),
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sendo, em muitos casos, a principal fonte de renda da populacdo em determinadas
localidades (ALMEIDA et al., 2010 apud SILVA et al., 2012).

De acordo com a Instrugdo Normativa (IN) n° 30, de 26 de junho de 2001 do
MAPA, o Queijo de Coalho deve ser obtido a partir da coagulacéo do leite pelo coalho
ou outras enzimas coagulantes préprias, complementada ou ndo pela acdo de
bactérias lacteas especificas. E um queijo de média a alta umidade, de massa cozida
ou semicozida, com teor de sélidos totais variando entre 35% e 60% (BRASIL, 2001).
A legislacdo recomenda o uso de leite pasteurizado para a fabricacdo do Queijo de
Coalho (BRASIL, 2001). Entretanto, sdo encontrados no mercado muitos produtos
feitos de maneira artesanal, que utilizam leite cru como matéria prima (ALMEIDA et
al., 2013; DUARTE et al., 2005; SILVA et al., 2012). Por isso, muitas vezes o Queijo
de Coalho esta associado a uma imagem de alimento ndo seguro (ALMEIDA et al.,
2013; DIAS et al., 2015). A essa imagem, estdo relacionados, ainda, falta de higiene
durante o processamento e armazenamento do produto, problemas relacionados ao
transporte do mesmo, além da utilizacdo de matérias primas ndo seguras (ALMEIDA
et al., 2013).

Diversos estudos tém relatado a presenca de patégenos em Queijo de Coalho,
como Staphylococcus positivos no teste da coagulase (BORGES et al., 2003;
BORGES et al., 2008; EVENCIO-LUZ et al., 2012; MACHADO et al., 2011; SOUSA et
al., 2014), Salmonella spp (BORGES et al., 2003; DUARTE et al., 2005; EVENCIO-
LUZ et al., 2012; MACHADO et al., 2011; SOUSA et al., 2014) e coliformes totais e
termotolerantes (BORGES et al., 2003; DIAS et al., 2015; DUARTE et al., 2005; SILVA
et al., 2012; SOUSA et al., 2014). Portanto, mesmo que as recomendacdes da
IN 30/2001 sejam acatadas e que o Queijo de Coalho seja produzido de acordo com
0S requisitos minimos de identidade e qualidade estabelecidos, problemas
relacionados a conservacdo e manipulacdo do produto apos processamento térmico
podem ocorrer. Por isso deve ser realizada uma vigilancia severa sobre esse produto,

com o objetivo de garantir sua qualidade e inocuidade.

Dessa forma, para que a comercializacdo do Queijo de Coalho possa ser
realizada em até 10 dias ap0s a sua fabricacdo, como estabelecido pela IN 30/2001,
0 uso de técnicas rapidas, sensiveis e especificas para deteccdo de possiveis

patdgenos nesse produto torna-se imprescindivel, de forma a evitar prejuizos
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financeiros causados pelo atraso no fornecimento de produtos comprovadamente
seguros ao mercado.

3.3 PATOGENOS ENVOLVIDOS EM SURTOS

Dentre os principais patdogenos envolvidos em surtos de origem alimentar no
Brasil de 2000 a 2015, Salmonella spp. e S. aureus sdo 0S mais recorrentes
(Figura 3). Por isso, € fundamental o melhor conhecimento desses micro-organismos,
além de ser imprescindivel o desenvolvimento de técnicas cada vez mais eficazes

para a deteccdo dos mesmos.
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= Shigella spp. (1,1%)
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= Norovirus (0,4%)
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Figura 3. Agentes etiologicos responséaveis pelos surtos de DTA no Brasil de 2000 a 2015.
Dados sujeitos a alteragdo. Ultima atualizagdo em Outubro de 2015.
FONTE: Adaptado de SINAN/SVS/Ministério da Saude

3.3.1 Staphylococcus aureus

S. aureus é um coco Gram-positivo, anaerébio facultativo e ndo formador de
esporos. E capaz de crescer em condigdes ndo 6timas, como em amplas faixas de

temperaturas (7° a 48,5°C) e pH (4,2 a 9,3). Tolera altas concentracbes de NaCl
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(até 15%) e atividade de agua (aw) reduzida, o que favorece seu desenvolvimento em
determinadas matrizes alimentares (ADAMS, 2008; KADARIYA et al., 2014).

Para que esse micro-organismo seja considerado viavel, € necessario que sua
membrana citoplasmatica permaneca intacta, uma vez que ela € a responsavel por
controlar a entrada e a saida e substancias da célula. Se a membrana celular for
rompida, a integridade da célula é destruida, o citoplasma extravasa para o ambiente
e a célula morre (MADIGAN et al., 2012). A membrana citoplasmatica é composta por
uma bicamada fosfolipidica. Os fosfolipideos sdo compostos por acidos graxos -
componentes hidrofébicos, voltados para a parte interna da membrana - e
glicerofosfato - componentes hidrofilicos, voltados para os meios intra e extracelular
(Figura 4 A) (MADIGAN et al., 2012). Além da membrana celular, S. aureus possuem
parede celular composta de uma espessa camada de peptidoglicanos, uma estrutura
externa responsavel por conferir forma e rigidez, além de proteger a célula contra lise
osmotica (Figura 4 B) (MADIGAN et al., 2012).
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Figura 4. Representacdo da membrana citoplasmatica das bactérias (A) e da parede celular
de um micro-organismo Gram-positivo (B).
FONTE: Adaptado de Madigan et al., 2012.

Diferentes tipos de alimentos podem servir como meios favoraveis ao

crescimento de S. aureus como leite, creme de leite, manteiga, presunto, queijos,
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salsichas, saladas e carnes enlatadas (LOIR et al., 2003). Geralmente, as fontes de
contaminacdo dos alimentos sdo os préprios manipuladores (por contato direto) ou
por via respiratOria, por espirros ou tosse, uma vez que esse micro-organismo pode
ser encontrado na pele, narinas ou pelos de animais de sangue quente (LOIR et al.,
2003). Apesar de ser mais raro, o leite de animais com mastite também pode ser uma
fonte de contaminacdo do leite cru (HENNEKINNE et al.,, 2011). Contudo, a
contaminacdo de alimentos por S. aureus frequentemente ocorre apés tratamento
térmico (LOIR et al., 2003), o que demanda a adocdo de medidas de higiene apos

esse processamento a fim de evitar a ocorréncia de DTA.

Uma DTA tipica causada por S. aureus tem curto periodo de incubacao, ja que
ocorre devido a ingestdo de toxinas termorresistentes previamente produzidas pelo
patdgeno no alimento (ADAMS, 2008). As pessoas acometidas por intoxicacao
estafilococica geralmente apresentam os primeiros sintomas de 2 a 4 h apos a
ingestao do alimento contaminado (ADAMS, 2008). A rapidez com que 0s sintomas
surgem depende da quantidade de toxina ingerida pelo paciente, mas geralmente
pequenas doses sao capazes de desencadear a doenca (KADARIYA et al., 2014).
Nauseas, salivagdo excessiva, vomitos e dores abdominais com ou sem diarreia sdo
0s sintomas mais comumente apresentados (KADARIYA et al., 2014). Geralmente as
intoxicagOes estafilococicas sdo autolimitantes e os sintomas desaparecem dentro de
24 a 48 h. Porém, podem ser extremamente severas em criancas, idosos e pacientes

imunocomprometidos.

Para que um alimento seja responsavel por causar DTA devido intoxicacao
estafilocicica, sdo necessarias cinco condi¢des basicas: (1) uma fonte contendo uma
linhagem de S. aureus produtora de enterotoxina (como alimentos crus ou
manipuladores infectados), (2) transferéncia do patdogeno ao alimento devido a
praticas de higiene e/ou manejo inadequadas, (3) composicéo fisico-quimica do
alimento favoravel ao crescimento de S. aureus, (4) temperatura favoravel e tempo
suficiente para o crescimento do patégeno e producdo da toxina, e (5) ingestdo do
alimento contendo quantidades suficientes da toxina para provocar 0s sintomas
(HENNEKINNE et al., 2011).

Para evitar a ocorréncia de DTA por S. aureus é preciso impedir que 0s

alimentos sejam contaminados por esse patdégeno, evitando, assim, que ocorra a
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producdo de toxinas. Dessa forma, a ado¢do de praticas de higiene durante todas as

etapas do processo produtivo se torna imprescindivel.

3.3.2 Salmonella spp.

Pertencentes a familia Enterobacteriaceae, as bactérias do género Salmonela
spp. sao bastonetes Gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerdbios
facultativos e que podem crescer em uma ampla faixa de temperatura (7 a 48°C)
(ADAMS, 2008). Sdo micro-organismos sensiveis ao calor, portanto a pasteurizacao
e tratamentos térmicos semelhantes sdo capazes de elimind-los dos alimentos
(FERNANDES, 2009). Diferentemente de S. aureus, Salmonella spp. ndo toleram
altas concentracdes de NaCl e sdo relativamente resistentes a ambientes e substratos
secos (FERNANDES, 2009).

Assim como S. aureus, as salmonelas tém sua viabilidade determinada pela
integridade da membrana celular (Figura 4 A). Entretanto, possuem a estrutura de sua
parede celular mais complexa, composta de uma camada mais fina de peptidoglicanos

e da membrana externa, composta de lipopolissacarideos (Figura 5) (MADIGAN et al.,

2012)
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Figura 5. Estrutura da parede celular de bactérias Gram-negativas.
FONTE: Adaptado de Madigan et al., 2012.
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Salmonella spp. pode ser encontrada no intestino de animais domeésticos e
selvagens, resultando em uma grande variedade de fontes de infeccdo
(ALLERBERGER et al., 2002 apud CARRASCO et al., 2012). Esse patdgeno esta
amplamente difundido no ambiente e pode ocorrer em uma grande variedade de
alimentos, representando um grave problema para a industria alimenticia
(EL-GAZZAR & MARTH, 1992).

