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Resumo

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) constituem uma preocupacdo mundial a saude
publica, pois sdo responsaveis pela causa de varias doencas bacterianas letais quando nao
diagnosticadas e tratadas a tempo. As bactérias sdo classificadas em Gram-positivas e Gram-
negativas, que se diferenciam através da composicéo da parede celular, sendo este aspecto € fator
essencial para escolha do método de lise celular, que podem ser classificados em enzimaticos,
quimicos, ndo-mecanicos e mecanicos. Atualmente existe a grande necessidade de se obter técnicas
eficientes para obtencdo de DNA gendmico de qualidade em termos de quantidade e purificacéo.
Devido a isso, 0 presente trabalho tem por objetivo avaliar o uso de metodologias para isolamento
de DNA genbmico cepas de bactérias Acido-Laticas (BAL), Salmonella sp. e Bacillus cereus com
diferentes tempos de cultivo. Os métodos de extracdo utilizaram diferentes tipos de detergentes e
ultra-som para a lise celular, a qualidade do DNA gendmico total isolado foi verificada via gel de
agarose. O resultado demonstrou que as culturas novas (36h) em meio liquido foram as que
apresentaram DNA de melhor qualidade para o auxilio da quebra da parede o aparelho de ultra-
som foi o que melhor permitiu o isolamento do DNA bacteriano, além de destacar que 0os métodos
de isolamento de DNA para microrganismos sdo espécie-especifico. Portanto antes de iniciar os
trabalhos com um determinado microrganismo ha necessidade de determinar qual o detergente
mais adequado e também o método de extracdo mais eficiente para rompimento da parede celular
microbiana.

Palavras-chave: microrganismos; parede celular; isolamento de DNA.

1. Introducéo

A producdo de alimentos saudaveis demanda de diversas etapas para garantir a qualidade
nutricional e higiénico-sanitaria dos produtos, prevenindo a proliferagdo de doengas, algumas até
letais ao consumidor quando ndo diagnosticadas e tratadas a tempo. A Doenga Transmitida por

Alimentos (DTA) é uma sindrome ocasionada pelo consumo de alimentos e/ou dgua que possuem
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agentes etiolégicos patogénicos (quimicos, bioldgicos ou fisicos) em quantidade suficiente para
comprometer a satde do consumidor, individualmente ou em grupo (RODRIGUES et al., 2010).

Registros epidemiolégicos mundiais indicam a importancia das (DTAs) como a principal
causadora de doencas bacterianas de origem alimentar, no homem, o qual se infecta mediante a
ingestdo de alimentos contaminados (LINDER, 2002). Assim a verificagdo da auséncia ou presenca
de bactérias patogénicas € indispensavel, para garantir um alimento apto para 0 consumo
(RODRIGUES et al., 2011).

As doencas causadas por DTAs constituem uma preocupagdo mundial a satde publica. Nos
ultimos tempos, o caso de doencas transmitidas por alimentos vem crescendo em diversas partes do
mundo. Essas ocorréncias tem varias razdes, incluindo a adaptagdo microbiana as mudancas nos
sistemas de producdo de alimentos, transformaces nas praticas agropecuarias, no comeércio
internacional, tecnologia de alimentos, no estilo de vida, nas demandas dos consumidores,
mudancas demogréaficas e no comportamento humano (RODRIGUES et al., 2010).

Um dos critérios mais intuitivos para classificacao e identificacdo das bactérias € atraves da
avaliacdo da morfologia do microrganismo, que por meio de propriedades tinturiais (método de
Gram) é possivel considerar se 0s microrganismos testados pertencem a classe das bactérias Gram-
positivas ou Gram-negativas (INFORMATIVO CEFAR DE MICROBIOLOGIA, 2006). Este
método consiste basicamente, no preparo de um esfregaco de bactérias corado, sucessivamente,
com um corante basico relacionado (cristal-violeta) e com uma solucdo de iodo diluida,
submetendo-se, posteriormente a um solvente organico. As bactérias descoradas rapidamente pelo
solvente sdo denominadas Gram-negativas, enquanto que as nao descorarem sao consideradas Gram
positivas (WESP, 2003).

