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Resumo: O queijo Coalho é um derivado do leite muitas vezes produzido
sem padroes higiénico-sanitarios, favorecendo a disseminacdo de micro-
organismos patogénicos. Para a deteccao de micro-organismos nos
alimentos a metodologia microbioldgica classica é a mais utilizada, porém é
laboriosa e demorada. O desenvolvimento de métodos moleculares para a
identificacdao de bactérias representa uma alternativa rapida, sensivel e
especifica para a deteccao. Um fator limitante desta metodologia é a
incapacidade da distincdao do DNA de células vivas e mortas. Para superar
esta limitacao, o intercalante de DNA Brometo de Etidio Monoazida (EMA)
pode ser utilizado, pois permite a diferenciacdao do DNA de células viaveis
de inviaveis. O EMA se liga ao DNA de células invidveis com a membrana
celular danificada, impedindo a amplificacdo deste. O objetivo desse
trabalho foi estabelecer um protocolo utilizando EMA combinado a gPCR
para deteccao de células viaveis de Sa/monella spp. em amostras de queijo
Coalho. Foram crescidas culturas de células de Salmonella, das quais
metade foi submetida a um tratamento térmico para inativacao das células.
Amostras de 10 g de queijo coalho foram inoculadas com 1 mL de cultura
contendo 10° UFC/mL de Salmonella spp. viaveis e invidveis e 89 mL de
PBS foram adicionados a mistura, esta foi separada em microtubos
contendo 1 mL na concentracdo final de 10° UFC/mL. A estas amostras foi
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adicionado corante EMA na concentracao de 50 wg/mL, posteriormente
foram incubadas no escuro por 5 minutos a 4 °C e, em seguida, expostas
a luz halégena por 5 minutos em cuba com gelo a 20 centimetros de
distancia da fonte de luz. Apds este tratamento foi realizada a extracao do
DNA e a gPCR. A diferenca de Ct (cycle threshold) entre as amostras
invidveis tratadas com EMA e as demais foi de aproximadamente 8 ciclos
de amplificacdo. Isto indica que a metodologia utilizando EMA-gPCR foi
capaz de diferenciar o DNA das células vidveis e invidveis presentes no
queijo coalho.
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