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Técnicas moleculares aplicadas a microbiologia de alimentos
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RESUMO. A partir da década de 80, as técnicas moleculares comegaram a ser utilizadas
como uma alternativa aos métodos fenotipicos, tradicionalmente, utilizados em
microbiologia de alimentos. Foi acelerada esta substitui¢cio com advento da descoberta da
reagio em cadeia da polimerase (polymerase chain reaction — PCR). Este artigo tem por objetivo
revisar as principais técnicas moleculares utilizadas como ferramentas na microbiologia de
alimentos, desde as, inicialmente, desenvolvidas, como a andlise do perfil plasmidial, até as
mais contemporineas como o PCR em tempo real, discutindo as caracteristicas, vantagens e
desvantagens destas técnicas, avaliando a potencialidade destas para suprir as limitagdes das
técnicas tradicionais.

Palavras-chave: REA, PFGE, ribotipagem, RAPD, RT-PCR, multiplex PCR.

ABSTRACT. Molecular techniques applied to food microbiology. Beginning in the
1980s, molecular techniques became an alternative to the traditionally used phenotypic
methods in food microbiology. With the advent of the polymerase chain reaction technique,
this substitution was speed up. This article had as objective to review the main molecular
techniques used as tools in food microbiology, from plasmidial profile analysis to
contemporary techniques such as the real-time PCR. The characteristics, advantages and
disadvantages of these techniques are discussed, by evaluating the potential of these

techniques to overcome the limitations of traditional techniques.
Key words: REA, PFGE, ribotyping, RAPD, RT-PCR, multiplex PCR.

Introdugio

As técnicas tradicionais de microbiologia de
alimentos fundamentam-se na utilizacio de testes
morfolégicos e  bioquimicos para tipagem,
subtipagem e identificagio de géneros, espécies e
subespécies microbianas. As técnicas
microbiolégicas mais comumente utilizadas sio
realizadas em meios de cultura nio-seletivos ¢
seletivos complementadas por testes bioquimicos
diferenciais, na sua maioria, de produgio enzimitica,
usados em conjunto com testes sorolégicos.

Segundo Farber et al. (2001), os resultados de testes
bioquimicos, utilizados para identificagio e biotipagem
bacteriana podem apresentar variabilidade pela acio de
fatores ambientais sobre a expressio génica, além de
outras  desvantagens, como o baixo poder
discriminatério em microrganismos com pouca
variabilidade genética e o risco de interpretacdes
erréneas, quando se utiliza um ntimero limitado de
testes. Entretanto, a utilizagio de um ntmero grande
de determinacées microbiolégicas, torna o custo de
anilise muito elevado.

Marin et al. (2006) descrevem que os métodos

tradicionais de deteccio de microrganismos em
alimentos, embora confidveis e eficientes, requerem
de virios dias a semanas antes dos resultados serem
obtidos. Os mesmos autores ressaltam que as
propriedades fenotipicas pelas quais as bactérias sio
identificadas podem nio ser expressas e quando sio,
podem ser dificeis de serem interpretadas e
classificadas, além da possibilidade de existéncia de
células vidveis, porém nio-cultiviveis.

Nas tltimas décadas, verificou-se aumento
significativo no desenvolvimento de técnicas
moleculares para a deteccio, identificagio e
caracterizagio de bactérias patogénicas em alimentos.
Avangos, nos estudos de biologia molecular,
propiciaram o desenvolvimento e emprego de virios
métodos de tipagem molecular (Destro, 1995).

Técnicas genotipicas referem-se 3 caracterizagio
do DNA cromossdmico, plasmidial ou total de um
microrganismo, caracteristicas estas relativamente
estaveis (Destro, 1995).

As técnicas moleculares tém aplicagio direta na
detecgao e caracterizagio de bactérias patogénicas em
alimentos. Dentre  essas, destacam-se  as
fundamentadas na amplificagio de seqiiéncias do
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DNA pela reacio em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) (Boer e Beumer,
1999; Malorny et al., 2003).

A reagdo, em cadeia da polimerase, ¢ uma técnica
altamente sensivel, por meio da qual, pequenas
quantidades de seqiiéncias de DNA ou RNA
especificas podem ser enzimaticamente amplificadas
até que sejam obtidas milhdes de cépias da seqiiéncia
alvo (Konemam et al., 2001).

Na tltima década, o PCR tornou-se a técnica
genética mais utilizada em diagndstico microbiolégico
(Boer e Beumer, 1999; Malorny et al., 2003). Mesmo
com o aumento da utilizacio das técnicas moleculares,
em estudos de microbiologia de alimentos, escassas sio
as publicagbes em portugués que relacionem estas
técnicas com esta drea.

Este trabalho tem como objetivo revisar e
discutir as técnicas moleculares que podem ser
utilizadas para detec¢io, identificacio, tipagem e
subtipagem de microrganismos de interesse em
alimentos, verificando as principais caracteristicas
destas técnicas, assim como suas vantagens e
desvantagens em relagdo as técnicas tradicionais
utilizadas em microbiologia de alimentos.

