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RESUMO

RODRIGUES, Marjory Xavier. Proposta de inovacao tecnolégica no controle de
qualidade da produgcédo agroindustrial. 2013. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia de Producdo) — Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia de
Producéo, Universidade Tecnologica Federal do Parana, Ponta Grossa, 2013.

Programas de controle de qualidade de alimentos baseados na deteccdo de
patégenos incluem técnicas que apresentam desvantagens, como longo tempo de
analise, alto custo de implementacao, alto risco de interpretacdo errbnea e a nao
deteccdo de certos micro-organismos, pois caracteristicas podem nao ser expressas
e ainda pode haver a presenca de células viaveis, mas nao cultivaveis. Desta forma,
surge a necessidade de alternativas as técnicas tradicionais. As técnicas
moleculares representam uma inovacao tecnoldégica de importancia, mas enfrentam
dificuldades na sua implantagcédo. Assim, o objetivo desta pesquisa foi caracterizar os
fatores limitantes da adocdo de técnicas moleculares nos laboratérios de
microbiologia de alimentos da regiao dos Campos Gerais, Parana. Para isso, foi
desenvolvido questionario semi-estruturado, o qual foi avaliado e posteriormente
aplicado em laboratérios de microbiologia de seis empresas do ramo alimenticio da
regiao dos Campos Gerais. Além disso, ensaios experimentais foram realizados para
o desenvolvimento de diagndstico molecular para detec¢cdo de Staphylococcus
aureus em alimentos. Extracdes de DNA por diferentes métodos foram aplicadas,
reacoes para a deteccdo dos genes coa e nuc A foram padronizadas e fez-se a
aplicacdo da deteccdo molecular em amostras de alimentos naturalmente
contaminadas. A partir dos resultados, o Bax® System foi indicado como a técnica
molecular aplicavel na rotina laboratorial da industria de alimentos. Por outro lado, os
resultados dos levantamentos, da padronizacdo de PCR e da aplicagdo da técnica
em amostra alimenticia apontaram alguns fatores limitantes a adocao de técnicas
moleculares. Esses fatores sdo: a falta de conhecimento dos gestores em relacéao a
informacdes cientificas; a legislacdo brasileira, que se detém a métodos
convencionais abrindo a necessidade de trabalhos como este; a falta de recursos
financeiros para adquirir equipamentos especificos requeridos pela tecnologia; a
necessidade de suporte profissional especializado em diagnéstico molecular, pois na
padronizacdo a experiéncia é necessaria para o aperfeicoamento da técnica as
condigdes do laboratorio bem como no treinamento dos analistas; e por fim o tempo
gasto para os ajustes dos protocolos. Espera-se com estes resultados que os
limitantes sejam suplantados e a inovacgao tecnoldgica proposta seja adotada, assim
as empresas e 0s consumidores serdo beneficiados com a aplicacdo de ferramentas
analiticas de alto desempenho.

Palavras-chave: Limitantes. Inovagéo. Diagnédstico molecular. PCR. Alimentos.



ABSTRACT

RODRIGUES, Marjory Xavier. Proposal for technological innovation in quality control
of agro-industrial production. 2013. 104 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de
Producdo) - Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de Produgéo,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Ponta Grossa, 2013.

Food Quality control programs based on pathogens detection have techniques that
exhibit disadvantages, which are long periods of analysis time, high cost of
implementation, high risk of misinterpretation and failure to detect specifics
microorganisms because its characteristics cannot be expressed and still they can
be present viable cells, but not cultivable. Therefore, emerge the need for
alternatives to traditional techniques. Molecular techniques represent an important
technological innovation, but face difficulties in its insertion. So, the objective of this
research was to characterize the factors limiting the adoption of molecular techniques
in food microbiology laboratories in the region of Campos Gerais, Parana State. For
this, it was developed semi-structured questionnaire. This questionnaire was
evaluated and applied in microbiology laboratories of six companies of the food
sector from Campos Gerais region. Furthermore, experimental trials were carrying
out to development of molecular diagnostics for detecting Staphylococcus aureus in
food. DNA extractions by different methods was applied, reactions for the detection
of coa and nuc A genes was standardized and application of molecular detection in
food naturally contaminated samples was realized. As the results, the Bax ® System
was indicated as the molecular techniques applicable in laboratory routine of food
industry. In other hands, the results of surveys, standardization and development of
PCR technique in food sample showed some factors limiting for the adoption of
molecular techniques. The factors are: the lack of managers knowledge about
scientific information; the Brazilian law that presents conventional methods, opening
the need for research like this; the lack of financial resources for specific equipment
that are required by the technology; the need of support of the expertise in molecular
diagnostics, because in the standardization the experience is required for the
improvement of technical adjustment in according with laboratory conditions and
analysts training; and finally the time taken for the adjustments in the protocols. It is
hoped with these results overcome the limiting factors and that technological
innovation proposal will be adopted, so businesses and consumers can be benefit
with apply of analytical tools of high performance.

Keywords: Limitations. Innovation. Molecular diagnostic. PCR. Foods.
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1 INTRODUCAO

As doencgas transmitidas por alimentos (DTA) representam uma ameaca
para a saude publica e também para a economia. Os programas de controle de
qualidade de alimentos sdo empregados em todas as etapas da cadeia de producéo

alimentar para minimizar ou eliminar os riscos de infec¢des e intoxicagdes.

Tais programas de controle de qualidade de alimentos contam com técnicas
de deteccdo de patégenos. As técnicas tradicionais ou convencionais de
microbiologia fundamentam-se no cultivo em meios seletivos e ndo-seletivos € num

conjunto de testes bioquimicos, sorolégicos e morfoldgicos.

Essas técnicas sao de extrema importancia para determinar a inocuidade
dos alimentos, mas apresentam importantes desvantagens como longo tempo de
analise (dias), alto custo de implementacao, alto risco de interpretacao errbnea, ndo
deteccdo do micro-organismo, cujas caracteristicas podem nao ser expressas e/ou
pode haver a presenca de células viaveis, mas nao cultivaveis (GANDRA et al.,
2008).

Desta forma, surge a necessidade de alternativas as técnicas tradicionais.
Neste cenario, as técnicas moleculares representam uma inovacgao tecnolégica de
importancia, devido a alta sensibilidade e especificidade, além da facilidade de
execucao, do menor custo de reagentes e da rapidez no diagnostico (de cinco a 24
horas dependendo da variagdo da técnica), o que representa um elevado ganho de

tempo, comparadas aos métodos convencionais para um mesmo patégeno.

Abreu (2007) ressalta que o uso de técnicas, tecnologias e processos
inovadores nas industrias alimenticias € indispensavel para oferecer produtos que 0s
consumidores desejam, mas principalmente para aumentar a qualidade no que diz
respeito a garantia da seguranca alimentar durante a producao e no produto final e

para a reducao de custos.

A reducao de custos é sempre esperada. Contudo, a garantia de resultados
confiaveis é indispensavel. Nas ultimas décadas, houve um impulso das técnicas
moleculares em funcdo da elevada confiabilidade. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), por exemplo, foi a técnica que mais cresceu em pesquisas
cientificas sobre deteccado de patégenos nas ultimas trés décadas segundo Lazcka
et al. (2007).
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Além disso, as técnicas moleculares representam elevacao da qualidade dos
laudos microbiolégicos, proporcionando mais seguranga a saude publica. Porém, a
adocao desta inovacao do setor biotecnol6égico ainda é pouco observada devido as
limitacdes encontradas pelos laboratérios. Entre os obstaculos estdo a presenca de
inibidores da enzima polimerase, o alto investimento e a falta de padronizacao e
regulamentacgao por 6rgaos oficiais (GANDRA et al., 2008; OLSEN, 2000).

Assim questiona-se: “Quais fatores estao limitando a adog¢do das técnicas
moleculares para deteccao de patégenos, principalmente a PCR, nos laboratorios de

microbiologia de alimentos?’.

Com a proposicao de respostas a esta questao pode-se indicar os fatores de
relevancia e assim discutir medidas para que a insercao das técnicas moleculares
seja efetiva no setor agroindustrial, visando otimizar os esforcos de controle,
fornecendo maior credibilidade as empresas envolvidas. O estudo aprofundado dos
fatores limitantes permitird também diagnosticar os interferentes reais a inovacao no

setor.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar os principais fatores limitantes da adocado de técnicas
moleculares nos laboratérios de microbiologia de alimentos da regiao dos Campos

Gerais para a deteccao de patégenos.

1.1.2 Objetivos especificos

o Levantar as tecnologias aplicadas e os fatores limitantes da ado¢ao do
diagnéstico molecular como inovacao tecnoldgica nos laboratérios de microbiologia

de alimentos na regido dos Campos Gerais;

o Indicar os fatores limitantes inerentes a PCR como inovacao

tecnoldgica;
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o Levantar as etapas necessarias para o ajuste de um diagnéstico
molecular (padronizacao de protocolo para um patégeno de interesse alimentar);

o Mapear os tipos de diagnéstico molecular aplicaveis na industria

alimenticia;

J Validar a aplicacdao de diagnostico via PCR em matriz alimenticia
utilizando protocolo padronizado.

1.2 DELIMITAGAO DA PESQUISA

Esta pesquisa refere-se aos limitantes encontrados para a adogdo de
inovacao tecnoldgica, neste caso, na insercao do diagnéstico molecular nas
empresas do ramo alimenticio. Assim, limitantes de ordem organizacional e de

ordem técnica sao explorados.

Foram selecionadas empresas da regidao dos Campos Gerais, pois a regiao
apresenta grandes e pequenas empresas do setor. No laborat6rio de Bioengenharia
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — Campus Ponta Grossa foram
realizadas as etapas praticas para o estudo, com o apoio do Laboratério de
Microbiologia do mesmo Campus.

1.3 JUSTIFICATIVA

O mercado de alimentos exige cada vez mais um controle microbiolégico
rigoroso. O diagndstico microbiolégico convencional de agentes patogénicos em
amostras de alimentos é demorado e dificil em certos casos, com varias etapas

morosas.

Como exemplo, para o patdgeno Staphylococcus aureus, considerado um
dos principais causadores de toxinfeccées (SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE, 2012), é realizado o cultvo em meio seletivo, bem como provas
bioquimicas (prova da coagulase, teste da catalase e prova da termonuclease) e
verificagcdo morfologica das células (MATTOS, 2005; BRASIL, 2003). O conjunto de
testes é aplicado a fim de que nao haja emissdo de resultados duvidosos ou

interpretagdes errbneas, mas consequentemente ocorre o aumento dos custos e do
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tempo de anélise (GANDRA et al., 2008). Ainda, ha subjetividade e variacdo nos
testes indicados para a detec¢do deste patégeno, fato preocupante devido a
estabilidade do mesmo e das toxinas produzidas (SILVA et al., 2000; VIEIRA-DA-
MOTA et al.,, 2001; BRASIL, 2003), pois o gene responsavel por determinada
caracteristica pode estar presente, mas nao estar a expressando. Em funcéao disso,
uma opc¢ao promissora € o desenvolvimento de metodologias que facilitem o
diagnéstico.

A fim de eliminar ou reduzir os inconvenientes do diagnostico convencional,
métodos alternativos sdo desenvolvidos para que os tradicionais sejam substituidos
ou complementados, como técnicas de imunoensaio, de imunodifusdo, de
hidridizacdo, entre outras, que permitem elaborar um diagndstico com alto grau de
confiabilidade. Dentre as alternativas destacam-se as técnicas da biologia molecular,
sendo a Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) a mais explorada (ANDRADE et
al., 2010; FORSYTHE, 2002).

A PCR ¢é altamente especifica e sensivel para detectar pequenas
quantidades de DNA alvo, sendo o mais avancado método para diagnéstico de
patdbgenos em alimentos, com precisdo nos resultados por apresentar maior
sensibilidade em relacao aos métodos convencionais. Para obtencdo de resultados
ainda mais especificos, pode ser usada em conjunto com os métodos tradicionais
nao moleculares (LAZCKA et al., 2007; GANDRA et al., 2008; FREITAS; LEMOS;
MARIN, 20086).

Assim, pode-se dizer que a PCR é uma alternativa viavel as técnicas
tradicionais ou pode ser utilizada como complemento a estas, mas ainda é pouco
empregada nos laboratérios de microbiologia de alimentos (GANDRA et al., 2008;
OLSEN, 2000).

Em paises desenvolvidos, o diagnostico molecular ja esta inserido na rotina
dos laboratérios industriais, como também nas linhas de produgéao, por meio da real
time PCR (gPCR), demonstrando ser uma ferramenta de alto desempenho na
triagem de micro-organismos devido as suas caracteristicas, principalmente a sua
sensibilidade (GE; MENG, 2009; ARORA; CHAND; MALHOTRA, 2006).

Alguns paises, como os Estados Unidos, desenvolvem e validam seus
métodos moleculares para a triagem e identificacdo de patégenos para uso interno
por meio das agéncias reguladoras incluindo a Food and Drug Administration (FDA)
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(GE; MENG, 2009). Contudo, no Brasil este processo de desenvolvimento e

validacao ainda € lento.

As pesquisas consultadas descrevem as vantagens e desvantagens das
técnicas, mas nao indicam de maneira direta, nem caracterizam fatores que
dificultam a adocdo da técnica molecular nos laboratérios de microbiologia de
alimentos inseridos em industrias. Desta forma, caracterizar os fatores limitantes,
indicando os principais para a incorporag¢ao de diagndostico molecular no controle de
qualidade de alimentos, torna-se uma pesquisa de importancia, visto que as técnicas
moleculares vém ao encontro das necessidades da industria como a redugédo de
custos (reagentes, meios de cultura, mao de obra e equipamentos) e de tempo, bem
como representa a evolucdo das andlises de alimentos no controle de processo
produtivo.

1.4 ESTRUTURA DA PESQUISA

A presente pesquisa se divide em cinco sessdes. O primeiro traz a
contextualizacdo e apresentagao do tema, o problema, os objetivos, a delimitagao e
justificativa da pesquisa, demonstrando a necessidade da realizagdo da mesma.

O segundo capitulo apresenta o embasamento teédrico, tratando sobre a
inovacao tecnolégica na agroindustria, as limitacbes a adocao de inovacoes, a
demanda de inovacdes no controle de qualidade de alimentos com o foco na analise
microbioldgica de alimentos. Assim, envolve métodos microbiolégicos convencionais
e recentes aplicados no controle microbioldégico de alimentos, indicando as
perspectivas de inovacées na area. Em seguida, ha a descricdo do diagndstico
molecular como inovacdo, com a descricdo de diversos autores sobre o0s
fundamentos da técnica PCR, sua padronizacdo ou adaptacdo de protocolos,

finalizando com possiveis limitantes a ado¢ao do diagndstico molecular.

No terceiro capitulo estdo apresentadas as etapas para a condugdo da
pesquisa, a metodologia, de forma detalhada para que possa ser compreendida e
reproduzida, desde a elaboracao do questionario para a pesquisa junto as empresas

até a conducéao do experimento do diagndstico molecular.

O quarto capitulo apresenta os resultados alcangados bem como a
discussao dos mesmos, com a subdivisdo necessaria. Também, ha a descricdo das
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implicagbes dos procedimentos obtidos com a realidade das empresas do setor
alimenticio e consideracdes do uso de diagndstico molecular em relagédo as técnicas
convencionais na deteccao de patégenos alimentares.

O ultimo capitulo traz as conclusdes da pesquisa apontando os principais
limitantes da adocdo de diagnéstico molecular, além de perspectivas e

potencialidades.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 INOVACAO TECNOLOGICA NA AGROINDUSTRIA

A agroindustria brasileira e o mercado agroindustrial tém atraido novos
investimentos, com crescimento no ano de 2010 de 4,7%, revertendo a queda de
4,8% do ano de 2009. O volume exportado dos principais produtos da agroindustria
apresentou variacdes positivas em relacdo a 2009 como: a carne de aves nao
cortada em pedacos (+6,4%), pedacos e miudezas de aves (+5,7%), carnes de
bovinos congeladas (+2,2%), celulose (+1,7%), acucar (+15,3%), grdos de soja
triturados (+1,8%), bagacos e outros residuos da extragdo do 6leo de soja (+11,0%)
e Oleo de soja bruto (+2,2%) (CRIBB, 2009; IBGE, 2011).

Com o crescimento, a expansao e a insercdo em novos mercados estao
sendo estabelecidas e as empresas do ramo estdo reconhecendo que para obter
crescimento econdmico ha a necessidade do uso e desenvolvimento de novas

tecnologias e novos produtos agroindustriais (CRIBB, 2009).

Tal necessidade é ocasionada muitas vezes pela mudanga no estilo de vida
dos consumidores que traz novos paradigmas para o setor, como diferenciacédo de
produtos por meio de aspectos qualitativos. Desta forma, caracteriza-se uma
dimensao que pode ser alcancada por meio da inovacéao de produto ou de processo.
As inovacdes tornam-se, portanto, imprescindiveis para a sobrevivéncia das
empresas agroalimentares brasileiras, devido ao alto nivel da concorréncia
internacional (ABREU, 2007; SENAI, 2007).

No Manual de Oslo, inovacéao é a implementacdo de um produto, processo
ou método novo ou significativamente melhorado, sendo o requisito minimo para
definir uma inovacao é que o processo, produto ou método sejam novos para a
empresa (OCDE, 2005).

Vale mostrar o modelo de Kline e Rosenberg (Figura 1), que apresenta a
sequéncia principal da inovagcdo representada pela letra S, que se inicia com a
invencao ou reordenamento de conhecimentos, seguindo para projetos, revisdo de

projetos, producao, langcamento no mercado com marketing e distribuicao.
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Figura 1 - Modelo de Kline-Rosenberg
Fonte: Kline e Rosenberg (1986) citados por Reis (2008)

Quanto aos tipos de inovacoes, as de produto e processo apresentam maior
ocorréncia no setor agroalimentar. As inovagdes de produtos na industria de
alimentos ocorrem principalmente no design das embalagens e na composi¢cao do
produto, principalmente em relagdo a adicdo de novos aditivos, ou seja, adaptacdes
para atender as necessidades dos consumidores. Ja, as inovagdes de processo na
industria de alimentos sdo frequentemente incrementais, como adaptacdes em
maquinas e em equipamentos (ABREU, 2007). Na presente pesquisa a inovagao

proposta é uma inovacao de processo.

Essas inovagdes sdao adotadas na agroindustria ou em outros segmentos
industriais a fim de obter vantagem competitiva, embora a inovagdo dentro das
empresas possa estar em conflito com as atividades de qualidade, sendo assim néo
aceitas (LOPES-MIELGOA; MONTES-PIONB; VAZQUEZ-ORDASB, 2009).

Entretanto, a pesquisa realizada por Lépez-Mielgoa et al. (2008) citados por
Lopes-Mielgoa, Montes-Pionb e Vazquez-Ordasb (2009) mostrou que os fatores
relacionados com tecnologia e inovacdo aumentam a probabilidade da adocdo de
praticas de controle de qualidade e normalizacdo em empresas do setor de
alimentos e bebidas.

Abreu (2007) argumenta ainda que as inovacoes tecnoldgicas na industria
de alimentos estdo voltadas, principalmente, no aumento de produtividade, na
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agregacao de valor ao produto e na reducao de custos. Ainda, para atender essas
prioridades investimentos em equipamentos e programacoes sdo necessarios, assim
como maior assepsia nas linhas de producao reduzindo de forma significativa a

contaminacgao.

