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RESUMO

As bactérias acido laticas (BAL) ajudam a prolongar a vida til de alimentos e tém acéo
probidtica e bacteriostatica. Com o objetivo de iniciar a identificagdo e caracterizacdo
molecular de BAL de queijo de coalho artesanal do agreste de Pernambuco. Para isso, foram
utilizadas cepas provenientes do banco de microrganismos do Laboratdrio de Pesquisas em
Microbiologia e Imunologia da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade
Académica de Garanhuns. Para o estudo molecular, foram empregadas técnicas de extracdo
de DNA pelos métodos de pérolas de vidro e Kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen) e
técnicas de Rep-PCR e amplificacBes do gene 16s rRNA com primers universais foram
realizadas. A eletroforese no gel de agarose do Rep-PCR néo obteve uma separacdo adequada
das bandas, ndo permitindo uma discriminacdo ideal na realizacdo da construcdo do
dendrograma. A amplificagdo do gene 16s rRNA foi exitosa e as amostras foram armazenadas
a -20 °C, para posteriormente ser realizado o sequenciamento, a fim de ter a identificagdo
taxonémica e estabelecer um possivel monitoramento das BAL isoladas de queijo de coalho

no agreste de Pernambuco.

Palavras-chave: probidticos, bacteriocinas, molecular, Rep-PCR, 16s rRNA.
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CAPITULO | — DESCRICAO DO LOCAL DO ESO E ATIVIDADES
REALIZADAS

1 - LOCAL DO ESO E CARACTERISTICAS

O Estagio Supervisionado Obrigatério (ESO) foi realizado em dois locais, durante o
periodo de 12/03/2019 a 22/05/2019, com carga horaria total de 405 horas, sob orientacéo
académica do prof. Dr. Marcelo Mendonga da UAG/UFRPE.

1.1 Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (INSPOA) -
LOCAL 1

A primeira etapa do ESO foi realizada no departamento de Medicina Veterinaria, da
Universidade Federal de Vigosa, em Minas Gerais, no laboratorio de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (INSPOA). O estagio foi realizado no periodo de 12/03/2019 a 26/04/2019,

com carga horéria total de 272 horas, sob supervisdo do Prof. Dr. Luis Augusto Nero.

A estrutura fisica do laboratdrio conta com trés salas, onde uma é realizada a maioria das
manipula¢fes microbioldgicas e lavagem de vidrarias, numa outra sala ficam as geladeiras
que armazenam todos os materiais que necessitam de refrigeracdo, sendo separado por
geladeiras de materiais contaminados e de ndo contaminados, a Ultima sala é de incubacéo,
onde sdo dispostas estufas do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand), com diferentes

temperaturas constantes para a realizacdo dos experimentos.

Além dos laboratorios dispostos no INSPOA, no Departamento da Medicina Veterinaria
ainda se localizam outras estruturas fisicas e equipamentos, os quais sdo utilizados pelo grupo
de pesquisa do Prof. Nero, como o Laboratério de Biologia Molecular, Laboratério de

Imunologia e o Laboratério de Microscopia.
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Figura 1. Laboratorio de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (INSPOA) da
Universidade Federal de Vigosa - MG.

Figura 2. Sala de manipulacdo microbioldgica e das estufas microbioldgicas da Universidade
Federal de Vigosa - MG.
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1.1.1 Atividades desenvolvidas no Laboratério de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (INSPOA) na UFV

Durante o periodo de estagio supervisionado obrigatorio no Laboratorio de Inspecéo de
Produtos de Origem Animal (INSPOA) na UFV, foram acompanhadas as rotinas do
laboratério e diferentes experimentos desenvolvidos pelos pos-graduandos orientados pelo
prof. Luis Augusto Nero. Entretanto, o que mais pode ser acompanhado e auxiliado foram
atividades relacionadas as pesquisas de microrganismos totais presentes (microbiomas) em
gueijos minas artesanais do Serro, assim como, a avaliacdo da inocuidade frente a bactérias
patogénicas dos queijos artesanais produzidos em Minas Gerais. Além disso, foram realizadas
avaliacBes de protocolos alternativos para enumeragdo de bactérias acido laticas (BAL) em

gueijos minas artesanais. Atividades realizadas e acompanhadas estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Atividades realizadas e acompanhadas no INSPOA

Atividades realizadas e acompanhadas no INSPOA

Atividade

Rep-PCR

PCR em tempo real
Limpeza do material para a execucdo das
pesquisas

Preparo de meios de cultura

Descontaminagdo e esterilizagdo de materiais
utilizados

Contagem padrdo em placa

Técnica de Pour plate

Técnica de Spread plate

Técnica de diluicdo seriada das amostras de
gueijo Minas do Serro

Utilizacdo de petrifilm da 3M

Eutanasia de roedores para pesquisa de cisticerco

NOoS MesmMos

Material/Equipamento

Termociclador, eletroforese

Magnetic induction cycler (MIC)

Ponteiras, vidrarias, algas bacterioldgicas, tubos
de ensaio

BHI, LIA, TSB, MRS, HRS, Mueller Hinton

Autoclave

Contador de col6nias manual

Placa de petri, micropipeta, ponteiras, meio de
cultura

Placa de petri, alga de Drigalski, meio de cultura,
micropipeta, ponteiras

Tubo Falcon, tubo de ensaio, micropipeta,
ponteiras, citrato de sodio

Petrifilm

Fenol-cloroférmio
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1.1.1.1 Procedimento para as andlises microbiologicas:

Os meios de cultura utilizados para as analises sdo preparados de acordo com a
orientagéo do fabricante. O processamento das amostras era realizado na sala de manipulagéo
microbiolodgica, onde se encontram as capelas de fluxo laminar. Ao recepcionar as amostras,
as embalagens eram higienizadas com alcool 70% e na sequéncia eram levadas para a capela,
a qual ja estava devidamente higienizada com alcool 70% e luz ultravioleta (UV). Na capela a
embalagem é aberta com material estéril (faca) e posteriormente posto na balanca de precisdo
eletrbnica para serem pesados 25 gramas (g) da amostra a ser utilizada para analise e 40
gramas para serem armazenados. Os 259 sdo inseridos dentro de saco de homogeneizagédo
(saco de Stomacher) estéril contendo 225 mL de citrato de Sodio (NazCeHsO-) e, em seguida,
levado para o homogeneizador de amostra Stomacher. Em seguida, é pipetado 1 mL da
amostra com micropipeta mecanica para fazer a diluicdo seriada em solucdo salina, que é
utilizada para fazer a técnica de Pour Plate e também no Petrifilm (3M), para contagem de

bactérias.

Apés as leituras, 0s materiais sdo descontaminados e descartados nos lixos especificos,
onde aguardam serem recolhidos pela empresa especialiada. Os materiais utilizados

reutilizaveis sdo higienizados e desinfetados, a fim de serem reutilizados posteriormente.

E importante salientar que na Portaria Estadual N° 1305 de 30 de abril de 2013, que
estabelece diretrizes para a producdo do queijo Minas Artesanal, no Art. 2° reza que €
permitida a fabricacdo de queijo minas artesanal maturado pelo tempo necessario indicado
pela pesquisa cientifica, visando a garantia da qualidade e inocuidade dos produtos, por isso a

grande importancia dessas pesquisas no ambito académico.
1.1.1.2 Procedimento para as analises em biologia molecular

Apo6s o isolamento dos microrganismos, foi realizado o protocolo de extracdo de DNA
bacteriano utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, USA),
para realizar a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), técnica utilizada para amplificacdo de
DNA de microrganismos. Posteriormente, o produto amplificado foi submetido a técnica de
eletroforese em gel de agarose para separar fragmentos de DNA de acordo com o tamanho ou
peso molecular. Os produtos amplificados foram purificados com o objetivo de realizar o
sequenciamento de DNA e assim identificar exatamente quais Sd0 0S microrganismos

isolados.
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1.2 Laboratério de Pesquisas em Microbiologia e Imunologia (LAPEMI),
da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica de

Garanhuns

A segunda etapa do ESO foi realizada no Laborat6rio de Pesquisas em Microbiologia
e Imunologia (LAPEMI) da Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade Académica
de Garanhuns. O estagio foi realizado no periodo de 29/04/2019 a 21/05/2019, perfazendo
uma carga horéria de 133 horas, sob supervisdo do professor Marcelo Mendonca.

1.2.1 Atividades desenvolvidas - Laboratorio de Pesquisas em

Microbiologia e Imunologia (LAPEMI).

Foram realizados diferentes experimentos para a caracterizacdo genémica de bactérias
acido laticas (BAL) isoladas de queijo de coalho comercializados no agreste de Pernambuco
(PE). Inicialmente, os isolados congelados de BAL, pertencentes ao banco de bactérias do
LAPEMI, foram reativados no caldo Man, Rogosa e Sharpe (MRS) por aproximadamente
18h, a 37 °C. Em seguida, o protocolo de extracdo de DNA genémico bacteriano foi realizado
pelo método de pérolas de vidro, adaptado de Sambrook e Russel (2001). Apo6s verificacdo do
DNA gendmico em gel de agarose 1%, pode ser notado que a extracdo de DNA de BAL com
esse protocolo ndo obteve resultado satisfatorio, sendo possivel a verificacdo de pouca
guantidade de DNA nas amostras. Desta forma, realizou-se um novo cultivo e outra extracdo
de DNA dos isolados de BAL, utilizando-se o kit PureLink Genomic DNA Extraction
(Invitrogen). Apds verificacdo da extragdo, os DNA's gendmicos das BAL foram utilizados
para a realizacdo das técnicas de Rep-PCR e amplificacdo do gene 16S rRNA. As atividades

realizadas estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Atividades realizadas no LAPEMI.

Atividades realizadas no LAPEMI

Atividade Material/Equipamentos

Rep-PCR Termociclador, eletroforese

Limpeza de material Alcas bacterioldgicas, tubos de Falcon, tubos de
ensaio

Extracdo de DNA pelo método de pérolas de Eppendorfs, micropipeta, pérolas de vidro,

vidro tampdes

Extracdo de DNA pelo Kit PureLink Genomic Kit PureLink Genomic DNA
DNA

Descontaminac&o e esterilizagdo de materiais Autoclave

Preparacdo de meios de cultura BHI, MRS
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CAPITULO Il - CARACTERIZACAO GENOTIPICA PRELIMINAR DE
BACTERIAS ACIDO LATICAS ISOLADAS DE QUEIJO DE COALHO
ARTESANAL PRODUZIDO NO AGRESTE DE PERNAMBUCO

1 INTRODUCAO

A busca por alimentos mais saudaveis tem sido cada vez mais comum, com isso a
demanda por novos produtos alimenticios tem se tornado cada vez mais desafiador e
inovador. Os consumidores buscam alimentos atrativos, que tenham uma boa palatabilidade e
gue sejam saudaveis (KOMATSU et al., 2008). Alimentos que trazem efeitos benéficos para o
corpo sdo considerados como alimentos funcionais, que além de contribuir com a nutrigéo,
podem conter substancias biologicamente ativas, como os probidticos, que ajudam na
promocdo de salde, com alguns mecanismos proprios do metabolismo (PARVEZ et al., 2006;
KOMATSU et al., 2008).