Técnicas moleculares fundamentadas na extragao e
corte de acidos nucléicos

As primeiras técnicas moleculares, utilizadas ha
mais de duas décadas, sio fundamentadas na
extragio e tratamento de dcidos nucléicos, dentre
estas se podem destacar a anilise do perfil plasmidial,
a anilise de DNA cromossdmico apés digestio por
enzima de restrigdo (Restriction endonuclease analysis -
REA), a ribotipagem (Ribotyping) ¢ a eletroforese em
gel de campo pulsante (pulsed-field gel electrophoresis -
PFGE).

Perfil plasmidial

O perfil plasmidial foi a primeira técnica de
biologia molecular aplicada 3 tipagem de cepas
bacterianas (Aarestrup, 2004). Os plasmideos sio
DNA’s extracromossomais circulares que podem ser
sintetizados ou excluidos dependendo da sua
necessidade dentro da célula microbiana.

Os passos bisicos da técnica sio a extragio
seletiva do DNA plasmidial da célula microbiana, a
digestio do plasmideo com enzimas de restrigio
(enzimas que cortam DNA) e uma “corrida” em um
gel suporte submetido a um campo elétrico gerado
por uma fonte de tensio, denominada de
eletroforese, em que, por meio do nimero ¢ do
tamanho de fragmentos plasmidiais obtidos, ocorre a
separagio no gel, formando perfis que serio
visualizados por meio de ultra-radiografia ou sob luz
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ultravioleta, sendo estes utilizados como marcadores
para um género, espécie ou subespécie (Destro,
1995).

A anilise do perfil plasmidial origina boas
informagdes  epidemiolégicas, mas como ©0s
plasmideos sio elementos extracromossdmicos,
podem ser espontaneamente perdidos ou ganhos por
uma linha hospedeira. Assim sendo, a anilise do
perfil plasmidial é mais eficiente em estudos restritos
em termos de tempo e lugar (Maslow et al., 1993).

Segundo Destro (1995), a anilise do perfil
plasmidial parece ser de pouco valor para bactérias
com baixa incidéncia de plasmideos, como é o caso
de L. monocytogenes. No Reino Unido, apenas 1,7%
das linhagens de L. monocytogenes isoladas apresentam
plasmideos. Em outros paises, essa incidéncia é mais
elevada (Fistrovici e Collins-Thompson, 1990;
Kolstad et al., 1992; Dykes et al., 1994).

A tipagem e subtipagem molecular de S. aureus
foi realizada Baumgartner et al. (1984), utilizando a
anélise do perfil plasmidial. Wojciech et al. (2004)
descrevem a utilizagio do perfil plasmidial para a
tipagem de Yersinia enterocolitica.

REA

A anilise de DNA cromossoémico, ap6ds digestio
por enzima de restri¢io (restriction endonuclease analysis
- REA), tem sido usada hi virios anos como
ferramenta epidemioldgica para estudo de surtos de
doengas de origem viral ou bacteriana (Destro, 1995;
Aarestrup, 2004). Os passos bisicos desta técnica sio
semelhantes aos da andlise do perfil plasmidial:
extragio de DNA, corte com enzimas e eletroforese.

Uma  endonuclease  de  restrigio  corta
enzimaticamente (“digere”) o DNA em uma seqiiéncia
especifica  (“restrita”) de  reconhecimento  de
nucleotideos. O ndmero e o tamanho dos fragmentos
gerados refletem a seqiiéncia e a distribuigio destes
sitios de restrigio (Maslow et al., 1993).

A anidlise do DNA gendémico pode ser feita
empregando-se endonucleases de restrigdio que
clivam o DNA tanto em regides encontradas
freqiientemente, como naquelas infreqiientes.
Quando endonucleases com alta freqiiéncia de corte
sio empregadas, um grande ndmero de fragmentos
que variam entre 0,5 ¢ 50 kb de comprimento é
gerado. Estes fragmentos podem ser separados por
tamanho, utilizando a eletroforese clissica em gel de
agarose e seus padroes sio determinados apds
coloragio em gel de agarose com brometo de etidio e
fotografia sob luz ultravioleta (Destro, 1995).

A maior limitagio desta técnica esti na
dificuldade de interpretagio visual dos perfis
originados, pois sio compostos por centenas de
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bandas que podem estar sobrepostas ou podem nio
ser bem resolvidas. Para facilitar a comparacio,
podem-se transferir os fragmentos de restrigio, ji
separados para uma membrana de nitrocelulose
(Southern Blot) usando como sonda fragmentos de
DNA marcados, que detectam seqiiéncias
homoélogas as da sonda. REA ji foi utilizado para
tipagem de Yersinia enterocolitica (Wojciech et al.,
2004).