Grande parte das inovacoes, independente de seu tipo, estd em
consonancia com os interesses das empresas multinacionais e as tecnologias
adotadas geralmente sdo desenvolvidas em paises onde a realidade econémica é
diferente. Essas tecnologias podem nao estar de acordo com os interesses, recursos
disponiveis, necessidades especificas e com a méo de obra brasileira. A falta de
assisténcia especializada pode ser um problema a inovacao tecnolégica. Assim, a
inovacao tecnolégica esta diretamente ligada a dindmica do setor, a concorréncia, a
extensdo geografica de atuacdo, ao porte, a capacidade financeira e as
necessidades internas (ABREU, 2007; MANAS, 2001; TIGRE, 2006).

Vale destacar que o processo de inovacao tecnologica na industria de
alimentos acontece em maioria por difusdo tecnolégica. As empresas do setor
apresentam um padrdao de inovagao voltado a reducdo de custos, associado a
difus&o de tecnologias ja existentes (ABREU, 2007).

Outro aspecto relevante ao que se refere a inovar é a estratégia tecnolégica
adotada. Mas, ndo existem férmulas prontas, sendo poucas as empresas que
desenvolvem estratégias. As estratégias das empresas, em termos de inovacao,
dependem de elementos que configuram as estruturas de mercado e padroes de
concorréncia, além de fatores relativos ao ambiente nacional e as politicas publicas
(REIS, 2008).

Neste caso, grande parte das empresas nacionais utiliza a tecnologia de
base (essenciais para a produgdo de um determinado produto), o que evidencia
baixa capacidade de inovacdo, enquanto as empresas multinacionais utilizam as
tecnologias-chave (tecnologias que proporcionam vantagem competitiva por meio da
maior eficiéncia, produtividade e qualidade) e emergentes (tecnologias que podem
provocar mudancas radicais) geralmente desenvolvidas em seus paises de origem
(ABREU, 2007). Isso ressalta o fato das empresas nacionais estarem de certa forma,

dependentes do desenvolvimento tecnolégico das multinacionais.

Em resumo, a agroindustria inova para satisfazer os clientes e as exigéncias

de qualidade, a fim de cumprir a regulamentacao nacional e internacional, superar



23

as barreiras técnicas ao comércio, obter vantagem competitiva e/ou para obter a
certificacdo. Adicionalmente, visa atender aos novos e sofisticados mercados o que
exige o desenvolvimento de novas tecnologias de produto e processo, a maioria
proveniente de organizacées externas, fornecedores, instituicbes publicas de
pesquisa e desenvolvimento ou de outros setores (biotecnologia, eletronica,
informatica, quimica, entre outros) (LOPES-MIELGOA; MONTES-PIONB;
VAZQUEZ-ORDASB, 2009; REVILLION et al., 2004).

A absorcdo de tecnologias, técnicas, produtos e processos pode ser
dificultada por diversos fatores. As limitagdes a inovagao tecnolégica sdo explanadas

a sequir.

2.1.1 Limitagdes a adocado de inovacgao tecnolégica

Antes de apresentar as limitacbes a adocao de inovacgodes, € indispensavel
reforgar o conceito de difusdo tecnolégica.

A difusao tecnoldgica pode ser entendida como o processo pelo qual a
inovagcdo € comunicada ou a aplicagdo em escala progressiva da inovacao (TIGRE,
2006; BATALHA et al., 2008).

A difusdao pode revelar problemas que podem ser corrigidos em novas
versdes. Desta maneira, a difusdo alimenta e redireciona a trajetéria da inovacéo,
revelando as necessidades de demanda por solugdes técnicas, ou seja, molda a
inovacao para as condi¢des de uso. Enquanto o processo de difusado tecnoldgica é a
trajetéria de adocdo de uma tecnologia no mercado, este processo pode ser
analisado a partir da direcdo ou trajetéria tecnolégica, ritmo ou velocidade de
difus&o, fatores condicionantes e impactos econémicos (TIGRE, 2006; BATALHA et
al., 2008).

No caso da presente pesquisa os fatores condicionantes citados por Tigre
(2006), serao explorados, sendo de ordem técnica, institucional e econémica.

No Manual de Oslo (OCDE, 2005) esses sao colocados como fatores que
influenciam a inovacao, dispostos em econémicos, especificos a empresa e legais.

Como exemplos, dentre estes podem-se citar, respectivamente, custos elevados e
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deficiéncias de demanda, caréncia de pessoal especializado ou de conhecimentos,
regulacdes e regras tributarias.

Dentro de condicionantes técnicos mencionados por Tigre (2006) esta a
disponibilidade de suporte técnico, no que diz respeito a flexibilidade organizacional
€ a capacidade cognitiva para reter novos conhecimentos, solucionando problemas
na introducgao, otimizagao e adaptacao de tecnologias.

Assim, o0 sucesso da introdugcdo de uma nova tecnologia depende
diretamente da aplicacdo e do uso das informacdes, da implementacdo de
mudancas (incorporacdo de novos procedimentos, rotinas e informacdes) e

retreinamento de recursos humanos (TIGRE, 2006).

Nos condicionantes econdémicos, incluem-se os custos de aquisicéo,
implantagdo e manutengdo da nova tecnologia, além do retorno do investimento.
Entre os condicionantes institucionais, estdo a disponibilidade de financiamentos, 0s
incentivos fiscais, o clima favoravel ao investimento, os acordos internacionais de
comércio, o sistema de propriedade intelectual, as questdes sociais, culturais e
religiosas, o regime juridico do setor ou do pais e a existéncia de capital humano e
instituicdes de apoio (TIGRE, 2006).

O fator ou condicionante econémico pode, por exemplo, ser solucionado
com o auxilio das fontes de financiamento e fomento. No Brasil, as fontes de
incentivo a inovacao se distribuem em fomento a capacitacao de recursos humanos,
incentivos fiscais, incentivos tributarios e financiamentos (reembolsaveis e nao
reembolsaveis), dentro de fontes publicas. As fontes privadas ainda nao estdo em
destaque (LABIAK JR; MATQOS; LIMA, 2011).

Os editais publicos sdo os principais responsaveis na divulgacdo das
oportunidades de fomento. Ha uma selecédo de projetos para que recebam recursos
publicos, tais editais e selecdes sao desenvolvidos por agéncias governamentais e
entidades como, Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP), Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Servico Brasileiro de Apoio
as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq), entre outras (LABIAK JR; MATOS; LIMA, 2011).

Assim, na adog¢do de inovacdo uma andlise das variaveis (fatores) que

envolvem o processo de adocao deve ser realizada, com abrangéncia dos fatores
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financeiros, sociais € ambientais e as possibilidades de retorno do investimento
(ABREU, 2007).

Almeida (2010) relaciona fatores condicionantes como barreiras a inovacao.
Neste contexto, a auséncia de capacitagdo técnica interna, a auséncia de
profissionais qualificados no mercado, as falhas e riscos de mercado, o0s
procedimentos burocraticos e a falta de recursos financeiros representam os
principais empecilhos a inovacao.

Assim, o setor agroindustrial deve analisar esses limitantes e/ou barreiras
para inovar, principalmente no que diz respeito as inovagdes voltadas a qualidade.
Ressaltando que este requisito ganhou nova dimensao, que pode ser alcangada

com inovacao tecnolédgica de produto e de processo (ABREU, 2007).

2.2 DEMANDA DE INOVAGAO TECNOLOGICA NO CONTROLE DE QUALIDADE
DE ALIMENTOS

Entre os parametros que determinam a qualidade de um alimento, os mais
importantes sdo aqueles que definem suas caracteristicas microbiologicas. A
avaliacao da qualidade microbiolégica de um produto fornece diversas informagdes,
principalmente quanto ao risco para a saude da populacdo (FRANCO; LANDGRAF,
2004).

A seguranga alimentar € considerada um importante tema para a saude
publica, sendo prioridade da agenda politica de muitos paises. Paises desenvolvidos
e em desenvolvimento sdo alvos de estatisticas dramaticas que indicam o niumero
de vitimas acometidas por doencas transmitidas por alimentos (DTA’s)
contaminados. Assim, ha grande sensibilizacdo por parte dos consumidores quanto
as exigéncias de qualidade e seguranca alimentar (FERREIRA, 2008; CESCO,
2010; MALDONADO, 2008).

A fim de prevenir DTA’s e garantir a qualidade do alimento produzido, o setor
de controle de qualidade das empresas utiliza ferramentas capazes de interromper
um processo em desacordo com as especificacoes. A utilizacdo de métodos de
deteccdo de micro-organismos em alimentos € uma das maneiras utilizadas para
garantir a qualidade dos produtos (MALDONADO, 2008; ANDERSEN, 2007).
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Portanto, a verificacdo da auséncia ou presenga de micro-organismos
patogénicos em alimentos é indispensavel, sendo essenciais métodos de deteccao

robustos e confiaveis, para garantir alimento proprio para 0 consumo.

Os métodos convencionais sdo consagrados na analise microbiolégica de
alimentos, porém, baseados em protocolos demorados, que necessitam de dias para
emissao de resultados conclusivos, além da elevada quantidade de reagentes e
vidrarias. Neste sentido, o diagndstico € confidvel, mas pouco pratico e eficiente,
principalmente quando se trata de inspec¢éo sanitéria, onde os resultados devem ser

rapidos e seguros para a liberagao de lotes de alimentos (RUCKERT, 2006).

Forsythe (2002) afirma que os métodos de deteccao usuais podem nao estar
recuperando todos os patégenos em alimentos e agua e que métodos alternativos
precisam ser desenvolvidos, como os de imunologia e de sequéncias de DNA.

Desta forma, a seguir sdo apresentadas as técnicas convencionais e as

técnicas recentes empregadas no controle microbiol6gico de alimentos.

2.2.1 Métodos convencionais aplicados no controle microbioldgico de alimentos

Para o controle microbiolégico de alimentos sdo aplicadas diversas técnicas.
No entanto, as mais empregadas sao as técnicas microbioldgicas convencionais,
reconhecidas mundialmente como métodos padrdo de deteccdo de patdégenos em
alimentos, também chamados “padrao ouro”. Tais métodos, em teoria, sdo capazes
de identificar células viaveis em amostras de alimentos seguindo os estagios de pré-
enriquecimento e enriquecimento seletivo (RUCKERT, 2006; GE; MENG, 2009).

De maneira geral, os métodos convencionais de microbiologia de alimentos
tem como base a microbiologia classica que se fundamenta, por exemplo, para
deteccdo de uma determinada bactéria em pré-enriquecimento, enriquecimento
seletivo, plagueamento do micro-organismo alvo em meio de cultura apropriado e na
confirmacao por meio de testes sorolégicos, bioquimicos e morfolégicos (GANDRA
et al., 2008; LI et al., 2009; BENETTI, 2009; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION,
2012).

Os resultados dos testes bioquimicos podem conduzir o analista a erros,
pois sofrem variabilidade pela acao de fatores ambientais sobre a expressao génica,
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0 que acarreta resultados distintos. Outras caracteristicas relevantes sdo o baixo
poder discriminatério em micro-organismos com baixa variabilidade genética e o

limitado nimero de testes devido aos custos dos mesmos (GANDRA et al., 2008).

O tempo gasto para a obtencédo dos resultados € uma desvantagem muito
discutida, pois determinadas analises demandam de varios dias para a obtencgao de
resultados conclusivos. Apesar dos progressos na formulacdo de meios de cultura
seletivos a deteccdo continua demorada e trabalhosa (GE; MENG, 2009).

Andrade (2008), ao desenvolver uma pesquisa, relata que o maior
inconveniente foi 0 tempo necessario para isolar a Listeria monocytogenes e o custo

dos meios de cultura recomendados no método.

O custo dos métodos convencionais € alto comparados a outros. Teodoro et
al. (2006) calcularam os custos do material de consumo da analise convencional e
da PCR para a deteccao do mesmo micro-organismo e na mesma matriz alimentar e

concluiram que a PCR foi mais econdémica.

No entanto, a nao deteccdo de células viaveis nao cultivaveis é a
desvantagem mais representativa, visto que o método convencional baseia-se na
cultura do micro-organismo alvo. Segundo Gandra et al. (2008), as propriedades
fenotipicas pelas quais as bactérias sdo identificadas podem n&o ser expressas e
quando isso acontece sao de dificil interpretacéo e classificacao.

E importante destacar que diversas bactérias patogénicas em condicdes
adversas podem sofrer injuria sub-letal, 0 que pode inibir a multiplicagdo nos meios
de cultura empregados. As VNC (células viaveis nao cultivaveis) representam um
perigo a saude publica, visto que, podem estar presentes e alimentos podem ser
liberados pela nao deteccao de patégeno (MAZIERO, 2007; FORSYTHE, 2002).

O fenbmeno VNC ja foi observado em Salmonella spp., Campylobacter
jejuni, Escherichia coli e Vibrio cholerae (FORSYTHE, 2002). Assim, técnicas sao
desenvolvidas para que haja maior seguridade na producéo de alimentos, suprindo

estas e outras dificuldades.

2.2.2 Métodos recentes aplicados no controle microbiol6gico de alimentos
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Dentre os métodos contemporaneos tém-se a citometria de fluxo, kits de
imunodiagnostico, imunomagnética, reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
condutancia e espectrometria. Esses métodos tém sido aplicados em uma ampla
variedade de matrizes alimenticias. No entanto, a ampla aplicagdo no
monitoramento em tempo real ainda é pouco observada, embora representem uma
vantagem competitiva (ARORA; CHAND; MALHOTRA, 2006; IVNITSKI et al., 1999;
ALCOCER; OLIVEIRA, 2003).

A citometria de fluxo consiste na medicdo de caracteristicas das células
quando suspensas em meio fluido, informacées como tamanho, numeros,
caracteristicas da parede celular e niumero de organelas sdo fornecidas. Essa
técnica é aplicada, por exemplo, para contagem de células bacterianas em leite,
sendo que o equipamento expressa o numero de células por mL, representando a
contagem individual de bactérias (CASSOLI, 2005).

Ja, o método imunomagnético auxilia na separacdo das células alvo por
meio de microesferas que promovem a captura das células por ligacoes
imunoldgicas e a separacao por forcas magnéticas, nao dispensando as etapas de
enriquecimento, isolamento e provas bioquimicas e soroldgicas (BRASIL, 2003).

Os ensaios imunoenzimaticos baseados nas técnicas de triagem contribuem
para simplificar a deteccao de patdégenos em alimentos. Nestes ensaios, reacdes
antigeno-anticorpo empregam anticorpos marcados com uma enzima cromogénica
facilitadas por leitores automatizados. A especificidade do método esta atrelada a
ligacdo antigeno com o anticorpo. Entre os testes imunoenzimaticos existentes, o
teste tipo sanduiche é o mais empregado (BENETTI, 2009; RUCKERT, 2006).

Todos os sistemas de ensaio imunoenzimatico disponiveis para andlise até o
momento sdo heterogéneos, nos quais os patégenos investigados sdo capturados
por aglutinacao através de anticorpos especificos adsorvidos a superficie de uma
matriz sélida. Em seguida, o complexo antigeno-anticorpo reage com o conjugado
preparado, por meio da ligacao do anticorpo especifico para o micro-organismo a ser
detectado e com uma enzima cromogénica. Apés determinado periodo, 0 conjugado
nao ligado presente é lavado e uma substancia é adicionada. O sanduiche formado
reage com o substrato da enzima cromogénica, resultando no desenvolvimento de
cor. Substratos fluorogénicos também podem ser empregados. Se a enzima esta
presente, o substrato sera modificado, resultando em um produto que pode ser
detectado (BENETTI, 2009).
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Imunossensores também se destacam na deteccdo de micro-organismos.
Os biossensores se destacam na area de detecgcdo, pois convertem a analise
biolégica em um sinal elétrico como resposta. Um elemento biolégico produz um
sinal baseado em eletroquimica, Otica ou energia térmica proporcional a
concentracdo dos analitos e/ou de acordo com outros parametros de interesse
bioldgico. O sensor apresenta um elemento bioativo (enzima, anticorpo, acido
nucléico, peptideo, entre outros) que conduz a afinidade com o analito de interesse.
Os biossensores sao utilizados principalmente quando se tratam de compostos ou
micro-organismos de dificil detec¢cdo (ARORA; CHAND; MALHOTRA, 2006).

Arora et al. (2011) citam os biossensores como ferramentas inovadoras na
deteccdo de patdgenos alimentares, englobando conceitos dos métodos
contemporaneos. Entre os diversos biossensores podem ser citados os O6pticos,
amperomeétricos, potenciométricos, condutimétricos, termométricos, piezoelétricos,
imunossensores, baseados em DNA, baseados no metabolismo microbiano, entre
outros (FURTADO et al., 2008).

A PCR ganhou destaque a partir da década de 90, sendo que esta técnica
fundamentou os biossensores baseados em DNA. Variantes da técnica surgiram,
entre elas as mais conhecidas sao a [1] qPCR (real time PCR) é baseada na
deteccao pela emissao fluorescente de corante especifico associado ao amplicon
alvo com a intensidade da fluorescéncia proporcional a soma do produto
amplificado; a [2] multiplex PCR, muito util por permitir a detec¢do simultanea de
Varios organismos ou varios genes associados a viruléncia de um mesmo organismo
introduzindo diferentes oligonucleotideos iniciadores para amplificar regides
especificas do DNA; e a [3] reverse transcriptase PCR desenvolvida para detectar
somente células viaveis (LASCKA et al., 2007; POSTOLLEC et al., 2011; ROCHA,
2008; ZOCCHE et al., 2011).

Podem ainda ser citadas a restriction fragment length polymorphism (RFLP),
random amplified polymorphic DNA (RAPD), simple sequence repeat-anchored PCR
(SSR-PCR), selective amplification of microsatellite polimorphic loci (SAMPL), pulse
field gel electrophorese (PFGE), repetitive extragenic palindromic (REP-PCR),
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC-PCR) e amplified fragment
length polymorphism (AFLP) (CORTEZ, 2006; ARORA; CHAND; MALHOTRA, 2006;
LAZCKA et al., 2007; ROCHA, 2008; CARVALHO, 2009).
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Essas técnicas fundamentadas em PCR vém sendo cada vez mais
empregadas na identificacdo de varios micro-organismos em alimentos,
principalmente bactérias. Ja sao utilizadas com éxito, por exemplo, na deteccao de
L. monocytogenes, Campylobacter sp., Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae, E.
coli, Salmonella sp., B. cereus, entre outros (ANDRADE, 2008; MACHIW;
POPOWSKI; SZPONAR, 2008; TEODORO et al., 2006; PASSO, 2009; GARCIA et
al., 2008; CORTEZ, 2006; ARRUDA, 2006; SINGH et al., 2011; SUBRAMANIAN et
al., 2006; BARDON et al., 2011).

Também existem métodos avangados combinados com PCR como, por
exemplo, surface acoustic wave sensor (SAW) ou evanescent wave sensor € PCR-
ELISA (PCR-enzyme-linked immunosorbent assay) (LASCKA et al., 2007).

A nanotecnologia ja esta sendo aliada a PCR, sendo que a técnica
denominada micro-PCR opera 40 ciclos em menos de 6 minutos, reduzindo ainda
mais o tempo da analise, técnica ainda desenvolvimento (GE; MENG, 2009; LEE et
al., 2003).