Os probidticos sdo microrganismos vivos capazes de favorecer o equilibrio do
microbioma intestinal, favorecendo a saude do hospedeiro (KLAENHAMMER, 2000). Um
dos mecanismos de acdo destes microrganismos é a colonizacdo do epitélio intestinal,
produzindo substancias bacteriostaticas. Também contribuem para a proliferagdo de outras
bactérias benéficas, inibindo patégenos prejudiciais (MATOS, 2010; ANVISA, 2018). O
conhecimento do microrganismo é um fator essencial para que seja utilizado pelas industrias

alimenticias e farmacoldgicas.

Dentre os microrganismos probidticos, um dos mais utilizados sdo as bactérias
lactoaciddfilas, que inclui o género Lactobacillus, os quais sdo pertencentes ao grupo de
Bactérias Acido Laticas (BAL) (GHASEMIAN et al., 2018). As BAL contribuem para
prolongar a vida util dos alimentos, diversificam o sabor e textura de produtos alimenticios,
tem acOes probioticas e bacteriostaticas e sdo capazes de diminuir o pH do meio, tornando um
ambiente inospito para microrganismos deteriorantes e patogénicos (LUONGO, 2013). Isso as
tornam importantes e essenciais na industria, por sua grande capacidade de influenciar
positivamente o produto final (MACEDO, 2004).

As bactérias acido laticas sdo divididas em homofermentativas, que produzem acido
latico como exclusivo ou principal produto da fermentacéo da glicose, que pode estar presente
no alimento; em homolacticas, que possuem comportamento homofermentativo e produzem

acido acético e lactico, como exemplo, alguns Lactobacillus; e nas heterofermentativas, que
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produzem lactato, dioxido de carbono e etanol na mesma quantidade, sendo as mais

importantes na influéncia de aroma e sabor (JAY, 2005).

Visando aumentar a vida Util dos alimentos e ainda garantir a inocuidade do mesmo,
técnicas de biopreservacdo vém sendo empregadas ha muitos anos em diferentes alimentos,
sendo utilizadas tanto as préprias BAL, como as bacteriocinas, substancias produzidas
principalmente por BAL (COSTA, 2016; GHASEMIAN et al., 2018). As bacteriocinas
podem, além de inibir e destruir patégenos indesejaveis, proporcionar alimentos seguros e

com maior prazo de prateleira.

Um fator que preocupa os consumidores atualmente é o fato de ter tantos produtos
quimicos utilizados como aditivos que funcionam como conservantes. Com o conhecimento
sobre as caracteristicas das BAL, que podem ser utilizadas como aditivos naturais, esta
preocupacédo € diminuida (SILVA, 2011). Assim, a realizacdo do presente trabalho teve como
objetivo iniciar a identificacdo molecular por Rep-PCR e amplificacdo do gene 16S rRNA, a
fim de ter a identificacdo taxondmica e estabelecer um acompanhamento das bactérias acido
laticas isoladas de queijos de coalho artesanal, comercializados na regido do Agreste

Pernambucano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias Acido Laticas

Bactérias cido laticas (BAL) s@o microrganismos Gram-positivos, ndo formadores de
esporos, em geral ndo moveis, catalase negativos e produtora de &cido latico como o principal
produto do metabolismo no alimento (JAY, 2005). Constituem um grande grupo de
microrganismos, geralmente associados a laticinios devido a alimentos ricos em carboidratos,
proteinas e vitaminas, como queijo, carne, leite, frutas e estdo amplamente distribuidas na
natureza. S&o largamente empregadas na inddstria de alimentos em processos de fermentacdo,
em alguns casos, as BAL podem se tornar desejaveis ou indesejaveis, pois contribuem para
producdo de sabores, aromas, textura e odor, que alteram o alimento positivamente ou
negativamente (EMBRAPA, 2011).

Os microrganismos BAL também podem ser classificadas como homofermentativas e
heterofermentativas, que vai depender do produto final de fermentagdo. As
homofermentativas tem como produto do seu metabolismo o &cido latico, devido a
fermentacdo da glucose, ja as heterofermentativas produzem diversas substancias como
diéxido de carbono, etanol, aldeido, diacetil, acido acético, além de &cido latico que sdo
substancias com potencial antimicrobiano (CARR et al., 2002). Também podem ser
classificadas quanto ao crescimento por temperatura em termofilicas, que sdo o0s
microrganismos que crescem em altas temperaturas a 42 °C, e mesofilicas, que crescem em
temperatura ambiente por volta de 30 °C (EMBRAPA, 2009).

