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RESUMO

As Bactérias Acido Lacticas (BAL) sdo um grupo microbiano deteriorante de produtos
carneos embalados a vacuo que podem causar 0 inchaco da embalagem e aparecimento
de limo, dentre elas Weissella viridescens pode causar o esverdeamento na superficie do
produto. Este trabalho tem como objetivo principal utilizar o método de quantitative
PCR (qPCR) para identificacdo de Weissella viridescens em cultura pura. Ao longo
desse trabalho foi desenvolvida uma metodologia para a identificacdo do DNA isolado
de W. viridescens. Diluigdes seriadas do DNA foram utilizadas para amplificagdo por
SYBR® Green gPCR e construgdo da curva padrédo, correlacionando os valores de
Ciclo threshold (Ct) versus log UFC/mL obtidos por contagem em placas. A curva
padrdo foi gerada com eficiéncia (E) de 1,12 e R? de 0,9979. O limite de deteccio (LD)
correspondeu a 3,7 log UFC/mL de W. viridescens, o que corresponde a 32,5 fg de
DNA e um Ct de 26,75 + 0,5. A especificidade da reacdo utilizando o corante de
SYBR® Green | foi comprovada pela curva de melting, através da geracdo de apenas
um pico de temperatura de melting (Tm) com o valor de 81,4 = 0,08 °C. Assim, foi
possivel identificar W. viridescens em meio de cultivo na condicao isotérmica de 30 °C
utilizando o método de SYBR® Green gPCR. Espera-se, com este estudo, a defini¢do
das melhores condi¢bes para quantificacdo da biomassa de W. viridescens, em meio de
cultura. Estes resultados servirdo de base para estudos futuros do grupo de
microbiologia preditiva, para identificagdo e quantificagio de W. viridescens em
produtos carneos.

Palavras-chave: Bactérias acido lacticas, Weissella viridescens, deterioracao,

reacdo em cadeia da polimerase quantitativa, microbiologia preditiva.



ABSTRACT

Lactic Acid Bacteria (LAB) are a deteriorating microbial group of vacuum-packed meat
products that can cause packaging swelling and silting, among which Weissella
viridescens can cause greening on the surface of the product. This work has as main
objective to use the quantitative PCR (qPCR) method for identification of Weissella
viridescens in pure culture. Throughout this work a methodology was developed for the
identification of DNA isolated from W. viridescens. Serial DNA dilutions were used for
amplification by SYBR® Green gPCR and construction of the standard curve,
correlating the threshold Cycle (Ct) versus log CFU /mL values obtained by counting on
plates. The standard curve was generated with efficiency (E) 1.12 and R2 of 0.9979. The
detection limit (DL) corresponded to 3.7 log CFU / mL of W. viridescens,
corresponding to 32.5 fg of DNA and a Ct of 26.75 + 0.5. The specificity of the reaction
using the SYBR® Green dye was confirmed by the melting curve, by generating only a
melting temperature peak (Tm) with a value of 81.4 £ 0.08 ° C. Thus, it was possible to
identify W. viridescens in culture medium in the isothermal condition of 30°C using the
SYBR® Green qPCR method. With this study, we hope to define the best conditions for
the quantification of W. viridescens biomass in culture medium. These results will serve
as a basis for future studies of the predictive microbiology group for the identification

and quantification of W. viridescens in meat products.

Key-words: Lactic Acid Bacteria, Weissella viridescens, deterioration,

quantitative chain polymerase reaction, predictive microbiology.
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JUSTIFICATIVA

As bactérias acido-lacticas (BAL) estdo entre os principais microrganismos
deteriorantes de produtos carneos, processados, curados e embalados a vacuo ou
atmosfera modificada (AM) e armazenados a temperaturas de refrigeragdo. Algumas
espécies, como Weissella viridescens (anteriormente denominada Lactobacillus
viridescens) podem causar o esverdeamento na superficie de carnes. Em adicéo a estas
alteracdes na cor da carne, W. viridescens, juntamente com outras BAL, esta também
relacionada com o0s processos de deterioracdo em numerosos produtos a base de carne,
tais como a presenca de limo, odores e sabores desagradaveis, perda de vacuo,
descoloracdo e uma diminuigéo no pH.

Atualmente, a avaliacdo do crescimento microbiano em alimentos € realizada
por métodos microbiol6gicos tradicionais, que apresentam algumas limitagdes como
resultado tardio, baixa seletividade do meio de cultura e variabilidade da resposta
bioldgica dos microrganismos. Na tentativa de contornar as deficiéncias apresentadas
nos métodos tradicionais, 0 método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (polymerase
chain reaction, PCR) em tempo real ou quantitativa (JQPCR) surge como método
alternativo, por ser um método répido, preciso e especifico, reduzindo o tempo de
analise.

Ndo ha muitos estudos publicados na literatura sobre a quantificacdo da
Weissella viridescens em produtos carneos utilizando a metodologia de gPCR com a
técnica SYBR® Green, 0 que justifica a realizacdo desse trabalho. O uso dessa técnica
permitird também que, futuramente, sejam estudadas culturas mistas de bactérias

lacticas, o que ndo € possivel com os métodos tradicionais, como o plagueamento.
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OBJETIVOS
Objetivo geral:

O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer uma metodologia de PCR
quantitativa (QPCR) para a quantificacdo de Weissella viridescens em meio de cultivo.

Objetivos especificos:
o Realizar o crescimento da cultura pura de Weissella viridescens,

em meio de cultivo;

o Testar a especificidade de iniciadores selecionados na literatura
para Weissella viridescens;

. Aperfeicoar as condicdes do método de SYBR® Green gPCR
para identificar Weissella viridescens em meio de cultivo;

. Elaborar curva padrdo correlacionando os resultados do gPCR

com a concentracdo celular em log UFC/mL, obtida por contagem em placa.
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1. INTRODUCAO

As Bactérias &cido-lacticas (BAL) apresentam caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas, metabdlicas e bioquimicas comuns, podendo ser classificadas como Gram
positivas, ndo formadoras de esporos, catalase negativa, apresentam-se na forma de
cocos ou bacilos, microaerofilas e anaerdbicas facultativas (CARR et al., 2002;
AXELSSON, 2004; MASSAGUER, 2006). Os principais géneros sdo: Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e Weissella (POFFO e SILVA, 2011). Dentre
as BAL, o género Weissella foi primeiro descrito por Collins et al. (1993) que
reclassificou as espécies Leuconostoc paramesenteroides e relacionou espécies como
Lactobacillus  confusus, Lactobacillus halotolerans, Lactobacillus kandleri,
Lactobacillus minor e Lactobacillus viridescens dentro no novo género Weissella
(GOMEZ-ROJO et al. 2015).