A condutancia/impedancia fundamenta-se nas medidas das mudangas de
impedancia e condutancia elétrica num meio de cultivo como resposta a
multiplicacdo dos micro-organismos (DRAGONE et al., 2007). As mudangas ocorrem

no meio devido a atividade metabdlica dos micro-organismos.

A espectrometria de massas é muito utilizada na biologia e nos ultimos anos
tornou-se disponivel para o uso na microbiologia. E utilizada no estudo das massas
de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas, baseando-se nas propriedades
fisicas (ASSIS; JULIANO; JULIANO, 2011).

Pode-se perceber que os avancos em biotecnologia tém alavancado as
técnicas de deteccdo de micro-organismos e influenciado o desenvolvimento de
técnicas cada vez mais rapidas, automatizadas e sofisticadas. Entretanto, métodos
rapidos sdo geralmente utilizados como técnicas de triagem, ou seja, resultados
positivos requerem confirmagdo por método oficial adequado (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2012).
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2.2.3 Perspectivas quanto as inovagdes em analise microbioldgica de alimentos

Uma forte motivagao para a industria do setor alimenticio desenvolver testes
rapidos € o avanco da biotecnologia e da nanotecnologia, pois trazem consigo a
possibilidade de novas técnicas ou o melhoramento das existentes para a deteccao
de patogenos alimentares (ARORA; CHAND; MALHOTRA, 2006).

Nos ultimos anos, o crescimento dos testes rapidos e o decaimento na
utilizagcdo de testes de cultivo foram observados na industria de alimentos (GE;
MENG, 2009).

De acordo com um recente relatério da Food Micro — 2008 to 2011 realizado
pela Strategic Consulting, a industria alimentar utilizou 738.300 testes
microbioldgicos em escala mundial, o que representa um valor superior a $ 2 bilhdes
(dois bilhdes de délares), representando um aumento no volume de testes de 17,8%
em relacdo aos trés anos anteriores. Os exames de rotina representam 81,3% do
total dos testes de microbiologia alimentar, sendo que os métodos convencionais
representavam cerca de 60% do total de testes em alimentos em 2008 pouco abaixo
de 2005 (65%). Os testes para patdégenos alimentares cresceram mais rapido, em
torno de 25,6% e o0 aumento do uso de métodos rapidos foi de 36,8% em 2005 (GE;
MENG, 2009).

O aumento significativo no desenvolvimento de técnicas moleculares
também foi observado nas ultimas décadas. Esforcos sdo realizados a fim de
comercializar produtos baseados em DNA para a deteccdo de patdgenos. As
patentes relacionadas com a deteccdo de bactérias entéricas em alimentos via
hibridizacdo do DNA comecaram a surgir, devido principalmente ao fato das
empresas ganharem vantagem competitiva com o uso de técnicas que propiciem
resposta rapida e sejam confiaveis (ARORA; CHAND; MALHOTRA, 2006).

A PCR esta sendo descrita como uma ferramenta comum no controle de

patdgenos, mas com campo onde a progressao é possivel (LASCKA et al., 2007).

Na Figura 2, é possivel observar as tendéncias quanto ao uso das técnicas
aplicadas nas pesquisas publicadas entre 1985 e 2005. Lazcka et al. (2007)
mostraram o crescimento da PCR nas publicagdes a nivel internacional, sendo

possivel perceber na década de 90 a consolidacao da técnica.



32

e Previsao
100 A PCR
0 { \\./
3 |
o8- [\
S e
o A \ = Métodos de cultura
E 60 4 A If{\\’r Biossensores
f \ )
0 R /__./
1] |
:E,, 40 1 !
o /
.2 A
S 20 >, ¥\ ———+ Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
= /" " * Eletroforese em gel
0 === _I T T T 1
1985 19480 1945 2000 2005 2010

Fonte: IS Web of Science.

Figura 2 - Métodos utilizados nas publicacoes sobre deteccao de patégenos
Fonte: Adaptado de Lazcka et al., 2007

Assim, as inovacgdes envolvendo amplificacdo de DNA e biossensores estao
em crescimento (Figura 2 e 3), principalmente por apresentarem uma caracteristica
relevante, a de fornecer o resultado in time.

A Figura 3 apresenta o numero aproximado de artigos que utilizaram

diferentes técnicas de detecgao e/ou identificacdo de bactérias patogénicas.

PCR ' 820 35%

Contagem de | Optico
coldnias : 750
ELISA 280 32%3 ElEtquLlilTIicD

Biossensores _ _
Eletroforese 140 16% . Piezoelétrico
Outros 450 16% | Outro

Fonte: IS1Web of Science.

Figura 3 — Numero aproximado de artigos que utilizaram técnicas de deteccao de patégenos
nos ultimos 20 anos
Fonte: Adaptado Lazcka et al., 2007
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Vale destacar a PCR como técnica complementar. Pamuk e Akgun (2009)
utilizaram PCR para confirmar resultados, comum nas pesquisas cientificas. Nestes

casos, as técnicas convencionais sao utilizadas nas etapas iniciais da pesquisa.

E possivel observar que o diagnéstico molecular via amplificagdo de DNA
(PCR) esta em crescimento e consequentemente as inovacdes relacionadas serao
notaveis nos proximos anos, com a valorizacdo do limiar de detecgao e tempo de

analise. Sendo a PCR indicada como o ator de inovacgéo tecnol6gica desta pesquisa.

Vale reforcar que a industria deve estar atenta a esta tendéncia, pois pode
estar elevando a credibilidade e a vantagem competitiva da empresa, pois fatores
como alta confiabilidade, sensibilidade, especificidade, tempo de andlise, custos,

entre outros, sdo aspectos relevantes associados a PCR.

2.3 DIAGNC)STIQO MOLECULAR DE PATC)GENOS ~ ALIMENTARES VIA
AMPLIFICAGAO DE DNA COMO INOVAGCAO TECNOLOGICA

Os métodos convencionais de detecgcédo de patégenos sdo os mais utilizados
no controle microbiolégico de alimentos dentro das industrias. Porém, outras
técnicas estdo sendo estudadas e inseridas no controle de qualidade microbiol6gica
para suprir dificuldades encontradas na utilizacdo de métodos convencionais
(ANDRADE et al., 2010).

A PCR revolucionou a analise genética, visto que as pesquisas propiciaram
o desenvolvimento de diversas técnicas derivadas, ja consolidadas principalmente
em laboratérios experimentais como ferramenta complementar aos métodos oficiais
de analise microbioldégica (CORTEZ, 2006).

Na analise microbiolégica de alimentos ha a necessidade de procedimentos
rapidos e eficazes, pois a rapida e elevada iminéncia de novas contaminagdes
alimentares conduz a esta necessidade, neste contexto a PCR é promissora
(PASSO, 2009).

Ressalta-se assim que os testes baseados em PCR estdo entre os mais
rapidos utilizados atualmente, permitindo a deteccéo de patdégenos de relevancia e
reconhecidos como potenciais alternativas aos métodos de cultura (KILLNER, 2008;
PASSO, 2009).
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2.3.1 Fundamentos da técnica

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi idealizada por Kary Mullis
e Randall Saiki na década de 1980, e a partir desta data houve uma revolucao na
genética molecular devido a nova abordagem que proporcionou para o estudo dos
genes (RUCKERT, 2006).

A reacdo em cadeia da polimerase € uma técnica que permite produzir um
grande numero de cépias da sequéncia especifica de DNA alvo através de uma
reacdo enzimatica, sendo necessario conhecer apenas a estrutura da regido a ser
amplificada e nao o DNA completo. A sequéncia de DNA altamente especifica
fornece informacdes bioldégicas em todos os niveis taxonémicos, sendo ideal para a

deteccdo especifica de micro-organismos (RUCKERT, 2006; LI et al., 2009).

Possui como principio a capacidade da enzima polimerase (Tag DNA
polimerase) replicar sequéncias de DNA, a partir de um par de pequenos fragmentos
iniciadores da fita réplica, denominados oligonucleotideos iniciadores ou primers.
Estes flanqueiam a sequéncia que se deseja, por meio de variacdes alternadas e
ciclicas de temperatura em termociclador. As variacées de temperatura promovem a
desnaturacao, a hibridizacado e a extensdo do DNA de organismos ou células, como
esquematizado na Figura 4 (LAZCKA et al.,, 2007; FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2012).

Sequéncia do DNA alvo

Desnaturagao pelo calor

TInr
LLLLLLLLILE
l Adig#o de oligonucleotideos l

o iniciadores

T T 1T Reconhecimento da fita de DNA pelos oligonucleotideos
FUNTNERTNINE 3}-“-15, iniciadores

l Polimerizagdo, extensao das fitas de DHA l

TITIT T TITITTTITIT  Duas novas fitas idénticas a fita de DNA alvo
JLLLLUILL LY (novas fitas utilizadas no proximo ciclo)

Figura 4 — Reacdo em cadeia da polimerase
Fonte: Adaptado de Lazcka et al., 2007
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A desnaturacdo, a aproximadamente 95 °C, consiste na abertura da fita
dupla de DNA formando fitas simples que servirdo de molde para os
oligonucleotideos iniciadores e para a DNA polimerase. Na hibridizagdo, ha o
abaixamento da temperatura para que ocorra o pareamento dos oligonucleotideos
iniciadores com a regiao reconhecida, cuja temperatura de hibridizacao ira variar de
acordo com os oligonucleotideos iniciadores utilizados. A extensao consiste na cépia
da fita dupla original pela incorporacao de nucleotideos nas fitas complementares, a
uma temperatura superior a temperatura de hibridizacdo. Apdés a amplificacdo da
sequéncia de DNA, que ocorre ciclo apos ciclo (progressdao geométrica), € possivel
realizar a visualizagdo dos resultados na forma de banda em gel ap6s eletroforese.
Como exemplo, na Figura 5, tem-se a banda do marcador de peso molecular de
referéncia, do controle positivo e negativo e a banda da amostra, respectivamente
(CORTEZ, 2006; LAZCKA et al., 2007; RUCKERT, 2006).

Figura 5 — Visualizacao do resultado da PCR
Fonte: Riickert, 2006

De uma maneira geral, a reacdo é realizada utilizando enzima, dNTPs,
oligonucleotideos iniciadores, DNA, PCR buffer e MgCl,, 0os quais formam uma Unica
solucdo (Mix), submetida a amplificacdo e posteriormente a eletroforese, conforme
representacado na Figura 6.
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Figura 6 - Procedimento realizado para amplificacao de DNA
Fonte: Adaptado de ABgene, 2012

Mas, para que a reagdao tenha sucesso € necessario conhecer a
concentragédo e o volume ideal de cada um dos seus componentes, assim como, as
temperaturas ideais para amplificacdo da sequéncia desejada. Essas informacoes
sao dispostas em protocolos, realizados a partir das particularidades da amostra e

da reagao com o objetivo de reduzir a interferéncia de inibidores (PASSO, 2009).

Logo, protocolos padronizados sdo imprescindiveis, porém a falta destes
ainda é discutida entre pesquisadores (GANDRA et al., 2008; MALORNY et al.,
2003; FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006).

2.3.2 Padronizacao de protocolos

As técnicas moleculares disponiveis atualmente estdo sendo refinadas
continuamente, com o intuito de padroniza-las e torna-las aplicaveis a diversas
amostras (GIRONESA et al., 2010).

A falta de padronizagao € vista como um fator que dificulta a implantacao de
técnicas moleculares nos laboratérios, visto que obriga os laboratérios a despender
de muitos recursos para adaptar testes. Outro fato relevante é que protocolos nao
padronizados sao inconsistentes para os peritos e laboratérios. Logo, ha um
aumento da demanda de protocolos padronizados simples e confidveis para a
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analise bioldgicas de importancia (FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006; ARORA;
CHAND; MALHOTRA, 2006; GANDRA et al., 2008).

Variaveis como inibidores presentes na matriz da amostra, eficiéncia da
enzima e desempenho do termociclador sédo consideradas inerentes a analise e tem
dificultado a implantacao de técnicas moleculares pelos laboratérios. Esses fatores
também podem estar reduzindo a acuracia analitica (especificidade, sensibilidade e
limite de detecgao) (FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006; MALORNY et al., 2003).

Assim, na fase de padronizacdo, devem ser estabelecidas e estudadas as
condicbes Otimas de extracdo de DNA de cepas padrdo, os oligonucleotideos
iniciadores, a concentracao dos reagentes, o preparo das amostras e as condicdes
de amplificagdo dos fragmentos baseando-se em trabalhos publicados (ATOBE,
1998; GANDRA et al., 2008; PASSO, 2009). Algumas dessas “etapas” para a
padronizacdo podem ser exploradas por meio de comparagdes, como demonstrado
a seguir no Quadro 1 para a detecgao do micro-organismo Staphylococcus aureus,

considerando o gene coa.
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Oligonucleotideos Iniciadores (;f:: pb* Condicoes de PCR Temperatura de Hibridizacao Referéncia

Volume da reacgdo 50 plL: 5 pL 10x PCR

buffer (750 mM Tris HCI, pH 8.8, 200 mM | 95 °C for 2 min; 30 ciclos de 95
CGAGACCAAGATTCAACAAG Céa Aprox. |(NH4)2S04, 0.1% Tween 20), 5 pL 25| °C por 30 s, 58 °C por 2 min, | KARAHAN;
AAAGAAAACCACTCACATCA 950 pb | mM MgCl,, 250 puM de cada dNTP, 1.25 U | 72 °C por 2 min; extensao final | CETINKAYA, 2007.

Tag DNA Polimerase, 50 pmol de cada|a 72 °C por 10 min.

primer e 25 ng de DNA.

2 uL de DNA (aproximadamente 350 ng/p

L), 1 yL de cada um dos primers (50

pmol), 0,8 uL do mix de dNTP (200 uM de | 94°C for 2 min; 30 ciclos: 95°C
ACCACAAGGTACTGAATCAACG A cada), 0,2 uL de Taq polimerase (1 U), e 3| por 30 segundos, 55°C por 2 .
TGCTTTCGATTGTTCGATGC | €98 |799PD || "de PCR 10x buffer (500 mM de KCI: | minutos, e 72°C por 4 minutos; | S'-VA SILVA, 2005.

100 mM de Tris-HCI, pH 8.4; 1% Triton X- | extensdo a 72°C por 7 min.

100; e 1,5 mM de MgCl,). O volume é

ajustado com agua estéril para 40 pL.

964pb; |1 ul do lisado; 1 uM de cada primer, 200 s aro .
ACCAGAAGGTACTGAATCAAGG | . | 740 pb;| M de cada dNTP, 1 U of Taq Polimerase 2053569%’”2'02 am?rfu%f ey | VIEIRA-DA-MOTTA et
TGCTTTCGATTGTTCGATGC 870 pb, | (Gibco, USA) e 3 ul de 10X PCR buffer, ; ’|al., 2001.
com um total de 40 ciclos.
612 pb |fazendo um volume total de 40 pl.

2,5 pl de DNA bacteriano; 20 mM de Tris - HCI | Desnaturagao inicial 94°C por 5
GTAGATTGGGCAATTACATTTTG pH 8,0; 3 mM de MgCl,; 50 mM KCI; 200uM de | minutos; 30 ciclos de 94° por 1
AGGCGCATCAGCTTTGTTATCC | Céa 117 pb | cada dNTP; 1 U de Taq Polimerase e 6 pl de | minuto, 65°C por 1 minuto e 722 | MONTE, 2005.
CATGTA cada primer e 2 ul de RW01 e DG74. Volume por 1 minuto; extenséo final 7

final 25 ul. * nesta reagé&o utilizaram 4 primers. | minutos por 72°C.

Volume final de 25pL, contendo: 20ng do

DNA genémico, tampao PCR 10x (10mM 40 ciclos térmicos. cada um
ACCACAAGGTACTGAATCAACG | . | APIOX. I/I”%'I*C'{ i1 9.0; Somi? ‘r’,-‘?n'é?"éédsm&” 9| consistindo de 30 segundos a | ANDRADE, 2008a;
TGCTTTCGATTGTTCGATGC 800 pb | 19 TH primer, H 95°C, 2 minutos a 62°C e 4|LUZ, 2008.

desoxinucleotideos trifosfato (dNTP’s) e
1U de Tag DNA Polimerase, completando-
se com agua deionizada estéril.

minutos a 72°C.

* pares de bases.

Quadro 1 - Comparacao das condicoes para PCR por diferentes autores

Fonte: Autoria propria, 2013
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Estas etapas ou passos foram seguidos em diversas pesquisas para a
padronizacdo de PCR tradicional e suas variantes na detecgcdo de patdgenos
(CASARIL, 2010; GARCIA et al., 2008; JORDAO Jr. et al., 2005; PERES, 2007;
MORESCO, 2008; PAULA et al., 2011; ZOCCHE, 2005; FIGUEIREDO et al., 2008).

A padronizacado também é uma forma de se estudar e estabelecer possiveis
solucdes para as desvantagens relacionadas a reacdo, como no caso da presenca

de inibidores.

Casaril (2010), além da padronizagao, realizou ensaios de PCR padronizada
para a deteccdo do micro-organismo alvo em amostras artificialmente e

naturalmente contaminadas, a fim de mostrar a aplicabilidade.

A seguir sao descritos os possiveis limitantes a adocdo da inovacao

proposta nesta pesquisa.

2.3.3 Possiveis limitantes a adocao de diagndstico molecular

Apesar da aplicacao pratica na biotecnologia de alimentos e o atendimento
da necessidade exposta por Tang et al. (2009), a adocdo da PCR por muitos
laboratérios enfrenta barreiras. Como citado anteriormente, os condicionantes

podem ser institucionais, econémicos e técnicos.

O condicionante econdmico apontado € o custo do investimento tecnolégico
(GANDRA et al., 2008), principalmente quanto aos equipamentos. Entretanto, o alto
investimento inicial pode ser compensado a médio ou longo prazo devido ao menor
preco da analise por amostra (custo de reagentes utilizados por amostra) em relacao
aos métodos convencionais, como mostrado por Teodoro et al. (2006).

Dentro de condicionantes institucionais pode-se citar a falta de
regulamentagéo por 6rgaos oficiais brasileiros (GANDRA et al., 2008; FREITAS;
LEMOS; MARIN, 2006) .

Internacionalmente, a PCR ja esta presente no controle de qualidade de
alimentos nos laboratérios e nas linhas de produgéo. Entre os paises que utilizam a
PCR pode-se citar os Estados Unidos, que desenvolve e valida seus métodos
moleculares para a triagem e identificacdo de patégenos para uso interno por meio
das agéncias reguladoras, incluindo a Food and Drug Administration (FDA),
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disponibilizados no Bacteriological Analytical Manual e no Microbiology Laboratory
Guidebook (GE; MENG, 2009).

No que diz respeito aos condicionantes técnicos, ha a falta de instrucdes
padronizadas (FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006). Na padronizacao, limitantes
inerentes a técnica e a amostra alimenticia sdo estudadas, como a presenca de
inibidores e células mortas. Malorny et al. (2003) citam que a padronizacao deve ser
dindmica; assim a publicagdo de normas ndo é o final, mas um novo inicio da
pesquisa, pois cepas emergentes e importantes devem estar sendo continuamente

testadas para a verificacao da sensibilidade do método padrao.

