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Resumo: As análises microbiológicas de alimentos são fundamentais na detecção e 

quantificação de microrganismos, indicadores ou patógenos, que justificam intervenções 

direcionadas à saúde pública, segurança dos alimentos, conformidade regulatória e 

controle de qualidade. Nesta revisão foi possível identificar técnicas que trazem 

vantagens em termos de rapidez, especificidade, identificação microbiana e de compostos 

em alimentos. O avanço da tecnologia aplicada à biologia molecular possibilitou a 

evolução da microbiologia, resultando em testes cada vez mais específicos, sensíveis e 

acessíveis, embora sempre haja lugar para os métodos tradicionais, a aplicação da 

microbiologia adapta-se às necessidades da indústria e da pesquisa. Os métodos 

microbiológicos rápidos fornecem várias vantagens, principalmente, em relação à 

agilidade dos resultados de análises. As técnicas de PCR e PCR em tempo real são 

bastante usadas para detectar com sucesso patógenos bacterianos importantes, como 

Salmonella spp e Campylobacter sp. Portanto, as atuais técnicas moleculares (PCR, 

qPCR, biossensores, microarrays e LFA) contribuem com maior eficácia, seletividade e 

especificidade às análises microbiológicas e são empregadas em diferentes setores, tanto 

na indústria como na pesquisa, gerando resultados mais rápidos e menos onerosos, 

tornando-as alternativas viáveis para detecção de compostos e microrganismos para 

garantia da qualidade e segurança do alimento. 
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INTRODUÇÃO  

As análises microbiológicas de alimentos desempenham papel crucial na detecção 

e quantificação de microrganismos, indicadores ou patógenos, que justificam 

intervenções direcionadas à saúde pública, segurança dos alimentos, conformidade 

regulatória e controle de qualidade. A Organização Pan-Americana de saúde (OPAS) 

estima que, na região das Américas, a cada ano, 77 milhões de pessoas sofrem de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA´s) e mais de 9.000 morrem (1). Desta forma, as análises 

microbiológicas de alimentos auxiliam na saúde do consumidor, na integridade do 

abastecimento alimentar e prevenção de DTA´s (1). 

As análises para detecção de microrganismos em alimentos, embora sejam 

confiáveis e eficientes, necessitam de vários dias para obtenção dos resultados, tornando 

o custo de análise muito elevado, pois é utilizada uma grande quantidade de 

determinações microbiológicas. Estas análises baseiam-se na aplicação de testes 
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morfológicos e bioquímicos a fim de realizar a identificação e determinação de gêneros, 

espécies e subespécies de microrganismos, sendo realizados em meios não-seletivos e/ou 

seletivos de cultura, sendo complementados por testes bioquímicos diferenciais 

associados a testes sorológicos. Assim, quando realizados testes limitados com 

capacidade discriminatória reduzida em microrganismos, que apresentam variabilidade 

genética baixa, existe a possibilidade de interpretações equivocadas dos resultados (2). 

Os recentes avanços tecnológicos possibilitaram o desenvolvimento de vários 

métodos para detecção e caracterização de bactérias patogênicas em alimentos. Dentre 

eles destaca-se as técnicas baseadas na replicação de sequências de DNA pela reação em 

cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) e seus avanços. Esta se tornou 

a técnica genética mais utilizada em diagnóstico microbiológico durante as últimas 

décadas. Além dos métodos moleculares, outras tecnologias baseadas em espectrometria 

de massa, biossensores, bem como, em microarrays e testes rápidos ganham destaque no 

cenário das análises microbiológicas para alimentos (3). 

O emprego de novos métodos de análise de alimentos apresenta-se como 

alternativa interessante, por diversos propósitos, incluindo a construção de tabela 

nutricional, controle de qualidade e contaminação, pois as indústrias e estabelecimentos 

alimentícios precisam de métodos rápidos e acessíveis para a determinação de compostos 

que não possuem um método adequado para monitoramento ou mesmo para substituir os 

métodos onerosos e lentos já existentes (4).  