Estas sondas podem ser derivadas de genes
especificos para fatores de viruléncia (Tenover,
1988) ou de genes que codificam para a produgio de
RNA ribossdmico — RNAr (Grimont e Grimont,
1986). As sondas podem ainda ser seqiiéncias
aleatérias de DNA (Tompkins ef al., 1986). Quando
a sonda empregada é um RNAr, o método ¢é
chamado ribotipagem (Destro, 1995).

Ribotipagem

Nesta técnica, sio utilizadas sondas derivadas de
seqiiéncias altamente conservadas dos genes que
codificam o RNA ribossomal (RNAr) para
tipificagio de bactérias (Aarestrup, 2006; Rodriguez-
Lizaro et al, 2007), como por exemplo Yersinia
enterocolitica (Wojciech et al., 2004).

Novamente, sio realizados os passos da extragio
de DNA, digestio com enzimas de restri¢io e a
eletroforese. A ribotipagem estd baseada na presenga
de trés a cinco cépias dos genes ribossomais no
DNA bacteriano. Estes genes contém seqiiéncias
altamente conservadas dentro dos géneros ou
familias bacterianas. Na ribotipagem, as seqiiéncias
dos genes 16S e 23S RNAr marcados sio usados
como sonda e cada fragmento do DNA contendo o
gene ribossdmico serd destacado dos demais,
originando menor ndmero de bandas que podem ser
mais facilmente comparadas (Destro, 1995).

Sistemas automatizados, como o RiboPrinttm da
DuPont", executam este tipo de tipagem. Quando se
emprega para a digestio do DNA endonucleases de
baixa freqiiéncia de corte, sio gerados de 5 a 25
fragmentos, com pesos moleculares, que variam ente
10 e 2000 kb. Estes fragmentos nio podem ser
separados com eletroforese cldssica, sendo necessirio
o emprego da eletroforese em gel de campo pulsante
(pulsed-field gel electrophoresis - PFGE) (Lai et al., 1989;
Maslow et al., 1993).

PFGE

PFGE tornou-se uma das técnicas mais utilizadas
para anilise epidemiolégica da maioria das bactérias
patogénicas (Aarestrup, 2006; Rodriguez-Lizaro
et al., 2007). Segundo Destro (1995), PFGE é um
método derivado da eletroforese convencional do

DNA, em gel de agarose, sendo a principal diferenca
a mudanga repetida da orienta¢io do campo elétrico.

Esta mudanga provoca o re-arranjo da estrutura
conformacional da molécula, permitindo a sua
migragio no gel. Esta movimentagio obedece ao
seguinte principio: quando um campo elétrico é
aplicado ao gel, as moléculas de DNA se alongam na
direcio do campo e migram no gel. Quando o
primeiro campo ¢é removido e um segundo ¢
aplicado em relagio ao primeiro, a molécula de
DNA deve mudar sua conformacio e re-orientagao
antes que ela possa migrar na dire¢io do segundo
campo elétrico (Lai et al., 1989).

O tempo necessirio para que essa re-orientagio
ocorra ¢é proporcional ao peso molecular do
fragmento, sendo a re-orientagio das moléculas
maiores mais demoradas que a das moléculas
menores (Lai et al., 1989). Diversos sio os
equipamentos  existentes, no mercado, que
empregam o campo pulsante, sendo que eles
apresentam variagdes na geometria do campo
elétrico (Destro, 1995).

A técnica empregada para a digestio do DNA por
enzima de baixa freqiiéncia de corte é diferente
daquela empregada para REA. Na técnica
convencional, inicialmente faz-se a digestio
enzimitica da parede celular e/ou membranas, e de
proteina celular, pelo em prego de proteinase K, na
presenga de detergente e EDTA (para inibir a
atividade de nucleases endégenas). As moléculas de
DNA preparadas por este método tém, em geral,
menos de 50 kb por causa das quebras mecanicas.

Para evitar essas quebras e obter DNA integro
para a digestio por enzima de baixa freqiiéncia de
corte, as células sdo aprisionadas em agarose, antes
da lise. A agarose mantém as moléculas de DNA
intactas ¢ a0 mesmo tempo permite e difusio de
detergente e protease. O DNA de alto peso
molecular pode entio ser submetido 3 digestio pela
endonuclease de restrigio (Lai et al., 1989).

PFGE tem sido empregado para a caracterizagio de
diversos microrganismos (Allardet-Servent ef al., 1989;
Arbeit et al., 1990; Soldati e Piffaretti, 1991; Harsono
et al., 1993; Powell et al., 1994; Destro, 1995;
Donabedian et al., 1995; Wojciech et al., 2004).