Gironesa et al. (2010) reforca que os varios testes fundamentados em
técnicas moleculares para deteccao de patdgenos e indicadores desenvolvidos
devem ser validados e padronizados para que sejam implementados na rotina dos

laboratérios e aplicados em diversas matrizes.

Mao de obra qualificada também pode ser um limitante. Ao envolver temas
chaves como seguranga e qualidade no desenvolvimento agroalimentar, fatores
criticos como baixa qualificacdo de mao de obra, legislacdo ultrapassada, falta de
monitoramento por meio de kits de laboratério, baixo investimento em ferramentas
para o controle do processo, falta de metodologia analitica com nanotecnologia, sao
sempre destacados (SENAI, 2007).

Manas (2001) menciona ainda barreiras burocraticas, dentre as quais
isolamento da alta administracdo, intolerancia com os pesquisadores, dificuldade da
inovacdo se estabelecer em curto prazo, rigidez da organizagdo e incentivos

inadequados aos pesquisadores.
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3 METODOLOGIA

3.1 CLASSIFICACAO DA PESQUISA

O método cientifico empregado nesta pesquisa é o Método Indutivo, onde as
premissas sao verdadeiras e conduzem a conclusées provaveis (MARCONI;
LAKATOS, 2001).

Do ponto de vista da sua natureza, € uma pesquisa aplicada, na qual de
acordo com Silva e Menezes (2005) o objetivo é buscar solucbes envolvendo
verdades e interesses locais. Assim, a pesquisa visa abordar e buscar informacdes
em relacdo a mudanca de técnicas de controle de qualidade na agroindustria de
uma regiao.

A abordagem do problema foi realizada de forma qualitativa, na qual ndo se
traduz os resultados em numeros (ALVEZ-MAZZOTTI; GEWANDSZNAJDER, 2004).
Assim, as informacdes obtidas nos questionarios sao tratadas de forma qualitativa,
devido ao pequeno niumero de empresas que compde a amostra. Os resultados da
analise laboratorial também sao tratados qualitativamente, pois correspondem a

auséncia ou presenca do organismo alvo.

Do ponto de vista do seu objetivo geral, a pesquisa € descritiva, pois visa
descrever as caracteristicas de determinada populagdo ou fendmeno ou o
estabelecimento de relacées entre varidveis (GIL, 2002). Também pode ser
classificada como explicativa, quando observados seus objetivos especificos, por
pretender identificar os fatores que levam a ocorréncia dos fendbmenos, devido a

utilizagdo de questionario e experimentos laboratoriais.

Quanto aos procedimentos técnicos utilizados classifica-se como
levantamento. Neste caso, segundo Gil (2002) ocorre a interrogacao direta com as
pessoas (gestores) cujo comportamento se deseja conhecer. Em relacdo a etapa da
pesquisa que se restringe ao alcance de determinados objetivos especificos,
referente aos ensaios para deteccdo de um patdégeno, apresenta carater

experimental.



42

3.2 PERFIL DAS EMPRESAS DE BASE AGROALIMENTAR EM ESTUDO

Para delimitar a populacao a ser estudada dois critérios foram estabelecidos,
sendo:

e Empresas do ramo alimenticio na regido dos Campos Gerais com laboratério
de microbiologia de alimentos;

e Empresas com gestores do controle de qualidade responsaveis direta ou
indiretamente pelo desenvolvimento ou adocdo de novos produtos,

tecnologias e processos.

A partir do estabelecimento destes critérios, as empresas foram identificadas
por meio da Vigilancia Sanitaria de cada municipio que compde a regido, no total 24
municipios de acordo com o Dicionario Historico e Geogréafico dos Campos Gerais
(UEPG, 2011). Foram encontradas sete empresas que se adequavam ao estudo,
sendo delimitada a amostra final em seis. Uma empresa dentre as selecionadas néao

participou da pesquisa, pois o gestor citou que a empresa ndo apresentou interesse.

As empresas sao identificadas como E1, E2, E3, E4, E5, e E6 devido ao

comprometimento em néo divulgar seus nomes.

3.3 INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS NAS EMPRESAS

3.3.1 Elaboracao e avaliacdo do instrumento de coleta de dados

O questionario foi desenvolvido em consonancia com o descrito por Moreira
e Caleffe (2008). Este tipo de instrumento de coleta de dados foi aplicado nesta
pesquisa de pequena escala por proporcionar uso eficiente do tempo e possibilitar
alta taxa de retorno e perguntas padronizadas (MOREIRA; CALEFFE, 2008).

Além das indicagOes citadas acima, o questionario foi elaborado com base
em outros elaborados por Natume (2007) e Abreu (2007). Também houve
adequacao as recomendacdes de Marconi e Lakatos (2001) e Pilatti, Pedroso e
Gutierrez (2010).

O questionario apresenta perguntas abertas e fechadas. As perguntas

abertas, livres ou n&o limitadas n&o influenciam as respostas, o que permite discutir
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de forma mais ampla pelo fato de fornecer explicacbes e comentarios, enquanto, as
perguntas fechadas, limitadas ou de alternativas fixas sdo de facil aplicacao,
promovem facilidade e rapidez no ato de responder, além do menor risco de
parcialidade pelo entrevistado.

Etapas foram cumpridas na elaboracdo do questionario, como: preparagao
de perguntas sobre o tema proposto, selegcdo das perguntas formuladas,
determinacao da ordem de apresentacéao, limitacdo do numero para evitar fadiga e
desinteresse e verificagdo de espacgo para respostas das perguntas abertas. Houve
também a preocupacao de apresentar nota explicativa no inicio do questionario para
que o informante soubesse 0s objetivos da pesquisa.

A avaliacdo do questionario foi realizada por meio da validacdo por
especialistas, pré-teste ou teste piloto e comparacao dos resultados obtidos em uma
empresa da amostra em momentos distintos a fim de verificar a estabilidade do

instrumento de pesquisa.

A validacéo foi realizada por um especialista da area de biotecnologia e um
especialista da area de inovagéo tecndlogica, com avaliacao criteriosa de cada item
do questionario avaliando seu conteudo, aplicabilidade, clareza e objetividade,
conforme recomendado por Natume (2007).

O pré-teste ou teste piloto é fundamental para evidenciar falhas, pois ndo ha
entrevistador entre o respondente e o item, sem espaco para negociar ou esclarecer
o significado da pergunta (MARCONI; LAKATOS, 2001; MOREIRA; CALEFFE,
2008).

Uma empresa entre as selecionadas respondeu o questionario na fase do
teste-piloto. A empresa testada deve ter as mesmas caracteristicas da amostra para
que o teste piloto seja valido (NATUME, 2007).

A repeticdo da aplicacdo do questionario foi realizada com a mesma
empresa envolvida no teste piloto, em trés momentos distintos e verificou-se, junto
ao respondente, se houve duvidas durante o preenchimento dos itens na primeira
aplicacao (teste piloto).

O questionario na versao final pode ser visto no Apéndice A, apresentando
em sua estrutura, de modo geral, questdes sobre: analises microbioldgicas de

alimentos, conhecimentos especificos de analises, recursos humanos e financeiros
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da empresa, percepcao dos gestores em relacdo ao tema proposto e elementos do

processo inovativo.

3.3.2 Aplicacao do questionario

Apbés as adequacbes necessarias no questionario foi realizada a
comunicagao com as empresas por telefone e via e-mail em func¢ao das atividades e

disponibilidades dos informantes.

No primeiro momento de contato com os gestores fez-se uma breve
explicagao da pesquisa e dos objetivos que visa alcancar. Também foi relatada em
qual instituicdo de ensino a pesquisa esta sendo desenvolvida. Em seguida, deixou-
se claro o comprometimento em manter sigilo em relacdo aos nomes e marcas da
empresa, sendo entdo encaminhados os questionarios por via eletrénica para todos,

sendo recebidos da mesma forma.

Estes procedimentos faciltam a pesquisa, pois pode promover menor
resisténcia e influenciar o gestor de forma positiva, ao responder de forma mais

fidedigna.

3.4 ETAPAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

3.4.1 Amostras

As amostras de Staphylococcus aureus utilizadas consistem em duas cepas
padrdao a ATCC 6538P e a ATCC 25923 e um isolado de leite, codificadas como
SA1, SA2 e SAS respectivamente.

As amostras foram cultivadas em 5 mL de meio de cultura liquido, com
seguinte composicdo para 1000 mL de agua destilada: 5 g de peptona
bacteriolégica, 3 g de extrato de levedura, 1,5 g de extrato de carne e 1g de glicose.
As amostras foram repicadas no meio estéril e mantidas por 24 horas em estufa a 37

°C para extracao de DNA.

As amostras de cepas padrao foram obtidas de culturas com concentracao

igual a 1% e a amostra isolada de leite (SA3) foi transferida para o caldo por meio da
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coleta de colbénias em agar BHI (Brain Heart Infusion). Os tubos com as culturas
foram armazenados sob refrigeracdo (£ 7 °C). As cepas foram repicadas a cada

extracdo de DNA.

As amostras alimenticias utilizadas foram adquiridas no comércio local,
submetidas a extracao direta seguida da amplificacdo das duas regides mostradas
no Quadro 2, item 3.4.4. As amostras analisadas sdo produtos carneos, linguicas
variadas produzidas na regidao de estudo, comumente contaminadas com o micro-
organismo alvo. Assim, ndo foram submetidas a contaminacado artificial. Foram
analisadas cinco amostras de embutidos carneos, sendo: linguica frescal, linguica
calabresa, linguica toscana, linguiga blumenau e linguica fina frescal.

3.4.2 lIsolamento de DNA

Foram testados cinco protocolos de extracdo de DNA, devido as
caracteristicas do micro-organismo. Os protocolos sdo apresentados em detalhes no

anexo A e a seguir em resumo:

e Método de extracdo 1: adaptado de Moreira et al. (2010), fundamenta-se no
uso de detergente SDS (dodecil sulfato de sbdio), proteinase K, CIA

(cloroférmio e alcool isoamilico) e etanol;

Método de extracao 2: descrito por Chapman et al. (2001), fundamenta-se na

lise térmica, sem o uso de reagentes e enzimas;

Método de extracdo 3: proposto por Chapaval et al. (2006), emprega CTAB

(brometo de cetiltrimetilambnio), proteinase K, CIA, isopropanol e etanol;

Método de extracdo 4: adaptado de Millar et al. (2000), tem como base a
desproteinizacdo com CIA e precipitacado de DNA em etanol;

Método de extragédo 5: descrito por Luz (2008), faz-se a aplicacao de lizosima,
proteinase K, STE (2,5% SDS, 10 mM Tris-HCI, 0,25 M EDTA), acetato de

amoénio, CIA e isopropanol.
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3.4.3 Verificagdo da qualidade do DNA extraido

Para verificagdo da qualidade do DNA extraido de cada amostra, foi
realizada eletroforese (SAMBROOK; RITSCH; MANIATIS, 1989), utilizando gel de
agarose (0,8%) em cuba horizontal com tampao de corrida TBE 1X (EDTA pH 8,0
0,5M; Tris-Base; Acido Bérico; H20), na qual 5 puL de TC (Tris-HCI pH 8,0; EDTA pH
8,0; Sacarose; Azul de Bromofenol; Brometo de etideo) adicionado de 5 pL de
amostra foram aplicados no gel. Ap6s o gel ser submetido a uma corrente constante
(30 min/70 volts para gel de 30 mL), imergiu-se o gel em brometo de etidio a 0,5
Mg/mL durante 15 minutos.

Para visualizagdo das bandas foi realizada a exposicdo do gel em
transiluminador violeta e captacdo da imagem pelo software LPix Image.

3.4.4 Condicoes de amplificagdo do DNA

Para o estudo dos oligonucleotideos iniciadores, da concentracdao dos
reagentes, das condicbes de amplificacdo dos fragmentos foi elaborado um quadro
comparativo baseando-se em trabalhos publicados, como foi simplificado Quadro 1.
A partir desse quadro foram estabelecidas as condigcdes da PCR para este trabalho
e o0s oligonucleotideos iniciadores mostrados abaixo. Os oligonucleotideos
iniciadores foram sintetizados pela Ludwig Biotec.

Oligonucleotideos iniciadores GAIe:: Tamanho Referéncia
5 ACCACAAGGTACTGAATCAACG 3’ Variavel
, , coa ANDRADE, 2008a; VIEIRA-DA-
5 TGCTTTCGATTGTTCGATGC3 61221000 pb |y D O iy 5008
5 GCGATTGATGGTGATACGGTT 3 _ _
5 AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 3 | "UCA | 270pDb PINTO; CHENDLL AZNAR,

Quadro 2 - Oligonucleotideos iniciadores utilizados
Fonte: Autoria prépria, 2013

Os genes coa e nuc A foram escolhidos, pois sado codificadores das enzimas
coagulase e termonuclease, indispensaveis para determinacao deste patégeno.



47

A PCR foi realizada com adaptacdes (Tabela 1), de acordo com Luz (2008)
para o gene coa e conforme Pinto, Chenoll e Aznar (2005) para o gene nuc A,
apresentando volume final de 25 L.

Tabela 1 — Concentracdao dos componentes da PCR realizada para cada gene

Concentracao

Componentes

Gene coa Gene nuc A
DNA gendmico Aprox. 40 ng Aprox. 40 ng
Tampao PCR 10x 1x 1x
MgCl, 1,5 mM 1,5 mM
Oligonucleotideo iniciador 1 1 uM 1 uM
Oligonucleotideo iniciador 2 1 uM 1 uM
dNTP’s 200 uM 400 pM
Taqg DNA polimerase 15U 15U
Agua deionizada estéril Volume necessario para completar 25 pL

Fonte: Autoria propria, 2013

Para verificar o tempo e a quantidade de ciclos para a amplificagdo foram
testadas as condicoes apontadas por Luz (2008) e Pinto, Chenoll e Aznar (2005).
Entretanto, a partir das diferentes temperaturas de hibridizacdo observadas na
literatura e nas temperaturas médias indicadas pelo fabricante dos oligonucleotideos
iniciadores, foram testados intervalos de temperatura para realizar PCR com
gradiente de temperatura, em termociclador Axygen Maxigene®, a fim de encontrar
a temperatura ideal de hibridizagéo.

Vale ressaltar, que nesta etapa do estudo, foi utilizado DNA extraido da cepa
padrao ATCC 25923 pelo método 3, utilizada posteriormente como controle positivo

nas demais reagées.

3.4.5 Avaliacdo da amplificacéao

Para visualizacdo dos produtos amplificados foi utilizada eletroforese, onde a
aplicacao do produto da reacdo e do marcador de peso molecular (100 pb EasyGen
e Amresco) foram realizadas empregando gel de agarose 1,5%. O gel foi submerso
em TBE 1X (EDTA pH 8,0 0,5M; Tris-Base; Acido Bérico; H-0) e entdo submetido a
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uma corrente constante de 80 volts por 1 hora (gel de 60 mL). Em seguida, foram
realizadas as mesmas atividades descritas no item 3.4.3 para a visualizacdo das

bandas obtidas.

A partir do marcador de peso molecular sdo determinados os resultados

como auséncia ou presenca do micro-organismo alvo.

3.4.6 Diagnéstico molecular para deteccao de S. aureus em amostra alimenticia

A partir do estabelecimento do protocolo de isolamento de DNA e das
condicbes de amplificacdo, realizou-se diagndstico molecular de S. aureus em
amostras alimenticias contaminadas naturalmente, por meio da deteccao do gene
coa e do gene nuc A, a fim de verificar as dificuldades intrinsecas a matriz

alimenticia.

Na amplificacdo do gene coa, fez-se teste com os métodos de extracdo 2
(lise térmica) e 4 (lise térmica e desproteinizacao), por nao permitirem a visualizacéo
apropriada da qualidade do DNA. A partir do resultado foi estabelecido o método de

extracdo a ser adotado e indicado na pesquisa.

Uma etapa de pré-enriquecimento foi realizada para o aumento das células
microbianas, consistindo na adicdo das amostras em agua peptonada tamponada
(25 g em 225 mL) por 24 horas a 37 °C. A agua peptonada tamponada foi alterada
quanto a quantidade de NaCl, sendo adicionada de 8,5 g de NaCl a cada litro,
favorecendo o crescimento de S. aureus e auxiliando na inibicdo da microbiota

competidora.

As amostras utilizadas foram linguicas por apresentarem alto conteudo
protéico e gorduroso, importantes interferentes na reacao em cadeia da polimerase.
Foi utilizado um numero pequeno de amostras, pois a necessidade no momento foi
verificar a eficiéncia da reagédo para um tipo de alimento complexo e com a extracao
direta proposta. Todas as amostras sao produzidas e comercializadas na regido dos
Campos Gerais.
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3.5 MAPEAMENTO DE DIAGNOSTICOS MOLECULARES

Para o mapeamento dos tipos de diagndstico molecular aplicaveis na
industria alimenticia da regido foi realizado um breve levantamento sobre os
métodos de deteccdo, mostrando se os mesmos sao indicados nas legislacbes

vigentes.

3.6 ANALISE DOS DADOS

A anadlise dos dados é qualitativa e consequentemente descritiva.

No caso da aplicacdo do questionario, o fundamental é compreender e
interpretar o exposto pelo participante/informante, por meio da extracao e analise
das respostas sobre o tema exposto utilizando analise de conteudo conforme Conde
e Araujo-Jorge (2003).

A andlise de dados do diagnostico molecular também é qualitativa, devido a
geracao de dados binarios, sendo assim assume-se o resultado gerado. Pode haver
a presenca de falsos positivos, por isso, novos testes foram realizados buscando
exatidao nos resultados qualitativos. Esta pesquisa apresenta pequeno numero de
amostras de alimentos, necessario para mostrar as etapas do desenvolvimento da

tecnologia molecular e ndo a incidéncia do patégeno num universo amostral.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Apbés a avaliagdo dos especialistas, reformulou-se o0 questionario
conservando os itens e explicitando o conteudo de forma mais adequada por meio
da modificacdo da redacdo. Em seguida, foi realizado o teste piloto numa empresa
dentre as selecionadas para esta pesquisa.

Tais avaliacdes, mas principalmente o teste piloto, serviu para verificar se o
questionario apresentava elementos importantes como: credibilidade, validade e
operatividade. Esses elementos que devem ser observados (MARCONI; LAKATOS,
2001), estiveram presentes segundo as respostas obtidas.

Logo apds as etapas iniciais de avaliacdo, o questionario avaliado pelos
especialistas e por meio teste piloto foi respondido pela mesma empresa onde se
realizou o teste piloto a fim de verificar sua estabilidade. Os resultados nos trés
momentos (teste piloto e duas vezes pés-teste piloto) foram similares, o que
evidencia a estabilidade necessaria. Desse modo, o questionario foi entdo aplicado
nas demais empresas e o resultado da empresa que realizou o pré-teste nao foi
descartado, visto ndo estar comprometido.

Semelhante ao trabalho de Natume (2007), que pesquisou 0S processos de
inovacao em industrias de alimentos de Ponta Grossa, Parana, por meio de
questionario, nao foram realizadas no instrumento de pesquisa alteragdes

relevantes, sem comprometer os dados coletados no pré-teste.

