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RESUMO

O objetivo geral desta tese de doutorado foi comparar os métodos de contagem em placas (CP) e
quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR) para enumeracdo de bactérias acido-lacticas
(BAL) deteriorantes em cultura pura e mista e estabelecer modelos preditivos moleculares e
convencionais para descrever as cinéticas de crescimento. Para isso, foram construidas curvas-
padrdo para Weissella viridescens e Lactobacillus plantarum e as curvas de crescimentos dessas
espécies foram quantificadas por CP e por SYBR® Green qPCR em cultura pura e mista a 30 °C.
No entanto, os valores obtidos por SYBR® Green qPCR foram superestimados quando comparados
com o método de CP. Para diminuir esse viés, novas curvas-padrao foram construidas baseadas no
crescimento de um coquetel de W. viridescens cultivadas a 4, 8, 14 e 30 °C de cultivo, utilizando o
primeiro ponto da fase estaciondria de crescimento para a construgdo dessas curvas. Com isso, 0s
métodos de CP ¢ de SYBR® Green qPCR foram adequados para quantificar a cinética do
crescimento de crescimento de W. viridescens em cultura pura em todas as temperaturas constantes,
demonstrando uma boa correlagdo e concordancia. Ainda, o método de SYBR® Green qPCR foi
especifico para quantificar a cultura mista de W. viridescens e Leuconostoc mesenteroides a 8 °C,
com a diferenciacdo das cinéticas de crescimento. Diante disso, os dados de crescimento dessas
espécies em cultura pura e mista foram utilizados para a obtencdo dos parametros de crescimento
por meio de ajustes de modelos preditivos. Os resultados provaram que os modelos de Baranyi e
Roberts (BAR), Gompertz modificado e Logistico modificado foram adequados para descrever as
curvas de crescimento de W. viridescens em cultura pura e da cultura mista dessa espécie com
L. mesenteroides a 8 °C. No entanto, para verificar a eficiéncia dos métodos de CP ¢ TagMan™
qPCR combinados com uma abordagem de microbiologia preditiva, curvas-padrdo para a
quantifica¢do de L. mesenteroides e de W. viridescens em amostras de morcilla embalada a vacuo
(MB) e armazenadas a 5, 8, 13 e 18 °C foram utilizadas. Ambos os métodos foram comparados, e
uma andlise de regressdo linear demonstrou uma correlagdo linear altamente e estatisticamente
significativa. Posteriormente, o modelo de BAR foi ajustado aos dados das curvas de crescimento
para estimar os parametros cinéticos ¢ modelos secunddrios foram usados para descrever a
dependéncia desses parametros com a temperatura. Os resultados comprovaram que os modelos,
primario e secundario, foram adequados para descrever as curvas de crescimento para ambas as
bactérias e os dois métodos em MB. Em conclusdo, os resultados de todos os experimentos
comprovaram que os métodos de qPCR (baseados em SYBR®™ Green e TagMan™) e de CP podem
ser usados para descrever a cinética microbiana de crescimento de BAL em cultura pura e mista
em diferentes condi¢des isotérmicas. Além disso, os modelos primario e secundario podem ser
usados para estabelecer modelos preditivos convencionais e moleculares para predizer o
crescimento de BAL em meio de cultivo (cultura pura e mista) e em produtos carneos cozidos e
embalados a vacuo com caracteristicas semelhantes as da morcilla.

Palavras-chave: qPCR. Contagem em placas. Bactérias acido-lacticas. Microbiologia preditiva.
Deterioragao.



ABSTRACT

This doctoral thesis aimed to compare plate count (PC) and quantitative Polymerase Chain
Reaction (qPCR) methods for enumeration of spoilage lactic acid bacteria (LAB) in pure and mixed
culture and to establish molecular and conventional predictive models to describe growth kinetics.
For this, standard curves were constructed for W. viridescens and L. plantarum and growth curves
of these species were quantified by PC and SYBR® Green gPCR in the pure and mixed culture at
30 °C. However, the values obtained by SYBR® Green qPCR were overestimated when compared
with the PC method. To reduce this bias, new standard curves were constructed based on the growth
of a W. viridescens cocktail at 4, 8, 14 and 30 °C, using the first point of the stationary growth
phase to construct these curves. Thus, the PC and SYBR® Green qPCR methods were adequate to
quantify growth kinetics of W. viridescens in the pure culture at all isothermal temperatures,
demonstrating a good correlation and agreement. Furthermore, the SYBR® Green qPCR method
was specific for quantifying the mixed culture of W. viridescens and Leuconostoc mesenteroides
at 8 °C, with differentiation of growth kinetics. Therefore, growth data of these species in pure and
mixed culture were used to obtain growth parameters by fitting predictive models. The results
proved that the Baranyi and Roberts (BAR), modified Gompertz and modified Logistic models
were adequate to describe the growth curves of W. viridescens in pure culture and mixed culture
of this species with L. mesenteroides at 8 °C. However, to verify the efficiency of the PC and
TagMan™ qPCR methods combined with a predictive microbiology approach, standard curves for
the quantification of L. mesenteroides and W. viridescens in vacuum-packaged morcilla (VM)
samples stored at 5, 8, 13 and 18 °C were used. Both methods were compared, and a linear
regression analysis demonstrated a statistically significant linear correlation. Subsequently, the
BAR model was fitted to the growth curve data to estimate the kinetic parameters and secondary
models were used to stablish the dependence of these parameters under isothermal conditions. The
results proved that the primary and secondary models were adequate for describing the growth
curves for both bacteria and both methods in VM. In conclusion, the results of all experiments
proved that qPCR (based on SYBR® Green and TagMan'™) and PC methods could be used to
construct growth kinetics microbial of LAB in pure and mixed culture under different isothermal
conditions. Besides, the primary and secondary models could be used to establish conventional and
molecular predictive models to predict LAB growth in culture medium (pure and mixed culture)
and cooked vacuum-packaged meat products with characteristics similar to morcilla.

Keywords: qPCR. Plate count. Lactic acid bacteria. Predictive microbiology. Spoilage.
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1. INTRODUCAO

A deterioragdo da carne e de produtos carneos durante o processamento, a distribui¢ao, o
armazenamento e a venda para o consumidor ¢ um problema de relevancia social e econdmica, que
resulta em grandes prejuizos as industrias alimenticias. A vida util desses produtos, especialmente
quando embalados a vacuo e refrigerados, estd estritamente relacionada com o numero e tipo de
microrganismos, na sua maioria, bactérias acido-lacticas (BAL) inicialmente presentes. A
capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicagdo dessas bactérias depende tanto das caracteristicas
dos alimentos quanto das condi¢des ambientais (BORCH; KANT-MUERMANS; BLIXT, 1996;
FRANCO; LANDGRAF, 2008; NYCHAS et al., 2008).

As BAL representam um grupo microbiano associado com a deterioragdo de produtos
carneos embalados a vacuo ou em atmosfera modificada (KORKEALA; BIORKROTH, 1997).
Vérios autores tém relatado que as espécies Weissella viridescens, Lactobacillus sakei,
Lactobacillus plantarum e Leuconostoc mesenteroides sao as BAL predominantes na microbiota
natural de carnes e produtos carneos embalados a vacuo e armazenados sob temperaturas de
refrigeragdo (SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS, 2000a,b; CHENOLL et al., 2007).

A microbiologia preditiva ¢ uma ferramenta essencial e basica para modelar o crescimento
bacteriano e estimar o comportamento microbiano em alimentos para garantir a seguranca e a
qualidade dos produtos (McMEEKIN; ROSS, 1996; McMEEKIN et al., 1997; LONGHI et al.,
2013). A maioria dos estudos publicados com a abordagem de modelagem preditiva utiliza métodos
convencionais de contagem, que sdo considerados o padrao-ouro para deteccdo e identificacio
bacteriana (MANICHANH, 2011; LUNGU et al., 2012; LAUPLAND; VALIQUETTE, 2013;
LIANG; PARK; YOON, 2016). Contudo, esses métodos convencionais exigem consideravel
consumo de tempo e trabalho intensivo e ndo sdo adequados para testes de rotina de grandes
numeros de amostras (UYTTENDAELE; VANWILDEMEERSCH; DEBEVERE, 2003;
KAWASAKI et al., 2005; JUNEJA et al., 2007; LUNGU et al., 2012; McKEE; COBB; PADILLA,
2012; AHMED et al., 2014). Além disso, tem sido repetidamente demonstrado que, com esses
métodos, ndo ¢ possivel a caracterizagdo microbiana completa de uma matriz alimentar (AMANN;

LUDWIG; SCHLEIFER, 1995).
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Para simular as condigdes reais que ocorrem nos produtos carneos deteriorados, surge a
necessidade de estudar as curvas de crescimento em cultura mista, contendo diferentes espécies de
BAL deteriorantes. A maioria dos trabalhos presentes na literatura estudam a modelagem
matematica de diversos tipos de microrganismos em cultura pura, e muitas vezes, as interagdes
ocorridas entre os microrganismos da microbiota natural de cada alimento (cultura mista) ndo sdo
levadas em consideracao (JANSSEN et al., 2006).

Muitos tipos de abordagens moleculares, principalmente o método de qPCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase quantitativa, em inglés: quantitative Polimerase Chain Reaction), t€m sido
utilizados em combinacdo com métodos convencionais de cultura para a rapida deteccdo e
quantificagdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos em alimentos (KAWASAKI et al.,
2014; LUEDTKE; BOSILEVAC, 2015; KIM et al., 2017; PAPIC et al., 2017). Além disso, esse
método molecular tem demonstrado grande potencial devido a sua elevada especificidade e
sensibilidade (NOGVA et al., 2000; RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2004) na identificacio e
quantificacdo de bactérias deteriorantes em nivel de género ou espécie em vdarias matrizes
alimentares (ELIZAQUfVEL; CHENOLL; AZNAR, 2008; ACHILLEOS; BERTHIER, 2013).
Até agora, ndo ha relatos na literatura sobre o estabelecimento e aplicagdo de modelos preditivos
de crescimento de BAL deteriorantes, utilizando um método molecular como novo padrao, para

predicdo precisa da vida util de produtos carneos.

1.1 HISTORICO DO LABORATORIO

Os Laboratorios Integrados de Engenharia Bioldgica do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos — LiEB/EQA/UFSC desenvolvem pesquisas na drea de
Microbiologia Preditiva desde 2003, sob a supervisdo da Prof.* Dr.* Glaucia Maria Falcao de
Aragdo. Esta linha de pesquisa contribui para a formagao de alunos de graduacdo e pds-graduacao
por meio do desenvolvimento de trabalhos de iniciagdo cientifica, dissertagdes e teses. No grupo,
foram defendidas, até o momento da publicacdo da presente tese, quinze dissertagdes de mestrado
e dez teses de doutorado. Os projetos desenvolvidos englobam temas como a termorresisténcia de
bactérias formadoras de esporos, crescimento e/ou inativagdo de fungos e o crescimento de BAL

deteriorantes de produtos carneos, como L. sakei, L. plantarum, W. viridescens e L. mesenteroides.
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As BAL sd3o importantes no estudo da deterioracdo de carnes e produtos céarneos
embalados a vacuo. Devido a isso, no nosso grupo, diversos modelos preditivos foram aplicados
com o objetivo de descrever o comportamento dessas bactérias. Dalcanton et al. (2013) modelaram
o crescimento de L. plantarum em chopped suino fatiado e embalado a vicuo, em condigdes
isotérmicas. Silva et al. (2017) validaram um modelo preditivo para predizer o crescimento de
W. viridescens em presunto comercial fatiado embalado a vacuo, sob condigdes ndo isotérmicas e
Paganini (2017) modelou o efeito de filme ativo incorporado com 6leo essencial de orégano no
crescimento de W. viridescens em presunto embalado a vacuo.

O estudo da microbiota natural de BAL deteriorantes tem fundamental importancia para
a determinacgdo da vida util de produtos carneos. Por isso, varios trabalhos do nosso grupo tém
utilizado modelos matematicos para descrever o crescimento da microbiota natural de BAL nesses
produtos, como em presunto (SLONGO et al., 2009), linguica frescal de frango, sob diferentes
concentragdes de lactato de sodio e cloreto de sddio (SILVA, 2013), filés de frango resfriados
embalados a vacuo e atmosfera modificada e armazenados sob condi¢des isotérmicas e nao
isotérmicas (MEZAROBA, 2014) e em presunto fatiado embalado a vécuo, em condigdes
isotérmicas e ndo isotérmicas, com aplicagdo de 6leo essencial de orégano (MENEZES, 2016). No
entanto, as curvas de crescimento da contagem de BAL foram construidas por meio do método
tradicional de contagem em placas (CP), sem diferenciagdo e quantificagdo de espécies
pertencentes a microbiota natural. Com isso, ocorreu a necessidade de estudar os métodos
moleculares para a modelagem do crescimento de BAL em culturas puras e mistas.

Desde 2016, foram realizadas uma tese de doutorado ¢ uma dissertacao de mestrado com
o uso de métodos moleculares como uma nova abordagem em microbiologia preditiva. Em tese
defendida por Camargo (2015), o método de SYBR® Green qPCR foi utilizado para identifica¢do
e quantificacdo de L. sakei, L. plantarum e W. viridescens em meio de cultivo. No entanto, os
iniciadores selecionados da literatura ndo representaram a especificidade necessdria para
amplificacdo e constru¢do de curvas-padrdo dessas bactérias. Posteriormente, em dissertagdo
desenvolvida por Severo (2018), 0 método de SYBR® Green qPCR foi utilizado para a construgdo
de curvas de crescimento de L. mesenteroides em cultura pura e mista e modelagem preditiva. Este
método mostrou-se eficiente para a quantificacdo de L. mesenteroides e W. viridescens em cultura

mista, tendo em vista que o método convencional de CP nao permite a diferenciagdo dessas BAL.
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Com isso, nesta tese, os métodos de CP e gPCR (baseado em SYBR® Green ¢ baseado em sonda
TagMan™) foram comparados para quantificagdo de BAL em cultivo puro € misto e em produto
carneo embalado a vacuo. Os dados quantitativos obtidos por esses métodos foram utilizados para
o estabelecimento de modelos preditivos, visando descrever o crescimento de BAL em meio de

cultivo e em produto carneo armazenados sob diferentes condi¢des isotérmicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta tese de doutorado foi comparar os métodos de contagem em placas
(CP) e gPCR para enumerac¢do de bactérias acido-lacticas deteriorantes em cultura pura e mista e
estabelecer modelos preditivos moleculares e convencionais para descrever as cinéticas de

crescimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Desenvolver um novo protocolo de gPCR baseado em SYBR® Green para identificagio e
quantificagdo especifica de Weissella viridescens e de Lactobacillus plantarum em meio de
cultivo;

= Obter curvas de crescimento da cultura pura de W. viridescens e da cultura mista com
Leuconostoc mesenteroides, em condi¢cdes isotérmicas de cultivo, e comparar
estatisticamente os resultados obtidos pelos métodos de CP e de SYBR® Green qPCR;

= Estabelecer um modelo preditivo molecular para o crescimento da cultura pura de
W. viridescens e da cultura mista com L. mesenteroides, em condi¢des isotérmicas em meio
de cultivo;

= Obter as curvas de crescimento de W. viridescens e de L. mesenteroides e inoculadas em
morcilla, embalada a vacuo e armazenadas em condigdes isotérmicas, € comparar
estatisticamente os resultados obtidos pelos métodos de CP e de TagMan™ qPCR;

* Modelar o crescimento de L. mesenteroides e W. viridescens inoculadas em morcilla
embalada a vacuo obtido pelos métodos de CP e de TagMan™ qPCR e armazenadas em

condigoes isotérmicas.
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ESTABELECIMENTO E COMPARACAO DE MODELOS PREDITIVOS
CONVENCIONAIS E MOLECULARES PARA DESCREVER O CRESCIMENTO DE
BACTERIAS DETERIORANTES DE PRODUTOS CARNEOS

v

Por qué? Para qué?

e As BAL fazem parte de um grupo microbiano associado a deterioragdo de produtos carneos
embalados a vacuo ou em atmosfera modificada e, para determinar o grau de deterioragdo destes
produtos, os métodos convencionais de cultura exigem consideravel consumo de tempo, trabalho
intensivo ¢ ndo permitem diferenciar colonias morfologicamente semelhantes em uma
microbiota natural;

e A aplicagdo do método de qPCR combinado com modelos preditivos pode apresentar uma
excelente alternativa para descrever o crescimento de BAL deteriorantes, o que permitiria uma
predigdo precisa da vida util das diferentes espécies presentes em cultura mista.

v

O que ja foi feito?
e Modelos preditivos foram desenvolvidos para descrever o crescimento de bactérias patogénicas
em produtos carneos, utilizando o método de qPCR para obtengdo dos dados de crescimento;
e Ndo ha relatos na literatura sobre o estabelecimento ¢ aplicagdo de modelos preditivos de
crescimento de BAL em produtos cameos, utilizando o método de qPCR como novo padrio,
para predigdo da vida util desses produtos.

v

Hipéteses do trabalho
e Um modelo preditivo molecular, utilizando o método de qPCR, seria capaz de diferenciar ¢
descrever a cinética de crescimento das principais BAL deteriorantes ¢ predizer a vida atil de
produtos carneos.

v

Metodologia experimental
e Desenvolver um novo protocolo de SYBR®™ Green gPCR para identificar ¢ construir curvas de
crescimento de BAL em cultura pura ¢ mista;
e Estabelecer modelos preditivos convencionais ¢ moleculares do crescimento de W. viridescens
em cultura pura e em cultura mista com L. mesenteroides, pelos métodos de CP ¢ de SYBR®
Green qPCR;
e Estabelecer modelos preditivos convencionais ¢ moleculares do crescimento de W. viridescens
¢ L. mesenteroides inoculadas em morcilla embalada a vacuo ¢ armazenada em diferentes
condigdes isotérmicas, pelos métodos de CP e de TagMan'" qPCR.

v

Respostas
e Modelos preditivos convencionais ¢ moleculares para descrever o crescimento de BAL
deteriorantes, em meio de cultivo ¢ em produto cameo, em diferentes condi¢es isotérmicas de
cultivo.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

As bactérias 4acido-lacticas (BAL) sdo um grupo de bactérias Gram-positivas
(HOLZAPFEL et al., 2001; AXELSSON, 2004), anaerobias facultativas, microaerofilas, com
morfologia de cocos ou bacilos ndo esporulados, imoveis e catalase negativa. Obtém sua energia
pela fermentacdo da glicose, produzindo acido lactico como maior produto da fermentacdo
(MASSAGUER, 2006; EVANGELISTA, 2008; GEITENES et al., 2013).

Este grupo ¢ composto por quinze géneros pertencentes ao filo Firmicutes: Aerocococcus,
Atopobium, Bifidobacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Qenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus e Weissella (JAY, 2005; MAYO; SINDEREN; VENTURA, 2008).

As BAL tém sido utilizadas na producdo de alimentos fermentados e bebidas por séculos,
contribuindo para o sabor, a seguranca microbiana, aumento da vida util, melhoria da textura e o
perfil sensorial dos produtos (AXELSSON; AHRNE, 2000; LEROY; DE VUYST, 2004). Essas
bactérias tém recebido atencdo consideravel por controlar perigos microbioldgicos e desenvolver
novas ferramentas para biopreservagido (SCANNELL et al., 2000; LEONARD et al., 2014). Muitas
dessas sdo capazes de produzir bacteriocinas com atividade antagonista especifica contra
determinado grupo de bactérias ou a diferentes espécies (NES; JOHNSBORG, 2004).

Mesmo que apresentem a capacidade de produzir 4cidos e bacteriocinas, as BAL podem
determinar a deterioragdo precoce dos alimentos, classificando-as também como um grupo
microbiano associado a deterioragao de produtos carneos, processados, curados, embalados a vacuo
ou sob atmosfera modificada e armazenados sob temperaturas de refrigeracdo (BORCH; KANT-
MUERMANS; BLIXT, 1996; SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS, 2000a; CHENOLL et al.,
2007).

As BAL deteriorantes podem causar efeitos indesejados, como sabores estranhos,
descoloragdo, produgdo de gas, odor &cido, diminui¢dao do pH, a producdo de exsudato branco e a

producdo de limo (DAINTY; MACKEY, 1992; BORCH; KANT-MUERMANS; BLIXT, 1996;
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KORKEALA; BJORKROTH, 1997; EGAN; SHAY; ROGERS, 1998; SAMELIS et al., 1998;
SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS, 2000a,b; AUDENAERT, et al., 2010; SANTOS et al.,
2003). Isso reduz a vida util desses produtos e, consequentemente, leva ao desperdicio de alimentos
e a perdas econdmicas significativas para as industrias. Assim, € relevante avaliar o comportamento
das BAL durante a vida util de produtos carneos cozidos e embalados a vacuo.

A velocidade com que os efeitos indesejaveis ocorrem ¢ dependente de uma combinacao
de fatores intrinsecos e extrinsecos, como a composi¢do do produto, o0 método de embalagem e,
principalmente, a temperatura de armazenamento (BORCH; KANT-MUERMANS; BLIXT,
1996). Varias publicagdes relataram a identificagdo de BAL na microbiota natural de carne fresca
e produtos carneos, e as espécies frequentemente isoladas sdo L. sakei, L. plantarum, Lactobacillus
curvatus, L. mesenteroides ¢ W. viridescens (BORCH et al., 1988; ROVIRA et al., 1997,
PARENTE; GRIECO; CRUDELE, 2001; MARTIN et al., 2006; DIEZ et al., 2009a).

4.1.1 Géneros Weissella spp., Leuconostoc spp. e Lactobacillus spp.

Filogeneticamente, os géneros Weissella e Leuconostoc pertencem ao reino Bacteria, filo
Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e familia Leuconostocaceae. Ambos os géneros
sdo Gram-positivos, catalase e oxidase negativos, anaerobios facultativos e ndo formadores de
esporos (BIORKROTH; HOLZAPEL, 2006). O género Lactobacillus pertence ao reino Bacteria,
filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e familia Lactobacillaceae (GARRITY;
BELL; LILBURN, 2004).

O género Weissella e o género Leuconostoc estdo intimamente relacionados entre si, assim
como os géneros Fructobacillus e Oenococcus. Originalmente, todos estes géneros se incluiam no
grupo denominado Leuconostoc. Mediante as analises dos genes /65 e 23S rRNA, diversos autores
como Martinez-Murcia e Collins (1990) e Martinez-Murcia, Harland e Collins (1993) revelaram
que o grupo Leuconostoc se dividia em trés linhagens: Leuconostoc sensu stricto, Leuconostoc
paramesenteroides e Leuconostoc oenus. Porém, foi Collins et al. (1993) que classificaram o
género L. paramesenteroides e espécies atipicas de Lactobacillus spp. (Lactobacillus confuses,
Lactobacillus halotolerans, Lactobacillus kandleri, Lactobacillus minor e Lactobacillus

viridescens) em um novo género denominado Weissella. Da mesma forma, Dicks, Dellaglio e
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Collins (1995) reclassificaram a L. oenus dentro do género Oenococcus oeni e, mais tarde, Endo e
Okada (2008) incluiram as espécies Leuconostoc durionis, Leuconostoc ficulneum, Leuconostoc
fructosum e Leuconostoc pseudoficulneum no novo género Fructobacillus. Posteriormente, estudos
filogenéticos demostraram que os géneros Leuconostoc, Weissella, Oenococcus e Fructobacillus
se encontram completamente definidos (CHELO; ZE-ZE; TENREIRO, 2007, 2010).

O género Weissella esta formado por 19 espécies (Quadro 4.1) (FUSCO et al., 2015). A
morfologia das espécies deste género varia de células esféricas ou lenticulares a bastdes irregulares,
sdo ndo-formadoras de esporos, Gram-positivas, catalase-negativas, obrigatoriamente
heterofermentativas e anaerobicas facultativas. A principal rota metabolica das bactérias acido-
laticas ¢ a conversdo fermentativa de acucares presentes nas matérias-primas in natura em acido
latico, peptideos antimicrobianos, exopolisacarideos e uma variedade de outros metabdlitos,
colaborando no controle de outros microrganismos indesejaveis no meio, como leveduras
(CROWLEY; MAHONY; VAN SINDEREN, 2012; LONGHI, 2016). Elas podem produzir
isomeros de D (-) ou DL de 4cido lactico como produtos de fermentagdo da glicose, variando sua
capacidade de fermentar a arginina em funcdo da espécie. Sua temperatura de crescimento varia
entre 15 °C e 45 °C (BJORKROTH; DICKS; HOLZAPFEL, 2009) e pode crescer em temperaturas
de refrigeragdo entre 4 °C e 8§ °C (DALCANTON, 2010; CAMARGQO, 2015; MARTINS, 2015).

Espécies de Weissella spp. podem existir em ambientes muito diversos. Elas sdo
frequentemente isoladas de material vegetal, como legumes frescos, mandioca e silagem (WANG;
NISHINNO 2008), graos de cacau (De BRUYNE et al., 2008), assim como de carne e produtos
carneos (MILBOURNE 1983; COLLINS etal., 1993; HAN etal., 2010; PATTERSON et al., 2010;
DOULGERAKI et al., 2012; KESMEN et al., 2012), de peixes (TANASUPAWAT, 2000; LIU et
al. 2009), de Kimchii (CHOI et al., 2002; LEE et al., 2002), de especiarias da Maldasia
(BJORKROTH et al. 2002) e do solo (MAGNUSSON et al. 2002). Weissella spp. sdo geralmente
consideradas ndo patogénicas (WALTER, 2001; BJ: ORKROTH et al., 2002; LIU et al., 2009).

O género Leuconostoc esta formado por 12 espécies (Quadro 4.2). Estas espécies
apresentam uma morfologia varidvel que vai desde cocos a formas ovais que se apresentam em
duplas ou em cadeias curtas, sdo imoveis, heterofermentativas, produtoras de D (-) 4cido lactico na
fermentacdo da glucose e incapazes de hidrolisar arginina. Sdo bactérias mesofilas com uma

temperatura 6tima de crescimento entre 20 e 30 °C podendo crescer a uma temperatura minima
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para a maioria das espécies de 5 °C e com um pH 6timo de crescimento de 6,5 (HOLZAPFEL et

al., 2009)

Quadro 4.1 - Espécies identificadas dentro do género Weissella.

Espécie Origem Referéncia
W. beninenses Mandioca fermentada Padonou et al. (2010)
W. ceti Baleias-de-bico (Ziphiidae) Vela et al. (2011)
W cibaria Produtos fennent'ado.s e amostras clinicas Bjorkroth et al. (2002)
de humanos e animais
W. confusa Cana de agucar Holzapfel e Kandler (1969)
W. diestrammenae Intestino de grilos Oh et al. (2013)
W. fabalis Fermentacdo de grdos de cacau Snauwaert et al. (2013)
W. fabaria Fermentacdo do cacau de Gana De Bruyne et al. (2010)

W. ghanensis

Fermentagdo do cacau de Gana

De Bruyne et al. (2008)

W. halotolerans

Salsichas

Kandler, Schillinger e Weiss
(1983)

W. hellenica

Salsichas fermentadas

Collins et al. (1993)

W. kandleri

Deserto de Namibia

Holzapfel e Van Wyk (1982)

W. koreensis Kimchi Lee et al. (2002)

W minor Leite 5&;1;%1;r, Schillinger e Weiss
W. oryzae Arroz Tohno et al. (2013)

W. paramesenteroides | Silagem Garvie (1967)

W. soli Terra Magnusson et al. (2002)

W. taj-apis Mel Tajabadi et al. (2012)

W. thailandensis

Peixe fermentado (pla-ra e pla-chom)

Tanasupawat et al. (2000)

W. viridescens

Produtos carneos curados

Niven e Evans (1957)

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Bactérias dos géneros Weissella e Leuconostoc sdo encontradas associadas com uma
ampla variedade de produtos a base de carne, incluindo a carne fresca embalada a vacuo, bem como

os produtos carneos processados e fermentados (HAN et al., 2010; DIEZ et al., 2009c¢).
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Espécie Origem Referéncia

L. carnosum Carne refrigerada Shaw e Harding (1989)

L. citreum Mel Farrow, Facklam e Collins
' (1989)

L. fallax Chucrute i\;lggt(l)r)lez—Murma e Collins

L. gelidum Carne refrigerada Shaw e Harding (1989)

L. holzapfelii Fermentacao do café De Bruyne et al. (2007)

L. inhae Kimchi Kim et al. (2003)

L. kimchii Kimchi Kim, Chun e Han (2000)

L. lactis Leite Garvie (1986)

L. mesenteroides Solugdo de beterraba agucareira Garvie (1986)

L. miyukkimchii

Algas (Undaria pinnatifida) kimchii

Lee et al. (2012)

Ehrmann, Freiding e Vogel

L. palmae Vinho de coco (2009)
L. pseudomesenteroides Suco de cana de agucar fla ;g(;\;v, Facklam ¢ Collins

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

O género Lactobacillus é representado por mais de 100 espécies e subespécies, ocupando
diversos ambientes onde se encontram carboidratos fermentéveis, como vegetais, produtos lacteos
fermentados e queijos (FELIS; DELLAGLIO, 2007). O grupo L. plantarum compreende 5 espécies
(Quadro 4.3), das quais 2 espécies, Lactobacillus fabifermentans e Lactobacillus xiangfangensis
foram descritas em 2009 e 2012, respectivamente. Esse grupo ¢ muito homogéneo em termos de

caracteristicas metabolicas, uma vez que os membros sdo heterofermentativos facultativos.

Quadro 4.3 - Espécies identificadas dentro do grupo Lactobacillus plantarum.

Referéncia
Zanoni et al. (1987)
Orla-Jensen (1919)

Origem
Carne refrigerada
Saliva humana

Espécie
L. pentosus
L. plantarum

L. paraplantarum Cerveja Curk, Hubert e Bringel (1996)
L. fabifermentans Cacau fermentado Bruyne et al. (2009)
L. xiangfangensis Picles Gu et al. (2012a)

Fonte: Elaborada pelo autor (2019)

4.1.2 A espécie Weissella viridescens
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O crescimento da espécie W. viridescens ¢ fortemente influenciado pela temperatura de
armazenamento, mesmo em condi¢des de refrigeracdo (KOUTSOUMANIS et al., 2006; CAYRE;
VIGNOLO; GARRO, 2007). Vérios estudos relataram que a capacidade dessa espécie de resistir a
tratamentos térmicos (com Deo°c = 14,7 min em mortadela de carne) e de alta pressao (400 a 600
MPa a 22 °C durante 10 min), e de crescer a temperaturas de refrigeragdo, favorece o crescimento
em produtos carneos, resultando, assim, na sua deterioragdo (COMI; IACUMIN, 2012; HAN et al.,
2010, 2011; PEIRSON; GUAN; HOLLEY, 2003; SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS, 2000a;
VRCHLABSKY; LEISTNER, 1971). Essa espécie foi isolada de carne moida, artificialmente
inoculada e cozida durante 5 min a 80 °C (LORINCZ; INCZE, 1961). A resisténcia térmica
relativamente alta dessa espécie resulta das boas capacidades adaptativas de W. viridescens para
sobreviver ao tratamento térmico (BORCH; KANT-MUERMANS; BLIXT, 1996, MILBOURNE,
1983).

Numerosos estudos tém associado W. viridescens aos processos de deterioragdo de lombo
suino defumado e embalado a vacuo, bacon, mortadela, salsichas embaladas a vacuo sob-
refrigeracdo (SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS, 2000a), salsicha de sangue tipica da Espanha
(morcilla) (KOORT et al, 2005; DIEZ et al., 2009b; GOMEZ-ROJO et al., 2015), filés de peito de
peru cozido embalado a vacuo (SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS, 2000b) e salsichas cozidas
a vacuo (IACUMIN et al., 2014).

Uma pesquisa no banco de dados Scopus para "Weissella viridescens", realizada em 06 de
setembro de 2019, revelou 96 artigos sobre esse microrganismo, destacando a presenca de
W. viridescens como deteriorante de produtos carneos (COMI; TACUMIN, 2012; HAN et al., 2011;
HU et al., 2009; SANTOS et al., 2005b) e o seu potencial como iniciador, probidtico ou produtor
de bacteriocina (CASTILHO et al, 2019 SAEZ; FLOMENBAUM; ZARATE, 2018;
PAPAMANOLI et al., 2003).

Comi e lacumin (2012) investigaram a deterioracdo em presuntos cozidos, causada pelo
crescimento de W. viridescens. Esses presuntos deteriorados tinham um ligeiro sabor a vinagre
porque as espécies do género Weissella produzem acido acético durante a fermentagdo. Os mesmos
autores também estudaram as propriedades fisiologicas de isolados de W. viridescens e avaliaram
o crescimento de Weissella spp. em 6 e 8% de NaCl. O ambiente de NaCl a 6% ndo evitou o

crescimento de Weissella spp. e 80% das cepas cresceram mesmo em 8% de NaCl. Comi e [acumin
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(2012) também observaram que W. viridescens foi capaz de crescer em temperaturas de
refrigeragdo de 8, 6 ¢ 4° C e com tempos de geracdo de 5, 12 e 20 h, respectivamente. Assim, o
reconhecimento precoce de W. viridescens ¢ uma questdo fundamental para garantir a qualidade

dos produtos carneos.