Apesar do aumento da utilização das técnicas de análise rápida em estudos de 

microbiologia de alimentos, as publicações ainda são limitadas. Assim, este trabalho tem 

como objetivo apresentar uma visão geral dos novos métodos microbiológicos, discutindo 

sua aplicação e abordando as vantagens e desafios desses métodos de interesse em 

alimentos.  

  

Principais métodos rápidos aplicados à análise microbiológica de alimentos 

Para uma melhor compreensão das novas técnicas moleculares é importante se 

conhecer os princípios básicos da técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) que 

pode ser aplicada na identificação de genótipos ou na ampliação, detecção e diagnóstico 

da presença de patógenos em diferentes alimentos. Além disto, a PCR pode fazer parte 

do fluxo de trabalho de outras técnicas de análise em tempo real. 

 

Reação em Cadeia da Polimerase – PCR 

 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica in vitro que amplifica o 

DNA, gerando milhões de cópias de um segmento específico de DNA a partir de uma 

pequena quantidade de material inicial. Esta técnica foi desenvolvida inicialmente em 

1985 por Kary B. Mullis, possibilitando um grande avanço nas técnicas de biologia 

molecular, devido à resolução de dois grandes problemas da pesquisa com biomoléculas 

daquela época, a amplificação e replicação de um fragmento específico de DNA (3).  

Esta reação tem se transformado nas últimas décadas em um instrumento de 

pesquisa altamente especializado, o qual se caracteriza em uma técnica aplicada em 

diversos laboratórios. Áreas como microbiologia, imunologia, oncologia, genética, 
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medicina forense, transplantes de órgãos, detecção de microrganismos, controle de 

qualidade de alimentos, entre outras foram beneficiadas pela PCR (5). 

A reação em cadeia da polimerase consiste, normalmente, em depositar reagentes 

necessários para que as moléculas alvo sejam replicadas em um tubo de ensaio de 0,2–

0,5 µl. Nestes são inseridos o DNA alvo, a enzima DNA polimerase para síntese de fita 

complementar, os nucleotídeos usados como unidade básica para o processo de síntese da 

fita, os primers (oligonucleotídeos de DNA) usados para garantir a especificidade das 

extremidades das fitas e os íons bivalentes (MG2+) como cofator da DNA polimerase (3). 

Após criar um meio propício para que a reação ocorra, a PCR é divida em uma 

série de três ciclos principais com variação de temperatura entre eles. Na primeira etapa 

ocorre a desnaturação do DNA de fita dupla por calor, ou seja, as pontes de hidrogênio 

que conectam e a fita dupla de DNA se rompem quando submetidas à, aproximadamente, 

95 ºC por alguns segundos, dando origem a duas fitas simples (6).  

A segunda etapa ou Anelamento tem como objetivo a ativação dos primers 

específicos que irão complementar as extremidades das fitas do fragmento do DNA alvo. 

Assim, o ideal é conhecer a sequência de nucleotídeos específicos das extremidades desta 

amostra. Desta forma, depois de reduzida a temperatura para aproximadamente 60 ºC, os 

primers irão se associar ao fragmento específico da fita de DNA (3). 

Já na terceira etapa ou Extensão ocorre a atuação da enzima DNA polimerase 

adicionando nucleotídeos, disponibilizados no início da reação, para prosseguir na 

construção (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 ºC, pois, permite maior estabilidade e ativação da DNA polimerase (6). 

Em resumo, cada ciclo inclui a desnaturação de fita dupla de DNA, a hibridização 

de dois oligonucleotídeos de DNA (primers) complementando a sequência alvo e o 

alongamento desses primers por uma DNA polimerase, permitindo a replicação 

exponencial do DNA alvo. 

Teoricamente, a reação deve ser ciclada de 20 a 40 vezes. Na prática, o processo 

de amplificação satura e atinge uma fase de constância à medida que os nucleotídeos e os 

reagentes da PCR se esgotam. A termociclagem é realizada através de uma máquina 

denominada Termociclador. Atualmente, estes aparelhos são bastante modernos, 

possuindo blocos térmicos para acomodar múltiplos tubos e são controlados por softwares 

que permitem a programação de variados ciclos e perfis térmicos. Os aparelhos mais 

avançados permitem a quantificação do DNA em tempo real (3).  

