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1. Introdugao

Os métodos de detecgdo de patdgenos veiculados por alimentos, geralmente
sdo complicados e consomem tempo. Portanto, o emprego de métodos rapidos,
simples e confiaveis, € importante tanto no diagnéstico de toxi-infecgdo, como
também, e principalmente, no controle de qualidade de alimentos (ALCOCER e
OLIVEIRA, 2003). A introdugéo do método de PCR no diagnéstico microbiano é uma
valiosa alternativa @ metodologia tradicional. Rapido, com bom limite de detecgio,
seletivo, especifico, sensivel e com potencial para automatizagéo estdo entre suas
grandes vantagens (MALORNY et al., 2003). O sistema Tagman utilizadb neste
estudo, utiliza sonda fluorescente, dirigida especificamente a uma regido interna da
sequéncia que se deseja amplificar e, seu uso acrescenta um nivel adicional de
especificidade para a reagédo de amplificagdo. Uma modificagdo dessa técnica que
vem sendo utilizada de maneira crescente nos Ultimos anos para identificagéo
bacteriana € o multiplex PCR, técnica na qual utilizam-se mais de um par de primers
na mesma reagdo, possibilitando a amplificagéo simultdnea de mais de uma espécie
bacteriana na mesma reagcdo PCR, promovendo uma analise mais rapida e mais
barata da presenga de patdgenos em alimentos (GANDRA, 2006). O objetivo do
presente estudo foi padronizar reagdes multiplex para a detecgdo dos principais
patdgenos contaminantes de produtos lacteos, utilizando a técnica multiplex PCR
em tempo real.
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2. Material e métodos
2.1. Extrag@ao de DNA

Uma coldnia de cada cepa padrao (Salmonella enterica var Thyphimurium IAL
1472, Staphylococcus aureus ATCC 51651, Escherichia cofi O157:H7 IAL 1848,
Listeria monocytogenes ATCC 19117 foi cultivada em 5 mL de Caldo BHI (Infuso de
Cérebro e Coragdo) e incubada a 30°C (L. monocytogenes) e 35°C '(demais
bactérias) por 18 h. O DNA foi extraido, utilizando-se o kit Dneasy Blood & Tissue da
Qiagen e a quantificagéo realizada em espectrofotometro NanoDrop ND-1000 e logo
apés, as amostras foram estocadas a -20°C até o momento do uso, quando se

ajustou as concentragdes de DNA.

2.2. Padronizagao das reagdes monoplex de PCR em tempo real

Os primers e sondas utilizados neste trabalho foram desenhados segundo
indicacdes de literatura (PIKNOVA et al..2005; SHORTLE, 1983; WANG et al.,2007;
ORAVCOVA et al., 2006; FRICKER et al.,2007). Para uma mistura final de reagao
de 25 pL, utilizou-se TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems ™ — by
Life Technologies™) na concentragdo de 1X, 300 nM de sonda, diferentes
concentragdes de primer e quantidades de DNA (Tabela 1). No controle negativo foi
adicionado todos os componentes da reagdo exceto o DNA.

Tabela 1 - Concentragdes de primers e DNA testadas nas reagbes monoplex.

Cepas padrao Concentragao de primer Quantidade de DNA por Concentragao
(nM) reacao de sonda (nM)

S. enterica *50, 100, 200, 300, 400, 500 50, 100, *200, 250 ng 300

S. aureus 50, *100, 200, 300, 400, 500 *50, 100, 200, 250 ng 300

E. coli O157:H7 50, 100, *200, 300, 400, 500 *50, 100, 200, 250 ng 300

L. monocytogenes 50, *100, 200, 300, 400, 500 50, *100, 200, 250 ng 300

IAC 50, 100, *200, 300, 400, 500 1, 5, 10, 20, 25, 40, 50 pg, 300

*2ng, 10 ng

* Concentracéo 6tima utilizada nas reagbes multiplex

As condicdes de termociclagem da PCR em tempo real foram as mesmas
para todo o experimento: 50°C por 2 min e 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de
95°C por 0,5 min e 60°C por 1 min. Cada amostra foi amplificada no equipamento
ABI Prism 7300 Sequence Detection Systems. Os dados obtidos foram computados

como valores de Ct e exportados em planilhas do tipo Excel.



2.3. Padronizagdo das reagdes multiplex de PCR em tempo real

Definidas as concentracdes étimas de primers e a quantidade de DNA nas
reagbes monoplex (Tabela 1), prosseguiu-se com as reagoes multiplex. O multiplex
1 para deteccédo de S. enterica e S. aureus e o multiplex 2 para detecgdo de L.
monocytogenes e E. coli O157:H7, ambos contendo IAC. As condigdes de

termociclagem e volume das reagdes foram as mesmas das reagoes monoplex.

3. Resultados e discussao

Neste experimento, variou-se a concentragéo de primers e de DNA bacteriano
de cepas padrdo e, assim foram padronizadas as reagées monoplex As reagdes
monoplex contendo DNA, sonda e o par de primer desenhados para cada uma das
bactérias, funcionaram bem, pois, houve amplificagdo de todos os produtos
esperados. Posteriormente, foram testadas duas reagoes multiplex (multiplex 1 e
multiplex 2), porém, apenas o multiplex 1 foi eficiente como pode ser observado pela
Figura 1, onde a curva de amplificagdo ultrapassou o limiar de deteccédo do
equipamento (threshold - linha verde) indicando a amplificagéo dos produtos

esperados. Para multiplex 2 n&o foi obtido nenhum produto de amplificagao.
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Multiplex 1: Salmonella/S. aureus/tAC Multiplex 2 : E. coliflL. monocytogenes/iAC

Figura 1 - Perfil de amplificagéo dos Multiplex 1 e 2.

No multiplex 1, cepas padrdo de S. aureus e Salmonella enterica var
Thyphimurium foram detectados simultaneamente em menos de 24 h. Pela
metodologia classica, para se obter a confirmagéo da presenga destes patégenos

levaria 4 e 7 dias, respectivamente. Certamente, a sua introducéo plena na industria



de alimentos vai exigir a disponibilidade de forma adequada de pessoal treinado e a
adaptacéo dos protocolos descritos na literatura cientifica para a préatica cotidiana de
analises laboratoriais. E de importancia vital para a expansdo do uso de PCR na
indGstria de alimentos que os métodos, de extragdo de acidos nucléicos, de

quantificacdo e de multiplexagdo, sejam validados e padronizados.

4. Conclusodes
Padronizou-se um multiplex PCR em tempo real para detecgéo simulténea de

Salmonella enterica var Thyphimurium e Staphylococcus aureus.

ABSTRACT
The objective of this study was set up multiplex reactions to simultaneous detection
of Salmonella enterica var Thyphimurium and Staphylococcus aureus (multiplex 1)
and Listeria monocytogenes and E. coli 0157: H7 (multiplex 2), using real-time PCR
technique. A multiplex reaction was establishing for detection of Salmonella enterica
var Thyphimurium and Staphylococcus aureus.
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