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RESUMO

O Queijo Minas Artesanal (QMA) é um dos mais antigos e tradicionais queijos do Brasil e
contribui para a geracdo de renda de diversos produtores rurais. Sua producéo € caracterizada
pela utilizacdo de leite cru recém-ordenhado. Embora muito popular, 0 QMA nem sempre
apresenta inocuidade suficiente, tornando-se necessario intensificar a demanda por estudos
mais representativos sobre a seguranca microbioldgica deste produto. Campylobacter spp.
tem sido o patdgeno mais frequentemente associado a surtos de doencas de origem alimentar
em todo o mundo nos ultimos anos, entretanto, € um patdgeno negligenciado em estudos de
prevaléncia e nos critérios microbiolégicos na legislacdo para queijos no Brasil. A deteccdo de
Campylobacter spp. por métodos classicos de identificacdo é de dificil execucdo e pode
apresentar significativas variacbes nos resultados obtidos. Os métodos moleculares, em
especial a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo ferramentas promissoras para a rapida
e direta deteccdo de Campylobacter spp. em alimentos, devido sua alta especificidade,
sensibilidade e bom limite de deteccdo. O objetivo deste trabalho foi padronizar uma
metodologia molecular baseada em PCR multiplex para identificacdo direta de
Campylobacter spp. e diferenciacdo das espécies Campylobacter jejuni e Campylobacter coli
em QMA do Serro. A PCR multiplex foi desenvolvida utilizando iniciadores 16S rRNA, hipO
e ceuk, especificos para a deteccdo de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli,
respectivamente. Para a padronizagdo da metodologia foram testadas 5 combinagOes
variando-se as concentra¢fes de MgCl, (1,0u L/2,0u L), tampdo (2,54 L/3,54 L), DNA
(10p L/5p L), agarose (1,09%/1,5%), além de modificagdes na voltagem (120V/80V) e
temperatura de anelamento (66°C/62°C). A partir da padronizacdo, realizou-se avaliacdo do
limite de detecgdo (LD), utilizando as concentracdes de 0,1, 10, 10% e 10° UFC/g. Testes com
enzimas de restricdo Xhol, Hhal e Hindlll foram realizados para gerar evidéncia adicional
sobre a seletividade do método. Também foi avaliada a presenca de Campylobacter spp. em
amostras de campo. A PCR multiplex padronizada mostrou ser um método rapido e efetivo na
deteccdo de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli em amostras de QMA artificialmente
contaminadas. O LD foi estimado em 10° UFC/mL. Os testes com as enzimas de restricdo
confirmaram a seletividades dos primers. Ao avaliar a presenca deste patdgeno em amostras
de campo, houve inconsisténcia nos resultados utilizando a PCR multiplex. O método
mostrou-se efetivo para a deteccdo de Campylobacter spp. no queijo artificialmente
contaminado e inconsistente para a pesquisa deste patdbgeno em amostras de campo, 0 que
pode ser explicado pelo LD. Como perspectiva futura, foi proposto implementar a etapa de
enriquecimento seletivo das amostras para elevar a sensibilidade do método, bem como
validacdo da metodologia para avaliar a especificidade da PCR.

Palavras-chave: Campylobacter spp.. PCR multiplex. Queijo Minas Artesanal. Serro.



ABSTRACT

The Artisanal Minas Cheese (AMC) is one of the oldest and most traditional cheeses in Brazil
and it contributes to the income generation of several rural producers. The production of
artisanal minas cheese is characterized using raw milk freshly milked. Although very popular,
artisanal minas cheese does not always present sufficient innocuousness, requiring
intensifying the demand for more representative studies about microbiological safety of this
product. Campylobacter spp. has been the most frequently pathogen associated with outbreaks
of foodborne diseases worldwide in recent years, however it is a neglected pathogen in
prevalence studies and in the microbiological standards for cheeses in the Brazilian
legislation. The detection of Campylobacter spp. by conventional methods of identification is
difficult to perform and may present significant variations in the results. Molecular methods,
especially Polymerase Chain Reaction (PCR) are promising tools for the rapid and direct
detection of Campylobacter spp. in food, due to its high specificity, sensitivity and good
detection limit. The aim of this work was to develop a molecular methodology based on
multiplex PCR for direct identification of Campylobacter spp. and differentiation of the
species C. jejuni and C. coli in AMC from Serro. Multiplex PCR was developed using the
primers 16S rRNA, hipO and ceuE, specific for the detection of Campylobacter spp., C. jejuni
and C. coli, respectively. In order to develop the methodology, 5 reaction combinations were
tested, with different concentrations of MgCl, (1,0pL/2,0p L), buffer (2,5u L/3,5u L),
DNA(10u L/5u L), agarose gel (1,0%/1,5%), besides modifications in voltage of
electrophoretic running (120V/80V) and anneling temperature (66°C/62°C). The detection
limit (DL) was evaluated using the concentrations: 0,1, 10, 10° and 10° CFU/ml. Tests with
restriction enzymes Xhol, Hhal and Hindlll were performed to provide additional evidence
about the selectivity of the method. The Campylobacter spp. presence in field samples was
also evaluated. The multiplex PCR developed in this work has been shown to be a rapid and
effective method for the detection of Campylobacter spp., C. jejuni and C. coli in artificially
contaminated AMC samples. DL was estimated at 10° CFU/mL. Tests with the restriction
enzymes confirmed the selectivity of the primers. When evaluating the presence of this
pathogen in field samples, there was inconsistency in the results using multiplex PCR. The
method was effective for the detection of Campylobacter spp. in the artificially contaminated
samples and inconsistent for field samples, which can be explained by DL. As a future
perspective, it was proposed to implement the selective enrichment step of the samples to
improve the sensitivity of the method, as well as validation of the methodology to evaluate the
PCR specificity.

Keywords: Campylobacter spp.. Multiplex PCR. Artisanal minas cheese. Serro.
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1. INTRODUCAO

O queijo Minas Artesanal (QMA) é um dos mais antigos e tradicionais queijos do pais
e contribuem para a geracdo de renda de diversos produtores rurais. Sua producdo é
caracterizada pela utilizacdo de leite cru recém-ordenhado em propriedades rurais com base
em agricultura familiar e submetidos a maturacdo (DORES, FERREIRA, 2012).

A baixa adocdo de boas préaticas agropecudrias e de fabricacdo e o uso de leite cru
isento de tratamento térmico na producdo de QMA caracterizam esse alimento como um
potencial veiculador de microrganismos patogénicos, 0 que resulta em importante questdo de
salde publica (BRANT, FONSECA, SILVA, 2007). Sendo assim, embora muito popular, o
QMA nem sempre apresenta inocuidade suficiente, uma vez que aliado a falta de
padronizacdo da fabricacdo e o uso de leite cru, existe ainda uma deficiéncia de fiscalizacao
na cadeia produtiva (FEITOSA et al., 2003; DORES, NOBREGA, FERREIRA, 2013). Dessa
maneira, torna-se necessario intensificar os estudos mais representativos sobre a seguranca
microbioldgica deste produto.

Uma variedade de estudos aponta os coliformes totais, termotolerantes e Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes como 0S
microrganismos mais comumente pesquisados e encontrados nos QMAs (ORNELAS, 2005;
SOARES, 2014; CUNHA, 2016). Entretanto, existem outros patégenos que podem ser
veiculados pelo QMA que sdo pouco contemplados nos estudos de prevaléncia e nos critérios
microbioldgicos na legislacdo para queijos no Brasil, tais como Mycobacterium bovis,
Brucella sp., Campylobacter jejuni e Coxiella burnetii.

Dentre estes microrganismos negligenciados, Campylobacter tem sido o patégeno
mais frequentemente associado a surtos de doencas de origem alimentar (DOA) em todo o
mundo nos ultimos anos (KAAKOUSH et al., 2015). Esta bactéria € responsavel pela doenca
infecciosa campilobacteriose, cujos principais sintomas sdo diarreia, colicas, dores

abdominais e febre dentro de dois a cinco dias apds a exposi¢do ao microrganismo. As
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complicacBes pos-infeccdo podem incluir artrite reativa, caracterizada por inflamacao
dolorosa das articulagdes e também disturbios neuroldgicos tardios como a sindrome de
Guillain-Barré (WHO, 2016).

As principais fontes de infeccdo de Campylobacter para humanos sdo as aves,
particularmente frangos. Entretanto, este patdgeno também pode contaminar outros tipos de
alimentos, como leite e derivados lacteos. Bianchinia et al. (2014) em pesquisa na lItalia
detectaram Campylobacter jejuni em 34 (12%) amostras de leite cru. Este patdgeno também
foi detectado em amostras de leite cru e queijos com prevaléncia de 24,6% no Egito (EL-
ZAMKAN, HAMEED, 2016) e de maneira semelhante em fazendas dos EUA, nas quais o
microrganismo estava presente em 24,9% das amostras de leite cru de tanques de expansao e
em filtros de leite (DEL COLLO et al., 2017).

No Brasil existem poucos estudos relacionados a pesquisa de Campylobacter em leite
e derivados lacteos. Na regido metropolitana de S&o Paulo, Kobayashi et al. (2017)
detectaram a presenca de Campylobacter spp. em 18/38 (47,37%) amostras de queijos de
producdo informal. Contudo, observa-se que a presenca deste patdgeno é frequentemente
associada ao consumo de leite cru (SILVA et al., 2003; CERVA et al., 2014; NARCIZO,
MONTANHINI, 2014).

Considerando a natureza fastidiosa de Campylobacter e alguns aspectos limitantes,
como complexidade dos meios de cultivo, agentes seletivos, condicbes especificas de
incubacdo e situagcdes de estresse, os métodos classicos de identificacdo sdo de dificil
execucdo e podem apresentar significativas variagdes nos resultados obtidos (DEBRUYNE et
al., 2008; BRASIL, 2011). Alem disso, a diferenciacdo de C.jejuni de outros microrganismos
do mesmo género € baseada no teste da hidrélise do hipurato, 0 que nem sempre € preciso,
uma vez que ja existem relatos sobre cepas de C. jejuni com auséncia da enzima hipuricase

(BRASIL, 2011). Os metodos moleculares séo ferramentas promissoras para a rapida e direta
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deteccdo de Campylobacter em alimentos, devido a sua alta especificidade, sensibilidade e
bom limite de deteccdo. Essas caracteristicas os tornam uma eficiente alternativa aos métodos
convencionais de diagnostico (RUDI et al., 2004; DE BOER et al., 2015).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é muito utilizada em combinacdo com
métodos tradicionais, em substituicdo aos métodos bioquimicos classicos de confirmacdo. O
método de PCR pode ser aplicado para culturas puras ou diretamente em amostras bioldgicas
contendo o microrganismo de interesse. Entretanto, alguns alimentos, como 0s queijos, séo
complexos em termos de composi¢do quimica e microbioldgica e, assim, podem apresentar
inibidores da PCR associados a matriz alimentar, como ja foi relatado por Schrader et al.
(2012).

Diante da complexidade que a matriz queijo representa e da diversidade de QMA
comercializados no Brasil, faz-se necessario constante aprimoramento de técnicas para a
identificacdo de patdgenos nesse alimento. Embora o método de PCR j& seja bastante
difundido para a deteccdo de Campylobacter em frangos e seus derivados carneos e alguns
estudos tenham sido publicados voltados para o uso de PCR em leite cru e derivados lacteos,
até 0 momento ndo existem trabalhos relacionados a deteccdo de Campylobacter em QMA
por esta técnica. Sendo assim, o presente estudo foi desenvolvido visando a amplificacdo das
possibilidades de técnicas de deteccdo de Campylobacter em QMA, considerando as
particularidades deste alimento, por meio da padronizacdo de um método rapido, de baixo

custo e eficiente baseado em PCR multiplex.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Padronizar uma metodologia molecular baseada em PCR multiplex para identificagdo de
Campylobacter spp. em queijo Minas Artesanal do Serro.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

- Otimizar a extracdo de DNA a partir de amostras de queijo Minas Artesanal do Serro;

- Avaliar o limite de deteccdo do método molecular baseado em PCR na detec¢édo de
Campylobacter spp. em queijo Minas Artesanal do Serro;

- Avaliar a seletividade do método para a deteccdo de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli
em amostras de queijo Minas Artesanal por meio da acao de enzimas de restricao;

- Determinar a presenca de sequéncia de DNA espécie especifico de Campylobacter spp. em
amostras de queijo Minas Artesanal;

- Determinar a ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras de queijo Minas Artesanal
provenientes do Serro, Canastra, Cerrado e Triangulo Mineiro.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 QUEIJO MINAS ARTESANAL

Os primeiros registros de fabricacdo de queijos no Brasil datam de 1581. Segundo o
historiador inglés Robert Southey, fabricava-se manteiga e queijo de leite de vacas, ovelhas e
cabras na Vila de S&o Salvador, Bahia de Todos os Santos. Por volta do século XVII, com o
ciclo do ouro em Minas, desenvolveu-se e foi reconhecida como atividade econémica no
estado de Minas Gerais e também em outros estados, como no Sul, a partir de 1752, e em
menor escala no Norte do Brasil (DIAS, 2010).

O queijo minas artesanal (QMA) é um alimento produzido artesanalmente, de acordo
com a tradicdo histdrica e cultural da regido produtora, a partir de leite cru recém-ordenhado
(REZENDE et al., 2010). Além do leite cru, o coalho e o sal também comp&em a producéo do
queijo, juntamente com o “pingo”. O pingo ¢ um fermento endégeno comumente utilizado
pelos produtores de QMA, composto por um grupo de bactérias lacto-fermentativas tipicas de
cada regido, que confere ao queijo caracteristicas sensoriais diferenciadas (FARIA, 2017). A

Figura 1 representa o fluxograma de fabricacdo de QMA.
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Figura 1: Fluxograma de producdo de QMA

Fonte: Lei n® 20.549 de 18 de dezembro de 2012 (MINAS GERAIS, 2012)
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Em Minas Gerais, a producdo de QMA representa uma importante atividade para a
economia e identidade socio-cultural do estado e até o momento sete tradicionais regides
produtoras destes queijos sdo assistidas pela Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo
Rural de Minas Gerais (EMATER/MG) e cadastradas no Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA), sendo elas: Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serra do Salitre, Serro e
Triangulo Mineiro. As sete microrregides englobam 75 municipios, sendo 270 queijarias

regularizadas no IMA. A Figura 2 retrata 0 mapa das regides produtoras de QMA.
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Figura 2: Microrregides produtoras de Queijo Minas Artesanal (Adaptado de

EMATER/MG, 2014)

O Serro e a Canastra sdo regides historicamente reconhecidas como produtoras de
QMA e apresentam certificacdo de Indicacdo Geografica (IG), que garante a procedéncia e a
qualidade do produto. Segundo a Coordenacdo de Incentivo a Indicacdo Geogréafica de
Produtos Agropecuarios da Secretaria de Desenvolvimento Agropecuéario e Cooperativismo

(CIG/SDC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o registro de
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IG ¢ um “reconhecimento da notoriedade, reputagdo, valor intrinseco e identidade do produto,
além de proteger seu nome geografico e distingui-lo de similares disponiveis no mercado”
(MAPA, 2015). Além disso, em 13 de junho de 2008, o Instituto de Patriménio Historico
Artistico Nacional (IPHAN) reconheceu 0 modo artesanal de fazer queijo minas das regides
do Serro, Canastra e Serra do Salitre como patriménio cultural imaterial do Brasil (LEAL,
BORGES, 2012).