4.1.3 A espécie Leuconostoc mesenteroides

A espécie L. mesenteroides esta formada por 4 subespécies, que sdo L. mesenteroides
subsp. cremoris, L. mesenteroides subsp. dextranicum, L. mesenteroides subsp. mesenteroides e
L. mesenteroides subsp. suionicum (GARVIE, 1983; GU et al., 2012b). Essa espécie foi descrita
por diversos autores como uma das principais BAL responsaveis pela deterioragdo de produtos
carneos cozidos e embalados a vacuo como presunto, peitos de pavao cozidos e curados, filés de
pavao cozidos e morcilla, devido ao seu rapido crescimento e a sua capacidade de crescer a
temperaturas de refrigeragdo (SAMELIS; KAKOURI; REMENTZIS, 2000a,b; CHENOLL et al.,
2007; DIEZ et al., 2009c; COMI; TACUMIN, 2012). Esses produtos devem ser mantidos em
temperaturas de refrigeracdo e, geralmente, sdo embalados a vacuo ou em atmosfera modificada
para estender sua vida util, embora isso seja limitado a um maximo de algumas semanas

(KAMENIK et al., 2015).

4.1.4 A espécie Lactobacillus plantarum

A espécie L. plantarum ¢ uma bactéria mesofila com a capacidade para crescer a
temperaturas desde 4 °C até 45 °C, na presenca de 4 a 6% de NaCl e em valores de pH entre 4 ¢ 9
e pertence as espécies heterofermentativas facultativas capazes de fermentar pentoses (SOMBOON
etal., 1992; SALMINEN; VON WRIGHT, 1993; DALCANTON, 2010; CAMARGO et al., 2018).
Segundo Aymerich et al. (2003), L. plantarum é uma espécie frequentemente isolada de produtos
carneos fermentados. Chenoll et al. (2007) relataram que, em amostras de produtos carneos
cozidos, embalados a vacuo e armazenados por um tempo excepcionalmente longo (8 meses),

L. plantarum tornou-se a espécie dominante.
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4.1.5 Espécies deteriorantes de morcilla

As salsichas de sangue sdo produtos carneos cozidos, populares e conhecidos em muitas
partes do mundo como morcilla (CACHALDORA et al., 2013), prieta (GONZALEZ-SCHNAKE;
NOVA, 2014), morcela de arroz (PEREIRA et al., 2015) e sanganel (IACUMIN et al., 2017). Esse
tipico produto carneo cozido foi escolhido como representativo por conter uma matriz complexa,
que o torna mais sensivel a deteriora¢do. Além disso, a morcilla de Burgos embalada a vacuo (MB),
produzida no norte da Espanha, ¢ uma das tipicas salsichas de sangue mais estudadas quanto a
deterioragdo ¢ a microbiota (DIEZ et al., 2008a; 2009a, 2009b; KOORT et al., 2006; SANTOS et
al., 2005a).

A populagdo microbiana deteriorante de MB provavelmente inclui W. cibaria, L. lactis,
L. citreum, L. sakei, e as espécies L. mesenteroides e W. viridescens, que foram relatadas como as
principais BAL responsaveis pela deterioragdo de MB (DIEZ et al., 2008b; 2009¢c; SANTOS et al.,
2005b). Assim, a MB ¢ um importante produto carneo que pode ser utilizado para os testes de vida

util baseados no crescimento das espécies L. mesenteroides e W. viridescens.

4.2 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

A microbiologia preditiva ¢ uma ferramenta essencial para modelar o crescimento
bacteriano e predizer o comportamento microbiano em alimentos, garantindo a seguranca e a
qualidade dos produtos (McMEEKIN; ROSS, 1996). De acordo com Whiting e Buchanan (1993),
a abordagem tradicional na modelagem preditiva segue um processo de duas etapas: modelagem
primaria e secundaria.

Modelos primarios representam a dindmica das populagdes microbianas em funcdo do
tempo, sob condi¢des ambientais e de cultivo constantes (McKELLAR; LU, 2004), como os
modelos de Baranyi e Roberts (BARANYI; ROBERTS, 1994), Logistico modificado por
Zwietering et al. (1990) (KREYENSCHMIDT et al, 2010) e de Gompertz modificado
(ZWIETERING et al., 1990). A estimativa dos parametros ajustaveis desses modelos (yo, 4, tmax €
Ymaxou A) pode ser realizada com diferentes abordagens (LONGHI, 2016).
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Na modelagem secundaria, um modelo apropriado ¢ usado para descrever o efeito de
mudancas ambientais, por exemplo, temperatura, nos parametros dos modelos primarios (HUANG,
2017 e ROSS e DALGAARD, 2004).

Os modelos de microbiologia preditiva sdo diversos e ajudam a responder a muitas
perguntas feitas pela industria de alimentos e avaliadores de risco: qual € o potencial de crescimento
durante o resfriamento? qual ¢ a eficacia do processo de pasteurizacao? qual € a dose para quais

consumidores estdo expostos no final da vida til? (GUILLIER, 2016).

4.2.1 Aplicacio da microbiologia preditiva na deterioracio de produtos carneos

A deterioragdo da carne e produtos carneos embalados a vacuo, durante o processamento,
distribuicdo, armazenamento e venda para o consumidor, ¢ um assunto de grande interesse na
literatura (NYCHAS et al., 2008). Esses produtos apresentam normalmente uma carga inicial de
BAL em torno de 10 a 103 UFC/g (PARENTE; GRIECO; CRUDELE, 2001; KOUTSOUMANIS
et al., 2006) e o limite critico estabelecido para a deterioragdo é de 10° a 10’ UFC/g (BERRUGA;
VERGARA; LINARES, 2005; DJENANE et al., 2005; VERMEIREN et al., 2005; DIEZ et al.,
2008a, 2009c; SLONGO et al., 2009; IRKIN et al., 2011).

A microbiologia preditiva ¢ uma ferramenta importante para descrever o comportamento
dos organismos deteriorantes, assim como a progressdo dos processos de deterioragdo nos
alimentos (McMEEKIN; ROSS, 1996). Modelos do tipo sigmoide, como o modelo de Baranyi e
Roberts (BARANYI; ROBERTS, 1994), t€ém sido comumente usados como modelo priméario a fim
de ajustar-se aos dados de crescimento microbiano para determinar os pardmetros cinéticos, tais
como a velocidade maxima especifica de crescimento e a duragdo da fase de laténcia (lag)
(DALCANTON et al., 2013; LONGHI et al., 2014; MENEZES et al., 2018).

A maioria dos modelos para a predi¢do da vida util desenvolvidos para produtos
refrigerados descrevem o crescimento dos microrganismos especificos de deterioragdo em fungao
da temperatura, porque esse ¢ o fator de influéncia mais importante na vida til (ZWIETERING et
al., 1991; McMEEKIN; ROSS; OLLEY, 1992; LONGHI et al., 2013; TARLAK; OZDEMIR;
MELIKOGLU, 2018). Esses modelos ja foram utilizados para descrever o comportamento de BAL

em diversos produtos caernos, conforme apresentado no Quadro 4.4 abaixo.
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Quadro 4.4 — Bactérias acido-lacticas estudadas em diferentes tipos de produtos carneos por meio da
modelagem preditiva.

Microrganismo Alimento Referéncia
Presunto cozido, fatiado e embalado a Menezes et al. (2018)
vacuo
Carne bovina crua embalada a vacuo Lietal. (2013), Liu; Yang; Li (2013)
Carne suina Liu et al. (2006)
Microbiota Presunto tratato por alta pressio Slongo et al. (2009)

natural de BAL hidrostatica
Emulsoes de carne cozidas, embaladas a Cayré; Vignolo; Garro (2003)

VAcuo
Salsichas irlandesas cozidas, embaladas a | Feng et al. (2014)
Vacuo
L. plantarum Carne suina cozida, moido e embalado a Dalcanton et al. (2013)
Vacuo
L. mesenteroides | Peito de frango, peito de peru e presunto Zurera-Cosano et al. (2005, 2006)
W. viridescens Presunto comercial fatiado e embalado a | Silva et al. (2017), Longhi et al.
vacuo (2018)

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Embora a maioria dos dados brutos para modelagem preditiva tenha se originado de
métodos microbiologicos tradicionais, a abordagem ¢ demorada e trabalhosa. Além disso, esses
métodos apresentam, ainda, baixa reprodutibilidade para diferenciar o crescimento de bactérias
dominantes, subdominantes e inibidas presentes em uma matriz alimentar, como por exemplo a
microbiota natural de produtos carneos (CHENOLL et al., 2007).

A microbiologia preditiva tem potencial para se tornar uma ferramenta ainda mais
importante, dando suporte & seguranga microbiologica dos alimentos. Modelos mais precisos
podem ser gerados através de novos métodos analiticos que facilitam a caracterizagdo rapida de
microrganismos, bem como a aquisicdo de um grande conjunto de dados. Como exemplo de
avancos recentes, pode-se destacar o emprego de modelos biologicamente interpretdveis que
retratam novos parametros ambientais, modelos que levam em conta a interacdo microbiana em
alimentos, a introdu¢do de métodos analiticos e o uso de técnicas moleculares que irdo ajudar a
caracterizar a variabilidade genética observada entre as espécies microbianas (AKKERMANS et
al., 2016; HINGSTON et al., 2017; MEJLHOLM; BOKNZS; DALGAARD, 2015; MOCALI et
al., 2017; QUINTO; MARIN; SCHAFFNER, 2016).
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De acordo com McMeekin et al. (2008), microbiologistas preditivos serdo confrontados
com novos desafios experimentais, e informacgdes fisiolégicas e moleculares estardo cada vez mais

disponiveis para incorpora¢do em modelos.

4.3 METODOS DE QUANTIFICACAO DE BAL

Os métodos microbioldgicos tradicionais dependentes de cultivo, utilizados para a
deteccdo e a enumeragdo da presenca de BAL, sdo baseados em plaqueamento em agar de Man,
Rogosa e Sharpe (MRS) (DE MAN; ROGOSA; SHARPE, 1960) de uma dilui¢do adequada do
alimento homogeneizado e em incubag¢do do mesmo sob condigdes especificas de concentragdo,
tempo e temperatura.

O método de plaqueamento para o isolamento de BAL tem certas limita¢gdes, como a baixa
reprodutibilidade e, nem sempre, representa a composi¢do microbiana da amostra, posto que ele
ndo ¢ capaz de detectar bactérias estressadas, fracas ou aquelas que introduzem um estado de
viabilidade nao cultivavel (do inglés, Viable But Non-Culturable, VBNC). Virios fatores
influenciam esse estado, como a disponibilidade de nutrientes, mudangas de pH, temperaturas
baixas e tratamentos térmicos. Apesar de serem metabolicamente ativas, vidveis e capazes de
produzir alteragdes sensoriais, bactérias sob essas condi¢des ndo produzem coldnias no meio de
cultura proposto para o seu crescimento, seletivo ou nao seletivo (FLEET, 1999; SCHILLINGER
et al., 2006). Assim, apos o cultivo das BAL, sua identificacdo ¢ necessaria por meio da aplicacao
de técnicas fenotipicas ou genotipicas (HAN et al., 2011).

Os métodos fenotipicos t€ém sido amplamente utilizados para a identificacdo de BAL. Sdo
fundamentados em caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas, tais como a morfologia
das células, o crescimento a temperaturas diferentes, o modo de fermentagdo da glicose, a
configura¢do de 4cido lactico, a fermentacdo de varios carboidratos, de ésteres metilicos e de
compostos nitrogenados, bem como a composi¢ao proteica e de acidos graxos da parede celular ou
da célula inteira. Essas técnicas sdo pouco reprodutiveis, ambiguas, com pouca resolucao
taxondmica, permitindo, em alguns casos, a diferenciacdo em relagdo ao género, porque eles
simplesmente ndo sdo capazes de expressar toda a informagao contida no genoma (MOHANIA et

al, 2008; SAMELIS et al., 1998; SCHILLINGER et al., 2006; TEMMERMAN; HUYS; SWINGS,
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2004). Como resultado, houve um aumento no uso de varias técnicas genotipicas para a
identificacdo e a caracterizacdo de BAL que geram uma classificacdo mais robusta e uma melhor
diferenciagdo no ambito de espécie dessas bactérias (TEMMERMAN et al., 2004).

Numerosas técnicas genotipicas foram utilizadas para identificar BAL e sdo baseadas no
sequenciamento das regides /6S ou 23S rDNA e as técnicas de fingerprinting (SCHILLINGER et
al., 2006). Essas tltimas englobam técnicas como a amplificagdo aleatoria de DNA polimorfico
(do inglés, Randomly Amplified Polymorphic DNA, RAPD) (AYMERICH et al., 2006), a andlise
de restricdo do DNA ribossomal amplificado (do inglés, Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis, ARDRA) (BONOMO et al, 2008), a analise de polimorfismo de fragmento amplificado
(do inglés, Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP) (GIRAFFA; NEVIANI, 2000;
POTHAKOS et al, 2014), a amplificagdo por PCR palindromico extragénico repetitivo (do inglés,
Repetitive Extragenic Palindromic-PCR, rep-PCR) (VASILOPOULOS et al., 2008), a ribotipagem
(do inglés, ribotyping) (SANTOS et al., 2005b; VIHAVAINEN et al., 2007) e a eletroforese em
gel de campo pulsado (do inglés, Pulsed-field Gel Electrophoresis, PFGE) (DOULGERAKI et al.,
2010; DIEZ et al., 2008b; ERCOLINI et al., 2010), a eletroforese em gel de gradiente de
temperatura (do inglés, Temperature Gradient Gel Electrophoresis, TGGE) (COCOLIN et al.,
2000), o pirosequenciamento (ERCOLINI et al., 2011), a hibridagao in situ fluorescente (do inglés,
Fluorescent in situ Hybridization, FISH) (ERCOLINI; HILL; DODD, 2003) e o sequenciamento
em massa (do inglés, High-Throughput Sequencing, HTS) (ERCOLINI, 2013).

Os métodos moleculares apresentam muitas vantagens em relacdo aos métodos
convencionais para identificagdo e quantificacdo de bactérias em alimentos. Sdo mais rapidos,
sensiveis e especificos e, ainda, permitem a detec¢do de populagdes dominantes e subdominantes
em cultura mista (POSTOLLEC et al., 2011). Dentre esses métodos, o método de qPCR (do inglés:
quantitative Polimerase Chain Reaction) tem demonstrado grande potencial devido a sua elevada
especificidade e sensibilidade (NOGVA et al., 2000; RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2004) na
identificacdo e na quantifica¢do de bactérias em varios alimentos (PAUL et al., 2015; MAKINO;
FUJIMOTO; WATANABE, 2010; SAKAMOTO et al., 2011).
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4.4 METODO DE PCR QUANTITATIVO (qPCR)

O método de qPCR foi descrito, em 1993, por Higuchi e colaboradores (HIGUCHI et al.,
1993) que, ao acoplarem uma camara de video CCD (do inglés, charge-coupled device) de modo
a monitorar a PCR durante todos os ciclos, podiam detectar o aumento da fluorescéncia durante a
reacdo, devido a ligagdo do brometo de etidio as moléculas de DNA de dupla fita recém-
sintetizadas. Além disso, o qPCR requer uma plataforma de instrumentagdo que contém um
termociclador, com sistema Optico para a excitagdo e capta¢do da emissdo da fluorescéncia e um
computador com software proprio para a aquisicao de dados e andlise final da reagdo (OLIVEIRA,
2009).

Os produtos de reacdo sdo analisados em um estagio inicial do processo de amplificacao,
quando a reac¢do ainda esta na fase exponencial, onde se prevé uma eficiéncia de aproximadamente
100 %, ou seja, € nesta fase que a relacdo entre a quantidade de produto e do input de DNA ¢,
provavelmente, mais consistente, permitindo uma quantificagdo mais precisa do que a do final da
reagdo (HEID et al., 1996; OLIVEIRA, 2009; STRACHAN; READ, 2013).

Existe um ponto na reacdo onde o nivel de fluorescéncia atinge o limiar da fase
exponencial, definido pelo sofiware do qPCR. Esse ponto corresponde ao nimero de ciclos
necessarios para que a fluorescéncia da reagdo seja detectavel, isto €, que cruze o limiar do ciclo
de amplificacdo (do inglés, cycle threshold, Cr) (BUSTIN, 2000; NICKLAS; BUEL, 2003;
KUBISTA et al., 2006).

A quantificacdo do nimero exato de moléculas (nimero de copias de DNA ou nanogramas
de DNA) ¢ feita a partir de uma curva-padrdo, obtida ap6s analises em amostras de concentragdo
conhecida. Para tal, os valores de Cr sdo projetados num grafico Cr versus o logaritmo da
concentragcdo de DNA (concentragdo conhecida) (PELT-VERKUIL et al., 2008).

As curvas de amplificagdo utilizando qPCR sao divididas em trés fases que dependem da
variagdo de temperatura (Figura 4.1). Na primeira fase, ocorre a desnaturacdao da dupla hélice de
DNA por aquecimento elevado entre 94 °C e 96 °C, originando duas fitas separadas. Em seguida,
a temperatura ¢ reduzida para o anelamento dos iniciadores (curta sequéncia de oligonucleotideos)
com as duas fitas de DNA separadas. A temperatura de anelamento depende da sequéncia dos

iniciadores e da forca idnica da solugdo (KUBISTA et al., 2006). Durante a fase de extensdo, a
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temperatura € elevada no intervalo de 72 °C a 76 °C, no qual as enzimas DNA polimerases (como
por exemplo, a Taq DNA polimerase) tem a sua atividade maxima, permitindo a extensdo dos

iniciadores e uma nova fita de DNA sera criada.

Figura 4.1- Diagrama esquematico das fases de um ciclo da técnica da PCR.
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A detecgdo da amplificagdo de qPCR ¢ baseada no uso de corantes intercalantes (por
exemplo, SYBR®™ Green) que se ligam a dupla fita de DNA ou com o uso de sondas de hidrolises
especificas (por exemplo, TagMan'") para uma regido da molécula que esta sendo amplificada, por
meio da absor¢do e emissdo de luz em um comprimento de onda especifico (MACKAY et al,,
2007; PELT-VERKUIL et al., 2008).

Varios ensaios de qPCR j4 foram publicados para a deteccdo e a quantificagio de BAL
deteriorantes, como a contagem total de BAL em cerveja (HAAKENSEN et al., 2007), de L. sakei
em carne e salsichas fermentadas (MARTIN et al., 2006), de L. mesenteroides em carne de porco
marinada da Espanha (ELIZAQUIVEL; CHENOLL; AZNAR, 2008), de W. viridescens em
morcilla (GOMEZ-ROJO et al., 2015) e de L. plantarum deteriorante de vinhos (KANTOR et al.,

2016). A maioria desses protocolos de quantificacio de BAL utiliza sondas de hidrdlises
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especificas (por exemplo, TagMan™) para uma regido da molécula que esta sendo amplificada. No
entanto, o corante SYBR® Green é predominantemente usado para a detec¢do e a quantificagdo de
acidos nucléicos, devido ao seu design simples, a facil configurag¢do e ao baixo custo, porque nao
ha necessidade de desenhar e sintetizar uma sonda. Além disso, poucos desses protocolos
consideram as interagdes microbianas ocorrentes durante a deterioragdo dos alimentos.

O gPCR tem sido usado para detectar e quantificar BAL em nivel de género ou espécie,
como Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus e Leuconostoc em varias matrizes alimentares
(ELIZAQUfVEL; CHENOLL; AZNAR, 2008; ACHILLEOS; BERTHIER, 2013; LU et al., 2015).
Apesar do potencial deste método, poucas pesquisas foram relatadas sobre o uso de qPCR para
construir curvas de crescimento de Weissella spp. em produtos alimenticios. Gémez-Rojo et al.
(2015) relataram o desenvolvimento de um novo procedimento de TagMan™ gPCR baseado em
uma sequéncia do gene recN, que pode ser usado para detectar e quantificar W. viridescens em
matrizes de alimentos. Zhao et al. (2014) desenvolveram um método de SYBR® Green qPCR para
a deteccdo de Weissella spp. em abobora fermentada. Camargo (2015) aplicou modelos
matematicos para descrever o crescimento da cultura mista das BAL L. sakei, L. plantarum e
W. viridescens obtido pelo método de CP e de SYBR® Green qPCR, no entanto, ambos os métodos

ndo apresentaram a especificidade necessaria para a diferenciagdo dessas bactérias.

4.4.1 SYBR® Green qPCR

Dentre as técnicas utilizadas em gPCR, o sistema SYBR® Green ¢ um dos mais utilizados,
pois ele apresenta vantagens como baixo custo, facilidade na utilizagdo e alta sensibilidade de
deteccio (MACKAY et al., 2007). Em contrapartida, esse sistema apresenta como principal
desvantagem a capacidade de gerar fluorescéncia na presenga de qualquer dupla fita de DNA
(Figura 4.2), sendo necessarios testes adicionais, como a analise da curva de melting (curva de
fusdo) para confirmar a amplificagdo de um fragmento especifico de acordo com o seu tamanho
(BUSTIN, 2000; PAUDEL et al., 2011). O uso dessa analise elimina a necessidade de eletroforese
em gel de agarose, pois a temperatura de melting (Twm) do fragmento especifico ¢ analoga a detecgdo
de uma banda eletroforética (GIGLIO et al., 2003). A Tm ¢ definida como a temperatura na qual
50% do fragmento de DNA estd em uma configuragdo de dupla fita (RIRIE et al., 1997).
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Figura 4.2 - Mecanismo de ag¢io do corante intercalante SYBR® Green.

Fonte: adaptado de Gasparic et al. (2010)

Os protocolos de qPCR baseados na tecnologia SYBR® Green tém sido cada vez mais
utilizados para identificacdo e quantificagdo precisas e confidveis de microrganismos, como BAL
e bifidobactérias em leites fermentados (GARCIA-CAYUELA et al., 2009), Shigella spp. em
amostras de alimentos (MOKHTARI et al ., 2013), Escherichia coli em carne (BRUSA et al., 2015),
L. plantarum deteriorante de vinhos (KANTOR et al., 2016) e Lactobacillus paracasei em iogurte
(ILHA et al., 2016). No entanto, com a necessidade crescente de estudos da interacdo de bactérias
em uma microbiota natural, esta se tornando mais importante detectar multiplos alvos de interesse
na mesma reagdo. Nesse caso, devem ser realizadas as reagdes de multiplexacdo, utilizando sondas

marcadas com diferentes fluoroforos.

4.4.2 TagMan"™ qPCR

A amplifica¢do dos produtos de qPCR por meio do sistema de sonda, como TagMan"",
utiliza a enzima DNA polimerase para produzir um sinal fluorescente. A sonda TagMan™ € um
oligonucleotideo complementar ao fragmento que se deseja amplificar, marcado com um
fluoréforo reporter na extremidade 5° e um quencher (supressor) na extremidade 3°. Na presenca
do DNA alvo, a sonda se liga na regido interna aos iniciadores durante a etapa de anelamento, e os
produtos da reacdo sdo detectados pela fluorescéncia gerada apos a atividade exonuclease 5'—3'
da DNA polimerase (Figura 4.3) (RODRIGUEZ et al., 2005; ZHANG et al., 2007). A grande
vantagem da sonda TagMan™ ¢ a multiplexacdo (qPCR multiplex), em que varios produtos sdo
amplificados na mesma reacdo e detectados em paralelo (KUBISTA et al., 2006), além da elevada

sensibilidade, especificidade e menor risco de contaminagdo (LAUBE et al, 2010). Em

contrapartida, os ensaios multiplex sdo mais dificeis de projetar, pelo fato de exigirem o desenho
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de iniciadores e sondas compativeis com temperaturas de anelamento semelhantes e sem a

formagdo de dimeros de iniciador/sonda (FUCHS et al, 2013).

Figura 4.3 - Mecanismo de acdo da sonda de hidrélise TagMan™.
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Fonte: adaptado de Gasparic et al. (2010)

Varios ensaios utilizando a sonda TagMan™ ja foram publicados para a detec¢do e
quantificacio de L. sakei em carne e salsichas fermentadas (MARTIN et al., 2006), BAL em
cerveja (HAAKENSEN et al., 2007) e W. viridescens em morcilla (GOMEZ-ROJO et al., 2015).
Arahal et al. (2008) estudaram a diferenciagdo de espécies pertencentes a familia
Leuconostoctocaceae (Leuconostoc, Oenococcus e Weissella) e concluiram que o gene /68 rRNA
foi incapaz de distinguir espécies do género Weissella.

Em varios estudos, o qPCR foi combinado com métodos baseados em cultura para
quantificag@o de bactérias em alimentos (LUEDTKE; BOSILEVAC, 2015; ILHA etal., 2016; KIM
et al., 2017. PAPIC et al., 2017). O método de TagMan™ ¢PCR pode obter dados quantitativos
pela construg@o de curvas-padrdo, a partir de concentragdes padrdo conhecidas, diluidas em série
(RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2013). Poucos estudos utilizaram curvas-padrio para deteccdo e
quantificacio de BAL em produtos carneos (MARTIN et al., 2006; ELIZAQUIVEL; CHENOLL;
AZNAR, 2008; GOMEZ-ROJO et al 2015). No estudo relatado por Elizaquivel, Chenoll e Aznar
(2008), um novo procedimento de TagMan™ qPCR foi desenvolvido para a deteccdo e
quantificagdo especifica de L. mesenteroides subsp. dextranicum artificialmente inoculado em
produto cérneo, com base no gene alvo 23§ rRNA. Posteriormente, Gomez-Rojo et al. (2015)
desenvolveram um ensaio especifico de TagMan™ qPCR para a detecgdo e quantificagdo de

W. viridescens em morcilla, com base no gene alvo recN.
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4.5 DESCRICAO DAS SECOES

Diante do exposto, os resultados desta tese serdo apresentados nas se¢des a seguir, sendo
a Seg¢do 5 os resultados sobre o desenvolvimento de um novo protocolo de SYBR® Green gPCR
para identificagdo e quantificagcdo especifica de W. viridescens e L. plantarum, seguida da Sec¢do 6
em que serdo apresentados os resultados do uso dos métodos de SYBR® Green qPCR e de CP para
construcao de curvas de crescimento de W. viridescens e de L. mesenteroides em culturas puras e
mista, seguida da Secdo 7, em que serdo apresentados os resultados do estabelecimento de modelos
preditivos moleculares para descrever o crescimento de W. viridescens e de L. mesenteroides em
culturas puras e mista, e, por fim, a Se¢do 8 que serdo apresentados os resultados do uso combinado
dos métodos de TagMan™ gPCR e de CP para predizer o crescimento de BAL em produto carneo

embalado a vacuo.
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5. DESENVOLVIMENTO DE UM NOVO PROTOCOLO DE SYBR® Green qPCR PARA
IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO ESPECIFICA DE Weissella viridescens E

Lactobacillus plantarum

5.1 MATERIAL E METODOS

5.1.1 Microrganismos

As BAL W. viridescens ATCC 12706™ e L. plantarum ATCC 8014™ foram usadas
nesse estudo. As cepas foram adquiridas liofilizadas, da Cole¢do de Culturas Tropicais da
Fundacdo André Tosello (Campinas, Sdo Paulo, Brasil) e reidratadas em caldo Lactobacilli MRS
pH 6,5 (Difco™, Detroit, USA) (a composicao dos meios de cultura ¢ apresentada no ANEXO I).
Em seguida, foram armazenadas em microtubos livres de DNases/RNases (Kasvi, Curitiba, Brasil)

com caldo MRS contendo 20% (V/V) de glicerol a -24 °C.

5.1.2 Cultivo do pré-indculo

Para o preparo do pré-indculo, as BAL foram reativadas, individualmente, em 160 mL de
caldo MRS e incubadas, a 30 °C por 18 horas, em estufa bacterioldgica (Modelo 502, Fanem, Sao
Paulo, Brasil). Apds o periodo de incubagdo, foram coletados 2 mL do caldo MRS, assepticamente,
em camara de fluxo laminar (modelo CFLV-09, Veco, Campinas, Brasil) para as leituras da
densidade optica (DO) a 600 nm de comprimento de onda em espectrofotometro SF325NM (Bel
Engineering®, Italia). Baseando-se em estudos prévios realizados no laboratorio (DALCANTON,
2010; CAMARGQO, 2015; SEVERO, 2018), os valores da DOsoonm de 0,9 para L. plantarum e
DOsoonm de 0,38 para W. viridescens, ambas de uma dilui¢ao 1:10 corresponde a fase estaciondria

de crescimento das BAL (= 10° UFC/mL).
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5.1.3 Preparo e condi¢cdes dos cultivos

Os experimentos em cultura pura de W. viridescens e de L. plantarum foram realizados
individualmente, em duplicata, em frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 320 mL de caldo MRS
e 1% do pré-indculo (V/V), correspondendo a concentra¢do inicial de, aproximadamente, 10°
UFC/mL, confirmada por CP. As curvas de crescimento foram avaliadas a temperatura isotérmica
de 30 °C, conduzidas até a fase estacionaria de crescimento. A temperatura foi registrada a cada 1
minuto por mini data loggers (Testo 174, Lenzkirch, Alemanha). As quantificagdes das BAL foram
realizadas por semeadura em profundidade em placas de Petri estéreis descartaveis (Kasvi,
Curitiba, Brasil) com agar Lactobacilli MRS (Difco™, Detroit, USA), em duplicata. As placas
foram incubadas a 30 °C durante 48 horas, conforme a ISO 15214:1998 (ANONYMOUS, 1998).

O experimento da cultura mista foi realizado em duplicata em frascos Erlenmeyer de
500 mL contendo 320 mL de caldo MRS, 1 mL do pré-indculo (descrito no item 5.2.2) de
W. viridescens e 1 mL do pré-indculo L. plantarum, ambos os pré-indculos previamente diluidos
na concentragdo 10° UFC/mL, correspondendo a concentragdo inicial do experimento de,
aproximadamente, 10° UFC/mL. As curvas de crescimento foram avaliadas na temperatura de 30

°C, sendo conduzida até a fase estacionaria de crescimento.

5.1.4 Elaboracao das curvas de crescimento

Em intervalos de tempo pré-determinados (aproximadamente a cada duas horas), 5 mL de
cada cultivo foram, assepticamente, coletados em camara de fluxo laminar (modelo CFLV-09,
Veco, Campinas, Brasil) para determinacdo da concentragdo (logio UFC/mL) de W. viridescens e

de L. plantarum pela analise de turbidez, de CP ¢ de SYBR® Green qPCR.
5.1.4.1 Medicao da Turbidez e pH
As leituras de turbidez (DO) das curvas de crescimento das BAL em cultura pura foram

obtidas com um espectrofotdometro SF325NM (Bel Engineering®, Italia) a 600 nm (DOgoonm) a cada

duas horas até fase estacionaria de crescimento, utilizando 2 mL de cultivo coletados em tubo com
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16 mm de didmetro, de acordo com a metodologia descrita por Dalcanton (2010). Nesses intervalos
de tempo, foram obtidos os valores de pH com um pHmetro digital de alta precisdo PH-221

(Lutron, Taiwan).

5.1.4.2 Método de contagem em placa (CP)

As quantifica¢des foram realizadas conforme descrito no item 5.2.3.

5.1.4.3 Método de SYBR® Green gPCR

As amostras dos cultivos foram armazenadas a -24 °C em microtubos livres de
DNases/RNases (Kasvi, Curitiba, Brasil) para posterior extracdo do DNA e preparo das reacdes de

SYBR® Green qPCR, como descrito a seguir.

5.1.4.3.1 Extrac¢do do DNA

O DNA foi extraido de 2 mL da cultura bacteriana, utilizando-se do UltraClean®
Microbial DNA Isolation Kit (Qiagen MOBIO Laboratories, Carlsbad, USA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante para bactérias gram-positivas. O processo foi efetuado conforme o
manual de instrugdes do kit UltraClean®.

O DNA foi quantificado com um espectrofotdometro Thermo Scientific NanoDrop™ ND-
1000 (Wilmington, Delaware, USA). A partir da razdo da absorbancia a 260 e a 280 nm (A260/A2s0),
foi avaliada a qualidade do DNA (NANODROP TECHNOLOGIES, 2007). Para a razio
comprimento de onda Axso/A2so, 0 valor ideal de pureza esta entre 1,8 ¢ 2,0 (VIANA et al., 2012).

5.1.4.3.2 Iniciadores

O par de iniciadores que amplifica um fragmento de 91 pb do gene recN (nimero de

acesso no GenBank: AM698022.1) (GOMEZ-ROJO et al., 2015) foi utilizado para a quantificacio
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de W.viridescens. Os iniciadores foram: WvrecNF (CGCAAACACAACAAGCCTAT) e
WvrecNR (TGTTGAGCAAGTTCCAAAGC).