Em geral, carne, frango e ovos séo veiculos constantes de Salmonella spp.
envolvidos em surtos de DTA. Contudo, outros alimentos como leite e derivados,
frutas, vegetais e pescados também podem ser fontes de infeccdo desse patdégeno
(CARRASCO et al., 2012). Geralmente, contaminacéo fecal durante a ordenha é a
rota primaria de transmissdo de Salmonella spp. para o leite cru. Dessa forma, a
utilizacao de leite ndo pasteurizado para a fabricacdo de queijos se constitui em um

grande risco a saude humana.

Além disso, pelo fato de Salmonella spp. poder permanecer viavel em
superficies de contato por mais de 100 dias (IIBUCHI et al., 2010), o risco de eventos
de contaminacgéo cruzada € alto. Essa contaminacao pode ser originada na salmoura,
no chdo do ambiente produtivo, no material de embalagem, em utensilios utilizados
na fabricagdo dos queijos, na camara fria e no ar da sala de producdo (CARRASCO
et al., 2012). Ainda, a contaminacdo desses produtos e utensilios na industria pode
ocorrer, também, por insetos, passaros, roedores, animais de companhia, agua e gelo
(EL-GAZZAR & MARTH, 1992). Dessa forma, a limpeza e higienizacdo desses
ambientes, superficies e utensilios deve ser constantemente realizada a fim de se
evitar a contaminacao dos alimentos e consequente ingestdo desse patdgeno pelos
consumidores (CARRASCO et al., 2012).

Uma vez que o micro-organismo viavel é ingerido, ocorre seu crescimento no
intestino delgado, seguido de inflamag¢do, podendo resultar em enterocolite
(EL-GAZZAR & MARTH, 1992). Em geral, os sintomas surgem de 12 a 36 h apoés a
ingestdo do alimento contaminado. Os sintomas e sinais clinicos mais comuns séo
diarreia, dor abdominal, febre, vémitos, prostracdo e anorexia, podendo haver também
casos de septicemia. A salmonelose pode causar quadros mais graves em criangas,
idosos e pessoas imunocomprometidas, podendo, inclusive, levar a morte
(SILVA, 2007).
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Como ja mencionado, tanto para Salmonella spp. quanto para S. aureus é de
extrema importancia a adocdo de préaticas de higiene durante todas as etapas do
processo produtivo, a fim de se evitar a contaminacdo dos alimentos por esses
patogenos. Além disso, ressalta-se a necessidade de utilizacdo de metodologias cada
vez mais rapidas, sensiveis e especificas para a deteccdo desses micro-organismos

nos alimentos, garantindo, assim, a qualidade microbiolégica dos produtos finais.

3.4 DETECCAO DE PATOGENOS EM ALIMENTOS
3.4.1 Meétodos Tradicionais

Os métodos tradicionais ou baseados em cultivo, considerados “padrao ouro”,
tém sido usados para monitoramento da qualidade de alimentos. Essas técnicas sao
baseadas nos métodos de microbiologia classica descritos no Bacteriological
Analytical Manual (BAM) e, geralmente, constituem-se em etapas de pré-
enriguecimento e enriquecimento seletivo, plagueamentos seletivos e diferenciais e
confirmacéo (DWIVEDI et al., 2011; ELIZAQUIVEL et al., 2013).

7

O pré-enriquecimento é realizado tanto para a recuperacdo de células
injuriadas, quanto para aumentar a quantidade do patégeno alvo presente na amostra.
Além disso, funciona como um meio de hidratacdo de micro-organismos presentes em
alimentos secos ou processados. No enriquecimento seletivo sdo usados meios de
cultura especificos para o patdgeno que se deseja identificar, de forma que tenha seu
crescimento beneficiado em detrimento de outros micro-organismos indesejaveis

presentes na amostra (DWIVEDI et al., 2011).

ApoOs a etapa de enriguecimento, sao realizados os plagueamentos seletivos e
diferenciais, com o objetivo de isolar colonias da espécie alvo pelo uso de meios e
agentes seletivos que facilitem o crescimento do alvo e inibam o crescimento de outros
micro-organismos presentes na amostra por competicdo (DWIVEDI et al., 2011).
Nessa etapa, espera-se a obtencdo de colbnias tipicas se o0 alvo estiver presente na
amostra. Caso contrario, a amostra € considerada negativa para o patdégeno
pesquisado (DWIVEDI et al., 2011). Quando colbnias presumivelmente positivas (nao
confirmadas) sdo obtidas, a confirmacdo pode ser realizada por testes bioquimicos.

Além disso, outros testes como antibiograma e tipagem molecular podem ser
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realizados a fim de se obter mais informacdes sobre o alvo pesquisado (DWIVEDI et
al., 2011).

O isolamento de S. aureus é realizado em agar Baird-Parker (BP), que € o meio
recomendado para isolamento e enumeragéo de Staphylococcus coagulase positivos
(ADAMS, 2008). Apés a inoculacdo da amostra no meio, as placas devem ser
incubadas a 35°C por 24 a 48 h (ADAMS, 2008). As col6nias de S. aureus possuem
crescimento bom e abundante nesse meio de cultura e apresentam coloracao cinza
escuro de aspecto brilhante (ADAMS, 2008). Apos o crescimento das colbnias, sao
necessarios testes adicionais para a producdo de coagulase e nucleases
termoestaveis para a confirmacdo do patdogeno (ADAMS, 2008). O isolamento e
identificacdo de Salmonella spp. envolve mais etapas para a confirmacgéo do patégeno
qgquando comparado aos procedimentos para confirmacdo de S. aureus, sendo
necessaria a realizacdo do pré-enriquecomento, enriquecimento seletivo,
plagueamento seletivo e confirmacgao por testes bioquimicos e soroldgicos (Figura 6)
(ADAMS, 2008).

Dia 1 Dia2ou3 Dia3ou5 Diadou6 !
| Pré-enriquecimento I I Enriquecimento Seletivo | ’ Isolamento Seletivo | Inocuﬁgﬁ:}ezz Agar

i Bioquimica !
Agar Verde Brilhante 5 : R i gt
35+2°Cpor20+2h
- (48 h se necessario) - ’\\ ,/,'l
=~ et
— i Sorolégica

{ 35+2°Cpor20t2h
Agua peptonada tamponada Caldo Rappaport-Vassiliads

35°Cpor18+2h 42°Cpor20+2hed8h

Agar XLD
35+2°Cpor20+2h
(48 h se necessario)

Figura 6. Protocolo de cultivo tradicional para isolamento de Salmonella spp. de amostras de
alimentos.
FONTE: Adaptado de ADAMS (2008).

Apesar das técnicas de microbiologia classica serem relativamente baratas,
sensiveis, de facil padronizacdo, além de permitir a distingdo entre células viaveis e
inviaveis de patdégenos presentes em amostras de alimentos (DWIVEDI et al., 2011),
sédo também bastante laboriosas e demandam tempo consideravel para se chegar a
confirmacg&o do agente patogénico (DWIVEDI et al., 2011; ELIZAQUIVEL et al., 2013).
Em alguns casos, pode ser necessario mais de uma semana de testes até se obter a

confirmacéo dos resultados (ELIZAQUIVEL et al., 2013). Além disso, a quantificacéo
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dos micro-organismos pode ser superestimada devido as etapas iniciais de
enriquecimento (ELIZAQUIVEL et al., 2013).

Dessa forma, o uso de metodologias mais acuradas e rapidas faz-se
necessario, principalmente frente a um surto de origem alimentar em que a

identificacéo rapida do patégeno causador é fatalmente determinante.

3.4.2 Métodos Moleculares

Técnicas baseadas na amplificacdo de DNA sao alternativas eficazes aos
métodos de cultivo, pois sao rapidas, altamente sensiveis e especificas para detec¢céo
de patdgenos em alimentos. Dentre as metodologias moleculares existentes, a
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (JQPCR) tem sido muito utilizada
devido a possibilidade de verificagdo do resultado em tempo real, fato que elimina
etapas posteriores de manipulacédo das amostras e diminui o tempo demandado para

obtencao do resultado definitivo.

A gPCR é a coleta continua de sinais de fluorescéncia emitidos pelos
fluoréforos, na presenca dos alvos, durante os ciclos da reacdo em cadeia da
polimerase (DORAK, 2006). Os sinais fluorescentes emitidos em cada reagao séo
convertidos em um valor numeérico para cada alvo presente na amostra. Os resultados
da gPCR séao obtidos em valores de C: (Cycle Threshold) que representam o ciclo no
qual a fluorescéncia emitida em uma reacdo ultrapassa o limiar de deteccdo do
equipamento ou Threshold (DORAK, 2006).

Os principais sistemas de deteccdo usados em gPCR s&o baseados em
moléculas intercalantes de DNA (SYBR® Green) e sondas de hidrélise (TagMan™ e
Molecular Beacons). O SYBR® Green é um corante que se intercala de forma
inespecifica a moléculas de DNA dupla fita. O sinal de fluorescéncia emitido por esse
intercalante, quando em solucao e nao ligado ao DNA, é muito baixo (SHIPLEY, 2006).
Entretanto, quando se liga a dupla fita de DNA, emite forte sinal de fluorescéncia, que
€ captado pelo termociclador de gPCR (Figura 7). O sinal de fluorescéncia emitido
pelo SYBR® Green é, portanto, proporcional a quantidade de moléculas dupla-fita a
que esta ligado. Assim, o sinal captado pelo equipamento tende a aumentar durante
a gPCR.
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Figura 7. Representacao da incorporacdo do SYBR® Green a dupla fita de DNA. Taq = Taq
DNA Polimerese; S = Sybr.
FONTE: Adaptado de Shipley (2006).