A industria de queijo ocupa posicdo de destaque na economia global e 0s queijos
artesanais produzidos a partir de leite cru sdo amplamente apreciados em todo mundo
(MATA, 2009). Porém, a producdo e comercializacdo de um produto seguro a saude do
consumidor ainda caracteriza-se como uma questdo critica para os produtores e Orgdos
competentes. Sendo assim, existe uma demanda em intensificar os estudos mais

representativos sobre seguranca do QMA no Brasil.

3.1.1 Patdgenos mais prevalentes no Queijo Minas Artesanal

Como o QMA ¢ fabricado a partir de leite cru, € um alimento potencialmente
veiculador de microrganismos patogénicos. Em uma busca de trabalhos nacionais nas bases
de dados Google Académico, Scopus, Science Direct e Scielo utilizando as palavras-chave
“microbiologia” e “queijos artesanais”, foi observado que 0S microrganismos mais
comumente pesquisados nesses produtos sdo coliformes 30°C, coliformes 45°C, Estafilococos
coagulase positiva, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, microrganismos estes que sdo
preconizados no Decreto estadual n® 42.645 de 05 de junho de 2002.

Almeida et al. (2012) em seu trabalho de caracterizacdo da producdo de QMA na
regido de Montes Claros (MG), obtiveram frequéncia de 51,7% de coliformes totais, 17,9% de
coliformes termotolerantes e 28,6% de Staphylococcus coagulase positiva nas 28 amostras de

QMA analisadas. Zaffari, Mello, Costa (2007) analisaram 80 amostras de queijos artesanais
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comercializados em estradas do litoral norte do Rio Grande do Sul. Das 80 amostras, 16%
continham Listeria spp., sendo 3,7% identificadas como Listeria monocytogenes. Esses
autores observaram que as estacfes do ano influenciaram no isolamento de Listeria spp.,
sendo a primavera considerada a estacdo do ano em que houve maior numero de isolados.
Cunha (2016) avaliou 16 amostras de QMA do Triangulo Mineiro, provenientes de quatro
queijarias, para 0s microrganismos Staphylococcus coagulase positivo, Salmonella spp. e
Listeria spp. Staphylococcus coagulase positivo foi encontrado em trés queijarias. O género
Salmonella néo foi isolado, ao passo que Listeria spp. foi isolada em 12,5% das amostras.

Entretanto, existem outros patdgenos com importancia médica, que podem ser
veiculados pelo QMA, que sdo pouco abordados nos estudos de prevaléncia e nos critérios
microbiologicos na legislacdo para queijos no Brasil. Exemplo desses patdgenos sao
Mycobacterium bovis, Brucella spp., Campylobacter spp. e Coxiella burnetii.

Silva et al. (2013) ao estudarem 189 pacientes com tuberculose, encontraram trés
coinfeccdes de M. bovis com M. tuberculosis associadas ao consumo de queijos artesanais.
Wood et al. (1992), em uma revisdo de surtos ocorridos entre 1981 e 1990 nos Estados
Unidos, observaram que 621 individuos foram afetados por C. jejuni apds consumirem leite
cru. Também no Brasil, um surto de infeccdo alimentar por C. jejuni associado ao consumo de
leite cru acometeu estudantes que visitaram uma fazenda produtora de leite tipo A, sendo este
alimento responsavel por uma taxa de ataque de 57,6% entre 0s que o consumiram (SILVA et
al., 2003; SILVA, 2007).

Duch (2015) estudando QMA da regido do Serro encontrou 30,9% (17/55) amostras
positivas para Brucella spp. utilizando anélises de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Angelakis e Raoult (2010) apontaram o leite cru como fonte de Coxiella burnetii,
ressaltando que nem sempre a pasteurizacdo ird eliminar esse microrganismo. Faria (2017)

estudou a prevaléncia de Coxiella burnetii em QMAs da regido do Serro e avaliou 53
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amostras de queijo provenientes de propriedades cadastradas no IMA por PCR convencional
para a deteccdo do gene 1S1111 . Do total de amostras analisadas, cinco (9,43%) apresentaram
DNA de C. burnetti confirmado por sequenciamento.

Estes trabalhos endossam a importancia desses patdgenos com relacdo ao QMA e a

necessidade de serem incluidos em estudos de prevaléncia.

3.1.2 Legislacéo brasileira de Queijo Minas Artesanal

Em 29 de marco de 1952, a camara dos deputados do Brasil aprovou o Decreto federal
n° 30.691, que instituiu 0 Novo Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (RIISPOA), determinando normas que visam preservar a inocuidade, a
identidade, a qualidade e a integridade dos produtos e a sadde do consumidor. Este mesmo
regulamento iniciou as diretrizes que regulamentam o uso de leite cru na producdo de queijos
artesanais e nomeou 0s tipos de queijo produzidos com essa matéria prima (BRASIL, 1952).

A Lei n° 14.185 de 31 de janeiro de 2002 foi a primeira lei estadual de Minas Gerais
aprovada no Brasil, garantindo a producdo e a comercializacdo do QMA. Esta legislacédo
definia 0 QMA como o queijo confeccionado conforme a tradicdo histérica e cultural da
regido do Estado onde for produzida, a partir do leite integral de vaca fresco e cru, retirado e
beneficiado na propriedade de origem, que apresente consisténcia firme, cor e sabor proprios,
massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecanicas
(BRASIL, 2002). Este mesmo produto também foi definido pela Lei estadual n® 19.492, de 13
de janeiro de 2011 como o “queijo elaborado na propriedade de origem do leite, a partir do
leite cru, higido, integral e recém-ordenhado, utilizando-se na sua coagulagdo somente a
quimosina de bezerro pura e no ato da prensagem somente o processo manual, e que 0
produto final apresente consisténcia firme, cor e sabor proprios, massa uniforme, isenta de
corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecénicas, conforme a tradi¢do histérica e

cultural da regido do Estado onde for produzido”.
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Em 18 de dezembro de 2012 a Lei n° 20.549 do estado de Minas Gerais, comumente
conhecida como a “Lei do Queijo” revogou a Lei n° 14.185/2002 e alterou o conceito de
queijo minas artesanal para “o queijo que apresente consisténcia firme, cor e sabor proprios,
massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecénicas,
confeccionado a partir do leite integral de vaca fresco e cru, retirado e beneficiado na
propriedade de origem”.

Devido a importancia econémica e social do queijo artesanal no Brasil, em 2011, sua
producdo e comercializacdo foram legalizadas por meio da Instrucdo Normativa n° 57
(BRASIL, 2011), substituida pela Instrucdo Normativa n°® 30 de 7 de agosto de 2013, do
MAPA (BRASIL, 2013). A IN 30 permite que os queijos artesanais tradicionalmente
elaborados a partir de leite cru sejam maturados por um periodo inferior a sessenta dias,
guando estudos técnico-cientificos comprovarem que a reducédo do periodo de maturacdo nédo
compromete a qualidade e a inocuidade do produto. Além disso, essa condicdo fica restrita a
queijarias situadas em regido de IG registrada ou tradicionalmente reconhecida e em
propriedade certificada como livre de tuberculose e brucelose.

Em setembro de 2017, o Governo do Estado encaminhou para a Assembleia
Legislativa de Minas Gerais (ALMG) o projeto de Lei n°® 4.631, que visa substituir a Lei n°
20.549/2012. Além de alterar normas de funcionamento das queijarias e estabelecer novos
parametros para a fiscalizacdo, o projeto apresenta estratégias de incentivo, como bonificacao
pela qualificacdo técnica dos produtores de queijo. O projeto também contempla a
regularizacdo de outras variedades de queijo, novas tecnologias de producdo e maturacao e o
uso de leite de outras espécies (ALMG, 2017). Este projeto de lei aguarda aprovacdo na
Comissdo de Constitui¢éo e Justiga (CCJ).

A mais recente acdo do Governo Federal foi a aprovacdo da Lei federal n°® 13.680,

sancionada em 14 de junho de 2018. Trata-se de uma alteracdo da Lei n° 1.283 de 18 de
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dezembro de 1950, que dispde sobre a inspecédo industrial e sanitaria dos produtos de origem
animal. Foi definido que a comercializacdo interestadual de produtos alimenticios produzidos
de forma artesanal é permitida, desde que sejam submetidos a fiscalizacdo de 6rgaos de saude
publica dos Estados e do Distrito Federal (BRASIL, 2018). Sendo assim, 0s QMA néo serao
mais fiscalizados pelo MAPA ou pelas Secretarias de Agricultura do Estado, como era feito
pelo IMA. Esse cenario é preocupante, uma vez que a seguranc¢a de queijos artesanais, que é
uma importante questdo de saude publica, corre o risco de ser ainda mais negligenciada. 1sso
porque, 0s produtos artesanais ficam desobrigados de controles até que a lei seja
regulamentada, o que configura um retrocesso perante o nivel elevado ja existente no setor de

Agricultura com relacdo aos regulamentos e competéncias técnicas.

3.2 Campylobacter spp.
3.2.1 Aspectos gerais sobre o microrganismo

O género Campylobacter foi primeiramente descrito por Theodor Escherich em
1886, que identificou uma bactéria com forma helicoidal, isolada de fezes diarreicas de
neonatos que apresentavam uma doenga entérica chamada “cholera infantum” (BRASIL,
2011). Atualmente, Campylobacter spp. constituem um grande e diverso grupo de bacterias
que compreende 27 especies, nove subespécies e trés biovares. Na classificacdo taxondmica, o
género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae, a ordem Campylobacterales,
a classe Epsilonproteobacteria e ao filo Proteobacteria (BEISELE et al., 2011; GOLDMAN
etal., 2011)..

Campylobacter spp. sdo bactérias gram-negativas e microaerofilicas, sendo esta
ultima caracteristica uma das mais marcantes do género. Estes microrganismos requerem
baixa tensdo de oxigénio para sua multiplicacdo. O desenvolvimento € inibido quando a

concentracdo de O, € menor que 3% e maior que 15%. A atmosfera ideal para seu
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crescimento contém aproximadamente 10% CO,, 5% O, e 85% N, (MAN, 2011; BRASIL,
2011).

Diferindo da maioria dos patogenos que desencadeiam doencas de oriegem
alimentar, Campylobacter spp. ndo sdo altamente adaptativos. Além de serem muito sensiveis
ao estresse ambiental, sdo bactérias fastidiosas, que apresentam exigéncias especiais de
condicdes de cultivo. Crescem na faixa de pH entre 5,5 - 8,0, com valor 6timo proximo do
neutro e apresentam sensibilidade ao sal (MAN, 2011; BRASIL, 2011; SILVA et al., 2017).

Podem se apresentar nas formas de espirais, curvas ou bastonete. Sao moveis por um
unico flagelo polar, responséavel pelo seu movimento caracteristico em forma de “saca-rolha”
ou “vai e vem” (MAN, 2011; BRASIL, 2011). Em culturas mais antigas ou sob condi¢des de
estresse, as células de Campylobacter spp. podem adquirir formas esféricas ou cocdides. A
transicdo da morfologia celular vibridide para a forma cocoide ndo leva a perda de seu poder
infectante, entretanto, ndo sdo detectaveis por metodologias convencionais. Isso significa que
0 microrganismo esta na forma viavel, porém n&o cultivavel (NACHAMKIN, 2007).

Nas Ultimas décadas, o reconhecimento de certas espécies do género Campylobacter
spp. como patégenos humanos tem fortalecido a importancia deste género tanto na medicina
veterinaria como também na medicina humana (BRASIL, 2011). Dentro do género
Campylobacter spp., as espécies mais frequentemente relatadas em doengas humanas séo C.
jejuni e C. coli. Outras espécies como C. lari e C. upsaliensis também sdo isoladas de
pacientes com doenca diarreica, mas sao relatadas com menor frequéncia (WHO, 2016). Essas
espécies fazem parte do grupo de bactérias denominadas termofilicas e sdo microrganismos
que se multiplicam em temperaturas entre 30 a 45° C, com temperatura 6tima de 42° C,
enquanto a morte celular ocorre entre 56 e 57° C. Entretanto, apesar de sua natureza

termofilica, a temperatura do corpo humano parece ser propicia para o desenvolvimento e
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quimiotaxia de Campylobacter (FERMER e ENGVALL, 1999; PARK, 2002; NGUYEN et
al., 2006 e KHANNA et al., 2006),

Algumas espécies termofilicas como C. jejuni, C. coli e C. fetus subsp. fetus tém
sido consideradas importantes responsaveis por zoonoses, as quais sao base para estudos nas
areas de taxonomia, epidemiologia, biologia molecular e patogenia, na tentativa de elucidar
mecanismos patogénicos desses microrganismos, especialmente quanto aos fatores de
viruléncia. Sintomatologias clinicas variadas indicam a existéncia de diferentes mecanismos
de viruléncia entre as cepas de distintas regides geograficas. C. jejuni é considerado o mais
virulento deste grupo, devido a sua resisténcia a fagocitose, seguido por C. coli (BRASIL,

2011).

3.2.2 Caracteristicas e epidemiologia da campilobacteriose

O impacto das doencas de origem alimentar, incluindo campilobacteriose, €
significativo: ano apds ano cerca de uma em cada 10 pessoas adoecem. Essas doencas podem
ser graves, especialmente para criancas. As doencas diarréicas sdo as doencas mais comuns
resultantes de alimentos inseguros. Quinhentos e cinquenta milhdes de pessoas adoecem
anualmente, sendo 220 milhdes criangcas com menos de 5 anos. O género Campylobacter spp.
é uma das 4 principais causas globais de doencas diarreicas (WHO, 2016).

A campilobacteriose € uma doenca infecciosa causada por bactérias do género
Campylobacter spp. O periodo de incubagéo € de 1 a 7 dias, sendo que no geral os primeiros
sintomas surgem de 3 a 5 dias apos a infecgdo (SILVA, et al, 2007).

