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Resumo: As analises microbiolégicas de alimentos sdo fundamentais na deteccdo e
quantificacdo de microrganismos, indicadores ou patdgenos, que justificam intervencdes
direcionadas a salde publica, seguranca dos alimentos, conformidade regulatéria e
controle de qualidade. Nesta revisdo foi possivel identificar técnicas que trazem
vantagens em termos de rapidez, especificidade, identificacdo microbiana e de compostos
em alimentos. O avan¢o da tecnologia aplicada a biologia molecular possibilitou a
evolucdo da microbiologia, resultando em testes cada vez mais especificos, sensiveis e
acessiveis, embora sempre haja lugar para os métodos tradicionais, a aplicacdo da
microbiologia adapta-se as necessidades da industria e da pesquisa. Os métodos
microbiologicos rapidos fornecem varias vantagens, principalmente, em relacdo a
agilidade dos resultados de anélises. As técnicas de PCR e PCR em tempo real séo
bastante usadas para detectar com sucesso patdgenos bacterianos importantes, como
Salmonella spp e Campylobacter sp. Portanto, as atuais técnicas moleculares (PCR,
gPCR, biossensores, microarrays e LFA) contribuem com maior eficécia, seletividade e
especificidade as analises microbioldgicas e sdo empregadas em diferentes setores, tanto
na inddstria como na pesquisa, gerando resultados mais rapidos e menos 0Onerosos,
tornando-as alternativas viaveis para deteccdo de compostos e microrganismos para
garantia da qualidade e seguranca do alimento.

Palavras—chave: seguranca dos alimentos; analise microbioldgica; patdgenos; métodos
rapidos; microrganismos indicadores

INTRODUCAO

As andlises microbioldgicas de alimentos desempenham papel crucial na detecgédo
e quantificacdo de microrganismos, indicadores ou patdgenos, que justificam
intervencdes direcionadas a saude publica, seguranca dos alimentos, conformidade
regulatoria e controle de qualidade. A Organizacdo Pan-Americana de saide (OPAS)
estima que, na regido das Américas, a cada ano, 77 milhdes de pessoas sofrem de doencas
transmitidas por alimentos (DTA"s) e mais de 9.000 morrem (1). Desta forma, as analises
microbioldgicas de alimentos auxiliam na saude do consumidor, na integridade do
abastecimento alimentar e prevencdo de DTA’s (1).

As andlises para deteccdo de microrganismos em alimentos, embora sejam
confidveis e eficientes, necessitam de varios dias para obtengdo dos resultados, tornando
0 custo de andlise muito elevado, pois € utilizada uma grande quantidade de
determinacGes microbioldgicas. Estas analises baseiam-se na aplicacdo de testes
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morfoldgicos e bioquimicos a fim de realizar a identificagdo e determinacdo de géneros,
espécies e subespécies de microrganismos, sendo realizados em meios ndo-seletivos e/ou
seletivos de cultura, sendo complementados por testes bioquimicos diferenciais
associados a testes soroldgicos. Assim, quando realizados testes limitados com
capacidade discriminatoria reduzida em microrganismos, que apresentam variabilidade
genética baixa, existe a possibilidade de interpretacdes equivocadas dos resultados (2).

Os recentes avangos tecnoldgicos possibilitaram o desenvolvimento de varios
métodos para deteccdo e caracterizacdo de bactérias patogénicas em alimentos. Dentre
eles destaca-se as técnicas baseadas na replicacao de sequéncias de DNA pela reacdo em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) e seus avangos. Esta se tornou
a técnica genética mais utilizada em diagnostico microbiolégico durante as ultimas
décadas. Além dos métodos moleculares, outras tecnologias baseadas em espectrometria
de massa, biossensores, bem como, em microarrays e testes rapidos ganham destaque no
cenario das analises microbioldgicas para alimentos (3).

O emprego de novos métodos de analise de alimentos apresenta-se como
alternativa interessante, por diversos propdsitos, incluindo a construcdo de tabela
nutricional, controle de qualidade e contaminacéo, pois as indudstrias e estabelecimentos
alimenticios precisam de métodos rapidos e acessiveis para a determinacdo de compostos
gue ndo possuem um método adequado para monitoramento ou mesmo para substituir os
meétodos onerosos e lentos ja existentes (4).

Apesar do aumento da utilizacdo das técnicas de analise rapida em estudos de
microbiologia de alimentos, as publicacdes ainda séo limitadas. Assim, este trabalho tem
como objetivo apresentar uma visao geral dos novos métodos microbiol6gicos, discutindo
sua aplicacdo e abordando as vantagens e desafios desses métodos de interesse em
alimentos.