Para a quantificacdo de L. plantarum, o gene recA (nimero de acesso no GenBank:
KP231051.1) foi selecionado como alvo para os iniciadores, que foram desenhados com a
utilizagdo do programa GenScript® Primer Design (http://www.genscript.com/cgi-
bin/tools/primer_genscript.cgi). Os iniciadores foram: recA-F (AGTTTCCAGTGGTGCGGTCQG)
e recA-R (CGCGCTTGTAACCCAACGTG). Para avaliar a adequacao dos iniciadores, os valores
de AG (kcal/mol) de formagdo de estruturas secundarias e de complementaridade foram testados
no programa OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Adicionalmente, os
iniciadores foram analisados quanto a especificidade por pesquisa de similaridade com outras cepas
do mesmo género, utilizando a ferramenta PRIMER-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) no banco de dados GenBank do National Center
for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Todos os iniciadores foram sintetizados pela IDT® (Integrated DNA Tecnologies, Inc,

Coralvill, USA) na escala de 25 nmol dessalinizados.

5.1.4.3.3 Especificidade dos iniciadores

A especificidade do conjunto de iniciadores foi testada em funcdo das amostras de DNA
de bactérias alvo e ndo alvo, comumente encontradas em carnes e produtos carneos, e/ou
filogeneticamente relacionadas as espécies alvo (Tabela 5.1). As amostras de DNA de controle
positivo e negativo foram fixadas em 10 ng de DNA na mistura de reagao.

As espécies do género Leuconostoc spp., Lactobacillus spp. e Weissella spp. foram
cultivadas em caldo Lactobacilli MRS (Difco™, Detroit, USA) a 30 °C, durante 24 horas. A
espécie Pseudomonas fluorescens foi cultivada em caldo Brain-Heart Infusion (Bacto™ BHI,
Detroit, USA) a 30 °C, durante 24 horas. As medidas de DOsoonm das culturas bacterianas foram
realizadas em espectrofotometro SF325NM (Bel Engineering®, Italia).

Avaliou-se a especificidade dos iniciadores por meio da curva de melting das reacdes de

SYBR® Green qPCR (ver item 5.2.4.3.4). Em segundo lugar, a especificidade foi verificada
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utilizando 10 ng de DNA bacteriano ndo alvo misturado com quantidades inferiores de DNA alvo,

nas proporgdes: 1:10; 1:100; 1:1000 e 1:10° e os valores de Tm € Cr foram comparados.

Tabela 5.1 - Bactérias utilizadas para o teste de especificidades dos iniciadores.

Numero
Bactérias de Origem Referéncia
referéncia
Lactobacillus bulgaricus” 450 - Danisco® (]g Otle.l’ Sdo Paulo,
rasil)
Lactobacillus casei 93 - Lyofast® (SACCO)
Lactobacillus paracasei” 7501 - -
Lactobacillus sakei subsp. sakei” 15521 - -
Lactobacillus plantarum 8014 - -
8293 Azeitonas fermentadas T
219 - -
Leuconostoc mesenteroides 66 Morcilla Santos et al. (2005b)
Li Morcilla Diez et al. (2009a)
Lg Morcilla Diez et al. (2009a)
Lss Morcilla Diez et al. (2009a)
Pseudomonas fluorescens 13525 - -
12706 Produto carneo curado T
283 - -E
Weissella viridescens 132 Morcilla Santos et al. (2005b)
\A Morcilla Diez et al. (2009a)
Ws Morcilla Diez et al. (2009a)
Wis Morcilla Diez et al. (2009a)

“CCT - Colegio de Culturas Tropicais

TATCC — Colegdo de Culturas Tipo Americana

ECECT - Colegdo de Culturas do Tipo Espanhol

“fornecida pelo Laboratério de Biologia Molecular-UFSC/CCA/CAL
“fornecida pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos-UFSC/CCA/CAL
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

5.1.4.3.4 Condigées de ciclagem do SYBR® Green gPCR

O método de SYBR® Green qPCR foi executado no equipamento Real Time Rotor-Gene

Q® (Qiagen, Hombrechtikon, Switzerland) do Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia
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de Leveduras — BQA/CCB/UFSC, com o kit Rotor-Gene SYBR® Green PCR (Qiagen, Hilden,
Germany). O sinal de fluorescéncia foi adquirido sobre o primeiro canal do SYBR® Green 1
(excitacdo 470 nm; detector 510 nm) com uma leitura fluorescente ao final de cada etapa de
extensao.

As condi¢des de ciclagem para a quantificacdo de W. viridescens foram aplicadas como
descrito por Gomez-Rojo et al. (2015). A técnica otimizada de SYBR® Green qPCR foi realizada
com um volume final de 25 uL contendo: 12,5 uL de 2 x Rotor-Gene SYBR® Green Master Mix,
300 nM dos iniciadores recN-F/R e 2 pL do DNA molde. Agua livre de DNase/RNase foi
adicionada para obter um volume final de 25 pL. Todas as reagdes foram realizadas em triplicata,
sob as seguintes condic¢des de ciclagem: 5 min a 95 °C, seguida por 40 ciclos de 1 min a 95 °C, 30
sa 64 °C,30sa72°C euma fase final de extensao feita por 10 min a 72 °C.

As condigdes de ciclagem para a quantificacdo de L. plantarum foram aplicadas como
descrito por Torriani et al. (2001), com algumas modificagdes. O método otimizado de SYBR®
Green qPCR foi realizado com um volume final de 25 pL contendo: 12,5 pL de 2 x Rotor-Gene
SYBR® Green Master Mix, 0,12 uM dos iniciadores recA-F/R e 2 uL do DNA molde. Agua livre
de DNase/RNase foi adicionada para obter um volume final de 25 pL. Todas as reagdes foram
executadas em triplicata, sob as seguintes condigdes de ciclagem: 3 min a 94 °C, seguida por 40
ciclosde 30sa 94 °C, 10sa 56 °C, 30 s a 72 °C e uma fase final de extensdo feita por 5 min a 72
°C.

Em todas as reagdes realizadas nesse estudo, apos a amplificagdo completa das reagdes de
SYBR® Green qPCR, uma andlise de melting foi realizada partindo de 65 °C para 95 °C com
acréscimos de 0,5 °C/s. Além disso, cada rotor incluia uma amostra com agua livre de

DNase/RNase como controle negativo.

5.1.4.3.5 Construgdo das curvas-padrdo

As curvas-padrao relacionadas as contagens em placa foram construidas ao correlacionar
os valores de Ct em funcao do logio UFC/mL de W. viridescens e de L. plantarum. Os valores de
Cr foram estimados utilizando o DNA extraido da cultura pura na fase estacionaria de crescimento,

que foi diluido em agua Milli-Q. A partir desse valor, os valores em logio UFC/mL de cada diluicao
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seriada foram considerados constantes para a contru¢do da curva-padrdo. O limiar foi determinado
usando a fungdo Auto-Find Threshold do Rotor-Gene Q®, que ajusta uma faixa de niveis de limiar
para obter o resultado 6timo da curva-padrao. Os valores de LoD (do inglés: limit of detection) e o
LoQ (do inglés: limit of quatification) foram determinados, conforme descrito por Papi¢ et al.
(2017). De acordo com Berdal e Holst-Jensen (2001), o valor de LOD ¢ de 5 a 10 vezes menor do
que o de LOQ em amostras complexas.

A eficiéncia da amplificagdo foi determinada a partir da Equacdo 5.1 (PFAFFL, 2001;
RUTLEDGE, 2003; BUSTIN et al., 2009), na qual S representa a inclinacdo da reta de regressao
linear e E, a eficiéncia de amplificagdo. Por exemplo, para 100% de eficiéncia de amplificagdo,

tem-se £=1¢ S5=3,32.

E=10019-1 (5.1)

5.1.5 Analise comparativa entre os métodos

A comparagdo entre os resultados obtidos pelo método de CP e SYBR® Green qPCR foi
realizada por andlise de regressdo linear usando a técnica de Passing-Bablok (PASSING;
BABLOK, 1983) calculado pelo MedCalc 17.1 (MedCalc® Software, Bélgica) com um nivel de
significancia de p<0,0001 e o intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Os limites de concordancia
entre os dois métodos foram avaliados utilizando o teste de Bland-Altman (BLAND; ALTMAN,
1986). Os graficos de Bland-Altman foram gerados usando o GraphPad Prism 7.03 (GraphPad
Prism® Software, USA).

5.1.6 Exatiddo relativa entre CP e SYBR® Green qPCR

A exatidao relativa foi expressa como uma razao percentual entre as contagens em logio

por SYBR® Green qPCR e CP, conforme a Equagéo 5.2.
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0g,, Ef determinado por qPCR
Exatiddo relativa (%)= m x100 (5.2)

log,, mil? determinado por CP

5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Selecao e especificidade dos iniciadores

A especificidade de cada conjunto de iniciadores foi avaliada por amplificacdes de
SYBR® Green gPCR, com a andlise da Tm do DNA molde (10 ng) extraido de W. viridescens e de
L. plantarum, e de outras seis espécies bacterianas (ver Tabela 5.2) como controle negativo. O
DNA extraido das culturas puras para o teste de especificidade apresentou uma boa qualidade,
fundamentando-se na razdo da absorbancia Axso/Azso, determinada por espectrofotometria
(resultados ndo apresentados).

Na Tabela 5.2 sdo apresentados os valores de Ct e Tm obtidos no teste de especificidade
para os pares de iniciadores recN utilizando DNA extraido de cepas de W. viridescens (controle
positivo) e outras espécies bacterianas (controles negativos).

O par de iniciadores recN apresentou amplificagdo para as cepas de W. viridescens com
valor de Ct (média + desvio-padrao) igual a 12,32 + 0,42 sob as condi¢des ideais de reag¢do e o
fragmento amplificado apresentou valor de Tm (média + desvio-padrdo) de 81,03 + 0,05 °C (Tabela
5.2). Nao foi verificada amplificagdo (sem Cr) ou valores tardios de Ct (Ct > 37) para
P. fluorescens e agua Milli-Q. Outros controles negativos apresentaram amplificacdo inespecifica
(3 positivos de 3 repetigdes), com valores de Cr tardios e diferentes Tm em relacdo ao Twm obtido
para W. viridescens. Além disso, L. plantarum apresentou valores de Ct maior que 27.
L. mesenteroides, L. casei, L. paracasei e L. bulgaricus apresentaram amplifica¢des inespecificas
com valores de Cr tardios (Cr > 31) e diferentes valores de Tm (Tabela 5.2). Na Tabela 5.3 sdo
apresentados os valores de Ct e Twm obtidos no teste de especificidade para os pares de iniciadores
recA utilizando DNA extraido de cepas de L. plantarum (controle positivo) e outras espécies

bacterianas (controles negativos).
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Para a diferenciagdo de espécies de Lactobacillus spp., véarios genes de codificagdo de
proteinas tém sido alvo como marcadores filogenéticos (tuf, hsp60, dnakK, pheS e rpoA),
disponiveis na literatura (NASER et al., 2007; HUANG et al., 2010; YU et al., 2012). Torriani et
al. (2001) diferenciaram as espécies L. plantarum, L. pentosus e L. paraplantarum por meio da
comparagdo da sequéncia do gene rec4. No entanto, ndo foi encontrado, na literatura, o uso desse
gene para a quantificacdo de espécies de Lactobacillus spp. Assim, o gene recA foi selecionado,
neste estudo, como alvo para a quantificacao de L. plantarum, pois apresenta uma boa resolugdo a
um elevado nivel de discriminacdo (méxima identidade com L. fabifermentans de 50%).

O par de iniciadores desenhados para o gene recAd apresentou amplificagdo para
L. plantarum com valor de Cr igual a 13,62 + 0,25 sob as condicdes ideais de reacdo e o fragmento
amplificado apresentou um valor de Twm de 83,1 + 0,19 °C (Tabela 5.3). Nao foi verificada
amplificagdo (sem Cr) ou valor tardio de Cr (Ct > 33) quando a agua Milli-Q foi utilizada como
controle negativo. Entre as bactérias pertencentes ao género Lactobacillus, apenas L. casei e
L. bulgaricus apresentaram um breve sinal de amplificagdo inespecifica (Ct < 24) com valores de
Twm inferiores ao obtido para L. plantarum. Entretanto, como as espécies L. casei e L. bulgaricus
ndo sdo encontradas na microbiota deteriorante de produtos carneos, o par de iniciadores recA pode
ser usado para a quantificagdo de L. plantarum nesses produtos. Outros controles negativos
apresentaram valores de Cr tardios e diferentes valores de Twm, L. sakei subsp. sakei, L. paracasei,
P. fluorescens e W. viridescens apresentaram valores de Cr maiores que 29. L. mesenteroides
apresentou amplifica¢do inespecifica com valores de Cr tardios (Ct > 30) e diferentes valores de

Twm (Tabela 5.3).
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Tabela 5.2 - Teste de especificidade para os pares de iniciadores recN utilizando DNA extraido de cepas de
W. viridescens (controle positivo) e outras espécies bacterianas (controles negativos). Os valores de Cr e Tum
em negrito indicam os valores para o DNA alvo.

Bactéria CT TM1 TMz Bactéria CT TM1 TMz
12,78 81,25 31,82 65,65 69,00
W. viridescens ATCC 12706 11,93 81,10 L. mesenteroides Ls 32,11 67,75 70,50
13,17 81,10
11,33 81,15 37,54 70,00 72,25
W. viridescens CECT 283 11,98 81,15 L. mesenteroides L3s ND ND
11,53 81,15
13,93 81,00 29,38 71,75 74,00
W. viridescens 132 13,88 81,00 L. plantarum 29,19 67,25 69,90
13,74 80,90 27,70 67,65 72,25
11,74 81,00 - -
W. viridescens W 11,69 81,00 L. sakei subsp. sakei - -
12,32 81,00 - -
11,57 80,90 37,08 80,60
W. viridescens W 11,41 81,00 L. casei 35,49 85,35
11,89 80,90 30,97 80,85
12,04 81,00 31,15 66,40 69,25
W. viridescens W3s 12,52 81,00 L. paracasei 33,61 67,00 70,50
12,30 81,00 31,45 80,75
31,41 72,25 75,10 L. bulgaricus 31,50 80,40
L. mesenteroides ATCC 8293 37,86 72,65 74,10 32,80 80,75
31,25 72,25 77,60 31,77 80,50
3444 69,60 72,15 P. fluorescens ND ND
L. mesenteroides CECT 219 35,57 65,90 71,65 38,37 83,75 88,00
ND ND
32,23 67,50 71,25 Agua Milli-Q 37,44 73,25
L. mesenteroides 66 37,79 69,00 70,65 ND ND
ND ND
33,20 70,15 75,10
L. mesenteroides L, 34,83 65,50 68,50

ND = nao detectado.
- = nao realizado.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Tabela 5.3 - Teste de especificidade para os pares de iniciadores recA utilizando DNA extraido de
L. plantarum (controle positivo) e outras espécies bacterianas (controles negativos). Os valores de Ct e Tum
em negrito indicam os valores para o DNA alvo.

Bactéria Cr Ty Twmz2 Bactéria Cr Ty Twmz2

14,16 83,00 33,26 78,30 86,40

L. plantarum 13,54 82,75 L. mesenteroides L; 32,56 79,80 86,90
13,16 83,50

29,96 71,90 75,75 30,45 6835 74,55

W. viridescens ATCC

12706 30,56 71,10 73,65 L. mesenteroides Ls 30,73 66,85

29,10 75,40 78,10
30,88 65,40 67,95 32,88 69,55
W. viridescens CECT 283 29,90 65,10 66,80 L. mesenteroides L3s 31,55 68,75

32,58 71,35 72,15 29,72 69,75 72,00
W. viridescens 132 33,50 64,70 68,90 L. sakei subsp. sakei 28,67 71,40 74,35
29,22 72,00 76,00
29,28 72,10 74,65 18,10 75,50 77,75
W. viridescens W 29,78 71,85 73,60 L. casei 19,96 78,85
17,66 7435 76,25
33,40 74,35 76,75 28,97 75,75 78,35
W. viridescens Ws 33,52 74,55 76,25 L. paracasei 29,78 71,65 74,35
29,56 68,00
30,24 68,75 73,00 23,38 72,40 74,75
W. viridescens W;s 31,59 73,45 77,35 L. bulgaricus 22,69 73,775 76,75
23,14 71,60 74,25
. 31,07 73,00 75,00 27,18 75,25 78,60
L mese”’;g‘;’jes ATCC 3193 7125 P. fluorescens 27,42 74,15 77,10
31,57 73,50 76,90 29,18 ND
. 3444 73,70 Agua Milli-Q 33,38 68,25
L. mesenteZIflogldes CECT 3537 7430 77.80 ND ND
ND ND
3524 63,70

L. mesenteroides 66 33,88 65,30

ND = nao detectado.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Masco et al. (2007) usaram o método de qPCR visando os genes /6S ¥rRNA e recA de
copia unica para enumeragdo de bifidobactéria em produtos probidticos e compararam o0s
resultados de ambos os ensaios. Eles descobriram que a quantificacdo do gene /6S rRNA mostrou-

se mais sensivel que o teste baseado em recA, especialmente em produtos probiodticos contendo
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baixas concentragdes de bifidobactéria. No entanto, nessas amostras, o limite de detec¢ao do ensaio
de qPCR embasado no gene /6S rRNA foi menor que o ensaio de qPCR baseando-se no gene recA.

Em muitos casos, o método de qPCR ¢ aplicado para o DNA extraido de uma microbiota
complexa, no qual as espécies alvo ndo sdo, necessariamente, as dominantes (ACHILLEOS;
BERTHIER, 2013). Assim, a especificidade de cada conjunto de iniciadores também foi verificada
em uma mistura contendo 10 ng do DNA ndo alvo na reagdo. A amplificagdo do DNA alvo de
W. viridescens e de L. plantarum ndo foi afetada com maiores concentragdes de DNA ndo alvo na
reagdo (Tabela 5.4). Nio foi observada diferenga entre os valores de Tm quando até 10° vezes mais
DNA nao alvo estava presente na reacdo. Além disso, quando apenas o DNA alvo estava presente,
ndo houve grande variacdo nos valores de Cr. Para L. plantarum, os valores de Cr variaram entre
10,22 a 10,76 e, para W. viridescens, os valores de Cr variaram entre 9,78 a 10,47, conforme
indicado com barras cinzas na Tabela 5.4. Em oposi¢ao a isso, quanto menor a quantidade de DNA
alvo na reagdo, maior foram os valores de Cr, como por exemplo, para as reagdes dos iniciadores
de W. viridescens na presenca de diferentes concentragdes do DNA de L. mesenteroides (DNA nao
alvo), os valores de Ct variaram entre 14,21 a 26,49. Esses resultados comprovam que o DNA de

bactérias ndo alvo ndo influenciaram nas reagdes de SYBR® Green qPCR para cada BAL.

Tabela 5.4 - Valores de Tm e Cr obtidos para a mistura do DNA alvo com o DNA néo alvo. O controle
positivo, sem DNA ndo alvo presente na reacdo, ¢ indicado em barras cinzas para cada par de iniciadores.
Cepas Twv e Cr Iniciadores L. plantarum Iniciadores W. viridescens

(recA) (recN)

1:10° 1:100° 1:1000° 1:10% 1:10° 1:100° 1:1000° 1:10%
Tm 83,50 83,50 83,50 83,35 81,25 81,25 81,25 81,25
Cr 10,71 10,22 10,61 10,76 14,01 17,11 20,44 28,36
Tm 83,60 83,50 83,25 83,50 81,40 81,40 81,00 81,35
Cr 12,55 13,49 16,55 20,53 10,40 10,47 9,78 10,46
Tm 83,50 83,40 83,50 83,40 81,35 81,40 81,25 81,25
Cr 14,71 17,27 20,53 24,93 1421 17,21 21,59 26,49
Tm 83,50 83,50 83,25 83,35 81,50 81,35 81,25 81,15
Cr 14,70 17,48 25,73 20,81 14,13 17,64 20,65 27,82
1 ng do DNA alvo misturado com 10 ng do DNA néo alvo.
°0,1 ng do DNA alvo misturado com 10 ng do DNA nio alvo.
0,01 ng do DNA alvo misturado com 10 ng do DNA néo alvo.
40,00001 ng do DNA alvo misturado com 10 ng do DNA nio alvo.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

L. plantarum
W. viridescens
L. mesenteroides

P. fluorescens
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5.2.2 Valida¢do do ensaio SYBR® Green qPCR

As cepas de W. viridescens e de L. plantarum foram cultivas a 30 °C em cultura pura, em
caldo MRS, para a constru¢do de curvas-padrdo relacionando as contagens em placas (logio
UFC/mL) aos sinais de detec¢do de SYBR® Green qPCR.

O valor de LoD foi 4,2 x 10° UFC/mL de W. viridescens, o que corresponde a 32,5
fentograma (fg) de DNA por reacdo e valores de Cr entre 27,49-30,40 (IC 95%). A concentragdo
de 4,2 x 107 UFC/mL obtida por CP de W. viridescens gerou um de Cr de 16,62 + 0,01 (Tabela
5.5). Esses resultados corroboram com os encontrados no trabalho de Gémez-Rojo et al. (2015)
que, para uma concentragdo de 10’ UFC/mL, obtiveram um Cr de 15,4 + 0,6 para a quantifica¢do

de W. viridescens CETC 283™ em meio de cultivo ao utilizar sonda TagMan™.

Tabela 5.5 - Medidas de Cr das reagdes de SYBR® Green qPCR para as dilui¢des decimais do DNA de
W. viridescens e de L. plantarum.

DNA por reagio UFC em meio de b s . IC
(ng) cultura (UFC/mL)* Cr IC inferior 1 erior
Weissella viridescens

32,5 42 x 10° 10,43 + 0,04 10,23 10,63
32,5 %102 4,2 x 10’ 16,62+ 0,01 16,59 16,66
32,5 %10 42 % 10° 23,38+ 0,07 23,05 23,71
32,5 x10° 42 x10° 28,95+ 0,30 27,49 30,40

Lactobacillus plantarum

31,0 4,3 x 10° 7,47 £0,05 7,23 7,71
31,0 x 107 4,3 %10’ 13,95+ 0,14 13,28 14,62
31,0 x 10 43 x10° 20,59 +0,15 20,29 20,89
31,0 x 10°° 4,3 x 10° 25,33 £ 0,04 25,12 25,54

*Obtido por CP.

"Média + Desvio-padrio dos valores de Crobtidos em triplicata.
IC: Intervalo de confianca de 95%.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

O LoD de L. plantarum correspondeu a 4,3 x 103 UFC/mL, equivalente a 31 fg de DNA
por reagdo e valores de Cr entre 25,12-25,54 (IC 95%) (Tabela 5.5). Outros autores também
relataram limites semelhantes de deteccdo e quantificacio de BAL, tais como
Lactococcus garvieae (32 fg por reagdo) (JUNG et al., 2010), Lactococcus lactis (8,8 x 103 UFC/g)
(ACHILLEOS; BERTHIER, 2013) ¢ W. viridescens (10° UFC/g) (GOMEZ-ROJO et al., 2015).
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Severo (2018) reportou valor de LoD de 2,7 x 10> UFC/mL para L. mesenteroides em meio de
cultivo a 20 °C.

Os ensaios de SYBR® Green qPCR apresentados acima detectaram, especificamente,
W. viridescens e L. plantarum em meio de cultivo. Os graficos tipicos de amplificagdo (ARn versus
ciclos de SYBR® Green qPCR) construidos a partir dos dados de fluorescéncia e as respectivas

curvas-padrdo geradas para a quantificagdo de W. viridescens e de L. plantarum sdo representadas

nas Figuras 5.1 e 5.2, respectivamente.

Figura 5.1 - Curva-padrao obtida para Weissella viridescens em meio de cultivo a 30 °C. Graficos
representativos de amplificagdo. a) Aumento da fluorescéncia (ARn) em relagdo ao niimero de ciclos de
SYBR®™ Green qPCR para diluicdes em séries de . viridescens correspondente a 4,2 x 10° (-0-), 4,2 x 10’
(-A-), 42 x 10° (-x-), 4,2 x 10* (-0-) UFC/mL, amostra controle (-o-) e limiar (=). (b) Curva-padrio
construida pela plotagem dos valores médios de Cr obtidos por SYBR® Green qPCR em fungio do
logaritmo da concentragdo de células em UFC (determinada por CP) de W. viridescens.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 5.2 - Curva-padrdo obtida para Lactobacillus plantarum em meio de cultivo a 30°C. Graficos
representativos de amplificagdo. a) Aumento da fluorescéncia (ARn) em relagdo ao nimero de ciclos de
qPCR para dilui¢des em séries de L. plantarum correspondente a 4,3 x 10° (-0-), 4,3 x 107 (-A-), 4,3 x 10°
(-x-), 4,3 x 10°* (-0-) UFC/mL, amostra controle (-o-) e limiar (=). (b) Curva-padrio construida pela
plotagem dos valores médios de Cr obtidos por SYBR® Green qPCR em fungdo do logaritmo da
concentracao de células em UFC (determinada por CP) de L. plantarum.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

A curva-padrao apresenta uma inclina¢do de -3,14, correspondente a uma eficiéncia de
reacdo (E) de 1,08 (108%) para W. viridescens (Equagdo 5.3); uma inclinagdo de -2,99, equivalente
a uma eficiéncia de reagdo (E) de 1,16 (116%) para L. plantarum (Equagao 5.4).

Cr =-3,14 x (logio UFC) + 40,47 (5.3)
Cr =-2,99 x (logio UFC) + 36,65 (5.4)

Todas as curvas-padrdo apresentaram um coeficiente de determinagio (R?) de 0,99. Esses
resultados indicam que apenas a eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores recN de
W. viridescens atende ao requisito padrio de qPCR (eficiéncia entre 90% e 110% com R? entre
0,985-1,00) (McPHERSON; M@LLER, 2006). Acerca da curva-padrao para L. plantarum, uma
eficiéncia acima de 110% pode indicar a ocorréncia de uma inibi¢do durante a reag¢do, sendo
necessarios mais testes com concentracdes diferentes de iniciadores ou temperaturas de

anclamento, a fim de obter melhorias na eficiéncia dessa curva.
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Apos a amplificagdo completa do SYBR® Green qPCR, as curvas de melting foram
geradas ao plotar a derivada da fluorescéncia pela derivada da temperatura (dF/dT) versus a
temperatura (°C) para L. plantarum (Figura 5.3a) e W. viridescens (Figura 5.3b). As curvas de
melting obtidas por SYBR® Green qPCR demostraram a inexisténcia de dimeros de iniciadores ou
produtos ndo especificos, com formacdo de um Unico pico visivel para W. viridescens e para
L. plantarum. O fragmento amplificado especifico de W. viridescens apresentou uma Ty (média +
desvio- padriao) de 81,4 + 0,04 °C, enquanto o fragmento especifico de L. plantarum apresentou
uma Twm de 83,1 + 0,10 °C. Alguns autores também reportaram valores de Tm para outras BAL a
fim de verificar a especificidade das reagdes de SYBR®™ Green qPCR, como para L. plantarum
deteriorante de vinhos (Tum = 84,64 °C) (KANTOR et al., 2016), para L. paracasei em iogurtes (T
= 78,3 °C) (ILHA et al., 2016) e para Lactobacillus delbrueckii em queijos (Tm = 80,9 °C)
(ACHILLEOS; BERTHIER, 2017).

Na Figura 5.3, verifica-se que o tamanho do pico de melting estd relacionado a
concentragdo da amostra na reagio. Por exemplo, na Figura 5.3b, a amostra com 4,2 x 10° UFC/mL
apresentou um pico de melting superior ao da amostra com 4,2 x 103 UFC/mL. Esse fato nio se
aplica a curva de L. plantarum (Figura 5.3a), em que algumas amostras com menores
concentragdes apresentaram maiores picos de melting. Ainda, nessa curva, observa-se uma
amplificagado inicial inespecifica, que corrobora com o grafico da Figura 5.2a, no qual as curvas de
amplificacdo de L. plantarum representaram uma fase platd atipica, cujos valores de fluorescéncia
decairam apds o 24° ciclo de amplificacdo. Logo, os iniciadores projetados para o gene recA
necessitam de experimentos adicionais, a exemplo de analises com concentragdes diferentes e de
usos de outras cepas como controle positivo, a fim de obter melhorias na especificidade e na
eficiéncia da curva-padrdo. As principais limitagdes para a ndo execugdo de experimentos
adicionais, foi a auséncia de mais cepas para testes de especificidade como controle positivo e
negativo. No entanto, como os resultados permitiram a diferenciagdo entre as cepas, as curvas-
padrao desenvolvidas nesse estudo foram utilizadas para identificar e quantificar as espécies

W. viridescens e L. plantarum em cultura pura e mista cultivadas a 30 °C.
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Figura 5.3 - Curvas de melting para as diluicdes em série da cultura pura de L. plantarum (a) com uma Ty
de 83,1+ 0,10 °C ¢ W. viridescens (b) com uma Ty de 81,4 + 0,04 °C. A linha vertical preta representa a
Twu média de cada cultura pura. A curva tracejada em vermelho representa o controle negativo.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

5.2.3 Comparacio entre CP e SYBR® Green qPCR para quantificacio das cinéticas de

crescimento

As amostras do cultivo puro foram coletadas em intervalos pré-determinados a contar do
tempo de inoculagdio. O DNA foi extraido de cada ponto do cultivo e quantificado por
espectrofotometria. As quantificagdes para elaboracdo das cinéticas de crescimento foram obtidas

por CP e SYBR™ Green qPCR.

5.2.3.1 Rendimento e qualidade do DNA

O rendimento e a qualidade do DNA extraido da cultura pura de W. viridescens e de
L. plantarum, desde a inoculagdo até a fase estacionaria de crescimento, estdo apresentados na
Tabela 5.6. A pureza, relativa a razdo de absorbancia Azeso/Azso (NANODROP TECHNOLOGIES,
2007), foi utilizada para avaliar a qualidade do DNA. Para Viana et al. (2012), a razdo comprimento
de onda Azso/A2g0 0s valores entre 1,8 e 2,0 sdo ideais de pureza. Abaixo de 1,8 provavelmente ha
contaminagdo por proteinas, enquanto acima de 2,0, a contaminag@o provavel € por metabolitos
secundarios ou componentes do tampao de extracdo. A alta qualidade do DNA foi obtida de

W. viridescens com uma relagdo Asso/Azs0. No entanto, observou-se uma baixa relacdo Azeso/Azso
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apenas nas primeiras 6 horas de cultivo: 1,60 a 1,72. O DNA de alta qualidade também foi obtido
de L. plantarum com uma relagao Azso/Azso € foi observada uma baixa relagao Azso/A2so em apenas
algumas amostras: em 6 e 8 horas de cultivo, uma relagdo de 1,68 e 1,64, respectivamente. Esses
resultados podem estar relacionados ao rendimento do DNA extraido, pois nas primeiras horas de
cultivo, a quantidade de células extraidas ¢ baixa. Os rendimentos de DNA variaram de 2,3 ng/uL,
no inicio do cultivo de W. viridescens, a 32,5 ng/uL na fase estacionaria de crescimento (29 horas)
e 3,0 ng/uL no inicio do cultivo de L. plantarum a 43,8 ng/uL na fase estacionaria de crescimento

(24 horas).

Tabela 5.6 - Valores do rendimento e qualidade do DNA (Az60/A2s0) de W. viridescens e de L. plantarum
em relacdo ao tempo de cultivo.

Ti:ig(:’;le Rendimento Qualidade Tzllﬁg:(:l ¢ Rendimento  Qualidade
(horas) (ng/pL) (A260/A280) (horas) (ng/pL) (A260/A2s0)
Weissella viridescens Lactobacillus plantarum

0 2,3 1,60 0 5,9 2,15

2 2,5 1,78 2 4,6 2,57

4 34 1,73 4 3,0 1,92

6 3,1 1,72 6 8,4 1,68

8 3,6 1,97 8 11,7 1,64

10 2,9 2,05 10 3,8 2,41

12 5,3 1,99 12 6,4 2,20

15 5,8 1,88 14 14 1,86

18 21,7 1,94 16 29,1 1,92

20 18,6 1,99 18 43,8 2,01

23 18,7 1,85 20 36,7 1,84

27 16,4 1,98 22 17,8 1,89

29 32,5 1,88 24 31 1,87

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

5.2.3.2 Estabelecimento das cinéticas de crescimento em cultura pura

A especificidade das reacdes para a quantificagdo das cinéticas de crescimento em cultura
pura também foi obtida pela anélise da Tm, em que um Unico pico de melting foi observado para
cada conjunto de iniciadores, ou seja, cada conjunto de iniciadores amplificou um tnico local do
genoma de W. viridescens e de L. plantarum (Figuras apresentadas no APENDICE A). Os valores

de Twm reafirmam os obtidos nas rea¢des de especificidade e validacdo dos ensaios descritos nas
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segdes 5.3.1 e 5.3.2, demostrando a especificidade das reagdes de SYBR® Green qPCR para
quantificagdo das cinéticas de W. viridescens e de L. plantarum em cultura pura.