Os sintomas apresentados pela maioria das pessoas doentes sdo diarreia, colicas,
dores abdominais e febre. A diarreia pode ser sanguinolenta e acompanhada de nauseas e
vomitos. A doenga tipicamente perdura cerca de uma semana. Algumas pessoas infectadas

ndo apresentam quaisquer sintomas. Em pessoas com sistemas imunoldgicos comprometidos,
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a bactéria ocasionalmente se espalha pela corrente sanguinea e provoca uma grave infeccao
que pode ser fatal (CDC, 2014).

As complicacdes pos-infeccdo podem incluir artrite reativa, caracterizada por uma
inflamacéo dolorosa das articulacdes que pode durar varios meses e disturbios neurologicos
como a sindrome de Guillain-Barré (SGB) (WHO, 2016).

A SGB é uma doenca autoimune, relacionada a uma resposta imunologica que o
organismo desencadeia, estimulada por agentes infecciosos como C. jejuni. O agente
infeccioso apresenta moléculas que sdo reconhecidas pelo sistema imunolégico como
antigenos “self” ou do proprio corpo. O organismo passa a produzir uma resposta imune
especifica contra esses antigenos préprios, que pode afetar nervos periféricos e raizes
espinhais (BENETI, SILVA, 2006). O resultado é uma forma de paralisia grave, que pode
resultar em disfuncdo neuroldgica e respiratéria (WHO, 2016). A SGB apesar de ser uma
patologia importante, de incidéncia crescente, ainda é deficitaria do ponto de vista etioldgico

de diagndstico, tratamento e prevencdo (BENETI, SILVA, 2006).

3.2.3 Fontes de infeccdo e modo de transmissao

Os mamiferos e aves domésticos e selvagens sdo 0s principais reservatérios de
Campylobacter spp. O patdgeno coloniza o trato gastrointestinal dos animais em grande
ndmero e é transmitido entre os animais por meio da via fecal-oral (ACHA, SZYFRES,
2001).

Campylobacter spp. é encontrado regularmente em aguas naturais, onde pode
sobreviver durante varias semanas a baixas temperaturas. E interessante notar que a presenca
de Campylobacter spp. estd geralmente atrelada a presenca de coliformes totais, o que
evidencia a contaminacdo fecal proveniente de aves e mamiferos e, em algumas

circunstancias, do proprio homem (ACHA, SZYFRES, 2001).
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O microrganismo pode infectar os seres humanos diretamente por meio da agua
potavel ou do consumo de produtos animais contaminados, tais como leite cru ou carne, em
especial carne vermelha e frango (YOUNG, DAVIS, DIRITA, 2007). A Figura 3 retrata as

fontes de contaminacdo por Campylobacter spp.

Figura 3: Fontes de infeccdo por Campylobacter spp. (YOUNG, DAVIS, DIRITA, 2007)

Carnes contaminadas podem ser resultado de mas condi¢des de higiene ao longo da
cadeia de producdo, especialmente devido a auséncia ou ineficAcia de boa praticas no
momento do abate. Equipamentos e roupas utilizadas nos abatedouros ou matadouros também
sdo fontes potenciais de contaminacdo da carcaca de animais durante o abate. Além disso, a
contaminacgdo cruzada posterior durante a manipulacdo da carne em fabricas, no varejo ou na
cozinha do consumidor final pode contaminar outros alimentos que ndo requeiram cozimento
ou que foram cozidos insuficientemente (ACHA, SZYFRES, 2001; LAKE et al., 2007).

Calciati et al. (2012) mostraram um surto por Campylobacter em uma escola de
Barcelona envolvendo carne de frango. Entre os 435 alunos potencialmente expostos, 75
desenvolveram a doenca. Quarenta e cinco alunos acometidos forneceram amostras de fezes,

em que 29 (64,4%) foram positivas para C. jejuni. Segundo o0s autores, tanto a carne



32

malcozida como contaminacéo cruzada de frango cru para outros alimentos preparados podem
ter sido as causas do surto.

Nos Estados Unidos, de 2007 a 2012, a média de surtos associados ao leite néo
pasteurizado foi de 13,5 surtos por ano, mostrando que 0s surtos associados ao leite cru
continuam a representar um grande desafio para a satde publica (MUNGAI, BEHRAVESH,
GOULD, 2015).

No Canada, a doenca campilobacteriose é comumente associada com &gua
contaminada. Uma revisdo dos surtos de origem hidrica ocorridos entre 1974 e 2001 neste
pais indicou que entre 150 surtos com um Unico agente causador identificado, 24% foram
causados por Campylobacter (SCHUSTER et al., 2005).

No Brasil 21 estudos analisaram carcacas de frango para Campylobacter spp. Esses
estudos foram conduzidos em trés diferentes regides do pais e analisaram um total de 2116
carcacas coletadas de diferentes etapas do processo de abate de aves e também no varejo. Do
total de amostras analisadas por métodos de andlise variados, 834 (39,4%) foram positivos
para Campylobacter spp. (SILVA, et al, 2017).

O controle dos alimentos e da agua deve ser realizado em todas as etapas da cadeia
produtiva, bem como na distribuicdo e no armazenamento. Além disso, também sao
importantes informacdes adicionais para o preparo adequado e o consumo final do alimento
pelo consumidor, de maneira a diminuir a multiplicacdo do patdgeno e, consequentemente,

minimizar a ocorréncia de surtos (BRASIL, 2011).
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3.2.4 Campylobacter em lacteos

O leite apresenta propriedades que auxiliam a sobrevivéncia de Campylobacter spp.
neste alimento, tais como a crioprotecdo. Em 1913 ja era conhecido o uso do leite como
aditivo para proteger as bactérias contra a morte celular apds repetidos ciclos de
congelamento e descongelamento (CODY et al., 2008). O mecanismo de acdo dos
crioprotetores se da pela modificacdo da orientacdo da molécula de agua nos cristais de gelo,
por meio das ligacdes de hidrogénio que eles promovem com as moléculas de agua, o que
resulta em um ambiente menos prejudicial as células (ZHAO, ZHANG, 2005).

O efeito protetor do leite mantém ou auxilia a viabilidade de Campylobacter spp. por
meio da alteracdo na fluidez da membrana da célula e pela contribuicdo do calcio na
estabilidade das enzimas celulares (BARACH et al., 1976; ANNOUS et al., 1999;
CARVALHO et al., 2004). Além disso, a gordura do leite confere ao Campylobacter spp.
maior resisténcia ao tratamento térmico, complementando, assim, a estabilidade celular do
patégeno no leite (MONTEIRO, 2013). Ademais, o leite é altamente nutritivo e é considerado
um meio ideal para o crescimento de Campylobacter spp., devido aos altos niveis de proteinas
e carboidratos (CARVALHO et al., 2004).

O leite cru é um dos principais alimentos indicados como fonte de infecdo em surtos
por Campylobacter. Wood et al. (1992), em uma revisdo de surtos ocorridos em humanos
entre 1981 e 1990 nos Estados Unidos, ao avaliarem 1013 pessoas que foram acometidas,
observaram que 621 individuos (61%) foram infectados por Campylobacter jejuni apos
consumirem leite cru. Ja Modi et al. (2015) em seu estudo na india detectaram a presenca de
Campylobacter spp. 7 (2.91%) amostras de leite cru.

No Brasil, Narcizo e Montanhini (2014) avaliaram 15 amostras de leite cru e 15
amostras de leite pasteurizado quanto a presenca de Campylobacter jejuni no Parand. Em

nenhuma das amostras de leite pasteurizado foi constatada a presenca de C. jejuni, ao passo
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que o0 patdgeno foi detectado em 26,7% (4/15) das amostras de leite cru. Recentemente,
Kobayashi et al. (2017) detectaram Campylobacter spp. em 6,66% de amostras de leite cru na
regido metropolitana de Séo Paulo.

Entretanto, Campylobacter spp. também podem estar presentes em outros derivados
lacteos. Hussain et al. (2007) avaliaram 26 amostras de queijo provenientes de trés cidades do
Paquistdo. Obteve-se positividade para Campylobacter spp. em 11,5% das amostras.
Kobayashi et al. (2017) encontraram uma taxa maior comparado ao trabalho anterior. Os
autores detectaram a presenca de Campylobacter spp. em 18/38 (47,37%) amostras de queijos
de producdo informal na regido metropolitana de S&o Paulo.

A mastite associada a Campylobacter spp. pode ser uma das causas da presenca do
patdgeno no inicio da cadeia produtiva, porém, a causa mais comum de contaminacéo do leite
¢ 0 contato com fezes durante a ordenha dos animais, em funcao de condicgdes insatisfatorias
de higiene (SILVA et al., 2007). O setor de Estratégias em Doencas Transmitidas por
Alimentos da Food Standards Agency de Londres destacou a contribuicdo que o setor de leite
e derivados pode dar ao controle de diversos patégenos, incluindo Campylobacter. O
aprimoramento das boas praticas de ordenha e de fabricacdo nos setores de laticinios é visto
como meio Util de prevenir a contaminacdo cruzada e o0s surtos de campilobacteriose

(ACMSF, 2004).

3.3 METODOS ANALITICOS PARA IDENTIFICA(;AO DE CAMPYLOBACTER EM
LACTEOS

O monitoramento de Campylobacter na cadeia de lacteos auxilia na identificacdo de
fontes primarias de contaminacdo, no estabelecimento de medidas preventivas e na avaliagdo
do risco microbiologico do consumo destes alimentos. Varios métodos analiticos foram

desenvolvidos e avaliados para o isolamento e enumeracdo de Campylobacter em amostras de
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leite e derivados. Contudo, ndo ha consenso sobre a metodologia ideal, uma vez que todas
apresentam vantagens e desvantagens (SILVA et al., 2018).

Como Campylobacter spp. sdo organismos fastidiosos e requerem um ambiente
microaerofilico para crescerem, a maioria dos procedimentos laboratoriais é otimizada para
isolar as espécies mais comuns: Campylobacter jejuni e Campylobacter coli (HUQ et al.,
2014). De acordo com as caracteristicas de cada método analitico para Campylobacter spp.,
estes podem ser divididos em métodos de cultivo convencionais, métodos moleculares e
métodos imunologicos (SILVA et al., 2018).

Os métodos convencionais sdo baseados no desenvolvimento de microrganismos em
meios de cultura apropriados e confirmacdo de coldnias tipicas por morfologia, testes
bioquimicos e PCR. O Manual Analitico Bacterioldgico (BAM), Capitulo 7, publicado pela
Food and Drug Administration (FDA) descreve um metodo aplicado para o isolamento de
espécies de Campylobacter spp. em alimentos e agua e € a Unica metodologia a apresentar um
protocolo especifico para queijos. O método utiliza 50 g de amostra de queijo, inicia com o
pré-enriquecimento no Caldo Bolton a 35 °C por 4 horas e, em seguida, enriquecimento a 42
°C, de 20 a 44 horas, ambas as etapas incubadas sob condi¢Ges microaerdbicas (85% de No,
10% de CO; e 5% O, ). Ap6s o periodo de incubacdo, aliquotas do cultivo sdo estriadas em
placas contendo o meio Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Modified (MCCDA) e 0 meio
cromogénico CampyFood (Biomérieux®) e incubadas a 42 °C por 24 a 48 horas sob
condi¢cdes de microaerofilia. As col6nias tipicas sdo submetidas a analise de morfologia
celular (coloragdo de Gram) e confirmadas por PCR e provas bioquimicas, como o teste de
hidrolise do hipurato. Além do BAM/FDA, os metodos convencionais de cultivo para
deteccdo de Campylobacter spp. também s&o preconizados pela International Organization for

Standardization (ISO 10272-1 e 10272-2), pelo Guia do Laboratério de Microbiologia do
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Departamento de Agricultura dos Estados Unidos e pelo método FNES15 (F21) do
Departamento de Saude Publica da Inglaterra (SILVA et al., 2018).

Métodos imunologicos baseados na reagdo antigeno-anticorpo também tem sido
amplamente utilizados na deteccdo de Campylobacter (OYARZABAL, BATTIE, 2012). O
mais simples € o teste de aglutinacdo do latex, que é aplicado por aproximadamente 20 anos
na identificacdo rapida de culturas desse microrganismo. O principio deste teste € o0 uso de
anticorpos policlonais cobrindo particulas de latex, que reagem contra proteinas de membrana
externa ou flagelar de varias espécies de Campylobacter, como C. jejuni, C. coli e C. lari
(GHARST et al., 2013). O teste de ELISA (do inglés “Enzyme Linked ImmunonoSorbent
Assay”) ¢ o imunoensaio mais popularmente usado para a deteccdo de patdgenos em leite e
derivados. Eles sdo tipicamente projetados como um ensaio “sanduiche”, no qual um
anticorpo ligado a uma matriz sélida é utilizado para capturar a bactéria e um segundo
anticorpo conjugado a uma enzima entdo liga-se a esta bactéria alvo (OYARZABAL,
BATTIE, 2012).

Os métodos moleculares, especialmente a PCR, sdo ferramentas promissoras para a
deteccdo réapida e direta de Campylobacter spp. em alimentos, devido a especificidade e a
sensibilidade dos meétodos (DE BOER et al.,, 2015; RUDI et al.,, 2004). Eles séo
particularmente vantajosos para a deteccdo de células ndo cultivaveis ou aqueles
microrganismos que ndo crescem facilmente usando metodos tradicionais de cultivo (HUQ et

al., 2014) e serdo mais detalhados no proximo tépico.

3.3.1 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
A técnica de PCR e suas variagdes visam a amplificacdo e deteccdo de pequenos
fragmentos alvo do genoma por procedimentos especificos. A PCR monoplex tem sido

utilizada em combinacdo com metodos tradicionais, na substituicdo aos métodos bioquimicos
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classicos de confirmacdo. Esta técnica pode ser usada para confirmar o género e distinguir
especies de Campylobacter usando primers especificos para genes alvo, incluindo 16S rRNA,
hipO, mapA, asp e ceuE (ABUBAKAR et al., 2007; EL-ADAWY et al., 2012).

A PCR multiplex (m-PCR) possibilita confirmar o género e detectar a espécie
simultaneamente, por meio da combinacdo de diversos primers especificos para genes alvo
(HUQ, GONIS, ISTIVAN, 2014). Por este método, dois ou mais fragmentos de DNA séo
amplificados na mesma reacdo (HENEGARIU et al, 1997). Essas metodologias, PCR
monoplex e multiplex, podem ser aplicadas em diagndstico de rotina para deteccdo de
Campylobacter em alimentos e amostras clinicas. Entretanto, eles ndo sdo capazes de
quantificar esse patdgeno na amostra. Esta proposta pode ser obtida utilizando métodos de
PCR em tempo real (QPCR), que pode ser uma alternativa para a deteccdo e quantificacdo de
Campylobacter em diferentes tipos de amostras (DE BOER et al., 2015).