Técnicas moleculares fundamentadas na reagao em
cadeia da polimerase — PCR

A reagio em cadeia da polimerase (polymerase
chain reaction — PCR) é uma técnica altamente
sensivel, por meio da qual, sio obtidas milhdes de
copias de seqiiéncias de dcidos nucléicos, por meio
de uma reacio enzimitica, partir de diminutas
quantidades de seqiiéncias de DNA ou de RNA
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especificas. Desenvolvida primeiramente por Kary
B. Mullis em 1985, esta técnica permite obter
milhdes de cépias de um segmento especifico de
DNA por meio da agio da enzima Taq DNA
polimerase e de oligonucleotideos iniciadores
(primers) sobre um DNA molde. E realizada em um
equipamento automatizado e computadorizado,
denominado  termociclador, que promove a
alternincia de temperaturas por determinados
periodos de tempo, possibilitando a ocorréncia de
ciclos repetitivos de desnaturagio e sintese do DNA
(Konemam et al., 2001).

A introdugio da PCR, em diagndstico
microbiano, estabeleceu uma alternativa vidvel aos
métodos tradicionais de cultura (Marlony et al.,
2003). Esta técnica apresenta diversas vantagens em
relagio aos métodos convencionais, como maior
poder de tipificacio e discriminagio, maior rapidez,
bom limite de detec¢io, maior seletividade,
especificidade, potencial para automagio e a
possibilidade de trabalhar com bactérias que nio sio
cultiviveis em meios de cultura normalmente
utilizados (Bush e Nitschko, 1999).

Os principais obsticulos 3 sua implementacio na
rotina laboratorial sio a incapacidade do método em
diferenciar entre células vivas e mortas, a presenga
de inibidores de enzima polimerase em alguns
alimentos, o alto investimento em equipamentos e
reagentes ¢ a falta de aprovacio, padronizagio e
regulamentagio por parte dos Orgios oficiais
(Marlony et al., 2003). Uma outra desvantagem esti
na complexidade do método, principalmente para
ser utilizado em andlises de rotina, apesar de que o
recente desenvolvimento de kits bisicos em PCR
tem facilitado a sua utilizacio e difusio (Boer e
Beumer, 1999).

Outros fatores podem influenciar a eficiéncia do
PCR, cabendo ressaltar entre eles a concentragio de
fons de magnésio, a temperatura de cada ciclo,
duragio de cada uma das etapas de um ciclo,
niimeros de ciclos, concentragio dos dNTPs e a
concentragilo da  polimerase.  Contaminantes
presentes na amostra também podem inibir a reagio
(Clarke et al., 1992) ¢ enzimas termoestiveis
produzidas por microrganismos podem degradar os
produtos da amplificagio (Nakajima et al., 1994;
Destro, 1995).

A descrigio da rea¢io em cadeia da polimerase—
PCR (Mullis e Faloona, 1987) possibilitou um
grande avango nas técnicas de biologia molecular.
Esta reagio tem se transformado nas tltimas décadas
em um instrumento de pesquisa altamente
especializado e em uma técnica aplicada em diversos
laboratérios. Areas como microbiologia, imunologia,
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oncologia, genética, medicina forense, transplantes
de érgaos, entre outras, foram beneficiadas pela PCR
(Destro, 1995).

Diversos pesquisadores tém descrito a utilizagio
de técnicas fundamentadas em PCR na detecgio
direta de microrganismos em alimentos (Rossen
et al., 1991; Jensen et al., 1994; Destro, 1995; Gandra,
2006). Da maneira como foi originalmente descrita,
PCR fornecia resultados positivos ou negativos. Para
torni-la um sistema de tipagem epidemioldgica,
diversas variacbes tém sido desenvolvidas, uma
destas variagdes originou uma técnica conhecida
como RAPD — Random amplified polymorphic DNA
(DNA polimérfico aleatoriamente amplificado)
(Destro, 1995).

Segundo Rodriguez-Lizaro et al. (2007), PCR
serd utilizado como um procedimento de rotina
comum em laboratérios de andlise dentro dos
préximos dez anos.

RAPD

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ou
AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR), foram descritas,
originalmente, por Welsh e McClelland em 1990, e
envolvem o uso de um primer Gnico e pequeno
(usualmente de 10 a 15 bases), arbitrariamente
escolhido, para amplificar DNA gen6émico em
condi¢bes de Dbaixa estringéncia, nio sendo
necessirio o conhecimento prévio da regiio de
ligagio do primer (Welsh e McClelland, 1990;
Williams et al., 1990; Tang e Persing, 1999).

Quando submetidos a2 PCR, estes iniciadores
arbitrarios resultardo na amplificagio de uma ou
mais seqiiéncias de DNA, gerando conjuntos de
fragmentos que
genéticos. O ndmero e o tamanho destes fragmentos
sao 2 base de tipagem de um isolado bacteriano
(Destro, 1995).