Entre as bactérias acido laticas existem algumas com potencial probidtico, que nada
mais é que microrganismos vivos administrados com o objetivo de manter um equilibrio na
microbiota intestinal, seja por producdo de bacteriocinas ou por competicdo com outros
patdgenos e suas toxinas, impedindo a fixacdo no epitélio intestinal. Entdo, sdo comprovados
seus efeitos positivos, sobretudo na saide humana (MATOS, 2010). Além da capacidade de
auxiliar na inocuidade de alimentos pelo mesmo mecanismo de acdo inibitoria sob
microrganismos patogénicos e deteriorantes presentes nos alimentos (NERO et al., 2008).
Deve haver um controle e conhecimento sobre a espécie de BAL e suas fungdes, ao serem
aplicadas em alimentos pelas industrias, que comercializam produtos contendo o0s
microrganismos. Segundo Perin (2016), muitas BAL que constituem a microbiota prépria do

leite possuem genes associados a viruléncia e algumas cepas possuem resisténcia a
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antimicrobianos, que adquirem genes de resisténcia atraves dos animais tratados com

antibioticos, sendo transferidos na cadeia alimentar.

A utilizacdo de BAL na fabricacdo de leite acidificado, iogurte e queijos se da
principalmente na forma de fermento latico, que tem como fungdo a acidificacdo rapida
durante a fermentagdo, garantindo a seguranca do alimento pelo controle, inibicdo e
prevencdo da multiplicacdo de patdgenos (EMBRAPA 2009, ROSSI et al, 2018). As BAL séo
0s principais microrganismos responsaveis pela acidificacdo de queijos, as mais comuns
encontradas sao Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactococcus e Enterococcus. Os
lactococcus e 0s enterococos sdao bem comuns em queijos frescos, sem cozimento, advindo da
matéria prima e do ambiente (CARVALHO, 2007).

2.2 Métodos de ldentificacdo de Bactérias Acido Laticas

A identificacdo de BAL ¢é realizada através de meios de cultura seletivos com
subsequente reconhecimento fenotipico, através da técnica de coloracdo de Gram e
posteriormente a bacterioscopia, que possibilita a verificacdo das caracteristicas morfoldgicas,
ou seja, se sdo cocos ou bacilos, permitindo uma identificacdo presuntiva de triagem ou
confirmatorio (PEREIRA, 2017). Teste de catalase também é de suma importancia na triagem
de BAL, pois sdo catalase negativa. Apesar de ser um método relativamente sensivel, tem
suas limitacGes devido a dificuldade de discriminar espécies e cepas. Dessa forma, outros
testes sdo necessarios para classificar em género e espécie, como a PCR espécie-especifica,
esta técnica tem sido a mais empregada para confirmar a identificacdo bioquimica de
microrganismos (EMBRAPA, 2011).

2.3 Técnicas Moleculares aplicadas a identificacdo de Bactérias Acido
Laticas

Diversos métodos moleculares tém sido aplicados na deteccdo e caracterizacdo de
microrganismos. Dentre essas, a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) se
destaca, pois tem sido bastante utilizada para confirmacéo e identificacdo de BAL (GANDRA
et al., 2008, PERIN, 2016). A reacdo de PCR é altamente sensivel, por meio do qual ocorre
uma amplificagdo enzimatica de um determinado segmento de DNA pela extensdo de
oligonucleotideos, obtendo milhdes de copias da sequéncia alvo. Varios ciclos com sucessivas
alternancias de temperatura permitem a desnaturacdo da fita de DNA, hibridizagdo e extenséo
dos primers. Com o passar de varios ciclos, o segmento de DNA limitado pelos primers vai
sendo amplificado, de modo que aquela regido fica com um acumulo exponencial. Essa regido

amplificada pela agdo da limitacdo do primer deve ser submetida a reagdo de eletroforese,
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onde as bandas do produto sdo mostradas através da coloragdo do gel de agarose, utilizando
corantes, chamado intercalante, que ao ser exposto a luz ultravioleta (UV) absorve a energia,
evidenciando a posicao de cada banda. A eletroforese € possivel através da acdo de um campo
elétrico por meio do gel de agarose, que faz com que ocorra o deslocamento de biomoléculas
nos poros do gel, demonstrado na Fig. 3. E importante saber que moléculas pequenas tendem

a migrar mais rapidamente que moléculas grandes (ALMEIDA et al., 2004).

Figura 3. Exemplo de eletroforese em gel de agarose do produto de DNA amplificado pela
técnica de Rep-PCR de BAL, isoladas de queijo minas do Serro. Técnica realizada durante o

estagio na UFV. Fonte: Arquivo Pessoal, 2019.

2.4 REP-PCR

A Rep-PCR é uma técnica empregada para agrupar os microrganismos de acordo com
a similaridade genética, ou seja, as bactérias possuem cépias exatas de sequéncias de DNA no
seu genoma. Esta técnica é baseada no uso de primer de consenso, o qual € sintetizado a partir
de elementos repetitivos de DNA especificos, chamada assim de palindromica extragénica
repetida (REP). O primer tem sido desenhado para amplificar regides entre elementos
repetitivos através da PCR, que se anelam nas sequéncias REP, gerando os fingerprinting
(impressfes digitais), que sdo utilizados para tipagem e identificagdo de diferentes
microrganismos e de BAL. Os fragmentos gerados sdo de diferentes tamanhos, desta forma,
podem ser realizadas analises comparativas para com os diferentes agentes bacterianos e
chegar ao nivel de género ou espécie (GANDRA et al., 2008, CHAPAVAL et al., 2006).