A principal limitacdo nos métodos de PCR convencionais é que eles sdo incapazes de
distinguir entre DNA de células vidveis e DNA de células mortas (RUDI et al., 2005). De
maneira a contornar essa restricdo, corantes intercalantes como a monoazida de etidio (EMA)
e a monoazida de propidio (PMA) podem ser utilizados em combina¢do com métodos de PCR
em tempo real (QPCR) em diagnosticos em que se tem o interesse de diferenciar células
viaveis das ndo viaveis. Estes corantes penetram em bactérias com membranas celulares
danificadas e inibem a amplificacdo de DNA de células mortas (SEINIGE et al., 2014). A
discriminagdo entre células viaveis e ndo viaveis € uma questdo importante na investigacdo
bioldgica (RUDI et al., 2005) e poderia ser uma importante estratégia para avaliar a

viabilidade deste patdgeno ao longo da maturacdo de QMA.
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3.3.1.1 Extracdo de DNA bacteriano: cuidados e dificuldades

A extracdo de DNA é a primeira etapa na utilizacdo de técnicas moleculares. Este
processo é parte fundamental para se obter alta eficiéncia de amplificacdo nos protocolos que
usam a PCR. A extracdo consiste na separacdo de proteinas, membranas e outros materiais
celulares contidos na célula da qual o DNA é recuperado (ELKINS, 2013).

A extracdo de DNA bacteriano geralmente segue trés passos: a lise da célula e
liberacdo do material genético; a separacdo do DNA de outros componentes celulares que
consiste na purificacdo deste DNA extraido. O método ideal é dependente da amostra e Elkins
(2013) exemplifica trés procedimentos de extracdo comumente usados para extracdo de DNA:
0 método organico, com o uso do fenol/cloroférmio para o processo de desproteinizacdao;
método inorganico ou de silica, processo simples e barato de extracdo no qual o rompimento
da membrana se da pela ligagdo do fon Mg?* presente na célula com esferas de resina (Chelex
100®), acompanhado de fervura e o método de extracdo em fase sélida, processo simples de
extracdo em que o DNA se liga a esferas paramagnéticas ou de silica.

A extracdo organica ¢ a mais utilizada. Esse método inicia-se com a lise celular e
separacdo do DNA da célula por meio da adicdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) e aplicacédo
branda de calor (60° C). A proteinase K também deve ser adicionada para digerir as proteinas.
No segundo passo da extracdo, o DNA ¢é separado dos outros componentes celulares
utilizando o reagente fenol-cloroformio. Nesta etapa surgem duas fases e a por¢do contendo
DNA é removida por pipetagem da camada superior. No terceiro passo, é realizada a
precipitacdo e concentracdo do DNA com élcool, seguida por eluicdo com &gua ultrapura
(BARATTO, MEGIOLARO, 2012; ELKINS, 2013). A maior dificuldade deste método para a
extracdo de DNA bacteriano estd na interferéncia pelo excessivo DNA da matriz, que é
extraido juntamente com o DNA alvo. Além disso, este método requer multiplas trocas de

tubo, 0 que aumenta a possibilidade de erro por contaminagdo (ELKINS, 2013).
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Rosa (2008) desenvolveu um método rapido para extracdo de DNA de bactérias, que
ndo requer o uso de enzimas, como lisozima e proteinase K. Neste método é utilizado o
carbonato de silicio como agente fisico para efetuar o rompimento da parede celular da
bactéria. O DNA bacteriano foi extraido em menor tempo e de forma simples e econdmica,
quando comparado aos métodos convencionais.

Outra metodologia simples e rapida utilizada para culturas puras ou quando nao ha
exigéncias quanto a quantidade e qualidade do DNA, é a extracao térmica por fervura, em que
a solucdo contendo as células bacterianas é submetida a choques térmicos para a lise celular e

liberacdo do material genético (SAMBROOK et al., 1989). De acordo com o Manual Técnico
de Diagndstico Laboratorial de Campylobacter do Ministério da Saude, o procedimento de
fervura é o método oficial para a extracdo de DNA deste patdgeno, aplicada a suspenséao
bacteriana obtida a partir da raspagem de coldnias crescidas em agar sangue (BRASIL, 2011).
A extracdo de DNA do queijo configura um grande desafio, pois trata-se de uma amostra com
varias limitacfes, como alto teor de gordura, alto grau de degradacdo do DNA e

grande concentracdo de impurezas.

A extracdo pode ser uma das partes mais trabalhosas da analise de DNA. Os tubos
devem ser cuidadosamente rotulados, especialmente quando as transferéncias de um tubo para
outro sdo necessarias e todo o processo de extracdo requer um manuseio cuidadoso do
material biolégico para evitar a contaminacdo da amostra. O Quadro 1 exemplifica alguns
problemas que podem surgir durante a extracdo de DNA, com as possiveis causas e sugestao

de solucgdes.
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Quadro 1. Possiveis causas e solucdes para problemas que podem acontecer no procedimento

de extracdo de DNA

Problemas

Possiveis causas

Possiveis solugdes

Pouco pellet apds a
precipitacdo com alcool e
centrifugacgéo

Auséncia de células
suficientes em suspenséo

Repetir a amostragem ou
cultivo

Amostra ndo foi centrifugada
na velocidade suficiente

Centrifugar a amostra
novamente na velocidade
méxima da centrifuga

Baixa qualidade do DNA
extraido ou DNA
aparentando estar

degradado

A amostra inicial ndo foi
armazenada corretamente.

O DNA purificado n&o foi
armazenado adequadamente.

As nucleases podem ter
degradado o DNA. Seguir as
recomendaces para
armazenamento e manuseio
da amostra.

Baixo rendimento do DNA
na quantificacédo

Se o rendimento for baixo e a
pureza/qualidade for boa: a
amostragem inicial foi
insuficiente.

Repetir a amostragem

Se o rendimento e a
pureza/qualidade forem
baixos:

A amostra inicial nao foi
armazenada corretamente.

As nucleases podem ter
degradado o DNA. Seguir as
recomendacdes para
armazenamento e manuseio
da amostra.

As células ndo foram
completamente lisadas.

Homogeneizar bem a amostra
e conferir a temperatura do
banho na etapa inicial.

Proteinase K inativa devido ao
longo tempo de
armazenamento apds o
preparo.

Preparar proteinase pelo
menos 1 hora antes do uso.

DNA extraido com aspecto
muito turvo

Restos celulares transferidos
para tubo.

Centrifugar a amostra
novamente e transferir o
sobrenadante para um novo
tubo. Evitar as sujidades.

Baixo desempenho do
DNA na aplicacéao

Baixa qualidade do DNA

Degradacéo. Seguir as
recomendacdes para
armazenamento € manuseio
da amostra.

Se a qualidade do DNA for
boa: contaminantes (lipidios,
sais, etc.) podem estar
presentes na amostra.

Né&o sobrecarregar a etapa de
purificacdo, seguir com
poucas amostras por vez.

Respeitar a proporgdo de 1/3

do volume de sal adicionado

no momento da precipitagéo
do DNA

Residual de etanol permanece
na amostra

Certificar que a amostra esta
completamente seca antes da
eluicgéo.

Fonte: Adaptado de GE HEALTHCARE (2007)
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3.3.1.2 Fatores que influenciam a PCR

Segundo Henegariu et al. (1997), o papel dos reagentes que compdem a PCR ja vem
sendo discutido e é possivel observar estudos que apresentam uma discusséo sobre os fatores
que podem influenciar a amplificacdo e os resultados da PCR, tais como concentracdo de
primers, perfil de ciclo, entre outros.

O passo decisivo para a expansdo da PCR foi a descoberta da enzima Tag polimerase,
extraida da bactéria Thermus aquaticus. Esta enzima é a mais adequada para utilizacdo em
metodologias como a PCR, por suportar altas temperaturas aplicadas na deshaturacdo do
DNA molde (KASVI, 2015). Henegariu et al. (1997) testaram em seu trabalho a Taq
polimerase de diferentes fornecedores em diferentes concentragdes. Observou-se que 0 uso de
grande quantidade de enzima, possivelmente devido a alta concentracdo de glicerol na solugédo
estoque, resultou em uma amplificacdo despadronizada de véarias amostras, ao passo que as
diferentes fontes ndo influenciaram o funcionamento da Taq polimerase.

Para funcionar adequadamente, a enzima Tag polimerase requer magnésio livre na
reacdo. O cloreto de magnésio (MgCl,) atua na PCR como co-fator da enzima e, assim, 0
aumento da concentracdo de magnésio na reacdo muitas vezes tem efeitos positivos
(HENEGARIU et al, 1997). Entretanto, altas concentracdes sao responsaveis pelo
aparecimento de produtos inespecificos, formados por aumento excessivo da atividade da
polimerase e pela formacdo de dimeros de primers, por alterar o anelamento dos primers
(VIEIRA, 2002).

A escolha ou o desenvolvimento de primers apropriados é essencial para o sucesso do
resultado de um experimento de PCR (LORENZ, 2012). Henegariu et al (1997) mostraram
que primers mais longos permitem que a reagdo acontega em temperatura de anelamento mais
alta, resultando em baixo rendimento de produtos inespecificos. Existem alguns problemas

comuns que surgem quando se projetam primers: 1. Auto-anelamento, resultando na formacéo
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de uma estrutura secundaria conhecida como “hairpin loop”; 2. Anelamento dos primers entre
si ao invés de anelarem com o DNA molde, criando dimeros de primers; 3. Temperaturas de
fusdo (Tm) drasticamente diferentes para cada primer, dificultando a selecdo de uma
temperatura de anelamento que permitird que ambos os primers se liguem eficientemente a
sua sequéncia alvo durante os ciclos de amplificacdo (LORENZ, 2012).

Os desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTP's) sdo nucleotideos usados como
matéria prima na extensdo das novas cadeias de DNA formadas durante a PCR. Os dNTP's
sdo sensiveis aos ciclos de descongelamento/congelamento e para evitar problemas ao
funcionamento da PCR, as solugbes estoques sdo armazenadas em aliquotas pequenas para
evitar que a mesma solucdo seja reutilizada muitas vezes. Sabe-se que a baixa concentracédo
de dNTP's ndo impossibilita a amplificacdo do DNA, mas a quantidade de produto é
visivelmente menor (HENEGARIU et al.,1997). Ja altas concentracdes de dNTP’s podem
afetar a especificidade dos primers, por meio do pareamento com eles (VIEIRA, 2002).

Por fim, os tampdes de reacdo possuem uma diversidade de componentes, cujo efeito
nédo pode ser subestimado. Normalmente, os tampdes possuem pH entre 8,3 e 8,8 a 20°C e séo
compostos por tris (tris-hidroximetil-aminometano) e NaCl e/ou KCI (VIEIRA, 2002). Por
exemplo, o tampdo do kit de reagentes de PCR da Ludwig (Rio Grande do Sul, Brasil) é
composto por 100 mM de Tris-HCI, pH 8,5 e 500 mM KCI, na concentragio 10X. E
importante observar as concentracfes de ions, que podem influenciar tanto no anelamento dos

primers, como na atividade da polimerase (VIEIRA, 2002).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ESTIRPES BACTERIANAS: ATIVACAO E MANUTENCAO

As estirpes bacterianas de Campylobacter jejuni (CCAMP 492) e Campylobacter coli
(CCAMP 1004) foram utilizadas neste estudo para controle positivo dos métodos, tanto na
forma de cultura pura como adicionadas ao queijos. As bactérias foram cedidas pela Cole¢éo
de Campylobacter (CCAMP) do Laboratorio de Zoonoses Bacterianas do Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) e mantidas no Laboratério de Analise de Alimentos e Aguas, localizado na
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora (LAAA).

As culturas foram enviadas pela CCAMP em meio especifico de criopreservacdo das
cepas, contendo neo-peptona, glicerol e cloreto de sédio. As bactérias foram ativadas por
enriquecimento seletivo em agar Brucella adicionado de suplemento. Para 100 mL de agua
destilada, foi pesado 4,4 g de caldo Brucella, 0,4 g de carvdo ativo e 1,2 g de agar
bacterioldgico. O suplemento foi preparado com 0,5% de sulfato ferroso, 0,5% bissulfito de
sodio e 0,5% piruvato de sddio. As estirpes foram estriadas no meio e incubadas a 42° C por
48 horas, em atmosfera de microaerofilia (FIOCRUZ).

Para manutencdo das bactérias, apds o periodo de incubacdo, as col6nias foram
transferidas em alcadas para tubos contendo meio semi sélido composto por caldo Brucella
(2,8%), agar bacteriologico (0,3%) e vermelho neutro (1%). As bactérias ficaram ativas nesta

condicéo por 15 dias, a 35 — 37° C, quando este ciclo foi repetido.

4.2 CONTAMINA(}AO ARTIFICIAL DO QUEIJO MINAS ARTESANAL

A contaminagdo artificial do QMA foi realizada no Laboratorio de Analise de
Alimentos e Aguas, localizado na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de
Fora (LAAA). Com a massa celular obtida no meio de cultura Brucella com carvéo ativo

preparado no tépico anterior, foi preparada uma suspensao de células a 10® UFC/mL
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adicionando col6nias da bactéria cultivada em tubo contendo 9 mL de solucédo salina 0,85%.
A concentracdo foi verificada pela densidade d&tica (DO) entre 0,100 e 0,200, em
comprimento de onda de 625 nm.

A partir da suspensdo original (10 UFC/mL), foram preparadas diluicdes seriadas a
fim de obter suspensdes bacterianas contendo 108, 10°, 10°, 10* e 10> UFC/mL. Um mililitro
de cada estirpe foi adicionado a um tudo de ensaio, um tubo para cada concentragéo,
totalizando 2 mL de mix de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. O mix foi
adicionado a 55 g de queijo, assepticamente pesado em saco estéril, resultando em amostras
de queijo contaminadas com 10° UFC/mL, 10* UFC/mL, 10° UFC/mL, 10° UFC/mL e 1
UFC/mL. A mistura foi homogeneizada vigorosamente e dividida em duas por¢des: 5 g para
analise de PCR e 50 g para analise da amostra pelo método convencional. Também foi
utilizado nesse ensaio um controle negativo, apenas com a amostra de queijo sem inoculacao
da bactéria.

A DO e a concentracdo real de bactérias adicionadas no queijo foram confirmadas por
meio do plagueamento de 0,1 mL das diluicdes 10° (10 UFC/mL) e 107 (10" UFC/mL) em
agar Brucella com carvao ativo e contagem das col6nias crescidas nas placas apés incubagdo

a 42° C por 48 horas, em atmosfera de microaerofilia.