Diversos estudos relatam as BAL como sendo 0s principais microrganismos
deteriorantes de produtos carneos embalados a vacuo ou em atmosfera modificada
(FADDA et al.,, 2008; NYCHAS et al., 2008 e LI et al., 2013). Para garantir a
preservacdo destes produtos carneos deve-se estudar os mecanismos de adaptacdo e
deterioragdo microbiana.

Algumas espécies como o Weissella viridescens podem causar o esverdeamento
na superficie de carnes. De acordo com Samelis et al. (2000), a atividade metabdlica das
BAL resulta no surgimento de deterioracdo como, azedamento, sabores e odores
desagradaveis, presenca de limo, perda de véacuo atraves da producdo de gas carbdnico e
descoloracdo.

Para garantir uma melhor qualidade dos produtos carneos, € necessario prever o
crescimento dos microrganismos e determinar o grau de deterioracdo. De acordo com
McMeekin e Ross (1996), podem-se usar métodos tradicionais de contagem em placas,
porém, estes métodos sdo limitados, pois, requerem um longo tempo para obter
resultados. Assim, uma alternativa a tais métodos € a aplicacdo da microbiologia preditiva,
que envolve o desenvolvimento de modelos matematicos a partir de conhecimentos sobre o
comportamento de microrganismos, tornando-se uma ferramenta Util na previsdo da vida
atil, controle de qualidade e avaliac6es de risco (MCcMEEKIN et al., 2002).

De acordo com Gomez-Rojo et al. (2015), muitos métodos foram utilizados para
identificar o género Weissella e suas espécies em produtos alimenticios. No entanto, a

maioria dos métodos fenotipos baseados em caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
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fisioldgicas tem baixa resolucdo taxonémica e ndo fornece uma clara distingdo entre
espécies semelhantes de Weissella. Desta forma, os métodos moleculares como a gPCR
podem ser utilizados para identificacdo de espécies do mesmo género, ou pertencentes
ao mesmo grupo, como é o caso das BAL.

Em microbiologia de alimentos, a gqPCR tem sido utilizada para detectar e
quantificar sequéncias alvo de varios microrganismos (RAJKOVIC, 2006; MARTIN et
al., 2006 e NORDSTROM et al., 2007). A metodologia da qPCR consiste em uma
amplificacdo convencional de DNA, porém a deteccdo e monitoramento dos produtos
de amplificacdo séo feitos ao longo dos ciclos em tempo real, baseado na emissdo e
quantificacdo de um sinal fluorescente feito pelo reagente fluoréforo SYBR® Green,
captado por um sistema Optico que é convertido em dados no software ligado ao
aparelho (GINZINGER, 2002; MACKAY, 2004; McKILLIP e DRAKE, 2004 e
NOVAIS e ALVES, 2004).

Desta forma, a metodologia de gPCR com o uso da técnica SYBR® Green
apresenta uma excelente alternativa para identificar Weissella viridescens em meio de
cultivo frente as técnicas convencionais de contagem em placas, como sera abordada

nesse estudo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Nesta revisdo serdo abordados alguns assuntos de interesse para este trabalho
referentes a importancia do estudo das BAL como deteriorantes de carnes e produtos
carneos, as tecnicas de quantificacdo de BAL para construcdo das curvas de
crescimento, tais como a PCR convencional e a qPCR, focando nas aplicagdes desta
técnica na quantificacdo de Weissella viridescens.

2.1 HISTORICO DO LABORATORIO DE ENGENHARIA BIOQUIMICA

O Laboratoério de Engenharia Bioquimica (ENGEBIO) da Universidade Federal
de Santa Catarina — UFSC tem desenvolvido trabalhos de pesquisa na area de
Microbiologia Preditiva sob orientacdo da Profa. Dra. Glaucia Maria Falcdo de Aragdo.
Esta linha de pesquisa teve inicio em 2003 e envolve alunos de graduacdo e pés-
graduacdo através de trabalhos de iniciagdo cientifica, dissertacbes e teses, sendo um
grupo de pesquisa pioneiro nesta area em Santa Catarina. No grupo, foram defendidas
até o momento nove dissertacGes de mestrado e seis teses de doutorado.

As BAL sao importantes no estudo da deterioracdo de carnes e produtos carneos
embalados a vacuo ou em atmosfera modificada, o que justifica o interesse do grupo de
pesquisa na modelagem do crescimento destas bactérias com cinco dissertacdes de
mestrado e quatro teses de doutorado defendidas até 0 momento, relacionadas com este
tema. Alguns destes trabalhos avaliaram a modelagem matematica do crescimento de
BAL em cultura pura e mista, sob condi¢des isotérmicas e ndo isotérmicas, em meio de
cultura e em produtos carneos. No entanto, ainda ndo ha na literatura trabalhos com a
quantificacdo da W. viridescens em produtos carneos utilizando o método SYBR®
Green gPCR. Esses dados podem servir como base para futuros estudos do grupo como
ferramenta auxiliar, para constru¢cdo de curvas de crescimento em microbiologia

preditiva, o que justifica a realizagdo desse trabalho.

2.2 BACTERIAS ACIDO-LATICAS (BAL)

As BAL estdo presentes em pequenas quantidades na microbiota inicial de
alimentos, como carnes, vegetais, leite, produtos lacteos, molhos para saladas, frutos do

mar, entre outros. Também estdo presentes no trato oral e gastrointestinal dos seres
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humanos e animais (HAMMES e VOGEL, 1995; SLONGO et al., 2009 e
DOULGERAKI et al., 2010).

De acordo com Wessels et al. (2004), as BAL podem ser usadas em uma
extensiva variedade de aplica¢fes nos produtos alimenticios. O estudo da fisiologia das
BAL é importante para promover um entendimento mais amplo dos mecanismos de
adaptacdo empregados por estes microrganismos (POFFO e SILVA 2011).

Taxonomicamente, o termo BAL denota um diverso grupo de bactérias que
compartilham as seguintes caracteristicas: Gram-positivas, geralmente, ndo moveis, ndo
formadoras de esporos, toleram com facilidade baixos valores de pH, catalase negativas
e oxidase negativas. Apresentam-se na forma de cocos ou bacilos, microaerofilas e
anaerobicas facultativas. Sdo geralmente mesofilas, pois tem a temperatura 6tima de
crescimento entre 30 °C e 35 °C, no entanto, conseguem se desenvolver numa ampla
faixa de temperatura entre 5 °C e 45 °C. S8o produtoras de acido latico, podendo ser
classificadas como homofermentativas e heterofermentativas, de acordo com o produto
final da fermentacdo que é originado (HUGENHOLTZ, 1998; CARR, 2002;
AXELSSON, 2004 e POFFO e SILVA, 2011).