A principal vantagem do RAPD sobre o PCR
tradicional é a possibilidade de detectar polimorfismos
do DNA sem a necessidade de conhecimento prévio
da seqiiéncia de nucleotideos de um gene relevante
ou do DNA alvo. Entretanto, a escolha dos
iniciadores que originem resultados reprodutiveis é
um pouco trabalhosa, exigindo muitas vezes o teste de
dezenas deles (Maslow et al., 1993). Diversos
trabalhos de tipagem e subtipagem molecular de
Yersinia enterocolitica (Wojciech et al., 2004) e de S.
aureus (Matthews et al., 1994; Fitzgerald et al., 1997,
Silva, 1998) tém sido desenvolvidos, analisando o
polimorfismo  de  fragmentos amplificados
aleatoriamente (RAPD-PCR).

funcionam como marcadores
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RT-PCR

Virias modificacdes da técnica de PCR bésica
foram descritas (Konemam et al., 2001), uma dessas
modificacées é a RT-PCR (Reverse Transcriptase
PCR), desenvolvida para amplificar DNA obtido por
meio da transcri¢io reversa de RINA. Para isto,
primeiramente, o RNA ¢ convertido em DNA
complementar (DNAc) pela agio da enzima
transcriptase reversa (RT) e o DNAc é amplificado
por PCR (Tang e Persing, 1999).

Esta técnica pode ser utilizada na anidlise de
expressio de genes (de viruléncia e/ou produgio de
toxinas) em alimentos, possui ampla aplica¢io para o
estudo de RNA viral (Tang e Persing, 1999), sendo
utilizado para detec¢io de nonovirus em alimentos

(Marin et al., 20006).

Nested PCR

O Nested PCR é uma técnica na qual sio
realizados diversos ciclos de amplificagio com um
grupo de primers e o produto dessa amplificagio é,
entdo, re-amplificado, utilizando-se outro grupo de
primers dirigidos para uma seqiiéncia que se encontra
dentro da seqiiéncia amplificada pelo primeiro grupo
de primers. Atualmente, raros sio os estudos
realizados utilizando esta técnica na microbiologia
de alimentos (Konemam et al., 2001).

Multiplex PCR

Outra técnica molecular de interesse para o
diagndstico de microrganismos de importincia em
alimentos ¢ o multiplex PCR (mPCR), que utiliza
mais de um par de primers na mesma reagio,
possibilitando a  amplificagio  simultinea de
diferentes seqiiéncias de DNA (Tang e Persing,
1999). Esta técnica pode ser utilizada para amplificar,
de modo simultineo, seqiiéncias alvo de diferentes
microrganismos patogénicos em uma Unica reagio,
tendo potencial para ser utilizada na rotina
laboratorial (Tang e Persing, 1999; Konemam et al.,
2001).

Segundo Perry et al. (2007), as vantagens do
mPCR, na detec¢io de patégenos alimentares, em
relacio a uma reagio PCR para apenas uma
seqliéncia alvo de um microrganismo (“uniplex”
PCR ou uPCR), estio na diminui¢io da intensidade
e do periodo de trabalho laboratorial, na redugio do
ntmero de reagentes e por conseqiiéncia, na redugio
dos custos, a todos este fatores associados ao que
seria requerido para um teste de detecgio de cada
microrganismos separadamente.

Para os mesmos autores, as desvantagens desta
técnica em relagio ao uPCR estio associadas 2
reducio da sensibilidade de detec¢io, muitas vezes

nio sendo detectada uma seqiiéncia alvo, a
necessidade de uma grande concentragio inicial das
seqiiéncias alvo e a presenga de polimorfismos, estes
fatores esto associados & competi¢io entre os primers
pelas seqtiéncias alvo e pelos reagentes presentes.
Por isso, em pesquisas utilizando mPCR ¢
necessirio que se facam ensaios preliminares de
otimizagio da reacio, a fim de estabelecer o
programa de PCR ideal e a concentragio de
reagentes ¢ da seqiiéncia alvo mais adequada, de
forma a amplificar todas seqiiéncias alvo de maneira
similar eliminando produtos de amplifica¢io
inespecificos.

Desde a sua primeira descricio, em 1988, esta
técnica tem sido utilizada com sucesso em diversos
estudos moleculares, incluindo anilises de delecio,
mutagio e polimorfismos ou em estudos
quantitativos com RT — PCR (Gandra, 2006).

Ensaios com mPCR tém sido desenvolvidos para
detecgio simultinea de Salmonella spp., L. monocytogenes
e E. coli O157:H7 em carne de porco, verificando um
limite de deteccio de uma unidade formadora de
colénia por grama de carne (1 UFC g') (Perry et al.,
2007).

Experimentos delineados para a detecgio ¢
identificacio de S. aureus presente em leite e
derivados, utilizando mPCR, foram encontrados na
literatura consultada. Como exemplo, podemos citar
as pesquisas de Tamarapu et al. (2001), que
desenvolveram um mPCR para detecgio de cepas de
S. aureus diretamente em leite bovino e em queijo
cheddar, por meio da amplificagio de seqiiéncias do
gene nuc e do gene entC.

Em outro trabalho relatado por Baron et al.
(2004), foram utilizadas seqiiéncias espécies-
especificas do gene nuc em um mPCR para
discriminar S. aureus de S. intermedius de variadas
origens e Gandra (2006) utilizou um mPCR com
seqiiéncias do gene nuc para identificacio de S.
aureus, S. hyicus e S. intermedius diretamente em leite
bovino artificialmente contaminado.