4.3 EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA DE Campylobacter spp. EM CULTURAS
PURAS

As extragdes de DNA foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do Leite
(LML), na EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora. O procedimento iniciou-se com o preparo
da suspensdo bacteriana adicionando toda a massa celular obtida na placa de meio Brucella
com carvao ativo em um micro tubo contendo 1 mL de solucdo salina (0,85%). A suspenséo

foi centrifugada a 12000 RPM por 5 minutos, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se
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0 sedimento em 100 pL de TE (Tris HCI 10 mM + EDTA 1 mM). Foi adicionado 20 pL de
SDS 20% e 20 pu L de proteinase K. A amostra foi homogeneizada por inversdo e incubada a
56°C por 50 minutos. Foi adicionado 500 mL de TE, seguido de homogeneizacgéo e fervura a
100°C por 15 minutos. Centrifugou-se a 14000 RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi
coletado em um novo tubo. Adicionou-se 10 1 L de RNAse e a amostra foi deixada em
temperatura ambiente por 1 hora. Foi realizada a desproteinizacdo com 600 p L de
fenol/cloroférmio (1:1). A mistura foi centrifugada a 14000 RPM por 5 minutos e o
sobrenadante foi coletado em um novo tubo. Essa etapa foi repetida substituindo o
fenol/cloroférmio por apenas cloroformio. Ao sobrenadante final foi adicionado acetato de
amonio 7M (na proporc¢édo de 1/3 do volume da solucdo obtida no passo anterior) e 1 mL de
etanol 100%. A amostra foi homogeneizada e deixada no freezer por, pelo menos, 2 horas.
Apds esse tempo, centrifugou-se a 14000 RPM por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado.
O sedimento foi cuidadosamente lavado com etanol 70% e o microtubo foi deixado a
temperatura ambiente para secagem do pellet. O DNA extraido foi dissolvido em 150 u L de

agua deionizada e quantificado no Nanodrop™.

4.4 EXTRA(;AO E PURIFICA(;AO DE DNA TOTAL EM QUEIJO MINAS ARTESANAL

Dois gramas do queijo foram pesados em tubo Falcon de 50 mL. Ao mesmo Falcon
foram adicionados 10 mL de tampé&o de lise alimentar (Tris HClI 50 mM + EDTA 10 mM +
SDS 5%) e 25 pL de proteinase K. A amostra foi homogeneizada e incubada a 60°C durante
pelo menos 30 minutos com agitacdo intermitente. Apds incubacéo, resfriou-se a amostra e
centrifugou-se durante 10 minutos a 2500 x g. O sobrenadante foi transferido para um tubo
Falcon de 15 mL. Foi adicionado 35 pu L de RNAse e a amostra foi deixada em temperatura
ambiente por 1 hora. Foi realizada a desproteinizacdo com 5 mL de fenol/cloroférmio gelado

(1:1). A mistura foi centrifugada a 4450 rpm por 20 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C e
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0 sobrenadante foi coletado em um novo tubo. Essa etapa foi repetida substituindo o
fenol/cloroférmio por apenas cloroférmio gelado. Ao sobrenadante final foi adicionado
acetato de aménio 7M (na proporcéo de 1/3 do volume da solucdo obtida no passo anterior) e
a amostra foi homogeneizada. Toda solucdo obtida no passo anterior foi distribuida em micro
tubos de 2 mL, aliquotandol mL para cada tubo. A todos os tubos foi adicionado 1 mL de
etanol absoluto e homogeneizado. Os tubos foram deixados no freezer por pelo menos 2
horas. Centrifugou-se a 17.900 x g por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado. O
sedimento foi cuidadosamente lavado com etanol 70% gelado e os tubos foram deixados a
temperatura ambiente para a secagem do pellet. O DNA extraido foi dissolvido em 300 p L de
agua deionizada e quantificado no Nanodrop™.

A qualidade do DNA extraido foi avaliada aplicando 2 p L do DNA concentrado de
cinco amostras aleatoriamente selecionadas, em um gel de agarose 0,8%, a 120 V. O

marcador de peso molecular utilizado foi o de 1 kb (Ludwig, Rio Grande do Sul, Brasil).

4.5 REAQAO EM CADEIA DA POLIMERASE
4.5.1 Primers

Os primers empregados no experimento foram adquiridos da Integrated DNA
Technologies® (Skokie, Illinois, EUA). Sequéncias de primers para o gene 16S rRNA foram
utilizadas para identificar o género Campylobacter nas amostras. As espécies foram
identificadas usando sequéncias de primers para detectar o gene da hipuricase (hipO)
especifico para C. jejuni e o gene de transporte de sideroforos (ceukE) especifico para C. coli.

Segue a Tabela 1 com o resumo das informag0es para cada primer.



Tabela 1. Primers usados na amplificacdo de fragmentos de DNA especificos do género

Campylobacter spp. e das espécies C. jejuni e C. coli.
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Gene M'lcror_ggnlsmo Sequéncia de nucleotideos (5°-3) Amplicon | Temperatura Referéncia

alvo identificado (bp) anelamento

165 | Campylobacter | ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC [ s DENIS et

rRNA spp. GGACGGTAACTAGTTTAGTAT al. (1999)

) GAAGAGGGTTTGGGTGGTG LINTON

hipO C. jejuni 735 66° C etal.
AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG (1997)
TGATTTTATTATTTGTAGCAGCG

ceuE c. coli 462 59°C DENIS et
AATTGAAAATTGCTCCAACTATG al. (1999)

4.5.2 PCR monoplex

Para avaliar os primers 16S rRNA, hipO e ceuE, o DNA de cinco amostras foram

submetidos a PCR monoplex, as mesmas utilizadas posteriormente na padronizacdo da PCR

multiplex. Estes sdo: DNA extraido de cultura pura de C. jejuni (CCAMP 492), DNA extraido

de cultura pura de C. coli (CCAMP 1004), mix do DNA extraido de cultura pura de C. jejuni

e C. coli (proporcdo 1:1), DNA extraido de duas porcdes de queijo do Serro artificialmente

contaminado com massa celular de C. jejuni e C. coli adicionadas em conjunto ao queijo.

As reacdes foram realizadas para um volume final de 25,0 plL/amostra, cuja

distribuicdo de volume dos reagentes encontra-se listada no Quadro 2 abaixo. O kit de PCR

utilizado foi o Ludwig (Rio Grande do Sul, Brasil).

Quadro 2. Volume dos reagentes empregados no preparo do mix da PCR monoplex

Reagente/Estoque Concentracdo da | Concentragdo na Volume (uL)
solucéo estoque reacao

Agua - g.s.p. 17,8
Tampdo Tris-HCI 10 X 1X 2,5
MgCl, 50 mM 2 mM 1,0
dNTP (mix) 10 mM 0,2 mM 0,5
Primer Forward 10 pmol 0,4 pmol 1,0
Primer Reverse 10 pmol 0,4 pmol 1,0
Taq DNA Polimerase 5 U/uL 0,04 U/uL 0,2
DNA 10 ng/ul 0,4 ng/uL 1,0

Fonte: o autor.
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As condigdes de amplificacdo no termociclador estdo descritas no Quadro 3.

Quadro 3. Ciclo de amplificacdo para cada primer testado no trabalho

Temperatura/ Genes

Tempo 16S rRNA hipO ceuE
Desnaturacéo inicial 96° C /2 min 96° C /2 min 96° C /2 min
Desnaturacéo 95°C/30s 95°C/30s 95°C/30s
Anelamento 59°C /45s 66°C/45s 59°C/45s
Extenséo 72°C /1 min 72°C /1 min 72°C /1 min
Extenséo final 72°C /5 min 72°C /5 min 72°C /5 min

Numero de ciclos 35 35 35

Fonte: o autor.
4.5.3 Padronizac¢do da PCR multiplex

O ponto de partida para padronizacdo da PCR multiplex foi a PCR monoplex
apresentada no topico acima, considerada o teste 1 da padronizacdo. Baseado na reacgdo
simples que € usada para cada gene, 0s parametros da reacdo foram sendo ajustados a fim de
obter um resultado satisfatério visando a amplificacdo dos trés genes 16Sr RNA, hipO e ceuE
na mesma reacdo. Para este teste foram utilizadas as seguintes amostras: DNA extraido de
cultura pura de C. jejuni (CCAMP 492), DNA extraido de cultura pura de C. coli (CCAMP
1004) e DNA extraido de queijo artificialmente contaminado com massa celular de C. jejuni e
C. coli misturadas entre si.

No segundo teste a concentracdo do gel de agarose foi diminuida de 1,5% para 1,0% e
a voltagem da corrida também foi alterada de 120V para 180 V. Neste teste, e em todos 0s
outros a seguir, as amostras utilizadas foram: DNA extraido de cultura pura de C. jejuni
(CCAMP 492), DNA extraido de cultura pura de C. coli (CCAMP 1004), mix do DNA
extraido de cultura pura de C. jejuni e C. coli (1:1), DNA extraido de duas porc¢Ges de queijo
artificialmente contaminado com massa celular de C. jejuni e C. coli adicionadas em

conjunto.
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No terceiro teste foi modificada a concentracdo de Mg?* na reagdo. O volume de
MgCl, adicionado foi ajustado de 1,0 pL para 2,0 p L, aumentando a concentracdo do ion de 2
mM para 4 mM.

No quarto teste dois elementos foram alterados: a solucdo tampé&o e a temperatura de
anelamento. O volume de tampéo adicionado a reacdo foi aumentado de 2,54 L para3,5uL e
a temperatura de anelamento ajustada de 66° C para 62° C.

Um ultimo teste foi realizado, diminuindo a concentracdo de DNA aplicado a reacéo.
O DNA extraido foi diluido para 5 ng/ pu L. A Tabela 2 expressa 0 resumo dos testes que

foram realizados. Em destaque estdo os pontos que foram alterados em cada teste.

Tabela 2. Testes realizados para a padronizacdo da PCR multiplex para identificacdo de

Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli

Para q ~ Testes

arametros da reacéo 1 5 3 7] 5
Volume de Tampéo (u L) 2,5 2,5 2,5 3,5 3,5
Volume de MgCl; (uL) 1,0 1,0 2,0 2,0 2,0
Volume de Primers (u L) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Volume de dntP (u L) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Volume de Taq Polimerase (i L) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Concentracdo de DNA (ng/pL) 10,0 10,0 10,0 10,0 5,0
Concentracdo do gel (%) 1,5 1,0 1,0 1,0 1,0
Voltagem (V) 120 80 80 80 80
Temperatura de anelamento (° C) 66 66 66 62 62

4.5.4 Analise da PCR em gel de agarose

Para as PCRs monoplex, 10 pL de cada produto de reagdo foram aplicados e
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampédo TBE 1 X (0,09 M Tris-
Borato e 2 mM EDTA, pH 8,0), submetidos a voltagem de 120 V. Para as PCRs multiplex, o
gel de agarose utilizado foi de 1,0% e a voltagem foi de 80 V. Para analisar a qualidade do

DNA extraido, foi aplicado 2 p L do DNA concentrado, em gel de agarose 0,8%, a 120 V.
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Para andlise do tamanho do fragmento gerado na reacdo de PCR foi utilizado um
marcador de peso molecular de 100 bp (Ashermam, Waltham, EUA e Amresco, Ontario,
Canada). Os géis contendo os fragmentos de DNA amplificados foram corados com brometo

de etidio e fotografados sob luz ultravioleta (300-320 nm).

4.5.5 Estimativa do limite de deteccdo das PCRs monoplex e multiplex

A estimativa do limite de deteccdo do metodo foi realizada com as amostras de queijo
do Serro artificialmente contaminadas com C. jejuni e C. coli na concentracdo de bactérias de
10° UFC/mL, 10* UFC/mL, 10° UFC/mL, 10° UFC/mL e 1 UFC/mL. A diluicdo seriada
partiu de uma suspensdo de 10® UFC/mL.

A extracdo do DNA das amostras foi realizada tanto diretamente dos queijos, quanto
de um concentrado de células obtido pela adicdo de agua peptonada 1% e centrifugacdo a
20.000 x g por 40 minutos. Os DNAs extraidos foram primeiramente submetidos a PCR
monoplex para o gene 16S rRNA e, em seguida, aplicada a multiplex nas mesmas condicdes

da padronizacdo. As PCRs foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1,0%.

4.5.6 Andlise de restricdo dos amplicons

O teste com enzimas de restricdo foi realizado para o0 DNA extraido do queijo
artificialmente contaminado com C. jejuni e C. coli. O objetivo do teste foi confirmar que o
DNA do microrganismo inoculado foi verdadeiramente recuperado na extracdo do queijo e
que os fragmentos de DNA que estdo sendo amplificados pela PCR multiplex padronizada é
realmente C. coli e C. jejuni. Consequentemente, esse teste avalia a efetividade do método
para a deteccdo de fragmentos de DNA especificos de Campylobacter spp., C. coli e C. jejuni

em amostras de QMA.
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Por meio do programa NebCutter® v. 2.0, os mapas de restricdo foram obtidos para
cada sequéncia dos genes analisados nesse trabalho (16S rRNA, hipO e ceuE). Para cada gene
foi escolhido uma enzima para o teste: para 0 16S rRNA foi escolhido a enzima Xhol, para o
hipO a enzima Hhal e para o ceuE a enzima Hindlll. Os mapas de restricdo estdo
representados nas figuras abaixo, com destaque para a enzima escolhida para a realizacdo do
teste. Os critérios de escolha foram a disponibilidade da enzima no estoque do laboratorio e a

possibilidade de separacdo dos fragmentos gerados na eletroforese em gel de agarose.
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Figura 4. Mapa de restri¢do para a sequéncia de 857 pb do gene 16S rRNA
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Figura 5. Mapa de restri¢do para a sequéncia de 735 pb do gene hipO
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Figura 6. Mapa de enzimas de restricdo para a sequéncia de 462 pb do gene ceuk

Primeiramente, foi realizada a PCR monoplex para cada primer, utilizando o DNA
extraido do queijo artificialmente contaminado com C. jejuni e C. coli. Com o produto da
PCR, foi realizada a reacdo com cada enzima de acordo com as informagdes do fabricante
(Promega, Wisconsin, EUA). Os reagentes utilizados, as quantidades adicionadas e as
condigdes da reacdo estdo descritos na Tabela 3. As reagdes foram realizadas para um volume

final de 20,0 uL/amostra.