Dentre as vantagens que esse tipo de ensaio apresenta, pode-se citar o baixo
custo do intercalante, a facilidade de desenvolvimento do ensaio e o fato de poder ser
usado para monitorar a amplificacdo de qualquer sequéncia de DNA dupla fita.
Entretanto, algumas desvantagens também podem ser enumeradas, dentre elas a
ocorréncia de falso-positivos e a impossibilidade de realizagdo de multiplex, uma vez
qgue o SYBR® Green liga-se de maneira inespecifica a qualquer sequéncia de DNA
dupla fita (SHIPLEY, 2006).

Outra metodologia de deteccdo bastante utilizada em gPCR € o sistema
TagMan™, que séo oligonucleotideos lineares marcados com fluoréforos (sondas) e
desenhados para regides especificas do alvo (entre as regides de anelamento dos
primers). Esse sistema confere, portanto, maior especificidade as reacfes do que o
SYBR® Green (SHIPLEY, 2006). Cada sonda é constituida por um Reporter na
extremidade 5 e um Quencher na extremidade 3’. Quando ligados, a fluorescéncia
emitida pelo Reporter é captada pelo Quencher por um processo conhecido como
fluorescence resonance energy transfer (FRET). Durante a qPCR a enzima Tag DNA
Polimerase hidrolisa a sonda, liberando o Reporter do Quencher. Nesse momento, a
fluorescéncia emitida pelo Reporter deixa de ser sequestrada pelo Quencher e passa
a ser captada pelo equipamento de gPCR (Figura 8) (SHIPLEY, 2006).
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Figura 8. Representacéo do sinal de fluorescéncia emitido por uma sonda TagMan™,
R = Reporter; Q = Quencher; Taq = Tag DNA Polimerase.
FONTE: Adaptado de Shipley (2006).

Dentre as vantagens do ensaio TagMan™, pode-se citar sua alta
especificidade, uma vez que é necessario que ocorra a hibridizacédo especifica entre
a sonda e o alvo pesquisado para que o sinal de fluorescéncia seja emitido. Reporters
distintos podem ser usados em sondas para diferentes alvos, permitindo a captacéo
distinta dos sinais de fluorescéncia emitidos por cada um deles (SHIPLEY, 2006).
Devido a essa caracteristica, a realizacdo de multiplex torna-se possivel. Ainda, a
realizacdo de multiplex reduz o tempo total da reacao, constituindo-se em uma outra
vantagem oferecida por esse tipo de ensaio. Entretanto, devido a necessidade de
sintese de sondas marcadas, o custo do ensaio € mais elevado quando comparado
ao SYBR® Green (SHIPLEY, 2006).

Embora os métodos moleculares possuam grandes vantagens em relacao aos
métodos tradicionais para deteccdo de patdgenos em alimentos, algumas limitagdes
devem ser consideradas. Dentre elas, destaca-se a incapacidade da técnica em
diferenciar micro-organismos viaveis e inviaveis, pelo fato da molécula de DNA
permanecer intacta mesmo apdés a morte do organismo (NOVGA, 2003), gerando,
assim, resultados falso-positivos. Assim, o uso de moléculas intecalantes de DNA

pode ser uma alternativa promissora na detec¢ao de patdgenos vidveis em alimentos,
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uma vez que somente patdgenos viaveis podem se tornar um risco a saude dos

consumidores.

3.5 AGENTES INTERCALANTES DE DNA

Uma alternativa eficaz para a deteccao de células viaveis por gPCR € o uso de
moléculas intercalantes de DNA como o Brometo de Etideo Monoazida (EMA) ou o
Propideo Monoazida (PMA).

O EMA e 0 PMA sé@o moléculas capazes de penetrar em células com membrana
danificada (consideradas inviaveis) e se ligarem ao DNA das mesmas. Entretanto,
esses intercalantes ndo possuem o mesmo efeito sobre as células com membranas
intactas (consideradas viaveis), uma vez que a propria membrana age como uma
barreira fisica a entrada dos corantes (FITTIPALDI et al., 2012).

A ligacdo do EMA ou do PMA ao DNA torna-se covalente apds exposicéo a luz
hal6gena visivel, o que impede sua amplificacdo durante a qPCR, ja que essa ligacédo
nao é desfeita pelo aumento de temperatura ocorrido na reagéo (Figura 9). Pelo fato
das membranas celulares constituirem-se em barreiras fisicas a entrada dos corantes,
as células com membranas intactas nao sofrem acdo dos mesmos (RUDI et al.,
2005a). Portanto, a distincdo entre células viaveis e inviaveis pelo uso do EMA e do
PMA é determinada pela integridade da membrana celular.

A habilidade dessas moléculas em se ligar ao DNA das células também esta
muito relacionada a sua estrutura quimica. O EMA possui um grupamento azida
(Figura 10 A) que, ap6s fotoativacéo, € convertido em um radical nitreno altamente
reativo (Figura 10 B), capaz de se ligar covalentemente ao DNA e a outras moléculas
organicas (Figura 10 C). O excesso de intercalante que permanece livre em solucéo
(ndo ligado ao DNA), reage com moléculas de agua apos a fotoativagdo, formando o
etideo hidroxialamino (Figura 10 D). O composto resultante ndo é reativo, o que
impede a ligagéo do intercalante com o DNA extraido de células com membranas

intactas (NOCKER & CAMPER, 2006).
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Selegido de Fotoativacio
Células Células Viaveis do EMA
Viaveis EMA

amplificado!
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Células danificada
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, , \ do ocorre
‘m ) “}‘ ". : “’ al:mplificacéo!

Entrada do EMA EMA se liga ao DNA das células

Figura 9. Acdo do EMA sobre células inviaveis.
FONTE: adaptado de http://www.takahara-bio.com.jp/news/2011/08/17.htm.

A. Brometo de etideo monoazida (EMA) B. Nitreno

DNA

Figura 10. Esquema da transformacdo do EMA pela fotoativacdo. A: Brometo de etideo
monoazida (EMA). B: Grupamento azida é convertido em nitreno apés exposigdo a luz visivel. C: EMA,
apos se intercalar ao DNA, se liga covalentemente ao mesmo via nitreno imediatamente apds a
fotoativacdo. D: EMA fotoativado livre, ndo intercalado ao DNA, reage com moléculas de agua para
formar o etideo hidroxialamino.

FONTE: Adaptado de SOEJIMA et al., 2007.

Devido as caracteristicas supracitadas, o uso do EMA combinado a gPCR

permite um diagndstico rapido, sensivel e especifico de patdégenos viaveis, inclusive
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em matrizes alimentares. Todavia, algumas limita¢cdes quanto ao uso da técnica tém
sido observadas, principalmente no que diz respeito a especificidade do EMA em
relacdo a células com membrana comprometida, podendo gerar resultados falso-
negativos. Alguns autores tém afirmado que o EMA pode penetrar em células
bacterianas intactas e causar a subestimacéao da popula¢do desses micro-organismos
(CAWTHORN & WITTHUHN, 2008; FLEKNA et al., 2007; KOBAYHASHI et al., 2009;
NOCKER & CAMPER et al., 2006; NOCKER et al., 2006). Por outro lado, a ocorréncia
de resultados falso-positivos com o uso do PMA é relatada como o principal problema
devido a uma supressdo incompleta do sinal de amplificacdo de células inviaveis
(FITTIPALDI et al., 2012). Portanto, apesar de o0 EMA ser mais eficiente na supressao
do sinal de amplificacéo de células inviaveis do que o PMA, este ultimo é mais efetivo
na diferenciacdo de células viaveis e inviaveis em relacdo ao EMA (FITTIPALDI et al.,
2012). Por isso, para otimizar a acdo do EMA, deve-se minimizar a captacdo do
corante por células intactas. J& para otimizar da acdo do PMA, deve-se objetivar a
maximizacado dos sinais de amplificacao de células inviaveis (FITTIPALDI et al., 2012).

A eliminagcdo do EMA por células viaveis pode ocorrer tanto por bomba de
efluxo, em que componentes nocivos a célula sdo expelidos antes que possam
alcancar seu alvo (FLEKNA et al., 2007), quanto por um processo passivo através de
barreiras de difusdo (RUDI et al., 2005a). Dessa forma, a principal estratégia para
diminuir a captacao do EMA por células viaveis é a utilizacdo de baixas concentracoes.
Quanto menor a concentracao utilizada, menor sera a quantidade de moléculas do
intercalante disponiveis para agir em células viaveis. O uso de baixas concentracdes
de EMA nao afeta sua efetividade na supressdo do sinal de células inviaveis
(FITTIPALDI et al., 2012). Alguns autores tém sugerido 10 pg/mL como a
concentracdo mais adequada para estudos de viabilidade utilizando EMA (MINAMI et
al., 2010; SOEJIMA et al., 2011a; SHI et al., 2011; WANG et al., 2009).

Uma outra estratégia que também pode ser utilizada para minimizar a captacao
de EMA por células viaveis € a incubacdo das amostras no gelo ou em baixas
temperaturas (4°C). Pelo fato de a temperatura ser um fator que influencia ativamente
a permeabilidade de membrana, a incubacao em baixas temperaturas pode diminuir
a fluidez de membrana, diminuindo, consequentemente, a captacdo de EMA por
células viaveis (FITTIPALDI et al., 2012). Além disso, outros fatores podem influenciar

0 sucesso no uso do EMA, como as condicOes de exposicdo das amostras ao
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intercalante e as condi¢des de incubagao sob as quais as mesmas sao submetidas.
Dessa forma, devido a natureza fotorreativa do grupamento azida, a exposi¢cédo das
amostras ao EMA deve ser realizada no escuro a fim de impedir que intercalante se
ligue a moléculas inespecificas, como a agua. Ainda, deve-se atentar ao tempo de
incubacao das amostras, que deve ser 0 mais longo possivel, para permitir que o EMA
penetre nas células com membranas danificadas e se intercale ao DNA das mesmas.
De forma geral, deve-se diminuir o tempo de incubacdo no escuro quando altas
concentracfes do corante sdo utilizadas, a fim de evitar a captacdo do mesmo por
células viaveis. Varios autores sugerem 5 min de incuba¢do no escuro como tempo
suficiente para a acdo adequada do intercalante (CAWTHORN & WITTHUHN et al.,
2008; CHANG et al. 2010; CHEN & CHANG et al., 2010; GEDALANGA & OLSON et
al., 2009; GRAVIER et al., 2010; KOBAYASHI et al., 2009; NOCKER et al., 2006;
NOCKER et al., 2007b; SOEJIMA et al., 2008).