Os géneros Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus e Pediococcus sao
homofermentativas e 0s géneros Leuconostoc, Oenococcus, Weissella, Carnobacterium
e Lactosphaera sdo heterofermentativas. As bactérias homofermentativas produzem
acido lactico como produto final da fermentacdo, ja as heterofermentativas produzem
acido lactico, didxido de carbono, acido acético e etanol, com isso, sdo responsaveis
pelo desenvolvimento da acidez dos produtos e também pelo aparecimento de aromas e
sabores especificos (POT et al., 1994; HAMMES e VOGUEL, 1995; LYHS, 2002;
JAY, 2005 e MASSAGUER, 2006;).

As BAL sdo de grande importancia para os produtos carneos refrigerados,
embalados a vacuo ou em atmosfera modificada, sendo consideradas como
microrganismos especificos de deterioracdo destes alimentos. Segundo Hugas (1998), as
BAL em produtos carneos constituem uma parte da microbiota inicial (JAY, 1996;
STILES, 1996; SAMELIS et al., 2000 e FADDA et al., 2008). Sob condic0es
anaerobias, as BAL podem provocar modificages nos produtos carneos, como 0
aumento da acidez, com exsudatos viscosos, promovendo a perda da coloragéo e, com a
producéo de gas, podendo ainda provocar inchamento na embalagem (DEVLIEGHERE
etal., 1998; CAYRE et al., 2005).
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Dentre as BAL, pode-se destacar o interesse no estudo do género Weissella que
se apresenta como um dos principais deteriorantes de carnes e produtos carneos. Suas
espécies podem gerar 0 aparecimento de cor esverdeada no produto, perda de vacuo em
produtos embalados, presenca de limo, cheiros e sabores desagradaveis e decaimento do
pH (JAY, 2000; BJORKROTH e HOLZAPFEL, 2006 e COMI et al., 2007).

2.2.1 Weissella viridescens

O género Weissella pertence ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem
Lactobacillales e a familia Leuconostocaceae. Nesse género, suas espécies sdo nao
formadoras de esporos, gram-positivas, catalase-negativo, heterofermentativas
obrigatdrias e anaerdbias facultativas. Podem produzir D ou DL isdmeros de acido
latico como produtos finais da fermentacdo e com uma temperatura de crescimento que
varia entre 15 °C e 45 °C (NIVEN e EVANS, 1957; COLLINS et al.,, 1993 e
BJORKROTH E HOLZAPFEL, 2006).

As bactérias do género Weissella habitam uma variedade de nichos ecoldgicos,
sendo obtidos isolados de vérias fontes, como vegetais frescos, caldos de cana, suco de
cenoura, leite cru, linguicas fermentadas, mel, arroz, cacau, peixes; em diferentes
ambientes, como em silagens fermentadas e do solo (HOLZAPFEL e VAN WYK,
1982; MILBOURNE, 1983; KANDLER et al., 1983; GREEN et al., 1990; COLLINS et
al., 1993; HAMMES e VOGEL, 1995; WALTER et al., 2001; MAGNUSSON et al.,
2002; ENNAHAR et al., 2003; SANTOS et al., 2005; KOORT et al.,2006; WANG e
NISHINNO, 2008; GONZALEZ-QUIJANO et al., 2014 e HAN et al., 2014).

Com base nas sequéncias rRNA 16S, existem 19 espécies de Weissela: Weissella
beninensis, Weissella ceti, Weissella cibaria, Weissella confusa, Weissella
diestrammenae, Weissella fabalis, Weissella fabaria, Weissella ghanensis, Weissella
halotolerans, Weissella hellenica, Weissella kandleri, Weissella koreensis, Weissella
minor, Weissella oryzae, Weissella paramesenteroides, Weissella soli, Weissella
thailandensis, Weissella uvarum e Weissella viridescens (GARVIE, 1967; NIVEN e
EVANS, 1957; COLLINS et al, 1993; TANASUPAWAT et al, 2000;
TANASUPAWAT et al., 2000; CHOI et al., 2002; BJORKROTH et al., 2002; LEE et
al., 2002; MAGNUSSON et al., 2002; DE BRUYNE et al., 2008; PADONOU et al.,
2010; DE BRUYNE et al., 2010; VELA et al., 2011; OH et al., 2013; SNAUWAERT
etal., 2013; TOHNO etal., 2013 e NISIOTOU et al., 2014).
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Dentre as BAL, Collins et al. (1993) foi o primeiro a descrever a bactéria W.
viridescens, que era anteriormente conhecida como Lactobacillus viridescens. Essa
bactéria, apesar de exercer uma influéncia positiva na preparagdo de produtos
fermentados, tem sido associada com a deterioracdo de produtos carneos, tais como o
surgimento de manchas esverdeadas na superficie dos produtos. Isso se deve a sua
habilidade de produzir H2O2, que reage com o pigmento hemoglobina da carne para
formar sulfomioglobina (NIVEN e EVANS, 1957; JAY, 2000; PEIRSON et al., 2003;
SCHILLINGER et al., 2006; COMI et al., 2007 e GOMEZ-R0OJO et al., 2015).

Além disso, W. viridescens juntamente com outras BAL provocam outras
deterioracdes em produtos carneos, como presenca de limo, cheiros desagradaveis,
perda de vacuo em produtos embalados, descoloragdo e acidificacdo do pH (SAMELIS
et al., 2000; BJORKROTH e HOLZAPFEL, 2006 e COMI e IACUMIN, 2012).

Gomez-Rojo et al. (2015) relataram que W. viridescens foi encontrado em
morcilla de burgos, um embutido a base de sangue de porco, cebola, gordura animal,
arroz, sal e uma combinacdo de diferentes especiarias, que pode ser vendido embalado a
vacuo ou fresco. Albano et al. (2009) identificaram 14 espécies de BAL, sendo uma
delas a W. viridescens no produto Alheira, uma linguica fermentada tipica da regido
norte de Portugal, que pode ser vendida fresca ou embalada com atmosfera modificada.
Outro estudo que relatou a presenca de W. viridescens foi o de Samelis et al. (2000), que
encontraram esta bactéria em lombo suino defumado embalado a vacuo, bacon,

mortadela, assim como em salsichas embaladas a vacuo sob refrigeracéo.

2.3 DETERIORAGCAO DE PRODUTOS CARNEOS

A carne fresca é um produto altamente perecivel, pois sua carcaca é exposta ao
ambiente externo logo ap6s a remogdo da pele que constituia uma barreira natural. O
alto contetdo de &gua (aw >0,99), pH proximo da neutralidade (5,5-6,5) e varios
nutrientes e vitaminas disponiveis fazem com que a carne seja um ambiente ideal para o
desenvolvimento microbiano e tenha uma vida Gtil muito curta (BORCH et al., 1996;
BUNCIC et al., 2014 e POTHAKOS et al., 2015).