Tabela 3. Reagentes e condigdes da clivagem dos fragmentos de DNA com enzimas de

restricao
16S rRNA hipO ceukE
Reaggn:ces/ Quantidade Reage_zn}es/ Quantidade Reaggn:ces/ Quantidade
condi¢Oes condigdes condigdes
EnzimaXhol | 05uL | EnzimaHhal | 05uL E‘:‘f\gﬂ? 05uL

Agua Mili Q 23uL Agua Mili Q 23uL Agua Mili Q 23uL

Tampéo D 20pL Tampdo M 20pL Tampdo E 20pL

Serum Bovino 02uL Serum Bovino 0,2uL Serum Bovino 02uL

Produto PCR 150 L Produto PCR 150uL Produto PCR 150 L

Temp. 6tima 37°C Temp. 6tima 37°C Temp. 6tima 37°C

Tempo de 1 - 4 horas Tempo de

acio acio 1-4horas | Tempo de agdo | 1 -4 horas
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Ap0s a incubacdo, o resultado das reacdes foi analisado por eletroforese em gel de

agarose 1,0%.

4.6 DETERMINACAO DA PREVALENCIA DE Campylobacter spp. EM AMOSTRAS DE
QUEIJO MINAS ARTESANAL

As amostras de queijo foram coletadas pela equipe de fiscais do Instituto Mineiro de
Agropecuéria (IMA) entre fevereiro e marco de 2018. Uma porcao de cada queijo foi enviada
para o Laboratorio de Qualidade do Leite (LQL) da Embrapa Gado de Leite em caixas
isotérmicas com gelo reciclavel, mantidas em temperatura menor que 4° C. No total foram
testadas 81 amostras e cada amostra representa uma propriedade, todas cadastradas no IMA.
As propriedades abrangem as regifes do Serro, Cerrado, Triangulo Mineiro e Canastra.

O DNA total dos queijos foi extraido no Laboratério de Microbiologia do Leite
(LML), na EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de Fora, de acordo com o protocolo descrito no
topico 4.3 deste trabalho. Os 81 produtos de DNA extraidos foram analisados pela PCR
multiplex padronizada neste estudo, para os genes 16S rRNA, hipO e ceuE. Além disso, para
confirmacéo do resultado, as amostras foram também testadas pela PCR monoplex para cada

primer em estudo, conforme metodologia na pagina 47.
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5. RESULTADOS
5.1 AVALIACAO DOS PRIMERS PARA OS GENES 16S rRNA, hipO E ceuE POR PCR

MONOPLEX

As figuras 7, 8 e 9 mostram o resultado das PCRs monoplex para cada primer por

eletroforese em gel de agarose.

73456 7 8

1
o

857 pb B
— . D 11

Figura 7. Identificacdo do género Campylobacter spp. pelo primer 16S rRNA por PCR
monoplex. (1) marcador de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amresco); (2) branco da
reacao; (3) cultura pura de C. jejuni (CCAMP 492); (4) cultura pura de C. coli (CCAMP
1004); (5) mix das culturas puras de C. jejuni e C. coli; (6) porcdo 1 do queijo artificialmente
contaminado com C. jejuni e C. coli; (7) porcdo 2 do queijo artificialmente contaminado com

C. jejuni e C. coli.
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Prine

Figura 8. ldentificacdo da espécie C. jejuni pelo primer hipO por PCR monoplex. (1)
marcador de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amersham, EUA); (2) branco da reacao; (3)
cultura pura de C. jejuni (CCAMP 492); (4) cultura pura de C. coli (CCAMP 1004); (5) mix
das culturas puras de C. jejuni e C. coli; (6) porcdo 1 do queijo artificialmente contaminado
com C. jejuni e C. coli; (7) porcao 2 do queijo artificialmente contaminado com C. jejuni e C.

coli.
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Figura 9. Identificacdo da espécie C. coli pelo primer ceuE por PCR monoplex. (1) marcador
de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amersham, EUA); (2) branco da reacéo; (3) cultura
pura de C. jejuni (CCAMP 492); (4) cultura pura de C. coli (CCAMP 1004); (5) mix das
culturas puras de C. jejuni e C. coli; (6) porcdo 1 do queijo artificialmente contaminado com

C. jejuni e C. coli; (7) porcéo 2 do queijo artificialmente contaminado com C. jejuni e C. coli.
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Os resultados demonstraram que os primers para 0s genes 16S rRNA, hipO e ceuE sdo
eficientes para a deteccdo de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli, respectivamente, por
PCR monoplex. Os primers apresentaram bom desempenho na deteccdo tanto do DNA das
espécies de bactérias isoladas por cultivo, estando puras ou misturadas entre si, bem como

para detectar o DNA extraido do queijo artificialmente contaminado com as duas especies.

5.2 PADRONIZACAO DE PCR MULTIPLEX PARA DETECCAO DE Campylobacter spp.,

Campylobacter jejuni E Campylobacter coli

Resultado do teste 1 da padronizacdo da PCR multiplex

A figura 10 mostra o resultado do gel de agarose do teste 1 da padronizacdo da PCR
multiplex. Nesse primeiro teste ndo foi possivel observar a separacdo das bandas dos
fragmentos 867 pb e 735 pb e 0 DNA de C. coli ndo foi amplificado, uma vez que néo foi

obtido banda na altura do fragmento 462 pb.

857 pb

735pb

|l

462 pb

Figura 10. Teste 1 da padronizagdo da PCR multiplex para a deteccdo de Campylobacter spp.
(857 pb) e diferenciacdo das espécies C. jejuni (735 pb) e C. coli (462 pb). (1) marcador de

peso molecular (de 100 em 100 pb, Amresco, Canada); (2) branco da reagéo; (3) cultura pura
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de C. jejuni (CCAMP 492); (4) cultura pura de C. coli (CCAMP 1004); (5) queijo

artificialmente contaminado com C. jejuni e C. coli.

Resultado do teste 2 da padronizacdo da PCR multiplex

A figura 11 mostra o resultado do gel de agarose do teste 2 da padronizacdo da PCR
multiplex. Nesse segundo teste é possivel observar as duas bandas correspondentes aos
fragmentos 867 pb e 735 pb, entretanto estas ainda estdo sobrepostas. Além disso, 0
fragmento de 462 pb foi visualizado em uma das amostras, na canaleta 5, porém para as

outras amostras ndo ocorreu a amplificacdo deste fragmento.

12 3456 738

Figura 11. Teste 2 da padronizacdo da PCR multiplex para a deteccdo de Campylobacter spp.
(857 pb) e diferenciacdo das espécies C. jejuni (735 pb) e C. coli (462 pb). (1) e (8) marcador
de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amresco, Canada); (2) branco da reacdo; (3) cultura
pura de C. jejuni (CCAMP 492); (4) cultura pura de C. coli (CCAMP 1004); (5) mix das
culturas puras de C. jejuni e C. coli; (6) porcdo 1 do queijo artificialmente contaminado com

C. jejuni e C. coli; (7) porcdo 2 do queijo artificialmente contaminado com C. jejuni e C. coli.



58

Resultado do teste 3 da padronizacdo da PCR multiplex

A figura 12 mostra o gel de agarose resultante do teste 3 da padronizacdo da PCR
multiplex. O resultado obtido nesta etapa demonstra que o ajuste realizado contribuiu
positivamente para a separacdo das bandas dos fragmentos 867 pb e 735 pb e para a

amplificacdo do DNA de C. coli.

1 2’346 78

Figura 12. Teste 3 da padronizacdo da PCR multiplex para a deteccdo de Campylobacter spp.
(857 pb) e diferenciacdo das espécies C. jejuni (735 pb) e C. coli (462 pb). (1) e (8) marcador
de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amresco, Canada); (2) branco da reacdo; (3) cultura
pura de C. jejuni (CCAMP 492); (4) cultura pura de C. coli (CCAMP 1004); (5) mix das
culturas puras de C. jejuni e C. coli; (6) porcdo 1 do queijo artificialmente contaminado com

C. jejuni e C. coli; (7) porcéo 2 do queijo artificialmente contaminado com C. jejuni e C. coli.
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Resultado do teste 4 da padronizacdo da PCR multiplex

A figura 13 mostra o resultado do gel de agarose do teste 4 da padronizacdo da PCR
multiplex. O resultado alcancado neste teste foi satisfatorio com relacdo a obtencdo de uma
PCR multiplex capaz de detectar Campylobacter spp. e diferenciar as espécies C. jejuni e C.
coli. A amplificacdo dos genes alvo ocorreu da forma esperada: as amostras de cultura pura de
C. jejuni apresentaram as bandas correspondentes aos fragmentos 867 pb e 735 pb e as de C.
coli apresentaram as bandas 867 pb e 432 pb. Ja as amostras de cultura pura e de queijo com
coexisténcia das duas espécies tiveram as trés bandas no gel. Além disso, o aparecimento de

bandas inespecificas foi reduzido.

12 3 45 67 8

Figura 13. Teste 4 da padronizacdo da PCR multiplex para a deteccdo de Campylobacter spp.
(857 pb) e diferenciacdo das espécies C. jejuni (735 pb) e C. coli (462 pb). (1) e (8) marcador
de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amresco, Canada); (2) branco da reacdo; (3) cultura
pura de C. jejuni (CCAMP 492); (4) cultura pura de C. coli (CCAMP 1004); (5) mix das
culturas puras de C. jejuni e C. coli; (6) porcdo 1 do queijo artificialmente contaminado com

C. jejuni e C. coli; (7) porcéo 2 do queijo artificialmente contaminado com C. jejuni e C. coli.
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Resultado do teste 5 da padronizacdo da PCR multiplex

O resultado obtido no teste 5 é demonstrado pela figura 14. A diminuicdo da
concentracdo do DNA contribuiu positivamente para a resolucéo do gel e ndo trouxe nenhum
prejuizo para a amplificacdo ou para a visualizacdo das bandas. Pelo contrario, as bandas se
apresentaram bem separadas e delimitadas, com reducdo do arraste. A figura 14 corresponde

ao resultado final da padronizacdo da PCR multiplex.
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Figura 14. Teste 5 da padronizacdo da PCR multiplex para a deteccdo de Campylobacter spp.
(857 pb) e diferenciacdo das espécies C. jejuni (735 pb) e C. coli (462 pb). (1) e (8) marcador
de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amresco, Canadd); (2) branco da reacdo; (3) cultura
pura de C. jejuni (CCAMP 492); (4) cultura pura de C. coli (CCAMP 1004); (5) mix das
culturas puras de C. jejuni e C. coli; (6) porcdo 1 do queijo artificialmente contaminado com

C. jejuni e C. coli; (7) porcéo 2 do queijo artificialmente contaminado com C. jejuni e C. coli.

5.2.1 Limite de deteccdo do método
A determinacdo do limite de deteccdo foi realizada pelo método de densidade oOtica.
Na analise da DO, a suspensdo inicial apresentou absorbancia de 0,123, dentro da faixa

esperada. Entretanto, no teste de confirmacdo por cultivo, foi verificado que a DO estava a
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10" UFC/mL. Sendo assim, as concentracdes foram avaliadas considerando 10* UFC/mL a

menos em cada uma delas.

O resultado da PCR monoplex para o gene 16S rRNA esta demonstrado nas figuras 14

e 15, tanto para as amostras de queijo como para o concentrado de células do queijo.

Figura 15. Avaliacdo do limite de deteccdo de PCR monoplex para deteccdo de
Campylobacter spp. em amostras de queijo minas artesanal. (1) marcador de peso molecular
(de 100 em 100 pb, Amersham, EUA); (2) branco da reagdo; (3) controle positivo; (4) 10°
UFC/mL; (5) 10° UFC/mL; (6) 10> UFC/mL; (7) 10! UFC/mL; (8) 0,1 UFC/mL; (9) controle

negativo (amostra de queijo sem inoculacdo de bactéria).



62

Figura 16. Avaliacdo do limite de deteccdo de PCR monoplex para detecgdo de
Campylobacter spp. em concentrado de células de amostras de queijo minas artesanal. (1)
marcador de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amersham, EUA); (2) branco da reagdo; (3)
controle positivo; (4) 10° UFC/mL; (5) 10° UFC/mL; (6) 10> UFC/mL; (7) 10" UFC/mL; (8)

0,1 UFC/mL; (9) controle negativo.

O resultado obtido mostrou que a PCR convencional para o gene 16S rRNA € capaz de
detectar até a concentragdo de 10° UFC/mL de Campylobacter spp. nas amostras avaliadas.
Além disso, foi verificado que a etapa de concentracdo de células presentes no queijo ndo
contribuiu positivamente para a melhoria da sensibilidade do método, uma vez que foi obtido
0 mesmo limite de deteccdo tanto para o concentrado de células como para a amostra de
queijo in natura.

Como ndo foi encontrado diferenca entre as amostras de concentrado de células e
queijo, foram utilizados apenas os DNAs extraidos diretamente do queijo para a avaliacdo do
limite de deteccdo da PCR multiplex padronizada para a detec¢do de Campylobacter spp., C.

jejuni e C. coli. O resultado encontra-se na figura 17.
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Figura 17. Avaliacdo do limite de deteccdo de PCR multiplex padronizada para deteccdo de
Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli em amostras de queijo minas artesanal. (1) e (10)
marcador de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amersham, EUA); (2) branco da reacao; (3)
controle positivo; (4) 10° UFC/mL; (5) 10° UFC/mL; (6) 10> UFC/mL; (7) 10 UFC/mL; (8)

0,1 UFC/mL; (9) controle negativo.

Assim como foi obtido para a PCR monoplex, o resultado encontrado acima mostrou
gue a PCR multiplex para os genes 16S rRNA, hipO e ceuE é capaz de detectar e realizar a
diferenciacéo entre espécies até a concentracdo de 10° UFC/mL de Campylobacter spp. nas
amostras avaliadas. Sendo assim, a presenca ou a auséncia do patdgeno é corretamente
indicada como > 10° UFC/mL ou < 10° UFC/mL, respectivamente, uma vez que abaixo da

concentracéo de 10° UFC/mL ndo é possivel avaliar a presenca do patégeno.

5.2.2 Analise de restri¢cdo dos amplicons
O resultado obtido no teste com as enzimas de restri¢do foi o esperado. A enzima Xhol
para 0 gene 16S rRNA clivou o fragmento de DNA amplificado de 140 pb, gerando dois

fragmentos de DNA com cerca de 140 pb e 717 pb. Ja a enzima Hhal para o hipO clivou o
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fragmento de DNA amplificado de 300 pb e gerou dois fragmentos com cerca de 300 pb e 435
pb. Por fim, a enzima Hindlll para o gene ceuE clivou o fragmento de DNA amplificado de
110 e os fragmentos gerados apresentaram cerca de 110 pb e 352 pb. Estes fragmentos foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose e a imagem do gel encontra-se na figura 18
abaixo. Para cada gene, foi aplicada no gel o produto da PCR antes e apds a adicdo da enzima,

para facilitar a visualizacao das bandas apos a clivagem.