Após realização da PCR, uma das maneiras de avaliar seu resultado é observando 

a migração e separação de partículas sob a influência de um campo elétrico em uma matriz 

permeável através da eletroforese. Assim, as moléculas são separadas de acordo com o 

peso molecular, onde a velocidade de migração do fragmento de DNA é determinada pelo 

seu tamanho. Entretanto, a visualização das partículas (bandas na eletroforese) só é 

possível com a utilização de um corante específico para gerar a fluorescência em luz 

ultravioleta. Por fim, este resultado é registrado como imagem (7). 

Na área de alimentos, várias investigações foram realizadas com a utilização da 

técnica PCR para a identificação de patógenos (Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes, Campylobacter ssp. e vários outros microrganismos). A utilização desta 

técnica para Campylobacter é direcionada aos genes flaA, CadF, ceuE, cdt e a região 16S 

rRNA (RNA ribossomal) que possibilita a identificação de iniciadores específicos que 

servirão para dar continuidade a sequência reversa complementar das espécies de 

Campylobacter ssp (8, 9,10). 
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Arguello (11) identificou que oito genes patogênicos de Campylobacter jejuni 

circulavam em todas as linhas de abate avícolas no estado brasileiro do Rio Grande do 

Sul. Então, a identificação do patógeno é importante para a redução da proporção de aves 

infectadas e das carcaças de frangos de corte com C. jejuni nos matadouros, diminuindo 

o risco de contaminação aos consumidores e possibilitando o desenvolvimento de 

tratamentos eficazes (11). 

Da mesma forma, análises baseadas em PCR têm sido usadas para identificação 

de Listeria spp. e L. monocytogenes em diferentes amostras de alimentos, como leite e 

vegetais. Souza (12) observou em sua pesquisa presença deste microrganismo em 9,33% 

(14 de 150 amostras) das amostras de melão e sua ausência nas amostras de jabuticaba, 

adquiridas no comércio varejista do Município de Viçosa – MG, Brasil. Em pesquisa com 

vegetais prontos para consumo em Portugal, não foi detectada a presença de L. 

monocytogenes (13).  

 A Salmonella é considerada como principal causa de infecção alimentar em 

humanos por todo o mundo. Com a utilização da PCR convencional foram detectados em 

09 de 36 de amostras microbiológicas positivas de Salmonella spp. em frango caipira por 

meio do gene invA. Assim, o gene invA permite um diagnóstico rápido e confiável de 

Salmonella spp. nas amostras quando comparado com amostras avaliadas pelos métodos 

culturais e bioquímicos tradicionais (14, 15). 

Portanto, diversas pesquisas têm sido descritas com a utilização de técnicas 

fundamentadas em PCR na detecção direta de microrganismos em alimentos. Alguns 

destes testes estão disponíveis comercialmente e são certificados pela FDA e AOAC.  

 

PCR em tempo real ou qPCR 

 

Uma limitação da reação PCR tradicional está relacionada à característica 

qualitativa desta técnica, limitando os estudos quantitativos. Em função disso, 

desenvolveu-se uma nova metodologia denominada de PCR em tempo real (Real Time 

PCR). Esta técnica é baseada na PCR tradicional associada à utilização de processos 

químicos automatizados de monitoramento do acúmulo de produtos de PCR em uma 

reação, em tempo real, através da adição de agentes químicos fluorescentes (3). 

Através de sistema informatizado com software é feita a separação, quantificação 

e interpretação do espectro gerado, realizando assim a distinção e quantificação de mais 

de um fluoróforo, que por sua vez permite a detecção de mais de um DNA alvo. Assim, 

para obtenção destes resultados é necessária utilização de Termociclador de PCR em 

tempo real para termociclar, ativar o agente fluorescente, filtrar e detectar a variação no 

nível de fluorescência, bem como, traduzir o sinal fluorescente em resultado quantitativo 

digital (16). 