A industria de alimentos no setor carneo vem investindo no desenvolvimento de
novos produtos que atendam a demanda de produtos de facil preparo e que sejam
saudaveis, como presuntos cozido fatiado, presunto defumado, peito de peru fatiado,

mortadelas, entre outros. A vida Util destes produtos é limitada principalmente pelo
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fator microbioldgico de seguranca e degradagcdo. Mesmo apés o tratamento térmico em
que séo submetidos, estes produtos com alta atividade de agua, em torno de 0,945, e um
pH proximo da neutralidade serdo expostos a um ambiente ndo estéril pelos
manipuladores, podendo ser contaminados na etapa de corte e embalagem (HU et al.,
2009 e VERCAMMEN, 2011).

Alguns autores, como Borch et al. (1996), Korkeala e Bjokroth (1997) e Samelis
et al. (2000) afirmaram que as BAL sdo o maior grupo de bactérias associado com a
deterioracdo de carnes cozidas e produtos carneos embalados a vacuo e estocados em
temperaturas de refrigeracdo, pois toleram baixos valores de pH, presenca de NaCl e
sais de cura que sdao comumente encontrados nestes produtos (HUGAS, 1998; CAYRE
etal., 2005 e CAYRE et al., 2003).

A microbiota natural das carnes e produtos carneos que sao, geralmente,
embalados a vacuo ou em atmosfera modificada, € composta por Lactobacillus spp.,
geralmente, L. plantarum, L. sakei e L. curvatus, Leuconostoc spp., como Leuconostoc
gelidum, Leuconostoc carnosum e Leuconostoc mesenteroides, Weissella viridescens e
Carnobacterium divergens e Carnobacterium maltaromicus (BORCH et al., 1996;
GUERRERO e CHABELA, 2000 e VERMEIREN et al., 2004).

Quando a carne é embalada a vacuo ou é usada uma atmosfera modificada com
mais de 20% de CO», o crescimento de Pseudomonas spp. € suprimido. Sob estas
condicdes, as BAL (Lactobacillus, Carnobacterium e Leuconostoc) crescem mais
rapidamente e sdo, frequentemente, os Unicos microrganismos detectaveis durante a
armazenagem refrigerada de produtos em atmosfera modificada (FADDA et al., 2008 e
MANTILLA et al., 2010).

Stahl et al. (2015) em seu estudo para avaliar a cor, textura, atividade de agua,
umidade e exsudato de presunto cozido e paté de presunto, armazenados a 8°C por 6
semanas, identificaram as BAL Lactobacillus sakei e Leuconostoc mesenteroides. Outro
estudo realizado por Chenoll et al. (2007), identificaram a presenca de Leuconostoc
mesenteroides como sendo a principal BAL deteriorante dos produtos carneos morcilla
de burgos e fiambre de magro adobado, ambos tipicos da Espanha.

A deterioracdo da carne e produtos carneos durante o processamento,
distribuicdo, armazenamento e venda para o consumidor € um assunto de grande
interesse na literatura, pois pode levar a grandes perdas econdmicas para a inddstria de

alimentos. Diante disso, torna-se importante desenvolver técnicas de preservagdo para
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aumentar a vida util dos produtos, eliminando ou retardando o crescimento de

microrganismos.

2.4 METODOS DE QUANTIFICACAO DE BAL

Existem diferentes métodos para quantificar o crescimento microbiano, sendo
eles: Contagem de células totais, Contagem de celulas vidveis, Massa de células,
Turbidimetria, Numero Mais Provavel (NMP) e o mais utilizado Contagem em placas
(VASAVADA et al., 1993).

O método de contagem de microrganismos em placas € um método geral, que
pode ser utilizado para contagem de grandes grupos microbianos, como aerdébios
mesofilos, aerébios psicrotroficos, termofilos, bolores e leveduras, variando-se o tipo de
meio, a temperatura e o tempo de incubacdo (SILVA et al., 1997 e HAJDENWURCEL,
1998). Para Franco e Landgraf (1996), essa metodologia é, certamente, a mais utilizada
nos laboratorios de andlise de alimentos, pois diferentes grupos de microrganismos
podem ser enumerados de acordo com 0 meio de cultura e/ou as condi¢des de incubacao
(tempo, temperatura e atmosfera) empregadas.

Por esse método, de acordo com Jay (1998) e Swanson et al. (1992), amostras de
alimentos sdo homogeneizadas, diluidas em série, em diluente apropriado, plaqueadas
com ou sobre um meio de &gar apropriado e incubadas, apés que todas as coldnias
visiveis sdo contadas, ou seja, 0 procedimento se baseia na premissa de que cada célula
microbiana presente em uma amostra ird formar uma col6nia separada e visivel, quando
fixada com meio que lhe permita crescer.

As técnicas microbioldgicas tradicionais utilizam meios de cultura, seletivos e
ndo seletivos, de enriquecimento para amostras contendo baixo nimero de células,
complementados por testes bioquimicos. Segundo Farber et al. (2001), os testes
bioquimicos utilizados para identificacdo e tipagem bacteriana podem apresentar
variabilidade devido a fatores ambientais sobre a expressdo génica, apresentando outras
desvantagens, como 0 baixo poder discriminatério em microrganismos com pouca
variabilidade genética e o risco de interpretacGes erréneas, quando se utiliza um ndmero
limitado de testes. Esses métodos tradicionais de detecgdo de microrganismos, embora
sejam confiaveis, requerem varios dias ou mesmo semanas para gque 0s resultados sejam
obtidos (MARIN et al., 2006).
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Para Farber et al. (2001), as propriedades fenotipicas pelas quais as bactérias sao
identificadas podem ndo ser expressas, e 0s resultados podem ser suscetiveis a variagao
de interpretacdo, além da possibilidade de existéncia de células viaveis, porém néo
cultivaveis. Além disso, os métodos tradicionais apresentam desvantagens na
quantificacdo dos microrganismos, devido a ndo homogeneizacdo das coldnias em meio
de cultura, o que leva a sobreposicdo das células. Esses métodos sdo mais trabalhosos,
visto que utilizam uma grande quantidade de vidrarias e equipamentos, aumentando a
necessidade de espaco para o cultivo em estufas de incubacdo (JAY e HALL, 1992),
caso queira aumentar a confiabilidade das analises.

O método classico de identificagdo de BAL segue o protocolo que envolve
cultivo seguido de caracterizacdo fenotipica. Estad disponivel uma série de meios de
cultura para o isolamento de BAL, com morfologia de cocos utiliza-se o0 4gar M17, e
para as BAL com morfologia de bastbes utiliza-se 0 MRS (Man, Rugosa e Sharpe)
(CARVALHO, 2007; HASSAN e FRANK, 2001 e BRUNO, 2011 e).