165 rRNA hipO ceukE

857 pb
—
71766 462 pb
T 352pb
e
140 pb L1000

Figura 18. Teste com as enzimas de restricdo Xhol, Hhal e Hindlll para os genes 16S rRNA,
hipO e ceuE, respectivamente. (1) marcador de peso molecular (de 100 em 100 pb, Amresco,
Canada); (2) branco da reacdo do 16S rRNA; (3) produto da reacdo do 16S rRNA antes da
clivagem; (4) reacdo da enzima Xhol; (5) branco da reacdo do hipO; (6) produto da reacdo do
hipO antes da clivagem; (7) reacdo da enzima Hhal; (8) branco da reacdo do ceuk; (9)

produto da reacdo do ceuE antes da clivagem; (10) reacdo da enzima HindllI.

Observa-se que para o gene 16S rRNA ocorreu uma clivagem parcial, uma vez que
parte do material amplificado ndo foi clivado e é visualizado no gel na altura de 857 pb. Para
0s genes hipO e ceuE a clivagem foi total, pois ap6s acdo da enzima ndo foi mais observado

os fragmentos com 735 pb e 462 pb, respectivamente.
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5.4 DETERMINACAO DA PREVALENCIA DE Campylobacter spp. EM AMOSTRAS DE
QUEIJO MINAS ARTESANAL

A fim de avaliar a ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras de QMA, a PCR
multiplex padronizada nesse estudo foi aplicada em amostras provenientes de varias regies
produtoras, coletadas e enviadas pelo IMA. Oitenta e uma amostras foram submetidas a
extracdo de DNA pelo método organico (fenol/cloroférmio). A figura 19 mostra a qualidade
do DNA extraido de cinco amostras aleatoriamente selecionadas e, consequentemente,

expressa a efetividade da extracdo realizada para QMA.

Figura 19. Avaliacdo da qualidade de DNA extraido de amostras de queijo minas artesanal
pelo método organico de extracdo. (1) marcador de peso molecular (de 100 em 100 pb,

Amresco, Canadd); (2) —(6) amostras de QMA aleatoriamente selecionadas.

Apos a extracdo do DNA das amostras de QMA, estas foram avaliadas pela PCR
multiplex padronizada nesse estudo e os resultados confirmados pela PCR monoplex para
cada primer. Na analise do gel para o gene 16S rRNA, 30 amostras foram inicialmente
avaliadas como positivas para o0 género, considerando desde as amostras que apresentaram
bandas bem definidas e intensas até as amostras que apresentaram bandas mais fracas na

altura do fragmento 857 pb. Entretanto, quando essas amostras foram testadas na PCR
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multiplex juntamente com amostras consideradas negativas, amostras que antes apresentaram
banda na PCR monoplex do 16S rRNA, ndao amplificaram. O contrario também aconteceu:
amostras que foram consideradas negativas na PCR monoplex, apresentaram bandas na PCR
multiplex. Além disso, amostras que apresentaram bandas na altura dos fragmentos de 735 pb
e 462 pb na PCR multiplex, quando testadas na PCR monoplex para os genes hipO e ceuE
ndo amplificaram. A figura 20 mostra um gel representativo da analise das amostras de QMA

de campo por PCR multiplex para a deteccdo de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli.
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Figura 20. PCR multiplex para a deteccdo de Campylobacter spp. e diferenciacdo das
espécies C. jejuni e C. coli em amostras de queijo minas artesanal de campo. (1) marcador de
peso molecular (100 pb, Amresco, Canadd); (2) branco da reacéo; (3) e (9) controle positivo;
(4) — (8) amostras de QMA de campo inicialmente consideradas positivas para o gene 16S
SRNA; (10) — (14) amostras de QMA de campo inicialmente consideradas negativas para o

gene 16S sRNA.

Nota-se que comparado com o controle positivo, algumas amostras apresentaram um
arraste inesperado e bandas bem claras. Os resultados ndo foram conclusivos o suficiente para
que fosse possivel definir quais amostras eram positivas ou negativas para Campylobacter

spp., tampouco realizar a diferenciacdo entre C. jejuni e C. coli.
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6. DISCUSSAO
6.1 AVALIACAO DOS PRIMERS PARA OS GENES 16S rRNA, hip O E ceu E POR PCR
MONOPLEX

O RNA ribossomal, essencial para a sobrevivéncia dos organismos, € uma
macromolécula altamente conservada entre as bactérias. O sequenciamento do gene 16S do
RNA ribossomal (16S rRNA) é amplamente utilizado na classificacdo de microrganismos
(BECKER, 2004). O género Campylobacter spp. tem mais de 400 sequéncias do gene 16S
rRNA identificadas e presentes no banco de dados do Ribossomal Database Project (RDP)
(MURALIDHARAN et al., 2016). Neste trabalho foram usados oligonucleotideos iniciadores
especificos para a regido 16S rRNA para amplificacdo de um fragmento de DNA de 857 pb.
Hungaro et al. (2015) usaram estes mesmos primers para a deteccdo de Campylobacter spp.
em carcacas de frango. Ja Fredrigo (2016) analisou amostras de carcaca e swabs retais de
ovinos por PCR com primers 16S rRNA para uma regido de 1004 pb.

O presente trabalho e o0s estudos apresentados anteriormente corroboram que,
independente da regido alvo ou da amostra estudada, o primer para o gene 16S rRNA ¢é
eficiente na deteccdo do género Campylobacter por PCR monoplex. Entretanto, este primer
ndo é capaz de distinguir entre C. jejuni, C. coli e C. lari, uma vez que essas espécies
termofilicas apresentam sequencias idénticas ou muito semelhantes para o gene 16S rRNA
(MURALIDHARAN et al., 2016). Assim, foram utilizados nesse trabalho os primers hipO e
ceuE para realizar a identificacdo e diferenciacdo das espécies C. jejuni e C. coli, que sdo as
mais envolvidas em surtos alimentares.

O gene hipO esta presente apenas em C. jejuni entre as espécies de Campylobacter
spp. e é responsavel por regular a atividade da enzima hipuricase (N-benzoilglicina amido-
hidrolase) (HANI, CHAN, 1995), responsavel pela hidrolise do hipurato de sodio. J& o gene

ceuE € um importante fator de viruléncia de C. coli e regula o sistema de transporte de
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sideroforos (GONZALEZ et al. 1997). Sideroforos sdo metabdlitos secundarios, cuja funcao é
se ligar ao ferro em condic@es de baixo ferro livre.

Hungaro et al. (2015), avaliando amostras de carcaca de frango, também utilizaram os
primers hipO e ceuE na diferenciacéo das espécies C. jejuni e C. coli. Ja Denis et al. (1999)
e Arguello et al. (2015) em amostras de fezes e fontes avicolas, respectivamente, uitilizaram o
primer ceuE para identificacdo de C. coli, porém para C. jejuni o primer escolhido foi 0 mapA
(589 pb). Um primer também encontrado na literatura para a deteccdo de C. coli é o aspK
(500 pb), o qual foi utilzado por Silva et al. (2012) para avaliarem a presenca dessa espécie
em carcaca de suinos.

Existe uma variedade de primers que podem ser utilizados na pesquisa de
Campylobacter spp. e na diferenciacdo das espécies de maior importancia. Entretanto, ndo ha
nenhum trabalho na literatura que tenha combinado os primers 16S rRNA, hipO e ceuE para a
deteccdo de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli, respectivamente, em QMAs por PCR

multiplex.

6.2 PADRONIZACAO DE PCR MULTIPLEX PARA DETECCAO DE Campylobacter spp.,
Campylobacter jejuni E Campylobacter coli

A padronizacdo de um método compreende 0s experimentos iniciais para implantacdo
da técnica no laboratério. Incluem os primeiros testes com 0s reagentes e equipamentos para
garantir que o material genético extraido de amostras de referéncia seja amplificado pela PCR
ao serem utilizadas no diagnostico (MAPA, 2015). Neste trabalho, as amostras de referéncia
utilizadas foram DNAs extraidos de culturas puras de C. jejuni e C. coli e de queijos
artificialmente contaminados com essas espécies. O uso de uma amostra de DNA extraida

diretamente do queijo contaminado com Campylobacter foi importante para detectar possivel
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interferéncia na PCR por inibidores presentes neste derivado lacteo alvo dos métodos
padronizados, por se tratar de uma matriz extremamente complexa.

Uma PCR multiplex foi padronizada utilizando os primers 16S rRNA, hipO e ceuE
para a deteccdo direta de Campylobacter spp. e diferenciacédo das espécies C. jejuni e C. coli.
Por meio da avaliacdo in silico da sequéncia dos primers, pode-se afirmar que 0s genes
escolhidos neste estudo séo alvos apropriados para a deteccdo de Campylobacter spp., C.
jejuni e C. coli. Adicionalmente, com o uso da ferramenta “pick primers” do National Center
for Biotechenology Information (NCBI) foi constatado que as sequéncias dos primers 16S
rRNA, hipO e ceuE sdo especificas dos patdgenos de interesse deste trabalho.

Uma sequéncia de testes foi realizada com o objetivo de padronizar a PCR multiplex.
O primeiro ajuste foi feito na concentracdo do gel de agarose e na voltagem da corrida, o que
implicou positivamente no inicio da separacdo das bandas correspondentes aos fragmentos de
857 e 735 pb. Este resultado foi explicado por Guo, Prinz e Staak (1992), que estudaram a
influéncia da concentracdo de agarose e a forca do campo elétrico na separacdo de fragmentos
de DNA durante a eletroforese. Os autores mostraram que a reducdo na concentracdo de
agarose acarreta no aumento da distancia de migracdo (capacidade de separacdo) entre 0s
fragmentos. Além disso, a mobilidade dos fragmentos de DNA diminui com a reducdo da
intensidade do campo elétrico, o que dificulta a juncdo das bandas.

O proximo passo da padronizagdo da PCR multiplex foi o ajuste da concentracdo de
Mg®*. O equilibrio entre a concentracio de MgCl, e de dNTP é essencial para o
funcionamento da enzima Taq polimerase. Isso porque a enzima necessita do magnésio livre,
entretanto este ion também se liga a0 ANTP e ao DNA. Assim, neste trabalho determinou-se
manter a concentragdo inicial de dNTP e aumentar a concentracdo de MgCl,, o que resultou

em um efeito positivo na amplificagdo do DNA. O mesmo procedimento foi adotado por
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Henegariu et al. (1997) para obterem amplificagdes mais especificas e produtos de PCR com
mais intensidade no gel.

Embora o aumento da concentracdo de MgCl, tenha influenciado positivamente na
separacdo das bandas e na intensidade da amplificacdo, o tampdo e a temperatura de
anelamento parecem ter sido os dois pardmetros mais importantes na obtencdo de altos
rendimentos dos produtos especificos de PCR. O tampéo utilizado neste trabalho € a base de
cloreto de potassio (KCI), o mesmo tampéo testado por Henegariu et al. (1997) em seu
trabalho. Esses autores observaram que a concentracao do tampao aumentada em duas vezes
melhora a eficiéncia da reacdo de multiplex, principalmente para primers que geram pequenos
amplicons, uma vez que estes funcionam melhor em concentra¢fes mais altas de sal. Este
apontamento explica o fato de a amplificacdo do gene ceuE ter sido acentuada com essa
alteracdo e ter acontecido da maneira esperada. Algumas amostras com C. coli que néo
estavam apresentando a banda na altura de 462 pb nos testes anteriores passaram a apresenta-
las ap6s 0 aumento da concentracdo do tampao.

A temperatura étima de anelamento para os primers 16S rRNA e ceuE é de 59 °C, ao
passo que a do primer hipO €é de 66 °C. Com a combinacao dos primers na PCR multiplex, a
temperatura de anelamento foi alterada para 62 °C, que seria aproximadamente a média das
duas temperaturas originais. Além disso, o volume de tampédo adicionado a reacdo foi
aumentado. Henegariu et al. (1997) mostraram que, apesar de alguns primers individualmente
anelarem em temperaturas mais altas, quando sdo multiplexados é necessario abaixar a
temperatura de 4 °C a 6 °C, o que converge com o que foi realizado neste experimento para o
primer hipO. Nota-se que para os primers 16S rRNA e ceuE o aumento da temperatura de 59
°C para 62 °C ndo impactou negativamente. Embora amplificacdes inespecificas possam

acontecer, as bandas inespecificas podem ser encobertas pela amplificacdo concorrente de um
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numero maior de genes especificos na reacdo de multiplex e, assim, ficarem imperceptiveis
(HENEGARIU et al., 1997).

Para finalizar o processo de padronizacdo da PCR multiplex, foi avaliada a reducéo da
concentracdo de DNA na reacdo, a fim de tornar ainda mais nitido a separacdo das bandas.
Viera (2002) esclarece que o ideal é que o &cido nucléico esteja em uma concentragdo minima
de 5ng/uL, apesar de quantidades bem menores poderem ser utilizadas. Esta orientacéo
coincide com a concentracdo de DNA utilizada neste estudo, que contribuiu para a melhoria
da apresentacdo do gel. Além disso, o uso de menor quantidade de DNA na PCR, quando essa
reducdo ndo compromete a amplificacdo, é favoravel para o estoque de DNA. Este podera ser

utilizado mais vezes, sem necessidade de ser extraido novamente, otimizando tempo e custo.

6.2.1 Limite de deteccdo do método

Segundo o Manual de Verificacdo de Desempenho de Métodos para Diagndstico
Molecular de Doencas Infecciosas na Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios (MAPA,
2015), o limite de deteccdo (LD) é um dos requisitos basicos para o inicio do processo de
comprovacao de desempenho de um método. Quando se trata de um método qualitativo, como
é o caso de PCR multiplex, para determinacdo do LD ¢€ utilizada a observacdo de bandas de
amplificacdo especificas em gel de agarose obtidas no ensaio (MAPA, 2015).

Neste trabalho foi verificado que a PCR multiplex para os genes 16S rRNA, hipO e
ceuE é capaz de detectar Campylobacter spp. e realizar a diferenciagdo entre espécies até a
concentracéo de 10° UFC/mL do patégeno nas amostras avaliadas. O mesmo resultado foi
encontrado por MAYR, et al. (2010), que desenvolveram uma PCR multiplex para deteccdo e
diferenciacdo das espécies C. jejuni, C. coli e C. lari em alimentos usando o0s primers mapA,
ceuE e gyrA. Entretanto, os autores utilizaram diluigdo em série para culturas puras, ao passo

que este estudo utilizou amostras de queijo artificialmente contaminadas. O QMA pode
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apresentar inibidores da PCR associados a matriz alimentar que influenciam negativamente na
sensibilidade da PCR, mesmo assim o LD obtido neste estudo ainda foi coerente com estudos
prévios e considerado, portanto, satisfatorio.