4.2 LIMITANTES A ADOGAO DE TECNICAS MOLECULARES NAS EMPRESAS

4.2.1 Posicionamento empresarial frente a adogao de técnicas moleculares

No ambiente organizacional, inovar exige coordenar varios recursos internos
e externos da organizacdo, como: 0s recursos financeiros, a disponibilidade de méao
de obra, as habilidades técnicas, os sistemas de informacdo e o conhecimento
acerca da tecnologia que se deseja incorporar (ABREU, 2007).
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Os recursos das empresas em estudos sao discutidos a partir da pesquisa
realizada por meio de questionario. Mas, é importante destacar suas caracteristicas
(Quadro 3).

Empresa Atividade

E1 Terceirizagao de analises microbioldgicas, fisico-quimicas e quimicas de matéria-
prima (para produgao de alimentos e ragdes), alimentos processados de origem
animal e vegetal, agua, ragdes entre outros produtos

E2 Terceirizagao de andlises microbioldgicas de alimentos prontos e matéria-prima
para elaboragéo de alimentos

E3 Producao de leite e derivados lacteos

E4 Produgéao de alimentos pré-preparados, sobremesas, carnes e derivados,
margarinas e 6leos vegetais

E5 Produgéo de leite pasteurizado e derivados lacteos

E6 Produgéao de carnes e derivados, alimentos pré-preparados, alimentos a base de
soja e leite e derivados

Quadro 3 — Atividade das empresas selecionadas
Fonte: Autoria prépria, 2013

Estas empresas processadoras de alimentos possuem caracteristicas
representativas, algumas sao exportadoras (E4 e E6), outras com alto percentual de
market share (E3, E4 e EB) e filiais em outras regides (E4, E5 e EB6).

As empresas que terceirizam analises (E1 e E2) também sdo avaliadas pelo
fato de atenderem empresas processadoras de alimentos e pequenos produtores na
mesma regido, além de realizarem estudo colaborativo com as empresas em estudo.
Possuem relagbes interlaboratoriais, realizando andlises da mesma amostra com

métodos iguais, a fim de avaliar os resultados obtidos.

A caracterizacdo quanto ao segmento que atuam (produtos ou servig¢os), ao
market share que possuem, ao mercado que atendem (regional, nacional e
internacional) e aos métodos analiticos que utilizam em seus laboratérios dardo
suporte para a discussao dos resultados, sendo que essas caracteristicas serao

ligadas e somadas as respostas.
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4.2.1.1 Rotina laboratorial nas empresas

Na rotina laboratorial sdo realizados os seguintes diagndésticos: coliformes
totais (todos), coliformes termotolerantes (todos), contagem total de meséfilos (E1,
ES3, E4, E5 e EB6), contagem de psicrotroficos (E1, E3 e E6), Staphylococcus aureus
(todos), Clostridium sulfito redutor (E1, E4 e EG6), Listeria sp. e Listeria
monocytogenes (E1, E4, E5 e E6), bolores e leveduras (E1, E3, E4 e EB6),
Pseudomonas sp. (E6), Salmonella sp. (todos), Bacillus cereus (E1, E4 e EB6),
esporos viaveis a 80 °C e 100 °C (E1, E3 e E6), bacteriofagos (E6), Escherichia coli
(todos, E6: E. coli O157:H7), bactérias halofilicas (E6), Yersinia enterocolitica (E6),
bactérias laticas (E1 e E6), contagem de bactérias terméfilas (E3) e diversas
enterobactérias (E1).

Para tanto, todas as empresas indicam a utilizacdo de técnicas que
compbéem os métodos classicos, sendo: pré-enriquecimento, enriquecimento
seletivo, semeadura em meio sélido seletivo-diferencial e identificagdo bioquimica e
sorolégica das colbnias suspeitas. Essas técnicas empregadas compdem o0s
métodos oficiais para a andlise microbiolégica de alimentos de origem animal e agua
(BRASIL, 2003), além de serem indicados pelo Bacteriological Analytical Manual
(BAM) (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2012).

Ao responderem a pergunta que se refere ao micro-organismo de mais dificil
deteccdo com os métodos utilizados nos respectivos laboratérios, os informantes
citaram as analises mais trabalhosas, a deteccdo de Salmonella sp. e Listeria
monocytogenes. A deteccao de Yersinia foi relatada por E6, indicando que o meio
de cultura necessario deve ser preparado, com os componentes da formulacéo
adquiridos para seu preparo.

Além disso, o0s participantes indicaram micro-organismos para
desenvolvimento de analises para a rotina dos laboratérios, sendo: Campylobacter
sp., Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Samonella sp. e Clostridium sp. Estes
micro-organismos estdo associados a técnicas trabalhosas, compostas de varias
etapas de cultivo e identificacdo, ressaltando a importancia do tempo de analise e
praticidade.

Testes rapidos e sensiveis ja foram desenvolvidos para estes micro-
organismos, destacando os imunol6gicos e moleculares, porém em alguns casos

nao difundidos ou ainda inviaveis para as empresas.
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Assim, as empresas também foram questionadas quanto ao uso de testes
rapidos. A empresa E6 indicou utilizar método de biologia molecular, por meio do
BAX® System automatizado (ensaios de PCR que detectam com seguranca a
sequéncia de DNA alvo) (FRANCHIN et al., 2006; DUPONT, 2011; MOURA et al.,
2011), para a deteccao de um patégeno em amostras de alimentos. Isso pode estar
atrelado ao seu porte, pois dentre as empresas € a maior em termos de producao,
além de ser exportadora de diversos tipos de alimentos de origem animal.

A relacao positiva entre inovacado e exportacao ou tamanho ja foi relatada
por Conceicdo (2011) em seu estudo, no qual também indica a importancia dada
pelas empresas as inovacdes de produto e processo para o enquadramento em
normas-padrdao. Porém, ja se observou que tais normas podem exercer efeito
contrario.

As empresas de grande porte, segundo Natume (2007), possuem mais
condigdes para inovar e inovam constantemente em diferentes areas dentro da
empresa, como em produtos, processos, aplicagcao de novos materiais, entre outros.

As empresas E1 e E5 fazem uso de testes imunoenzimaticos, difundidos na
analise de alimentos por serem rapidos, praticos e de facil utilizacdo. Testes
imunoenzimaticos sdo amplamente empregados na deteccao de Salmonella sp., por
exemplo, em amostras alimentares e ambientais (RUCKERT, 2006).

Métodos rapidos, além de permitir a abreviacdo do tempo de andlise,
promovem, consequentemente, o aumento da produtividade do laboratério e
simplificacéo do trabalho realizado.

Contudo, sabe-se que adotar tecnologia especifica geralmente nao é tarefa
facil por depender da analise de diversas variaveis (IPARDES, 2011). Desta forma, a
adocao de diagnéstico molecular na rotina dos laboratérios foi questionada. As
empresas E1, E4, E5 e E6 adotariam e implantariam tecnologias moleculares em
suas rotinas. Porém, E2 e E3 indicam néo ter o interesse, fato melhor compreendido
a sequir.

A adocao de novas tecnologias € uma questdo que deve ser observada
constantemente, pois as inovagdes sao decisivas para o sustento das empresas no
mercado. Ao mesmo tempo, essa questdo deve estar relacionada com os objetivos
da empresa, como reducdo de custos, melhoria de produtos, desenvolvimento de
novos produtos, entre outros (BATALHA et al., 2008). Neste caso, as tecnologias

moleculares vao de encontro a alguns objetivos apresentados por Batalha et al.
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(2008), pois apresentam menor tempo para a realizacdo da andlise e obtencdo de
resultados e permitem garantir alimento seguro.

Outro aspecto determinante para a adocao de uma inovacao é a legislacao
vigente. Como ja citado, a legislagdo ultrapassada é um fator critico ao se discutir
seguranga e qualidade no desenvolvimento agroalimentar (SENAI, 2007). De fato,
as empresas E4, E5 e E6 informam que a legislacédo vigente é o principal fator que
leva a inovacao de métodos analiticos.

Ressalta-se, portanto, que as normas impostas podem bloquear ou
impulsionar a inovagéo.

A legislacado brasileira que determina os meétodos oficiais para analise
microbiolégica de alimentos de origem animal e agua (IN 62 de 26 de agosto de
2003 - MAPA) (BRASIL, 2003) nao apresenta métodos moleculares, porém
menciona que em determinado caso método molecular pode ser utilizado para
identificacdo de Salmonella spp.. A legislacao sobre padrées microbioldgicos para
alimentos (RDC 12, de 2 de janeiro de 2001) (ANVISA, 2001) indica:

“As metodologias para amostragem, colheita, acondicionamento, transporte
e para analise microbiol6gica de amostras de produtos alimenticios devem
obedecer ao disposto pelo Codex Alimentarius; "International Commission
on Microbiological Specifications for Foods" (I.C.M.S.F.); "Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods" e "Standard Methods
for the Examination of Dairy Products" da American Public Health
Association (APHA)"; "Bacteriological Analytical Manual" da Food and Drug
Administration, editado por Association of Official Analytical Chemists
(FDA/AOAC), em suas ultimas edi¢cdes e ou revisdes, assim como outras
metodologias internacionalmente reconhecidas.”

Nos érgaos citados acima, métodos moleculares fundamentados em PCR
estao oficializados. No Brasil, foi oficializado em instru¢ées normativas especificas
ensaios de PCR para deteccao de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em
amostras de alimentos como método alternativo (BRASIL, 2004; BRASIL, 2012).

Pode-se entdo dizer que a legislagao € um limitante a adocédo de técnicas
moleculares nas rotinas laboratoriais, limitante ja apontado por Gandra et al. (2008)
e Freitas, Lemos e Marin (2006), pois a instrucdo normativa mais abrangente
(BRASIL, 2003) foca nos métodos convencionais € a RDC 12 apenas faz indicagdes,
por nao ser o objetivo desta apontar métodos analiticos.
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4.2.1.2 Falta de conhecimento dos gestores

A disseminagdo de informacdo e conhecimento possibilita potencializar a
inovagdo (MACEDO; BARROS; CANDIDO, 2010). Desse modo, a informagéo e o
conhecimento sao fatores importantes para a transferéncia de tecnologia,
principalmente quando atrelada a seguranca alimentar e saude publica.

Assim, foi possivel verificar que apenas uma empresa, a E2, desconhece a
aplicacao de tecnologias moleculares na deteccdo de micro-organismos, sendo que
tal desconhecimento justifica sua falta de interesse na adog¢do de diagnéstico
molecular. O desconhecimento é de certo modo incompativel, visto ser uma
empresa que terceiriza diagndstico, embora disponibilize um numero pequeno de
andlises.

Quanto a busca de informacdo na area, todos os gestores informaram que
as empresas buscam informacao regularmente por meio de consultas a revistas,
sites, entre outros, além disso, todas as empresas estdao envolvidas com pesquisas
desenvolvidas com parcerias.

Pode-se verificar que a fonte de informacao € interna (desenvolvimento de
pesquisas) e externa (informagdes originadas fora das empresas). A informacéao é
um fator do processo inovativo reconhecido pela sua importancia, devido a reducao
da incerteza sobre a inovacao a ser adotada.

Com arelagao a parcerias, Cabral (2007, p. 103) afirma:

“a parceria de empresas alimenticias com instituicbes privadas e publicas
de Pesquisa & Desenvolvimento tem se apresentado como muito efetiva em
alavancar a atividade inovativa de empresas na industria brasileira de
alimentos”.

Cabral (2007) ressalta ainda que as empresas alimenticias serdo mais ativas
na atividade inovativa quando utilizarem como estratégia a alavancagem de suas
parcerias com empresas, instituicdes e universidades. Conclui ao final de seu
estudo, que incentivar as parcerias das empresas para o desenvolvimento de
projetos inovativos, entre outras acdes deve elevar a inovatividade na industria
brasileira de alimentos. Assim, as empresas estdo caminhando na direcao correta,

para o ganho de vantagens no mercado em que estao inseridas.
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Esse interesse e/ou necessidade de adquirir conhecimento por meio de
parcerias sao inerentes as empresas e profissionais que desejam se manter no
mercado. As empresas atuantes no setor alimenticio, estdo sempre buscando
atender a demanda de alimentos seguros, de maior qualidade e devem estar atentas
a alta concorréncia. Isto faz com que as empresas busquem novos e avang¢ados
conhecimentos e novas tecnologias, aspectos citados como indispensaveis para a
sobrevivéncia e prosperidade de uma empresa (BRAUN; HADWIGE, 2011).

Neste sentido, todos os participantes possuem interesse em cursos de
tecnologia molecular, sendo a principal motivacao o interesse técnico (E2, E3, E4,
E5 e E6) e em seguida a utilizagdo na rotina (E1 e E6). A E3 inclui em sua resposta
o tempo como um fator que dificulta a participacdo em cursos devido as atividades
desenvolvidas na industria.

Entretanto, quanto a carga horaria desejada do curso ndo houve consenso. A
E1 expde que a ementa do curso em tecnologias moleculares seria outro fator
decisivo. Para eliminar essas possiveis barreiras, sugere-se a interagcdo entre
universidade e indlstria para desenvolvimento de cursos adequados as
necessidades das empresas, visto que podem influenciar positivamente e
significativamente a capacidade de inovar dos envolvidos, levando em consideracéo
o interesse que demonstraram pelas tecnologias moleculares.

O foco no conhecimento basico e no saber-fazer orientado para as
aplicacoes é citado por Reis (2008), o qual aponta também as diversas motivagdes
para que as empresas firmem a relacdo universidade-empresa, dentre as quais
estdo adquirir novos conhecimentos da ciéncia e tecnologia e obter acesso a
inovagao e apoio técnico.

Destaca-se ainda que a aprendizagem pode conduzir a aplicacdo do
conhecimento adquirido em produtos, servicos e praticas o que levara uma
organizacao a obter ganhos a partir dele (MASSA; TESTA, 2009).

4.2.1.3 Desenvolvimento de recursos humanos em diagnéstico molecular

O sucesso da introducédo de novas tecnologias depende essencialmente da
capacidade da empresa em absorver novos equipamentos, sistemas e processos, 0

que abrange a incorporacao de novas rotinas, procedimentos e informagdes técnicas
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que dependem da capacidade dos recursos humanos de transformar a informacao
em conhecimento (TIGRE, 2006).

Desse modo, foram verificadas a disponibilidade de recursos humanos na
empresa para implementar tecnologias moleculares e a formagéao dos colaboradores
envolvidos no controle de qualidade, relacionados ao sucesso de implantacdo de
uma nova tecnologia.

Em todas as empresas ha disponibilidade de profissionais, exceto na empresa
E2. A formagado dos colaboradores esta distribuida em Tecnologia em Alimentos,
Medicina Veterinaria, Técnico em Quimica, Técnico em Meio Ambiente, Zootecnia,
Quimica e Engenharia de Alimentos. A partir desta informacgéo, pode-se entao dizer
com base na formacdo dos colaboradores que os laboratérios possuem recursos

humanos capazes de utilizar as tecnologias moleculares.

4.2.1.4 Recursos financeiros como condicionante a inovacao

Os condicionantes econémicos sdo os mais considerados, mesmo quando o
investimento refere-se a uma inovacao que ira proporcionar maior credibilidade,
devido aos custos gerados na implantacdo e a expectativa do retorno dos
investimentos (TIGRE, 2006).

Desse modo, a disponibilidade financeira para a implantacéo de tecnologias
moleculares foi indicada por apenas duas empresas (E4 e E6), com filiais em
diversas regides do pais e grandes exportadoras de alimentos, fato ndo observado
nas demais. Tigre (2006) destaca que empresas de grande porte apresentam maior
facilidade em investir em inovacbes, reforcando o resultado observado nesta
pesquisa. A disponibilidade de recursos financeiros para a capacitacdo dos analistas
nao foi verificada somente na E2.

Pode-se dizer neste ponto que, para a maioria das empresas o custo da
implantacdo esta limitando o uso de tecnologias moleculares pelos laboratérios de
microbiologia de alimentos, embora haja a disponibilidade de recursos por meio de
fontes de fomento, como ja mencionado.

A relacao custo/beneficio é considerada por todas as empresas ao se adotar
um novo método. Essa relagdo tem forte influéncia por ligar esses dois importantes

aspectos para empresas de qualquer ramo.
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4.2.1.5 Percepcgao dos gestores em relagéo as técnicas moleculares

A visdo sobre a utilizacdo da biotecnologia molecular e analise de DNA na
industria de alimentos como auxiliar no controle microbiolégico foram distintas e sao
transcritas a seguir.

A E5 cita que “As industrias de alimentos devem primeiramente estruturar
seus laboratérios e intensificar treinamentos de seus funcionarios para insercdo da
metodologia.” E4 relaciona a importancia da analise de DNA na industria escrevendo
“Considero importante devido a confiabilidade e agilidade na emissdo de resultados”.

E3 nado adotaria diagnéstico molecular, por ndo acreditar ser real no setor,

pois menciona que:

“E de grande valia pela capacidade de atuacdo na &rea e sua
especificidade, talvez ainda esteja um pouco longe da realidade da maioria
das industrias. Mas em grandes grupos industriais onde realiza-se
pesquisas ja faz parte da rotina.”

Ja E6 relata o caso da empresa:

“Na nossa empresa utilizamos o sistema Bax®, mesmo apresentando um
custo mais elevado € muito importante, devido 0 menor tempo de analise e
maior rapidez na emissao de laudos, possibilitando assim menor custo com
armazenamento e diarias no porto de embarque para o exterior.”

E1 descreve:

“Hoje viso com a metodologia molecular uma rapidez na analise e liberacédo
de lotes de producdo. Transformar a lentiddo do laboratério em principal
instrumento de apoio a industria alimenticia que esta se especializando na
geracao de alimentos seguros.”

No entanto, E2 relata “Nao tenho conhecimento sobre 0 assunto”. Este caso
€ destaque devido ao desconhecimento a respeito de diagnésticos moleculares,
mostrando atraso em relagdo as demais em todos os itens pesquisados. Entretanto,
de maneira geral as respostas geradas evidenciam conhecimento do tema

superficial.
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Conde e Araujo-Jorge (2003) citam que a inovagao deve ser associada ao
aprendizado e ha necessidade de capacitacdo para que seja gerada e/ou adotada
(CONDE; ARAUJO-JORGE, 2003). Este fato aponta entdo uma barreira a inovagao
devido a falta de conhecimento do gestor.

Mas, de modo geral, podemos observar que a visdo dos gestores € positiva,
pois destacam os beneficios relacionados como aumento da confiabilidade, rapidez
na emissao de resultados e especificidade, beneficios também destacados por
diversos pesquisadores (GANDRA et al.; 2008; RUCKERT, 2006; TANG et al., 2009;
ANDRADE et al., 2010; FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006; SINGH et al., 2011;
GRADY et al.,, 2008; SUBRAMANIAN et al., 2006; PASSO, 2009; OLSEN, 2000;
VALONES et al., 2009; FORSYTHE, 2002).

A analise das visoes/percepcdes aponta a tendéncia na preocupacado com o
tempo de analise, devido aos custos embutidos na espera de laudos. A E6 destaca o
emprego do Sistema Bax®. Para o gestor o custo do teste é alto, mas o0 ganho com
a rapidez de diagnéstico e com a reducdo de custos de armazenamento é
compensatério.

A percepcado quanto a credibilidade atrelada a inovagdo nas analises
laboratoriais foi positiva. Assim, a inovagdo em biotecnologia é reconhecida pela sua

importancia.