A utilizacdo de apenas testes fenotipicos para a identificacdo de BAL pode gerar
maus resultados, uma vez que a identificacao de cepas da mesma espécie € muito dificil
dada a sua proximidade morfoldgica e genética. Uma alternativa para a identificacao e
caracterizacdo é o uso de métodos moleculares que sdo mais rapidos, consistes e
reprodutiveis, possuindo grande eficiéncia para diferenciar espécies muito proximas
(AMMOR, 2005 e SINGH et al., 2009).

Diversos métodos moleculares tém sido desenvolvidos para identificar,
classificar e quantificar de forma mais confiavel os microrganismos. Dentre eles, 0 uso
do método de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (qPCR) tem sido

empregado para confirmar a identificacdo bioquimica de BAL (BRUNO, 2011).

3.5 METODOLOGIA DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
QUANTITATIVA (gPCR)

Técnicas tradicionais para a detecgdo de BAL, em particular W. viridescens,
baseadas em métodos fenotipicos e genotipicos vém sido amplamente estudadas e
utilizadas. Porém, sdo meétodos que exigem muito trabalho laboratorial, séo dificeis de
padronizar e podem consumir de 8 a 10 dias para obter-se resultados, os quais
apresentam uma baixa resolugdo taxonémica, ndo fornecendo uma clara distingéo entre

as espécies semelhantes de W. viridescens. Por isso, estdo surgindo mais trabalhos na
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literatura utilizando as metodologias moleculares, como a PCR e a qPCR. Esses
métodos oferecem a vantagem de serem répidos, com alta especificidade e eficientes,
podendo identificar e quantificar sequéncia de acidos nucléicos em pequenas amostras
de alimentos (SHAW e HARDING, 1984; SCHILLINGER 1987; MONTEL et al.,
1991; HUGAS et al., 1993; TSAKALIDOU et al., 1997; SAMELIS et al., 1998;
BJORKROTH et al., 2002; AYMERICH et al., 2003; SANTOS et al., 2005;
BJORKROTH e HOLZAPFEL, 2006; SCHILLINGER et al., 2008; MARTINEZ et al.,
2011 e HERBEL et al., 2013).

3.5.1 Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

A gPCR surgiu devido a necessidade de monitorar simultaneamente a
quantidade e qualidade do DNA amplificado, baseando-se na amplificacdo de uma
sequéncia especifica de DNA inUmeras vezes, utilizando a combinacdo da técnica de
PCR convencional com um método de deteccdo e quantificacdo do DNA microbiano
por fluorescéncia. Nesse sistema, a amplificacdo e a deteccdo sdo realizadas
simultaneamente em um sistema fechado. Além dos iniciadores, o sistema inclui a
utilizacdo de fluor6foros. O monitoramento da técnica de gPCR ocorre em tempo real e
os dados s&o recolhidos ao longo de toda a reacdo (MARTINEZ et al., 2011).

O procedimento da técnica da qPCR segue o principio geral da PCR
convencional, apresentando trés fases: a fase de amplificacdo exponencial, fase de
amplificacdo linear e fase estacionaria (Figura 1). A primeira fase é bastante especifica e
precisa. Os produtos da reacdo sdo consumidos durante a fase de amplificacdo linear e
inicia-se 0 processo de degradacdo. A fase estaciondria refere-se ao final da andlise
devido ao elevado nivel de degradacdo dos produtos da PCR. Os compostos
fluorescentes adicionados ao DNA geram um sinal de fluorescéncia que é diretamente
proporcional a quantidade de produto amplificado ao longo das diferentes fases
(KUBISTA et al., 2006; MARTINEZ et al., 2011).
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Figura 1. Representacao grafica das fases da qPCR (adaptado de Kubista et al., 2006).
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A fase de amplificacdo exponencial é considerada a melhor para se estudar o0s
produtos da reacdo devido a elevada eficiéncia registada de aproximadamente 100 %, é
nesta fase que a relacdo entre a quantidade de produto e do input de DNA e,
provavelmente, mais consistente permitindo uma quantificacdo mais precisa do que a do
final da reagédo (HEID et al., 1996; OLIVEIRA, 2009 e STRACHAN, 2013).

H& um ponto durante a fase exponencial em que a fluorescéncia comeca a ser
detectada definida pelo software da gPCR (Figura 1). Este ponto, chamado de Ct (cycle
threshold) corresponde ao nimero de ciclos necessarios para que a fluorescéncia da
reacdo seja detectavel. Quanto menor o nimero de ciclos necessarios para se detectar
fluorescéncia acima da linha de base, que corresponde ao limiar minimo de deteccao de
fluorescéncia do instrumento sendo considerado ‘ruido de fundo’ do equipamento,
maior é o nimero de moléculas iniciais que se introduziu na reacdo de amplificacdo de
PCR (NICKLAS e BUEL, 2003 e KUBISTA et al., 2006).

Apos a amplificagdo do DNA, é necessario quantifica-lo. Para analisar
guantitativamente os resultados obtidos da qPCR, usa-se uma curva padrdo. Para tal, o
valor de Ct (de uma dada amostra de concentracdo desconhecida) é projetado num

gréafico Ct em funcdo do logaritmo da concentracdo de DNA, onde esta representada a
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curva padréo, e a partir da qual pode-se obter a concentracdo de DNA da amostra em
questdo (PELT-VERKUIL et al., 2008).

Para cada etapa existe uma temperatura ideal, na qual o desempenho da reacéo €
maximo. Esta € a temperatura de melting (Tm), ou temperatura de pareamento, na qual
metade das moléculas estdo pareadas e a outra metade ndo. A Tm depende da
composicilo do DNA e estd diretamente relacionada com o conteudo de
Guanina+Citosina do mesmo. J& que cada fragmento tem um tamanho e composi¢ao
especifica, eles podem ser identificados através da analise da curva de melting
(DELIDOW et al., 1993; CORREIA, 2007; MACKAY et al., 2007 e BECKER et al.,
2013).

Os métodos de fluorescéncia utilizados na gPCR sdo baseados no uso de
fluoréforos, que sdo moléculas que absorvem e emitem luz em um comprimento de
onda especifico (MACKAY et al., 2007; PELT-VERKUIL et al., 2008). Existem
diversos tipos de compostos fluorescentes, o mais utilizado ¢ o SYBR® Green
(LOGAN e EDWARDS, 2009), que apresenta vantagens, como baixo custo, facilidade
na utilizacdo e alta sensibilidade (MACKAY et al., 2007). No inicio do processo a
fluorescéncia € reduzida, visto que as moléculas SYBR® Green livres ndo estdo ligadas
ao DNA de dupla cadeia. Apos a deteccdo dos iniciadores, quantidades crescentes dos
fluoréforos ligam-se a dupla cadeia de DNA pré-sintetizada pela enzima Taq DNA
polimerase. No fim da fase de extensdo de cada ciclo, a fluorescéncia é monitorizada e
quantificada e, consequentemente o0 DNA amplificado é determinado (MACKAY et al.,
2007 e OLIVEIRA, 2010).