Principais métodos rapidos aplicados a analise microbioldgica de alimentos

Para uma melhor compreensdo das novas técnicas moleculares é importante se
conhecer os principios basicos da técnica de PCR (Rea¢do em Cadeia da Polimerase) que
pode ser aplicada na identificacdo de gendtipos ou na ampliacdo, detec¢do e diagndstico
da presenca de patogenos em diferentes alimentos. Além disto, a PCR pode fazer parte
do fluxo de trabalho de outras técnicas de analise em tempo real.

Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

A Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica in vitro que amplifica o
DNA, gerando milhdes de cdpias de um segmento especifico de DNA a partir de uma
pequena quantidade de material inicial. Esta tecnica foi desenvolvida inicialmente em
1985 por Kary B. Mullis, possibilitando um grande avango nas técnicas de biologia
molecular, devido a resolucéo de dois grandes problemas da pesquisa com biomoléculas
daquela época, a amplificacdo e replicacdo de um fragmento especifico de DNA (3).

Esta reacdo tem se transformado nas ultimas décadas em um instrumento de
pesquisa altamente especializado, o qual se caracteriza em uma técnica aplicada em
diversos laboratorios. Areas como microbiologia, imunologia, oncologia, genética,
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medicina forense, transplantes de oOrgédos, deteccdo de microrganismos, controle de
qualidade de alimentos, entre outras foram beneficiadas pela PCR (5).

A reacdo em cadeia da polimerase consiste, normalmente, em depositar reagentes
necessarios para que as moléculas alvo sejam replicadas em um tubo de ensaio de 0,2—
0,5 pl. Nestes sdo inseridos o0 DNA alvo, a enzima DNA polimerase para sintese de fita
complementar, os nucleotideos usados como unidade basica para o processo de sintese da
fita, os primers (oligonucleotideos de DNA) usados para garantir a especificidade das
extremidades das fitas e os ions bivalentes (MG2+) como cofator da DNA polimerase (3).

Ap0s criar um meio propicio para que a reacdo ocorra, a PCR é divida em uma
série de trés ciclos principais com variacdo de temperatura entre eles. Na primeira etapa
ocorre a desnaturacdo do DNA de fita dupla por calor, ou seja, as pontes de hidrogénio
que conectam e a fita dupla de DNA se rompem quando submetidas &, aproximadamente,
95 °C por alguns segundos, dando origem a duas fitas simples (6).

A segunda etapa ou Anelamento tem como objetivo a ativagdo dos primers
especificos que irdo complementar as extremidades das fitas do fragmento do DNA alvo.
Assim, o ideal € conhecer a sequéncia de nucleotideos especificos das extremidades desta
amostra. Desta forma, depois de reduzida a temperatura para aproximadamente 60 °C, 0s
primers irdo se associar ao fragmento especifico da fita de DNA (3).

Ja na terceira etapa ou Extensdo ocorre a atuacdo da enzima DNA polimerase
adicionando nucleotideos, disponibilizados no inicio da reacdo, para prosseguir na
construcdo (3- 5" e 5°- 3") do restante da fita de DNA com base nas extremidades
complementadas pelos primers. Recomenda-se que esta etapa ocorra com temperatura em
torno de 70 °C, pois, permite maior estabilidade e ativacdo da DNA polimerase (6).

Em resumo, cada ciclo inclui a desnaturacao de fita dupla de DNA, a hibridizac&o
de dois oligonucleotideos de DNA (primers) complementando a sequéncia alvo e o
alongamento desses primers por uma DNA polimerase, permitindo a replicagdo
exponencial do DNA alvo.

Teoricamente, a reacdo deve ser ciclada de 20 a 40 vezes. Na préatica, 0 processo
de amplificacdo satura e atinge uma fase de constancia a medida que os nucleotideos e 0s
reagentes da PCR se esgotam. A termociclagem é realizada através de uma maquina
denominada Termociclador. Atualmente, estes aparelhos sdo bastante modernos,
possuindo blocos térmicos para acomodar multiplos tubos e sdo controlados por softwares
que permitem a programacao de variados ciclos e perfis térmicos. Os aparelhos mais
avancados permitem a quantificacdo do DNA em tempo real (3).