Em primeiro lugar, as BAL foram quantificadas pela analise da turbidez em caldo MRS
com espectrofotometro a 600 nm. Os resultados da andlise mostraram que nao foi possivel
quantificar as BAL em concentragdes abaixo de 10° UFC/mL. Segundo Dalcanton (2010), o limite
de quantificagdo de L. sakei, L. plantarum e W. viridescens por analise da turbidez foi de 10°
UFC/mL, em caldo MRS. Assim, esse método foi utilizado apenas para acompanhar as curvas de
crescimento.

As medidas dos valores de Ct obtidos nas reagdes de SYBR® Green qPCR foram
transformadas em concentragdes (usando as equacdes da regressdes lineares apresentadas nas
Equagdes 5.3 e 5.4) resultando em um modelo de dados com uma distribuicdo estimada de
concentragdes celulares (logio UFC/mL) relacionadas aos valores de Cr medidos para as
quantificagdes das BAL (Figuras 5.4 (a) e (b)). Todos os valores das concentragdes de
W. viridescens e de L. plantarum, bem como os valores de Ct e Twm obtidos das reagdes de SYBR®
Green sio apresentados no APENDICE B.

De acordo com a Figura 5.4a, para W. viridescens, as contagens de SYBR® Green gPCR
foram superiores as de CP para todas as fases de cultivo. Os valores de exatidao relativa (Equacao
5.2) variaram de 104% a 128%, o que correspondeu a diferengas entre as contagens de SYBR®
Green qPCR e CP variando de -0,43 a-1,03 logio UFC/mL. Enquanto para L. plantarum, os valores
de exatidao relativa variaram de 88 a 119%, o que correspondeu a diferencas entre as contagens de

SYBR® Green qPCR e CP variando de 0,59 a -0,8 logio UFC/mL (Figura 5.4b).



69

Figura 5.4 - Quantificagdo de (a) W. viridescens ¢ de (b) L. plantarum, ambas em cultura pura a 30 °C
quantificadas por SYBR®™ Green qPCR ¢ CP. A exatiddo relativa (~) foi expressa como uma porcentagem
das contagens em logjo por SYBR® Green qPCR versus CP.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

A correlag@o entre os métodos foi avaliada por meio de anélise de regressdo (IC 95%),
apresentada na Figura 5.5. A andlise de regressdo linear demonstrou uma forte correlagdo
estatisticamente significativa entre CP e SYBR® Green qPCR para enumeragio de W. viridescens

(R?=0,99; Figura 5.5a) e L. plantarum (R* = 0,95; Figura 5.5b). Um bom ajuste na regressdo linear
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¢, frequentemente, aplicado para comparar dois métodos, mas a linearidade ndo implica,

necessariamente, uma boa concordancia (BUNCE, 2009; CLAIS et al., 2015).

Figura 5.5 - Analise de regressdo linear dos valores logio UFC/mL obtidos pelo método CP e SYBR®™ Green
qPCR para quantificagdo de (a) W. viridescens ¢ (b) L. plantarum. Linhas pontilhadas azuis finas
representam o intervalo de confianga de 95%, linhas pontilhadas vermelhas representam as bandas de
predicdo de 95% ¢ a equagdo linear da linha de tendéncia € representada pela linha continua espessa.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Os graficos de Bland-Altman foram construidos para verificar a concordancia entre os
métodos (Figura 5.6). Em geral, a maioria das contagens encontra-se dentro dos limites do intervalo
de confianga de 95%. Os limites de concordancia variaram entre -1,08 a -0,15 e entre -1,06 a 0,80
para W. viridescens e L. plantarum, respectivamente. Esses valores indicam que, por exemplo, os
valores das contagens de W. viridescens obtidas por CP podem ser -1,08 abaixo das obtidas por
gPCR. Em relagdo & média de diferengas entre as concentragdes (logio UFC/mL; valor de Bias),
um bias de -0,62 e de -0,13 para W. viridescens e L. plantarum, respectivamente, indica uma
tendéncia de superestimagdo dos valores de qPCR em comparagdo ao método de CP. Esse fato
pode ser explicado pela incapacidade do método de SYBR™ Green qPCR de distinguir células vivas
e mortas, j& que o DNA de ambos os tipos de células ¢ amplificado (NOCKER; CHEUNG;
CAMPER, 2006). Uma hipotese para explicar esses resultados esta na forma como as curvas-
padrdo foram construidas. Neste caso, a construgdo das curvas-padrdo foi realizada a partir da

diluigdo do DNA no ultimo ponto da fase estacionaria de crescimento, no qual pode conter uma
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maior quantidade de células mortas, causando, assim, uma superestimagdo pelo método de qPCR.
Estudos recentes também verificaram a concordancia entre métodos convencionais e moleculares
por meio da analise dos graficos de Bland-Altman para quantifica¢do de Escherichia coli de peles
e carcacas de vitelo (LUEDTKE; BOSILEVAC, 2015), Campylobacter jejuni em amostras de aves

(PAPIC et al., 2017) e quantificacio de Salmonella Typhimurium em peito de frango (KIM et al.,
2017).

Figura 5.6 - Analise de concordancia dos valores de logio UFC/mL observados por CP e por SYBR® Green
gqPCR para (a) W. viridescens ¢ (b) L. plantarum usando analise de Bland-Altman. A linha continua em
negrito representa o Bias (média), enquanto os desvios-padrio da diferenga média de logio sdo representadas
como linhas tracejadas. A linha fina continua representa a linha zero. DP, desvio-padrio.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
5.2.3.3 Estabelecimento das curvas de crescimento em cultura mista

O rendimento e a qualidade do DNA extraido da cultura mista a 30 °C, os valores de Tm
e de Cr confirmaram a especificidade dos ensaios de SYBR® Green qPCR (APENDICE C). Na
Figura 5.7 sdo apresentadas as curvas de crescimento da cultura mista de W. viridescens e de
L. plantarum obtidas por SYBR® Green qPCR. Além disso, as curvas das culturas pura obtidas por

SYBR® Green qPCR foram adicionadas para comparagdo do crescimento.
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Figura 5.7 - Curvas de crescimento das culturas pura ¢ mista de W. viridescens (WV) ¢ de L. plantarum (LP)
obtidas por SYBR®™ Green qPCR. (a) comparacio das curvas de W. viridescens ¢ L. plantarum em cultivo
misto. (b) comparagdo das curvas de W. viridescens em cultura pura ¢ mista. (¢c) comparagdo das curvas de
L. plantarum em cultura pura ¢ mista.
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Ao confrontar o crescimento das duas espécies em cultura mista (Figura 5.7a), ambas as
espécies ndo apresentaram crescimento até 2,5 h de cultivo. A partir de 4 h de incubagdo a 30 °C,
ambas as espécies iniciam o crescimento, sendo que a cepa de L. plantarum atinge um crescimento
superior até a fase estacionaria (uma diferenca de 0,98 logio UFC/mL). No entanto, ao comparar
as curvas de crescimento de W. viridescens em cultura mista e cultura pura determinadas por
SYBR® Green qPCR (Figura 5.7b), pode-se notar que, na mesma condigio de temperatura,
W. viridescens cresceu bem em cultura pura com uma concentragdo de 10 logio UFC/mL em 29

horas de cultivo. Enquanto para a espécie L. plantarum, o crescimento em cultura mista ndo foi
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influenciado na presenca de W. viridescens, uma vez que ambas as curvas apresentaram
crescimento semelhante (Figura 5.7c) a 30 °C. No entanto, a temperatura pode influenciar o
crescimento das espécies de BAL deteriorantes. De acordo com Camargo et al. (2018), a
diminui¢do da temperatura de 30 °C para 4 °C aumentou a fase de laténcia apenas da espécie
L. plantarum, em comparagao as espécies L. sakei e W. viridescens. Esse fato destaca a importancia
de estudar a interagdo das BAL em temperaturas de refrigeracdo, que simulem condigdes reais de
armazenamento de produtos carneos, como sera abordado no proximo item 6 desta tese.

Além dos resultados das concentragdes obtidas por SYBR® Green qPCR, os perfis de pH
foram determinados conforme descrito no item 5.2.4.1 e foram utilizados para avaliar a produgao
de 4cidos por cada BAL em cultura pura e na cultura mista (APENDICE D). No final do cultivo,
houve um decréscimo nos valores de pH, ou seja, um aumento da concentragdo de acido lactico e
a cultura mista apresentou menor valor de pH (pH = 3,51), seguido da cultura pura de L. plantarum
(pH = 3,74) e de W. viridescens (pH = 3,91). Assim, o perfil de pH da cultura mista foi mais

préoximo da cultura pura de L. plantarum.

5.3 CONCLUSOES

O limite de detec¢do do método de SYBR® Green qPCR foi de 3,7 logio UFC/mL de
W. viridescens e 3,8 logio UFC/mL de L. plantarum. Quanto a curva-padrao de L. plantarum, testes
adicionais devem ser realizados para melhorar sua eficiéncia que resultou em valor acima dos
critérios estabelecidos (entre 90 a 110%). Esses testes ndo foram realizados devido a auséncia de
mais cepas como controle positivo e negativo para o teste de especificidade dos iniciadores
projetados.

A partir das curvas-padrdo foi possivel quantificar a cinética do crescimento de
W. viridescens e de L. plantarum em cultura pura e mista a 30 °C pelos métodos de CP e de SYBR®
Green qPCR, que demonstraram uma boa correlagdo dentro do intervalo de confianga de 95%. No
entanto, o teste de concordancia demonstrou que os valores obtidos por SYBR® Green qPCR foram

superestimados em comparacao ao método de CP.



74

6. USO DOS METODOS DE SYBR® Green qPCR E DE CONTAGEM EM PLACAS PARA
CONSTRUCAO DE CURVAS DE CRESCIMENTO DE Weissela viridescens E DE
Leuconostoc mesenteroides EM CULTURAS PURAS E MISTA

6.1 MATERIAL E METODOS

6.1.1 Microrganismos

Cinco cepas diferentes da BAL W. viridescens e uma de L. mesenteroides foram utilizadas
neste estudo, conforme listadas na Tabela 6.1. Duas cepas de referéncia foram fornecidas pela
Colecao de Culturas do Tipo Espanhol (CECT) (Valéncia, Espanha). Quatro cepas de isolados
alimentares foram coletadas de morcillas tipicas da Espanha (DIEZ et al., 2009a; SANTOS et al.,
2005b).

Tabela 6.1 - Cepas bacterianas usadas neste estudo.

Espécies Identificacio Origem
Leuconostoc mesenteroides ATCC 8293 (CECT 219) Azeitonas fermentadas
ATCC 12706" (CECT 283) Produtos carneos curados
132* Morcilla
Weissella viridescens w° Morcilla
Wi Morcilla
W;s" Morcilla

TCepas tipo: ATCC, Colecio de Culturas Tipo Americana ou CECT, Colegdo de Culturas do Tipo Espanhol.
*Cepas isoladas e identificadas por Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de DNA (RFLP) em
estudo reportado por Santos et al. (2005b).

°Cepas isoladas e identificadas por RFLP em estudo reportado por Diez et al. (2009a).

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

As cepas identificadas por W foram isoladas a partir de diferentes tempos de
armazenamento de morcilla, por exemplo, a cepa W foi isolada apds oito dias de armazenamento
a 4 °C. Cada uma das seis cepas foi mantida, em caldo Lactobacilli MRS (DE MAN; ROGOSA;
SHARPE, 1960) pH 6,5 (Difco™, Detroit, USA) e armazenadas em microtubos livres de
DNases/RNases (Kasvi, Curitiba, Brasil) contendo 30% (V/V) de glicerol a -24 °C.



75

6.1.2 Cultivo do pré-inoculo

Para o preparo do pré-inoculo, 100 puL de cada cepa congelados foram reativados em tubos
contendo 10 mL de caldo MRS, os quais foram incubados a 30 °C por 24 horas em estufa
bacteriologica (Modelo 502, Fanem, Sao Paulo, Brasil) e uma subcultura foi realizada no dia
seguinte, sob as mesmas condi¢des. De acordo com testes preliminares (ndo mostrados), apos esse
periodo de incubagdo, a concentracdo de cada cepa de BAL, verificada por semeadura em
superficie de 4gar MRS, foi de, aproximadamente, 10° UFC/mL, correspondente a fase estacionaria
de crescimento.

Um coquetel com todas as cinco cepas de W. viridescens foi preparado ao misturar 1 mL
de cada cepa na concentragdo 10° UFC/mL com 5 mL de caldo MRS para obter um pré-indculo
misto. Posteriormente, o pré-inéculo misto foi submetido a dilui¢des seriadas em caldo MRS até a

concentragdo final de, aproximadamente, 10° UFC/mL, confirmada por semeadura em dgar MRS.

6.1.3 Preparo e condicdes dos cultivos

6.1.3.1 Cultura pura

Os experimentos em cultura pura foram realizados em duplicata em frascos Erlenmeyer
de 250 mL com 200 mL de caldo MRS e com 2 mL do pré-indculo misto (V/V), o qual foi
previamente diluido na concentragdo de 10° UFC/mL, correspondendo a concentragio inicial do
experimento de, aproximadamente, 10° UFC/mL. As curvas de crescimento de W. viridescens
foram avaliadas nas temperaturas isotérmicas de 4, 8, 14 e 30 °C, testadas para simular as diferentes
condi¢des de armazenamento de alimentos refrigerados. Por exemplo, as de 4 e 8 °C foram
escolhidas com base em Audits International (1999) e Hassan e Dimassi (2014), respectivamente,
que consideraram como as temperaturas médias dos refrigeradores domésticos. A temperatura de
abuso moderada, 14 °C, foi escolhida com base em Rahman et al. (2005) e a temperatura de 30 °C

foi utilizada como condig¢do 6tima de crescimento das BAL como descrito por Fusco et al. (2015).
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Todas as curvas foram conduzidas até a fase estaciondria de crescimento. As temperaturas foram

registradas a cada cinco minutos por mini data loggers (Testo 174, Lenzkirch, Alemanha).

6.1.3.2 Cultura mista

O experimento em cultura mista foi realizado em duplicata em frascos Erlenmeyer de 250
mL contendo 200 mL de caldo MRS, 1 mL do pré-in6culo misto (V/V) de W. viridescens (descrito
no item 6.2.2) e 1 mL do pré-indculo de L. mesenteroides (V/V). Ambos os pré-indculos foram,
previamente, diluidos na concentragdo 10° UFC/mL, correspondendo a concentragdo inicial do
experimento de, aproximadamente, 10° UFC/mL. A curva de crescimento da cultura mista foi
avaliada a temperatura isotérmica de refrigeracdo de 8 °C e conduzida até a fase estacionaria de
crescimento. A temperatura foi registrada a cada cinco minutos por mini data loggers (Testo 174,

Lenzkirch, Alemanha).

6.1.4 Elaboracao das curvas de crescimento

Em intervalos de tempo pré-determinados, dependendo da temperatura de incubagdo, 5
mL de cada cultivo foram, assepticamente, coletados em camara de fluxo laminar (modelo CFLV-
09, Veco, Campinas, Brasil) para determinacao das concentragdes (logio UFC/mL) da cultura pura
de W. viridescens e da cultura mista de W. viridescens e L. mesenteroides. As concentragdes de

ambas as culturas foram determinadas por CP € por SYBR® Green qPCR.

6.1.4.1 Método de CP

As quantificagdes, realizadas em duplicata, foram obtidas por semeadura em superficie de
agar Lactobacilli MRS (Difco™, Detroit, USA). As placas foram incubadas a 30 °C durante 48
horas, conforme o método preconizado pela International Organization for Standardization — 1SO
15214:1998 (ANONYMOUS, 1998). Por este método foram realizadas as quantificagdes da cultura
pura de W. viridescens e da contagem total das BAL (CTB), W. viridescens e L. mesenteroides, em

cultura mista, sem identificacdo da espécie.
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6.1.4.2 Método de SYBR® Green qPCR

As amostras dos cultivos (2 mL) foram armazenadas a -24 °C em microtubos livres de
DNases/RNases (Kasvi, Curitiba, Brasil) para posterior extracdo do DNA e preparo das reacdes de

SYBR® Green qPCR, como descrito a seguir.

6.1.4.2.1 Extracdo do DNA

A partir desse estudo (Se¢do 6 da tese), o método de extragio de DNA UltraClean®
Microbial DNA Isolation Kit (Qiagen MOBIO Laboratories, Carlsbad, USA) utilizado no Seg¢do 5
foi substituido pelo método GenElute™ Kit (Bacterial Genomic DNA Kit). O DNA foi extraido
de 2 mL da cultura bacteriana, de acordo com as recomendagdes do fabricante para bactérias Gram-
positivas. O DNA extraido foi suspendido em 200 puL de tampao recomendado e quantificado em
espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop™ ND-1000 (Wilmington, Delaware, USA). A

qualidade do DNA foi avaliada como descrito no item 5.2.3.1.

6.1.4.2.2 Iniciadores

Os iniciadores utilizados para a amplificacdo especifica da cepa de W. viridescens estao
descritos no item 5.2.3.2 da Se¢do 5. Para a quantificagdo de L. mesenteroides, foi utilizado o par
de iniciadores do tipo SCAR (Sequence Characterized Amplified Region), o qual amplifica um
fragmento de 886 pb (PETRI et al, 2013). Os iniciadores foram: SCAR-LEU-F
(GTGGTCATGGGTCTTAGC) e SCAR-LEU-R (GGATCAAGACTAGCCAATG).

6.1.4.2.3 Condigoes de ciclagem do SYBR® Green gPCR
No desenvolvimento desta se¢do, executou-se o método de SYBR® Green qPCR no

equipamento Real Time Rotor-Gene Q® (Qiagen, Hombrechtikon, Switzerland), no Nucleo de

Microbiologia de Alimentos do Laboratdrio de Ciéncias e Tecnologia de Alimentos — CCA/UFSC,
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usando o SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad,
USA).

As condigoes de ciclagem para a quantificacdo especifica de W. viridescens estio descritas
no item 5.2.3.4 da Secdo 5. As condi¢des de ciclagem para a quantificacdo de L. mesenteroides
foram aplicadas conforme descrito por Petri et al. (2013), com adaptagdes realizadas por Severo
(2018). Deste modo, as reacdes foram realizadas com um volume final de 20 puL contendo 10 puL
de 2 x Rotor-Gene SYBR® Green Master Mix, 300 nM de iniciadores SCAR-LEU-F/R, € 5 uL de
DNA molde. Adicionou-se agua livre de RNase a fim de se obter um volume final de 20 pL. Todas
as reacdes foram executadas em triplicata, seguindo as condi¢des de ciclagem: 5 min a 95 °C,
seguida por 40 ciclos de 30 s a 95 °C, 10 s a 60°C, 30 s 72 °C, seguido por um passo de extensao
final durante 5 min a 72 °C. Apo6s as amplificacdes completas, uma analise de melting foi realizada
para confirmar a especificidade dos iniciadores, conforme descrito no item 5.2.4.3 da Se¢do 5. A
especificidade dos iniciadores para L. mesenteroides foi confirmada com as cepas listadas na

Tabela 5.1 da Segao 5.

6.1.4.2.4 Construgdo das curvas-padrdo

As curvas-padrao foram construidas ao se plotar os valores médios de Cr de trés execugdes
de SYBR® Green qPCR de dois experimentos independentes (duplicata da extragdo) em fungdo do
logaritmo das concentracdes em UFC determinadas por CP e previamente diluidas. A partir desse
valor, os valores em logio UFC/mL de cada diluicao seriada foram considerados constantes para a
contru¢do da curva-padriao. Cada curva-padrio foi repetida em ensaios de qPCR independentes e
em dias diferentes. Os valores de Ct foram estimados pela réplica de extracdo de DNA da cultura
pura coletado no primeiro ponto da fase estacionaria de crescimento a fim de se evitar as células
ndo viaveis (SEVERO, 2018), para cada temperatura estudada, que foi diluido em agua Milli-Q.

Os valores de LoD e de LoQ foram determinados conforme descrito no item 5.1.4.3.5 da
Secdo 5. O limiar foi determinado por meio da fungio Auto-Find Threshold do Rotor-Gene Q®, a
qual ajusta uma faixa de niveis de limiar para obter o melhor resultado da curva-padrdo. As
eficiéncias das curvas-padrao foram determinadas mediante a Equacdo 5.1 descrita no item 5.2.3.5

da Secao 5.
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Para a quantificacdo de L. mesenteroides na cultura mista, a curva-padrao de qPCR
construida para a temperatura de 8 °C (R? = 0,99 ¢ Eficiéncia = 100%) elaborada por Severo (2018)

foi utilizada nesse trabalho, conforme a Equacao 6.1.

Cr=-3,32 x (Logio UFC/mL) + 37,73 (6.1)

6.1.5 Analise comparativa dos métodos

A comparag¢io dos resultados obtidos pelo método de CP aos do SYBR® Green gPCR foi
realizada por analise de regressdo linear por intermédio da técnica de Passing-Bablok (PASSING;
BABLOK, 1983), calculada pelo MedCalc 17.1 (MedCalc® Sofitware, Bélgica) com um nivel de
significancia de p< 0,0001 e um intervalo de confianga (IC) de 95%. Os limites de concordancia
entre os dois métodos foram avaliados pelo de Bland-Altman (BLAND; ALTMAN, 1986). Os
graficos de Bland-Altman foram gerados por meio do GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Prism®
Software, USA).

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Curvas-padrio de SYBR® Green qPCR

De acordo com as Informag¢des Minimas para Publicagdo de Experimentos Quantitativos
de gPCR (BUSTIN et al., 2009), foram fornecidos, neste estudo, dados sobre o desempenho do
protocolo de SYBR® Green gPCR. A especificidade dos iniciadores recN, quando testados contra
uma colecdo de bactérias do género Lactobacillus, Leuconostoc e Pseudomonas, como nao alvo e
seis espécies de W. viridescens de diferentes fontes, como bactérias alvo (controle positivo) (Tabela
5.2 da Secdo 5), demonstra que eles podem ser usados para deteccdo e quantificagdo especifica de
W. viridescens quando utilizados com a metodologia SYBR® Green, o que torna desnecessaria a
sintese de uma sonda TagMan™, como proposto anteriormente por Gomez-Rojo et al. (2015).

Nas Figuras 6.1 a 6.4, estdo representados os valores de Cr versus a concentragdo de

células (logio UFC/mL) de W. viridescens cultivadas a 4, 8, 14 e 30 °C, respectivamente.
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Figura 6.1 — (a) Curva-padrio obtida para um coquetel de W. viridescens em meio de cultivo na temperatura
de 4 °C e (b) curva de melting para as dilui¢des em série do coquetel de W. viridescens, com uma Ty de
79,69 + 0,05 °C. As barras de erro representam o desvio-padrdo. A linha em negrito representa o ajuste
linear ¢ as linhas pontilhadas em vermelho representam as bandas do IC 95%.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Figura 6.2 - (a) Curva-padrio obtida para um coquetel de W. viridescens em meio de cultivo na temperatura
de 8 °C e (b) curva de melting para as dilui¢des em série do coquetel de W. viridescens, com uma Ty de
79,37 £ 0,09 °C. As barras de erro representam o desvio-padrdo. A linha em negrito representa o ajuste
linear ¢ as linhas pontilhadas em vermelho representam as bandas do IC 95%.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 6.3 - (a) Curva-padrio obtida para um coquetel de W. viridescens em meio de cultivo na temperatura
de 14 °C ¢ (b) curva de melting para as diluigées em série do coquetel de W. viridescens, com uma Tw de
79,66 + 0,09 °C. As barras de erro representam o desvio-padrdo. A linha em negrito representa o ajuste
linear ¢ as linhas pontilhadas em vermelho representam as bandas do IC 95%.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Figura 6.4 - (a) Curva-padrio obtida para um coquetel de W. viridescens em meio de cultivo na temperatura
de 30 °C ¢ (b) curva de melting para as diluigées em série do coquetel de W. viridescens, com uma Ty de
79,18 + 0,06 °C. As barras de erro representam o desvio-padrdo. A linha em negrito representa o ajuste
linear ¢ as linhas pontilhadas em vermelho representam as bandas do IC 95%.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Na Figura 6.1a, a quantificagdo foi considerada especifica até um valor de Cr de 29,64 +
0,50, correspondendo a um LoD de 1,93 logio UFC/mL ou 8,5 x 10! UFC/mL, para a temperatura
de 4 °C. Ja na Figura 6.2a, a curva-padrdo construida a partir dos valores de Cr versus a

concentragdo de células (logio UFC/mL) de W. viridescens cultivada a 8 °C foi considerada



82

especifica até um valor de Cr de 30,09 £ 1,44, correspondendo a um LoD de 1,26 logio UFC/mL
ou 1,8 x 10! UFC/mL. Na Figura 6.3a (curva-padrdo a 14 °C), a quantifica¢do foi considerada
especifica até um valor de Cr de 30,59 £ 0,60, correspondendo a um LoD de 2,45 logio UFC/mL
ou 2,8 x 10> UFC/mL. Enquanto na Figura 6.4a, construida a partir dos valores de Cr versus a
concentragdo de células (logio UFC/mL) de W. viridescens cultivada a 30 °C, a quantificagdo foi
considerada especifica até um valor de Ct de 32,27 + 0,08, correspondendo a um LoD de 2,52 logio
UFC/mL ou 3,3 x 10> UFC/mL.

As correlagdes dos valores de Ct versus a concentragdo de células (logio UFC/mL) de
W. viridescens obtidas para as temperaturas de 4, 8, 14 e 30 °C sdo representadas pelas Equagdes

6.2, 6.3, 6.4 ¢ 6.5, respectivamente.

Cr=-3,27 x (logio UFC/mL) + 34,43 (6.2)
Cr=-3,31 x (logio UFC/mL) + 36,39 (6.3)
Cr=-3,37 x (logio UFC/mL) + 38,21 (6.4)
Cr =-3,34 x (logio UFC/mL) + 39,59 (6.5)

A relagio linear (R? = 0,96) determinada ao longo de um intervalo de 7 logio UFC/mL, de
1,93 a 8,93 logio UFC/mL, indica uma eficiéncia de 102% de acordo com a Equacdo 6.2,
considerando a inclinagdo da reta (-3,27) para a temperatura de 4 °C. J& para a temperatura de 8
°C, a curva-padrao apresentou valor de R? = 0,98, com uma relagdo linear determinada ao longo de
um intervalo de 7 logio UFC/mL, de 1,26 a 8,26 logio UFC/mL, indicando uma eficiéncia de 101%
de acordo com a Equagdo 6.3, considerando a inclinagdo da reta (-3,31). A relagdo linear (R? =
0,97) determinada ao longo de um intervalo de 7 logio UFC/mL, de 2,45 a 9,45 logio UFC/mL,
indica uma eficiéncia de 98% de acordo com a Equacdo 6.4, considerando a inclinacdo da reta (-
3,37) para a temperatura de 14 °C. J& para a temperatura de 30 °C, a curva-padrao apresentou valor
de R? = 0,98, com uma relagdo linear determinada ao longo de um intervalo de 7 logio UFC/mL,
de 2,52 a 9,52 logio UFC/mL, indicando uma eficiéncia de 99% de acordo com a Equac¢do 6.5,
considerando a inclinacao da reta (-3,34).

Para métodos desenvolvidos usando SYBR® Green, a temperatura de melting (Tm) forma,

em conjunto com o valor de Cr, parametros adicionais que precisam ser considerados para avaliar
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a especificidade do método (BROEDERS et al., 2014). A Twm do produto de amplificagcdo obtido
durante o teste de especificidade, utilizando as mesmas condigdes de andlise, deve situar-se dentro
do intervalo nominal Ty £+ 1 °C para ser considerado especifico (BROEDERS et al., 2013). Com
isso, a especificidade para a construcao das curvas-padrao foi confirmada com a andlise das curvas
de melting (Figuras 6.1b a 6.4b), em que uma tnica Twm foi verificada para as diferentes dilui¢cdes
(representada pelos picos de melting), correspondendo as Tm de 79,69 + 0,05 °C, de 79,37 + 0,09
°C, de 79,66 = 0,09 °C e de 79,18 = 0,06 °C para as curvas-padrao construidas em meio de cultura
a4, 8, 14 e 30 °C, respectivamente.

De acordo com Berdal e Holst-Jensen (2001), o valor de LoD ¢ de 5 a 10 vezes menor do
que o LoQ em amostras complexas. Como as curvas-padrdo apresentadas anteriormente foram
obtidas a partir de um coquetel de cepas de diferentes condicdes fisiologicas, os valores de LoQ
foram estabelecidos em 8,5 x 10> UFC/mL, 1,8 x 10* UFC/mL, 2,8 x 10> UFC/mL e 3,3 x 10°
UFC/mL de W. viridescens cultivada nas temperaturas de 4, 8, 14 e 30 °C, respectivamente. E uma
gama adequada para quantificagdo de BAL deteriorantes, uma vez que essas podem estar presentes
na microbiota inicial de carnes e produtos carneos na faixa de 10 a 10° UFC/g (PARENTE,;
GRIECO; CRUDELE, 2001; KOUTSOUMANIS et al., 2006; SLONGO et al., 2009; KAMENIK,
2015). No entanto, faz-se uma suposi¢ao dos resultados obtidos em meio de cultivo (em volume)
extrapolados para um produto carneo (em massa). Porém, esse contexto sera abordado na Secdo 8
onde um produto carneo foi utilizado para determinagdo dos valores de LoD e LoQ de BAL por

TagMan™ qPCR.

6.2.2 Quantificacio de W. viridescens por SYBR® Green qPCR e por CP em cultura pura

As medidas dos valores de Ct obtidos nas reagdes de SYBR® Green qPCR foram
transformadas em concentragdes, por meio das respectivas equagdes das curvas-padrao para cada
temperatura. Os resultados das concentragdes celulares (logio UFC/mL) de W. viridescens
cultivada nas temperaturas de 4, 8, 14 e 30 °C até a fase estaciondria de crescimento, estimadas por
CP e por SYBR® Green qPCR sdo apresentados na Tabela 6.2.

Quando sdo comparadas as contagens obtidas por CP e por qPCR, uma exatiddo relativa

média de 100% indica total concordancia entre os dois métodos (RODRIGUEZ-LAZARO et al.,
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2004). Os valores de exatiddo relativa obtidos no presente estudo para as contagens de
W. viridescens em meio de cultivo (Tabela 6.2) variaram entre 90 e 104% para a curva de
crescimento a 4 °C, entre 92 e 110% para a curva de crescimento a 8 °C, entre 84 ¢ 109% para a
curva de crescimento a 14 °C e entre 94 e 109% para a curva de crescimento a 30 °C. Esses valores
apresentam menor variagdo do que os relatados em varios estudos para outras bactérias
(MAMLOUK et al., 2012; PENNACCHIA; ERCOLINI; VILLANI, 2009) e semelhantes aos
obtidos por Rodriguez-Lazaro et al. (2004) para a quantificagdo de Listeria monocytogenes (de 89
a 116%) e aos obtidos por Martin et al. (2006) para quantificacdo de L. sakei em salsichas
fermentadas (de 91 a 98%).
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Tabela 6.2 - Valores das concentragdes (logio UFC/mL) do coquetel de W. viridescens cultivada a 4, 8, 14
e 30 °C obtidas por CP e SYBR™ Green qPCR e sua exatidio relativa.

®
(Theo‘;‘;’s‘; CP (logio UFC/mL)*  Valores de Cr° SY(E)I;O %;‘g‘ﬁg?R Exatidiio relativa (%)®
Temperatura de 4 °C (£ 0,2 °C)

0 3,31+0,01 27,48 £1,07 3,10+ 0,00 94
78 3,30+ 0,00 27,51 £ 1,01 3,25+0,12 99
127 3,93 £ 0,00 24,62 £ 0,63 3,96 + 0,00 101
194 423+0,13 24,57 + 0,40 421 +0,17 100
271 4,80+ 0,07 23,2+0,19 4,31 +0,06 90
362 5,38+0,18 18,95+ 0,36 5,60 + 0,05 104
461 6,55+ 0,08 16,39 £ 0,25 6,39 £ 0,03 98
536 7,12+ 0,06 14,34 £ 0,32 6,99 + 0,05 98
607 7,64 +0,13 12,04 + 0,01 7,54 £ 0,15 99
702 8,65 £0,03 8,76 £0,12 8,46 + 0,20 98
773 8,72 + 0,03 10,03 £0,33 8,36 = 0,00 96
847 8,94 £ 0,06 8,67 £0,06 8,65 +0,08 97

Temperatura de 8 °C (= 0,2 °C)

0 3,48 £ 0,07 23,07+0,12 3,83 +£0,00 110
24 3,55+0,09 22,99 £ 1,05 3,32 +0,37 94
55 4,24 + 0,02 22,77 £ 0,64 4,11 +0,00 97
79 4,85+ 0,04 21,22 +0,12 4,58 + 0,00 95
103 5,45+ 0,08 19,82 £ 0,39 5,01 +£0,00 92
152 6,76 £ 0,11 12,14 £0,52 6,47 +£ 0,44 96
175 7,07 £ 0,05 9,85+ 0,11 7,27 +£0,37 103
199 7,78 £0,16 7,64 +0,61 8,30 +0,10 107
223 8,39 £ 0,06 5,95 £ 0,06 8,56 £0,28 102
263 9,24 + 0,07 7,49+ 0,14 8,49 + 0,00 92
288 9,24 £ 0,06 6,74 £ 0,03 8,82+ 0,07 95
319 9,39 £ 0,05 6,56 + 0,09 8,80 £0,02 94
341 9,13 +0,04 6,70 = 0,07 8,84 +£0,08 97

Temperatura de 14 °C (£ 0,2 °C)

0 3,16+ 0,01 28,18 £ 0,02 2,98 + 0,01 94

8 3,96 +0,11 23,10 £ 0,50 3,43+0,11 87
15 4,59 + 0,08 26,66 £ 0,36 3,83+0,11 84
25 5,09+ 0,09 25,30+ 0,36 4,49 +0,15 88
39 6,38 + 0,06 18,26 + 1,56 5,92 +£ 0,00 93
49 7,22 +0,01 11,90 £ 0,01 7,81 +0,00 108
56 7,75 +0,11 9,86+ 0,36 8,41 +£0,10 109
71 8,76 £ 0,01 8,00 £ 0,24 8,97 £ 0,07 102
80 9,43 +£ 0,08 9,26+ 0,12 8,59 £0,03 91
97 9,34 +0,10 7,23 +0,13 9,20+ 0,04 98
103 9,36 0,13 7,30 + 0,03 9,17 +£0,01 98
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Tabela 6.2 — Valores das concentragdes (logio UFC/mL) do coquetel de W. viridescens cultivada a 4, 8, 14
e 30 °C obtidas por CP e SYBR™ Green qPCR e sua exatiddo relativa.