A divisdo das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, de acordo com a resposta da
coloracdo de Gram é decorrente das diferencas na composicdo e estrutura da parede celular
(NOGUEIRA et al., 2004). A parede celular das Gram-negativas é formada de uma camada fina
composta por peptidioglicano, responsavel pela sua fragilidade, ja nas Gram-positivas, a camada de
peptidioglicano é mais espessa, que consequentemente confere sua rigidez. Essa caracteristica faz
com que a quebra da parede celular nas gram-positivas ofereca maior dificuldade, acarretando que
as técnicas utilizadas para a quebra desta parede sejam muitas vezes trabalhosas e de alto custo,
como o emprego de enzimas (ROSA, 2008).

Até o momento, a técnica mais comum de diagnosticar estes microrganismos presentes em
alimentos é empregando os métodos convencionais microbiologicos, que apesar de serem mais 0s
baratos, sdo trabalhosos e demora de varios dias para obtengdo do resultado definitivo (FREITAS et

al., 2006). Portanto, devido a este tempo ocioso, vem sendo desenvolvido métodos rapidos como o
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diagndstico molecular com objetivo fornecer uma alternativa de diagndstico destes microrganismos
devido as limita¢cGes mencionadas pela técnica convencional microbioldgica.

Para extracdo de DNA podem ser empregados varios procedimentos de rompimento da
parede celular em bactérias, que podem ser classificados em métodos enzimaticos, quimicos, nao-
mecanicos e mecanicos. A lise enzimatica consiste na digestdo da parede microbiana catalisada por
enzimas, sendo a lisozima uma enzima que catalisa a clivagem catalitica de polissacarideos nas
paredes celulares protetoras de algumas familias de bactérias. Este tipo de procedimento pode
degradar, ou lisar, as paredes celulares bacterianas, assim facilitando a exposicdo do DNA
(FARENZENA, 2010). Para realizar o rompimento da parede celular utilizando enzimas é
necessario analisar o tipo de microrganismo empregado, o tamanho da célula, tolerancia e tensdes
de cisalhamento, gasto de energia, tempo de operagdo, necessidade de controle de temperatura,
rendimento do processo, custo e capital de investimento (MARINELLO, 2009).

O tratamento quimico € a utilizacdo de diversos detergentes, sendo o brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) e dodecil sulfato de sédio (SDS) bastante utilizado para auxiliar na
liberacdo de componentes celulares por lise das membranas celulares (REGITANO et al.,, 2007 e
MESQUITA et al., 2001). A adicdo do detergente além de auxiliar quimicamente na ruptura na
liberacdo dos componentes também é fundamental para desnaturacdo de proteinas e exposicdo dos
acidos nucleicos diante do detergente utilizado pelo protocolo (DANTAS, 2011).

Um dos processos ndo-mecanico é o rompimento da membrana por congelamento ou
descongelamento, que consiste na formacdo intracelular de grandes cristais de gelo que possui a
capacidade de perfurar a célula e causa seu total rompimento ou lesiona-la a ponto de formar poros
permeéveis & biomolécula-alvo. E um método simples e indicado para o rompimento de parede
celular de patdgenos, entretanto, € um processo demorado, de custo elevado e inadequado para
biomoléculas sensiveis ao congelamento (MARINELLO, 2009).

O método mecanico mais empregado atualmente para rompimento celular é a aplicacdo do
ultra-som ou sonicacdo, que pode ser utilizado em conjunto com outros tratamentos, nomeadamente
tratamento térmico, de pressdo e producdo combinada de calor e pressao. Os aparelhos geradores de
ondas ultra-sonoras que existem sdo destinados a diversas funcGes: o banho, preferencialmente
empregado para limpeza de material, homogeneizacdo e solubilizacdo, mas entre essas e outras
utilidades destaca-se e o rompimento da parede celular. O uso do banho de ultra-som é um processo
de baixo custo, simples, sendo constituido por um banho de metal com um ou mais transdutores
presos as paredes do tanque, sendo empregado para quebra da parede celular bacteriana (SANTOS
et al., 2010 e PIRES, 2006).

O uso de protocolos moleculares tem sido extensivamente aplicado em quase todos 0s ramos

da microbiologia e uma de suas etapas decisivas é o isolamento do DNA bacteriano em quantidade
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e qualidade suficiente para amplificagéo pela reagdo em cadeia da polimerase - PCR (NOGUEIRA
et al., 2004).

O método via PCR apresenta vantagens como rapidez, além do bom limite de detecc¢éo, alta
seletividade e potencial, estas vantagens tornam a técnica uma eficiente alternativa aos metodos
tradicionais de diagnostico. Entretanto, o alto custo de investimento tecnoldgico, a necessidade de
aprovacao oficial e instrucBes padronizadas fazem de que este método seja pouco empregado
(FREITAS et al., 2006).