Apbs realizacdo da PCR, uma das maneiras de avaliar seu resultado é observando
amigracao e separacao de particulas sob a influéncia de um campo elétrico em uma matriz
permeavel através da eletroforese. Assim, as moléculas sdo separadas de acordo com o
peso molecular, onde a velocidade de migracao do fragmento de DNA é determinada pelo
seu tamanho. Entretanto, a visualizacdo das particulas (bandas na eletroforese) sé é
possivel com a utilizacdo de um corante especifico para gerar a fluorescéncia em luz
ultravioleta. Por fim, este resultado é registrado como imagem (7).

Na area de alimentos, varias investigacdes foram realizadas com a utilizacdo da
técnica PCR para a identificacdo de patdgenos (Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Campylobacter ssp. e varios outros microrganismos). A utilizagéo desta
técnica para Campylobacter € direcionada aos genes flaA, CadF, ceuE, cdt e a regido 16S
rRNA (RNA ribossomal) que possibilita a identificagdo de iniciadores especificos que
servirdo para dar continuidade a sequéncia reversa complementar das espécies de
Campylobacter ssp (8, 9,10).
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Arguello (11) identificou que oito genes patogénicos de Campylobacter jejuni
circulavam em todas as linhas de abate avicolas no estado brasileiro do Rio Grande do
Sul. Entdo, a identificacdo do patdgeno é importante para a reducdo da proporcéo de aves
infectadas e das carcacas de frangos de corte com C. jejuni nos matadouros, diminuindo
0 risco de contaminacdo aos consumidores e possibilitando o desenvolvimento de
tratamentos eficazes (11).

Da mesma forma, andlises baseadas em PCR tém sido usadas para identificacéo
de Listeria spp. e L. monocytogenes em diferentes amostras de alimentos, como leite e
vegetais. Souza (12) observou em sua pesquisa presenca deste microrganismo em 9,33%
(14 de 150 amostras) das amostras de mel&o e sua auséncia nas amostras de jabuticaba,
adquiridas no comércio varejista do Municipio de Vigosa— MG, Brasil. Em pesquisa com
vegetais prontos para consumo em Portugal, ndo foi detectada a presenca de L.
monocytogenes (13).

A Salmonella é considerada como principal causa de infeccdo alimentar em
humanos por todo o mundo. Com a utilizacdo da PCR convencional foram detectados em
09 de 36 de amostras microbioldgicas positivas de Salmonella spp. em frango caipira por
meio do gene invA. Assim, 0 gene invA permite um diagnostico rapido e confidvel de
Salmonella spp. nas amostras quando comparado com amostras avaliadas pelos métodos
culturais e bioquimicos tradicionais (14, 15).

Portanto, diversas pesquisas tém sido descritas com a utilizacdo de técnicas
fundamentadas em PCR na deteccdo direta de microrganismos em alimentos. Alguns
destes testes estdo disponiveis comercialmente e s&o certificados pela FDA e AOAC.

PCR em tempo real ou gPCR

Uma limitacdo da reacdo PCR tradicional estd relacionada a caracteristica
qualitativa desta técnica, limitando os estudos quantitativos. Em funcdo disso,
desenvolveu-se uma nova metodologia denominada de PCR em tempo real (Real Time
PCR). Esta técnica é baseada na PCR tradicional associada a utilizacdo de processos
quimicos automatizados de monitoramento do acimulo de produtos de PCR em uma
reacao, em tempo real, através da adicdo de agentes quimicos fluorescentes (3).

Através de sistema informatizado com software é feita a separacdo, quantificacdo
e interpretacdo do espectro gerado, realizando assim a distin¢do e quantificacdo de mais
de um fluoréforo, que por sua vez permite a deteccdo de mais de um DNA alvo. Assim,
para obtencdo destes resultados € necessaria utilizacdo de Termociclador de PCR em
tempo real para termociclar, ativar o agente fluorescente, filtrar e detectar a variagédo no
nivel de fluorescéncia, bem como, traduzir o sinal fluorescente em resultado quantitativo
digital (16).

A intensidade da fluorescéncia da amostra aumenta proporcionalmente com o
aumento do numero de copias do DNA alvo, deste modo é possivel quantificar o resultado
da PCR. Duas tecnologias de PCR, em tempo real, destacam-se atualmente, a SYBR Green
Real-Time PCR ¢ a 5’- Nuclease Real-time PCR. Na primeira tecnologia, séo utilizados
nucleotidios ligados a sondas SYBR Green para quantificar produtos de PCR. Durante a
extensdo, o SYBR Green se conecta a fita dupla de DNA e emite um sinal fluorescente
que é detectado pelo equipamento de gPCR. Por ser um agente inespecifico intercalante
de DNA de fita dupla € necessario realizar uma curva de dissociacéo para verificar se o
resultado é fidedigno, adicionando mais uma etapa ao fim da qPCR (3).