Como ja mencionado, a temperatura de incubacao no escuro também possui
papel fundamental na eficiéncia da técnica, uma vez que altas temperaturas podem
alterar a permeabilidade de membrana, aumentando a captacdo de EMA por células
viaveis. Isso resulta em sinais falso-negativos pela exclusdo dos sinais de

amplificac@o dessas células (FITTIPALDI et al., 2012).

Um outro fator que também pode interferir na temperatura de incubacéo é o
tipo de lampada utilizada na fotoativacdo. Assim, pelo fato de ndo gerarem calor, as
lampadas de LED sédo as mais indicadas. Entretanto, lampadas hal6genas podem
igualmente ser utilizadas, desde que as amostras sejam incubadas em gelo para evitar
0 aquecimento excessivo das mesmas. Além disso, a incubacdo no gelo pode
maximizar a exposi¢do das amostras a luz devido a suas caracteristicas reflexivas
(FITTIPALDI etal., 2012). O tempo de exposicao a luz deve ser longo o suficiente para
permitir a ativacdo da ligacao acido nucleico-EMA e inativar o excesso do intercalante
presente em solucdo. O tempo requerido para ativacdo do complexo EMA-DNA pode
variar de 2 a 20 min e depende da fonte de luz utilizada, da distancia entre as amostras
e a fonte de luz, do grau de turbidez das amostras e das caracteristicas e propriedades

de absorcao de luz da matriz da amostra.

Outros trabalhos relatam, ainda, que o grau de captacdo do EMA por células
viaveis depende de fatores como a espécie bacteriana estudada (FLEKNA et al., 2007;
NOCKER et al., 2006), a concentracdo de EMA utilizada (KOBAYASHI et al., 2009;
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WANG et al., 2009) e a densidade da suspensao bacteriana (FLEKNA et al., 2007,
KOBAYASHI et al., 2009). O alto numero de células inviaveis presentes na amostra
pode afetar negativamente a eficiéncia do método. Pan e Breidt (2007) relataram que
a relacao linear entre os valores de Ct e o niumero de células vidveis de Listeria
monocytogenes foi afetada quando a relacéo entre células inviaveis e viaveis excedeu
10* e a concentracdo de células viaveis foi menor que 10° UFC/mL. A razdo da
influéncia do nimero de células inviaveis sobre a eficiéncia do método EMA-gPCR
ainda nao € clara. Sugere-se que o alto numero de células inviaveis, capazes de
captar o intercalante, possa diminuir a concentracdo de moléculas disponiveis por
célula (FITTIPALDI et al., 2012).

Além de todos os fatores j& mencionados, Kramer et al. (2009) afirmam que
matrizes complexas podem influenciar negativamente a eficiéncia do tratamento do
EMA. Essas matrizes possuem componentes organicos e inorganicos que podem
interferir na fotoativacdo do intercalante (diminuindo a quantidade de luz necesséria a
fotoativacdo), além de causarem uma diminuicdo efetiva da concentracdo do corante
(FITTIPALDI et al.,, 2011b). Ainda em relacdo as caracteristicas da matriz, altas
concentracOes de sal podem afetar negativamente a efetividade do ensaio (BOLTON
& KEARNS, 1978 apud FITTIPALDI et al., 2012). Isso ocorre devido a competicdo
entre os ions sbédio e as moléculas de EMA, ambos carregados positivamente, para
se ligarem ao DNA, carregado negativamente (GRAVES et al., 1981 apud FITTIPALDI
et al., 2012). Outros fatores referentes a matriz da amostra que podem influenciar
negativamente o ensaio EMA-gPCR séo a alta turbidez e o baixo pH. A turbidez
aumentada de uma amostra pode ser causada pela presenca de componentes
organicos e inorganicos na matriz ou pela alta densidade de micro-organismos,
gerando grande quantidade de particulas em suspensdo e dificultando,
consequentemente, a captacdo de luz, por parte das células, necesséaria para a
fotoativacdo do intercalante (FITTIPALDI et al., 2012).

Ressalta-se, ainda, que amostras com pH acido podem causar danos nas
membranas celulares, levando ao aumento da permeabilidade de células viaveis ao
intercalante. Além disso, a habilidade do EMA em suprimir sinais de amplificacdo de
células inviaveis é diminuida em amostras com pH &cido, uma vez que a neutralizacéo
do DNA (carregado negativamente) enfraquece sua interagdo com o EMA
(FITTIPALDI et al., 2012).
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Apesar de todas as condi¢cdes mencionadas para a utilizacdo do EMA aliado a
gPCR, vérios autores tém obtido sucesso na utilizacdo dessa técnica para a pesquisa
de patégenos em matrizes complexas (CHANG et al., 2009; RUDI et al, 2005a; RUDI
et al., 2005b; SHI et al., 2011; SOEJIMA et al., 2011a; WANG et al., 2009). Tal fato
confirma a grande utilidade do método tanto para a vigilancia de alimentos quanto
para o estabelecimento de diagndsticos rapidos em casos de surtos.



42

4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENQAO DAS CULTURAS PURAS

Foram utilizadas as cepas padrdo Salmonella typhimurium IAL 1472 e
Staphylococcus aureus ATCC 51651, gentilmente cedidas pelo Laboratério de
Microbiologia do Leite da Embrapa Gado de Leite. Uma alcada do estoque de cada
cepa foi transferida para tubos contendo 3 mL de caldo Brain Hearth Infusion - BHI
(Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra). Os tubos foram incubados a 35°C por 6 £ 2 h em
Incubator Shaker (New Brunswick Scientific Co. Inc.; Edison, EUA) com agitacao de
200 rpm. Posteriormente, foram feitas estrias em placas de Petri contendo agar BHI
(Liofilchem®, Roseto Degli Italia), sendo incubadas em estufa a 35°C por 14 + 2 h. As
placas foram, entdo, armazenadas em geladeira para utilizagdo em, no maximo,

quatro semanas.

Foi preparado o pré-inéculo transferindo-se coldnias isoladas de S. typhimurium
e de S. aureus (uma col6nia isolada de cada patégeno) para tubos com tampa de
rosca contendo 3 mL de caldo BHI. A incubacdo dos tubos foi feita a 35°C por
18 £ 2 h em Incubator Shaker (New Brunswick Scientific Co. Inc.) com agitacao de
220 rpm. Em seguida, 200 pL de cada pré-inéculo foram transferidos para
Erlenmeyers contendo 20 mL de caldo BHI, prosseguindo com incubacéo a 35°C em
Incubator Shaker com agitacdo de 200 rpm, sendo o in6culo de S. aureus incubado

por 3 h e ode S. typhimurium por 3 h 30 min (Figura 11).

Tratamento
Colonia Pré-inéculo In6culo Aliquotas Térmico
Isolada _
VI GIN
€ /; = =) = T T =
Agar BHI 3 mL caldo BHI 20 mL caldo BHI

Agua fervente

Figura 11. Preparo das suspensdes de células viaveis e inviaveis de Salmonella typhimurium
e Staphylococcus aureus. IN = suspenséo de células inviaveis; VI = suspenséo de células viaveis.
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4.2 TRATAMENTO TERMICO

Apés o periodo de incubacéo, as suspensdes foram divididas em aliquotas de
500 pL. Em seguida, metade das aliquotas de S. typhimurium e S. aureus foi
submetida ao tratamento térmico em agua fervente por 15 min para inviabilizacdo das

células (Figura 11).

Posteriormente, foi realizada a diluicdo seriada das aliquotas contendo células
viaveis dos patogenos em PBS 1X (KCl 2,7 mM; KH2PO4 2 mM; NaCl 137 mM;
NazHPO4 10 Mm) até 1012, As trés ultimas diluicdes (10-1°, 101! e 10'?) de cada
patbgeno, bem como as suspensdes inviaveis, foram semeadas em duplicata em
placas de agar BHI. As placas foram, entdo, incubadas em estufa a 35°C por 14 +2 h
para posterior contagem das colbnias e confirmacéo da inviabilidade das células nas

suspensdes submetidas ao tratamento térmico.

4.3 INOCULACAO DOS PATOGENOS EM AMOSTRAS DE QUEIJO DE COALHO

As amostras de Queijo de Coalho, provenientes do estado do Ceara, foram
previamente analisadas por testes microbiolégicos no Laboratorio de Microbiologia do
Leite e Derivados do Instituto de Laticinios Candido Tostes (ILCT) da Empresa de
Pesquisa Agropecuéaria de Minas Gerais (Epamig). As amostras positivas para
S. aureus e S. typhimurium foram descartadas, enquanto aquelas comprovadamente
negativas para esses patdogenos foram armazenadas em sacos estéreis contendo

10 g de queijo e congeladas a -20°C para posterior utilizacao.