Atualmente existe a grande necessidade de se obter técnicas eficientes para obtencdo de
DNA gendmico de qualidade em termos de quantidade e purificacdo. Devido a isso, 0 presente
trabalho tem por objetivo avaliar o uso de metodologias para isolamento de DNA gendmico de
cepas de bactérias Acido-Laticas (BAL), Salmonella sp. e Bacillus cereus, isoladas de diferentes

fontes de alimentos.

2. Material e Métodos

Amostras de microrganismos

Foram utilizadas culturas puras de microrganismos isolados de alimentos, as quais, cepas de
Bactérias Acido-Laticas (BAL) e de Salmonella sp relativas aos descartes do Laboratorio de
Microbiologia da UTFPR. Em outro momento foi testado cepas de Bacillus cereus, respectivo ao
estudo em andamento no Laboratorio de Microbiologia da UFPR sobre a incidéncia deste

microrganismo em produtos lacteos.

Método de extracéo

Os métodos de extracao utilizaram diferentes tipos de detergentes e tratamentos para a lise
celular. A metodologia foi adaptada a partir do protocolo descrito por Moreira et al., (2010). Os
detergentes testados neste trabalho foram brometo de cetiltrimetilaménio CTAB (CTAB 2%, NaCl
1,4 M, EDTA 20mM, Tris-Cl pH 8 100 mM, PVP-polivinilpirrolidona 1%, 2-mercaptoetanol 0,8%)
e dodecil sulfato de sédio SDS (NaCl 1 M; Tris-HCI pH 8,0 1 M; EDTA 0,5 M pH 8,0; SDS 1%)
(CLEMENTE, 2010). O primeiro teste foi a utilizagdo do detergente CTAB empregando para o

auxilio da lise celular o ultra-som, em seguida o outro tratamento foi uso do detergente SDS
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utilizando a enzima proteinase-K. As etapas do protocolo de extracdo de DNA estdo

esquematizadas na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma de extracdo de DNA
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Verificagdo da qualidade do DNA

Os DNA:s isolados foram submetidos a verificacdo da qualidade, sendo aliquotados 3ul de
tampao de carreamento 1x (azul de bromofenol) e 5ul de DNA. A mistura foi aplicada em gel de
agarose 1% em tampdo TBE (Tris base, acido borico, EDTA) a 70 v por 30 minutos. Esse gel foi

corado com brometo de etidio para posterior visualizagdo sob luz ultravioleta (UV).
3. Resultados e Discussao

Para os testes de isolamento do DNA foram utilizadas culturas em meio solido (&gar
nutriente) e liquido (caldo nutriente). As culturas em meio liquido foram as que apresentaram DNA
de melhor qualidade. Outra caracteristica de grande relevancia é que cultivos novos (36h) sdo 0s
que possibilitam isolamento mais eficiente.

O isolamento de DNA de boa qualidade de qualquer cultura microbiana é um passo
fundamental para o desenvolvimento de qualquer método de analise direta da molécula de acido
desoxirribonucléico, seja para restricdo enzimatica, sequenciamento, ou amplificacdo via PCR
(Polimerase Chain Reaction). Para a extracdo e purificacdo de acidos nucleicos, € preciso separa-los
com eficiéncia dos outros componentes celulares. Em relacdo aos acidos nucleicos, também é
essencial conservar a integridade das moléculas, que devem continuar inalteradas durante o
processo de extracdo, pois as informagdes contidas tanto no DNA quanto no RNA dependem da sua
sequéncia (LISBOA, 2011).
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Dentre os detergentes testados para a extracdo do DNA, o detergente CTAB foi 0 que
apresentou maior eficiéncia para o isolamento do DNA microbiano das culturas avaliadas, quando
comparado ao detergente SDS.

Entre as varidveis testadas, a utilizacdo do ultra-som foi a que melhor permitiu o isolamento
do DNA, auxiliando a quebra da parede celular e possibilitando a exposicao do acido nucléico para
seu eficiente isolamento. O mecanismo de acdo do ultra-som reside no fenémeno conhecido como
cavitacdo, que é a formacdo e implosdo de bolhas que se colidem violentamente, provocando entre
outros efeitos a desintegracdo das células microbianas e expondo o seu contetdo (PIRES, 2006).
Salienta-se 0 uso de proteinase-K, o qual ndo se mostrou eficiente para 0s microrganismos testados.