Os fragmentos amplificados de elementos repetitivos de DNA pela Rep-PCR sdo
submetidos a técnica de eletroforese em gel de agarose e posteriormente sdo utilizados para a
digitalizacdo dos fingerprintings através de programas especificos para a producdo do

dendrograma de similaridade, como exemplo o Bionumerics 6.6. O dendrograma vai
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identificar diferentes clusters, que vao fornecer informacbOes a respeito da dindmica e

diversidade dos organismos da mesma espécie (COCOLIN et al., 2011).

2.5 Sequenciamento de DNA

O sequenciamento vai revelar exatamente a composi¢do dos nucleotideos de DNA,
através dos produtos que sdo obtidos por PCR. Existem dois métodos de sequenciamento: o
método quimico e o método enzimatico. O método quimico vai se utilizar de agentes
quimicos como o dimetil sulfato, acido formico e hidrazinas, que vdo degradar o DNA. Esses
agentes se ligam em pontos especificos gerando inumeros fragmentos, que ao serem
combinados, revelam a sequéncia do fragmento. O método enzimético se utiliza do
desoxirribonucleotideos trifosfato (dNTPs) e de uma pequena quantidade de
desoxirribonucleotideos trifosfato (ddNTPs), que é agregado a fita que esta sendo sintetizada,
mas em certo ponto ocorre uma interrupgéo, gerando fragmentos de diferentes tamanhos. E
feita a amplificacdo do fragmento de interesse utilizando o ddNTP, dNTP, tampéo de reacéo,
enzima polimerase e um primer, que posteriormente é submetido a reacdo de eletroforese em
gel de poliacrilamida, que vai revelar a sequéncia através de marcacdo fluorescente
(ALMEIDA et al., 2004). A identificagdo molecular por sequenciamento do gene 16s rRNA
de BAL esta cada vez mais aceita. O gene 16s rRNA estd presente em todos 0s
microrganismos bacterianos, é uma regido bem conservada e possui diferenciacGes suficientes
entre espécies (PERIN, 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo de Bactérias Acido Léticas

O cultivo das bactérias &cido laticas isoladas de queijo de coalho foi realizado através
do caldo de cultura MRS (Man, Rogosa e Sharpe) e o caldo BHI (Brain Heart Infusion)
acrescido de extrato de levedura a 0.6%. Para o cultivo foi utilizado 3 mL de cada meio, que
foram obtidos através de congelados de BAL, os quais tiveram origem de queijos de coalho
da regido do agreste Pernambucano.

A incubagdo para o crescimento se deu na temperatura de 37 °C por 24 ou 48h. Ap6s o
cultivo foram empregados os métodos moleculares, que tém sido uma alternativa para
identificacdo e classificacdo desses microrganismos. Foi utilizada a técnica de Rep-PCR
(Repetitive Extragenic Palindromic elements - Reagdo em Cadeia da Polimerase), a qual se
utiliza de sequéncias oligonucleotidicas iniciadoras complementares de sequéncias de DNA

repetitivas, que estdo presentes em grandes numeros no genoma de varias bactérias.

3.2 Extracédo de DNA genémico

Um total de 23 isolados de BAL do banco de microrganismos do LAPEMI foram
cultivados em caldo MRS e BHI. Ap6s o tempo de cultivo, 1,5 mL dos cultivos foram
colocados em eppendorfs para centrifugacdo a uma velocidade de 13.000 rpm, por 5 min, para
a obtencdo do pellet formado pela sedimentacdo dos microrganismos. Foram utilizados dois
métodos de extracdo de DNA bacteriano, 0 método de pérolas de vidro (adaptado a partir de
Sambrook e Russel, 2001) e a extragdo usando o Kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA).

3.2.1 Protocolo de Extracdo pelo Método de Pérolas de Vidro

Inicialmente, 1,5 mL de cultura de bactérias acido laticas foi centrifugado por 5min a
13.000 rpm em temperatura ambiente. O pellet formado foi ressuspendido em 150 puL do
tampéo STES (Tris-HCL 0,2M; NaCl 0,5M; SDS 0,1%; EDTA 0,01M; pH 7,6) e entdo foram
adicionados a mistura de aproximadamente 50 pL de peérolas de vidro e 150 uL de
cloroférmio, sendo homogeneizada no vortex e centrifugada por 5 min a 13.000 rpm. Os
sobrenadantes, demonstrado na Fig. 4, foram coletados e adicionados a 200 pL de &lcool 96%
e mais 10 uL de acetato de Potassio, posteriormente foi incubados a -20°C por 1h. Passado o
tempo, foi realizada uma centrifugacdo a 13.000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet aderido a parede do eppendorf lavado 2 vezes com éalcool 70%,

desprezando o alcool e deixando-o secar. O DNA foi eluido em 45 pL de tampé&o de eluicdo
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TE (Tris-EDTA,; Tris-HCL 100mM pH 7,4; EDTA 10mM pH 8). Ao final, foram adicionados
a 1 uL de RNAse (10 mg.mL™) nas amostras. A qualidade do DNA extraido foi avaliado
através da eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo o corante intercalante DNA Sybr
Safe 10.000X Gel Stain (Invitrogen, USA).

Figura 4. Fases do sobrenadante do cloroférmio e das pérolas de vidro. Fonte: Arquivo

pessoal, 2019.