Esta curva mede a dissociacdo de SYBR Green do dsDNA em altas temperaturas.
O pico ou temperatura de Melting de um fragmento de DNA depende do seu tamanho e
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proporcdo entre G/A e A/T. Se a amostra apresenta uma Unica sequéncia de DNA
(produzida a partir de um par de primers especifico) resultara em um Gnico pico (linha
preta) na temperatura de Melting. Ja multiplas sequéncias de DNA ou dimeros de primers
resultardo em dois ou mais picos (roxo) e indicam primers ndo especificos (6).

A segunda tecnologia, conhecida como sondas TagMan, esta fundamentada na
atividade 5°- 3’ exonucleolitica da enzima TagDNA Polimerase, em que durante a mistura
de reacdo € composta por sondas fluorogénicas, formadas pela associacdo de um
oligonucleotidio de sequéncia especifica com um fluoréforo, denominado Reporter e um
inibidor de fluorescéncia, conhecida como molécula Quencher. Apds se conectar a
sequéncia especifica do DNA alvo a enzima TagDNA Polimerase vai quebrar este
oligonucleotidio especico desmembrando a molécula Quencher. Assim, o agente
fluorescente consegue emitir fluorescéncia quando ligado a molécula do DNA alvo. A
sonda TagMan pode emitir diferentes comprimentos de luz, possibilitando realizar a
deteccdo de diferentes DNA’s alvo, quantificando-os de forma simultanea (6).

Diante disto, é possivel verificar dois tipos de analise, a qualitativa e a
quantitativa, que sdo representadas pelo tipo de curva no gréafico. A fase exponencial
representa a fase mais eficiente de amplificacédo e a quantidade de produtos de PCR dobra
a cada ciclo se a eficiéncia da amplificacdo for de 100%. A fase de platd (linear)
representa 0 momento onde quase ndo ha amplificacdo do DNA, devido escassez de
reagentes e acumulo de subprodutos deixando o meio desfavoravel para que a reagdo
aconteca (6).

A andlise qualitativa é obtida através da fase platd no gréfico, esta apenas indica
se ha presenca ou auséncia da amplificacdo do DNA alvo. Este tipo de resultado e suas
aplicacbes podem ser obtidos também através da PCR convencional. J& o método
guantitativo (qPCR) permite verificar quantos ciclos foram necessarios para a
fluorescéncia atingir o Ciclo Threshold de diferentes DNA’s alvo, suas respectivas
concentracdes iniciais, eficiéncia da reacdo e numero de cdpias, a0 mesmo tempo, através
da fase exponencial. Quando conhecidos os resultados de uma das amostras é possivel
realizar a quantificacdo relativa das outras amostras usando dados da fase exponencial

(6).

Portanto, a gPCR pode ser aplicada com o objetivo de identificar alelos de DNA
gendmico; analisar sequéncias virais, bacterianas e protozoarias a partir de varias fontes;
diagnosticar doenca com rapidez no resultado; analisar produtos transgénicos e analisar
patégenos em alimentos de forma rapida. Assim, a PCR em tempo real na analise de
alimentos permite que as etapas de amplificacdo e deteccdo ocorram simultaneamente,
possibilitando a visualiza¢do dos resultados sem a necessidade de processamento apos a
amplificacdo, evitando contaminacéo e garantindo economia de tempo e custo (17).

A Embrapa Suinos e Aves utilizando-se de protocolos de deteccdo molecular por
gPCR detectou o gene do halotano, causador da hipertermia maligna em suinos. A
deteccdo deste gene permite a selecdo genética de animais reprodutores sem este gene,
evitando que a cadeia de producdo seja negativamente afetada e a qualidade final da carne
suina seja prejudicada (18).

Vilas Boas et al. (19), avaliando a qualidade microbiolégica por meio da gPCR de
queijos minas Frescal artesanais e industrializados, detectaram a presenca de Salmonellla
spp. em 60% das amostras de queijos artesanais, mostrando-se improprios para o
consumo (19).