O protocolo que forneceu 0 DNA gendmico de melhor qualidade apresentou as seguintes
etapas: 1) homogeneizacdo em vortex dos tubos de ensaio com a cultura em meio liquido; 2)
transferéncia de 1,5ml da cultura para os tubos de eppendorf; 3) centrifugacéo por 1 minuto a 12000
rpm; 4) descarte do liquido sobrenadante; 5) adicdo de 450l de CTAB; 6) agitacdo em vortex para
ressuspender o precipitado; 7) agitacdo em vortex de bandeja por 1 minuto; 8) sonicagcdo por 1
minuto e 30 segundos em banho de gelo; 9) adigdo de 300ul de CTAB; 10) solubilizagdo em banho-
seco por 20 minutos a 65°C; 11) adicdo de 750ul de cloroférmio; 12) agitacdo por 5 minutos em
vortex de bandeja; 13) centrifugagédo por 7 minutos a 12000 rpm; 14) transferéncia do sobrenadante
para outro tubo de eppendorf; 15) adicdo de 750l de cloroférmio; 16) agitacdo por 5 minutos no
vortex de bandeja; 17) centrifugacao por 7 minutos a 12000 rpm; 18) transferéncia do sobrenadante
para outro tubo de eppendorf; 19) adicdo de 2 volumes de etanol 96% gelado, homogeneizando por
inversdo suavemente; 20) acomodacdo dos tubos em freezer a -20°C por 30 minutos; 21)
centrifugacdo por 7 minutos a 12000 rpm e descarte do liquido; 22) adicdo de 750ul de etanol 70%
gelado; 23) centrifugacdo por 7 minutos a 12000 rpm; 24) descarte do liquido; 25) secagem do
pellet a temperatura ambiente; 26) ressuspensdo do pellet em 50l de agua milig.

Apesar do protocolo ser o mais indicado para 0s microrganismos testados, a etapa de ultra-
som ndo € indicado para todos. Portanto os resultados evidenciaram que alguns microrganismos sao
mais susceptiveis ao seu uso do que outros. Por exemplo, Bacillus cereus respondeu positivamente
ao uso do equipamento de ultra-som. A Tabela 1 abaixo apresenta a resposta de uso deste

equipamento em outros géneros.

Tabela 1 - Resultado da aplicacdo do ultra-som para isolamento do DNA

Amostras de bactérias Positivo Negativo

Acido-Laticas (BAL) + ;
Bacillus cereus +
Salmonella sp. -
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A aplicacdo deste protocolo se mostrou eficiente para algumas bactérias. Sendo assim, para
0s microrganismos pertencentes a classe Gram-positiva, bactérias Acido-Léticas (BAL) e Bacillus
cereus, 0 protocolo apontou-se recomendavel para extracdo de DNA genémico. Contudo, ha
necessidade de salientar que o grupo de bactérias Acido-Laticas (BAL) é bastante heterogéneo. Ja
as cepas de Salmonella sp., pertencente a classe das bactérias Gram-negativas, 0 protocolo se
mostrou ineficiente.

O Bacillus cereus é formador de esporos, Gram-positiva, comumente encontradas em solos,
vegetais e em diversos alimentos processados e crus. Esta bactéria é capaz de produzir toxinas,
enterotoxinas, uma potente toxina emética, proteases, hemolisinas e fosfolipases. Esta veiculado
também aos surtos por intoxicacdo alimentar, provocando diarréia e emese (GOMES et al. 2004).

Devido a sobrevivéncia em diferentes temperaturas e valores de pH resistir a desidratacdo e
irradiacdo e capacidade aderéncia as superficies que contatam alimentos. Os profissionais da area de
alimentos encontram dificuldades para eliminar o microrganismo do ambiente industrial
(ANDERSSON, 1995 e KOTIRANTA et al., 2000). Este microrganismo € isolado de produtos crus
ou processados, como arroz, condimentos, vegetais, produtos carneos e alguns laticinios. Estas
bactérias ndo sdo esporulantes, pertencem as Gram-positivas, ndo méveis e produzem &cido latico
como 0 maior ou o unico produto de fermentacdo da glicose (MARTINS et al., 2006). Esta bactéria
é comumente utilizada na indastria de laticinios na elaboracdo de produtos lacteos fermentados,
como queijos e iogurtes (LIMA, 2010). Esta bactéria esta amplamente distribuida na natureza,
principalmente no leite. Elas sdo também habitam os tratos digestivo, respiratorio superior e
urogenital inferior dos animais (HOVE et al., 1999). O grupo é constituido de bastonetes e cocos
ndo esporulados, aerobios, microaerofilos ou anaerobios facultativos. Sao inativas com
temperaturas acima de 70°C (SALMINEN e VON WRIGHT, 1993).