REP, ERIC, BOX

O aprimoramento de metodologias baseadas em
PCR possibilitou a inser¢io destas técnicas para a
identificacio e tipificacio de microrganismos e,
dependendo da especificidade de detecgio desejada
(género, espécie, subespécie), podem ser utilizadas
em diferentes regides do genoma (Boer e Beumer,
1999; Marlony et al., 2003).

Familias de elementos repetitivos intergénicos
tém sido descritas em diversas espécies bacterianas
(Gillings e Holley, 1997). Estes elementos sio
seqiiéncias  gendmicas conhecidas, conservadas,
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repetitivas ¢ de consenso, denominadas de REP

(Repetitive Extragenic Palindromic), ERIC
(Enterobacterial ~ Repetitive  Intergenic ~ Consensus) e
seqiiéncias repetitivas conservadas denominadas

simplesmente de BOX (Farber et al., 2001).

Primers para estas seqiiéncias sio chamados de
primers  “de consenso” tém sido desenhados e
utilizados para amplificar regiées entre estes
elementos repetitivos por meio de PCR, gerando
perfis especificos (fingerprinting) que podem ser
utilizados para tipagem e identificagio de espécies
bacterianas, sendo estas técnicas denominadas de
REP-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR (Gillings e
Holley, 1997). Vinte e cinco cepas de Yersinia
enterocolitica, isoladas de humanos, porcos e raposas
foram analisadas com sucesso por genotipagem por
meio de REP-PCR e ERIC-PCR revelando a
presenga de sete diferentes gendtipos (Wojciech
et al., 2004).

Gillings e Holley (1997) avaliaram a
especificidade de perfis gerados com ERIC-PCR
para virias espécies bacterianas, para bacteriéfagos,
fungos, invertebrados, plantas e vertebrados e
verificaram perfls muito complexos para estes
organismos. Os mesmos autores sugerem que a
amplificagilo  de  fragmentos ERIC-PCR ¢
extremamente influenciada pelas condi¢oes de
reacio, principalmente pela temperatura de ligag¢io
dos primers, podendo muitas vezes levar a
amplificagio de seqiiéncias inespecificas, nio sendo
necessariamente seqiiéncias ERIC ou REP.

RFLP-PCR

Outra técnica muito usada é a anilise do
polimorfismo do tamanho de fragmento de
restrigdo, previamente amplificados por PCR
(Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length
Polymorphism, PCR-RFLP), na qual fragmentos
amplificados por PCR sio submetidos 2 digestio
com uma (ou mais) endonuclease de restrigdo
especifica, seguida de eletroforese em gel de agarose
para a verificagio do polimorfismo (Farber et al.,
2001).

Esta técnica foi desenvolvida com eficicia por
Shangkuan et al. (2000) para anilise da diversidade
gendmica de 21 cepas de Bacillus anthracis ¢ de 28
cepas de Bacillus cereus. Estes autores concluiram que
esta técnica é de simples execu¢io e tem potencial
para ser utilizada como um método ripido para
tipagem ¢ discriminagio de B. anthracis ¢ de B. cereus
de outras bactérias do mesmo género.

PCR-RFLP foi utilizada para o estudo de regides
varidveis do gene da coagulase (coa) de S. aureus, por
meio de clivagem com a enzima de restricio Alul

Gandra et al.

(Goh et al., 1992; Sachwarzkopf e Karch, 1994;
Aarestrup et al., 1995; Hookey et al., 1998; Motta
et al., 2001).

Nos taltimos anos, o uso de PCR-RFLP vem
sendo associado 2 eletroforese em campo pulsante
(Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE) (Farber et al.,

2001; Konemam et al., 2001; Tang e Persing, 1999).

PCR ribotipagem

Farber et al. (2001) descrevem, também, outra
técnica de identificagio e tipificagio bacteriana,
denominada de PCR ribotipagem (PCR Ribotyping),
que envolve a amplificagio por PCR da regido entre
as seqiiéncias conservadas 5S, 16S e 23S do operon
do RNA ribossdémico (RNAr), que estd sendo muito
utilizada para a diferenciagio entre espécies
microbianas.

Nesta técnica, também se pode realizar a digestio
dos fragmentos amplificados com uma enzima de
restri¢io, realizar a corrida eletroforética, transferir
os fragmentos desnaturados para um filtro,
hibridizar com uma sonda marcada e revelar os
padroes de bandas.

Shangkuan ef al. (2000) consideram a comparagio
de seqiiéncias genéticas do RNAr de elevada
consisténcia em estudos taxondmicos. Estes
descrevem que a regido 16S do RNAr de B. mycoides
e de B. thuringiensis diferem significativamente da
mesma regido em B. anthracis ¢ de B. cereus, sendo
estas diferencas de zero a nove nucleotidios,
indicando o potencial destes genes para serem
utilizados em testes de diferenciagio bacteriana.