Park et al. (2011) avaliou a diferenca do limite de deteccdo entre PCR monoplex para
a deteccdo de C. jejuni e PCR multiplex para a identificacdo de C. jejuni, Escherichia coli
O157:H7 e Salmonella spp. em amostras de 4gua. Para a monoplex foi obtido 10* UFC/mL e
para multiplex 10° UFC/mL, mostrando que o monoplex foi mais sensivel que a combinagéo
de primers para a deteccdo de C. jejuni. O resultado de PARK et al. (2011) foi diferente do
obtido no presente estudo, uma vez que ambas as PCRs monoplex e multiplex apresentaram o
mesmo limite de deteccdo para a deteccdo de Campylobacter spp. em QMA.

Benetti (2014), que padronizou uma PCR em Tempo Real para deteccdo e
quantificacdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango, também obteve LD de 10°
UFC/mL. Entretanto, a autora considera que esse resultado pode ser aprimorado por meio do
enriquecimento das amostras em Caldo Bolton seguido pela PCR e que, assim, esta
metodologia seria 0 mais apropriado para detectar Campylobacter spp. em amostras de carne
de frango.

Mateo et al. (2005) avaliou a ocorréncia de Campylobacter spp. por PCR para o gene
16S rRNA em amostras de frango. As amostras foram artificialmente contaminadas e
enriquecidas em caldo Preston. O método de PCR conseguiu detectar 5x10" UFC/mL do
patdgeno, uma carga microbiana bem menor comparado ao encontrado nesse estudo, o que
corrobora a efetividade do enriquecimento na reducéo do limite de deteccao.

Wirfel et al. (2011) estudou o efeito do enriquecimento seletivo sobre PCR
convencional para o gene 16S rRNA (287 pb) na deteccdo de Campylobacter termofilicos em
material avicola, como carne de frango. A deteccdo de amostras positivas foi trés vezes maior

na metodologia utilizando enriquecimento em Caldo Bolton em detrimento do método sem
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enriquecimento, sugerindo que o enriquecimento é uma etapa importante para aumentar a

sensibilidade da PCR.

6.2.2 Analise de restri¢cdo dos amplicons

O teste com enzimas de restricdo mostrou forte evidéncia favoravel a confirmar a
identidade dos amplicons especificos de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli em amostras
de QMA artificialmente contaminadas. Korolik et al. (1995) em seu trabalho avaliou a
diferenciacdo de linhagens de C. jejuni e C. coli usando endonucleases de restricdo Clal e
EcoRV. Bandas especificas foram detectadas para cada espécie, sendo que as bandas
caracteristicas de C. jejuni apareceram em todos os isolados de C. jejuni e estavam ausentes
em todos os isolados de C. coli. Assim, foi possivel ter uma forte evidéncia que os isolados
eram o0s microrganismos de interesse, possibilitando diferencia-los entre C. coli e C. jejuni.

Foi observado neste estudo que para o gene 16S rRNA ocorreu uma clivagem parcial,
uma vez que parte do material amplificado ndo foi clivado e é visualizado no gel na altura de
857 pb. Esta situacdo pode ser facilmente resolvida aumentando o tempo de acdo e/ou a
concentracdo da enzima. Como ainda existia substrato nao clivado em reacdo, o aumento da
concentracdo resultaria em aumento da atividade enzimatica, até que todo material
amplificado fosse consumido e a banda ndo mais aparecesse na altura original. Além disso, o
fabricante recomenda que o tempo de acdo da enzima seja de 1 a 4 horas. Neste caso, para
garantir a clivagem total do material genético, seria apropriado esperar o0 tempo maximo de 4
horas de ac¢éo da enzima.

No presente estudo, o uso de enzimas de restricdo foi uma alternativa pratica e rapida
para a impossibilidade de realizar o sequenciamento das amostras. Vergis et al. (2013)
mostraram que, sobretudo em paises em desenvolvimento, onde pode existir escassez de

culturas padréo, o caminho ideal para o diagndstico seguro sobre a presenca de
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Campylobacter spp. seria a PCR para o gene especifico, seguida de seguenciamento.
Contudo, os autores desenvolveram um método alternativo, no qual apds a amplificacdo para
0 gene 16S rRNA, foi incorporada a etapa de digestdo do produto de PCR com enzimas de
restricdo EcoRI e Hindlll, em substituicdo ao sequenciamento. Foi visto que este método
diminuiu o tempo de investigacao e foi capaz de identificar importantes patdgenos bacterianos
entéricos, como Campylobacter spp..

Estes trabalhos reforcam que o uso de enzimas de restricdo no presente estudo foi uma
etapa importante para complementar a padronizacdo da PCR multiplex. Foi possivel
confirmar que 0 método de extracdo de queijo utilizado foi eficiente na extracdo do DNA dos
patdgenos alvo e ter uma forte evidéncia que os microrganismos que estdo sendo amplificados

pela PCR multiplex padronizada é Campylobacter spp., C. coli e C. jejuni.

6.3 DETERMINACAO DA PREVALENCIA DE Campylobacter spp. EM AMOSTRAS DE
QUEINNO MINAS ARTESANAL

Essa etapa do estudo teve inicio com a extracdo de 81 amostras de QMA de campo
enviadas pelo IMA. A extracdo foi realizada pelo método organico, com fenol/cloroférmio. A
qualidade do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose, que confirma a
presenca de DNA no produto da extracdo e expressa a efetividade do método. A eletroforese
em gel de agarose € uma maneira rapida de avaliar a qualidade do DNA, além de ser possivel
também estimar a concentracdo do material genético, pela comparacdo com um controle que
tenha concentragdo conhecida. Segundo a publicacdo da Oxford Gene Technology (2011), o
DNA intacto deve aparecer no gel como uma banda compacta de alto peso molecular sem
bandas individualizadas de baixo peso molecular. Este apontamento confirma a qualidade das

amostras de DNA extraidas neste trabalho.
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Na aplicacdo da metodologia padronizada neste estudo, as 81 amostras de QMA foram
analisadas por PCR multiplex para deteccdo de Campylobacter spp. e diferenciacdo das
especies C. jejuni e C. coli. Os geis resultantes das PCRs multiplex e monoplex realizadas
apresentaram divergéncias entre os resultados e as bandas encontradas estavam bem claras.
Além disso, foi possivel observar um arraste inespecifico quando as amostras foram
comparadas ao controle positivo. Sendo assim, os resultados ndo foram conclusivos o
suficiente para que fosse possivel definir quais amostras eram positivas ou negativas para
Campylobacter spp., tampouco realizar a diferenciacdo entre C. jejuni e C. coli.

Apesar da falta de conclusdo sobre a classificacdo das amostras de campo analisadas
para Campylobacter spp., a presenca de bandas na altura correspondente aos patdgenos alvo
nos geis analisados exprime evidéncia a favor da positividade. Tais evidéncias sao
fortalecidas por trabalhos que encontraram alta taxa de Campylobacter spp. em queijos.
Kobayashi et al. (2017) detectaram a presenca de Campylobacter spp. em 18/38 (47,37%)
amostras de queijos de producédo informal na regido metropolitana de Sdo Paulo por PCR
monoplex. Silva et al. (2008) detectaram Campylobacter spp. em 80% das amostras de queijo
minas frescal comercializadas no municipio de Boicalva-MG. Estes resultados evidenciam a
importancia da pesquisa deste microrganismo em queijos, principalmente em QMA, uma vez
que ndo existem trabalhos que tenham avaliado a ocorréncia de Campylobacter spp. Nesse
alimento.

Uma explicagéo para a inconsisténcia encontrada nos resultados da aplicagdo da PCR
multiplex padronizada neste estudo poderia ser o fato das amostras potencialmente positivas
apresentarem concentracdo de Campylobacter spp. abaixo do limite de detecgdo do método.
De acordo com o que foi apresentado neste estudo, o LD esta na ordem de grandeza de 10°
UFC/mL e abaixo desta concentracdo o método ndo detecta o patdégeno. Como ja explorado

anteriormente, uma alternativa para reverter essa condi¢cdo seria 0 enriquecimento das
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amostras em meio seletivo. Os meios de cultura mais utilizados na analise de Campylobacter
spp. para o enriquecimento seletivo sdo os caldos Bolton (JOSEFSEN et al., 2004; WURFEL
etal., 2011) e Preston (MATEO et al., 2005; MAYR et al., 2010).

Apesar de esse procedimento agregar uma etapa a mais no processo, a analise ganha
em sensibilidade. Mayr et al. (2010) em seu trabalho mostraram que foi possivel detectar
Campylobacter spp. por PCR multiplex na concentracdo 1 a 10 UFC / 25 g de alimento ap0s o
enriquecimento. Wurfel et al. (2011) estudaram o efeito do enriquecimento seletivo sobre
PCR convencional para deteccdo de Campylobacter termofilicos em material avicola. Os
autores identificaram amostras negativas ou fracamente positivas na PCR sem enriquecimento
e que, apos o enriquecimento seletivo, apresentaram resultado positivo. Esses trabalhos
reforcam que o enriquecimento seletivo poderia contribuir para sanar duvidas quanto a
positividade das amostras analisadas neste estudo, uma vez que elevaria a sensibilidade do
método diagndstico. Além disso, o enriquecimento daria uma ideia da viabilidade do
microrganismo na amostra, pois células ndo vidveis ndo teriam crescimento mesmo com o
enriquecimento e, assim, continuariam ndo sendo detectadas pela PCR multiplex.

Outro ponto importante a ser considerado é a presenca de inibidores da PCR inerentes
a matriz e ao processo de extracdo, presentes na solucdo de DNA molde. Apesar do método
de extracdo utilizado neste trabalho ser iniciado com a adi¢do de tampdo de lise contendo
NaCl e SDS, que de acordo com Rossen et al. (1992) reduz significativamente o efeito
inibitdrio do queijo, a amplificacdo do gene alvo pode ter sido inibida por algum componente,
e, assim, o produto de PCR ndo foi detectado no gel. Este mesmo autor mostrou que 0S
mecanismos de inibicdo sdo geralmente associados a precipitacdo ou desnaturacdo do DNA
ou inativacdo da polimerase. Rossen et al. (1992) observaram que 0,5% de fenol e 5,0% de
etanol na concentracdo final do mix da PCR é capaz de inibir a amplificacdo. Ademais, 1% de

proteina inibe a reacdo. O autor também ressalta que a gordura precisa ser eliminada para que
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os efeitos inibitorios sejam reduzidos. Considerando que fenol e etanol sdo reagentes
utilizados na extracdo e que a matriz queijo tem alto teor de proteina e gordura, a extracéo é
parte fundamental para se obter alta eficiéncia de amplificacdo e falhas nesta etapa pode
comprometer o resultado da PCR.

Também é importante salientar que o método padronizado neste trabalho é para QMA
do Serro e que entre as amostras estdo queijos de outras regides, como Cerrado, Canastra e
Triangulo Mineiro. Sabe-se que o modo de fabricacdo do queijo, a microbiota enddgena e a
composicdo geral deste alimento varia de regido para regido. Sendo assim, é plausivel
considerar que amostras de regifes diferentes possam se apresentar com perfis diferentes no
gel. Isso pode explicar, por exemplo, o fato de algumas amostras apresentarem arraste e outras
ficarem totalmente limpas. Para futuros trabalhos, seria necessario realizar a validacéo
completa do método em amostras de campo, de modo a melhorar a sensibilidade, e incluir
testes com microrganismos diferentes de Campylobacter para avaliar também a especificidade
da PCR multiplex. Esta etapa além de testar a especificidade do método, daria a ideia de como
as amostras de QMA negativas para Campylobacter se apresentariam no gel e,

consequentemente, contribuiria para resultados mais assertivos.
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7. CONCLUSAO
Os primers escolhidos para a realizagao deste trabalho foram eficientes para a detec¢do

de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli por PCR monoplex, tanto para DNA das espécies
de bactérias isoladas por cultivo, estando puras ou misturadas entre si, como para 0 DNA
extraido do queijo artificialmente contaminado com as duas espécies.

Uma PCR multiplex foi padronizada para a deteccao direta de Campylobacter spp. e
diferenciacdo das especies C. jejuni e C. coli. Esta mostrou ser um método rapido e efetivo na
deteccdo dos patogenos de interesse em culturas puras e funcionou bem em amostras de QMA
inoculadas experimentalmente. O limite de deteccdo obtido para o método foi coerente e
satisfatorio quando comparado com a literatura. O teste com enzimas de restricdo mostrou
uma forte evidéncia da efetividade do meétodo padronizado nesse estudo para a deteccao
especifica de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli em amostras de QMA. Além disso,
mostrou ser uma alternativa pratica e radpida para a impossibilidade de realizar o
sequenciamento das amostras.

A aplicacdo da PCR multiplex em amostras de QMA de campo ainda ndo gerou
resultados conclusivos, possivelmente devido a fatores tais como: i) concentracdo de
Campylobacter spp. em amostras potencialmente positivas poderiam estar abaixo do limite de
deteccdo, e/ou ii) presenca de inibidores de PCR associados a matriz ou ao processo de
extracdo que dificultaram a amplificacdo do material genético. Como perspectivas futuras
propde-se a inclusdo de uma etapa de enriquecimento seletivo das amostras antes da extracéo,
de maneira a elevar a sensibilidade do método, bem como a avaliagéo de possiveis inibidores

da PCR provindos seja do QMA ou do processo de extragéo.
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8. CONSIDERACOES FINAIS
Embora o método de PCR ja seja bastante difundido para a deteccdo de

Campylobacter em leite cru e em alguns derivados lacteos, até o momento ndo existem
trabalhos relacionados a deteccdo de Campylobacter em QMA por esta técnica. Sendo assim,
o0 presente estudo foi desenvolvido visando a ampliacdo do nimero de técnicas de deteccao de
Campylobacter em QMA, por meio da padronizacdo de um método rapido e eficiente baseado
em PCR multiplex.

Para futuros trabalhos, sugere-se realizar a comparacdo do método molecular aqui
desenvolvido com o método convencional de deteccdo de Campylobacter spp.,
principalmente para avaliar o limite de deteccdo dos métodos, uma vez que o método de
cultivo para QMA nao tem sensibilidade definida. Além disso, propGe-se realizar a validacédo
completa do método em amostras de campo naturalmente contaminadas, de forma a garantir
gue a analise seja exata, precisa, estavel e, sobretudo, reprodutivel, o que ira eliminar as

inconsisténcias encontradas na etapa de aplicacdo da PCR multiplex.
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