Para a inoculacdo dos patégenos, as amostras de queijo foram previamente
descongeladas em bandeja com gelo. Em seguida, foram adicionados 89 mL de
PBS 1X estéril as mesmas e homogeneizadas manualmente. Adicionou-se 1 mL das
suspensdes de células viaveis e inviaveis de S. aureus e de S. typhimurium contendo
10° UFC/mL, formando uma “suspensdo de queijo” (queijo + PBS 1X + suspenséo
bacteriana) com 10° UFC/mL (Figura 12). Posteriormente, foi realizada a diluicdo
seriada (até 10-°) das amostras inoculadas com culturas viaveis e o plagueamento em
duplicata das trés Ultimas diluicdes (104, 10° e 10°) em placas de &agar BHI

(Liofilchem®). As amostras inoculadas com culturas inviaveis também foram
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plagueadas em duplicata para confirmacdo da inviabilidade das células. As
“suspensbes de queijo” foram divididas em aliquotas de 500 uL para a realizacéo do
tratamento com Brometo de Etidio Monoazida (EMA) (Molecular Probes® - by Life

Technologies™, Eugene, EUA).

= = Contagem
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Figura 12. Inoculag&o das suspensdes de células viaveis e invidveis em amostras de Queijo
de Coalho.

4.4 TRATAMENTO COM BROMETO DE ETIDEO MONOAZIDA

O EMA foi adicionado as amostras de culturas puras de células viaveis e
invidveis dos patdégenos nas concentracdes 0, 10, 25, 50, 100 e 150 pg/mL. Nas
amostras de Queijo de Coalho inoculadas foram testadas as concentracdes de 0, 5,
7,5, 10, 17,5, 25 e 50 ug/mL de EMA. Foram testados, ainda, quatro protocolos de
fotoativacao do intercalante, sendo um deles ja utilizado pela equipe do Laboratério
de Genética Molecular (LGM) da Embrapa Gado de Leite e trés deles descritos por
Soejima et al. (2011b), Soejima et al. (2008) e Flekna et al. (2007) (Tabela 1).

Tabela 1. Protocolos testados para a fotoativacdo do EMA.
Tempo

de Temperatura Tempo de Distancia da
Protocolo no escuro exposicéao a fonte de luz Referéncia
escuro °C) luz (min) (cm)
(min)
Flekna et al.
1 5 4 2 20 (2007)
Soejima et al.
2 5 4 5 20 (2008)
Soejima et al.
10 4 5 20 (2011b)
5 Ambiente 15 15 LGM

Apés a adicao do corante as amostras, as mesmas foram incubadas no escuro

com agitacdo de 200 rpm em banho seco (VHD - B1-AQR, Ningbo Utech International,
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Shanghai, China) em diferentes tempos e temperaturas (Tabela 1). Em seguida, as
amostras foram transferidas para bandejas contendo gelo e foram expostas a luz
halégena 650 W (Osram AS, Drammen, Noruega), com diferentes distancias entre as

amostras e a fonte de luz e por diferentes tempos (Tabela 1) (Figura 13).

Aliquotas | Fotoativacao do EMA
/ Sem EMA Com EMA
— BFE! BE v
g Viaveis
— : v \ ¥ —
L St b R R
e | Inviaveis
Queijo Culturas ¥ .
inoculado puras Incubagao no Exposigao a luz

halégena

escuro

Figura 13. Tratamento das amostras com intercalante e fotoativacdo do EMA.

Apos o tratamento com EMA, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por
10 min e o sobrenadante descartado. Os peletes foram, entéo, ressuspendidos em
500 pL de PBS 1X para a extracdo de DNA.

4.5 EXTRACAO DE DNA

45.1 Culturas Puras

O DNA das culturas puras foi extraido utilizando o DNeasy® Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha), utilizando-se protocolos distintos para bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, conforme recomendacfes do fabricante. Aliquotas com
500 pyL de amostras viaveis e inviaveis de S. aureus e Salmonella spp. foram

centrifugadas a 5.000 x g por 10 min.

Os peletes obtidos apds a centrifugacdo das aliquotas de S. aureus (Gram-
positiva) foram ressuspendidos em 180 uL de Tampéao de Lise Enzimatica (Tris-HCI
pH 8,01,0 M, EDTA pH 8,00, 5 M, Triton X-100 1,2%) e 20 uL de lisozima a 20 mg/mL.
As amostras foram incubadas por 30 min a 37°C em banho seco e, posteriormente,
foram adicionados 25 uL de Proteinase K (20 mg/mL) e 200 L de tampéao AL (tampéao
de lise) sem etanol (ambos fornecidos no kit). Apds incubacdo a 56°C por 30 min,
foram adicionados 200 pL de etanol as amostras e a mistura transferida para a coluna

fornecida no Kkit.
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Os peletes de Salmonella spp. (Gram-negativa) foram ressuspendidos em
180 pL de tamp&o AL. Em seguida, foram adicionados 20 pL de proteinase K e foi
feita incubacéo a 56°C por 1 h. Foram adicionados 200 puL do tampéo AL, seguido de
agitacao no vortex das amostras e adi¢cado de 200 pL de etanol. A mistura foi, entao,
transferida para a coluna. A partir dai, seguiu-se 0s mesmos procedimentos para as
ambos os patégenos.

As colunas foram centrifugadas a 8.000 x g por 2 min e o efluxo descartado.
Foram adicionados 500 pL do tampao AW1, seguindo-se de nova centrifugacao a
8.000 x g por 1 min. Posteriormente, foram adicionados 500 pL do tampao AW2 e,
novamente, as amostras foram centrifugadas por 3 min a 20.000 x g. As colunas
foram, entéo, transferidas para microtubos e foram adicionados 110 pL do tampao AE
(tampéo de eluicdo) diretamente na membrana de cada coluna. As amostras foram
incubadas por 1 min a temperatura ambiente e centrifugadas a 8.000 x g pelo mesmo
tempo. Para que se obtivesse maxima concentracdo de DNA, o efluxo foi pipetado

diretamente na membrana, seguindo-se nova centrifugacao.

45.2 Amostras de Queijo Coalho Inoculado

Para a extracdo de DNA das amostras de queijo inoculado foi utilizado o
reagente PrepMan™ Ultra Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems®, Foster
City, CA, EUA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Brevemente, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 x g por 10 min e o sobrenadante descartado. Foram
adicionados 400 pL de PrepMan™ as amostras, sendo as mesmas submetidas a
agitacdo no vortex para homogeneizacdo completa. Em seguida, foram aquecidas a
100°C em banho seco por 10 min. Posteriormente, foi realizada nova centrifugacao a
12.000 x g por 2 min e o sobrenadante transferido para um novo tubo.

A verificacdo da qualidade e quantificacdo das amostras de DNA foram feitas
por espectrofotometria (NanoDrop ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington,

DE, EUA). As amostras foram armazenadas a -20°C para uso posterior.



47

46 PCREMTEMPO REAL

As gPCR foram realizadas em multiplex, utilizando-se TagMan® Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems® - by Life Technologies™, Foster City, CA, EUA) na
concentracéo 1X, 50 nM de cada primer para S. typhimurium e 100 nM para S. aureus,
300 nM das sondas de S. typhimurium e S. aureus (Tabela 2) e 50 ng de DNA de
S. aureus e 200 ng de DNA de S. typhimurium, com volume final de 25 pL em cada

reacao (Tabela 3).

Tabela 2. Sequéncia dos primers e sondas utilizados.

Espécie-alvo Sequéncia do primer (5’ - 3’) e da sonda Referéncia

Salmonella F: ATAAATCCGGCGGCCTGATG

typhimurium R: TGGTATCGACGCCTTTATCTGAGA PIKNOVA
P: 5'VIC-TTACACCGGAGTGGATTAAACGGCTGGG- et al.
MGB3' (2005)

Staphylococcus F: TGTAGTTTCAAGTCTAAGTAGCTCAGCAA

aureus R: TGCACTATATACTGTTGGATCTTCAGAA SHORTLE,
P: 5'FAM- 1983
TGCATCACAAACAGATAACGGCGTAAATAGAAG-
MGB3'

Tabela 3. Componentes utilizados em uma reagdo multiplex de gqPCR com volume final de 25
pL.

Estoque Conce~ntragéo da Concentragélo final volume 1 Rx
solucédo estoque nareacao

TagMan 2X 1X 12,5 uL
Primer SAL F 10 uM 50 nM 0,1 pL
Primer SAL R 10 uM 50 nM 0,1 pL
Primer AUR F 10 uM 100 nM 0,3 pL
PrimerAUR R 10 uM 100 nM 0,3 L
Sonda SAL 10 pM 300 nM 0,8 pL
Sonda AUR 10 uM 300 nM 0,8 puL
DNA SAL 50 ng/pL 200 ng 4,0 uL
DNA AUR 50 ng/pL 50 ng 1,0 uL
Agua MilliQ 5,3 uL
Volume total 25 pL

SAL: Salmonella typhimurium; AUR: Staphylococcus aureus

As reacdes foram feitas em duplicata em placas Opticas de 96 pocos, seladas
com filme adesivo 6ptico e amplificadas no equipamento ABI Prism 7300 Sequence
Detection Systems (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA). As seguintes etapas

de termociclagem foram utilizadas nesse trabalho:
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e 50°C por 2 min para atividade 6tima da enzima Uracil N-glicosilase (UNG -
incluida no kit TagMan Universal PCR MasterMix). O tratamento com essa
enzima remove qualquer uracila ligada ao cDNA (LONGO et al., 1990 apud
APPLIED BIOSYSTEMS, 2010).

e 10 min a 95°C para ativacdo da enzima AmpliTag Gold. Além disso, essa
incubacao € necessaria para reduzir substancialmente a atividade da enzima
UNG e desnaturar o DNA (APPLIED BIOSYSTEMS, 2010).

e 40 ciclos de 95°C por 15 s para desnaturacdo e 60°C por 1 min para
anelamento dos primers e das sondas e extensdo (APPLIED BIOSYSTEMS,
2010).

Os dados foram obtidos como valores de Ci, que representa o ciclo no qual a
amplificagéo atinge uma intensidade de fluorescéncia superior ao limiar de deteccgéo
(threshold).