A regiio entre 16S e 23S do operon do RNAr foi
utilizada com sucesso para identificagio de S. aureus
por PCR ribotipagem (Giirtler e Barrie, 1995; Cuny
et al., 1996).

PCR em tempo real

Uma limitag¢ao da reagio PCR tradicional estd na
caracteristica qualitativa desta técnica, limitando-a
para estudos quantitativos. Em func¢io disso,
desenvolveu-se uma nova metodologia denominada
de PCR em tempo real (Real Time PCR). Esta
metodologia refere-se 2 utilizagio de processos
quimicos automatizados de monitoramento do
acimulo de produtos de PCR em uma reagio, em
tempo real, utilizando sondas quimicas fluorescentes
(Glynn et al., 2006).

O PCR, em tempo real, possui sistema tubular
para detectar o actmulo de produtos de PCR,
composto de um termociclador com cimeras
detectoras  refrigeradas para detecgio de luz
fluorescente, em que a ressonincia emitida ¢é
diretamente  proporcional 2 intensidade de
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fluorescéncia e por sua vez ao nimero de amplicons
produzidos, gerando uma curva-padrio, associando a
ressonincia emitida com os produtos amplificados.
Possui ainda sistema informatizado com software
que realiza a separagio, quantificagio e interpretacio
do espectro gerado, realizando assim a distingio e
quantificagio de mais de um fluoréforo, que por sua
vez permite a detec¢io de mais de um DNA alvo
(Bustin, 2000; Bustin, 2002).

Atualmente, as sondas utilizadas na PCR, em
tempo real, variam em fungio do fabricante e da
tecnologia aplicada; as mais utilizadas s3o as sondas
TaqgMan (5’exonuclease) probes, fluorescent resonance
energy transfer (FRET) probe, molecular beacons e scorpion
probes, sendo que cada tipo de sonda promove a
detecgdo dos fragmentos amplificados de forma
diferente (Glynn et al., 20006).

Duas tecnologias de PCR, em tempo real,
destacam-se atualmente, a SYBR Green Real-Time
PCR e a 5-Nuclease Real-time PCR. Na primeira
tecnologia, sio utilizados nucleotidios ligados a
sondas SYBR Green para quantificar produtos de
PCR. A segunda estd fundamentada na atividade 5’-
3’ exonucleolitica da enzima TagDNAPolimerase,
em que a mistura de reagio é composta por sondas
fluorogénicas formadas pela associagio de um
oligonucleotidio com um fluoréforo e um elemento
que emite ressonincia denominado de “quencher”
(Perry et al., 2007).

Segundo Rodriguez-Lizaro et al. (2007), a PCR,
em tempo real, possibilita o monitoramento da
sintese de produtos de amplificagio no decorrer da
propria reagio de sintese PCR e nio apenas no final
da reagio como ocorre na PCR tradicional. Para os
mesmos autores, as principais vantagens estio na
possibilidade de execugio de estudos quantitativos e
nio apenas qualitativos e na eliminagio do risco de
contaminagio, pois esta reagio ocorre em um
sistema tubular fechado, nio havendo também a
necessidade de eletroforese para visualizagio das
amplificagdes.

Comparagio entre as técnicas fenotipicas e genotipicas
aplicadas a microbiologia de alimentos

Comparando-se técnicas microbiolégicas
tradicionalmente utilizadas (fenotipicas) e as técnicas
moleculares expostas neste estudo, pode-se inferir
que depois de estabelecida a estrutura laboratorial
para ambas as técnicas, o tempo de andlise requerido
¢ menor para a baseada em caracteristicas
genotipicas, principalmente quando se utiliza PCR.

Com as técnicas baseadas em PCR, podem-se
obter resultados em 24 horas, no entanto, recentes
estudos tém proposto a execugio da extragio de

DNA por meio de a¢io quimica, associada i lise por
aquecimento, possibilitando que andlises basecadas
em PCR sejam realizadas em um perfodo de 6 a 8
horas (Tamarapu et al., 2001).

J4, as técnicas fenotipicas, comumente utilizadas,
demandam tempo maior de anilise e, na maioria dos
casos, si0 necessirios varios testes para uma
identificacio em nivel de espécie. Por exemplo, sé
para a caracterizagio de wuma cepa como
Estafilococos coagulase positiva, sem a diferenciagio
em nivel de espécie, realiza-se crescimento em 4gar
diferencial seletivo (Baird-Parker) seguido dos testes
da coagulase livre e da producio de termonuclease,
demandando um tempo minimo de 72 horas para se
obter o resultado (Gandra, 2006).

Um problema que pode levar a interpretacoes
errbneas, em andlises de microrganismos em
alimentos por técnicas moleculares, é a ocorréncia
de resultados falso-positivos decorrentes de
amplificagdes geradas a partir de células mortas.
Segundo Glynn et al. (2006), este problema pode ser
resolvido com a adi¢io de um passo inicial de
enriquecimento  da cultura antes do PCR.
Alternativamente, a detecgio e amplifica¢io in vitro
de RNA também servirdo para indicar a viabilidade
dos microrganismos presentes, apesar do isolamento
deste dcido nucléico ser mais dificil do que de DNA,
principalmente pela natureza facilmente degradivel
do RNA.