A intensidade da fluorescência da amostra aumenta proporcionalmente com o 

aumento do número de cópias do DNA alvo, deste modo é possível quantificar o resultado 

da PCR. Duas tecnologias de PCR, em tempo real, destacam-se atualmente, a SYBR Green 

Real-Time PCR e a 5’- Nuclease Real-time PCR. Na primeira tecnologia, são utilizados 

nucleotídios ligados a sondas SYBR Green para quantificar produtos de PCR. Durante a 

extensão, o SYBR Green se conecta a fita dupla de DNA e emite um sinal fluorescente 

que é detectado pelo equipamento de qPCR. Por ser um agente inespecífico intercalante 

de DNA de fita dupla é necessário realizar uma curva de dissociação para verificar se o 

resultado é fidedigno, adicionando mais uma etapa ao fim da qPCR (3). 

Esta curva mede a dissociação 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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proporção entre G/A e A/T. Se a amostra apresenta uma única sequência de DNA 

(produzida a partir de um par de primers específico) resultará em um único pico (linha 

preta) na temperatura de Melting. Já múltiplas sequências de DNA ou dímeros de primers 

resultarão em dois ou mais picos (roxo) e indicam primers não específicos (6). 

A segunda tecnologia, conhecida como sondas TaqMan, está fundamentada na 

atividade 5’- 3’ exonucleolítica da enzima TaqDNA Polimerase, em que durante a mistura 

de reação é composta por sondas fluorogênicas, formadas pela associação de um 

oligonucleotídio de sequência específica com um fluoróforo, denominado Reporter e um 

inibidor de fluorescência, conhecida como molécula Quencher. Após se conectar a 

sequência específica do DNA alvo a enzima TaqDNA Polimerase vai quebrar este 

oligonucleotídio especíco desmembrando a molécula Quencher. Assim, o agente 

fluorescente consegue emitir fluorescência quando ligado a molécula do DNA alvo. A 

sonda TaqMan pode emitir diferentes comprimentos de luz, possibilitando realizar a 

detecção de diferentes DNA´s alvo, quantificando-os de forma simultânea (6). 

Diante disto, é possível verificar dois tipos de análise, a qualitativa e a 

quantitativa, que são representadas pelo tipo de curva no gráfico. A fase exponencial 

representa a fase mais eficiente de amplificação e a quantidade de produtos de PCR dobra 

a cada ciclo se a eficiência da amplificação for de 100%. A fase de platô (linear) 

representa o momento onde quase não há amplificação do DNA, devido escassez de 

reagentes e acúmulo de subprodutos deixando o meio desfavorável para que a reação 

aconteça (6).  

A análise qualitativa é obtida através da fase platô no gráfico, esta apenas indica 

se há presença ou ausência da amplificação do DNA alvo. Este tipo de resultado e suas 

aplicações podem ser obtidos também através da PCR convencional. Já o método 

quantitativo (qPCR) permite verificar quantos ciclos foram necessários para a 

fluorescência atingir o Ciclo Threshold de diferentes DNA’s alvo, suas respectivas 

concentrações iniciais, eficiência da reação e número de cópias, ao mesmo tempo, através 

da fase exponencial. Quando conhecidos os resultados de uma das amostras é possível 

realizar a quantificação relativa das outras amostras usando dados da fase exponencial 

(6). 

Portanto, a qPCR pode ser aplicada com o objetivo de identificar alelos de DNA 

genômico; analisar sequências virais, bacterianas e protozoárias a partir de várias fontes; 

diagnosticar doença com rapidez no resultado; analisar produtos transgênicos e analisar 

patógenos em alimentos de forma rápida. Assim, a PCR em tempo real na análise de 

alimentos permite que as etapas de amplificação e detecção ocorram simultaneamente, 

possibilitando a visualização dos resultados sem a necessidade de processamento após a 

amplificação, evitando contaminação e garantindo economia de tempo e custo (17). 

A Embrapa Suínos e Aves utilizando-se de protocolos de detecção molecular por 

qPCR detectou o gene do halotano, causador da hipertermia maligna em suínos. A 

detecção deste gene permite a seleção genética de animais reprodutores sem este gene, 

evitando que a cadeia de produção seja negativamente afetada e a qualidade final da carne 

suína seja prejudicada (18).  

Vilas Boas et al. (19), avaliando a qualidade microbiológica por meio da qPCR de 

queijos minas Frescal artesanais e industrializados, detectaram a presença de Salmonellla 

spp. em 60% das amostras de queijos artesanais, mostrando-se impróprios para o 

consumo (19).  