(continuac¢ao)
®
(Theo‘;‘;’s‘; CP (logio UFC/mL)*  Valores de Cr” SY(E)I;O %;‘g‘ﬁg?R Exatidiio relativa (%)®
Temperatura de 30 °C (£ 0,2 °C)
0 3,29+ 0,04 27,99 £ 0,16 3,47 £ 0,05 105
3 4,00 £ 0,04 27,00 + 0,40 3,76 £ 0,12 94
5 5,39+0,10 19,88 + 0,35 5,89+0,10 109
8 7,04 £ 0,00 13,77 £ 1,39 7,71 £ 0,41 110
10 8,25+ 0,00 9,44 £ 0,39 9,01 £0,12 109
13 9,29 + 0,03 6,88 +0,01 9,01 £ 0,00 97
15 9,43 £ 0,00 6,13 +£0,36 9,77 + 0,08 104
18 9,52 +0,04 6,35+0,24 10,0 £ 0,04 105
20 9,43 +0,22 6,07+0,12 9,83 +0,03 104

*Média e desvio-padrao das contagens em placa.

"Média e desvio-padrio dos valores de Cr das reacdes realizadas em duplicatas (dois experimentos
independentes, réplicas técnicas).

*Média e desvio-padrio dos valores de logio UFC/mL determinados utilizando as curvas-padrao de SYBR®
Green qPCR.

Grau de correspondéncia entre os resultados obtidos com 0 método CP e com o método de SYBR™ Green
gPCR. A exatidao relativa ¢ expressa como a porcentagem de numeros de logio UFC/mL calculada pelo
método de SYBR® Green qPCR versus o método de CP.

Todas as amostras que apresentaram logio UFC/mL médio abaixo do limite de quantificacdo para cada
temperatura, so mostradas em barra cinza.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Reunindo todos os resultados expressos na Tabela 6.2, as contagens do crescimento
obtidas do método de CP ¢ SYBR® Green qPCR parecem bastante proximos, considerando o
desvio-padrdo. Na maioria dos casos, as diferengas entre as contagens obtidas por CP ¢ SYBR®
Green qPCR ao longo do crescimento foram menores no inicio do cultivo, mas essas diferengas
aumentaram principalmente na fase estacionaria. Porém, todas as contagens estavam dentro dos
LoDs aceitaveis para cada temperatura. Apesar de algumas dessas contagens estarem abaixo dos
LoQs de 3,45 e 3,52 logio UFC/mL para as temperaturas de 14 °C e 30 °C, respectivamente,
estabelecidos nesse trabalho. Além disso, apenas durante a fase estaciondria do cultivo a 30 °C, as
contagens por SYBR® Green qPCR foram maiores em comparagdo a CP. Pode-se supor que, a
medida que o estresse aumenta, parte das bactérias foram transformadas no estado VBNC ou
morreram, o que explica uma superestimagdo observada por SYBR® Green qPCR, como ja foi
abordado por Reichert-Schwillinsky et al. (2009) na quantificagdo de L. monocytogenes por gPCR

e CP. As diferengas relacionadas ao crescimento entre dados de CP e de qPCR também foram
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relatadas para Escherichia coli e foram atribuidas a alteracdes no conteido de DNA das células,
diferengas na resisténcia a lise e a acessibilidade do DNA alvo (LUDWIG; SCHLEIFER, 2000).
Outra implicacdo importante dos resultados ¢ que as curvas-padrao de quantificacdo por
qPCR relacionadas ao numero de logio UFC/mL determinados na cultura usada para o isolamento
do DNA podem adicionar uma superestimacao por qPCR, dependendo do estado fisiologico da
populagdo bacteriana presente na cultura (REICHERT-SCHWILLINSKY et al., 2009). Para evitar
essa superestimacao, uma nova abordagem para a constru¢do das curvas-padrao foi realizada nesse
estudo. Utilizou-se a diluicdo do DNA da cultura coletada no inicio da fase estacionaria de
crescimento, evitando quantidades de células mortas ou estressadas, o que pode explicar uma maior

semelhanca entre as contagens por SYBR® Green qPCR e por CP.

6.2.2.1 Correlagao e concordancia entre os métodos

A correlagdo entre os métodos de CP e de SYBR® Green qPCR foi avaliada por meio de
analise de regressao (IC 95%), representada na Figura 6.5. A andlise de regressdo linear
demonstrou uma correlagdo estatisticamente significativa entre CP ¢ SYBR® Green qPCR para
enumerac¢io de um coquetel de W. viridescens cultivado a 4 °C (R? = 0,98; Figura 6.5a), 8 °C (R?
= 0,96; Figura 6.5b), 14 °C (R? = 0,95; Figura 6.5¢) ¢ 30 °C (R?> = 0,97, Figura 6.5d). No geral, as
curvas de correlagdo apresentaram valores de R? maiores que os coeficientes de correlagdo
relatados para varios métodos de qPCR aplicados a amostras de carnes ou frutos do mar (valores
de R? variando de 0,884 a 0,895) (JOSEFSEN et al., 2010; REYNISSON et al., 2008; MAMLOUK
et al., 2012). Isso confirma a confiabilidade do novo protocolo de SYBR® Green qPCR obtido
nesse trabalho, dedicado a quantificagdo de um coquetel de diferentes cepas de W. viridescens. Um
bom ajuste na regressao linear ¢, frequentemente, aplicado para comparar dois métodos, mas a
linearidade ndo implica, necessariamente, uma boa concordancia (BLAND; ALTMAN, 1986;

BUNCE, 2009; CLALIS et al., 2015).
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Figura 6.5 - Analise de regressdo linear dos valores de logio UFC/mL observados por CP ¢ por SYBR®
Green qPCR nas temperaturas de (a) 4 °C, (b) 8 °C, (c) 14 °C e (d) 30 °C. Correlagdo entre CP ¢ SYBR®
Green qPCR para quantificacdo de um coquetel de W. viridescens. Linhas pontilhadas vermelhas finas
representam o intervalo de confianga de 95%, linhas pontilhadas azuis representam as bandas de predigdo
de 95% ¢ a equagdo lincar da linha de tendéncia ¢ representada pela linha continua espessa.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Para verificar a concordincia entre os métodos de CP e de SYBR® Green qPCR, foram
construidos os graficos de Bland-Altman (Figura 6.6). Em geral, a maioria das contagens esta
dentro dos limites do intervalo de confianca de 95%. Os limites de concordancia (diferenca entre
os valores em logio UFC/mL (CP - qPCR)) variaram entre -0,42 a 0,71 para as curvas de
crescimento a 4 °C, entre -0,75 a 1,08 para as curvas de crescimento a 8 °C, entre -0,88 a 1,28 para
as curvas de crescimento a 14 °C e entre -1,21 a 0,58 para as curvas de crescimento a 30 °C. Em

relacdo a média de diferencas entre as concentragdes (logio UFC/mL; valor de Bias), foi observado
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uma tendéncia de igualdade ao comparar CP e SYBR® Green qPCR (diferenga = 0; Figura 6.6),
com valores de Bias (logio UFC/mL (CP - gPCR)) de 0,15, 0,17, 0,20 e -0,31 logio UFC/mL para
os cultivos realizados a 4, 8, 14 e 30 °C, respectivamente. Esses valores sdo inferiores ao valor de
tendéncia aceito de 0,5 a 0,8 logio para contagens em placas em matrizes solidas (AFSSA, 2008).
Assim, esse método pode ser utilizado para quantificagdo de um coquetel de W. viridescens, apesar
da incapacidade de distinguir as células vivas das mortas, posto que o DNA ¢ amplificado em
ambas (NOCKER; CHEUNG; CAMPER, 2006). No entanto, o método de CP, considerado o
padrdo-ouro para a avaliagdo da viabilidade dos microrganismos (CHAMPAGNE et al., 2011),
também tem limitagcdes, pois detecta apenas a fracdo cultivavel de populacdes microbianas
(JUSTE; THOMMA; LIEVENS, 2008) e as células "viaveis, mas ndo cultivaveis" sdo perdidas
(OLIVER, 2005). Além disso, uma UFC pode ser derivada de mais de uma tnica célula bacteriana,

conforme j& explicado por Postollec et al. (2011).
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Figura 6.6 - Analise de concordancia dos valores de logio UFC/mL observados por CP e por SYBR® Green
gqPCR nas temperaturas de (a) 4 °C, (b) 8 °C, (c¢) 14 °C ¢ (d) 30 °C. Concordancia entre os métodos CP ¢
SYBR® Green qPCR para quantificagdo de W. viridescens usando analise de Bland-Altman. A linha
continua em negrito representa a tendéncia (média), enquanto os desvios-padrio da diferenga média de logio
sdo representadas como linhas tracejadas. A linha fina continua representa a linha zero. DP, desvio-padréo.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

6.2.3 Quantificacio do crescimento W. viridescens e L. mesenteroides por SYBR® Green

qPCR e por CP em cultura mista

As espécies do género Weissella sdo dificeis de identificar por meio de métodos
fenotipicos. Além disso, € particularmente discutivel a diferenciacdo entre Weissella spp.,
Lactobacillus spp. heterofermentativas e Leuconostoc spp. (COLLINS et al., 1993). O emprego de
metodologias rapidas para a identifica¢do e/ou a quantificagido dessas bactérias esta se tornando

uma questio muito importante em microbiologia, por permitir o conhecimento da bactéria
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predominante na deterioragao, tornando-se essencial para a industria de alimentos poder trabalhar
para aumentar a vida util de produtos carneos (RICCHI et al., 2017). Assim, alguns protocolos de
qPCR ja foram propostos para a quantificacdo de bactérias nesses produtos, por exemplo para a
quantificagdo de W. viridescens em morcilla (GOMEZ-ROJO et al., 2015), de L. mesenteroides
em fiambre (ELIZAQUIVEL; CHENOLL; AZNAR, 2008) e de L. sakei em salsichas (MARTIN
et al., 2006). Além disso, varias técnicas foram desenvolvidas para descrever os perfis microbianos
de deterioracdo de alimentos. O pirosequenciamento baseado no gene /6S rRNA ¢ capaz de
caracterizar a diversidade microbiana, mas ndo de determinar a quantidade, importante para a
avaliagdo da seguranga de alimentos (CAO et al., 2017; LIANG; PARK; YOON, 2016).

Para estabelecer um protocolo répido e confidvel para a avaliagdo de microrganismos
importantes na deteriora¢do de produtos carneos, o método de SYBR®™ Green qPCR proposto nesse
trabalho foi aplicado para identificar e quantificar o coquetel de cepas de W. viridescens em cultura
mista com L. mesenteroides cultivadas a 8 °C, simulando uma temperatura real de armazenamento
em refrigeradores domésticos. Importante enfatizar que a espécie L. mesenteroides também foi
descrita por diversos autores como uma das principais BAL responsaveis pela deterioracdo de
produtos carneos cozidos e embalados a vacuo como presunto e morcilla, devido ao seu rapido
crescimento e a sua capacidade de crescer a temperaturas de refrigeragdo (DIEZ et al., 2009c;
COMI; IACUMIN, 2012).

Espécies de Leuconostoc spp. apresentam muitas caracteristicas fenotipicas e tém
necessidades de crescimento complexas, o que dificulta a sua identificagdo por testes fenotipicos.
Embora essas caracteristicas tenham fornecido a base classica para a diferencia¢do de espécies, a
andlise filogenética baseada na sequéncia do gene /6S rRNA tem sido usada para refinar a
diferenciagdo de espécies (ELIZAQUIVEL; CHENOLL; AZNAR, 2008; MATSUKI et al., 2002).
Paran e Michelmore (1993) desenvolveram uma técnica para converter marcadores do tipo RAPD
(DNA polimorfico amplificado aleatoriamente) nas chamadas regides amplificadas caracterizadas
por sequéncia (SCARs). Desde entdo, os marcadores SCAR sdo, frequentemente, usados para
identificacdo especifica de espécies ou de linhagens (ISENEGGER et al.,, 2003; SOLIERI;
GIUDICI, 2010; PETRI et al., 2013). Assim, um teste adicional da especificidade dos iniciadores
SCAR propostos por Petri et al. (2013) para identificacdo e quantificacdo de L. mesenteroides foi
realizado (Tabela 6.3).
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Tabela 6.3 - Teste de especificidade para os pares de iniciadores SCAR utilizando DNA extraido de cepas
de L. mesenteroides (controle positivo) e outras espécies bacterianas (controles negativos). Os valores de
Cr e Ty em negrito indicam os valores para o DNA alvo.

Bactéria CT TM1 TMz Bactéria CT TMl TM2
8,97 82,25 18,87 72,25 73,15
L. mesenteroides ATCC 8293 9,20 82,25 W. viridescens Wy 20,12 68,75 70,60
9,80 82,25 - -
945 82,25 19,33 73,50 74,75
L. mesenteroides CECT 219 9,42 82,25 W. viridescens W3s 19,21 67,25 69,50
9,15 82,25 - -
11,10 82,65 14,77 85,25
L. mesenteroides 66 10,84 82,65 L. plantarum 16,99 85,40
10,45 82,65 16,20 85,50
15,35 82,15 18,87 84,50
L. mesenteroides L, 15,74 82,10 L. sakei subsp. sakei 19,00 84,75
13,73 82,10 18,58 84,75
9,59 82,35 20,50 84,75
L. mesenteroides Ls 9,76 82,40 L. casei 21,05 84,85
9,70 82,25 18,68 84,40
9,83 82,25 16,75 66,75 85,50
L. mesenteroides Lss 10,69 82,25 L. paracasei 17,04 66,50 71,85
13,39 82,25 17,39 85,60
17,85 84,90 19,97 85,25 87,50
W. viridescens ATCC 12706 17,61 85,75 L. bulgaricus 18,36 85,25
17,36 85,75 20,58 66,15 8525
19,23 74,25 76,85 16,94 88,00
W. viridescens CECT 283 19.65 67,75 69,85 P. fluorescens 18,53 88,50
- - ND ND
21,22 73,25 75,75 ND ND
W. viridescens 132 20,76 68,25 70,50 Agua Milli-Q ND ND
- ND ND

19,34 75,90 77,60
W. viridescens W 19,56 70,75 73,00

ND = nao detectado.
- = nao realizado.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

O par de iniciadores SCAR evidenciou amplificacdo especifica para as cepas de
L. mesenteroides com valor de Cr igual a 10,90 £ 1,07 sob as condic¢des ideais de reagdo e o
fragmento amplificado apresentou um valor de Tm de 82,31 + 0,09 °C (Tabela 6.3). Nao foi
verificada amplificacdo (sem Cr) quando a agua Milli-Q foi utilizada como controle negativo. Entre

as bactérias pertencentes aos géneros Lactobacillus e Weissella, todas as espécies revelaram um
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breve sinal de amplificacdo inespecifica (Ct < 21), com os valores de Tw inferiores e superiores
aos obtidos para as cepas de L. mesenteroides. A espécie P. fluorescens também demonstrou um
breve sinal de amplificagdo inespecifica, com medidas de Tm superiores (Tm > 88 °C) as obtidas
para as cepas de L. mesenteroides.

Em dois experimentos independentes, realizou-se o crescimento da cultura mista de
W. viridescens e da espécie de L. mesenteroides a 8 °C, com uma concentra¢do inicial do
experimento de 3,18 (+ 0,10) logio determinada por CP. Apos as reagdes individuais de SYBR®
Green qPCR, a média dos valores de Cr determinados foram extrapolados para a curva-padrao
correspondente (Figura 6.2), previamente calculada experimentalmente para o coquetel de
W. viridescens, e os valores resultantes de logio UFC/mL foram comparados com aqueles obtidos
para a contagem total das BAL (CTB) em cultura mista por CP.

As concentragdes do coquetel de W. viridescens e da espécie de L. mesenteroides
diferenciadas por SYBR® Green qPCR na cultura mista e seus respectivos valores de Tm das
reacdes estdo apresentados na Tabela 6.4. Como pode ser observado, os valores médios de Tm
foram de 79,44 e 82,26 °C para W. viridescens e L. mesenteroides, respectivamente. Conforme
apresentado anteriormente, o coquetel de W. viridescens apresentou um valor médio de Tv de 79,37
+ 0,09 °C para a construgdo da curva-padrao na temperatura de 8 °C. Severo (2018) encontrou um
valor médio de Tm para L. mesenteroides de 82,40 = 0,02 °C. Esses valores comprovam a
especificidade do método de SYBR® Green qPCR para identificar e quantificar essas espécies de
BAL deteriorantes em cultivo misto. Ilha et al. (2016) utilizaram as rea¢des de SYBR® Green qPCR
para quantificagcdo de L. paracasei em iogurte (cultura mista de L. delbrueckii subsp. bulgaricus,
S. thermophilus e L. paracasei) e comprovaram a especificidade das reagdes por meio dos valores

de Twm.
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Tabela 6.4 - Valores das concentragoes (logio UFC/mL) do coquetel de W. viridescens e da espécie
L. mesenteroides em cultura mista a 8 °C (= 0,2 °C) diferenciadas por SYBR® Green qPCR e suas
respectivas temperaturas de melting.

Tempo CTB SYBR® Green qPCR SYBR® Green qPCR
(horas) (log1o (logu UFC/mL de Tu CC)° (logu UFC/mL de Tw CC)°
UFC/mL)? W. viridescens)® L. mesenteroides)”

0 3,18+0,10 3,28 +0,07 79,13 £ 0,09 3,31 +£0,09 82,33 £ 0,05
24 3,63 +£0,00 4,02+0,16 79,43 £ 0,12 3,84+0,14 82,38 £ 0,02
55 4,88 £ 0,00 5,28 + 0,09 79,30 £ 0,21 5,85 +£0,03 82,30 £ 0,04
79 5,23 +£0,08 5,83 +0,04 79,13 £ 0,09 6,16 £ 0,07 82,37+ 0,01
103 6,40 + 0,00 5,80+ 0,01 79,60 + 0,00 7,32 £0,04 82,38 £ 0,02
128 7,19 £ 0,00 6,39+ 0,15 79,50 + 0,07 7,77 £ 0,02 82,30+ 0,04
152 7,89 £ 0,04 7,94 £ 0,05 79,68 £ 0,05 8,85+ 0,02 82,25+ 0,00
175 8,73 £ 0,00 8,89 + 0,03 79,50 + 0,07 8,75+ 0,02 82,23 + 0,08
199 8,91 + 0,00 8,94+ 0,01 79,45 + 0,04 9,09 £ 0,04 82,13+ 0,09
223 9,21 +£0,14 8,86 + 0,05 79,38 £ 0,27 8,88 £ 0,02 82,18+ 0,12
263 9,31 £0,00 9,13 +0,01 79,50 + 0,00 9,11 £0,07 82,18+ 0,12
288 9,24 + 0,00 9,06 + 0,03 79,68 £ 0,05 9,21 £0,07 82,17+ 0,07

*Média e desvio-padrao das contagens totais das BAL em placa, sem diferenciacdo das BAL.

"Média e desvio-padrio dos valores de logio UFC/mL determinados utilizando as curvas-padrdo de SYBR®
Green qPCR.

*Média e desvio-padrio dos valores das Ty obtidas nas reagdes de SYBR®™ Green qPCR.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

As contagens de W. viridescens e de L. mesenteroides obtidos por SYBR® Green gPCR

em cultura mista estdo apresentados na Figura 6.7.
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Figura 6.7 — Quantificagdo de W. viridescens ¢ de L. mesenteroides na cultura mista por SYBR® Green
qPCR a8 °C.
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W. viridescens por gqPCR  B1L. mesenteroides por gqPCR
Elaborada pelo autor (2019).

Ao confrontar o crescimento das duas espécies em cultura mista (Figura 6.7), ambas as
espécies apresentaram um crescimento semelhante até 24 h de cultivo. A partir de 55 h de
incubagdo a 8 °C, o coquetel de W. viridescens tem seu crescimento diminuido, enquanto a cepa
de L. mesenteroides atinge um crescimento superior (uma diferenca de 0,6 logio UFC/mL). No
entanto, pode-se notar que, na mesma condi¢do de cultivo, o coquetel de W. viridescens continuou
seu crescimento um pouco mais lento independentemente do comportamento da espécie
L. mesenteroides. Além disso, em 175 h de cultivo, as duas BAL apresentaram contagens
semelhantes e atingiriam a fase estacionaria de crescimento. Esses resultados corroboram com os
relatados por Vermeiren et al. (2005), nos quais a espécie de W. viridescens apresentou um
crescimento mais lento do que L. mesenteroides em presunto cozido a 7 °C, considerando o

crescimento em cultura pura, determinado por CP.
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Figura 6.8 — Quantificagdo da contagem total de BAL (CTB) por CP ¢ a soma das quantificagdes de
W. viridescens ¢ de L. mesenteroides na cultura mista por SYBR® Green qPCR a 8 °C. A exatiddo relativa
(=) foi expressa como uma porcentagem das CTB em logio por CP versus a soma das quantificagdes de
W. viridescens e de L. mesenteroides na cultura mista por SYBR® Green qPCR.
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Elaborada pelo autor (2019).

Como pode ser observado na Figura 6.8, a quantificagdo da CTB por CP foi menor, na
maioria dos dados, que a soma das quantificacdes de W. viridescens e de L. mesenteroides na
cultura mista por SYBR® Green qPCR, o que pode estar relacionado as células viaveis, mas nao

cultivaveis que ndo sdo quantificadas pelo método de CP.

6.3 CONCLUSOES

As curvas-padrio obtidas para o coquetel de cinco cepas de W. viridescens apresentaram
valores adequados de coeficiente de determinagdo e de eficiéncia, além de serem consideradas
especificas por meio da analise das curvas de melting para as temperaturas de 4, 8, 14 ¢ 30 °C de

incubagio.
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Os valores de LoD foram adequados para a quantificacdo de W. viridescens em todas as
temperaturas estudadas. Enquanto os valores de LoQ ndo foram adequados para quantificacdo em
alguns pontos iniciais do cultivo a 14 °C e 30 °C.

A partir das curvas-padrdo foi possivel quantificar a cinética do crescimento de
W. viridescens em cultura puraa 4, 8, 14 € 30 °C pelo método de SYBR® Green qPCR. Esse método
demonstrou boa correlacdo e concordancia com o método de CP, com um intervalo de confianga
de 95%.

A especificidade dos iniciadores de L. mesenteroides foi confirmada e, com isso, 0 método
de SYBR® Green qPCR foi especifico para quantificar essa espécie em cultura mista com
W. viridescens a 8 °C a partir das curvas-padrdo construidas nesse estudo e da curva-padrao de

L. mesenteroides utilizada da literatura.
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7. ESTABELECIMENTO DE MODELOS PREDITIVOS MOLECULARES PARA
DESCREVER O CRESCIMENTO DE Weissella viridescens E DE Leuconostoc mesenteroides
EM CULTURAS PURAS E MISTA

7.1 MATERIAL E METODOS

Os dados experimentais de crescimento da cultura pura de W. viridescens a 4, 8, 14 ¢ 30
°C e da cultura mista com L. mesenteroides a 8 °C, obtidas na Se¢do 6 foram utilizados para
estabelecer os modelos preditivos nessa Secdo. Assim, as curvas de crescimento obtidas pelo
método de SYBR® Green qPCR foram utilizadas para estabelecer o modelo preditivo molecular
(MPM) e as curvas de crescimento obtidas pelo método de CP foram utilizadas para estabelecer o
modelo preditivo convencional (MPC). Ambos os modelos foram comparados quanto a qualidade

dos ajustes.

7.2.1 Modelagem preditiva

7.2.1.1 Modelagem primaria

Os modelos matematicos primdrios selecionados estdo representados pelas Equagoes 7.1
a 7.5, sendo dois modelos puramente sigmoidais, Logistico modificado por Zwietering e
colaboradores (LMZ) (Equagdo 7.1) e Gompertz modificado (GOM) (ZWIETERING et al., 1990)
(Equagdo 7.2), e um modelo sigmoide com funcdo de ajuste, Baranyi e Roberts (BAR)
(BARANYT; ROBERTS, 1994) (Equagdes 7.3, 7.4 e 7.5). Os modelos foram ajustados aos dados
experimentais de W. viridescens e de L. mesenteroides obtidas em cultura pura e mista pelos
métodos de SYBR® Green qPCR e de CP e a qualidade dos ajustes foi comparada.

Para todos os modelos, y(f) ¢ o logaritmo da concentracdo microbiana N (UFC/mL) no
tempo ¢ (horas), ou seja, y(f) = log [N(?)], e Y(¢) ¢ o logaritmo da razdo entre a concentragdo
microbiana N no tempo ¢ e a concentracdo microbiana inicial Ny, ou seja, ¥(¢) = log [N(¢)/No)]. O

pardmetro umq € a velocidade méaxima especifica de crescimento (h'!'); 1 é a duragdo da fase de
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laténcia (h); yo € o logaritmo da concentracdo microbiana inicial, yo = log (No); Ymax € 0 logaritmo
da populacdo maxima, ymax = log(Nmax); A ¢ a amplitude da concentragdo do crescimento
microbiano, 4 = log (Nma/No); ho € o parametro relacionado ao estado fisiologico das células

(adimensional); F(f) ¢ a fun¢ao do modelo BAR e ¢ o nimero de Euler.

A

Y(t) =

LMZ , 7.1
Lr e[ - 1)+ -
. €Umax
GOM  Y(0) = Ae{—e[ == -0 +1]} (7.2
eﬂméxF(t) -1

y(t) = Vo + UmaxF(t) — ln{l + BT — } (7.3)
BAR

F(t)=t+ ( )ln[e(‘“méxt) + e(“ho) — g(Hmaxt=ho)] (7.4)

max
hO = l’lmélx/1 (75)

Conforme proposto por diversos autores (BARANYI; ROBERTS, 1994; BARANYT et
al., 1995; BELLARA et al., 2000; BOVILL et al., 2000; BOVILL; BEW; BARANYI, 2001), uma
abordagem de modelagem pratica quando se utiliza o0 modelo de BAR ¢ a obtengdo de um valor
significativo para o parametro /9 € um reajuste aos dados experimentais para estimar somente 0s
trés parametros restantes (Vo, Ymar € Umax). Esta proposta, baseada em observacdes experimentais
(BARANYT; ROBERTS, 1994; BARANYI et al., 1995; LONGHI et al., 2013; MENEZES et al.,
2018), consideram Ay como o produto da velocidade de crescimento especifica maxima e o tempo
de laténcia, uma relacdo que ndo ¢ afetada por pequenas mudangas nas condi¢cdes ambientais,
especialmente da temperatura (ver Equacdo 7.5). Assim, Ay € aproximadamente constante em

situacdes em que o historico de pré-inoculagdo das células ¢ idéntico.

7.2.1.2 Modelagem secundaria

Os modelos secundarios Exponencial e Raiz quadrada (RATKOWSKY et al., 1982)
(Equagdes 7.6 e 7.7, respectivamente) foram usados para descrever o efeito da temperatura na

velocidade maxima especifica de crescimento (umax), em que a (h!), b (°C") e ¢ (°C! h'%) sdo
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parametros empiricos, 7' ¢ a temperatura de armazenamento (°C) e Tnin ¢ a temperatura tedrica

minima de crescimento (°C).
Himax = ae®? (7.6)

Y Umax = C(T - Tmin) (77)

7.2.2 Analise numérica

Os ajustes dos modelos primarios aos dados experimentais de crescimento microbiano
obtidos pelos métodos de SYBR® Green qPCR e de CP, bem como os ajustes dos modelos
secundarios, foram realizados em sofiware Matlab R2013a (MathWorks®, Natick, EUA). Para os
modelos sigmoides LMZ e GOM, as estimativas dos parametros foram realizadas com o ajuste dos
modelos aos dados experimentais. Para o0 modelo BAR, a estimagdo dos parametros foi realizada
em modelagem em duas etapas (MDE). Na primeira, a estimagao dos parametros foi realizada por
meio do ajuste do modelo aos dados experimentais, onde foi calculado o valor médio aritmético do
parametro /g para todas as temperaturas. Na segunda, esse valor médio /4 foi fixado e os pardmetros
V0, Umdx € Yméx foram estimados por um novo ajuste para cada temperatura, conforme abordado por
Baranyi et al. (1995), Amézquita et al. (2005), Longhi et al. (2013) e Menezes et al. (2018). O
parametro 4 foi calculado de acordo com a Equagao 7.5.

Para explicar a cinética das duas BAL em cultura mista, a partir dos pardmetros de
crescimento, uma abordagem descrita por Cauchie et al. (2017) foi utilizada nesse trabalho.
Segundo esses autores, a subdivisdo da cepa bacteriana ¢ baseada em trés classes chamadas
dominante (D), subdominante (S) e inibida (I), conforme a Tabela 7.1. Assim, o comportamento

de cada BAL na cultura mista foi avaliado por meio das Equagdes 7.8, 7.9 e 7.10.
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Tabela 7.1 - Subdivisdo das cepas bacterianas baseada nos parametros de crescimento em trés classes: D
(“dominante”), S (* subdommante”) e [ (“inibida”).

Classe Hmax Ymie" TAFE™
D O maior valor Valor maximo Atinge rapidamente
S Geralmente menor Valor alto Continua a crescer quando os organismos D

atingem a fase estacionaria
1 Menor ou igual Valor inferior O mesmo que os organismos D
“Velocidade especifica méxima de crescimento bacteriano (1/h)
“Concentragio méxima bacteriana (logio UFC/mL)
““Tempo para atingir a fase estaciondria (horas).
Fonte: Adaptada de Cauchie et al. (2017).

SE (y
SE (y
SE (y

)&(n
)&(p
)&(n

J&(TAFE_ <TAFE  )=Espccie dominante (7.8)
)&(TAFE ) >TAFE0mraS)=Espécie subdominante (7.9)

actéria

)& (TAFE ) =TAFE0mmS)=Espécie inibida (7.10)

actéria

max bacterla max outras max bacterla max outras

max bacterla max outras max bacterla max outras

max bacterla max outras max bacterla max outras

7.2.3 Avaliacdo do desempenho dos modelos

Nao existe um método estatistico simples e unico para avaliar semelhancgas e diferengas
entre modelos ndo-lineares, e para lidar com a questdo de qual modelo deve ser usado. Geralmente,
varios procedimentos sdo usados para se obter uma visdo geral do comportamento do modelo e
escolher aquele que ¢ mais consistente para a maioria dos indices estatisticos realizados (LOPEZ
et al., 2004). Assim,para avaliar o desempenho dos modelos, o Coeficiente de Determinacao
Ajustado (R?;) (SOPER etal., 1917), a Raiz do Erro Quadrado Médio (RMSE, log UFC/g), o Fator
de tendéncia (Fr) e o Fator de Exatidao (Fr) foram calculados pelas Equagdes de 7.11 a 7.14,
respectivamente, em que n ¢ o numero de observacdes, p € o nimero de parametros do modelo,
Vobs, Vpred € ¥ 830 08 valores observados, preditos e médios, respectivamente. Segundo Ross (1996),
o valor de Fr ¢ uma medida da variagdo média entre os valores observados e preditos, e o valor de
Fr mede a diferenca média entre os valores observados e preditos. Um valor de R%;;=1, Fr=1, Fg
=1 e RMSE = 0 indica que existe uma concordancia perfeita entre todos os valores observados e

preditos.

2 1 _ n—1 _ Z?:l(:Vpred - :yobs)2 }
%=1l {1 [ Zi2Oobs = 9)? (1D
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— 2
RMSE :jZ(ypred yobs) (712)
n—p
Zlog(y red/YObs)
Fy = 10[ = (7.13)
le()g (v red/yobs)l
Fy = 10[ K (7.14)

Um valor de Fr menor que 1 indica que um modelo ¢é, em geral, a prova de falhas (PAL;
LABUZA; DIEZ-GONZALEZ, 2008). No entanto, o Fr ndo fornece nenhuma indicagdo de
exatiddo média das estimativas, pois as previsdes de subestimagdo e superestimagdo tendem a se

anular (YANG et al., 2009).