4.2.1.6 Elementos do processo inovativo

Quanto a motivacdo na adocao de tecnologias moleculares, as empresas
indicam como principais: tempo de andlise, praticidade, confiabilidade,
especificidade e sensibilidade. A confiabilidade (E2, E5 e E6) e o tempo de analise
(E1, E4 e EB) foram as caracteristicas mais indicadas. Tais motivagdes sdo aspectos
relevantes quando tecnologias analiticas sao discutidas.

A confiabilidade dos resultados é citada, pois se deve assegurar a saude
publica. Para tanto, o método a ser adotado por um laboratério deve apresentar
exatiddo, precisdo, baixo limite de deteccdo, sensibilidade e especificidade
adequados a analise proposta (FREITAS; LEMOS; MARIN, 2006).

O tempo de analise é apontado devido a espera necessari para a realizacao
de analises com métodos convencionais. Andrade et al. (2010) citam que se levam
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dias ou até semanas para o obtencdo de resultados por meio de métodos
convencionais. Apontaram tal problema a necessidade de métodos que demandem
de menor tempo para o controle da fabricagao de alimentos.

A andlise para a identificacdo de Campylobacter sp. em alimentos, por
exemplo, com o método convencional necessita de 6 a 7 dias para a obtencéo de
resultados conclusivos, enquanto que com métodos fundamentados em PCR pode-
se emitir resultados conclusivos entre 5 horas a 24 horas (DAMAS; MARASSI, 2010;
PASSO, 2009). Este tempo de espera representa muito para as empresas,
principalmente para aquelas que produzem alimentos pereciveis, como é o caso das
empresas processadoras em estudo.

Ja, a busca por novas tecnologias para analise de alimentos foi apontada da
seguinte forma pelas empresas: E1, E3, E5 e E6 buscam frequentemente e E2 e E4
as vezes, quando acham necessario. A frequéncia com que as empresas buscam
novas tecnologias de diagnostico foi questionada como uma forma de analisar a
propensdo das mesmas em inovar seus métodos analiticos. Desta forma, foi
possivel observar que as empresas que as buscam, as vezes, nao fazem uso de
técnicas diferenciadas.

As inovacoes sao implantadas nas empresas para sanar problemas (E1, E2 e
E5), otimizar processos (todas), melhorar produto (E6), reduzir perdas (E5 e E6) e
aumentar competitividade (E6).

Otimizar processos foi resposta assinalada por todas as empresas,
contrariando o resultado observado por Natume (2007) em que as empresas do
ramo alimenticio inovam em sua maioria para melhorar a qualidade de seus
produtos, a fim de manter a participacao e sobrevivéncia no mercado. Entretanto, a
otimizacao de processo pode de alguma forma estar ligada a melhora da qualidade
do produto final.

Somente E6 assinalou melhorar produtos e aumentar competitividade. Esta
preocupacao pode estar atrelada a sua maior participacdo no mercado entre as
empresas do estudo. Outro fato para explicar as diferentes respostas € que duas
empresas nao processam alimentos (E1 e E2).

A fonte de informacdo é outro aspecto de alta relevancia no processo
inovativo, pois o processo de inovacdo ocorre pela juncdo de diferentes fontes de
informacgéo. As fontes podem se localizar dentro ou fora da empresa neste processo
(LUZ et al., 2009), como ja citado.
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As fontes de informacéo apontadas séo fontes externas: fornecedores (E1 e
E5), concorrentes (E3), centros de pesquisa (E2, E5 e E6), feiras e exposicdes (E5),
laboratérios comerciais (E2); e interna: setores ou departamentos dentro da propria
empresa (E2, E4 e E6). Tais fontes de informacéo ja foram apontadas por Luz et al.
(2009) em industrias alimenticias do Estado do Parana.

A combinacdo de fontes indicadas pelas empresas é um indicativo
importante, pois a habilidade de inovar é influenciada pela capacidade das empresas
absorverem e combinarem informagdes diversas e de fontes internas e externas
(SUGAHARA; JANNUZZI, 2005). Além disso, as industrias que implementam
mudancas tecnoldégicas com a utilizacao de informacdes obtidas por fornecedores,
clientes, concorrentes, entre outros, possuem a tendéncia de estarem envolvidas em
processos de incorporagao e adaptacao de tecnologias (LUZ et al., 2009).

Assim, pode-se afirmar que a maioria das empresas deste estudo possui
propensado em incorporar e adaptar tecnologias.

Para finalizar, vale ressaltar os fatores e parametros fundamentais dos
regimes tecnolégicos no setor agroindustrial utilizados na pesquisa de Révillion et al.
(2004): oportunidade, apropriabilidade e cumulatividade. Dentre esses destaca-se a
oportunidade, com maior consonancia com a presente pesquisa.

Na oportunidade pode-se observar, de maneira geral, que o nivel é alto (por
incentivar atividades inovadoras e pela disponibilidade de mercado/aplicacdes), a
difusdo é alta (o novo conhecimento pode ser aplicado em varios produtos e
mercados) e as fontes sdo os fornecedores de insumos e equipamentos, as

instituicdes publicas de pesquisa e desenvolvimento ou outros setores.

4.3 FASES DO DESENVOLVIMENTO DE TECNOLOGIA MOLECULAR

Esta etapa experimental foi desenvolvida para auxiliar a identificagédo e a
caracterizacao dos fatores limitantes a adogdo da tecnologia em relacdo as
particularidades técnicas. Assim, os resultados apresentados estdo simulando as
dificuldades no desenvolvimento e posteriormente no uso da tecnologia molecular

(PCR) na industria de alimentos.
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4.3.1 Etapa de isolamento de DNA

O isolamento de DNA objetiva a obtencdo de DNA em quantidade e
qualidade. Assim, o DNA deve ser exposto e os demais componentes da célula
podem ser eliminados. Para isso, diversos métodos foram desenvolvidos. Os
métodos podem diferenciar-se no uso de detergente, enzima, solventes,
temperaturas empregadas, entre outros.

A extracdo de DNA pode ser realizada com kits de extracdo comerciais
elaborados a partir das caracteristicas de cada amostra. Nesta dissertacao, estao
sendo apresentados métodos completos, pois também foram desenvolvidos a titulo
de aprendizagem.

Para todos os métodos avaliados fez-se a verificagdo da qualidade do DNA,
realizando-se no minimo duplicata. A Figura 7, mostra o resultado da visualizacdo de
DNA extraido com o método 1.

SA1 SA1 SA2 BA2 BAl SA3

Figura 7 - DNA extraido pelo método 1 (SDS, proteinase K, CIA e etanol)
SA1: ATCC 6538P; SA2: ATCC 25923; SA3: S. aureus isolado de alimento
Fonte: Autoria propria, 2013

Pode-se observar que este método nao foi eficiente para todas as amostras.
Este fato pode estar associado as condicdes em que as células se desenvolveram.
O isolado de alimento pode ter sofrido modificac6es na parede celular, por esta ter
sido provavelmente exposta a condicbes adversas, embora também tenha sido
repicada e cultivada sob as mesmas condicbes que as demais para a realizacado da
extracdo. Gongalves (2006) cita que o SDS é indicado para lise de paredes celulares
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de bactérias Gram-negativas; assim as diferencgas intraespécies torna-se um fator a
ser estudado.

Nogueira et al. (2004) determinaram que a auséncia de bandas definidas em
gel de agarose nao é fator preditivo para o sucesso da PCR, pois os mesmos
obtiveram sucesso na PCR-RAPD com amostras que nao apresentaram bandas
definidas ap6s extracdo. Esses destacam ainda que a auséncia de visualizagao esta
associada a pequena quantidade de DNA. Mas, o intuito no inicio da pesquisa é a
obtencdo de quantidade e qualidade para o uso na determinacdo do protocolo de
amplificagdo. Assim, este método n&o foi aplicado.

O método 2 é fundamentado essencialmente em agente fisico (calor) sem
fases de purificacdo com solventes, pois se faz apenas lise e centrifugacdo. Dessa
forma, ndo ha a desproteinizacao por solvente organico (separacao da fase organica
da aquosa, a qual apresenta DNA), lise enzimatica (favorece a separacdao do DNA) e
precipitacdo do DNA (separa o DNA de outros contaminantes; a precipitacdo com
etanol, por exemplo, promove a remogao de sais que co-precipitam com o DNA)
(BITTENCOURT, 2000).

Devido as caracteristicas mostradas, nao foi possivel a visualizagdo de
bandas no gel de agarose, pois outros componentes da célula (principalmente
proteinas) estao presentes na amostra, formando arraste (Figura 8). A qualidade do
DNA obtido a partir deste método foi verificada somente com a PCR no item 4.3.3.
Entretanto, Mattos (2005) ao utilizar este método constatou que o mesmo nao foi
eficiente para uma cepa de S. aureus recuperada de alimento, do total de 16 cepas.

SA1 SA1 SA2 SA2 SA3 SA3
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Figura 8 - DNA extraido pelo método 2 (lise térmica)
SA1: ATCC 6538P; SA2: ATCC 25923; SA3: S. aureus isolado de alimento
Fonte: Autoria propria, 2013
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O método 3, emprega CTAB, componente que desfavorece a agao de
enzimas degradantes e de DNAses enddgenas, sendo um detergente que solubiliza
as membranas, facilitando a precipitacdo diferencial do complexo formado com o
DNA. Além disso, este detergente esta associado ao EDTA, composto quelante de
cations, inibindo a acdo de DNAses que usam metais como co-fatores
(GONGCALVES, 2006).

As extracbes com métodos que utilizam este reagente fornecem,
geralmente, DNA suficientemente puro para a amplificagdo por PCR (GONCALVES,
2006). Observa-se que todas as amostras apresentaram bandas definidas em gel de
agarose (Figura 9).

Figura 9 - DNA extraido pelo método 3 (CTAB, proteinase K, CIA, isopropanol e etanol)
SA1: ATCC 6538P; SA2: ATCC 25923; SA3: S. aureus isolado de alimento
Fonte: Autoria propria, 2013

Os compostos SDS e CTAB geralmente apresentam bons resultados. O
protocolo utilizando CTAB apresentou melhor resultado. Em pesquisa, um protocolo
que apresenta CTAB também foi melhor quando comparado com SDS 1% para
extracdo de DNA gendémico de isolados de S. aureus (GONCALVES, 2006).

O método 4 desenvolvido por Millar et al. (2000) apresenta lise térmica,
desproteinizacao por CIA e precipitacdo do DNA com etanol, sem envolver etapas
com detergentes e enzimas.

Assim, foram visualizadas bandas, mas nao definidas (Figura 10). Embora
haja desproteinizacao, ainda ocorre carregamento de proteinas.
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SA1 SA1 SA2 SA2 SA3 SA3

Figura 10 - DNA extraido pelo método 4 (CIA e etanol)
SA1: ATCC 6538P; SA2: ATCC 25923; SA3: S. aureus isolado de alimento
Fonte: Autoria propria, 2013

Este protocolo foi aplicado na pesquisa de Dias et al. (2011), em que a
extracdo foi realizada de forma direta da amostra (leite) para identificacdo de S.
aureus, como também do potencial enterotoxigénico das cepas. Isso demonstra seu
potencial na aplicacdo em amostras complexas, visto que em muitas pesquisas faz-
se o isolamento das cepas para prosseguir com a identificacdo. Por isso, este
método assim como o método 2, sera utilizado para amplificacdo para verificar a
qualidade do DNA.

O método 5 apresentou resultados satisfatérios (Figura 11). Porém, faz uso
de lisozima (10 mg/L) e proteinase K (5 mg/L). Ressalta-se que o método 3 (com
CTAB) apresentou resultados satisfatérios apenas com uso de proteinase K (20
mg/L).

SA1 SAT SA1 SA1 SA2 SA2 SA2 SA2 SA3 SA3 SA3 SA3

|

$

Figura 11 - DNA extraido pelo método 5 (STE, proteinase K, lizosima, CIA, acetato de aménio e
isopropanol)
SA1: ATCC 6538P; SA2: ATCC 25923; SA3: S. aureus isolado de alimento
Fonte: Autoria propria, 2013
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O uso de lisozima é apontado para a extracdo de cocos Gram-positivos.
Pode-se notar que o resultado obtido foi 0 mais satisfatério por apresentar bandas
mais definidas/limpas, porém quanto maior a aplicagdo de enzimas maior sera o
custo final (GONCALVES, 2006).

Entretanto, agregar este custo por amostra traz, consequentemente,
produtos (DNA’s) de maior qualidade, pois o uso de enzimas torna o método mais
eficiente devido a acao especifica, essencial em determinados casos.

Métodos distintos tém sido descritos devido a variabilidade das células,
eficientes para diferentes células sob diferentes condigées. Para bactérias, o fator
mais discutido na escolha do método de extracdo é a reacdo de Gram devido a
composicao quimica e estrutural da parede das células (ROSA, 2008).

Bactérias Gram-positivas tendem a apresentar maior resisténcia ao
rompimento da célula e, consequentemente, a liberacdo de DNA por possuirem
maior concentracdo de peptideoglicano na parede celular em relacdo as Gram-
negativas. Entretanto, diferencas intra e interespécies sdo apontadas como fatores
interferentes significativos para a extracdo de DNA bacteriano (NOGUEIRA et al.,
2004), fato que pode explicar o resultado obtido pelo método 1.

Assim, as diferengas protocolares visam solucionar problemas decorrentes
de DNAses enddgenas, do isolamento de polissacarideos inibidores de enzimas ou
de substancias que possam danificar o material genético ou inibir a acdo da Taq
polimerase (GONCALVES, 2006).

Essa necessidade de aplicar diversos métodos na busca pelo ideal pode ser
indicada como um limitante devido ao tempo gasto, embora seja de facil solugdo em
funcao dos diferentes métodos propostos na literatura.

Além dos motivos apresentados acima, os cinco protocolos de extracao de
DNA foram testados e adaptados a fim de verificar as dificuldades no
desenvolvimento de cada um, considerando tempo de analise (24 horas de
enriguecimento e o tempo da extracao), uso de enzimas (Quadro 4), qualidade de
DNA e sucesso da PCR.

Porém, este ultimo item serd discutido somente apds a realizagdo da

amplificacdo de DNA.
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Método de Tempo de analise Uso de enzima
extracao (aproximado)
5 uL proteinase K
1 26 horas e 30 minutos
(20 mg/mL)/ amostra
2 25 hora e 30 minutos -
. 5 uL proteinase K
3 26 horas e 50 minutos
(20 mg/mL)/ amostra
4 28 horas e 30 minutos -
. 10pL lisozima (10 mg/mL) e 10uL
5 26 horas e 30 minutos proteinase K (5 mg/mL)/amostra

Quadro 4 - Caracteristicas dos métodos de extracao de DNA utilizados
Fonte: Autoria prépria, 2013

Quanto ao tempo, pode-se afirmar que é extremamente relevante
comparado as etapas iniciais dos métodos convencionais de microbiologia. O uso de
enzimas foi citado devido ao custo. Entretanto, o custo por amostra ndo foi
considerado como um obstaculo a realizagcao da analise.

A partir do exposto acima, utilizou-se o DNA obtido das cepas pelo método 3
para a padronizacéo dos protocolos de amplificacdo de DNA.

De modo geral, os métodos podem ser mencionados como faceis perante as
analises comparadas (microbiolégicas convencionais), mas adaptacdes foram
necessarias, quanto ao uso de solventes, ao tempo de centrifugacdo bem como
rotacdes por minuto e ao tempo de homogeneizacgao.

O desenvolvimento dos métodos de extracao foi a etapa mais demorada da
fase experimental, podendo o tempo gasto ser um limitante a implantagao.

Contudo, na extracdo de DNA e nas etapas que a compde nao sao
mostrados obstaculos importantes de ordem técnica, devido as varias alternativas
encontradas para seu desenvolvimento e por terem sido empregadas adaptacdes de

facil implementagéao, sem o uso de equipamentos onerosos.
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4.3.2 Amplificacdo de DNA e suas dificuldades

A amplificacdo ocorre a partir da reacao bioldégica com amplificacdo de
regides do genoma. As regides estudadas nesta pesquisa correspondem ao gene
coa e nuc A, genes selecionados para deteccao de S. aureus, responsaveis pela

producéo de coagulase e termonuclease, respectivamente.

e Amplificacdo do gene coa

A padronizacdo da amplificacdo da regido do gene coa, codificador da
producédo de coagulase foi realizada, em funcao dessa prova ser utilizada na analise
convencional para detectar S. aureus, espécie coagulase positiva (MATOS, 2005).
Sabe-se que a prova bioquimica convencional pode nao detectar a producao de
coagulase, pois a proteina pode nao estar sendo expressa. Neste sentido, Vieira-da-
Motta et al. (2001) realizaram técnicas rotineiras e moleculares para a confirmacao
de S. aureus em leite e os resultados da deteccdo do gene coa apontaram
positividade para todas as amostras, enquanto, o teste da coagulase (coagulase
slide test) revelou variabilidade nos resultados comparado com o diagnéstico
molecular.

A avaliacdo de cepas de Staphylococcus aureus revelou que o0s primers
coag2 e coag3 (mesma sequéncia utilizada nesta pesquisa) foram especificos para
este micro-organismo, pois ndo houve amplificacdo quando DNA de outras espécies
foram testados (GANDRA, 2003). Uma possibilidade levantada é o uso da PCR para
a confirmacao de isolados substituindo a confirmacao por testes bioquimicos.

A seguir é mostrado o resultado da PCR realizada para a deteccao do gene
coa (Figura 12), fundamentada na reagdo e na programacao de Luz (2008). Essa
programacao consiste em: 95 °C por 5 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos,
gradiente de 50 °C a 61 °C por 2 minutos, 72 °C por 4 minutos; 72 °C por 10
minutos. O gradiente de temperatura (50 °C a 61 °C) € uma funcao utilizada no
termociclador para a verificacdo da temperatura ideal de hibridizacdo de um dado
par de iniciadores.
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Figura 12 - Amplificacdo do gene coa com gradiente de temperatura
Linha 1: Marcador de peso molecular; Linha 3 a 14: amostra de DNA de S. aureus (ATCC
25923)
Fonte: Autoria propria, 2013

O numero de pares de bases (pb) indicado é 800 bp, podendo variar para
este gene de 612 a 1000 pb, embora Gandra (2003) relate que ndo ha uma faixa
“padrao”. Esta variabilidade pode ser decorrente da variabilidade genética da enzima
coagulase, demonstrada a existéncia de polimorfismo (GANDRA, 2003).

O perfil de aproximadamente 1000 pb encontrado foi 0 mesmo demonstrado
por Luz (2008), o qual detectou a presenca de dois coagulotipos, de 750 pb e 1000
pb, em S. aureus isolados de leite e queijo coalho. Houve a distribuicdo e
predominancia dos coagulotipos de acordo com a regido onde foram isolados
(diferentes municipios). Na mesma pesquisa, determinou-se que os isolados com
tais coagulotipos portavam um ou mais genes toxigénicos.

Entretanto, é importante ressaltar a amplificacdo em todas as temperaturas,
fato que pode conduzir ao desenvolvimento de Multiplex PCR, reacdo em que varios
pares de iniciadores podem ser inseridos.