3.2.2 Protocolo de Extracdo pelo Kit PureLink Genomic DNA

Inicialmente 1,5 mL de cultura de bactérias acido laticas foi centrifugada por 5 min a
13.000 rpm em temperatura ambiente. O pellet formado foi ressuspendido em 180 uL do
digestion lysosyme buffer, depois foi incubado a 37°C por 30min e entdo foram adicionados a
mistura 20 ul. da Proteinase K e 200 uL PureLink™ genomic lysis, 0S quais foram
homogeneizados no vortex e incubado a 55°C por 30min. Foi adicionado 200 pL de etanol
96%. Toda a solucéo aproximadamente 640 pL preparado com o PureLink™ Genomic Lysis
foi coletado e este foi adicionado a um tubo de coleta do pacote que continha filtro (Spin
Column) e centrifugado posteriormente a 10.000 x g por 1 min. A solugédo filtrada foi
descartada e apenas o Spin Column foi posto em um novo tubo para ser adicionado 500 pL do
Wash Buffer 1 no Spin Column e levado para centrifuga por 10.000 x g por 1min. O mesmo
procedimento foi realizado com o Wash Buffer 2. O Spin Column foi colocado em um
eppendorf onde foi acrescido de 50 uL de PureLink™ Genomic Elution Buffer, depois foi
incubado por 1min em temperatura ambiente. Passado este periodo foi realizada nova
centrifugacdo a 10.000 x g por 1,5 min. A qualidade do DNA extraido foi avaliado através da

eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo o SYBR Safe (Invitrogen).
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3.3 Rep-PCR e Amplificacdo do gene 16S rRNA por PCR

As reacOes de PCR tiveram como alvo o gene do Rep-PCR, padréo ouro da taxonomia
molecular microbiana. Foi utilizado 2 puL do primer Unico (GTGGTGGTGGTGGTG), com
concentracdo de 25 pmol/uL, mais 12,5 uL de GoTag Green Master Mix® (Promega,
Madison, USA), mais 8,5 uL de agua nuclease free (NF), mais 2 uL. do DNA, com um
volume final de 25 uL. A reacéo final foi levada para o termociclador, onde a primeira fase
foi a desnaturacdo a 94 °C por 5 min, e 30 ciclos de desnaturacéo e anelamento por 94 °C por

30 segundos, 40 °C por 20 segundos, 72 °C por 2 min e por fim a extensdo 72 °C por 10 min.

Foi realizada também a reacdo de PCR do gene 16s rRNA com o primer universal
(For- GCGGCGTGCCTAATACATGC; Rev- ATCTACGCATTTCACCGCTAC), o qual
gera amplicons em aproximadamente 900 bp. Foi utilizado 1 uL de primer forward e 1 uL de
primer reverse mais 12,5 uLL de GoTaqg Green Master Mix® (Promega, Madison, USA), mais
8,5 uL de agua nuclease free (NF), mais 2 uLL. do DNA, com um volume final de 25 pL. A
reacdo de amplificacdo ocorreu com a desnaturacgdo inicial de 94 °C por 4min, seguido por 35
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30s, anelamento a 63 °C por 1 min, extensao a 72 °C por 1

min e 30s e a extens&o final 72 °C por 7 min.

Os produtos das PCR foram submetidos a eletroforese utilizando gel de agarose 1,5%
(0,5% TBE), acrescido de 5 pL do intercalante de DNA Sybr Safe 10.000X Gel Stain
(Invitrogen, USA). Um total de 10 puL de cada amostra das amplificacdes da PCR foi
carregado em cada pogo. Como marcador de peso molecular, 10 pL do 1Kb Ladder
(Invitrogen). As amostras foram submetidas a uma corrente elétrica de 80v por 1:30h e, ap6s
esse tempo, o gel foi levado sob luz UV no fotodocumentador (Dyna Light Gel logic 112,
Kodak). O resultado da Rep-PCR amplificado foi utilizado para a construgdo do dendograma

através do programa BioNumerics 6.6 (Applied Maths, Belgium).



26

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Um total de 23 isolados de BAL foram submetidos a extracdo e purificacdo de DNA,
pelo método de pérolas de vidro (Sambrook e Russel, 2001). Além dessas, foram realizadas
simultaneamente a extracdo de DNA de Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Rhodococcus equi. Na figura 5 é demonstrada a eletroforese em gel de agarose a 1% da
extracdo de DNA. Como pode ser visualizado, embora possa ser visualizado DNA com a
utilizacdo da metodologia de pérolas de vidro, os resultados para extracdo de DNA para BAL
ndo foram satisfatdrios, uma vez que algumas amostras ndo obtiveram uma boa visualizacdo
das bandas de DNA. Nas amostras 6, 14, 17, 18, 22, 27 (Figura 5A) pode ser visualizada uma
banda de DNA mais fraca. Entretanto, essa metodologia também néo foi eficiente para os
demais microrganismos usados como controle e submetidos a extragdo ao mesmo tempo das
BAL (Figura 5A e B).

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1% do DNA extraido através do método de pérolas
de vidro. A- 1. Marcador 1Kb DNA Ladder (Invitrogen); 2- Listeria monocytogenes ATCC
19117 (controle); 3- E. coli ATCC 8739 (controle); A- 4 a 16 isolados de BAL; B-17 a 26
isolados de BAL; 27- Rhodococcus equi isolado LAPEMI (controle).