Froder, Gheno e Righi (20), com o auxílio da PCR em tempo real, identificaram 

100% do DNA extraído de diferentes produtos cárneos processados termicamente de 

diferentes espécies animais e combinações de carnes descritas nos rótulos dos fabricantes. 
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Assim, é possível garantir a segurança do alimento aos consumidores alérgicos e evitar 

possíveis fraudes. A aplicação da qPCR é a maneira ideal de identificar alvos específicos 

de espécies devido à sensibilidade, confiabilidade, acurácia, conveniência, rapidez e 

menor risco de contaminação (20).  

 

Biossensores 

  

Nas últimas décadas, as tecnologias direcionadas aos biossensores têm 

apresentado avanços notáveis em diferentes áreas de aplicações, destacando-se a 

medicina, análise de alimentos, monitoramento ambiental e controle de processos em 

contextos industriais (21). 

Diferentes áreas de aplicação do conhecimento têm como objetivo a busca pela 

detecção em tempo real, contínua e de baixo custo de analitos em diferentes ambientes. 

Técnicas convencionais (eletroforese capilar (CE), cromatografia gasosa (GC), 

cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) e espectroscopia de ressonância 

magnética nuclear (NMR)) exigem equipamentos centralizados, pessoal altamente 

qualificado para operação e alta quantidade de reagentes e materiais analíticos de alta 

qualidade, resultando em despesas operacionais substanciais (22). 

Neste contexto, paralelo ao rápido avanço da bioeletrônica, especialmente em 

formas biointegradas, os biossensores surgiram como uma solução para melhorar 

significativamente a acessibilidade, eficiência e a relação custo-benefício na detecção 

contínua de analitos em uma ampla gama de aplicações e configurações (23). 

Os biossensores são tipicamente constituídos por um biorreceptor, um transdutor 

e uma unidade de processamento de sinal. Seus elementos de reconhecimento geralmente 

abrangem receptores biométricos (enzimas, anticorpos e ácidos nucléicos), juntamente 

com componentes biomiméticos (nanomateriais inorgânicos e polímeros de impressão 

molecular (MIPs)). Desta forma, a transdução ocorre por meio de respostas 

eletroquímicas, óticas, sensibilidade à massa (sensores piezoelétricos) e termométricos 

(24). 

A utilização dos biossensores ganha adeptos devido sua simplicidade durante o 

uso, exigindo a preparação mínima de amostras, apresenta resultados extremamente 

rápidos, determinando um único analito, ou seja, alta especificidade, sensibilidade, 

precisão e alta acurácia em um equipamento portátil. Além de apresentar baixo custo 

quando comparado às técnicas convencionais (25). 

Diversos compostos e patógenos são 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 biogênicas Peixe Diamina oxidase 

Histaminas Frutos do mar Histamina oxiadase 

Hipoxantina Peixe e seu frescor Xantina oxidase (XOD) 

Bactéria Aves Anticorpo anti-Salmonella 

Bactéria Carne bovina Anti-Escherichia coli 

Bactéria, vírus e esporos Hambúrguer e presunto Anticorpo específico 

Glicose 
Leite Glicose oxidase 

Iogurte Galactosidase 

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

Saccharomyces 

Biotina Fórmula infantil e leite Anticorpo anti-biotina 

Folato Fórmula infantil e leite Anticorpo anti-biotina 

L-Lisina Leite Liase oxidase 

Antibióticos Leite Anticorpos 

Colesterol Creme de manteiga Colesterol oxidase 
Fonte: Meshram et al. (2018).  

 

Tabela 02 - Exemplos de biossensores utilizados na detecção de microrganismos 

 
Sistema de Transdução Elemento de Reconhecimento Microrganismo 

Eletroquímico Anticorpos S. typhimurium 

Eletroquímico DNA Salmonella 

Eletroquímico Anticorpos Salmonella 

Eletroquímico DNA Legionella 

Eletroquímico DNA Yersínia 

Impedométrico Anticorpos Listeria 

Fibra Óptica  DNA  E. Coli 

Bioluminescência  Anticorpos  Candida albicans 
Fonte: Oliveira e Pereira (2016). 