4.7 CALCULO DO SINAL DE REDUCAO DO EMA (EMASR)

Os valores de Ctforam, ainda, analisados de acordo com a equagéo do Sinal
de Reducdo do EMA ou EMASR. Para o calculo, utilizou-se os valores de eficiéncia
da reacdo (Equacédo 1) previamente calculados por Sa (2012).

E = (10(_1/510196) - 1) x 100
1)

Brevemente, foram testadas trés concentracdes de DNA tanto de S. aureus
guanto de S. typhimurium (50, 100 e 200 ng/reacao) e trés concentracdes dos primers
Foward e Reverse de cada alvo (50, 100 e 200 nM) em reacdes monoplex.

As melhores condi¢des foram obtidas com concentracéo de primers de 100 nM
para ambos os patdgenos, gerando valores de eficiéncia de 0,5 e 0,4 para S. aureus
e S. typhimurium, respectivamente.

De posse desses valores, calculou-se o EMASR (Equacéo 2), que representa
a fracdo do DNA que pode ser amplificada por gPCR nas amostras tratadas com EMA
(RUDI et al., 2005a; RUDI et al., 2005b; NOVGA et al., 2003). Nesta equagéo, “E”
representa a eficiéncia de amplificagao.
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(1+E)Ctnéo tratadas

EMASR =

(1 +E)Cttratadas

)

4.8 LIMITE DE DETECCAO

Para o calculo do limite de detec¢do da técnica, quantidades decrescentes de
células viaveis foram inoculadas em amostras de 10 g de Queijo de Coalho. Essas
amostras (armazenadas em sacos estéreis) foram homogeneizadas manualmente
com 89 mL de PBS 1X também estéril. As suspensdes de culturas puras de
S. typhimurium foram, entdo, diluidas serialmente até 10-°. Em seguida, cada amostra
de queijo foi inoculada com 1 mL de cada diluicdo, realizando-se nova
homogeneizacdo manual. De maneira semelhante, amostras de Queijo de Coalho
também foram inoculadas com 1 mL de suspensdes puras de células viaveis e
inviaveis de S. typhimurium. Para o controle negativo, foram usadas amostras que
continham somente 10 g de Queijo de Coalho e 90 mL de PBS 1X, sem inoculagéao
de células viaveis ou inviaveis (Figura 14).
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Figura 14. Inoculacdo das suspensfes de células viaveis e invidveis de Salmonella
typhimurium em amostras de Queijo de Coalho. IN = suspensdo de células inviaveis; VI =
suspensao de células viaveis
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Foi realizado o plagueamento em duplicata de cada uma das diluicdes em &gar
MacConkey (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e as placas foram incubadas a 35°C
por 18 + 2 h para posterior contagem das colbnias.

Pelo fato de ser possivel e, até mesmo, comum a presenca de células inviaveis
em Queijo de Coalho (devido ao tratamento térmico prévio que deve ser realizado no
leite cru), foram feitas aliquotas mistas das amostras inoculadas com células viaveis
e inviaveis para tratamento com EMA. Dessa forma, foi possivel avaliar a capacidade
do protocolo estabelecido em detectar a menor concentracdo de células viaveis em
meio a concentracfes constantes de células inviaveis.

Assim, cada aliquota de 500 L foi formada por 250 pL da amostra inoculada
com células inviaveis e 250 pL das amostras inoculadas com concentracdes
decrescentes de células viaveis. Da mesma forma, foram feitas aliquotas de 500 pL
das amostras ndo inoculadas - controles negativos - para tratamento com o

intercalante (Figura 15).
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Figura 15. Esquema de formacdo das aliquotas para tratamento com EMA. IN = células
inviaveis; VI = células viaveis

O tratamento com EMA foi realizado adicionando-se 25 pL do intercalante
(1 mg/mL) em metade das aliquotas formadas, resultando em uma concentracgéo final
de 50 pug/mL. A outra parte das aliquotas foi o controle (sem EMA). As amostras foram,

entdo, submetidas a incubacdo no escuro a 4°C por 5 min. Em seguida, foram
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expostas a luz halégena em bacia com gelo por 5 min e a uma distancia de 20 cm da
fonte de luz.

Apos a fotoativacdo do EMA, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por
10 min e o sobrenadante descartado. A partir dai iniciou-se o protocolo de extracao
de DNA com PrepMan™ (Applied Biosystems®, EUA) conforme descrito no item 4.5.2.

Em seguida, as gPCR foram realizadas em monoplex utilizando-se TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®) com volume final da reacdo de
25 pL (Tabela 4). O equipamento e as condi¢des de termociclagem foram as mesmas

ja descritas no item 4.6.

Tabela 4. Componentes utilizados em uma reacdo monoplex de gPCR.

Estoque Conce~ntragéo da Concentragé~o final Volume 1 Rx
solucdo estoque nareacao
TagMan 2X 1X 12,5 uL
Primer SAL F 10 uM 50 nM 0,1 pL
Primer SAL R 10 uM 50 nM 0,1 pL
Sonda SAL 10 pM 300 nM 0,8 pL
DNA SAL 50 ng/uL 200 ng 4,0 uL
Agua MilliQ 7,5 uL
Volume total 25 L

SAL: Salmonella typhimurium

4.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os experimentos foram realizados segundo o delineamento de blocos ao acaso
em esquema de parcela subdividida, sempre com quatro réplicas por parcela. Cada
réplica era representada por uma repeticdo laboratorial, em quem foram realizados
pares de duplicatas, aceitas somente quando o Coeficiente de Variagdo (CV) era
menor ou igual a 5%. O tratamento da parcela para os estudos de cultura pura e de
inoculacado de gqueijo foi a viabilidade das células (viaveis e inviaveis) (Figura 16). Ja
para a determinagé&o do limite de deteccgéo, o tratamento da parcela foi a concentracao
de células (10?%, 102, 103, 10% 10° ou 10%° UFC/mL) (Figura 17). O tratamento da
subparcela, em qualquer caso, foi sempre o uso do intercalante EMA (0 pg/mL ou
50 pg/mL).

Foram utilizados 4 blocos para os experimentos de cultura pura e de limite de

deteccao, 11 para os de Queijo de Coalho inoculado, e 8 para o estudo sobre a melhor
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concentragdo de EMA a ser utilizada em amostras de Queijo de Coalho, sendo os
blocos representados pelas datas da experimentacao (Figura 16).
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Figura 16. Esquema do delineamento estatistico em parcelas subdivididas realizado para
experimentag¢des em culturas puras, Queijo de Coalho inoculado e determinacdo da melhor
concentracdo de EMA a ser utilizada em amostras de Queijo de Coalho inoculado. VI = células
viaveis; IN = células inviaveis; C = com EMA; S = sem EMA.
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Figura 17. Esquema do delineamento estatistico em parcelas subdivididas para determinacéo
do limite de deteccao da técnica. 10 = 10' UFC/10 g de queijo; 102 = 102 UFC/10 g de queijo;
10% = 10% UFC/10 g de queijo; 10* = 10* UFC/10 g de queijo; 105 = 10> UFC/10 g de queijo;
106 = 105 UFC/10 g de queijo; C = com EMA; S = sem EMA.
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Os dados de cultura pura e de queijo inoculado foram submetidos & ANOVA.
Uma vez significativo o efeito da interagao “viabilidade” x “intercalante”, procedeu-se
ao seu desdobramento, pelo teste F, nos dois sentidos: testando o efeito do uso do
corante sobre as células viaveis e também sobre as inviaveis, e testando o efeito da

viabilidade sob a auséncia e sob a presenca do corante.

A determinacdo da melhor concentracdo de EMA para os experimentos foi
baseada na diferenca entre as médias de C: observadas para células viaveis e
inviAveis de uma mesma concentracdo, relativizada pelo desvio-padrdo das
repeticbes desta mesma concentracdo. A maior diferenca relativa foi tomada como
indicativa da melhor concentracdo de EMA para ser empregada nos estudos de

deteccéao.

Os dados oriundos do estudo sobre o limite minimo de detec¢do foram
submetidos a ANOVA seguida pelo Teste de Dunnett, para comparacbées com o
controle. Para a comparacdo dos dados oriundos das amostras inoculadas com

diferentes concentragfes de células viaveis entre si, foi realizado o Teste F (ANOVA).

Todas as analises foram realizadas no pacote estatistico SAS, versdo 9.2 (SAS
Institute Inc., 2009), utilizando-se do procedimento MIXED, e os graficos foram
gerados no pacote computacional R, versao 3.1.3 (R Core Team, 2015). Em todos os
testes, diferencas entre médias foram consideradas estatisticamente significativas

qguando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CULTURAS PURAS

Dentre os diferentes protocolos de fotoativacdo do EMA testados (item 4.4), os
melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo do protocolo 2 que consistiu em
incubacdo das amostras no escuro a 4°C por 5 min, seguida de exposi¢cao a luz
hal6gena de 650 W a uma distancia de 20 cm em bacia com gelo por 5 min. A maior
eficiéncia do protocolo 2 em relacédo aos demais pode ser verificada a partir da analise
das diferencas nos valores médios de C: entre as amostras viaveis e inviaveis, sendo

de aproximadamente 10 ciclos para S. thyphimurium e 14 ciclos para S. aureus

(Figura 18).
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Figura 18. Valores médios de C; obtidos com os diferentes protocolos de fotoativacdo do
EMA. P1 = Protocolo 1 (5 min de incubagédo no escuro a 4°C e 2 min de exposi¢ao a luz em gelo com
20 cm de distancia entre as amostras e a fonte de luz); P2 = protocolo 2 (5 min de incubac¢do no escuro
a 4°C e 5 min de exposic¢do a luz em gelo com 20 cm de distancia entre as amostras e a fonte de luz);
P3 = protocolo 3 (10 min de incubagdo no escuro a 4°C e 5 min de exposic¢ao a luz em gelo com 20 cm
de distancia entre as amostras e a fonte de luz); P4 = protocolo 4 (5 min de incubac¢do no escuro em
temperatura ambiente e 15 min de exposi¢do a luz em gelo com 15 cm de distancia entre as amostras
e afonte de luz). SAL = S. typhimurium; AUR = S. aureus. IN = inviaveis; VI = viaveis.