7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Modelagem primaria de W. viridescens por CP e SYBR® Green qPCR

Nesse estudo, os dados de crescimento de um coquetel de cinco linhagens de
W. viridescens em meio de cultivo a 4, 8, 14 e 30 °C foram obtidas pelos métodos de CP e de
SYBR® Green qPCR, representados na Figura 7.1.

Na Figura 7.1a sdo apresentados os dados de crescimento (Y (log N/Ny)) e os ajustes dos
modelos primarios de GOM e de LMZ, enquanto na Figura 7.1b sdo apresentados os dados de
crescimento (y (log NV)) e os ajustes do modelo primario de BAR. Ambos os modelos ajustaram-se
bem aos dados de crescimento convencionais e moleculares.

Na primeira etapa, foi calculado o valor médio (+ DP) para o parametro /g, resultando em
ho = 1,12 (£ 0,17) (método de CP) e hy = 2,33 (+ 0,35) (método de SYBR® Green qPCR). Na
segunda etapa, o modelo de BAR (com valor fixo do pardmetro /) foi ajustado novamente aos
dados experimentais do crescimento W. viridescens em meio de cultivo, e trés pardmetros do
modelo (Vo, tmax € ymax) foram estimados, tal como proposto por Baranyi et al. (1995). Como o

valor do parametro yp ndo apresenta uma grande variagdo em todas curvas (3,31 £ 0,06 logio por
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CP ¢ 3,34 + 0,19 logio por SYBR® Green qPCR), apenas os parAmetros A, fimax € A OU Ymax S30
apresentados na Tabela 7.2.

Especificamente, quando o coquetel de W. viridescens ¢ a 4, 8, 14 e 30 °C, os modelos de
BAR, de GOM e de LMZ foram aplicaveis para descrever o crescimento de um coquetel de
W. viridescens para ambos os métodos. Todos os dados de crescimento tém tendéncias crescentes
demostrando curvas de crescimento sigmoide (exibem as fases de laténcia, exponencial e
estacionaria). O coquetel de cepas usado para desenvolver modelos preditivos pode aumentar a
confianga na capacidade do modelo de prever, com precisdo, toda a faixa de cenarios ambientais
(DE BLACKBURN, 2006).

As contagens iniciais variaram entre 3,16 a 3,48 logio UFC/mL e entre 2,98 e 3,82 logio
UFC/mL obtidas pelos métodos CP e SYBR® Green qPCR, respectivamente, considerando todos
os dados de crescimento enumerados para todas as temperaturas avaliadas. A fase estaciondria foi
alcangada ap6s aproximadamente 1, 4, 14 e 35 dias a 30, 14, 8 e 4 °C, respectivamente. Como

presumido, a temperatura teve um forte impacto no comportamento bacteriano.
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Figura 7.1 - Curvas de crescimento de W. viridescens em diferentes temperaturas ¢ os ajustes dos modelos
de (a) GOM (-) ¢ de LMZ (--) ¢ (b) de BAR (--). Em ambas as figuras, os dados experimentais foram
obtidos pelos métodos de SYBR® Green qPCR (simbolos preenchidos) ¢ CP (simbolos vazados) nas
temperaturas de 4 °C (¢ ou ¢), 8 °C (8 ou ©), 14 °C (mou ) ¢ 30 °C (A ouA). As barras de erro representam
o desvio-padrio.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

A temperatura ¢ um fator importante e reprodutivel que determina o crescimento de
W. viridescens, com a velocidade aumentando com o aumento da temperatura de armazenamento,
dentro da faixa estudada. As fases de laténcia foram evidentes em todos os modelos, e os cultivos
armazenados em baixas temperaturas tiveram fases mais longas do que aqueles em altas
temperaturas. A velocidade maxima especifica de crescimento umax (1/h) variou entre 0,010 1/h e
0,734 1/h para os dados obtidos por CP e entre 0,009 1/h e 0,866 1/h para os dados obtidos por
SYBR™ Green qPCR, e o tempo de laténcia 4 diminuiu de 169,8 h a 4 °C para 1,69 h a 30 °C para
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os dados obtidos por CP e de 198 h a 4 °C para 2,57 h a 30 °C para os dados obtidos por SYBR®
Green qPCR (Tabela 7.2). Camargo et al. (2018) estudaram o crescimento de BAL em diferentes
temperaturas pelo método de CP e a cultura pura de W. viridescens ATCC™ 12706 apresentou
valores de pmar entre 0,02 1/h a 0,78 1/h para as temperaturas de 4 °C a 30 °C, respectivamente.
Esses resultados s@o similares aos relatados nesse estudo para o coquetel de W. viridescens quando
enumerada pelo método de CP.

No geral, os resultados apresentados na Tabela 7.2 demostram que, para os dados obtidos
pelo método de CP nas quatro temperaturas avaliadas, os parametros mqx € 4 s30 maiores quando
estimados pelo modelo LMZ e menores pelo modelo de BAR, enquanto para os dados obtidos por
SYBR® Green qPCR, 0 modelo de GOM fornece estimativas menores para esses parametros. A
contagem bacteriana maxima em todos os casos foi superior a 8,70 logio UFC/mL (pardmetro ymax
do modelo de BAR) e superior a 5,01 logio UFC/mL (pardmetro 4 (logio N/Ny) dos modelos de
GOM e de LMZ), independente das condi¢des de armazenamento. Os modelos LMZ e GOM sdo
empiricos e, as vezes, podem superestimar as velocidades maximas especificas de crescimento. No
entanto, eles foram amplamente utilizados na literatura (DIEZ-GONZALEZ et al., 2007; GIFFEL;
ZWIETERING, 1999; HUANG et al.,, 2010; JUNEJA; MARKS; THIPPAREDDI, 2008;
MURPHY; REA; HARRINGTON, 1996). Enquanto isso, para comparar diretamente esses
modelos nesse estudo, um modelo de crescimento com significado bioloégico (BARANYI,
ROBERTS, 1994) usado na literatura foi utilizado. Um bom ajuste do modelo de BAR ja foi

verificado, anteriormente, por Camargo et al. (2018) e Martins et al. (2016).
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Tabela 7.2 - Parametros de crescimento (£ 95% IC) estimados pelos modelos de BAR (% fixo = 1,12 para
os ajustes dos dados obtidos por CP e &, fixo = 2,33 para os ajustes dos dados obtidos por SYBR® Green
qPCR), de GOM e de LMZ aos dados experimentais do coquetel de W. viridescens em meio de cultivo
armazenados a 4, 8, 14 e 30 °C obtidos pelos métodos de CP e de SYBR® Green qPCR.

Método T (°C) Hmax (1/h) A (h) A ou ymix (logiy UFC/mL)*
(x0,2°C) Modelo de Baranyi e Roberts (BAR)
4 0,010 (£ 0,001) 116,2 (+ 8,479) 9,383 (£ 0,502)
CP 8 0,029 (£ 0,002) 38,42 (+2,335) 9,441 (£ 0,223)
14 0,101 (£ 0,009) 11,05 (+ 1,024) 9,466 (+ 0,301)
30 0,660 (£ 0,032) 1,696 (£ 0,087) 9,518 (£ 0,131)
4 0,012 (£ 0,001) 198,2 (£ 19,04) 8,702 (£ 0,437)
qPCR 8 0,037 (£ 0,003) 63,312 (£5,52) 8,846 (+ 0,259)
14 0,144 (£ 0,014) 16,219 (= 1,78) 9,055 (£ 0,329)
30 0,866 (£ 0,148) 2,688 (+0,555) 9,682 (£ 0,469)
Modelo de Gompertz Modificado (GOM)
4 0,010 (£ 0,001) 129,2 (£ 33,81) 6,823 (+ 0,920)
CP 8 0,029 (£ 0,004) 38,80 (+ 13,45) 6,392 (£ 0,502)
14 0,094 (£ 0,015) 3,953 (£ 5,027) 6,860 (+ 0,638)
30 0,720 (£ 0,108) 2,048 (+ 0,665) 6,392 (£ 0,281)
4 0,009 (£ 0,001) 106,3 (+ 44,70) 6,589 (£ 0,920)
PCR 8 0,036 (+ 0,008) 68,78 (£ 17,36) 5,184 (£ 0,413)
4 14 0,134 (£ 0,036) 12,46 (+ 6,410) 6,349 (£ 0,545)
30 0,868 (£ 0,261) 2,569 (= 1,099) 6,371 (£0,472)
Modelo Logistico Modificado por Zwietering (LMZ)
4 0,011 (£ 0,002) 169,8 (+41,00) 5,938 (£ 0,529)
CP 8 0,031 (£ 0,005) 49,28 (+15,37) 5,982 (£ 0,363)
14 0,100 (£ 0,017) 7,394 (£ 5,223) 6,414 (£ 0,413)
30 0,734 (£ 0,119) 2,417 (£ 0,760) 6,226 (+0,243)
4 0,010 (£ 0,002) 146,0 (+ 47,50) 5,793 (£ 0,557)
qPCR 8 0,039 (£ 0,009) 81,41 (+17,54) 5,012 (£0,292)
14 0,146 (£ 0,031) 16,110 (= 5,20) 6,137 (£ 0,339)
30 0,854 (£ 0,332) 2,780 (£ 1,619) 6,260 (£ 0,535)

*Parametro 4 para os modelos GOM e LMZ e yu4x para o modelo BAR.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

7.3.2 Desempenho dos modelos primarios convencionais e moleculares

Todas as curvas de crescimento contendo modelos preditivos moleculares e convencionais
foram avaliadas pelos valores do Coeficiente de Determinagido Ajustado (R4), a Raiz do Erro de
Quadratico Médio (RMSE), o Fator de tendéncia (F7) ¢ o Fator de exatiddao (Fg). Os indices

estatisticos do desempenho dos trés modelos ajustados em cada temperatura avaliada sdo
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apresentados na Tabela 7.3. Os modelos primarios avaliados (BAR, GOM e LMZ) apresentaram

bons ajustes as curvas de crescimento de W. viridescens.

Tabela 7.3 - Indices estatisticos obtidos pelo ajuste dos modelos BAR, GOM e LMZ aos dados
experimentais do coquetel de W. viridescens em meio de cultivo armazenados a 4, 8, 14 e 30 °C obtidos
pelos métodos de CP e de SYBR® Green qPCR.

, T (°C) R’ RMSE Fr Fr
Método o ;
(0,2 °C) Modelo de Baranyi e Roberts (BAR)
4 0,995 0,157 1,000 1,021
CP 8 0,995 0,149 1,000 1,017
14 0,992 0,197 1,001 1,026
30 0,999 0,093 1,000 1,011
4 0,988 0,232 1,002 1,040
qPCR 8 0,990 0,220 1,000 1,030
14 0,989 0,271 1,000 1,033
30 0,979 0,377 1,002 1,039
Modelo de Gompertz Modificado (GOM)
4 0,994 0,171 0,956 1,076
CP 8 0,992 0,200 1,080 1,146
14 0,989 0,233 0,967 1,068
30 0,996 0,152 0,982 1,039
4 0,989 0,221 1,022 1,157
8 0,986 0,262 0,936 1,112
aPCR 14 0,982 0,338 0,900 1,178
30 0,986 0,304 1,073 1,129
Modelo Logistico Modificado por Zwietering (LMZ)
4 0,991 0,200 0,963 1,057
CP 8 0,989 0,225 1,130 1,201
14 0,989 0,232 0,975 1,045
30 0,996 0,165 1,002 1,031
4 0,988 0,227 1,051 1,177
8 0,987 0,245 0,968 1,056
qPCR 14 0,989 0,260 0,956 1,085
30 0,977 0,399 1,098 1,174

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Na tabela 7.3, para os dados obtidos por CP, os valores de R’ variaram de 0,989 a 0,999
e valores de RMSE variaram de 0,093 a 0,225 logio UFC/mL; enquanto nos dados obtidos por
SYBR® Green qPCR, os valores de R?;; variaram de 0,977 a 0,990 ¢ RMSE variaram de 0,220 a
0,399 logio UFC/mL, para ambos os modelos. Baseado nisso, 0 modelo LMZ resultou em valores

RMSE relativamente maiores em relacdo aos outros modelos nas temperaturas de 4 ¢ 30 °C. A
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menor qualidade do ajuste do modelo LMZ ja foi relatada por Longhi et al. (2013) ao estimar o
crescimento de L. plantarum em meio de cultivo e diferentes condi¢des isotérmicas. Segundo os
autores, esse fato pode ser explicado pela simetria em torno do ponto de inflexdo. Além disso, os
valores dos indices estatisticos do modelo de BAR foram melhores que os valores do modelo de
GOM, como também foi observado por Gongalves et al. (2017), Camargo et al. (2018) e Menezes
et al. (2018).

Geralmente, o modelo ¢ considerado com alto desempenho e precisdo se os valores de Fr
e Frestiverem entre 1,0 < Fr<Fr<1,1 definido como limite satisfatorio por varios autores (YANG
et al., 2009; YE et al., 2013; LIAO et al., 2015). No geral, como apresentado na Tabela 7.3, pode-
se observar que todos os valores de F'r e Fr do modelo de BAR estavam dentro desse limite,
enquanto para os modelos GOM e LMZ apenas algunas valores foram satisfatorios para os dados
obtidos por CP e por SYBR® Green qPCR para todas as temperaturas. Os indices Fre Fr fornecem
uma indicacao objetiva do desempenho do modelo. Neste estudo, os resultados dos valores médios
de Fr para todos os modelos foram de 1,062 a 1,101 obtidos por CP ¢ SYBR® Green qPCR,
respectivamente. Ross, Dalgaard e Tienungoon (2000) sugeriram que um Fr aceitavel poderia
basear-se no nimero de parametros ambientais em um modelo cinético. Ye et al. (2013) mostraram
que os valores médios de Fr calculados a partir dos modelos de BAR, de GOM, Logistico
modificado e Huang para L. monocytogenes em carne de porco refrigerada embalada a vacuo foram
de 1,0385 ¢ 1,0390 obtidos por CP e SYBR® Green qPCR, respectivamente. Severo et al. (2018)
sugeriram que os valores médios de Fr, calculados a partir do modelo de BAR, de 1,2919 ¢ 1,6871
obtidos por CP e SYBR® Green qPCR, respectivamente, foram adequados para descrever as curvas
de crescimento de L. mesenteroides em meio de cultivo armazenados em diferentes condigdes
isotérmicas. No entanto, nesse estudo, os valores médios de Fr foram bons para avaliagdo do
desempenho dos modelos preditivos convencionais e moleculares em comparagdo com as

referéncias mencionadas.

7.3.3 Modelagem secundaria de W. viridescens usando os métodos de CP e de SYBR® Green
qPCR
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Nesse estudo, os valores do parametro (max obtidos dos modelos primarios de BAR, de
GOM e LMZ foram usados para estimar os parametros dos modelos secundarios Exponencial e
Raiz quadrada de Ratkowsky para avaliar o efeito da temperatura (4, 8, 14 e 30 °C) de
armazenamento no crescimento de W. viridescens em meio de cultivo. As equacdes para os dois
modelos secundarios contendo os parametros estimados dos modelos preditivos moleculares e
convencionais € os valores dos indices estatisticos (R%; ¢ de RMSE) séo apresentados na Tabela
7.4, e o ajuste dos modelos secundarios para pmax sdo representados na Figura 7.2. Os resultados
indicaram que o coquetel de W. viridescens armazenado a temperaturas constantes de 4 a 30 °C
cresceram conforme o esperado, ou seja, o aumento da velocidade de crescimento com o aumento
da temperatura, como ja mencionado anteriormente.

O modelo secundario de raiz quadrada de Ratkowsky melhor representou a influéncia da
temperatura no parimetro wmqx dos modelos moleculares, com valores de R%;; > 0,993 ¢ valores de
RMSE < 0,022. O ajuste do modelo Exponencial representou bem a influéncia da temperatura no
pardmetro umq: para todos os modelos moleculares e convencionais, com valores de R?;; > 0,995 e

RMSE < 0,013, conforme representado na Tabela 7.4.
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Tabela 7.4 — Equagdes dos modelos secundarios Exponencial e Raiz quadrada de Ratkowsky para os valores do pardmetro umax estimados pelos
modelos primarios BAR, GOM e LMZ e os indices estatisticos (R?;; e RMSE).

Equacdes dos modelos secundarios

Modelo primario Método Exponencial R’, RMSE Raiz quadrada de Ratkowsky R’; RMSE
BAR CP Mg = 0,014€%12T 0,996 0,019 i =0,024 (T-1,87) 0,986 0,038
SYBR® Green qPCR 4, =0,021¢®124D) 0,995 0,027 i =0,032 (T-1,50) 0,993 0,030
CP . =0,013e0134D 0,999 0,013 Ju . =0,029 (T-1,91 0,981 0,047

GOM \ 'umax 0.127T 'umax ( )
SYBR® Green qPCR 4, =0,019¢127D 0,996 0,025 Ji,. = 0,033 (T-1,90) 0,994 0,030
CP . =0,014¢%132D) 0,998 0,014 Ji . =0,030(T-1,72 0,982 0,045

LMZ \ 'umax 0.129T 'umax ( )
SYBR” Green gPCR 4. =0,022¢*'2D 0,995 0,029 Ji o =0032(T-1,53) 0996 0,022

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Figura 7.2 - Ajustes dos modelos secundarios aos dados do parametro umq obtidos pelo modelo primario de
(a) BAR, (b) GOM e (c) LMZ. Os dados experimentais foram obtidos pelos métodos SYBR® Green gPCR
(mou A) e CP (o ou A). Em todos os dois graficos, a linha tracejada representa o ajuste do modelo
secundario da raiz quadrada de Ratkowsky e as linhas continuas representam o ajuste do modelo secundario
exponencial.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

7.3.4 Modelos moleculares para descrever o crescimento de W. viridescens e

L. mesenteroides em cultura mista

Em dois experimentos independentes, realizou-se o crescimento da cultura mista de

W. viridescens e L. mesenteroides a 8§ °C, com uma concentragdo inicial (contagem total das BAL)
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do experimento de 3,18 (£ 0,10) logio determinada por CP. A curva de crescimento de
W. viridescens na cultura mista foi determinada por SYBR® Green qPCR, conforme abordado na
Secdo 6. Para a diferenciacdo da curva de crescimento de L. mesenteroides presente na cultura
mista, a curva-padrdo de gPCR construida para a temperatura de 8 °C (R? de 0,99 e Eficiéncia de
100%) elaborada por Severo (2018) foi utilizada nesse trabalho.

Para a determinagdo dos parametros de crescimento da CTB (4 fixo = 1,12) e do
crescimento de W. viridescens em cultura mista (4o fixo = 2,33), estimados pelo modelo de BAR,
foram utilizados os valores do pardmetro /¢ conforme mencionados anteriormente no item 7.3.1.
Severo (2018) ajustou o0 modelo de BAR aos dados de crescimento de L. mesenteroides obtidos
por SYBR® Green qPCR em cinco temperaturas isotérmicas e obteve um valor médio de A fixo
de 1,41. Assim, esse valor foi utilizado para o ajuste do modelo de BAR aos dados de
L. mesenteroides em cultura mista realizados nesse trabalho.

As curvas de crescimento da CTB, de W. viridescens e de L. mesenteroides em cultura

mista, bem como os ajustes dos modelos de BAR, de GOM e LMZ sdo apresentados na Figura 7.3.

Figura 7.3 - Curvas de crescimento da CTB (determinada por CP), W. viridescens (WV) ¢ L. mesenteroides
(LM) em cultura mista, determinas por SYBR® Green qPCR a 8 °C (£ 0,2 °C) de incubagio ¢ os ajustes dos
modelos de BAR (dados do eixo primario), de GOM ¢ LMZ (dados do eixo secundario). As barras de erro
representam o desvio-padrio.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Como pode ser observado, ambas as curvas representaram uma cinética com as fases de
laténcia, exponencial e estacionaria. Além disso, todos os trés modelos foram adequados para
descrever as curvas de crescimento em cultivo misto a 8 °C. O uso de uma temperatura de
refrigeragdo para estudos de cultivo misto fornece uma simulagdo mais proxima do comportamento
de uma microbiota deteriorante de produtos carneos quando armazenados, por exemplo, em
supermercados ou em refrigeradores domésticos (JAMES; EVANS; JAMES, 2008; HASSAN;
DIMASSI, 2014). Martins (2015) estudou a predicdo do crescimento de W. viridescens em meio
de cultivo sob armazenamento em refrigerador doméstico, com oscilagdes de temperatura entre 6
°C a 12 °C na prateleira superior e entre 5 °C e 9 °C na prateleira inferior do refrigerador. Esse
autor demonstrou que o modelo preditivo de BAR superestimou o crescimento de W. viridescens,
com relacdo aos dados experimentais. Silva et al. (2017) validaram o modelo de BAR para a
predicdo de W. viridescens em presunto sob diferentes condi¢des ndo-isotérmicas, desde a
refrigeragdo até a temperatura 6tima de crescimento. No entanto, um modelo preditivo para estudar
o crescimento de um coquetel dessa espécie em interacdo com outras BAL ainda nao foi
estabelecido. Com isso, os resultados apresentados nesse trabalho destacam a importancia de
combinar 0 método de SYBR® Green gPCR com a modelagem preditiva, para oferecer uma nova
ferramenta de estudo da evolugdo das espécies de BAL deteriorantes em condigdes de refrigeragao.

Como pode ser observado na Figura 7.3, o crescimento das duas espécies em cultura mista
¢ semelhante até 25 h de cultivo. A partir de 50 h de incubagdo a 8 °C, o coquetel de W. viridescens
tem seu crescimento diminuido, enquanto a cepa de L. mesenteroides atinge um crescimento
superior (uma diferenca de 0,6 logio). No entanto, a velocidade de crescimento diminui no tempo
de 75 h, provocando uma tendéncia de fases de laténcia intermedidrias e, em seguida,
L. mesenteroides apresenta um crescimento superior até o inicio da fase estacionaria de
crescimento (~152 h). Para Huang (2003), Swinnen et al. (2004) e Longhi et al. (2013) a geracao
de fases de laténcia intermedidrias pode estar relacionada as subitas variagdes ambientais. No
entanto, nesse estudo, pode estar relacionada as interacdes entre as espécies em cultivo misto, pois
pode ocorrer uma diminui¢ao do crescimento da espécie subdominante frente ao crescimento da
espécie dominante. Para exemplificar este fato, pode-se notar que, na mesma condi¢do de cultivo,
o coquetel de W. viridescens continuou seu crescimento um pouco mais lento independentemente

do comportamento da espécie L. mesenteroides. Esse fendmeno também foi observado por outros
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pesquisadores e eles propuseram que o crescimento da populacdo subdominante ¢ apenas
parcialmente afetada pelo recurso limitante e/ou inibi¢ao de residuos que a levou a parar de crescer
(GNANOU BESSE et al., 2006; CORNU et al., 2011). Essas interagdes entre as espécies alteraram
o formato sigmoide das curvas de crescimento e, consequentemente, podem gerar uma diminuicao
no desempenho dos modelos em descrever a cinética das BAL em cultura mista.

Os resultados observados na Figura 7.3 corroboram com estudos relatados por Diez et al.
(2009a). Os autores observaram que L. mesenteroides, quando inoculado em conjunto com
W. viridescens em morcilla de Burgos, se torna dominante, demonstrando que as alteracdes
sensoriais e volateis nas amostras de morcilla analisadas sdo devidas principalmente a influéncia
de L. mesenteroides.

Muitos trabalhos existentes na literatura estudaram o comportamento das BAL presentes
em culturas mistas (JANSSEN et al., 2006; ANTWI et al., 2007, ALTIERI et al., 2008;
THEVENARD et al., 2011; ACHILLEOS; BERTHIER, 2013, 2017). Nestes trabalhos sao
avaliados aspectos como a influéncia das BAL ou com outros tipos de microrganismos, muitas
vezes patogénicos ou a interagdo de BAL benéficas. Entretanto, estudos do comportamento de
culturas mistas das espécies W. viridescens e L. mesenteroides por qPCR e combinados com uma
abordagem preditiva ndo sdo encontrados na literatura e sdo importantes para se definir, de forma
mais real, a estimativa da vida util de produtos carneos. Assim, o desempenho dos modelos
preditivos moleculares estabelecidos para descrever o crescimento de W. viridescens e de
L. mesenteroides em cultura mista a 8§ °C foi comparado as curvas de crescimento de ambas as
espécies em cultura pura, na mesma temperatura, determinadas por SYBR® Green qPCR (Figuras
7.4 e 7.5). Os dados de crescimento de L. mesenteroides em cultura pura a 8§ °C determinados por

SYBR® Green qPCR foram gentilmente cedidos pela MSc. Danielle Severo.
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Figura 7.4 - Curvas de crescimento de W. viridescens (WV) diferenciada na cultura mista ¢ em cultura pura,
ambas determinadas por SYBR®™ Green qPCR a 8 °C (+ 0,2 °C) de incubagio ¢ os ajustes dos modelos de
BAR (dados do eixo primario), de GOM ¢ LMZ (dados do eixo secundario). As barras de erro representam
o desvio-padrio.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Figura 7.5 - Curvas de crescimento de L. mesenteroides (LM) diferenciada na cultura mista ¢ em cultura
pura, ambas determinadas por SYBR®™ Green qPCR a 8 °C (£ 0,2 °C) de incubagio ¢ os ajustes dos modelos
de BAR (dados do eixo primario), de GOM ¢ LMZ (dados do ecixo secundario). As barras de erro
representam o desvio-padrio.
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Como pode ser observado nas Figuras 7.4 e 7.5, os modelos descrevem melhor os dados
em cultura pura de W. viridescens e de L. mesenteroides, devido ao formato sigmoide das curvas.
Além disso, o crescimento de cada espécie na cultura mista foi superior, o que sugere a existéncia
de um efeito levemente sinérgico entre as duas espécies. Esse efeito também foi relatado por Diez
et al. (2009a) ao inocularem as espécies W. viridescens, L. mesenteroides e o cultivo misto dessas
duas espécies em morcilla de Burgos. Os autores observaram que o crescimento de W. viridescens
foi mais lento que o de L. mesenteroides, inoculado separadamente ou em conjunto (cultura mista)
e um possivel efeito sinérgico entre essas espécies ocorreu em cultura mista, como também foi
confirmado por Vermeiren et al. (2005), em amostras de presunto cozido inoculadas. Esses
resultados demonstram a importancia dos estudos de modelagem preditiva a partir de dados em
cultura mista, pois os modelos preditivos estabelecidos para uma tnica espécie podem ocasionar
uma subestimac¢do do crescimento e nao refletir, assim, uma condi¢do real do comportamento de
uma microbiota deteriorante. Além disso, modelos preditivos para estudar a evolucdo dessa
microbiota ainda sdo pouco abordados na literatura, principalmente pelo fato de que essas espécies
de BAL sdo morfologicamente semelhantes e dificeis de serem diferenciadas por métodos
convencionais.

Uma possivel hipotese para o crescimento superior da cultura mista estd relacionada a
competicao por espaco ou nutriente. Esse fato pode favorecer o crescimento da espécie dominante
e, consequentemente, o aumento da velocidade de crescimento dessa bactéria. Segundo Achilleos
e Berthier (2017), para detectar bactérias e avaliar a diversidade de uma microbiota, os métodos
tradicionais dependentes de cultura estao sendo substituidos por métodos independentes de cultura
recentes, especialmente métodos baseados em PCR, pois fornecem uma maneira rapida de detectar
simultaneamente muitas velocidades de crescimento diferentes em uma tinica amostra. No entanto,
surge a questdo de saber se 0 método de SYBR® Green qPCR combinado com modelos preditivos
também podem substituir os métodos dependentes de cultura para a quantificagdo absoluta dos
parametros de crescimento de espécies em cultura mista, visando a identificacdo da espécie
dominante no crescimento. Assim, os pardmetros de crescimento da CTB e das culturas de

W. viridescens e de L. mesenteroides na cultura mista sdo apresentados na Tabela 7.5.
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Tabela 7.5 - Pardmetros de crescimento (= 95% IC) estimados pelo ajuste dos modelos de BAR, de GOM ¢
de LMZ aos dados da CTB (obtidos por CP), aos dados de W. viridescens e de L. mesenteroides em cultura
mista, determinados por SYBR®™ Green qPCR, a 8 °C (= 0,2 °C) de incubagio.

L . Hmax (1/h) 2 (h) A ou ymax (logio UFC/mL)*

Bacteria Modelo de Baranyi ¢ Roberts (BAR)

CTB® 0,041 (£ 0,001) 27,51 (£ 0,916) 9,305 (+0,098)
W. viridescens 0,043 (£ 0,004) 53,54 (£ 6,016) 9,142 (£ 0,303)
L. mesenteroides 0,059 (£ 0,005) 39,18 (£ 4,082) 8,982 (£ 0,195)

Modelo de Gompertz Modificado (GOM)
CTB® 0,041 (+0,003) 22,59 (£ 5,690) 6,439 (£ 0,198)
W. viridescens 0,034 (£ 0,006) 10,26 (+ 15,26) 6,388 (£ 0,577)
L. mesenteroides 0,047 (£ 0,005) 11,90 (£ 7,410) 5,902 (£ 0,188)
Modelo Logistico Modificado por Zwietering (LMZ)

CTB® 0,042 (+0,003) 29,29 (+6,325) 6,196 (£ 0,156)
W. viridescens 0,035 (£ 0,006) 19,38 (£ 15,23) 6,060 (+ 0,383)
L. mesenteroides 0,047 (£ 0,007) 15,31 (£ 9,965) 5,774 (£ 0,192)

*Parametro 4 para os modelos GOM e LMZ e yu4x para o modelo BAR.
°Contagem total de BAL pelo método de CP, sem diferenciagdo das colonias.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Como pode ser observado na Tabela 7.5, as velocidades mdéximas especificas de
crescimento imax de L. mesenteroides em cultivo misto sdo superiores as de W. viridescens e da
CTB quando estimadas pelos trés modelos. Além disso, W. viridescens apresentou valores de tmeix
de 0,034 (1/h) e 0,035 (1/h) inferiores aos obtidos para a CTB quando estimados pelos modelos de
GOM e LMZ, respectivamente. Camargo (2015) relatou que os valores do parametro pms para
W. viridescens (max = 0,78 (1/h)) e para L. sakei (umax = 0,78 (1/h)) em cultura pura foram
superiores quando essas espécies foram cultivadas em cultura mista (CTB, gmax = 0,76 (1/h)) a 30
°C. No entanto, esses resultados ndo identificaram a cinética de crescimento individual de cada
uma das BAL, impossibilitando a diferenciag@o das espécies. Ainda na Tabela 7.5, ¢ possivel notar
que os valores da velocidade de crescimento da CTB aproximam-se de uma média ponderada em
relacdo aos parametros individuais das espécies W. viridescens e L. mesenteroides para os modelos
de GOM e LMZ.

Para uma melhor visualizagdo da subdivisdo das espécies em cultivo misto a 8 °C, os
valores dos pardmetros de crescimento estimados pelo ajuste do modelo de BAR sdo apresentados

na Tabela 7.6.
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Tabela 7.6 — Subdivisdo das cepas baseada nos pardmetros de crescimento, estimados pelo ajuste do modelo
de BAR em cultivo misto a 8 °C.

Bactéria Mmax (1/h) Ymax (10g10 UFC/mL) TAFE (h)" Classe
L. mesenteroides 0,059 ( 0,005) 8,982 (£ 0,195) 152 Dominante
W. viridescens 0,043 (£ 0,004) 9,142 (£ 0,303) 175 Subdominante

"TAFE ¢ o tempo para atingir a fase estacionaria (horas) determinado a partir da linha de ajuste do modelo
de BAR.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

De acordo com a Tabela 7.6, o coquetel de W. viridescens em cultivo misto foi
subdominante, com valores de umi menores, porém continuou o crescimento quando a cepa
L. mesenteroides atingiu a fase estacionaria. O coquetel de W. viridescens atingiu a fase
estacionaria mais lentamente, mas alcangcou uma concentracdo maxima alta (ymax = 9,142 logio
UFC/mL estimado pelo modelo de BAR). Esses resultados corroboram com os relatados por Diez
et al. (2009a,b,c), nos quais a espécie de W. viridescens apresentou um crescimento mais lento
quando inoculada com L. mesenteroides em morcilla a 4 °C, considerando as alteragdes
microbianas, sensoriais e volateis identificadas por testes fenotipicos e ribotipagem. Cauchie et al.
(2017) verificaram que a espécie L. mesenteroides foi subdominante quando cultivada com
Carnobacterium maltaromaticum a 8 °C, mesmo com valores de tma iguais (umax = 0,1 (1/h)),
porém C. maltaromaticum atingiu a fase estaciondria em menor tempo (8 dias) em comparagdo a
L. mesenteroides (10 dias). Isso destaca a importancia de relacionar todos os parametros de
crescimento para subdividir a evolu¢do das bactérias deteriorantes.