 

Biossensores baseados em anticorpos e receptores são utilizados na detecção de 

pesticidas, antibióticos (leite), solventes orgânicos, alfatoxinas, enterotoxinas 

estafilocócicas e os patógenos: 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 implementação bem-sucedida de qualquer ponto 

crítico de controle de análise de risco (APPCC) devido à rapidez, baixo custo e serem 

portáteis (22, 25).  

 

Microarrays - Microarranjos 

 

A maioria das técnicas tradicionais de biologia molecular, geralmente, permite o 

estudo de um único gene ou um pequeno conjunto de genes. Entretanto, em Microarrays 

de expressão gênica é produzida uma “cópia instantânea” de toda a atividade 

transcricional de uma amostra biológica. Portanto, devido a grande geração de dados, 

modernas ferramentas computacionais e estatísticas são usadas para interpretá-los. Esta 

técnica possui uma ampla variedade de aplicações, incluindo descobrir novos subtipos de 

doenças, desenvolver novas ferramentas de diagnóstico e identificar mecanismos 

subjacentes de doença ou medicamento resposta.  

Microarrays consistem em um grande número de sondas (clones de DNA, 

produtos de PCR ou oligonucleotídeos sintéticos) imobilizadas em uma superfície sólida. 

Após as etapas de hibridização e lavagem, o ácido nucleico ligado às sondas gera um 

padrão de fluorescência que é então registrado e analisado usando um scanner (29). 

Em laboratórios clínicos, a microarrays é considerada uma técnica de diagnóstico 

rápido e confiável, devido à sua tecnologia pangenômica que é capaz revelar uma 

quantidade considerável de diferenças dentro do conteúdo genômico bacteriano, também 

permite a identificação de uma ampla gama de genes de micróbios patogênicos e não 

patogênicos ao mesmo tempo (30). 
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Com o rápido desenvolvimento da tecnologia microarrays, processou-se um 

acúmulo de dados inéditos que foram coletados por instituições acadêmicas e 

organizações industriais. Vários microarranjos foram desenvolvidos para patógenos 

associados aos alimentos. Um microarranjo específico, baseado no gene gyrB, foi usado 

para detectar e identificar rapidamente Salmonella e Shigella (31).  

Ao inovar técnicas de detecção minimiza-se o percentual de infecções criando 

tecnologias para obter resultados precisos em aplicações que melhoram o gerenciamento 

e o controle de análises microbianas. A tecnologia de microarrays proporciona benefícios 

na detecção de patógenos em comparação com outras técnicas, devido ao seu nível de 

sensibilidade e especificidade em diferentes amostras, revelando uma análise microbiana 

complexa (38).  

 

Testes de Fluxo Lateral (LFA) 

 

Algumas limitações dos atuais métodos para detecção e identificação de 

patógenos (ELISA, PCR e qPCR) justificam a necessidade do desenvolvimento de uma 

abordagem mais rápida, específica, sensível, fácil de usar e acessível. Assim, surgem os 

testes imunocromatográficos de fluxo lateral conhecidos como testes rápidos de fluxo 

lateral ou apenas testes rápidos (33). 

Esta técnica pode detectar rapidamente vários analitos (proteínas, haptenos, ácidos 

nucleicos, amplicons e microrganismos) de vários tipos de amostras, dentro de 5 a 30 

minutos. Testes imunocromatográficos são compostos por filtro de amostra, suporte do 

conjugado, membrana de nitrocelulose e filtro de adsorção. As partes se sobrepõem uma 

sobre a outra e são montadas sobre uma placa de suporte (34).  

O filtro de amostra possibilita a distribuição controlada e uniforme do material em 

análise para o suporte do conjugado, impedindo o alagamento do aparelho. Malhas de 

algodão, fibras de celulose e fibras de vidro são materiais, comumente, utilizados para 

este fim (35). 