Além da amplificacdo em todas as temperaturas, ficou evidenciada a
amplificagcdo de bandas duplas, caracteristica a ser ajustada para que apenas uma
banda nitida seja estabelecida. Este artefato, em alguns casos, deve-se a
concentragdo inadequada de MgCl,. Assim um novo teste foi estabelecido para a
para verificar a formacao da banda em relacdo a concentracéo ideal de Mg (Figura
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13) utilizando a temperatura de hibridizacdo em 55 °C. O cloreto de magnésio tem
influéncia direta na reacdo, pois a fon Mg®* é um cofator indispensavel para a
atividade/fungao enzimatica (Taq polimerase).

1501250101075 15 11,25 [ 1.0 0,75
mM | mM [ mM | mM

Figura 13 - Amplificacdo do gene coa com diferentes concentracdes de MgCl,
Linha 1: Marcador de peso molecular; Linha 3 a 6: controles negativos; Linha 8 a 11: amostra
de DNA de S. aureus (ATCC 25923)
Fonte: Autoria propria, 2013

Com base nos resultados para a amplificacdo do gene coa foi estabelecida a
concentracéao de 0,75 mM de MgCl; para a melhor visualizagao da banda. Portanto,
as modificagées da reagao para o gene coa consistem na redugdo da concentracao
de MgCl, e a temperatura de hibridizagdo adotada foi de 55 °C, diferente de Luz
(2008) que empregou 62 °C, fato associado ao equipamento utilizado. A temperatura
de hibridizacdo de 55 °C ja foi mencionada em outros trabalhos (KARAHAN;
CETINKAYA, 2007; SILVA; SILVA, 2005; VIEIRA-DA-MOTTA et al., 2001).

e Amplificacdo do gene nuc A

O teste da coagulase é padrao para deteccdao de S. aureus e o da
termonuclease é utilizado como auxiliar para a discriminacdo entre S. aureus e

outras espécies de estafilococos (GANDRA, 2003).

Ressalta-se que estafilococos produtores de enzimas coagulase e
termonuclease geralmente estdo relacionados com a producdo de enterotoxinas
(GANDRA, 2003), uma preocupacao atual.
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Assim, a padronizacao da amplificacao do gene nuc A também foi realizada,
gene associado a termonuclease (PINTO; CHENOL; AZNAR, 2005; YANG et
al.,2007). A temperatura de hibridizacao foi determinada por meio do gradiente de
temperatura (50 °C a 60 °C), com resultados positivos (Figura 14).

M 500 506 511 524 539 553 560 573 584 594 597 600

Figura 14 - Amplificacdao do gene nuc A com gradiente de temperatura
Linha 1: Marcador de peso molecular; Linha 2 a 13: amostra de DNA de S. aureus (ATCC
25923)
Fonte: Autoria prépria, 2013

A programacao utilizada foi: 94 °C por 5 minutos; 35 ciclos de 94 °C por 30
segundos, gradiente de 50 °C a 60 °C por 45 minutos, 72 °C por 45 segundos; 72 °C
por 10 minutos. A reacao e a programacao base foram obtidas da pesquisa de Pinto,
Chenoll e Aznar (2005).

Observando os resultados (produtos com aproximadamente 270 pb) foi
estabelecida como temperatura ideal 50 °C. Almeida (2009) também adotou essa
temperatura em sua pesquisa.

Pinto, Chenoll e Aznar (2005) avaliaram a detec¢do deste gene como
alternativa ao procedimento convencional. Concluiram ao final da pesquisa que o
fragmento amplificado correspondente ao gene nuc A foi obtido apenas em estirpes
de referéncia de S. aureus e ndo em estirpes pertencentes a outras espécies de

estafilococos, evidenciando o alto nivel de especificidade da técnica.
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Pode-se concluir neste item que a limitacdo encontrada nao foi a execucao
da técnica, mas a adequacdo da reagcdo devido a dependéncia de profissional
especializado. Este limitante foi descrito anteriormente dentro de condicionante
técnico, onde é citada a caréncia de pessoal especializado/ suporte técnico.

4.3.3 Validagao do diagnéstico molecular em matriz alimenticia

As amostras analisadas foram embutidos carneos, alimento extremamente
complexo e com alto teor lipidico, o que dificulta a extracdo de DNA. Alimentos
industrializados de bovinos, suinos e aves e seus subprodutos, destacam-se entre
os alimentos envolvidos em surtos causados por S. aureus.

Estafilococos coagulase positiva sdo os mais importantes em relacao as
demais espécies do género, pois sua deteccao em alimentos indica deficiéncia de
processamento ou condicbes higiénicas inadequadas, podendo promover
intoxicacao alimentar (MATTQOS, 2005; GANDRA, 2003).

A presenca deste micro-organismo nas amostras € esperada por ser um tipo
de alimento suscetivel e por poder apresentar esfalilococos coagulase positiva até
5x10° UFC/g para carneos maturados e frescais (ANVISA, 2001). Esse indicador
substituiu a determinacao especifica de S. aureus, o qual deve ser identificado
quando for de interesse de saude publica.

Assim, iniciou-se a amplificacdo do gene coa em alimentos utilizando a
extracdo por lise térmica (método 2) e a extracao citada por Millar et al. (2000)
(método 4), métodos selecionados para a realizagdo da PCR devido aos menores
custos e também por ndo exibirem a qualidade de DNA no item 4.3.1. Para a
extracdo, os alimentos foram submetidos a etapa de enriquecimento, seguida da
extragdo, sem o isolamento de colénias como comumente realizado.

A reacéao foi desenvolvida com sucesso para os dois métodos de extracao
(Figura 15), sendo a lise térmica selecionada para as demais analises por ser
método mais barato, simples, eficaz, rapido e, sobretudo, sem uso de solventes
organicos altamente contaminantes.

Tém-se na figura abaixo (15) e nas figuras 16 e 17: M — Marcador de peso
molecular; CP — Controle Positivo (ATCC 25923); CN — Controle Negativo (Agua



73

deionizada estéril); 1 — Linguiga Frescal; 2 — Linguica Blumenau; 3 — Linguica
Calabresa; 4 — Linguiga Fina Frescal; 5 — Linguica Toscana.

1000 pb

5?:5
|

500 pb

80

Figura 15 - Amplificacdo do gene coa em amostras alimenticias
M — Marcador de peso molecular; CP — Controle Positivo (ATCC 25923); CN — Controle
Negativo (Agua deionizada esteéril); 1 — Linguica Frescal; 2 — Linguica Blumenau; 3 — Linguica
Calabresa; 4 — Linguica Fina Frescal; 5 — Linguica Toscana
Extracao pelo Método 2 (Linha 2 a 8); Extracao pelo Método 4 (Linha 9 a 15)
Fonte: Autoria propria, 2013

O sucesso da PCR (Figura 15) reforca a possibilidade da realizacdo da
analise direta em alimentos (sem isolamento de col6nias), o que facilita o
diagnéstico devido a reducao de tempo e trabalho. A deteccédo dos genes coa e nuc
A sao amplamente realizadas em alimentos (SILVA; SILVA, 2005; KARAHAN;
CETINKAYA, 2007; VIEIRA-DA-MOTTA et al., 2001; YANG et al., 2007; GANDRA,
2003; ALMEIDA, 2009; ANDRADE, 2008a).

Porém, na maioria das pesquisas, isolados bacterianos sdo submetidos a
extracdo de DNA.

Além disso, a auséncia de enzimas, solventes organicos e equipamentos
especializados merece destaque na etapa de extracdo de DNA, pois os reagentes e
0s equipamentos podem inviabilizar o0 uso em larga escala de acordo com Zocche
(2008).

Procedeu-se também a amplificagdo do gene nuc A (Figura 16). O DNA
utilizado foi extraido por meio da lise térmica nas mesmas amostras citadas na

reagao para coa.
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Figura 16 - Amplificacao do gene nuc A em amostras alimenticias
M — Marcador de peso molecular; CP — Controle Positivo (ATCC 25923); CN — Controle
Negativo (Agua deionizada estéril); 1 — Linguica Frescal; 2 — Linguica Blumenau; 3 — Linguica
Calabresa; 4 - Linguica Fina Frescal; 5 — Linguica Toscana
Fonte: Autoria propria, 2013

Os resultados mostram positividade para todas as amostras, confirmando a
presenca de S. aureus como também fornecendo informacdes sobre seu potencial
enterotoxigénico, visto que os genes utilizados sdo marcadores de contaminacao de
alimentos com S. aureus enterotoxigénicos de acordo com Cremonesi et al. (2005).

Entretanto, observa-se que as condicées das reagdes e das amplificacoes
estao ideais para estas amostras, pois fez-se a repeticao da analise com as mesmas
amostras e o resultado apresentado foi o idéntico ao inicial.

Com isso, faz se necessaria a verificacdo destas reacdes para outras
matrizes alimenticias, devido aos componentes presentes em cada alimento. Passo
(2009) destaca que amostras alimenticias podem conter contaminantes e enzimas
ativas que podem inibir a reacéao.

Com relacéo, a otimizacdo da andlise indica-se a aplicagdo em conjunto das
reacoes desenvolvidas separadamente (coa e nuc A).

Para tanto, faz-se a aplicacdo dos produtos das reacdes referentes a mesma
amostra num sé poco no gel de agarose (Figura 17), com reducdo consequente de

tempo e de material de consumo.
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1000 pb

Figura 17 - Visualizacao da amplificacdao dos genes coa e nhuc A em amostras alimenticias
M — Marcador de peso molecular; CP — Controle Positivo (ATCC 25923); CN — Controle
Negativo (Agua deionizada esteéril); 1 — Linguica Frescal; 2 — Linguica Blumenau; 3 — Linguica
Calabresa; 4 — Linguica Fina Frescal; 5 — Linguica Toscana
Fonte: Autoria propria, 2013

Também, pode-se realizar Duplex PCR, empregando os dois pares de
oligonucleotideos iniciadores para o mesmo volume de reacdo. Desta maneira,
numa mesma reacao faz-se a amplificacdo de coa e nuc A. Na presente pesquisa,
utilizou-se como referéncia a reacao de Pinto, Chenoll e Aznar (2005) com variacao
na concentracdo de MgCl, (Tabela 2) e a programagdo de Luz (2008), com
temperatura de hibridizacao/anelamento de 50° C.

Tabela 2 — Composicao da reacao Duplex PCR com variacao de MgCl,

Concentracao

Componentes A B C
DNA gendmico Aprox. 40 Aprox. 40 ng Aprox. 40 ng

ng
Tampao PCR 10x 1x 1x 1x
MgCl, 0,75 mM 1,0 mM 1,5mM
Oligonucleotideo iniciador 1 (coa) 1 uM 1 uM 1 uM
Oligonucleotideo iniciador 2 (coa) 1 uM 1 uM 1 uM
Oligonucleotideo iniciador 1 (nucA) 1 uM 1 uM 1 uM
Oligonucleotideo iniciador 2 (nucA) 1 uM 1 uM 1 uM
dNTP’s 400 puM 400 uM 400 pM
Taq DNA polimerase 15U 15U 15U
Agua deionizada estéril Volume necessario para completar 25 pL

Fonte: Autoria propria, 2013

Foi obtido sucesso nas reagcdes, como mostra Figura 18, desenvolvida com
controle positivo ATCC 25923, sendo a reacdo “A” a melhor por apresentar banda
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mais nitidez. Porém, indica-se a aplicacao desta reacao em amostras de alimentos

para sua validagéo.

1000 pb
800 pb

300 pb
200 pb

Figura 18 - Duplex PCR
M: Marcador de peso molecular; A: reagcdao com 0,75 mM de MgCl;
B: reacdo com 1,0 mM de MgCl,, C: reacdo com 1,5 mM de MgCl,
Fonte: Autoria propria, 2013

Portanto, a necessidade de ajustes na extracdo, na padronizacdo e na
aplicagdo em amostras alimenticias pode ser um limitante de ordem técnica, além do
gasto de tempo e da imprescindivel presenca de um profissional especializado para
assisténcias e treinamento dos analistas. Embora ndao tenham sido indicados
limitantes relevantes de ordem técnica neste trabalho, os ajustes quase sempre
serdo indispensaveis.

Com isso, uma possibilidade para a adogao do diagndéstico molecular é a
terceirizacdo da etapa de adaptacdes no laboratério da empresa, visto que a
necessidade de mao de obra altamente qualificada se restringe aos passos iniciais.
Essa terceirizacdo ndo pode ser vista como um limitante em fung&o dos custos, pois
a fase dos ajustes da reacdao é um fator que deve ser explorado para se evitar o
desperdicio de reagentes, e principalmente garantir a confiabilidade dos resultados
obtidos, ja que as reac¢des encontradas na literatura podem ser distintas.

O investimento em treinamento de analistas e/ou dedicacao exclusiva destes
também pode ser uma alternativa para se evitar um possivel entrave.

Apbés a padronizacdo, a dependéncia de suporte técnico é reduzida
significativamente, tornando viavel aos analistas devidamente treinados a execugao

e interpretagédo dos resultados.
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4.3.4 Comparacdo entre diagnéstico via PCR e microbiologia convencional
aplicados na deteccgao de patdégenos alimentares

As vantagens sao grandes incentivos para a adocdo das técnicas
moleculares. Tang et al. (2009) afirmam que avangos nos exames Sa0 necessarios e
que técnicas rapidas para economizar trabalho, tempo e custo sdo demanda
urgente.

Neste sentido, o diagndstico molecular via PCR apresenta diversas
vantagens em relacdo as técnicas da microbiologia classica, sendo: facil
aprendizagem (simplicidade), menos tempo para adquirir as competéncias, menor
custo de materiais, deteccdo de células viaveis ndo cultivaveis (VNC), maior
especificidade, maior sensibilidade, bom limite de detec¢cdo e maior rapidez
(PASSO, 2009; TANG et al., 2009; FORSYTHE, 2002, RUCKERT, 2006; KILLNER,
2008; VALONES et al., 2009; MATIAS, 2008; ANDRADE et al., 2010; FREITAS;
LEMOS; MARIN, 2006., 2006; MAZIERO, 2007; SINGH et al., 2011; GRADY et al.,
2008).

O tempo da PCR é uma vantagem de destaque, levando de cinco a vinte e
quatro horas para produzir um resultado de deteccao (LASCKA et al., 2007; PASSO,
2009). O tempo depende da técnica usada e da inclusédo de etapas de
enriguecimento, mas ainda assim num prazo de 36 horas é possivel obter
resultados. Nesta pesquisa, o tempo gasto na andlise considerando extracéao
(método 2 - lise térmica) e amplificacdo em matriz alimenticia foi de

aproximadamente 8 horas e 6 horas para 0s genes coa e nuc A, respectivamente.

O ganho de tempo também se deve em grande parte ao fato de que a
reacdo pode ser aplicada a amostras com varios espécimes microbianos sem
necessidade de isolamento prévio da espécie alvo (RUCKERT, 2006), como na
presente pesquisa.

Quanto ao custo, Teodoro et al. (2006) descreveram que para cada amostra
analisada pela PCR, o custo ficou em torno de U$1,50 e pela analise convencional,
U$ 9,21. Embora, ndo sejam inclusas nas despesas equipamentos, vidrarias e mao
de obra, a diferenca é extremamente relevante e significativa para uma industria
processadora de alimentos. Convénios com universidade ou instituicoes de

pesquisas que possuam a tecnologia € uma alternativa para o uso.



78

A deteccdao de VNC por meio da PCR representa umas das principais
vantagens desse método, se nao a principal. O desenvolvimento de VNC ocorre em
alguns micro-organismos que, em condicdes desfavoraveis, mudam suas
caracteristicas de morfologia vibroide para a forma cocéide (VNC) nao cultivadas,
mesmo em meio seletivo. Tais células mantém as propriedades de viabilidade e
viruléncia e nado sao identificadas pelas técnicas tradicionais, representando um
perigo a saude publica (PASSO, 2009; MAZIERO, 2007; BOUFLEUR, 2009;
DAMAS; MARASSI, 2010).

A sensibilidade € um aspecto fundamental. Singh et al. (2011) citam em
pesquisa que a reacado (PCR) para deteccao de Campylobacter jejuni em fezes e
amostras de alimentos foi a mais sensivel (96,1%) em relacdo ao isolamento em
cultura (em torno de 80%). Conclusées semelhantes foram mostradas por Rlckert
(2006), Teodoro et al. (2006) e Maldonado (2008) ao compararem PCR e técnica

convencional.

Entretanto, a sensibilidade €& variavel de acordo com a matriz alimentar
devido a presenga de inibidores, que podem estar diminuindo a eficiéncia da
amplificacdo de modo que se faz necessario o enriquecimento da amostra antes da
analise (PASSO, 2009; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2012).

O enriguecimento aumenta o tempo de analise, uma vez que depende de
horas, mas fornece beneficios como diluicdo dos efeitos dos inibidores e das células
nao viaveis, multiplicacdo do micro-organismo alvo e permite a reparagao de stress
celular (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2012; MATIAS, 2008; PASSO, 2009;
SUBRAMANIAN et al., 2006; GE; MENG, 2009; GIRONESA et al., 2010).

Existem também kits de extracdo de DNA, especificos para amostras
alimentares, que eliminam inibidores (substancias que se ligam ou degradam um
componente da reag¢do) produzidos por alguns alimentos melhorando assim a
técnica (PASSO, 2009), mas neste caso ha o aumento de custo por amostra. Os Kits
sao indicados em Uultimo caso devido aos diversos protocolos de extracao
disponiveis.

Uma técnica utilizada para eliminar a desvantagem de detectar células nao
viaveis consiste na incorporacao de propidio monoazidico ou brometo de etidio
monoazidico durante as etapas de preparo da amostra. Esses compostos intercalam
(penetram) seletivamente no DNA livre (células mortas) e ndo no DNA das células
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vivas intactas, impedindo a amplificacdo de DNA de células mortas em PCR e gPCR
(GE; MENG, 2009; FORSYTHE, 2002; PAULA et al., 2011).

Outra abordagem é a utilizacgo de mRNA ao invés de DNA para a
amplificacdo, ja que o mRNA na maioria das bactérias tem uma vida curta (0,5 -2
minutos) (MALORNY et al., 2003), pois a degradacdao por RNAses endogenas é
rapida. A Reverse Transcriptase PCR detecta genes especialmente presentes

durante as fazes de crescimento da bactéria (LASCKA et al., 2007).

Quanto a especificidade, os oligonucleotideos iniciadores/primers
(oligonucleotideo sintético) atuam como uma sequéncia iniciadora que se une a fita
na regiao em que sera alongado o DNA alvo.

Os iniciadores determinam a regido do DNA que devera ser ampliada, pois
possuem a sequéncia conhecida de DNA que permite a deteccdo de gene no DNA
molde. Portanto, sdo fundamentais para especificidade e sustentabilidade da técnica
PCR (SOUZA; BRUSAMARELLO, 2009; MATOS et al., 2005; VIANEZ JUNIOR,
2007; SEADI et al., 2011).

O limite de deteccgao € baixo (bom) segundo Freitas, Lemos e Marin (2006),
padrbes internacionais derivados de métodos tradicionais requerem um limiar de
deteccdo de uma célula por 25 gramas de amostra. Entretanto, o limite teérico de
deteccdo uma célula microbiana por reacdo de PCR pode ser traduzido na pratica
em 103-10* células por mL de amostra pré-enriquecida. A PCR deve apresentar de
10 a 100 cépias de DNA desejado.