Os modelos preditivos convencionais para as curvas de crescimento da CTB e os modelos
preditivos moleculares para as curvas de crescimento de W. viridescens e de L. mesenteroides em

cultura mista foram avaliados pelos indices R;;, RMSE, Fre Fg(Tabela 7.7).
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Tabela 7.7 - Indices estatisticos obtidos pelo ajuste dos modelos de BAR, de GOM e LMZ aos dados
experimentais da CTB pelo método de CP, do coquetel de W. viridescens e da cultura de L. mesenteroides
pelo método de SYBR®™ Green qPCR em cultivo misto armazenado a 8 °C (£ 0,2 °C).

Indices estatisticos

Bactéria Modelo R RMSE Fr e
BAR 0,996 0,147 1,001 1,018
CTB* GOM 0,992 0,198 0,994 1,047
LMZ 0,991 0,213 1,015 1,079
BAR 0,951 0,468 1,004 1,058
W. viridescens GOM 0,951 0,467 0,985 1,103
LMZ 0,955 0,450 0,984 1,103
BAR 0,965 0,396 1,004 1,042
L. mesenteroides GOM 0,983 0,274 1,018 1,073
LMZ 0,975 0,336 1,024 1,093

*Contagem total de BAL pelo método de CP, sem diferenciagdo das colonias.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Os indices estatisticos apresentados na Tabela 7.7 demonstram que os modelos priméarios
convencionais apresentaram bons ajustes as curvas de crescimento da CTB, com valores de R?;; >
0,991, RMSE > 0,147, Fr > 0,994 ¢ Fr > 1,018. Além disso, os modelos preditivos moleculares
apresentaram melhor desempenho ao descrever a curva de crescimento de L. mesenteroides em
cultura mista em comparacao com W. viridescens. Esse fato pode ser explicado pela formagdo de
uma fase de laténcia intermediaria maior no crescimento de W. viridescens em comparacao a
espécie dominante, L. mesenteroides, como ja citado anteriormente.

Para explicar o desempenho dos modelos preditivos, uma analogia entre os fatores
extrinsecos e intrinsecos pode ser realizada. Por exemplo, Longhi (2012) constatou que o
desempenho de modelos preditivos ¢ menor quando ocorrem variagdes bruscas de temperatura,
especialmente sob refrigeracdo, pois os modelos ndo podem prever os complexos mecanismos de
adaptacdo microbiana. Enquanto nesse estudo foi constatado que o menor desempenho dos
modelos preditivos moleculares pode estar relacionado as interagdes entre as espécies dominante e
subdominante em cultivo misto. Desta forma, a aplicagdo de novos métodos de identificacdo e
quantificagdo especifica de BAL deteriorantes em diferentes condi¢des de temperatura e de
interagdo, bem como a incorporagdo dessas informacdes nos modelos matematicos torna-se um

grande desafio para a microbiologia preditiva.
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Nos ultimos anos, cientistas que estudam a seguranga de alimentos altamente pereciveis
tém focado seus trabalhos na deteccdo e controle de microrganismos patogénicos. Ye et al. (2013)
desenvolveram um modelo preditivo por qPCR para descrever o crescimento do patégeno Listeria
monocytogenes em carne de porco refrigerada e embalada a vacuo. Noviyanti et al. (2018)
modelaram o crescimento de Sa/monella Enteritidis em caldo de frango, utilizando o qPCR, para
obtencdo dos dados de crescimento. No entanto, também se torna importante a inclusdo dos
produtos improprios para consumo humano na defini¢do de alimentos ndo seguros, devido a
contaminagdo, deterioragdo, decomposi¢do ou apodrecimento. Além disso, o uso de um método de
SYBR® Green qPCR para a modelagem preditiva do crescimento de um coquetel de cepas de
W. viridescens deteriorantes de produtos carneos em cultura pura e mista com qualquer outra
espécie ainda ndo foi estabelecido na literatura.

O estabelecimento de modelos preditivos moleculares poderia ajudar na compreensdo de
protocolos de deteccao quantitativa, com diferenciacdo da microbiota, para predizer a vida util com
maior precisdo, garantindo a qualidade dos produtos carneos. No entanto, os experimentos em
cultura mista em meio de cultivo apresentados nessa se¢do devem ser vistos como uma pré-selecao
dessas espécies para os experimentos em produto cadrneo como alimento modelo, conforme

apresentados na Secao 8.

7.4 CONCLUSOES

Os modelos de Baranyi e Roberts, de Gompertz modificado e Logistico modificado
apresentaram boa capacidade de descrever o crescimento de um coquetel de W. viridescens a 4, 8,
14 ¢ 30 °C para os métodos de SYBR® Green qPCR ¢ de CP.

As fases de laténcia e exponencial foram evidentes em todos os modelos, e os cultivos
armazenados em baixas temperaturas tiveram fases de laténcia mais longas e menores velocidades
de crescimento do que aqueles em altas temperaturas, dentro da faixa estudada.

Os valores dos indices estatisticos dos ajustes do modelo de BAR aos dados moleculares
foram melhores que os modelos de GOM e LMZ para todas as temperaturas, € o modelo secundario
Exponencial representou bem a influéncia da temperatura no parametro gmax, para todos os modelos

moleculares e convencionais.
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Os modelos preditivos moleculares apresentaram melhor desempenho ao descrever a
curva de crescimento de L. mesenteroides em cultura mista em comparagdo com W. viridescens.
Esse fato pode ser explicado pela intera¢do entre as espécies, com a formagdo de uma fase de
laténcia intermedidria maior no crescimento da espécie subdominante, W. viridescens, em

comparagdo a espécie dominante, L. mesenteroides.
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8. USO COMBINADO DOS METODOS DE TagMan™ qPCR E CONTAGEM EM
PLACAS PARA PREDIZER O CRESCIMENTO DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS
EM PRODUTO CARNEO EMBALADO A VACUO

Os resultados deste estudo foram desenvolvidos nos laboratorios do Departamento de
Biotecnologia e Ciéncia de Alimentos da Universidade de Burgos, Espanha, sob a orientagao dos
professores Ana Maria Diez Mate e Jordi Rovira Carballido. A bolsa de doutorado sanduiche foi
concedida pela Coordenacgdo de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), processo

n° 88881.132374 / 2016-01.

8.1 MATERIAL E METODOS

8.1.1 Microrganismos

Dez linhagens diferentes das espécies microbianas L. mesenteroides e W. viridescens
foram utilizadas neste estudo conforme listado na Tabela 8.1. Duas cepas de referéncia foram
fornecidas pela Cole¢ao de Culturas do Tipo Espanhol (CECT) (Valéncia, Espanha). Oito cepas de
isolados alimentares foram coletadas da MB (DIEZ et al., 2009a; SANTOS et al., 2005b).
Exclusivamente nesta se¢cdo, os nomes das espécies L. mesenteroides e W. viridescens serdo
abreviadas como LM e WV, respectivamente

Na Tabela 8.1, as cepas identificadas por L e W foram isoladas a partir de diferentes
tempos de armazenamento de morcilla. Por exemplo, as cepas Ws e Ls foram isoladas apds oito
dias de armazenamento a 4 °C. As suspengdes das dez cepas foram mantidas, individualmente,
congeladas a -80 °C em caldo MRS (DE MAN et al., 1960) (Sigma-Aldrich, Inc.) suplementado

com 30% de glicerol.



123

Tabela 8.1 - Cepas bacterianas usadas neste estudo.

Espécies Identificacao Origem
CECT 219" (ATCC 8293) Azeitonas fermentadas

66" Morcilla
Leuconostoc mesenteroides (LM) L Morcilla
Lg Morcilla
Lss® Morcilla

CECT 283" (ATCC 12706) Produtos carneos curados
132* Morcilla
Weissella viridescens (WV) W Morcilla
Wi Morcilla
Wis® Morcilla

TCepas tipo: CECT, Colecio de Culturas do Tipo Espanhol ou ATCC, Cole¢io de Culturas Tipo Americana.
*Cepas isoladas e identificadas por Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de DNA (RFLP) em
estudo reportado por Santos et al. (2005b).

°Cepas isoladas e identificadas por RFLP em estudo reportado por Diez et al. (2009a).

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

8.1.2 Preparo dos indculos

Para o preparo dos indculos, suspensdes de cada cepa foram descongeladas e 100 pL
foram transferidos para tubos contendo 10 mL de caldo MRS, os quais foram incubadas a 30 °C
por 24 h e subcultivadas no dia seguinte. A subcultura foi cultivada por 18 h até a fase estacionaria
de crescimento (resultados anteriores). Prepararam-se dois coquetéis, um com todas as cinco cepas
de LM e outro com todas as cinco cepas de WV, nos quais foram transferidos 2 mL de cada, para

obter 10 mL dos dois indculos com concentra¢do de 10° UFC/mL.

8.1.3 Preparacio das amostras de MB artificialmente inoculadas

Amostras de morcilla fatiadas em rodelas (aproximadamente 20 g) foram recebidas de um
fabricante da cidade de Burgos, Espanha, no dia da producdo, e armazenadas a 4 °C. Amostras
individuais de tamanho padronizado foram, entdo, embaladas a vacuo e pasteurizadas a 75 °C por
10 min em um banho termostitico com agitagdo horizontal (Unitronic 320 DR, JP Selecta,

Espanha) a fim de reduzir a microbiota natural do produto (DIEZ et al., 2009a; 2009b). Apds o



124

tratamento de pasteurizacdo, cada amostra foi inoculada, artificialmente, com 200 pL de in6culo
contendo, aproximadamente, 10° UFC/mL de LM ou de WV em duplicata, com o objetivo de atingir
concentragdes aproximadas de 1 x 10° UFC/g que, em seguida, foi embalada a vacuo. Um volume
de 200 pL de agua estéril foi adicionado, em duplicata, as amostras controle ndo inoculadas

(controle negativo).

8.1.4 Condicoes de armazenamento e medidas de crescimento

Amostras de MB artificialmente inoculadas foram incubadas, isotermicamente, a 5, 8, 13
e 18 °C. Essas quatro temperaturas foram testadas com a finalidade de reproduzir as diferentes
condi¢des de armazenamento de alimentos refrigerados. As temperaturas 5 e 8 °C foram escolhidas
com base em Breen et al. (2006) e Hassan e Dimassi (2014), respectivamente, que as consideraram
como as temperaturas médias dos refrigeradores domésticos. A temperatura de abuso moderada,
13 °C, foi escolhida com base em Johnson et al. (1998). Gilbert et al. (2007) e Brennan et al. (2013)
consideraram que 18 °C ¢ a temperatura méaxima, ou temperatura grave de abuso, dos
refrigeradores domésticos. A temperatura em torno das amostras foi registrada por data logger EBI
20-THI1 (Ebro, Alemanha). O crescimento microbiano foi medido, em duplicata, por TagMan™
qPCR e CP, at¢é a fase estacionaria de crescimento.

Para determinar o tempo de vida util para MB, esse periodo foi definido como o tempo
necessario para atingir niveis de 107 UFC/g, critério descrito por vérios autores para diferentes
produtos carneos, bem como para MB (VERMEIREN et al., 2005; DIEZ et al., 2008a; 2009c;
IRKIN et al., 2011; SLONGO et al., 2009).

8.1.5 Quantificacdo de LM ou WV

Amostras de MB artificialmente inoculadas foram analisadas em diferentes dias, de
acordo com as temperaturas usadas em cada experimento ao longo do periodo de incubacdo. Foram
colocados 20 g do produto em sacos plasticos de homogeneizagdo estéreis e com filtro lateral. A
cada saco, foram adicionados 180 mL da solu¢do de Ringer (solugdo de dilui¢do), na qual as

amostras foram homogeneizadas por 2 min com um Stomacher (Smasher ™ Lab Blender, Weber
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Scientific, EUA). A partir dessa suspensao inicial, outros passos foram realizados, como descritos

a seguir.

8.1.5.1 Quantificagdo pelo método de CP

Dilui¢des decimais em solug@o de Ringer foram preparadas para andlise microbioldgica.
Aliquotas de 100 pL das dilui¢des apropriadas foram plaqueadas em superficie de 4gar MRS, em
duplicata, a 30 °C por 48 h, usando o método especificado pela International Organization for
Standardization —ISO 15214:1998 (ANONYMOUS, 1998). As amostras-controle ndo inoculadas
foram analisadas no primeiro e no ultimo dia para verificar a auséncia de contaminantes. Foi
calculada a média e o erro médio (UFC/g) de duas amostras independentes de cada ponto da curva
de crescimento e utilizada para determinar a cinética de crescimento. A contagem inicial (tempo

zero) das cepas em MB foi determinada por CP em MRS apo6s a inoculagao.

8.1.5.2 Quantificacdo pelo método de qPCR

8.1.5.2.1 Extrag¢do do DNA gendémico

O DNA das espécies inoculadas artificialmente em MB foi extraido, em duplicata, usando
suspensdao celular de 40 mL de homogeneizado, que foi centrifugado (Centrifuge 5810R,
Eppendorf) a 300 x g por 10 min (4 °C) e as células foram, subsequentemente, coletadas por
centrifugacdo a 5000 x g por 15 min (4 °C) e o seu DNA gendmico foi isolado utilizando o
GenElute™ Kit (Bacterial Genomic DNA Kit) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), de acordo com
as recomendacdes do fabricante para bactérias Gram-positivas. O DNA extraido foi suspendido em
100 pL de solugdo tampao recomendada e quantificado em espectrofotometro (BioTek ™ Epoch)

(NANODROP TECHNOLOGIES, 2007).

8.1.5.2.2 Condigoes de amplificagdo
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As reacdes de TagMan™ gPCR foram realizadas em tiras Opticas de oito tubos
MicroAMP® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), por meio do sistema de detecgdo
StepOne™ Real-Time PCR (Applied Biosystems).

De acordo com Elizaquivel, Chenoll e Aznar (2008) e Gémez-Rojo et al. (2015), foram
utilizados iniciadores e sondas para identificar e quantificar a presenca de LM ou de WV em MB
por TagMan™ qPCR, respectivamente, conforme listados na Tabela 8.2. As reagdes de
amplificacdo foram realizadas, em duplicata, em um volume final de 25 pL contendo 12,5 pLL de 1
x FastStart Universal Probe Master (ROX) (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha), o par de
iniciadores, a sonda TagMan™, 4gua livre de nuclease ¢ 2 pL. de DNA molde. As reacdes de
amplificacdo de LM foram: 10 min a 95 °C, seguido de 45 ciclos durante 15 s a 95 °C, 1 min a 60
°C e uma extensao final durante 5 min a 72 °C. As reagdes de amplificagdo de WV foram: 5 min a
95 °C, seguido por 45 ciclos por 1 min a 95 °C, 30 s a 64 °C, 30 s a 72 °C e extensdo final por 10
min a 72 °C.

8.1.5.2.3 Curvas-padrdo de LM ou WV em MB

As curvas-padrao foram estabelecidas para quantificagdo de LM ou WV em MB. As
amostras, artificialmente inoculadas, foram preparadas da seguinte forma: 40 g de morcilla foram
cortadas, assepticamente, em rodelas e embaladas a vdcuo em uma maquina de embalagem EVT-
7CD (Tecnotrip, Tarrasa, Espanha). As embalagens, contendo as amostras de MB, foram
pasteurizadas (descrito no item 8.2.3) para eliminar todos os microrganismos contaminantes; sendo
que esse tratamento se mostrou eficaz em estudos anteriores (DIEZ et al., 2009a; 2009b). Apos a
etapa de pasteurizagdo, as amostras foram homogeneizadas em 360 mL de solu¢do de Ringer em
um saco plastico de homogeneizagao estéril e com filtro lateral (Interscience, BagPage®, Franga)
por 2 min com um Stomacher (Smasher Lab Labender, Weber Scientific, EUA). A mistura
resultante foi retirada do lado do filtro, para evitar materiais solidos, e distribuida em aliquotas de
40 mL, que foram inoculadas com 10 dilui¢des seriadas do indculo, conforme metodologia descrita
por Elizaquivel et al. (2008) e Gomez-Rojo et al. (2015). A concentracdo de cada aliquota foi
determinada por CP em agar MRS, correspondente a uma concentragio final de 1,3 x 10? a 1,3 x

108 UFC/g para LM e de 4,3 x 10! a 4,3 x 10® UFC/g para WV.
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Os ensaios foram realizados em dois experimentos independentes para cada cepa,
calculando-se a média dos valores de Ct e 0 Desvio-Padrao (DP) para cada ponto da curva em seis
replicatas de qPCR. As curvas-padrao foram construidas ao se plotar os valores médios de Ct em
fun¢do do logio UFC por grama de MB artificialmente inoculada com LM ou WV. Além disso, a
agua livre de nuclease e uma por¢ao nao inoculada de amostras de MB foram analisadas como um
controle negativo, em duplicata, por qPCR. Para o calculo da equacdo da curva-padrdo, apenas os
dados com coeficiente de variagio (CV) < 33% foram considerados (ZEL et al., 2012). As
eficiéncias de amplificacdo foram determinadas mediante a Equacdo 5.1. Os valores de LoD e de

LoQ foram determinados conforme descrito no item 5.1.4.3.5 da Secdo 5.



Tabela 8.2 - Iniciadores de oligonucleotideos utilizados nas amplificacdes de TagMan™ gPCR.
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Espécie Gene Iniciador Sequéncia (5° — 3°) Posicio Tamanho do amplicon (pb) Referéncia
LcmesS CCA GTT GTA ATG CGT TAT TAC C 1956 Elizaquivel,
LcmesA CAC AGC TTG TCC TTA TAG AAA A 2082 130 Chenoll e
A
LM B35 RNAq onda TaqMan™  FAM-TTCACTCTTTTCAAGACTTACTG-MGB 2031 ( zggzr)
WvrecNF CGC AAA CAC AAC AAG CCT AT 908 Gémez-
- Reel WvrecNR TGT TGA GCA AGT TCC AAA GC 998 91 Rojo et al.
“ Sonda TagMan™ FAM-CCGTGCCCTGACGTTAGCCA-BHQI 930 (2015)

FAM: fluorescein amidite; MGB: minor groove binder; BHQ: Quenchers Black Hole.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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8.1.5.2.4 Método de TagMan™ qPCR para MB artificialmente inoculada

O DNA total das espécies inoculadas em MB foi isolado a partir de 1 mL de cada
suspensao inicial, conforme descrito no item 8.2.5.2.1. O método de TagMan™ qPCR foi
realizado com o DNA molde extraido (ver item 8.2.5.2.2 acima). As contagens bacterianas
(UFC/g) de LM ou de WV em MB durante o armazenamento, estimadas por TagMan™ qPCR,
foram determinadas usando a Equagdo 8.1 proposta por Ilha et al. (2016). Nessa equagdo, 4 ¢
o UFC por reagdo, obtido do Ct da amostra de DNA usando a curva-padrao (Ct versus logio
UFC) (item 8.2.5.2.2), B ¢ a concentragdo de DNA extraido (ng/uL), C ¢ o volume total de
DNA extraido (uL), D ¢ a massa de DNA na reacdo (ng), e £ ¢ a massa de MB (g) usada para

a extracdo de DNA.
AxBxC
FC/g= 8.1
UFC/g DrE (8.1)

8.1.6 Analise estatistica comparativa dos métodos

Os dados da concentragdo microbiana foram transformados em logaritmo na base dez
(logio) e as linhas de tendéncia da regressdo linear entre os métodos de TagMan™ gPCR e de
CP foram avaliadas de acordo com Passing e Bablok (1983), usando o MedCalc v17.1
(MedCalc Software, Bélgica). Os coeficientes de determinagdo (R?) das regressdes lineares
foram obtidos. Os limites de concordancia entre os dois métodos de quantificagdo foram
avaliados usando o GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Prism® Software, EUA), de acordo com
as abordagens estatisticas propostas por Bland e Altman (1986). Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

8.1.7 Modelagem preditiva

8.1.7.1 Modelagem primaria

O modelo primério de Baranyi e Roberts (BAR) (BARANYI; ROBERTS, 1994)

(Equagdes 7.3 a 7.5 da Secdo 7) foi selecionado para esse estudo por apresentar melhores ajustes

aos dados de crescimento apresentadas na Sec¢do 7. Assim, esse modelo foi ajustado aos dados
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de crescimento de LM ou de WV em MB obtidos por TagMan™ qPCR e por CP, sob condigdes
isotérmicas. O modelo BAR representa um modelo de crescimento bioldgico mais usado na

literatura e ja foi utilizado por varios autores, como Gospavic et al. (2008), Tremarin et al.

(2015) e Lytou et al. (2016).

8.1.7.2 Modelagem secundaria

Os modelos secundarios Exponencial e Raiz quadrada (RATKOWSKY et al., 1982)
(Equagdo listadas no item 7.2.1.2 da Se¢do 7) foram usados para descrever o efeito da

temperatura na velocidade maxima especifica de crescimento (ttmax)-

8.1.7.3 Analises numéricas

O procedimento de ajuste do modelo primario e dos modelos secundarios aos dados
experimentais foi realizado em software Matlab R2013a (MathWorks®, Natick, EUA). Para o
modelo BAR, a estimativa dos pardmetros foi realizada em modelagem em duas etapas (MDE),

como descrito no item 7.2.2 da Segao 7.
8.1.7.4 Avaliacao do desempenho dos modelos

Para avaliar o desempenho dos modelos, o Coeficiente de Determinacdo Ajustado
(R’4), a Raiz do Erro Quadratico Médio (RMSE, log UFC/g), o Fator de tendéncia (Fr) € o
Fator de Exatiddo (Fr) foram calculados, conforme as equagdes descritas no item 7.2.3 da Secao
7.
8.2 RESULTADOS E DISCUSSAO
8.2.1 Curvas-padrao para MB

Os graficos da amplificacdo correspondentes as curvas-padrdo estdo representados nas

Figuras 8.1a e 8.2a. As curvas-padrdo sdo demonstradas, graficamente, como uma equagao da

curva de regressdo e um coeficiente de determina¢do R? dos valores médios de Ct em fungio
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do log UFC/g de MB artificialmente inoculada com WV ou LM, conforme as Equagdes 8.2 e

8.3, respectivamente.

Cr=-3,31 x (logio UFC/g) + 42,13 (8.2)
Cr=-3,51 x (logio UFC/g) + 41,73 (8.3)

O controle negativo (MB ndo inoculada) exibiu auséncia de colonias de BAL em MRS
apos 48 h de incubacdo. Além disso, ndo foi observado qualquer sinal de amplificagcdo. As
eficiéncias de amplificacdo (F), calculadas usando suspensdes de coquetel de células de LM e
WV como modelos, foram 93% e 101%, respectivamente. Todas as curvas-padrao
demonstraram uma boa linearidade entre logio UFC/g e Cr, com um valor de R? de 0,99 (Figuras
8.1b e 8.2b). Os coeficientes de variagao relevantes (CV < 33%) (dos valores de Ct de dois
experimentos independentes em seis reagdes, ver Tabela 8.3), variando entre 0,58% e 6,55%
demonstraram a alta precisdo e reprodutibilidade do método de TagMan™ qPCR. A partir das
informagdes descritas, confirma-se a confiabilidade desse método para a quantificagdo de LM
e WV em MB. Além disso, ao comparar a equagdo da curva-padrao obtida para W}V em MB (
Equacdo 8.2) com a média das equagdes das curvas-padrdo de WF em meio de cultivo (Cr = -
3,32 x (logio UFC/mL) + 37,16) (Secdo 6), € possivel verificar uma proximidade na eficiéncia
das curvas, demonstrando a confiabilidade do método de qPCR para a quantificacdo de WV
tanto em meio de cultivo como em produto carneo.

Os valores de LOD foram estabelecidos em 9,4 UFC/reagdo (1,3 x 10> UFC/g) € 3,1
UFC/reagdo (4,3 x 10! UFC/g) de LM e WV, respectivamente (Tabela 8.3), considerando o
volume do tampio de elui¢do. Os valores de LOQ foram estabelecidos em 1,3 x 10° UFC/g e
4,3 x 102 UFC/g de LM e WV, respectivamente. Por consequéncia, uma faixa de detecgdo para
LM de 1,3 x 10? para o nivel maximo testado de 1,3 x 108 UFC/g € para WV de 4,3 x 10! para
o nivel maximo testado de 4,3 x 10® UFC/g em MB foram estabelecidas (Tabela 8.3).
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Figura 8.1 - Graficos representativos de amplificagdo e curva-padrdo. a) Aumento da fluorescéncia
(ARn) em relacdo ao numero de ciclos de TagMan™ gPCR para dilui¢des em séries de um coquetel de
WV correspondente a 4,3 x 10° (-m-), 4,3 x 107 (-0-), 4,3 x 10° (-A-), 4,3 x 10° (-A-), 4,3 x 10* (-e-),
4,3 x 10° (-0-), 4,3 x 10* (-¢-), 4,3 x 10" (-0-) CFU/g, amostra controle (-) e limiar (-x-). (b) Curva-
padrdo construida pela plotagem dos valores médios de Cr para seis execugdes de TagMan™ qPCR em
duas amplifica¢des independentes em funcdo do logaritmo da concentragdo de células em UFC
(determinada por CP) de WV. As barras de erro representam o desvio-padrao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Figura 8.2 - Gréficos representativos de amplificacdo e curva-padrdo. (a) Aumento da fluorescéncia
(ARn) em fungdo do numero de ciclos de TagMan™ qPCR para diluigdoes em séries de um coquetel de
LM correspondente a 1,3 x 10 (- m-), 1,3 x 107 (-0-), 1,3 x 10° (- A -), 1,3 x 10° (-A-), 1,3 x 10* (- @
-), 1,3 x 10° (- 0 -), 1,3 x 10* (- ¢ -) UFC/g, amostra controle (-) e limiar (-x-). (b) Curva-padrio
construida pela plotagem dos valores médios de Cr para seis execucdes de TagMan™ gPCR para duas
amplifica¢des independentes em fungdo do logaritmo da concentragao de células em UFC (determinada
por CP) de LM. As barras de erro representam o desvio- padrao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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Tabela 8.3 - Resultados de quantificag@o obtidos pelo método TagMan™ gPCR em MB artificialmente
inoculada com um coquetel de Weissella viridescens (WV) e Leuconostoc mesenteroides (LM).

. UFC/reacio Cr (média + DP)" CV (%)*
UFC/g em MB Weissella viridescens (WV)
43 x10° 3,1 x 10’ 13,5+0,5 3,38
43 x 10’ 3,1 x 10° 16,7+0,2 1,23
43 x10° 3,1 x 10° 19,9+0,7 3,72
43 x 10° 3,1 x 10* 23.6+04 1,62
43 x 10* 3,1 x10° 272 +0,8 3,04
43 x 10° 3,1 x 10? 30,6 £ 0,2 0,58
4,3 x 10? 31 341+1,9 5,53
4,3 x 10 3,1 35,6+ 1,6 4,56
Leuconostoc mesenteroides (LM)
1,3 x 108 9,4 x 10° 13,2+0,9 6,55
1,3 x 107 9,4 x 10° 162+ 1,0 6,25
1,3 x 10° 9,4 x 10* 20,1 +0,8 3,83
1,3 x 10° 9,4 x10° 245+0,7 2,76
1,3 x 10* 9,4 x 10° 28,1+0,9 3,23
1,3 x 10° 94 31,3+0,5 1,62
1,3 x 10? 9,4 33,1+1,9 5,75

*Obtido a partir das contagens em placas.

®Valores médios de Cr obtidos para seis execucdes de TagMan™ qPCR de dois experimentos
independentes de amplificacdo. DP, desvio-padrao.

°CV: coeficiente de variacao.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

Comparado com o ensaio de TagMan™ qPCR desenvolvido para cultura pura, a
sensibilidade obtida nesse trabalho, como por exemplo para W. viridescens de 4,3 x 10' UFC/g,
¢ maior do que os relatados para quantificagdo de BAL em produtos carneos, por exemplo,
L. sakei (3 x 10° UFC/g) (MARTIN et al., 2006), LM (1,8 x 10* UFC/g) (ELIZAQUIVEL;
CHENOLL; AZNAR, 2008) ¢ WV (10° UFC/g) (GOMEZ-ROJO et al., 2015). Assim, esse
método pode ser utilizado para a detec¢c@o e quantificacdo de LM e WV presentes em produtos
carneos cozidos. Contudo, coloca-se a questdo de saber se as curvas-padrao construidas neste
trabalho podem ser utilizadas para a quantificagdo dessas bactérias em MB em diferentes fases
de crescimento (laténcia, exponencial e estacionaria) e em temperaturas de armazenamento
variadas. Portanto, os métodos de TagMan™ qPCR e de CP foram avaliados para quantificar
LM ou WV em amostras de MB artificialmente inoculadas e armazenadas em diferentes
condigOes isotérmicas até a fase de crescimento estacionaria. Posteriormente, o modelo de BAR
foi ajustado aos dados da curva de crescimento para se estimar os pardmetros cinéticos de LM
ou de WV. Modelos secundérios foram usados para estabelecer a dependéncia da velocidade

maxima especifica de crescimento com a temperatura.
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8.2.2 Comparacio entre dados de crescimento obtidos pelos métodos TagMan™ qPCR
e CP

As contagens de LM e de WV enumeradas por TagMan™ qPCR, usando as curvas-
padrdo (Figuras 8.1b e 8.2b), foram comparadas as contagens enumeradas por CP em placas
com MRS em MB armazenadas a 5, 8, 13 ¢ 18 °C até a fase estacionaria de crescimento (valores
médios). A andlise de regressdo linear demonstrou uma correlagdo significativa, com valores
de R?de 0,945 € 0,907 para LM e WV, respectivamente (p < 0,0001; Figura 8.3). Além disso,
os graficos de Bland-Altman foram construidos a fim de investigar se houve concordancia entre
os resultados obtidos pelos dois métodos (Figura 8.4). A andlise estatistica revelou que a
maioria das amostras estavam dentro dos limites do intervalo de confianga (IC) de 95 % (+ 1,96
DP); no entanto, o método de CP forneceu um valor mais alto (0,73 logio UFC para LM e 0,59
logio UFC para WV) em comparagdo ao método de TagMan™ qPCR. A concordancia nos
resultados obtidos pelos dois métodos para amostras de MB artificialmente inoculadas foi
adequada, embora o0 TagMan™ qPCR tenha subestimado ligeiramente os valores de logio UFC
por CP. Essa observacao ja fora descrita por Krdamer et al. (2011).

Segundo Reichert-Schwillinsky et al. (2009), os padrdes de quantificagdo de
TagMan™ qPCR, relacionados ao niimero de UFC determinados na cultura utilizada para o
isolamento de DNA, podem adicionar um viés a analise, a depender do estado fisiologico da
populacdo bacteriana presente na cultura. As BAL sob condigdes de estresse, como elevada
acidez devido ao aciimulo de 4cido lactico, sofrem alteracdes fisiologicas (EVEN et al., 2002),
que acarretam a uma menor replicacdo do DNA da célula (GRATTEPANCHE et al., 2005). No
entanto, as células podem retornar a um estado fisiologico sem estresse durante as etapas de
preparacdo da amostra para as contagens em placas e, assim, a diminui¢cdo da concentragao
bacteriana pode ndo ser detectada em placas de agar (GRATTEPANCHE et al., 2005) e, assim,
aumentaria a discrepancia entre os métodos dependentes e independentes de cultura. Além
disso, a subestimagdo do método de TagMan™ qPCR poderia resultar de uma extragao
incompleta de DNA, como evidenciado por Achilleos e Berthier (2013), ou de uma
amplificacdo menos eficiente do DNA extraido, independentemente da presenc¢a de um inibidor
na matriz da amostra, como proposto por Kemp et al. (2014), embora o método de extragao

tenha sido ideal para extragio de DNA de morcilla (GOMEZ-ROJO et al., 2015).
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Achilleos e Berthier (2017) estudaram a quantificacdo de cepas iniciadores na
fabricagdo de queijos durante as fases de crescimento. Nas fases exponencial e estacionaria,
observaram que os dados obtidos por qPCR foram menores aqueles obtidos por CP. Esses
autores consideraram a subestimag¢do devido as diferengas biologicas entre as células, porque
esses dois métodos sdo baseados em principios totalmente diferentes. No entanto, nenhuma
regra pratica foi relatada na literatura para explicar a concordancia entre os métodos de qPCR

e de CP.