A metodologia de extracdo por pérolas de vidro para bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas tem sido relatada por diferentes autores, pelo fato de ser mais barata e eficiente.
Rosa et al. (2017) e Ferrasso (2015) relataram a extracdo de DNA e utilizacdo em PCR para
as bactérias Gram-negativas, Vibrio parahaemolyticus e Salmonella spp., respectivamente.
Para bactéria Gram-positiva, Mendonca (2008) relatou o uso dessa metodologia para obtencédo
de DNA de Listeria monocytogenes, para em seguida utilizar em ensaios de amplificacdo
génica por PCR. Diante desses estudos citados, pode se verificar a eficacia deste protocolo de
extracdo. Porém, serd necessario realizar novas extracfes e/ou adaptagcdes no protocolo para
tentar melhorar eficiéncia desta metodologia para extracdo de DNA de bactérias acido laticas

e as demais patogénicas extraidas.

Apds a tentativa de extracdo de DNA pela metodologia de pérolas de vidro, foi
utilizado o kit comercial PureLink Genomic DNA (Invitrogen, Califérnia, USA) de extracao
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de DNA gendmico. Entretanto, foram escolhidas as amostras de isolados de BAL de queijos
de coalho, as quais tiveram resultados de inibicao de outras bactérias (antagonismo), realizado
em outro ensaio em paralelo (SILVA, 2011, SILVA, 2019). Desta forma, foram utilizadas 13
amostras dos isolados de BAL e mais cinco cepas padrédo, duas (2) L. delbrueckii; duas (2) L.
casei Shirota, um (1) Lactobacillus spp., totalizando 16 amostras. Apds o cultivo das
amostras, as mesmas foram submetidas a extracdo pelo kit. Conforme visualizado no gel de
agarose (figura 6), a extracdo de DNA obteve resultado satisfatorio e os mesmos foram

armazenados congelados a -20°C, para subsequente analise por PCR.

Figura 6. Eletroforese do DNA extraido através do kit PureLink Genomic DNA. M-
Marcador 100pb (Ludwig, Porto Alegre, Brasil); canaletas: 1- Q5.2; 2- Lactobacillus spp.; 3-
Q10.1; 4- L. delbrueckii; 5- Q12.2; 6- Q11.1; 7- Q12.3; 8- L. casei Shirota; 9- L. delbrueckii;
10- Q1.3; 12- L. casei Shirota; 13- Q13.1; 14- Q10.2; 15- Q5.1; 16- Q6.1; 17- Q9.2.

As amostras de DNA de BAL foram utilizadas para realizar a analise genética por
Rep-PCR. Os padrdes de amplificacdo das BAL estdo demonstrados na eletroforese em gel de
agarose (Fig. 7). Com excecdo das amostras Q12.1 (canaleta 2) e Q1.3 (canaleta 8), todas
tiverem amplificacdo esperada por Rep-PCR. Entretanto, a eletroforese no gel de agarose néo
obteve uma separacéo das bandas adequada (Fig. 7). Assim, ndo propiciou que se tivesse uma
discriminacdo ideal quando foi realizada a constru¢do do dendrograma (Fig. 8, Tab.3). As
canaletas 2 e 8, amostras Q12.2 e Q1.3, nédo foi visualizado amplificacdo pela técnica de Rep-
PCR, desta forma, possivelmente as mesmas ndo sejam bactérias &cido laticas, em face da
especificidade do primer utilizado. Em trabalhos publicados com analises por Rep-PCR de
BAL isolados de queijos por Perin (2016) e Martins (2018), foram verificados similaridade
genéticas entre os microrganismos, gerando fingerprints especificos para cada grupo de

bactérias.
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Figura 7. Perfil de eletroforese em gel de agarose dos produtos de Rep-PCR de BAL. M -

Marcador de peso molecular de 1Kb Ladder (Invitrogen); 1- Lactobacillus spp.; 2- Q12.2; 3-
Q10.1; 4- Q5.2; 5- Q11.1; 6- Q12.3; 7- Q10.2; 8- Q1.3; 9- Q9.2; 10- Q5.1; 11- Q11.2; 12-
Q13.1; 13- Q6.1; 14- L. delbrueckii ATCC 8739; 15- L. delbrueckii ATCC 8739; 16- L. casei
cepa Shirota (Controle negativo).

Tabela 3. Numeracdo, nome e morfologia das BAL no dendrograma, a partir da analise de

Rep-PCR.

Numero/Nome Morfologia Morfologia
1. Lactobacillus spp. Bacilos 8.Q5.1 Bacilos
2.Q10.1 Bacilos 9.Q11.2 Bacilos
3.0Q5.2 Cocos 10. Q13.1 Bacilos
4.Q11.1 Bacilos 11. Q6.1 Cocos
5.Q12.3 Bacilos 12. L. delbrueckii Bacilos
6. Q10.2 Bacilos 13. L. delbrueckii Bacilos
7.Q9.2 Bacilos 14. L. casei Shirota Bacilos

Figura 8. Dendrograma das amostras de BAL derivado a partir da analise de Rep-PCR.
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Visando o futuro sequenciamento e identificacdo das BAL isoladas de queijos de
coalho do agreste de Pernambuco, foram realizadas as amplificacdes génicas do rRNA 16s
por PCR, utilizando primers universais. Na figura 9 sdo demonstradas as amplificacdes
(amplicon de 900 pb) de 16 isolados de BAL, sendo doze (12) isolados de queijos de coalho,
trés (3) cepas padrbes (L. delbrueckii e L. casei) e um (1) isolado de BAL (Lactobacillus
spp.). As mesmas foram armazenadas a -20°C, para serem enviadas futuramente para
realizacéo de sequenciamento e identificacdo dos microrganismos. Em trabalho publicado por
Costa (2016), é relatado que o sequenciamento de gene rRNA 16S de BAL é um método
eficaz para identificacdo de bactérias acido laticas, visto a similaridade e as dificuldades

encontradas para realizacédo da identificacdo fenotipica de BAL.