A divisdo de bactérias Gram-positivas e negativas foi demonstrada na Tabela 1, no entanto,
esta divisao é quimicamente explicada pelo fato que a parede celular das bactérias Gram-positivas é
constituida de uma camada espessa composta por peptidioglicano, ja nas Gram-negativas, esta
camada é mais fina, o que conseqlientemente confere maior fragilidade. Essa caracteristica faz com
que a quebra da parede celular nas Gram-positivas seja mais dificil a qual reflete a acdo dos
reagentes e métodos fisicos que o protocolo apresentado neste trabalho utiliza (ROSA, 2008).

A Salmonella sp. sdo pequenos bastonetes gram-negativos, ndo esporulados, que pertencem
a familia das enterobactérias que podem causar graves infeccBes gastrointestinais de origem
alimentar, o que torna sua presenca em alimentos um relevante problema de saude publica (REIS et
al., 2002). Os sintomas predominantes em uma pessoa contaminada pela bactéria sdo dores

abdominais, vémitos, cefaléia, calafrios e forte diarréia (PERESI et al., 1998).
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No cenério das doengas transmitidas por alimentos e apesar do aparecimento de novos
microrganismos a Salmonella sp. ocupa o lugar de destaque nas estatisticas epidemioldgicas dessas
doencas (SANTOS et al., 2003). Em funcéo dos riscos que a Salmonella sp. representa para os
consumidores, sua pesquisa em alimentos é de extrema importancia. Os produtores de alimentos,
assim como os 6rgdos competentes de fiscalizagdo, ndo tém medido esforcos para garantir a
auséncia de Salmonella sp. nos alimentos (REIS et al., 2002).

Com o resultado da Tabela 1, para o isolamento de DNA de bactérias Acido-Léticas (BAL)
demonstrou-se que devido a heterogeneidade deste grupo ha& necessidade de lancar mdo da
utilizacdo de outros produtos que possibilitem o isolamento de DNA. Pois quando as extracfes
deste grupo de bactérias ndo forem possiveis apenas com a utilizacdo de ultra-som pode ser
empregados reagentes como a lisozima. Segundo o autor Falcon (2007), esta enzima possui a
capacidade de quebrar as membranas externas de diversas espécies bacterianas gram-positivas, com
isso destruindo o esqueleto glicano do peptideoglicano, ou seja, desintegrando a estrutura da parede

celular de muitos microrganismos.

4. Considerac0es finais

Esta pesquisa demonstrou que os metodos de isolamento de DNA para microrganismos séo
espécie-especifico, portanto antes de iniciar os trabalhos com um determinado microrganismo ha
necessidade de determinar qual o detergente mais adequado e também o protocolo de extragcdo mais
eficiente para rompimento da parede celular microbiana. De acordo com 0s microrganismos

testados indica-se o uso do detergente CTAB e utilizacdo do ultra-som.

Abstract

Foodborne Diseases (FBD) constitute a worldwide public health concern, because they are
responsible for several bacterial lethal diseases, if not diagnosed and treated in time. According
composition of the cell wall, bacteria are classified in Gram-positive and Gram-negative, this
aspect is essential factor to choose cell lysis method, which can be classified in enzymatic,
chemical, it can be mechanical or no mechanical method. Currently there is a great need for
effective techniques to obtain quality in terms of genomic DNA. Thus, the present study aims to
evaluate the use of methodologies for bacteria genomic DNA isolation of. In this study were used
strains of Acid Laticas (BAL), Salmonella sp and Bacillus cereus with different time of cultivation.
The DNA extraction methods used different types of detergents and ultrasound process for cell lysis,
the quality of total genomic DNA isolated was verified by agarose gel. The result showed that new
cultures (36 h) in a liquid medium presented DNA of better quality, as well the use of ultrasound
apparatus was allowed bacterial DNA isolation IN SOME GENUS, in the light of these results it is
possible to conclude that DNA isolation methods for micro-organisms are species-specific. Then
before starting the work with a micro-organism there is a need to determine what is the best
detergent and also the more efficient extraction method for microbial cell wall disruption.

Key-words: micro-organisms, cell wall; DNA isolation.
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