Figura 8.3 - Analise de regressdo linear dos valores de logio UFC/g obtidos por CP ¢ TagMan™ gPCR
para todas as temperaturas estudadas. (a) Correlagdo entre CP ¢ TagMan™ gPCR para quantificagio de
Weissella viridescens (WV) em amostras de MB artificialmente contaminadas. (b) Correlacdo entre CP
¢ TagMan™ ¢PCR para quantificagdo de Leuconostoc mesenteroides (LM) em amostras de MB
artificialmente contaminadas. Linhas tracejadas em todos os dois graficos representam o intervalo de
confianca € a equagdo linear da linha de tendéncia é representada pela linha continua em negrito. R?,
coeficientes de determinacio.
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Figura 8.4 - Avaliagdo da concordancia entre os métodos CP ¢ TagMan™ qPCR para quantificagdo de
Weissella viridescens (WV) ¢ Leuconostoc mesenteroides (L.M), em amostras de MB artificialmente
contaminadas para todas as temperaturas estudadas, usando analise de Bland-Altman. (a) Concordancia
entre CP ¢ TagMan™ gPCR para quantificagdo de V. Média de 0,59 (+ 1,96 DP de -0,40 a 1,57 log)0).
(b) Concordancia entre CP ¢ TagMan™ qPCR para quantificagdo de LAM. Média de 0,73 (= 1,96 DP de
-0,13 a 1,59 log1o). A linha pontilhada fina representa a diferenga zero, enquanto os desvios-padrdo da
diferenga média de logio sdo representadas como linhas pontilhadas espagadas ¢ finas. DP, desvio-
padrio.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

8.2.3 Modelagem primaria de LM e W}V em MB por CP e por TagMan™ qPCR

Nesse estudo, foram obtidas as curvas de crescimento de um coquetel de cinco
linhagens de LM e de cinco linhagens de W7 em MB a 5, 8, 13 e 18 °C. As curvas de
crescimento das cinco cepas de LM e das cinco cepas de W1 em MB armazenada em diferentes
condi¢les isotérmicas foram quantificadas pelos métodos de CP e de TagMan™ qPCR,
representadas na Figura 8.5.

O modelo de BAR foi ajustado aos dados experimentais do crescimento de LA e WV
emMB a5, 8 13 e 18 °C, derivados dos métodos de CP e de TagMan™ gPCR. Os parametros
do modelo foram estimados na modelagem em duas etapas (MDE). Na primeira etapa, foi
calculado o valor médio (= DP) para o parametro 4y, resultando em /9 = 0,66 (+ 0,37) (método
CP) e ho=1,91 (£ 1,24) (método TagMan™ qPCR) para LM e ho= 0,14 (£ 0,15) (método CP)
e hp= 1,81 (= 1,72) (método TagMan™ PCR) para /}. Na segunda etapa, o modelo BAR
(com valor fixo do pardmetro Ay previamente obtido) foi ajustado novamente aos dados

experimentais do crescimento de LA e W1 em MB, e os pardmetros do modelo (yo, 4, fimax €



137

Vmax) foram estimados, tal como proposto por Baranyi et al. (1995) e aplicado por Longhi et al.
(2014) e Menezes et al. (2018). No modelo de BAR, 4 esta relacionado ao pardmetro /o
(Equagdo 7.5 da Secdo 7). Para LM e WV, todos os dados de crescimento apresentaram
tendéncias crescentes demonstrando curvas de crescimento sigmoide, com as fases de laténcia,

exponencial e estacionaria (Figura 8.5), para ambas as bactérias.

Figura 8.5 - Dados de crescimento de (a) Weissella viridescens (WV) ¢ (b) Leuconostoc mesenteroides
(IMyas5°C (moun), 8°C (e ouo), 13°C (A ou A)e 18 °C (¢ ou O) quantificados por métodos de
CP (simbolos preenchidos) ¢ TagMan™ gPCR (simbolos vazados), ¢ o ajuste do modelo de Baranyi ¢
Roberts (BAR, linhas continuas) aos dados experimentais obtidos em MB. As barras de erro representam
o desvio-padrio.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

As contagens iniciais das amostras inoculadas foram entre 3,11 e 4,18 logio UFC/g e
entre 2,90 e 3,67 logio UFC/g para LM e WV, respectivamente, considerando-se todos os dados
de crescimento enumerados pelos dois métodos. Como presumido, a temperatura teve um forte

impacto no comportamento bacteriano. Nesse estudo, a temperatura na incubadora ndo variou
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mais que + 0,3 °C. A fase estacionaria foi alcancada ap6s aproximadamente 3, 7, 15 e 20 dias
a 18, 13, 8 e 5 °C, respectivamente, e a concentragdo bacteriana maxima em todos os casos foi
superior a 9 logio UFC/g, independente das condi¢des de armazenamento (Figura 8.5).

A velocidade maxima especifica de crescimento tmax (1/h) aumentou com a elevagdo
da temperatura e variou entre 0,031 1/h (5 °C) ¢ 0,191 1/h (18 °C) para LM e entre 0,031 1/h (5
°C) ¢ 0,305 1/h (18 °C) para WV, e o tempo de laténcia A diminuiude 62 ha5°Ca3,74ha 18
°CparaLMede39,88ha5°Ca0,6 hal8°Cpara WV (Tabela 8.4). Os valores timi € A foram
similares, considerando o desvio-padrao, aos publicados para WJ em caldo de cultivo na faixa
de temperatura de 4 °C a 30 °C (MARTINS et al., 2016), e para LM em meio de cultura sob
condi¢des anaerdbias na faixa de temperatura de 10,5 °C a 17,5 °C, que foram listados por
Zurera-Cosano et al. (2006). Esses resultados demonstraram que a MB foi um nutriente rico
para o crescimento de BAL e, reforcando assim, que os produtos carneos devem ser
armazenados a temperaturas de refrigera¢do para aumentar os valores de 4 e evitar que essas
bactérias alcancem maiores valores de mas.

As amostras de MB inoculadas artificialmente com LM e com WV, alcangaram a vida
util em 6,4 e 5,4 dias, respectivamente, ambas a 5 °C de armazenamento determinadas por
qPCR (Tabela 8.4). Nesse periodo, sinais evidentes de deterioragdo do produto tornaram-se
observaveis em todas as amostras, como descoloragdo, perda de vacuo e odor acido. Segundo
Kalschne et al. (2015), essas sdo as mudangas mais importantes provocadas por BAL, as quais
afetam a decisdo de compra do consumidor, posto que atingem, negativamente, a aparéncia do
produto. Ademais, ao se considerar uma varia¢ao de temperatura de 5 °C a 8 °C, a vida util do
produto foi reduzida de 5,4 para 3,1 dias (Tabela 8.4). Logo, torna-se importante manter a
cadeia do frio da carne e dos produtos carneos, pois os abusos de temperatura resultam em
variagoes na qualidade do produto durante a distribui¢ao e no final da vida util, e podem causar
deterioragdo antes do consumo, o que aumenta o desperdicio de alimentos e as perdas
economicas (BRUCKNER et al., 2012; MACK et al., 2014).

No estudo relatado por Diez et al. (2009a), a vida 1util de MB foi de 4 dias quando
inoculadas artificialmente com LM e WV sob 4 °C de armazenamento, devido as contagens
iniciais (6 logio UFC/g) utilizadas. Segundo Santos et al. (2005a), a vida util de MB depende
dos niveis iniciais de contaminagdo e das condi¢des de armazenamento. Deve-se ressaltar que,
o MB fatiado, usado nesse estudo, ¢ mais suscetivel a deterioragdo quando comparado ao

produto inteiro devido a uma maior quantidade da superficie exposta do produto.
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Tabela 8.4 - ParAmetros de crescimento (= 95% IC) estimados pelo ajuste do modelo de Baranyi ¢ Roberts (BAR) (segunda etapa, fixo 4y) aos dados

experimentais de W. viridescens (WV) e L. mesenteroides (LM) em MB artificialmente inoculada a 5, 8, 13 e 18 °C obtidos pelos métodos de TagMan™ qPCR
e de CP.

. o Hmax (1/h) A (h) Ymax (log1o UFC/g) Vida util (dias)
Método TC0) Weissella viridescens (WV)
5 0,031 (£ 0,005) 4,55 (£0,59) 10,38 (£ 0,37) 4,2
CP 8 0,053 (£ 0,002) 2,69 (£ 0,09) 10,31 (£ 0,11) 2,9
13 0,117 (£0,014) 1,22 (£ 0,13) 10,19 (£ 0,25) 1,3
18 0,236 (£ 0,029) 0,60 (= 0,07) 10,23 (£ 0,31) 0,6
5 0,045 (£ 0,008) 39,88 (+7,92) 9,12 (x0,42) 5,4
TagMan™ 8 0,061 (£ 0,007) 29,63 (+ 3,66) 9,45 (£ 0,29) 3,1
qPCR 13 0,140 (£ 0,035) 12,92 (+4,26) 9,87 (= 0,68) 1,7
18 0,305 (£ 0,012) 5,94 (= 3.,01) 9,59 (£0,12) 0,8
Leuconostoc mesenteroides (LM)
5 0,032 (£ 0,003) 20,54 (£ 1,73) 10,04 (£ 0,28) 5,5
CP 8 0,053 (£ 0,004) 12,44 (£0,91) 10,10 (£ 0,28) 3,5
13 0,111 (£ 0,008) 5,99 (= 0,40) 10,10 (£ 0,18) 1,6
18 0,177 (£ 0,019) 3,74 (= 0,36) 10,71 (£ 0,45) 1,0
5 0,031 (£ 0,003) 62,01 (£ 7,66) 9,35 (£ 0,33) 6,4
TagMan™ 8 0,052 (£ 0,008) 36,67 (+ 6,16) 9,16 (= 0,46) 4,0
qPCR 13 0,130 (£ 0,027) 14,76 (+ 3,83) 9,17 (+0,53) 1,9
18 0,191 (£ 0,021) 10,04 (£ 1,26) 9,26 (= 0,40) 1,2

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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8.2.4 Avaliacio do modelo primario de BAR ajustado aos dados de LM ¢ WV em MB

Os valores dos indices estatisticos (R’;, RMSE, Fr e Fjz), obtidos pelo ajuste do
modelo BAR aos dados experimentais alcan¢ados pelos métodos TagMan™ qPCR e CP para
cada temperatura, sdo representados na Tabela 8.5. Os valores médios de R?.q (+ DP) para LM
e WV foram 0,990 (+ 0,009) e 0,988 (= 0,015), respectivamente, ¢ os valores de RMSE para
LM e WV foram menos ou iguais a 0,423 e a 0,553 logio UFC/g, respectivamente, para os dois
métodos. Menezes et al. (2018) estudaram o crescimento de BAL em presunto fatiado e
embalado a vacuo com e sem 6leo essencial de orégano a diferentes temperaturas, reportando
valores médios de R? entre 0,941 (+ 0,035) € 0,979 (+ 0,014) para 0 modelo BAR. Slongo et al.
(2009) obtiveram um valor médio de R? de 0,80 ao avaliarem o crescimento de BAL em
presuntos pressurizados. Feng, Drummond e Sun (2014) encontraram valores de RMSE de 0,3
a 0,4 logio UFC/g para o crescimento de BAL em salsichas irlandesas cozidas a vacuo e
resfriadas. Assim, os valores de R?; ¢ RMSE encontrados nesse trabalho sdo excelentes e
provaram que o modelo BAR obteve um bom ajuste aos dados observados.

O desempenho do modelo obtido para os métodos TagMan™ gPCR e CP também foi
avaliado baseando-se nos fatores Fr e Fr. Como representado na Tabela 8.5, os valores desses
fatores estavam proximos de 1,0, dentro da faixa aceitdvel e, portanto, todos atenderam aos
requisitos definidos por Ross (1996). Para as amostras de MB inoculadas com LM, os valores
médios de Fr foram 1,016 (= 0,004) e 1,037 (= 0,016) para os métodos CP e TagMan™ qPCR,
respectivamente, enquanto que, para WV os valores médios de Fr foram 1,017 (+0,008) e 1,030
(+ 0,019) para os métodos CP e TagMan™ qPCR, respectivamente. Na Tabela 8.5, todos os
valores médios de Fr de ambas as espécies foram iguais a 1,000 (£ 0,002) para os métodos CP
e TagMan™ qPCR. Esses resultados indicaram que as predicdes do modelo BAR ndo diferem
das observagdes do crescimento de LM e WV pelos métodos CP e TagMan™ qPCR. Os dados
demonstram, ainda, que as curvas preditas podem descrever, com precisdo, o crescimento
dessas bactérias em MB sob temperaturas isotérmicas de armazenamento. Zurera-Cosano et al.
(2005) obtiveram valores de Fr = 1,00 e Fr = 1,13 para validacdo do modelo de rede neural

artificial de LM em produtos carneos cozidos, fatiados e embalados a véacuo.
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Tabela 8.5 - Indices estatisticos obtidos pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts (BAR) aos dados
experimentais de Weissella viridescens (WV) € Leuconostoc mesenteroides (LM) em MB artificialmente
inoculadas a 5, 8, 13 e 18 °C obtidos pelos métodos de CP e de TagMan™ gqPCR.

RMSE

Espécie Método (°£) R, (logsy UFC/g) Fg Fp
5 0,990 0,228 1,021 1,001
CP 8 1,000 0,058 1,005 1,000
13 0,993 0,198 1,016 1,000
W viridescens 18 0,993 0,225 1,024 1,000
5 0,984 0,305 1,036 1,003
TagMan™ 8 0,991 0,198 1,020 1,001
qPCR 13 0,952 0,553 1,053 0,999
18 0,999 0,092 1,010 1,000
5 0,996 0,160 1,014 1,000
CP 8 0,997 0,147 1,018 1,001
13 0,997 0,136 1,011 1,001
L mesenteroides 18 0,994 0,225 1,021 1,000
5 0,993 0,184 1,017 1,000
TagMan™ 8 0,986 0,273 1,038 1,004
qPCR 13 0,971 0,423 1,057 0,999
18 0,992 0,233 1,034 1,001

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

8.2.5 Modelagem secundaria de LM e WV em MB por CP e por TagMan™ qPCR

A influéncia da temperatura de armazenamento sobre a velocidade maxima especifica
de crescimento (umix) de LM e de WV em MB foi estabelecida por intermédio de modelos
secundarios. Os valores dos pardmetros estimados (= 95% de intervalo de confianga) de a, b, ¢
e Tmin do ajuste dos modelos secundarios Exponencial (Equagdo 7.6) ¢ Raiz quadrada de
Ratkowsky (Equagdo 7.7) para os valores do pardmetro umax € 0s indices estatisticos (R%; e
RMSE) sdo representados na Tabela 8.6, e o ajuste dos modelos secundarios para fmax Sao
representados na Figura 8.6. Os resultados indicaram que, quando a MB foi inoculada com o
coquetel de LM e WV e armazenada a temperaturas constantes de 5 a 18 °C, ambas as espécies
cresceram conforme o esperado, apresentando um aumento da velocidade de crescimento com

a elevacdo da temperatura.
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Figura 8.6 - Ajuste dos modelos secundarios aos dados do pardmetro umax de (a) Leuconostoc
mesenteroides (LM) ¢ (b) Weissella viridescens (WV) em MB obtidos pelos métodos TagMan™ gPCR
(simbolos preenchidos) ¢ CP (simbolos vazados). Em ambos os graficos, a linha tracejada representa o
ajuste do modelo secundario da raiz quadrada de Ratkowsky (m ou 0) ¢ as linhas continuas representam
o ajuste do modelo secundario exponencial (¢ ou 0).
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).

O modelo secundario de raiz quadrada de Ratkowsky representou bem a dependéncia
do pardmetro uma de LM com a temperatura para o modelo BAR, com valores R?; acima de
0,985 e valores de RMSE < 0,015 para os métodos TagMan™ qPCR e CP. O ajuste do modelo
Exponencial melhor representou a dependéncia do pardmetro unax de W) com a temperatura,
com R’;igual 20,996 e RMSE de 0,007 para os dois métodos, conforme representado na Tabela
8.0.

Finalmente, o0 método de TagMan™ qPCR foi util para construir o modelo preditivo
porque essa técnica, baseada em DNA, mostrou alta precisdo de quantificacdo para coletar
dados de crescimento de bactérias alvo e estimar a cinética de crescimento de LA e W} em
produto carneo cozido e embalado a vacuo, sob condi¢des isotérmicas. Dessa forma,

pesquisadores da area de modelagem preditiva serdo confrontados com novos desafios
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experimentais, e informacdes fisiologicas e moleculares estardo cada vez mais disponiveis para

incorpora¢do em modelos preditivos (McMEEKIN et al., 2008).
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Tabela 8.6 - Valores dos parametros estimados (+ intervalo de confianga) (a, b, ¢ € Twmix) do ajuste dos modelos secundarios Exponencial e Raiz quadrada de
Ratkowsky para os valores do parAmetro t..q € os indices estatisticos (R%; e RMSE).

Modelos secundarios

Espécie Método Exponencial Raiz quadrada de Ratkowsky
a (1/h) b (1/°C) R’  RMSE ¢ (1/(°C \h)) Tyin (°C) R’  RMSE
Wy CP 0,016 (£ 0,009) 0,151 (£0,032) 0,996 0,007 0,024 (£ 0,008) -1,98 (+4,82) 0,981 0,019
TagMan™ qPCR 0,020 (£ 0,010) 0,151 (£0,031) 0,996 0,007 0,026 (£ 0,014) 2,11 (£7,27) 0,958 0,031
M CP 0,020 (£ 0,018) 0,123 (£ 0,056) 0,979 0,010 0,019 (£ 0,002) -4,53 (£ 1,41) 0,999 0,004
TagMan™ qPCR 0,023 (£ 0,037) 0,120 (£ 0,100) 0,932 0,019 0,021 (£ 0,006) - 3,60 (£4,72) 0,985 0,015

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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8.3 CONCLUSOES

Sob condig¢des isotérmicas (5 a 18 °C), este estudo comparou e combinou os métodos
de TagMan™ gPCR e de CP a modelos preditivos para descrever o crescimento de
L. mesenteroides e W. viridescens em morcilla embalada a vacuo. Os resultados do método de
qPCR foram semelhantes aqueles do método microbioldgico convencional de CP e ambos
foram adequados para avaliar as curvas de crescimento.

O modelo de Baranyi e Roberts pode ser aplicado para o ajuste de dados moleculares
e os modelos secundarios Exponencial e da Raiz Quadrada de Ratkowsky representaram bem
a dependéncia da velocidade maxima especifica de crescimento de W. viridescens e de

L. mesenteroides, respectivamente, com a temperatura.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

O estabelecimento e validagdo de modelos preditivos ¢ de grande interesse para a as
industrias de produtos carneos, pois esses modelos podem auxiliar na compreensdo de
protocolos de deteccdo quantitativa, com diferenciacdo da microbiota, visando melhorar a
predicdo da vida util de alimentos, aprimorando assim, a preven¢ao da deterioracdo e garantindo
a qualidade dos produtos. Nesta tese, os modelos primarios e secundarios foram utilizados para
o estabelecimento e validagdo de modelos preditivos convenvionais (método de contagem em
placas) e moleculares (método da Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa) em meio de
cultivo e em morcilla de Burgos embalada e armazenada a vacuo. Os modelos preditivos podem
ser utilizados para a predicao em outros produtos carneos sem inoculagdo (microbiota natural)
e em condigdes nao-isotérmicas, representativas de boas ou mas praticas de armazenamento. A
partir dos resultados discutidos e das conclusdes apresentadas no final de cada se¢do, podem

ser destacadas as seguintes conclusdes:

= O protocolo de SYBR® Green qPCR desenvolvido na Se¢do 5 pode ser considerado
uma ferramenta confidvel, rapida, simples e precisa para a deteccdo e quantificacdo
especifica de W. viridescens a 30 °C de cultivo.

= As curvas-padrao construidas a partir de um coquetel de cepas de W. viridescens foram
especificas e apresentam valores de eficiéncia adequados, permitindo a obtengdo de
dados experimentais de crescimento dessa espécie em cultura pura e em cultura mista
com L. mesenteroides por SYBR® Green qPCR. Esse método demonstrou boa
correlacdo e concordancia com o método de CP, com um intervalo de confianga de 95%.

= Os modelos de Baranyi e Roberts, Gompertz modificado e Logistico modificado foram
adequados para descrever os dados de crescimento de W. viridescens (4 a 30 °C) e do
cultivo misto dessa espécie com L. mesenteroides a 8 °C, destacando a importancia de
combinar 0 método de SYBR® Green gPCR com modelagem preditiva, para oferecer
uma nova ferramenta de estudo do crescimento de BAL deteriorantes em condi¢des de
refrigeragdo, permitindo o estabelecimento de parametros que possam levar a condi¢des
que aumentem a vida util de alimentos deteriorados por essas bactérias.

* O método de TagMan™ gPCR combinado com o modelo preditivo forneceu um método

eficaz para estimar a cinética de crescimento de L. mesenteroides e de W. viridescens
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sob condig¢des isotérmicas (5 a 18 °C) em produto carneo cozido e embalado a vacuo,
como a morcilla. Além disso, uma vantagem do método de qPCR ¢ a sua sensibilidade
e especificidade para medir o numero de genes alvo em muitas amostras em menor
tempo que os métodos convencionais, € ambos os métodos apresentaram uma boa

correlagdo e concordancia.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Testar outras condi¢des de temperatura isotérmicas de refrigeracdo para avaliar o
crescimento em cultura mista, com o objetivo de estabelecer modelos preditivos
moleculares baseados no crescimento das espécies dominantes, subdominantes e
inibidas das BAL durante a deterioracdo de produtos carneos em condigdes reais de
armazenamento.

Avaliar o impacto do estresse das células na quantificacdo por contagem em placas e
por qPCR.

Estudar as interagdes de bactérias deteriorantes e patogénicas com o uso do método de
qPCR e modelagem preditiva. Essas interagcdes podem auxiliar na detec¢do quantitativa,
com diferencia¢do da microbiota deteriorante e patogénica, para predizer a vida util e
reduzir o risco de patdgenos com maior precisdo, garantindo a seguranca dos produtos.
Propor o desenvolvimento de um novo padrao-ouro de quantificagdo microbioldgica
para permitir o uso do qPCR como um método complementar para caracterizar a
microbiota bacteriana dos produtos, e o seu uso poderia ser considerado como um
método de controle de qualidade, para determinar com precisdo a vida 1til e para o
desenvolvimento de novos produtos alimentares e/ou novas estratégias de

armazenamento.
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APENDICE A - Curvas de melting para as quantificagdes do DNA de (a) W. viridescens e
correspondente e (b) L. plantarum. A linha tracejada representa o controle negativo (--)
realizados em triplicata.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDICE B - Comparagio da quantificagdo de W. viridescens e L. plantarum por CP ¢ SYBR® Green qPCR.

Tempo de Tempo
cultivo CP SYBR® Green gPCR de CP SYBR® Green qPCR
cultivo
(horas) Logio Cr° Tum (°C)° Logio (horas) Logio Cr° Tum (°C)° Logio
UFC/mL* UFC/mL¢ UFC/mL* UFC/mL¢
W. viridescens L. plantarum
0 3,68 £0,03 25,70 £ 0,50 81,32 + 0,06 4,70 £ 0,08 0 3,60 £0,07 24,62 + 0,84 83,30 £ 0,07 4,02+0,14
2 3,80+ 0,01 26,01 £ 0,65 81,22 + 0,06 4,61 £0,10 2 4,13+ 0,00 21,91+ 0,01 83,38 +0,04 4,93+ 0,00
4 438 +0,11 25,71 £0,12 81,32+ 0,06 4,70 = 0,02 4 4,80 + 0,07 24,06 + 0,28 83,25+ 0,00 4,21+ 0,05
6 4,87 +0,02 23,74 £ 0,75 81,20 + 0,09 5,33+0,12 6 5,44 £0,17 20,06 0,19 83,40 £ 0,00 5,55+ 0,03
8 5,65+ 0,05 21,51 +0,21 81,32+ 0,06 6,04 £ 0,03 8 6,01 +0,03 18,04 £0,53 83,35+0,04 6,22+ 0,09
10 6,17 +0,09 19,02 + 0,32 81,35+ 0,00 6,83 = 0,05 10 6,81 £0,11 15,24 + 0,30 83,38 +0,18 7,16+ 0,05
12 6,91 +0,01 16,71 £ 0,24 81,25 + 0,00 7,57+ 0,04 12 7,39 + 0,06 12,59 £ 0,69 83,28 £ 0,00 8,05+ 0,12
15 7,60 = 0,00 13,77 £0,07 81,38+ 0,13 8,50 +£0,01 14 8,23 +0,12 9,81 +0,28 83,25+ 0,00 8,98+ 0,05
18 8,86 0,04 10,37 £0,14 81,37+ 0,03 9,59 + 0,02 16 9,15+0,35 8,50+ 0,28 83,50 +0,11 9,41+ 0,05
20 9,18+ 0,16 10,01 £ 0,03 81,33+ 0,08 9,70 £ 0,01 18 9,52+ 0,06 8,49 + 0,32 83,33 +£0,11 9,42+ 0,05
23 9,50 = 0,00 9,31 +£0,09 81,38+0,13 9,92 +0,01 20 9,59 +0,05 8,88 £ 0,64 83,50 + 0,00 9,29+ 0,11
27 9,51 £ 0,06 8,72 +£0,33 81,37+ 0,03 10,11 £ 0,05 22 9,43 £0,07 9,59+0,15 83,50+ 0,00 9,05+ 0,02
29 9,62 +0,10 8,61 £0,11 81,30+ 0,10 10,15+ 0,02 24 9,63 + 0,06 9,20 +0,31 83,43 +0,11 9,18+ 0,05

"Média + desvio padrdo dos valores de log UFC/mL obtido por contagem em placas em duplicata.
"Média + desvio padrio dos valores de Cr obtidos em triplicata.
‘Média + desvio padrdo dos valores de Ty obtidos em triplicata.
YMédia + desvio padrdo dos valores de logio UFC/mL obtido por qPCR em triplicata.
Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDICE C - Valores do rendimento e qualidade do DNA da cultura mista, valores de Ct ¢ Tm obtidos para cada BAL por SYBR® Green
qPCR em reagdes independentes.

Tempo de cultivo

Cultura mista

W. viridescens

L. plantarum

Rendimento

Qualidade a onb a oMb
(horas) (ng/uL) (A260/A280) Cr Twm ( C) Cr Twm ( C)
0 8,3 1,66 29,16 £0,13 81,08 +0,08 27,37+0,10 83,33 +0,08
2 8,6 1,64 29,68 +0,93 81,03 £ 0,06 27,47+0,72 83,32+0,20
4 9,1 1,69 27,13 +£0,36 81,03 + 0,06 26,40 + 0,06 83,32 +0,06
6 6,1 1,67 27,15+ 0,06 81,05+0,18 23,19+ 0,15 83,38 £ 0,03
8 7,6 1,64 21,98 £0,12 81,18 +£0,06 19,48 £0,17 83,47 + 0,06
10 5,5 1,65 21,96 £ 0,19 81,07 + 0,06 18,60 + 0,26 83,38 +0,13
12 6,2 2,30 16,28 + 0,01 81,33 +0,14 12,65+ 0,20 83,42+0,18
14 8,7 1,99 16,24 + 0,02 81,33 +0,08 12,74 £ 0,15 83,70 + 0,09
16 16,9 1,83 12,21 £0,12 81,25+ 0,00 11,32+ 0,06 83,50+ 0,15
18 234 1,89 10,12+ 0,34 81,47 + 0,06 8,95+ 0,08 83,53 +0,12
20 25,9 1,95 9,74 £ 0,05 81,50+ 0,10 8,70 +£ 0,04 83,75+ 0,00
22 21,8 1,85 9,39+ 0,06 81,50 + 0,00 9,04 +0,09 83,63 +0,13
24 26,7 1,83 8,56 + 0,03 81,28 + 0,06 8,74 +£ 0,05 83,55+ 0,09
Média = 1,81+0,19

"Média + desvio padrdo dos valores de Cr obtidos em triplicata.
®Média + desvio padrio dos valores de Ty obtidos em triplicata.

Fonte: Elaborada pelo autor (2019).
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APENDICE D - Perfis de pH da cultura pura de W. viridescens (m), L. plantarum (o) ¢ cultura mista
() em fungdo do (a) tempo de cultivo ¢ (b) logie UFC/mL das contagens obtidas por CP. As linhas
continuas representam a ligagdo entre os pontos experimentais, para facilitar a visualizagdo dos dados.
A linha tracejada representa a concentragdo 7 logio UFC/mL
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Os valores médios iniciais de pH de ambos os cultivos puro e misto estavam na faixa
de 6,0-6,2. Como podem ser observados no grafico (a) desse apéndice, os valores de pH foram
semelhantes até 12 horas de crescimento para ambos os cultivos puro e misto. Nesse tempo, a
contagem de W. viridescens atingiu uma concentragdo aproximada de 107 UFC/mL (7 logio
UFC/mL), enquanto o crescimento de L. plantarum era 108 UFC/mL (8 logio UFC/mL) (grafico
(b)). No final do cultivo, houve um decréscimo nos valores de pH, ou seja, um aumento da
concentragdo de acido lactico e a cultura mista apresentou menor valor de pH (pH = 3,51),

seguido da cultura pura de L. plantarum (pH = 3,74) e de W. viridescens (pH = 3,91). Assim, o

perfil de pH da cultura mista foi mais proximo da cultura pura de L. plantarum.
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ANEXO I — Composicao dos meios de cultura utilizados na tese.

Meios de cultura utilizados nos experimentos realizados no Brasil

Difco™ Lactobacilli MRS broth, pH 6,5 + 0,2

Meio utilizado para isolamento e cultivo das bactérias dacido-lacticas

Composicao: 10,0 g de peptona protease n° 3, 10,0 g de extrato de carne, 5,0 g de extrato de levedura,
20,0 g de dextrose, 1,0 g de polissorbato 80, 2,0 g de citrato de amonio, 5,0 g de acetato de sodio, 0,1
g de sulfato de magnésio, 0,05 g de sulfato de manganés, 2,0 g de fosfato dipotassico,1000 mL de
agua destilada. Para o meio so6lido, adicionar 15,0 g de agar (agar MRS).

Bacto™ Brain heart infusion (BHI) broth, 7,4 + 0,2

Meio utilizado para isolamento e cultivo de microrganismos fastidiosos e ndo fastidiosos, incluindo
aerobios e anaerobio

Composicao: 7,7 g de cérebro de bezerros, 9,8 g de infusdo de carne e coragdo, 10,0 g de peptona
protease, 2,0 g de dextrose, 5,0 g de cloreto de sodio, 2,5 g de fosfato dissoédico e 1000 mL de agua
destilada.

Meios de cultura utilizados nos experimentos realizados na Espanha

Lactobacillus MRS broth, Sigma-Aldrich, Inc., pH 6,5 + 0,2

Meio utilizado para isolamento e cultivo das bactérias dacido-lacticas

Composicao: 10,0 g de peptona, 8,0 g de extrato de carne, 4,0 g de extrato de levedura, 20,0 g de D
(+) - Glicose, 2,0 g de hidrogenofosfato dipotassico, 2,0 g de citrato de tri-amdnio, 5,0 g de acetato
de sodio tri-hidratado, 0,2 g de sulfato de magnésio hepta-hidratado, 0,05 g de sulfato de manganés
tetra-hidratado, 2,0 g de fosfato dipotassico,1000 mL de dgua destilada.

Lactobacillus MRS agar, Sigma-Aldrich, Inc., pH 6,5 £ 0,2

Meio utilizado para isolamento e cultivo das bactérias dacido-lacticas

Composicao: 10,0 g de peptona universal, 5,0 g de extrato de carne, 5,0 g de extrato de levedura, 20,0
g de D (+) - Glicose, 2,0 g de hidrogenofosfato dipotassico, 2,0 g de citrato de hidrogénio di-amonio,
5,0 g de acetato de sodio, 0,1 g de sulfato de magnésio, 0,05 g de sulfato de manganés, 12,0 g de agar
e 1000 mL de &gua destilada.

Ringers solution 1/4 strength tablets Sigma-Aldrich, Inc. (Solucao de Ringer)

Usada para séries de diluicdo de leite, produtos lacteos e outras amostras, antes da inoculagdo em
um liquido ou em um meio solido

Composicao: 2,25 g de cloreto de sodio, 0,105 g de cloreto de potassio, 0,12 g de cloreto de calcio,
0,05 g de bicarbonato de s6dio e 1000 mL de adgua destilada.
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ANEXO II - Comprovante de submissao do artigo da Secao 8.

De: eesserver@eesmail.elsevier.com <eesserver@eesmail.elsevier.com> en nombre de Luca Cocolin
<eesserver@eesmail.elsevier.com>

Enviado: sabado, 4 de mayo de 2019 21:44

Para: ANA MARIA DIEZ MATE

Asunto: Your Submission

Ms. Ref. No.: FOOD-D-18-00771
Title: Combined use of TagMan-based quantitative PCR and plate count methods for
predicting the growth of lactic acid bacteria in vacuum-packaged cooked meat product

International Journal of Food Microbiology

Dear Dr. Ana Maria Diez,

The reviewers have commented on your above paper. A revision is required.

You are kindly requested to address the comments (included below) and revise your
manuscript accordingly. Please make sure to highlight the changes performed in the modified
version of the manuscript. You are also asked to check that instructions to authors are fully
adhered to.

Please send your revised paper within 60 days. If you are unable to meet this deadline, please
contact the editor to request an extension. If the revised paper is not submitted by the deadline

it will be treated as a new submission.

When submitting the revised manuscript, please outline each change made (point by point) as

raised in the reviewer comments.

To submit your revision, please do the following:

1. Go to: https://ees.elsevier.com/food/

2. Enter your login details
3. Click [Author Login]
This takes you to the Author Main Menu.

4. Click [Submissions Needing Revision]
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