Esta técnica tem sido utilizada para identificar espécies de BAL em diversos
produtos, como em salsichas de baixa acidez e linguicas fermentadas e também para
quantificar determinadas espécies em amostras de alimentos como L. helveticus e L.
reuteri em iogurte, L. rhamnosus, L. acidophilus e L. johnsonii em outros produtos
lacteos fermentados e, Lactobacillus sakei e W. viridescens em produtos carneos
(COEURET et al., 2003; FURET et al., 2004 ; HERBEL et al., 2013 e GOMEZ-R0JO,
2015).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMO

W. viridescens (ATCC 12706; CCT 5843) usada nesse estudo &€ uma cepa
referéncia da American Type Culture Collection, e foi adquirida na forma liofilizada da
colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello, em Campinas, Brasil. A cepa
foi reidratada em um caldo baseado nas formula¢bes de deMan, Rogosa e Sharpe
(MRS) (De Man et al., 1960) (Acumedia Manufactures, Inc., Lansing, Michigan, USA),
em seguida foi armazenada em tubos de Eppendorf com caldo MRS contendo 20% (v/v)

de glicerol a -24 °C até o seu uso.

3.2 PRE-INOCULO

Para o preparo do pré-inoculo, W. viridescens foi reativada em 160 mL de caldo
MRS a 30 °C por 18 horas. Em seguida, foi preparada a diluicdo de 10 vezes (1:10), e
medida em espectrofotdmetro com 600 nm de comprimento de onda (Asoonm = 0,380)
em cubetas de vidro. Esse valor de absorbancia corresponde a fase estacionaria, como

descrito por Dalcanton (2010).

3.3 PREPARO E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O experimento foi realizado em duplicata em frascos Erlenmeyer de 500 mL
contendo 320 mL de caldo MRS e pré-inoculo (1%, v/v) de W. viridescens,
correspondendo a concentragdo inicial de, aproximadamente, 1 x 10° UFC/mL. O
crescimento foi avaliado a temperatura isotérmica de 30 °C. A temperatura foi
registrada a cada 1 minuto por mini data loggers (Testo 174, Lenzkirch, Alemanha),

sendo conduzidos até a fase estacionaria de crescimento.
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3.4 METODO DE SYBR® Green PCR QUANTITATIVO (qPCR)

3.4.1 Isolamento do DNA microbiano

O DNA usado para o método de gPCR foi extraido de 2 mL de uma cultura de
celulas, usando o kit de isolamento de DNA Microbiano UltraClean™ da MO BIO
Laboratories (Carlsbad, EUA) de acordo com as recomendacgdes do fabricante para
Bactérias Gram-positivas. O processo foi efetuado de acordo com o manual de
instrugdes do kit UltraClean™ (Manual de instrugdes UltraClean™) com as seguintes
modificagdes: A homogeneizacdo e a solugdo tampédo nos tubos MicroBeads foram
aquecidas a 65 °C por 10 min e fracionadas com eluicdo de solugdo estéril de 50 uL.

(fornecida no Kkit).

3.4.2 Quantificacéo e pureza do DNA

O DNA foi quantificado utilizando um espectrofotébmetro Thermo Scientific
NanoDrop 1000. A pureza do DNA foi avaliada baseada na razdo de absorbancia a 260

e 280 nm, conforme descrito por Nanodrop (2007).

3.4.3 Iniciadores usados para o ensaio de SYBR® Green gPCR

Para a deteccdo da W. viridescens, iniciadores utilizados no trabalho de Gémez-
Rojo et al. (2015) foram usados empregando gene alvo recN (GenBank nimero de
acesso: AM698022.1) (Tabela 1).

Os iniciadores WvrecN-F e WvrecN-R foram sintetizados pela empresa Sintese
Biotecnologia Ltda (Belo Horizonte, MG, Brasil). Todos os iniciadores foram

sintetizados em uma escala de 25 nmol dessanilizados.
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Tabela 1 Iniciadores usados para amplificacdo por SYBR® Green qPCR.

Cepa de Nome do ‘ Comprimento do . .
) Gene Sequencia (5°-37) Tm (°C)°® o Posicéo Referéncia
interesse iniciador® Amplicdo (pb)
W. viridescens  recN WvrecN-F CGCAAACACAACAAGCCTAT - 20 908-927 Gobmez-Rojo
WhvrecN-R TGTTGAGCAAGTTCCAAAGC 20 998-979 etal. (2015)

20 iniciador é nomeado de acordo com o gene de interesse, ¢ F ¢ R no fim de cada iniciador indica a orientagdo ‘para frente’ (forward) e ‘para tras’ (reverse) respectivamente.
A temperatura tedrica de melting (Tm) dos fragmentos de qPCR foi determinada usando o Melting Curve Predictions Software v2.0.2 (uMeltS™, University of Utah, USA).
(Https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html).
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3.4.4 Condigdes do gPCR

O método de qPCR foi executado no equipamento Real Time Rotor-Gene Q®
(Qiagen, Hombrechtikon, Switzerland) usando o kit Rotor-Gene SYBR® Green PCR
(Qiagen, Hilden, Germany). As condi¢Ges de ciclagem para a identificacdo de W.
viridescens foram aplicadas assim como descritas por Gdmez-Rojo et al. (2015). A
técnica otimizada de SYBR® Green qPCR foi realizada com um volume final de 25 pL
contendo 12,5 pL de 2 x Rotor-Gene SYBR® Green Master Mix, 300 nM de
iniciadores WvrecN-F/R e 2 puL de DNA molde. Agua livre de RNase foi adicionada
para se obter um volume final de 25 pL. Todas as reacGes foram executadas em
triplicatas sob as seguintes condi¢des de ciclagem: 5 min a 95 °C, seguida por 45 ciclos
por 1 min a 95 °C, 30 s a 64 °C, 30 s a 72 °C e uma fase final de extensdo feita por 10
min a 72 °C. Em todas as reacOes feitas nesse estudo, cada rotor incluia uma reacao

realizada com agua livre de DNases como um controle negativo.