Froder, Gheno e Righi (20), com o auxilio da PCR em tempo real, identificaram
100% do DNA extraido de diferentes produtos carneos processados termicamente de
diferentes espécies animais e combinagdes de carnes descritas nos rotulos dos fabricantes.
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Assim, é possivel garantir a seguranca do alimento aos consumidores alérgicos e evitar
possiveis fraudes. A aplicacdo da qPCR é a maneira ideal de identificar alvos especificos
de espécies devido a sensibilidade, confiabilidade, acurécia, conveniéncia, rapidez e
menor risco de contaminacéo (20).

Biossensores

Nas ultimas décadas, as tecnologias direcionadas aos biossensores tém
apresentado avangos notaveis em diferentes areas de aplicacdes, destacando-se a
medicina, analise de alimentos, monitoramento ambiental e controle de processos em
contextos industriais (21).

Diferentes areas de aplicacdo do conhecimento tém como objetivo a busca pela
deteccdo em tempo real, continua e de baixo custo de analitos em diferentes ambientes.
Técnicas convencionais (eletroforese capilar (CE), cromatografia gasosa (GC),
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (NMR)) exigem equipamentos centralizados, pessoal altamente
qualificado para operacdo e alta quantidade de reagentes e materiais analiticos de alta
qualidade, resultando em despesas operacionais substanciais (22).

Neste contexto, paralelo ao rapido avanco da bioeletrénica, especialmente em
formas biointegradas, os biossensores surgiram como uma solugdo para melhorar
significativamente a acessibilidade, eficiéncia e a relacdo custo-beneficio na detecgédo
continua de analitos em uma ampla gama de aplicagdes e configuragdes (23).

Os biossensores sdo tipicamente constituidos por um biorreceptor, um transdutor
e uma unidade de processamento de sinal. Seus elementos de reconhecimento geralmente
abrangem receptores biométricos (enzimas, anticorpos e acidos nucléicos), juntamente
com componentes biomiméticos (nanomateriais inorganicos e polimeros de impressao
molecular (MIPs)). Desta forma, a transducdo ocorre por meio de respostas
eletroquimicas, Oticas, sensibilidade a massa (sensores piezoelétricos) e termométricos
(24).

A utilizagdo dos biossensores ganha adeptos devido sua simplicidade durante o
uso, exigindo a preparacdo minima de amostras, apresenta resultados extremamente
rapidos, determinando um Unico analito, ou seja, alta especificidade, sensibilidade,
precisdo e alta acuracia em um equipamento portatil. Além de apresentar baixo custo
quando comparado as técnicas convencionais (25).

Diversos compostos e patdgenos sdo detectados e monitorados em alimentos,
conforme mostram as Tabelas 1 e 2.

Tabela 01 - Exemplos de analitos detectados em alimentos

ANALITOS MATRIZ ALIMENTAR BIOCOMPONENTE
Aminas Peixe Diamina oxidase (DAO)
Aminas Frescor do peixe Hipoxantina oxidase
Aminas biogénicas Peixe Diamina oxidase
Histaminas Frutos do mar Histamina oxiadase
Hipoxantina Peixe e seu frescor Xantina oxidase (XOD)
Bacteéria Aves Anticorpo anti-Salmonella
Bactéria Carne bovina Anti-Escherichia coli
Bactéria, virus e esporos Hamburguer e presunto Anticorpo especifico
Glicose Leite Glicose qxidase

logurte Galactosidase
Lactose Leite D-frutose desidrogenase
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Lactulose Leite Galactosidase, lactozym e
Saccharomyces

Biotina Formula infantil e leite Anticorpo anti-biotina
Folato Formula infantil e leite Anticorpo anti-biotina
L-Lisina Leite Liase oxidase
Antibidticos Leite Anticorpos
Colesterol Creme de manteiga Colesterol oxidase

Fonte: Meshram et al. (2018).

Tabela 02 - Exemplos de biossensores utilizados na deteccdo de microrganismos

Sistema de Transducao Elemento de Reconhecimento Microrganismo
Eletroquimico Anticorpos S. typhimurium
Eletroquimico DNA Salmonella
Eletroquimico Anticorpos Salmonella
Eletroquimico DNA Legionella
Eletroquimico DNA Yersinia
Impedomeétrico Anticorpos Listeria

Fibra Optica DNA E. Coli
Bioluminescéncia Anticorpos Candida albicans

Fonte: Oliveira e Pereira (2016).

Biossensores baseados em anticorpos e receptores sao utilizados na deteccao de
pesticidas, antibioticos (leite), solventes organicos, alfatoxinas, enterotoxinas
estafilocdcicas e os patdgenos: Bacillus cereus, Campylobacter spp., E. coli, L.
monocytogenes, S. enterica sv. enteritidis, S. entérica sv. typhimurium, Staphylococcus
aureus e Yersinia pestis (26, 27, 28).