O suporte do conjugado é o resultado da junção de anticorpos ou antígenos com 

nanopartículas de ouro coloidal ou outras moléculas. Este deve ser fixado no suporte do 

conjugado, que tem como função transferir uniformemente a amostra sobre a membrana 

do teste (35). Dois métodos são tipicamente usados: o primeiro é a imersão do suporte de 

conjugado, o segundo é o uso de seringas que possibilitam dispensar com precisão por 

“spray” uma quantidade de microlitros por milímetro de material. Os materiais usados 

para o suporte são: fibras de vidro, poliéster e rayons (36). 

A membrana de nitrocelulose é posicionada na área conhecida como região 

analítica, devendo conter reagentes de captura na linha teste e linha controle. Esta região 

pode ser constituída de outro tipo de material, como nylon e fluoreto de polivinilideno. A 

capilaridade da membrana de nitrocelulose é de extrema importância na produção de 

testes rápidos e pode influenciar na sensibilidade do teste. Estes incluem deposição de 

proteínas nas linhas teste e controle, através de dispensadores quantitativos, e posterior 

secagem a temperatura elevada e também processos de imersão para o bloqueio, com 

finalidade de evitar a ligações inespecíficas.  

O Filtro de adsorção 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 não ocorra a volta deste material, evitando assim falsos 

positivos. O material usado é tipicamente uma celulose de alta densidade (36). 

Em relação a aplicação, os anticorpos são preferencialmente utilizados devido à 

sua alta especificidade na ligação 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 detecção de S . Typhi 

em amostras de água e leite, produzindo um limite de detecção (LOD) de 3 × 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 103 UFC.mL−1. 

Charlermroj et al., (39), desenvolveram uma abordagem para detectar bactérias 

vivas usando um LFA. Eles conjugaram AuNPs com bacteriófagos e empregaram 

tecnologia de microarray para produzir fragmentos de anticorpos específicos derivados 

de bacteriófagos anti-Salmonella. O teste apresentou especificidade para Salmonella 

enteritidis, sem mostrar reatividade a outras cepas.  

 

Vantagens e Desvantagens  

 

A identificação de patógenos e microrganismos indicadores em alimentos através 

de métodos moleculares tem sido bastante utilizada por apresentarem aspectos de 

qualidade e segurança nas análises de alimentos em toda a cadeia de produção. A Tabela 

3 apresenta as principais vantagens e desvantagens das técnicas apresentadas 

anteriormente.  

 

Tabela 03 – Comparação das vantagens e desvantagens de técnicas moleculares 

 
Técnica 

molecular 

Vantagens Desvantagens 

PCR simples 

 

Mais rápido que os métodos baseados em 

cultura (4-24h vs. 5-7 dias); 

Alta especificidade e sensibilidade; 

PCR múltiplo: detecta vários patógenos ao 

mesmo tempo; 

Automatizado; 

Resultados precisos e exatos a partir da 

detecção genética específica;  

Diferenciação de vários sorotipos de 

microrganismos. 

Exemplo: Salmonella 5-6 podem ser 

detectadas em uma única reação. 

Necessidade de equipamentos caros 

e profissionais treinados 

Dificuldade em distinguir entre 

células vivas e mortas. 

· Tecnicamente pode ser um desafio 

otimizar as condições de PCR. 

· O enriquecimento é necessário 

para detectar células visíveis. 

· Necessita de processamento pós-

PCR dos produtos (eletroforese). 

PCR 

em tempo real 

É mais específico e sensível do que os 

métodos baseados em cultivo. 

Não é influenciado por amplificação 

inespecífica. 

A amplificação pode ser monitorada em 

tempo real. 

Confirmação de amplificação específica 

através de curvas de fusão. 

 

Dificuldade em múltiplos ensaios. 

Atividade do RNAm. 

Possibilidade de contaminação 

cruzada 

Biossensores Alta sensibilidade e seletividade. 

Automatizáveis e miniaturizáveis. 

Reprodutibilidade 

Rapidez na análise e execução tempo real. 

Análise múltipla de patógenos em alimentos 

perecíveis e semi-perecíveis. 

Permite a existência de diversas 

configurações para uma diversidade de 

propriedades transdutoras 

Vida útil longa dos dispositivos (matérias 

estáveis e resistentes)  

Na maioria dos casos é desnecessário o 

tratamento das amostras 

Certos biossensores podem exigir 

extensos pré-tratamentos das 

amostras. 