&) TOZSR1 18 128813 S814 15 AN16 817

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose de produtos de rRNA 16S amplificados por PCR.
M- Marcador 1 Kb Ladder (Invitrogen); 1 a 16- Amostras de BAL; 17- Controle negativo.

Diante dos dados gerados neste estudo, ainda ndo se péde ser concluido a identificacdo
final dos microrganismos isolados a partir de amostras de queijos de coalho. Entretanto, 0s
dados obtidos servirdo para seguir na identificacdo das bactérias. Desta forma, a partir de
novas analises por PCR e sequenciamento, a identificacdo final dos isolados podera ser
realizada. A técnica de Rep-PCR possibilitou a construcdo do dendrograma, porém este nao
foi discriminatério devido a ndo separacdo eletroforética das bandas, ndo sendo possivel
estabelecer uma maior similaridade e identificacdio das BAL. No entanto, a Rep-PCR
possibilitou que as mesmas fossem caracterizadas como pertencentes ao grande grupo de

BAL, tendo uma diversidade genética entre elas.
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5 CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos no presente estudo foi possivel realizar a caracterizacdo
inicial de bactérias &cido laticas, a fim de ter a identificagdo taxonémica e estabelecer um
monitoramento das BAL isoladas de queijo de coalho do agreste de Pernambuco, com
interesse de descobrir seu potencial probidtico e outros aspectos benéficos para a salude

humana.
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ANEXOS

Protocolo de Extracdo pelo Método de Pérolas de Vidro (adaptado a partir de
Sambrook e Russel, 2001):

1. Pellet de 1,5 mL do cultivo de BAL, overnight 24 ou 48h (dependendo do crescimento

microbiano);

2. Ressuspender em 150 pLL do tampéo STES;

3. Adicionar aproximadamente 50 uL de pérolas de vidro;

4. Adicionar 150 uL de feno-cloroférmio, utilizando somente o cloroférmio;
5. Homogeneizar por vortex vigoramente por 1 min;

6. Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 min;

7. Coletar o sobrenadante (~100 uL) e precipitar com alcool (~ 200 uL) e acetato de potéssio
(~ 10 pL);

8. Colocar durante 20 min a -20°C;

9. Centrifugar durante 20 min a 13.000 rpm;
10. Lavar o pellet com alcool 70%;

11. Eluir com 45 puL de TE;

12. Adicionar 1 uLL de RNAse;

13. Checar através da eletroforese, utilizando a cuba com tampéo Tris/Borate/ EDTA (TBE)
0,5x, com voltagem de 100v, em gel de agarose a 1,5% corado com 5 pL do gel SYBR Safe
(Invitrogen), DNA mais 2 pL de Blue Juice gel loading buffer a (10x).

Protocolo de Extracgéo pelo Kit PureLink Genomic DNA: (Invitrogen).

1. Pellet de 1,5 mL do cultivo de BAL, overnight 24 ou 48h (dependendo do crescimento

microbiano);
2. Resuspender o pellet em 180 pL do digestion lysosyme buffer. Vorterizar rapidamente;

3. Incubar a 37° C por 30 min em banho maria;
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4. Adicionar 20 pL da Proteinase K. Vorterizar rapidamente;
5. Adicionar 200 uL PureLink ™ genomic lysis. Vorterizar rapidamente;

6. Incubar a 55° C por 30 min em banho maria;
7. Adicionar 200 uL de etanol 96%. Vorterizar rapidamente;

8. Colocar toda a solugdo (~ 640 uL) preparado com o PureLink ™ Genomic Lysis em um

tubo de coleta do pacote que contenha filtro (Spin Column);
9. Centrifugar o Spin Column a 10.000 x g por 1 min em temperatura ambiente;

10. Descartar o0 tubo "PureLink™ collection tubes" (parte inferior) e o Spin Column devera

ser colocado em uma novo tubo "PureLink™ collection tubes"  que o kit fornece;

11. Adiciona 500 pL do Wash Buffer 1, no Spin Column e centrifugar por 10.000 x g por

1min em temperatura ambiente;

12. Descarta 0 tubo "PureLink™ collection tubes" (parte inferior) ¢ o Spin Column devera

ser colocado em uma novo tubo "PureLink™ collection tubes"  que o Kit fornece;

13. Adiciona 500 pL do Wash Buffer 2, no Spin Column e centrifugar por 10.000 x g por

3min em temperatura ambiente, descarta 0 "PureLink™ collection tubes";

14. Coloca em um eppendorf de 1,5 mL o Spin Column;

15. Adiciona 50 puL de PureLink™ Genomic Elution Buffer no Spin Column;

16. Incuba por 1min em temperatura ambiente;

17. Apo0s a incubacdo centrifugar por 10.000 x g por 1min em temperatura ambiente;

18. Se precisar de mais DNA, faz o passo 15 e 16 novamente e centrifuga por mais 1,5 min

em temperatura ambiente;

19. Checar através da eletroforese utilizando a cuba com tampéo Tris/Borate/ EDTA (TBE)
0,5x, com voltagem de 100v, em gel de agarose a 1,5% corado com 5 uL de do gel SYBR
Safe (Invitrogen), utilizando 5 pL. de DNA mais 2 uL de Blue Juice gel loading buffer a
(10x).