3.45 CurvaPadrao

A curva padréo foi construida para W. viridescens utilizando-se valores padrdes
obtidos por uma série de dez diluicdes do DNA extraido da fase estacionaria de
crescimento (aproximadamente 1 x 10° a 1 x 10° UFC/mL). Essas diluicbes foram
testadas em triplicata e usadas como quantificacdo para construir a curva padrao,
plotando o nimero de log UFC/mL obtido por contagem em placas pelo valor de ciclos
threshold (Ct). O threshold foi determinado usando a fun¢do Auto-Find Threshold do
Rotor-Gene Q, que ajusta uma faixa de niveis de limites para obter o melhor resultado
de curva padréo usando as amostras que foram definidas como padrdo. A eficiéncia foi
determinada pela equacdo E = [10°(-1/S) -1], em que, E é a eficiéncia e S (slope) é o
coeficiente angular da reta gerada na curva padrdo. Segundo Thermo Fisher Scientific
(2016), o valor obtido do slope pode variar de 80 a 100%.

3.4.6 Andlise das curvas de melting

Para confirmar a eficiéncia e a sensibilidade do ensaio utilizando o0 SYBR®

Green, foi realizada uma analise da curva de melting para verificar a especificidade da
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ampliacdo da reacdo durante o processo de qPCR. Apos a amplificacdo completa do
gPCR, uma analise de melting foi realizada partindo de 65 °C para 95 °C a acréscimos
de 0,5 °C/s. Picos de melting foram visualizados plotando a primeira derivada pela
temperatura de melting.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gréfico tipico de amplificacdo (fluorescéncia versus ciclos de qPCR)
construido a partir dos valores de fluorescéncia gerados para a quantificacdo de W.
viridescens esta apresentado na Figura 2. A curva foi construida a partir da diluicdo em
série do DNA extraido da fase estacionaria de crescimento (32,5 ng), em que ARn
representa a normalizagdo de Rn (intensidade de emissdo de fluorescéncia do corante
reporter SYBR® Green). A alta qualidade do DNA foi obtida de W. viridescens com
uma relagdo Azeo/Azgo média de 1,87 £ 0,13. De acordo com Wilfinger et al. (1997) a
razdo = 1,8 é considerado puro para DNA.

Figura 2 Aumento da fluorescéncia (ARn) em relagdo ao nimero de ciclos de qPCR para as diluicdes em
série de W. viridescens, correspondente a (—) 4,2 x 10°, ( ) 4,2 x 107, (—) 4,2 x 10°, (—) 4,2 x 10° UFC
por reacdo, (—) controle negativo e (--) threshold.
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No presente trabalho, apenas as amostras contendo DNA da W. viridescens
foram amplificadas, o controle negativo, que continha apenas agua livre de DNases,
permaneceu na faixa do threshold sem amplificacao.

A especificidade da reagdo de SYBR® Green gPCR foi testada pela anélise da
Temperatura de melting (Tm). As curvas de melting foram convertidas em picos de
melting, tracando a derivada da fluorescéncia pela derivada da temperatura (dF/dT)
versus a temperatura (°C) (Figura 3).
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Figura 3 Curva de melting. Fluorescéncia (dF/dT) em relacdo a temperatura de melting de cada ciclo para
as diluicGes em série de W. viridescens, correspondente a (—) 4,2 x 10°, ( ) 4,2 x 107, (—) 4,2 x 10°, ()
4,2 x 10° UFC por reagdo, (—) controle negativo e (--) threshold.
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O pico de cada curva representa a temperatura de melting (Tm) (média + desvio
padrdo) igual a 81,4 + 0,08 °C, confirmando a especificidade do método de SYBR®
Green gPCR, com a obtencdo de apenas um pico de melting, provando que ndo ha
formacdo de dimeros de iniciadores ou produtos ndo especificos (Figura 3). A Tm
teorica calculada pelo software uMelt® para o produto de 91 pb do gene recN foi de 82
°C (BLACKE e DELCOURT 1998), proximo ao encontrado neste trabalho. A Tm de
um produto gerado pelas rea¢es de gPCR depende de muitos fatores, como o tamanho
do produto, composicdo da sequéncia e sua estrutura secundaria (DWIGHT e
WITTWER, 2011). Segundo Herrmann et al. (2007), pode haver uma diferenca de 0,5 a
1 °C entre a Tm encontrada em estudos utilizando o método da gPCR com o uso da
técnica SYBR® Green, no presente estudo encontrou-se uma diferenca de apenas
0,08°C.

Queipo-Ortufio et al. (2005), em estudo do crescimento da bactéria Gram-
negativa Brucella através da técnica de SYBR® Green verificaram que a curva de
melting gerou maior validagdo para a rotina de qPCR realizada, dado que houve
formagéo de apenas um pico de melting (Tm igual a 88,16 + 0,05 °C), formando apenas
0 produto de interesse dessa reacdo. Oliveira et al. (2005) fez o uso da técnica SYBR®
Green qPCR para detectar a bacteria Campylobacter jejuni em pele de frango natural e
artificialmente contaminada, utilizando a andlise da curva de melting para provar a
especificidade desta técnica. Os autores constaram que as amostras positivas possuiram

Tm média de 81°C enquanto que os produtos ndo desejaveis possuiram Tm de 77,5°C,
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comprovando que a andlise de melting ¢ uma Otima ferramenta para provar a
especificidade da técnica de SYBR® Green. Christine Achilleos e Frangoise Berthier
(2013) quantificaram Lactococcus lactis, Lactobacillus paracasei e Lactococcus lactis
em amostras de queijo pelo método da qPCR com a utilizacdo do corante SYBR®
Green. A especificidade do método foi avaliada a partir da analise da Tm dos produtos
gerados, produzindo um dnico pico com valor Unico da Tm, enquanto ndo houve
producdo de outros picos para os controles negativos.

Né&o foram encontrados trabalhos na literatura com o uso do método de SYBR®
Green gPCR para a identificacdo e quantificacdo de W. viridescens pela analise da curva
de melting. Gomez-Rojo et al. (2015) utilizou a técnica da sonda TagMan® para
quantificacdo e identificagdo da W. viridescens em morcilla de burgos. Houve somente
amplificacdo dos produtos desejados utilizando o iniciador e a sonda. No entanto, 0 uso
da técnica de SYBR® Green para rotinas de qPCR se torna mais viavel por ser mais
barata frente a outros métodos como a sonda TagMan®.

A partir desses resultados, prop6s-se uma rotina de SYBR® Green gPCR para
identificar W. viridescens em caldo MRS incubado a 30 °C. O uso da técnica de
SYBR® Green quando comparada ao uso de sondas pode fornecer resultados mais
rapidos, eficientes e especificos. Neste trabalho foi possivel identificar e garantir a
especificidade do método de SYBR® Green gPCR através da andlise da Tm (81,4 +
0,08 °C).