Os biossensores essenciais para a implementacdo bem-sucedida de qualquer ponto
critico de controle de anélise de risco (APPCC) devido a rapidez, baixo custo e serem
portateis (22, 25).

Microarrays - Microarranjos

A maioria das técnicas tradicionais de biologia molecular, geralmente, permite o
estudo de um Unico gene ou um pequeno conjunto de genes. Entretanto, em Microarrays
de expressdo génica ¢ produzida uma “codpia instantdnea” de toda a atividade
transcricional de uma amostra biol6gica. Portanto, devido a grande geracdo de dados,
modernas ferramentas computacionais e estatisticas sdo usadas para interpreta-los. Esta
técnica possui uma ampla variedade de aplicagdes, incluindo descobrir novos subtipos de
doencas, desenvolver novas ferramentas de diagnostico e identificar mecanismos
subjacentes de doenga ou medicamento resposta.

Microarrays consistem em um grande numero de sondas (clones de DNA,
produtos de PCR ou oligonucleotideos sintéticos) imobilizadas em uma superficie solida.
Apos as etapas de hibridizacdo e lavagem, o acido nucleico ligado as sondas gera um
padréo de fluorescéncia que € entdo registrado e analisado usando um scanner (29).

Em laboratorios clinicos, a microarrays é considerada uma técnica de diagndstico
rapido e confiavel, devido a sua tecnologia pangenémica que é capaz revelar uma
quantidade consideravel de diferencas dentro do contetldo gendmico bacteriano, também
permite a identificacdo de uma ampla gama de genes de microbios patogénicos e nédo
patogénicos ao mesmo tempo (30).

818



’ Al
Conbraca &b Assista a apresentacao deste trabalho

Congresso Brasileiro de

Ciéncia dos alimentos apontando sua camera para o QR-code

Com o rapido desenvolvimento da tecnologia microarrays, processou-se um
acumulo de dados inéditos que foram coletados por instituicbes académicas e
organizagOes industriais. Varios microarranjos foram desenvolvidos para patdgenos
associados aos alimentos. Um microarranjo especifico, baseado no gene gyrB, foi usado
para detectar e identificar rapidamente Salmonella e Shigella (31).

Ao inovar técnicas de deteccdo minimiza-se o percentual de infecgdes criando
tecnologias para obter resultados precisos em aplicacdes que melhoram o gerenciamento
e o controle de anélises microbianas. A tecnologia de microarrays proporciona beneficios
na deteccdo de patdgenos em comparacdo com outras técnicas, devido ao seu nivel de
sensibilidade e especificidade em diferentes amostras, revelando uma anélise microbiana
complexa (38).

Testes de Fluxo Lateral (LFA)

Algumas limitacdes dos atuais métodos para deteccdo e identificacdo de
patdgenos (ELISA, PCR e qPCR) justificam a necessidade do desenvolvimento de uma
abordagem mais rapida, especifica, sensivel, facil de usar e acessivel. Assim, surgem 0s
testes imunocromatograficos de fluxo lateral conhecidos como testes rapidos de fluxo
lateral ou apenas testes rapidos (33).

Esta técnica pode detectar rapidamente varios analitos (proteinas, haptenos, acidos
nucleicos, amplicons e microrganismos) de varios tipos de amostras, dentro de 5 a 30
minutos. Testes imunocromatograficos sdo compostos por filtro de amostra, suporte do
conjugado, membrana de nitrocelulose e filtro de adsorcdo. As partes se sobrepdem uma
sobre a outra e sdo montadas sobre uma placa de suporte (34).

O filtro de amostra possibilita a distribuicdo controlada e uniforme do material em
andlise para o suporte do conjugado, impedindo o alagamento do aparelho. Malhas de
algoddo, fibras de celulose e fibras de vidro sdo materiais, comumente, utilizados para
este fim (35).

O suporte do conjugado € o resultado da juncdo de anticorpos ou antigenos com
nanoparticulas de ouro coloidal ou outras moléculas. Este deve ser fixado no suporte do
conjugado, que tem como funcéo transferir uniformemente a amostra sobre a membrana
do teste (35). Dois métodos sdo tipicamente usados: o primeiro é a imersao do suporte de
conjugado, o segundo € o uso de seringas que possibilitam dispensar com precisao por
“spray” uma quantidade de microlitros por milimetro de material. Os materiais usados
para o suporte sdo: fibras de vidro, poliéster e rayons (36).