Devido a natureza altamente fotorreativa do EMA, conferida pela presenca do
grupamento azida, € fundamental que ocorra a incubaco inicial no escuro. E durante
esse periodo que as moléculas do intercalante se distribuem homogeneamente e

penetram nas células com membrana danificada (inviaveis), ligando-se ao seu DNA.



55

Na incubacg&o no escuro, dois principais fatores devem ser considerados: tempo e
temperatura de incubacdo. O tempo de incubacdo deve ser o maior possivel para
permitir a entrada do corante nas células inviaveis (FITTIPALDI et al.,, 2012).
Entretanto, em concentracbes de EMA maiores que 10 pg/mL, esse tempo deve ser
reduzido, para que haja o minimo de penetragcéo do corante nas células viaveis. Varios
autores tém sugerido o tempo de incubacdo de 5 min no escuro como satisfatério
(CAWTHORN & WITTHUHN et al., 2008; CHANG et al. 2010; CHEN & CHANG et al.,
2010; GEDALANGA & OLSON et al., 2009; GRAVIER et al., 2010; KOBAYASHI et al.,
2009; NOCKER et al., 2006; NOCKER et al., 2007b; SOEJIMA et al., 2008). Dada a
natureza indefinida de captacdo do corante por células viaveis, tanto o transporte
passivo quanto a difusdo facilitada tornam-se possiveis. Dessa forma, a difusdo
passiva pode ser mais dependente da temperatura, uma vez que a fluidez de
membrana € altamente influenciada pela temperatura. Assim, a incubacdo de
amostras tratadas com EMA a baixas temperaturas (4°C), é importante para reduzir o
acumulo do intercalante em células viaveis (FITTIPALDI et al., 2012).

A ligacdo covalente entre o EMA e o DNA das células ocorre apés a
fotoativacdo (exposicdo das amostras a luz halégena). Ainda nessa etapa, as
moléculas do intercalante que n&o penetraram em nenhuma célula, ligam-se
covalentemente a moléculas de agua e séo, dessa forma, inativadas. Caso ndo ocorra
a inativacdo, as moléculas de EMA em excesso podem ligar-se ao DNA de células
viaveis durante a etapa de extracdo do DNA, impedindo sua amplificacdo na qPCR.
Por isso, é recomendavel que este procedimento seja realizado com as amostras
imersas em gelo, pois além de prevenir 0 aquecimento excessivo das mesmas,
maximiza a exposicdo a Iluz devido as suas caracteristicas reflexivas
(FITTIPALDI et al., 2012).

Foram testadas diferentes concentracées do EMA em culturas puras utilizando
0 protocolo 2 como padrao para fotoativagcdo. As maiores diferencas entre os valores
de Ct das amostras viaveis e inviaveis, tanto de S. typhimurium quanto de S. aureus,

foram obtidas com a concentragéo de 50 pg/mL (Figura 19).
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Figura 19. Valores médios de C; obtidos com as diferentes concentracdes de EMA testadas.
SAL = S. typhimurium; AUR = S. aureus. IN = inviaveis; VI = viaveis.

Nocker et al. (2006) afirmaram que o EMA é capaz de penetrar em células
viaveis sob diversas circunstancias, sendo o uso de altas concentracdes do
intercalante uma delas (FLEKNA et al., 2007). Soejima et al. (2007) concluiram que
concentracbes de EMA maiores do que 100 pg/mL podem, inclusive, ter efeito
citotoxico e esse efeito € tanto maior quanto maior for a concentracdo usada (FLEKNA
et al., 2007). Outros estudos compararam diferentes concentracoes de EMA e
concluiram que o uso de 10 a 20 pug/mL do intercalante é suficiente para inibir a
amplificacdo do DNA de células invidveis sem, no entanto, penetrar em células viaveis
(CHANG et al., 2009; SHI et al., 2011; WANG et al., 2009). Contudo, no presente
trabalho, o efeito esperado do EMA néo foi alcancado com o uso de concentracdes

menores do que 50 pg/mL em culturas puras, principalmente para S. typhimurium.

A concentracao de células submetidas ao tratamento com EMA foi, em média,
10® UFC/mL. Fittipaldi et al. (2010) ressaltaram a importancia do nimero de células
inviaveis na reacao, uma vez que, quando em altas concentracdes, podem ocasionar
resultados falso-positivos. Tal efeito ainda n&o foi completamente esclarecido.
Entretanto, sugere-se que a presenca de um grande numero de células inviaveis com
alta capacidade de absor¢cdo do EMA diminua a disponibilidade de moléculas do
intercalante por célula. Além disso, o0 alto nimero de células presentes na reagéo pode
aumentar a turbidez do meio, influenciando negativamente na agdo do EMA sobre
células inviaveis (FITTIPALDI et al., 2012).

Ao realizar testes em multiplex para a identificacdo de células viaveis de

S. typhimurium e S. aureus em culturas puras esperava-se observar diferenca
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altamente significativa entre as amostras inviaveis tratadas e ndo tratadas com EMA
para ambos os patdgenos. Ja para as células viaveis ndo era esperado o efeito do
EMA sobre as mesmas. Sendo assim, esperava-se nao observar diferenca estatistica

entre as amostras viaveis tratadas e ndo tratadas com EMA para ambos os patdégenos.

Diferenca altamente significativa foi encontrada entre as amostras inviaveis de
S. typhimurium com e sem EMA (p < 0,0001). Contudo, uma diferenca menos
significativa (p < 0,001) também foi observada entre os valores médios de C: das

amostras vidveis tratadas e néo tratadas com o intercalante (Figura 20 A).

Para S. aureus, o resultado obtido n&o foi o esperado, uma vez que foram
observadas diferencas estatisticas entre as amostras invidveis com e sem EMA e
também entre as amostras viaveis tratadas ou ndo pelo intercalante (Figura 20 B)
(p < 0,05).
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Figura 20. Valores médios de C; de amostras viaveis e inviaveis de Salmonella typhimurium
(A) e Staphylococcus aureus (B), tratadas e nédo tratadas com EMA. Ct = valores médios de Cy;
VIAB. = viabilidade das células; TRAT. = tratamento com EMA empregado (0 pg/mL ou 50 pg/mL);
IN = células inviaveis; VI = células viaveis. (A) Teste F (p < 0,001); (B) Teste F (p < 0,05).

Esses resultados mostram que o EMA é efetivo em inibir a amplificacéo de
células inviaveis. Entretanto, sugerem que ha uma interacdo do intercalante com o

DNA das células viaveis, causando uma subestimacao dessa populacdo bacteriana.

No presente estudo, nao foi possivel diferenciar células viaveis e inviaveis de
S. aureus com o uso do EMA, uma vez que o intercalante teve efeito significativo em

ambas populagfes (viaveis e inviaveis). Esse resultado corrobora com o alcangado
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por Kobayashi et al. (2009), que afirmaram que o EMA € incapaz de diferenciar células

viaveis e inviaveis de S. aureus.

O EMASR calculado para as amostras inviaveis de S. typhimurium diminuiu
15 vezes em relacédo as viaveis. Ja para S. aureus, essa diminuicao foi de apenas
1,7 vezes (Figura 21). O EMASR representa a fragio do DNA que pode ser
amplificada por gPCR nas amostras tratadas com EMA (RUDI et al., 2005a), variando
de 0 a 1. O valor de EMASR calculado para amostras inviaveis deve ser 0 menor
possivel, indicando que uma pequena ou nenhuma fracdo do DNA dessas células
pode ser amplificada apds o tratamento com o intercalante. Ja para as amostras
viaveis, o ideal € que o valor de EMASR seja 0 maior possivel, confirmando a

incapacidade do EMA em ligar-se ao DNA dessas células e impedir sua amplificacao.

Inviaveis

Salmonelia
typhimurium
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Inviaveis
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Figura 21. Valores de EMASR calculados para amostras viaveis e inviaveis de Salmonella
typhimurium e Staphylococcus aureus. EMASR = Sinal de Redug&o do EMA.

5.2 VALIDACAO DA METODOLOGIA EM AMOSTRAS DE QUEIJO DE COALHO

Foi observada diferenca estatistica (p < 0,0001) entre os valores médios de Ct
das amostras viaveis tratadas e nao tratadas com EMA tanto de S. typhimurium
(Figura 22 A) quanto de S. aureus (Figura 22 B). Como em culturas puras, esses

resultados indicam que o EMA também teve influéncia sobre o sinal de amplificagédo
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do DNA de células viaveis dos dois patégenos, provavelmente devido a concentracao
do intercalante utilizada (50 pg/mL). Entretanto, a acdo do EMA sobre as células
vidveis de S. aureus foi mais significativa (p < 0,001) do que sobre as células viaveis
de S. typhimurium (p < 0,0001). Como ja citado anteriormente, a acdo do EMA sobre
células viaveis depende da espécie bacteriana estudada, sendo S. aureus uma das
espécies mais afetadas (KOBAYASHI et al., 2009).
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Figura 22. Valores médios de C; de amostras viaveis e inviaveis de Salmonella typhimurium
(A) e Staphylococcus aureus (B) em Queijo de Coalho inoculado, tratadas e nao tratadas com
EMA. C: = valores médios de Ct; VIAB. = viabilidade das células; TRAT. = tratamento com EMA
empregado (0 pg/mL ou 50 pg/mL); IN = células inviaveis; VI = células viaveis. (A) Teste F (p < 0,0001);
(B) Teste F (p < 0,001).