Facil aprendizagem e menor tempo para adquirir as competéncias sao
vantagens citadas por Passo (2009). Porém, ainda ha falta de informacgdes a
respeito destas. Contudo, na pratica é possivel verificar que as competéncias
basicas para executar a técnica sao adquiridas rapidamente.

4.4APLICA(}QES DE DIAGNOSTICOS MOLECULARES NA INDUSTRIA
ALIMENTICIA

Diversas sdo as técnicas moleculares aplicaveis na industria de alimentos,
dentre as quais pode-se citar: PCR, Multiplex PCR (mPCR), Real Time PCR (qPCR),
Bax® System Real Time PCR Assay (para diversos micro-organismos, como Listeria

monocytogenes, Salmonella spp., Campylobacter (coli, jejuni e lari), Staphylococcus
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aureus, Vibrio parahaemolyticus e Vibrio cholerae), Ribotipagem (usado para
tipificacdo de bactérias, existe disponivel o Riboprinter® System), Reverse
Transcriptase PCR (GANDRA et al., 2008; DUPONT, 2012), além de muitas outras.

Observa-se que a PCR revolucionou as andlises moleculares, mas ainda na
legislagao vigente brasileira (BRASIL, 2003) sobre “Métodos analiticos oficiais para
analises microbiolégicas para controle de produtos de origem animal e agua’,
métodos moleculares s&o indicados quando os testes convencionais apresentarem

resultados duvidosos.

Porém, instru¢ées normativas regulamentam o uso de ensaios de PCR, séo
citados como parte dos padrdes oficiais de analise microbiolégica de alimentos.
Instrugdes normativas regulamentam ensaios Bax® System, para a deteccdo de
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes (BRASIL, 2004; BRASIL, 2012; BRASIL,
2005), fato que pode impulsionar seu uso nos proximos anos devido as vantagens
que apresentam para as empresas do setor. As instru¢gdes indicam o0s
procedimentos descritos pelo USDA (United State Department of Agriculture)/FSIS
(Food Safety and Inspection Service).

A RDC 12 (ANVISA, 2001), indica o6rgaos internacionais reconhecidos
(citacdo descrita no item 4.2.1), os quais apresentam PCR e técnicas
fundamentadas em PCR com reacgbes ja padronizadas, por exemplo, para Vibrio
cholerae no BAM (Bacteriological Analytical Manual) da Food and Drug

Administration.

Muitas vezes a falta do uso de diagnédstico molecular pode estar associado a
falta de conhecimento dos padrdes internacionais, visto que nestes as técnicas
moleculares sao indicadas tornando seu uso uma pratica comum sendo, portanto,

aplicavel na industria.



81

5 CONCLUSAO

Foi possivel caracterizar os fatores limitantes a adocdo da inovacao de
processo proposta. Com isso, pode-se estar auxiliando na introducao desta nas
empresas, que poderdo obter ganhos, principalmente com o0 aumento da
confiabilidade no controle de seus processos, além da possibilidade de interacédo

entre empresa, universidade e governo.

Assim, a legislacao brasileira é apontada como um fator, por ndo estabelecer
critérios técnicos detalhados, estando ainda focada em métodos classicos,
demorados e trabalhosos. Desta forma, as empresas também estao focadas nesses
métodos, apenas uma empresa de grande porte menciona o uso de tecnologia

molecular.

Outro fator apontado foi a falta de conhecimento dos gestores, em destaque
a empresa E2. As respostas apontam provaveis falhas na busca e/ou absor¢céao por

informacgao a respeito.

Quanto aos recursos humanos, observou-se que nas empresas estudadas
ha a disponibilidade de profissionais capazes de absorverem as competéncias
necessarias para a aplicacao de técnicas moleculares. Porém, quanto aos recursos
financeiros existem entraves devido ao custo da implantagcdo. O custo de
manutencdo ndo é dispendioso devendo ser considerado e o retorno do
investimento pode ser previsto relacionando os custos da analise por amostra que

sera extremamente reduzido.

A percepcao dos gestores em relagdo as técnicas moleculares foi, de modo
geral, positiva havendo interesse em participar de cursos de capacitacdo em
tecnologia molecular e adotar técnicas moleculares. As motivacoes para adogcao de

novos métodos indicadas sao reais para 0 mercado no qual estao inseridos.

Em relacdo aos fatores limitantes inerentes a técnica proposta, é possivel
destacar a necessidade de tempo para os ajustes na extracdo de DNA e na
padronizacao da reacdo, como também a necessidade da assisténcia de profissional
especializada para a adequacao da técnica e treinamento dos analistas. Estes
fatores foram evidenciados no levantamento das etapas necessarias para o ajuste

de um diagnéstico molecular e na validagdo deste em matriz alimenticia.
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As dificuldades encontradas na extracdo de DNA foram superadas, pois ha
um grande numero de métodos disponiveis. Na padronizagdo, ajustes sdo na
maioria dos casos indispensaveis, entretanto, as adaptacdes realizadas nesta
pesquisa foram de facil execucao.

Quanto a aplicacao da PCR nas amostras alimenticias utilizadas, ndo houve
complexidade quanto a presenga de inibidores. No entanto, indica-se para trabalhos
futuros testar a extragdo direta em outras amostras e validar Duplex PCR em

amostras de alimentos.

Dentre os diagnésticos moleculares aplicaveis na industria, Bax® System é
destaque, por ser um método rapido e de facil execucéo e por estar contemplado em

legislacao brasileira especifica.

Contudo, pode-se afirmar que os principais limitantes sdo a falta de
conhecimento, a legislagéo brasileira, a falta de recursos financeiros, a necessidade
de profissional capacitado para auxiliar no desenvolvimento do diagnéstico
molecular e o tempo gasto para os ajustes recomendados, corroborando alguns dos
possiveis limitantes apontados.

Espera-se que tais limitantes sejam superados para que a inovacao
biotecnoldégica mostrada seja adotada pelas empresas do ramo alimenticio. A
legislagé@o vigente é um importante aliado neste processo, sendo um dos incentivos
de maior impacto para a insercao de tecnologias no setor. Além disso, poderia haver
a reducdo de custos na padronizacdo se a mesma disponibilizasse protocolos
padronizados.

Com a PCR, as empresas serdao favorecidas por meio do aumento da
credibilidade, rapidez na emissédo de laudos e na liberagédo de lotes de alimentos e
principalmente por estar oferecendo alimentos submetidos a uma técnica sofisticada

que assegura alimentos inécuos.
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Pesquisa sobre Inovacao no Controle de Qualidade em
Alimentos

Pesquisadora: Marjory Xavier Rodrigues

Esta pesquisa esta sendo desenvolvida no Programa de Poés-
Graduagao em Engenharia de Produgédo da UTFPR-PG, com o intuito
de analisar os fatores limitantes a adogdo de tecnologias moleculares
aplicadas na analise de alimentos.

Comprometemo-nos em manter a identificagdo de sua empresa em
sigilo e as informagdes cedidas serdo utilizadas somente para fim
cientifico.

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

INFORMACOES PRELIMINARES

Empresa:
Nome:
Profissao:
e-mail:

Data:

QUESTIONARIO

1. Quais os diagnésticos de rotina realizados no laboratério de microbiologia?

2. Quais as técnicas de deteccdo utilizadas?

) Etapas de pré-enriquecimento

) Etapa de enriquecimento seletivo

) Semeadura em meio sélido seletivo-diferencial

) Identificagao bioquimica e soroldgica das colénias suspeitas
) Métodos Imunoldgicos (testes imunoenzimaticos)

) Técnicas de imunocaptura

) Métodos de biologia molecular

) Outra. Especifique:

~ o~ o~ o~ o~~~ —~
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3. Qual o microrganismo patogénico de mais dificil deteccdo com os métodos utilizados em seu laborat6rio?

4. Dentre os microrganismos nado contemplados nas analises de rotina, qual seria o indicado para o
desenvolvimento de andlise de rotina?

) Clostridium sp.

) Escherichia coli O157:H7
) Bacillus cereus

) Listeria monocytogenes
) Salmonella sp.

) Vibrio cholerae

) Campylobacter sp.
) Outro. Especifique:

o~~~ o~~~ o~ —~

5. A empresa realiza pesquisa na area de andlise microbioldgica de alimentos?

( )Sim ( )Nao

Se sim, a pesquisa é somente interna ou com parcerias?

6. A empresa consulta regularmente artigos cientificos, revistas, sites, etc., relacionados as tecnologias analiticas?

( )Sim ( )Nao

Se nao, qual o principal fator: () Faltadetempo ( ) N&o ha interesse
() Acesso a periddicos () Outro. Especifique:

7. A empresa vé com bons olhos as parcerias com centros de pesquisa para implementar tecnologias?
( )Sim ( )Nao
8. Vocé possui conhecimento a respeito de tecnologias moleculares para a detec¢ao de microrganismos?
( )Sim ( )Nao
9. Vocé possui interesse em curso de capacitagdo em tecnologia molecular?
( )Sim ( )Nao
Se sim, qual a carga horaria () 12h ()20h ( )40h
9.1 Qual a principal motivagao para ingressar num curso de tecnologia molecular?
( )interesse técnico ( ) utilizagdo na rotina

() acessar possivel terceirizagao do diagnoéstico
() Outro. Especifique:
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Para implementar tecnologias moleculares como parte do processo de garantia da qualidade, haveria
disponibilidade de recursos humanos?

( )Sim ( )Nao

A empresa possui disponibilidade financeira para capacitar funcionarios em tecnologia molecular?
( )Sim ( )Nao

Adotaria o diagnostico molecular na rotina do laboratério?

( )Sim ( )Nao

Se sim, () Implantaria ( ) Terceirizaria

Qual a sua visdo sobre a insergdo da biotecnologia molecular (analise de DNA) na industria de alimentos como
auxiliar no controle microbiolégico?

Vocé acredita que a inovagdo nas analises realizadas no laboratério auxilia na credibilidade da empresa e do
controle de qualidade?

( )Sim ( )Nao

A empresa possui disponibilidade financeira para implementar laboratérios para tecnologias moleculares?
( )Sim ( )Nao

Quais seriam as principais motivagdes para a adogao de tecnologia molecular?

) custo

) tempo de andlise
) sensibilidade

) praticidade

) especificidade

) confiabilidade

o~~~ o~ o~ —~

A relagéo custo-beneficio/tempo € levada em consideragao quando adota-se métodos analiticos?

( )Sim ( )Nao

A legislagao vigente na area em que atua é o principal fator que leva a inovagao nos processos analiticos?
( )Sim ( )Nao

Quais as principais fontes de informacédo utilizada para a ado¢ao de novos métodos?

() Fornecedores
() Concorrentes
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20. Com qual frequéncia ocorre a busca por novas tecnologias para analise de alimentos:

21.

() Centro de pesquisas/Universidades

() Consultores

() Feiras e exposicdes

() Setores ou departamentos dentro da prépria empresa
() Laboratérios comerciais

() Nunca

( ) Raramente

( ) As vezes, quando achamos necessario
() Frequentemente

As inovagdes sdo geralmente implementadas na empresa para:

() Sanar problemas

() Otimizar processo

() Melhorar de produto

() Reduzir perdas

() Aumentar competitividade

22. Como ¢é a estrutura organizacional da area de controle de qualidade microbiologica?

N? de funcionarios:
Formagao especifica de cada funcionario:

Agradeco a Colaboragéo!
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ANEXO A — Métodos de extracao de DNA
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Método de extracao 1

O primeiro protocolo testado foi adaptado de Moreira et al. (2010).
Homogeneizou-se o meio de cultura, sendo transferido para tubo tipo eppendor,
sendo entdo submetido a centrifugacdao (13000 rpm/1 minuto) para a formacao de
precipitado. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionou-se 600 pL de
tampao de extracdo (SDS 1% — dodecil sulfato de sédio). Em seguida, promoveu-se
agitacdo em vortex de bandeja por 5 minutos com adicdo de 5 uL de proteinase K
(20 mg/mL), assim os eppendorfs foram incubados em banho seco por 30 minutos a
65 °C.

Apés a incubacao adicionou-se 700 pL de CIA (24 partes de cloroférmio e 1
parte de alcool isoamilico), seguida da agitagdo em vortex de bandeja por 5 minutos
e centrifugacao (7 minutos a 13000 rpm). Nesta fase ha formagao de sobrenadante,
transferido para novo eppendorf sobre o qual acrescentou-se 200 uL de tampéao de
extracdo e 650 pL de CIA. Os eppendorfs foram agitados por 5 minutos e
centrifugados a 13000 rpm por 7 minutos. Realizou-se a transferéncia do
sobrenadante para novo eppendorf com 650 pL de CIA, sendo realizada a agitagao
e centrifugacdo sob as condi¢cGes citadas anteriormente. As fases de transferéncia
de sobrenadante, adicao de CIA, agitacao e centrifugacao foi repetida.

Ao sobrenadante transferido para novo eppendorf, adicionou-se 1 mL de
etanol 96 %. Os eppendorfs foram homogeneizados por inversao e centrifugados por
3 minutos a 13000 rpm. Retirou-se o alcool e o pellet secou em temperatura
ambiente por cerca de 15 minutos, apds secagem o pellet foi ressuspenso em 100
uL de TE (Tris-HCI pH 8,0; EDTA pH 8,0).

Método de extracao 2

O método do Choque Térmico foi realizado conforme Chapman et al. (2001),
sendo também descrito como Lise Térmica ou Fervura (Boiling).

Neste método realiza-se a centrifugacdo do meio de cultura ja
homogeneizado, descarte do sobrenadante e ressuspensao do precipitado em 1mL
de agua ultra pura.

A suspensdo resultante, conforme citado acima, foi centrifugada por 3
minutos a 12000 rpm. Apbs a centrifugacdo o sobrenadante foi novamente
descartado e o pellet ressuspenso em 200 puL de agua ultra pura. Realizou-se
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homogeneizacdo e seguiu-se para aquecimento a 95 °C por 10 minutos. Apéds
aquecimento, os eppendorfs foram congelados a -20 °C por 30 minutos e em

seguida foram mantidos a 65 °C por 1 minuto.

Uma centrifugagéo final foi realizada a 12000 rpm por 10 minutos. Nesta
etapa, o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para novo eppendorf, o qual
foi mantido a -20 °C até o momento do uso. Porém, é indicado que o DNA extraido
por este método seja utilizado o mais rapido possivel.

Método de extracao 3

O método 3 foi proposto por Chapaval et al. (2006). Neste caso, a populacao
bacteriana foi transferida para eppendorf, com centrifugacdo por 3 minutos a 14.000
rom (repetida até obtencédo de precipitado). O sobrenadante foi descartado e ao
precipitado adicionou-se 700 pL de tampao de extracdo CTAB 2% (1,4M NaCl; Tris-
Hcl pH 8,0; EDTA pH 8,0; CTAB 2% (brometo de cetiltrimetilaménio)) e 5 uL de
proteinase K (20 mg/mL).

A solucao foi homogeneizada em vortex e incubada a 65 °C por 30 minutos
(a cada 10 minutos a solugao foi homogeneizada sem movimentos bruscos). Apés
incubacao foi adicionado 650 pL de CIA. Essa mistura foi homogeneizada até
formagcdo de emulsédo, a qual foi centrifugada a 14000 rpm por 7 minutos. A fase
aquosa (sobrenadante) foi transferida para novo microtubo com 200 pL de CTAB
2%. Repetiu-se a homogeneizacdo e adicionou-se 650 uL de CIA. A solucao foi
homogeneizada novamente e centrifugada a 14000 rpm por 7 minutos e o
sobrenadante foi transferido para novo eppendorf. O processo com CIA foi repetido

por mais duas vezes.

Ao sobrenadante resultante adicionou-se 1 volume de isopropanol em
temperatura ambiente. Os tubos foram homogeneizados e centrifugados por 7
minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi entdo removido e o precipitado foi lavado
duas vezes com 70 pL de etanol 70% (a cada lavagem o precipitado foi centrifugado
a 14000 rpm por 2 minutos). O pellet secou em temperatura ambiente por 30
minutos e em seguida foi ressuspenso em 40 pL de TE e deixado em banho-maria a
37 °C por 30 minutos, apds a incubacgéao foi armazenado a — 20 °C.
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Método de extracao 4

O método descrito por Millar et al. (2000) adaptado foi desenvolvido
iniciando com a centrifugacéo (13000 rpm por 10 minutos) do meio de cultura.

Ao pellet obtido adicionou-se 1 mL de Tris-HCI (pH 8,0) e foi realizada
homogeneizacdo em vortex de bandeja por 5 minutos e centrifugacdo a 13.000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em
100 puL de TE, sendo homogeneizado em vortex por 5 minutos em seguida fez-se
aquecimento por 2 horas a 96 °C em banho seco.

Apo6s aquecimento, adicionou-se 100 puL de CIA e homogeneizou-se em
vortex por 10 segundos e nova centrifugacdo foi realizada a 2.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi transferido para novo eppendorf e a etapa de extragéao
com CIA foi repetida mais duas vezes, sendo que na ultima utilizou-se apenas

cloroférmio.

Ao sobrenadante transferido para novo eppendorf adicionou-se etanol 95%
(duas vezes o volume inicial). Esta solucao foi mantida por 1 hora a — 70 °C, para
precipitacdo do DNA.

Apos precipitagdo do DNA, foi realizada centrifugagcdo a 13000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 500 pL de
etanol 70%, com homogeneizacdo por inversdo. Repetiu-se a centrifugacdo a
13.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado para a secagem do
pellet por cerca de 20 minutos.

O precipitado foi entdo ressuspenso em 20 uL de tampao TE e finalmente
armazenado a — 20 °C até a sua utilizagao.

Método de extracao 5

Realizou-se centrifugacdo inicial (14000 rpm por 5 minutos) do meio de
cultura e homogeneizou-se o sedimento em 500 pL de tampao TE 10:1, juntamente
com 10 pL de lisozima (10 mg/L) e 10 pyL de proteinase K (5 mg/L). A mistura foi
incubada a 60 °C por 20 minutos. Apds a incubacgéo adicionou-se 100 uL de tampéao
STE (2,5% SDS, 10 mM Tris-HCI, 0,25 M EDTA) e as amostras foram incubadas
novamente, por 15 minutos a mesma temperatura. Em seguida, as amostras foram

deixadas em temperatura ambiente (5 minutos) e em gelo (5 minutos). Assim, a
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reacao foi neutralizada com 130 pL de acetato de aménio 7,5 M e mantida em gelo

por mais 15 minutos.

A sequir, procedeu-se a centrifugacdo (14000 rpm por 5 minutos) e
transferiu-se aproximadamente 700 puL de sobrenadante para novo tubo, sendo
adicionado o mesmo volume de CIA. Entdo homogeneizaram-se as amostras e
foram repetidas a centrifugacao e a transferéncia do sobrenadante para novo tubo.
Ao sobrenadante foi adicionado 420 pL de isopropanol e deixaram-se os tubos a —
80 °C por 30 minutos. Em seguida, realizou-se centrifugacdo e o descarte do
sobrenadante. Ao precipitado adicionou-se 10 puL de agua deionizada estéril. O DNA
foi mantido a — 20 °C. Esse método foi realizado de acordo com Luz (2008).