Outros aspectos que devem ser levados, em
consideragio para otimizagio e aprimoramento das
técnicas moleculares, sio a preparacio de amostras, a
inclusio de um controle interno da amplificagio ¢ a
purificagio do DNA e RNA.

Os propésitos da preparagio de amostras para
técnicas moleculares sio: homogeneizar a mesma,
aumentar a concentragio do organismo alvo e
reduzir ou excluir substincias inibitérias da
amplificagdo. Como a maioria das amostras de
alimentos varia em homogeneidade, consisténcia,
composi¢io e microbiota acompanhante,
procedimentos de pré-amplificagdes devem ser
adaptados para cada matriz alimenticia (Rodriguez-
Lazaro et al., 2007).

Estratégias para minimizar o impacto de
inibidores de PCR na anilise por PCR de amostras
de alimentos incluem o enriquecimento e separagio
dos microrganismos dos demais componentes do
alimento, a purificagio do DNA de bactérias que
sofreram lise ¢ o uso de aditivos de PCR com o
intuito de seqiiestrar ou inativar os inibidores de
PCR e a re-amplificagio de produtos de PCR nio-
detectados (Perry ef al., 2007).

Glynn et al. (2006) sugerem outras metodologias
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para preparagio de amostras para separagio de
substincias inibitérias do PCR como filtragio,
centrifugagio, uso de detergentes ¢ solventes
orginicos, tratamento com enzimas, inclusio de
aditivos de PCR e diluigio da amostra antes do
PCR.

A inclusio de um controle interno da
amplificagio (IAC - Internal Amplification Control) é
de extrema importincia para detec¢io de inibi¢io da
reacio PCR (Rampersad et al., 2005). Um IAC ¢é
uma seqiiéncia que nio é o alvo da amplificagio, mas
que pode ser amplificada por um par de primers
utilizado em um mPCR (Perry et al., 2007).

Segundo Rodriguez-Lazaro et al. (2007), um IAC é
uma seqiiéncia de icido nucléico que é amplificada
simultaneamente com a seqiiéncia alvo. Em uma
reagio sem um IAC, uma resposta negativa gera um
resultado dabio, pois pode significar a seqiiéncia alvo
nio estava presente na reagdio ou que a reagio foi
inibida. Em uma reacio com a presenga do IAC, uma
amplificagio controle sempre serd produzida, mesmo
quando a seqiiéncia alvo nio esteja presente, indicando
claramente que nio ocorreu inibigio da reacio.

A melhoria da etapa de extragio do DNA ¢/ou
RNA possibilita a obtencio de dcidos nucléicos com
maior pureza o que por sua vez possibilitaria que,
utilizando as técnicas moleculares ji descritas, sejam
obtidos limites de detecgio mais efetivos.

Deve-se levar em consideragio, ainda, que na
maioria dos testes fenotipicos pode ocorrer
variabilidade de resultados, com a ocorréncia de
resultados falso-negativos, reflexo da agio de fatores
ambientais sobre a expressio génica, conforme
descrevem Farber et al. (2001) ¢ Marin et al. (2006).
Estes autores relatam que, os principais limitantes
para as técnicas fundamentadas em PCR, é o alto
custo inicial e a falta de uma legislacio que
padronize e valide estas técnicas.

Os mesmos autores ressaltam que uma iniciativa
para resolver estes limitantes foi tomada pela Unido
Européia, a partir de 1999, quando se iniciou o
projeto “Food-PCR?”, que esti validando a PCR para
deteccio de Salmonella spp., Campylobacter spp.,
Esherichia coli enterohemorrégica, Listeria monocytogenes
e Yersinia enterocolitica, envolvendo 35 laboratérios em
21 paises.

Além da possivel padronizagio futura destas
técnicas, avangos nas tecnologias de amplificagio in
vitro, em particular na PCR em tempo real,
juntamente com o desenvolvimento de sistemnas
automdticos de extragio e purificagio de acidos
nucléicos e de kits para detecgdo molecular de
patégenos alimentares, estio tornando as técnicas
moleculares cada vez mais acessiveis para os usudrios

Gandra et al.
(Glynn et al., 2006).

Conclusao

As  técnicas  tradicionais de cultura de
microrganismos continuario ainda, por algum
tempo, ocupando a sua posi¢io como métodos
analiticos oficiais para determinagio da sanidade de
alimentos, principalmente no Brasil, mas em um
futuro préximo, as técnicas moleculares estario
presentes em todos os laboratérios de anilises,
complementando e sendo alternativas vidveis as
técnicas  tradicionais para o controle de
microrganismos em alimentos e em processos
alimenticios.
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