Observou-se um aumento geral nos valores de C: das amostras de
S. typhimurium e S. aureus inoculadas no Queijo de Coalho em relacdo aos obtidos
em culturas puras. Kramer et al. (2009) afirmaram que matrizes complexas, como € o
caso do Queijo de Coalho, podem influenciar negativamente a eficiéncia do tratamento
com EMA, pois além da diminuicdo da concentracdo efetiva do intercalante por
absorcado quimica, componentes organicos e inorganicos podem interferir no processo
de fotoativagéo (FITTIPALDI et al., 2011b). Ademais, Fittipaldi et al. (2012) afirmaram
gue outros fatores relativos a matriz da amostra também podem afetar negativamente
a eficiéncia do EMA. Altas concentracdes de sal presentes na amostras podem causar
um maior choque osmatico, levando a um aumento na reducdo de sinal, tanto de
células viaveis, quanto inviaveis (SHI et al., 2011). Além disso, amostras com turbidez
elevada, causada pela presengca de compostos organicos e inorganicos na matriz,
podem reduzir a incidéncia de luz necesséaria para fotoativagdo do intercalante,
afetando negativamente a eficiéncia do EMA (FITTIPALDI et al., 2012). Ainda, Shapiro
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et al. (2003) apud Fittipaldi et al. (2014) afirmaram que amostras com pH acido podem
diminuir a habilidade do EMA em suprimir sinais de amplificac@o de células inviaveis,
uma vez que a interacao entre o EMA e o DNA é enfraquecida nessa condi¢cao. Assim,
pode-se afirmar que o aumento observado nos valores médios de C: das amostras
viaveis e inviaveis de S. typhimurium e S. aureus, tratadas ou ndo com o intercalante,

foi causado pelas caracteristicas da matriz (Queijo de Coalho) presentes na amostra.

O EMASR calculado para as amostras inviaveis de S. typhimurium inoculadas
em Queijo de Coalho foi 11 vezes menor do que o EMASR calculado para as amostras
viaveis. Porém, para S. aureus, essa diminuicdo foi de apenas 1,8 vezes (Figura 23).
Esse resultado indica, mais uma vez, a eficacia do EMA em diferenciar células viaveis
e invidveis de S. typhimurium, mesmo em matriz alimentar. Ao passo que demonstra
a inabilidade do intercalante em possuir o mesmo efeito sobre amostras inoculadas

com S. aureus.
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typhimurium
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Figura 23. Valores de EMASR calculados para amostras viaveis e inviaveis de Salmonella
typhimurium e Staphylococcus aureus inoculadas em amostras de Queijo de Coalho.
EMASR = Sinal de Reducéo do EMA.

Pelo fato de ter sido observado um possivel efeito da concentragdo do EMA
sobre o sinal de amplificac@o de células viaveis, outras concentra¢des do intercalante
foram testadas em amostras de queijo inoculadas (item 4.4). Dentre as concentragoes
testadas, 50 pg/mL foi a que gerou os melhores resultados para S. typhimurium
(Figura 24 A).
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Para as amostras de S. aureus nenhuma das concentracdes testadas
apresentou resultado satisfatorio, uma vez que em todas elas houve influéncia do

intercalante sobre o sinal de amplificacéo das células viaveis (Figura 24 B).
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Figura 24. Diferencas médias relativas para as diferentes concentracdes de EMA testadas
em amostras de Queijo de Coalho inoculadas com (A) Salmonella typhimurium e
(B) Staphylococcus aureus. Teste F (p < 0,0001).

Apesar de varios autores sugerirem 10 pg/mL ser a concentragao ideal de EMA
para diferenciacéo de células viaveis e inviaveis (MINAMI et al., 2010; SHIl et al., 2011;
SOEJIMA et al., 2011a; WANG et al., 2009), no presente trabalho observou-se que
guanto maior a concentracdo de EMA utilizada (até 50 pg/mL), maior era a
diferenciacéo de células viaveis e inviaveis para amostras de S. typhimurium. J& para
S. aureus, foi observado efeito inverso, ou seja, concentracdes menores de EMA
apresentaram melhores resultados para a diferenciacdo entre células viaveis e
inviaveis. Esse resultado confirma o fato de a captacdo do EMA por células viaveis
ser dependente da espécie estudada e da concentracao de EMA utilizada, conforme
ja relatado por FLEKNA et al., 2007 e NOCKER et al., 2006.

De posse dessas informacdes, verificou-se que o multiplex utilizado no estudo
(S. typhimurium e S. aureus) ndo apresenta bons resultados para detecgcdo de
viabilidade das células por g°PCR combinada ao uso do EMA em amostras de Queijo
de Coalho inoculadas. Dessa forma, seguiu-se o estudo utilizando amostras de queijo
inoculadas apenas com S. typhimurium. Pelo fato de o PMA possuir efeito menos
significativo sobre células viaveis (FITTIPALDI et al.; 2012), apesar de sua menor

capacidade de diferenciacéo de células viaveis e inviaveis em relacdo ao EMA, um
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estudo para deteccdo de células viaveis de S. aureus e S. typhimurium em multiplex

pode ser realizado utilizando PMA combinado & qPCR.

5.3 LIMITE DE DETECGAO

Para o célculo do limite de detecc¢éo da técnica foram usadas aliquotas mistas
de células viaveis e inviaveis inoculadas em Queijo de Coalho a fim de se avaliar a
capacidade do protocolo estabelecido em detectar a menor concentracédo de células

viaveis em meio a concentracdes constantes de células inviaveis.

Foi observada diferenca estatistica significativa (p < 0,001) entre os valores
médios de C: das amostras tratadas e ndo tratadas com EMA (50 pug/mL) dentro de
cada concentracdo de células viaveis testada (Figura 25), o que indica a habilidade

do intercalante em diferenciar células viaveis e invidveis de Salmonella spp.
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Figura 25. Valores médios de C; das amostras tratadas e ndo tratadas com EMA
(0 e 50 pg/mL) dentro de cada uma das concentracdes de células viaveis de Salmonella
typhimurium testadas. [J= 0 ug/mL de EMA; [ = 50 pg/mL de EMA; N/I = n&o inoculadas. Teste de
Dunnett (p < 0,001).

Entre as amostras nao tratadas com EMA, foi observada diferenca estatistica
(p < 0,01) somente entre as concentracdes 10%e 10' UFC/10 g de queijo (Figura 26).
N&o foi observada diferenca estatistica entre as demais concentracfes nao tratadas

com o intercalante. A impossibilidade em diferenciar estatisticamente os valores



63

médios de C: das amostras ndo tratadas com EMA se deve ao fato de as células
invidveis, presentes em todas as amostras na concentracdo de 10® UFC/10 g de
queijo, também sofrerem amplificacdo durante a gqPCR, uma vez que nao ha acéo do

EMA sobre o DNA das mesmas.

Os valores médios de Ct das amostras inoculadas com concentracdes de células
de 108, 10° 10* e 102 UFC/10 g de queijo, tratadas com EMA (50 pg/mL), foram
estatisticamente diferentes entre si (p < 0,01) (Figura 26). Entretanto, ndo foi
observada diferenca estatistica entre os valores médios de C: das amostras
inoculadas com 10! e 10* UFC/10 g (p < 0,01). A hip6tese para o ocorrido pode ser
explicada por falha na homogeneizacdo manual da amostra inoculada com
10! UFC/10 g de queijo, uma vez que concentracdo de células é bastante baixa. Da
mesma forma, nao foi observada diferenca estatistica entre os valores médios de Ct

das amostras inoculadas com 103 e 102 UFC/10 g de queijo (p < 0,01).
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Figura 26. Valores médios de C; obtidos na determinacéo do limite de deteccdo em amostras
inoculadas com diferentes concentracdes de células viaveis de Salmonella typhimurium,
tratadas ou ndo com EMA (50 pg/mL); [J= 0 pg/mL de EMA; [= 50 ug/mL de EMA; N/l = néo
inoculadas. Teste F (p < 0,001).

Assim, apesar da técnica de gPCR aliada ao uso do EMA ter sido capaz de
detectar concentracdes tdo baixas de células viaveis de S. typhimurium quanto

10! UFC/10 g de Queijo de Coalho, somente é possivel diferenciar estatisticamente
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as médias dos valores de Ct em concentracbes de células superiores a
103 UFC/10 g de queijo. Portanto, o valor de C: considerado como limite para

diferenciacdo entre amostras positivas e negativas neste estudo é 31,68.

Na Contagem Padrdo em Placas, somente foi possivel detectar a presenca do
patbgeno nas amostras de Queijo de Coalho inoculadas com concentracdes de
células viaveis superiores a 10® UFC/10 g. Dessa forma, pode-se constatar a alta
eficiéncia e especificidade do protocolo desenvolvido em detectar baixas quantidades

de células viaveis de S. typhimurium, mesmo na presenca de células inviaveis.
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6 CONCLUSOES

O protocolo estabelecido foi eficaz para identificacdo de células viaveis de
Salmonella spp., tanto em culturas puras quanto em Queijo de Coalho, utilizando EMA
combinado a técnica de PCR em Tempo Real. Entretanto, a diferenciacdo de células
viaveis e inviaveis de S. aureus pelo uso do EMA em culturas puras e em Queijo de
Coalho néo foi eficiente. Portanto, ndo é possivel realizar a detecgéo de células viaveis

desses patdgenos em multiplex em culturas puras e em Queijo de Coalho.

A técnica de qPCR aliada ao uso do EMA é capaz de detectar concentracdes
tdo baixas de células viaveis de S. typhimurium quanto 10! UFC/10g de Queijo de
Coalho. Contudo, somente é possivel diferenciar estatisticamente as médias dos
valores de Ct em concentracdes de células superiores a 102 UFC/10 g de queijo.
Portanto, o valor de C: limite para diferenciagdo entre amostras positivas e negativas
é 31,68.
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