A membrana de nitrocelulose é posicionada na area conhecida como regido
analitica, devendo conter reagentes de captura na linha teste e linha controle. Esta regido
pode ser constituida de outro tipo de material, como nylon e fluoreto de polivinilideno. A
capilaridade da membrana de nitrocelulose é de extrema importancia na produgédo de
testes rapidos e pode influenciar na sensibilidade do teste. Estes incluem deposicéo de
proteinas nas linhas teste e controle, através de dispensadores quantitativos, e posterior
secagem a temperatura elevada e também processos de imerséo para o bloqueio, com
finalidade de evitar a ligacdes inespecificas.

O Filtro de adsorgéo é o filtro absorvente, o qual é posicionado na extremidade
distal da membrana de nitrocelulose e tem como finalidade puxar todo o fluido adicionado
no teste assegurando que ndo ocorra a volta deste material, evitando assim falsos
positivos. O material usado € tipicamente uma celulose de alta densidade (36).

Em relacdo a aplicagéo, os anticorpos séo preferencialmente utilizados devido a
sua alta especificidade na ligagéo aos analitos. Em um estudo conduzido por Lukman et
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al. (37), um conjugado de AuNPs com anticorpos foi usado para a deteccdo de S . Typhi
em amostras de agua e leite, produzindo um limite de detecgdo (LOD) de 3 x 108 UFC.mL
~1, Hwang et al. em 2016 (38) usaram AuNPs e MNPs conjugados com anticorpos para
detectar Salmonella em amostras de leite, relatando um LOD de 10° UFC.mL"".

Charlermroj et al., (39), desenvolveram uma abordagem para detectar bactérias
vivas usando um LFA. Eles conjugaram AuNPs com bacteriéfagos e empregaram
tecnologia de microarray para produzir fragmentos de anticorpos especificos derivados
de bacteriofagos anti-Salmonella. O teste apresentou especificidade para Salmonella
enteritidis, sem mostrar reatividade a outras cepas.

Vantagens e Desvantagens

A identificacdo de patdgenos e microrganismos indicadores em alimentos através
de métodos moleculares tem sido bastante utilizada por apresentarem aspectos de
qualidade e seguranca nas analises de alimentos em toda a cadeia de producdo. A Tabela
3 apresenta as principais vantagens e desvantagens das técnicas apresentadas

anteriormente.

Tabela 03 — Comparacdo das vantagens e desvantagens de técnicas moleculares

Técnica Vantagens Desvantagens
molecular
PCR simples Mais rapido que os métodos baseados em Necessidade de equipamentos caros
cultura (4-24h vs. 5-7 dias); e profissionais treinados
Alta especificidade e sensibilidade; Dificuldade em distinguir entre
PCR multiplo: detecta varios patébgenos ao células vivas e mortas.
mesmo tempo; - Tecnicamente pode ser um desafio
Automatizado; otimizar as condi¢des de PCR.
Resultados precisos e exatos a partir da - O enriquecimento é necessario
deteccdo genética especifica; para detectar células visiveis.
Diferenciagdo de varios sorotipos de - Necessita de processamento pos-
microrganismos. PCR dos produtos (eletroforese).
Exemplo: Salmonella 5-6 podem ser
detectadas em uma tnica reagdo.
PCR E mais especifico e sensivel do que os

em tempo real

Biossensores

métodos baseados em cultivo.
Nao ¢ influenciado por
inespecifica.

A amplificacdo pode ser monitorada em
tempo real.

Confirmacao de amplificacdo especifica
através de curvas de fusdo.

Alta sensibilidade e seletividade.
Automatizdveis e miniaturizaveis.
Reprodutibilidade

Rapidez na andlise e execugao tempo real.
Analise multipla de patogenos em alimentos
pereciveis e semi-pereciveis.

Permite a  existéncia de  diversas
configuragdes para uma diversidade de
propriedades transdutoras

Vida util longa dos dispositivos (matérias
estaveis e resistentes)

Na maioria dos casos ¢ desnecessario o
tratamento das amostras

amplificagdo

Dificuldade em multiplos ensaios.
Atividade do RNAm.
Possibilidade  de
cruzada

contaminagao

Certos biossensores podem exigir
extensos  pré-tratamentos  das
amostras.