A curva padrdo foi obtida das diluices seriadas do DNA bacteriano extraido do
cultivo de W. viridescens na fase estacionaria de crescimento realizadas em triplicata.
As concentragdes variaram de 4,2 x 10°a 4,2 x 10°® UFC/mL obtidas por contagem em
placa, equivalentes as massas de 32,5 a 32,5 x 10 ng.

A concentragdo de 4,2 x 10" UFC/mL obtida por contagem em placa de W.
viridescens gerou um valor de Ct de médio de 14,59 + 0,04 (Tabela 1). Esses valores
corroboram com o0s encontrados no trabalho de Gémez-Rojo et al. (2015), em que
obtiveram uma concentragédo de 10’ UFC/mL, correspondendo a um Ct médio de 15,4 +
0,6 para quantificagdo de W. viridescens CETC 284™ em meio de cultivo através do
uso da sonda TagMan®. A partir desses resultados, pode-se destacar a importancia do
uso da técnica de SYBR® Green como alternativa ao uso de sondas, por apresentar

resultados semelhantes.
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A curva padrdo apresentou um valor de inclinagcdo de -3,06, proximo do valor
tedrico 6timo de -3,32 (RODRIGUEZ-LAZARO e HERNANDEZ, 2013) e coeficiente
de correlagéo R?> 0,99 e uma eficiéncia E=1,12 (Figura 4).

Figura 4 Curva padrédo construida plotando os valores de Ct para as triplicatas de cada diluicdo seriada de
DNA com o respectivo valor de log UFC/mL de W. viridescens.
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O limite de detec¢do (LD) é definido como a quantidade minima de DNA ou UFC
detectaveis em uma Gnica reacio (GOMEZ-ROJO et al., 2015). O LD para identificagio
de W. viridescens foi calculado como a quantidade de UFC/mL, de acordo com a curva
padrdo correspondente a menor diluicdo em que um sinal de fluorescéncia é detectado
para as amostras testadas. O LD correspondeu a 3,7 log UFC de W. viridescens, o que
corresponde a 32,5 fg de DNA e um Ct (média + desvio padrdo) de 26,75 + 0,5 (Tabela
1). Gomez-Rojo (2015) encontrou LD de 40 UFC/reacdo (1,6 log UFC), o que
correspondeu a 82 fg de DNA e um Ct de 40 + 0,08 para W. viridescens em cultura
pura. O valor de LD encontrado por Gomez-Rojo (2015) para quantificacdo de W.
viridescens foi menor do que o encontrado neste trabalho. Esse resultado pode ser
explicado devido ao rendimento da extracdo de DNA, enquanto obteve-se neste trabalho
32,5 ng de DNA de W. viridescens em 4,2 x 10° UFC/mL, Gomez-Rojo et al (2015)
obtiveram 82 ng de DNA em 10° UFC/mL. Assim, alternativas de melhorias nos
protocolos de extracdo de DNA podem investigadas para aumentar o rendimento do
DNA extraido.
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Tabela 2 Valores de Ciclo threshold (Ct) e Tm das rea¢des de gPCR para as diluicbes decimais do DNA
de Weissella viridescens.

DNA por UFC em meio de Ct IC¢ IC ™
reacdo (ng) cultura (UFC/mL)? (Média = DP)® inferior superior
32,5 4,2 x 10° 8,6 + 0,06 8,44 8,75 81,50 £ 0,00
32,5 x 1072 4,2 x 107 14,59 + 0,04 14,49 14,68  81,40+0,09
32,5 x 10% 4,2 x 10° 21,23+0,17 20,80 2166  81,33+0,08
32,5 x10° 4,2 x 10° 26,75 £+ 0,50 25,51 27,9 81,38 £ 0,03

2Obtido por contagem em placa.
® Média mais desvio padrao.
¢ Intervalo de confianca de 95%.

Ye et al. (2012) utilizaram em seu trabalho o método de SYBR® Green qPCR
como ferramenta adicional a microbiologia preditiva para obter a curva de crescimento
microbiano da bactéria patogénica Listeria monocytogenes em carne de porco resfriada
embalada a vacuo em condigdes isotérmicas. A aplicacdo deste método molecular
aplicado a modelagem do crescimento obteve resultados muito semelhantes aos
resultados obtidos através da contagem em placa, comprovando ser um método eficaz
para quantificacdo e identificacdo do patégeno L. monocytogenes. Schwendimann et al.
(2015) desenvolveram uma forma rapida de deteccdo de Lb. plantarum e Lb. fermentum
em fermentacdo de grdos de cacau pelo método de contagem em placa e qPCR,
utilizando iniciadores e sondas. Os valores em log UFC/g encontrados em ambos 0s
métodos foram muito préximos, comprovando que o método de gPCR possui resultados
confiaveis.
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5. CONCLUSOES

Realizou-se o crescimento da cultura pura de W. viridescens em meio de cultivo,
executando em seguida o isolamento e quantificacdo de seu DNA através do método
SYBR® Green qPCR.

Os iniciadores desenhados para o gene recN foram especificos para identificar a
W. viridescens, garantindo assim a especificidade do método utilizado através da
obtencg&o de apenas um pico de temperatura de melting.

A curva padrdo foi construida pelo método de SYBR® Green qPCR, que
apresentou bons pardmetros, com R?> 0,99 e eficiéncia de E=1,12. O LD obtido foi de
3,7 log UFC de W. viridescens, que é adequado para quantificacdo de BAL em produtos
carneos, ja que estas encontram-se na microbiota natural desses produtos na faixa de 10-
10% UFC/g.

Conclui-se que é possivel estabelecer uma metodologia de PCR quantitativa
(gPCR) com utilizacdo do fluor6foro SYBR® Green | para a identificacdo de W.
viridescens em meio de cultivo, servindo como base para futuros estudos sobre a

quantificacéo e identificacdo de BAL no &mbito da microbiologia preditiva.
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6. SUGESTOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Sugere-se, para estudos futuros, a elaboragdo de curvas de crescimento
(cinética/quantificacdo) e modelagem matematica através de modelos preditivos para
obtencdo de parametros de crescimento de W. viridescens em cultura pura pelo método
de contagem em placa (CP), SYBR® Green e com o uso da sonda TagMan® gPCR.

Propdem-se o estudo de outras BAL deteriorantes (L. plantarum, L. sakei,
Leuconostoc mesenteroides) de produtos carneos utilizando a mesma metodologia para
quantificacdo das mesmas, assim como verificar a interacdo dessas BAL em cultura
mista através da técnica de SYBR® Green.

Aperfeicoar o método da qPCR com a técnica SYBR® Green para utiliza-lo
como uma ferramenta adicional na modelagem do crescimento de BAL deteriorantes de

produtos carneos.
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