Existem poucas plataformas de 

biossensores individuais 

disponíveis comercialmente. 
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Microarrays 

(Microarranjos) 

Mais rápido que os métodos baseados em 

cultura (2-4 h e 5-7 dias). 

· Análise múltipla (até 100 esferas diferentes 

disponíveis). 

· Alta sensibilidade e especificidade, 

podendo caracterizar as cepas 

Trabalho eficaz (9600 amostras podem ser 

testadas). 

· Se um alvo adicional precisar ser incluído 

no teste, ele poderá 

Dever ser incluído um branco um branco na 

análise, um novo tipo de pérola vinculada 

pode ser facilmente adicionado à sonda. 

Dificuldade em distinguir entre 

células vivas e mortas. 

Requer kits ou PCR para marcação 

do gene branco. 

Testes de Fluxo 

Lateral (LFA) 

Abordagem mais rápida, específica, 

sensível, fácil de usar e acessível. 

 Podem ser aplicados no ambiente clínico, 

rural e indústrias de alimentos. 

Facilidade de uso e custo de fabricação 

barato.  

Longa vida útil e sem necessidade pessoal 

especializado 

Não requerem pré-preparação para amostras 

de fluidos ou etapas de lavagem.  

Baixa sensibilidade e especificidade 

para alguns patógenos 

 

Portanto, deve se avaliar as necessidades de cada indústria alimentícia ou pesquisa, 

avaliando a matriz alimentar e suas aplicações, para decidir qual metodologia será 

aplicada, levando em conta as vantagens e desvantagens da aplicação de cada tipo de 

testagem de acordo com as condições necessárias para cada metodologia. 

 

Aplicações 

 

A detecção de patógenos em matrizes alimentares com alta reprodutibilidade e 

sensibilidade são de extrema importância para garantir a segurança dos alimentos. No 

entanto, ainda é um desafio difícil devido a fatores como a interferência de outras 

microbiotas e da microbiota não-alvo, o baixo número de grupos-alvo e as dificuldades 

na extração microbiana de matrizes alimentares.  

As técnicas de PCR e PCR em tempo real são usadas para detectar com sucesso 

patógenos 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 são os principais agentes 

causadores de DTAs, por crescimento bacteriano direto e/ou secreção de toxinas. 

Dentre os biossensores utilizados para detecção de patógenos e compostos em 

alimentos, as técnicas baseadas em DNA possibilitam a detecção de B. anthracis, E. coli 

e L. monocytogenes, além da detecção de Aflatoxinas, PCB e pesticidas. Já os métodos 

baseados em enzimas permitem a detecção de pesticidas, antibióticos (leite), ácido 

benzóico (refrigerante), L-lactase (extrato de tomate), e aminas, bem como a presença de 

E. coli O157:H7 e Salmonella enterica sv. Typhimurium (21, 42). 

Utilizando microarrays, um microarranjo específico, 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 vários 

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 103 UFC.mL−1. 
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CONCLUSÕES  

 

As atuais técnicas moleculares (PCR, qPCR, biosensores, microarrays e LFA) 

contribuem com maior eficácia, seletividade e especificidade às análises microbiológicas 

e são empregadas em diferentes setores da economia e pesquisa, gerando resultados mais 

rápidos e menos onerosos, tornando-as alternativas viáveis para detecção de compostos e 

microrganismos.   

Essas abordagens são extremamente úteis na tomada de decisão no setor de 

alimentos, pois são usadas na pesquisa e na indústria para a detecção de compostos e 

patógenos em alimentos, bem como no gerenciamento de surtos transmitidos por 

alimentos, desempenhando um importante papel na garantia do controle de qualidade e a 

saúde pública. 

Mesmo as análises modernas fornecendo resultados efetivos, os métodos 

tradicionais continuarão sendo utilizados, pelos mais diversos motivos que atendem a 

demanda de parte dos usuários.  

Além disso, mais pesquisas devem ser realizadas sobre o desenvolvimento de 

abordagens mais eficazes para o controle e eliminação de patógenos transmitidos por 

alimentos. 
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