Existem poucas plataformas de
biossensores individuais
disponiveis comercialmente.
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Microarrays Mais rapido que os métodos baseados em Dificuldade em distinguir entre
(Microarranjos) cultura (2-4 h e 5-7 dias). células vivas e mortas.
- Analise multipla (até 100 esferas diferentes Requer kits ou PCR para marcagao
disponiveis). do gene branco.
Alta sensibilidade ¢ especificidade,
podendo caracterizar as cepas
Trabalho eficaz (9600 amostras podem ser
testadas).
- Se um alvo adicional precisar ser incluido
no teste, ele podera
Dever ser incluido um branco um branco na
analise, um novo tipo de pérola vinculada
pode ser facilmente adicionado a sonda.
Testes de Fluxo  Abordagem mais rapida, especifica, Baixa sensibilidade e especificidade
Lateral (LFA) sensivel, facil de usar e acessivel. para alguns patogenos
Podem ser aplicados no ambiente clinico,
rural e industrias de alimentos.
Facilidade de uso e custo de fabricagdo
barato.
Longa vida util e sem necessidade pessoal
especializado
Nao requerem pré-preparagao para amostras
de fluidos ou etapas de lavagem.

Portanto, deve se avaliar as necessidades de cada industria alimenticia ou pesquisa,
avaliando a matriz alimentar e suas aplicagdes, para decidir qual metodologia sera
aplicada, levando em conta as vantagens e desvantagens da aplicacdo de cada tipo de
testagem de acordo com as condic¢des necessarias para cada metodologia.

Aplicacdes

A deteccdo de patdgenos em matrizes alimentares com alta reprodutibilidade e
sensibilidade sdo de extrema importancia para garantir a seguranca dos alimentos. No
entanto, ainda é um desafio dificil devido a fatores como a interferéncia de outras
microbiotas e da microbiota ndo-alvo, o baixo numero de grupos-alvo e as dificuldades
na extracdo microbiana de matrizes alimentares.

As técnicas de PCR e PCR em tempo real sdo usadas para detectar com sucesso
patdgenos  bacterianos  importantes, como Salmonella spp, Campylobacter sp., E.
coli O157:H7,S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes e V. parahaemolyticus em
diversos alimentos (9,40,41,42,43). Esses grupos bacterianos sdo 0s principais agentes
causadores de DTAs, por crescimento bacteriano direto e/ou secrecao de toxinas.

Dentre os biossensores utilizados para deteccdo de patdgenos e compostos em
alimentos, as técnicas baseadas em DNA possibilitam a deteccdo de B. anthracis, E. coli
e L. monocytogenes, além da deteccdo de Aflatoxinas, PCB e pesticidas. Ja 0s métodos
baseados em enzimas permitem a deteccdo de pesticidas, antibiéticos (leite), acido
benzdico (refrigerante), L-lactase (extrato de tomate), e aminas, bem como a presenca de
E. coli O157:H7 e Salmonella enterica sv. Typhimurium (21, 42).

Utilizando microarrays, um microarranjo especifico, baseado no gene gyrB, foi
detectada e identificada rapidamente para Salmonella e Shigella (31).

Através dos Testes de Fluxo Lateral (LFA) podem-se detectar rapidamente varios
analitos dentro um curto tempo, de 5 a 30 minutos (34). Hwang et al. em 2016 (38) usaram
AuNPs e MNPs conjugados com anticorpos para detectar Salmonella em amostras de
leite, relatando um LOD de 10° UFC.mL".
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CONCLUSOES

As atuais técnicas moleculares (PCR, gPCR, biosensores, microarrays e LFA)
contribuem com maior eficacia, seletividade e especificidade as analises microbioldgicas
e sdo empregadas em diferentes setores da economia e pesquisa, gerando resultados mais
rapidos e menos onerosos, tornando-as alternativas viaveis para detec¢do de compostos e
microrganismos.

Essas abordagens sdo extremamente Uteis na tomada de decisdo no setor de
alimentos, pois sdo usadas na pesquisa e na industria para a detec¢do de compostos e
patdgenos em alimentos, bem como no gerenciamento de surtos transmitidos por
alimentos, desempenhando um importante papel na garantia do controle de qualidade e a
salde publica.

Mesmo as analises modernas fornecendo resultados efetivos, 0s métodos
tradicionais continuardo sendo utilizados, pelos mais diversos motivos que atendem a
demanda de parte dos usuarios.

Além disso, mais pesquisas devem ser realizadas sobre o desenvolvimento de
abordagens mais eficazes para o controle e eliminacdo de patdgenos transmitidos por
alimentos.
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