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RESUMO

PADRONIZACAO DE METODOLOGIA PARA CARACTERIZACAO MOLECULAR
POR RAPD - RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA, DE BACTERIAS
ACIDO LATICAS ISOLADAS DE LEITE CRU.

No Brasil, de modo geral, o leite € obtido sob condigdes higiénico-sanitarias
deficientes e, em consequéncia, apresenta baixa qualidade microbioldgica,
constituindo um risco a saude da populacdo quando consumido sem tratamento
térmico. Desta forma, varios grupos de microrganismos indesejaveis podem ser
detectados no leite cru, gerando alteracbes nas mais variadas condigbes. Em
resposta a esta situacdo, diferentes estratégias estdo em estudo para melhoraria da
qualidade. Uma dessas estratégias é a bioconservagao, que vem sendo cada vez
mais estudada, devido seu enorme potencial de aplicagcdo nos mais variados tipos
de alimentos. As Bactérias Acido Laticas (BAL) sdo microrganismos adequados para
0 uso como bioconservadores devido a sua reconhecida importadncia como
microrganismos com capacidade antagonista a diversos patdgenos presentes no
leite. Contudo, no Brasil, os dados sobre a presenca de BAL no leite cru sao
limitados, sendo assim necessario o estudo de metodologias que facilitem a
identificacado e caracterizagao destes microrganismos. Entretanto, entre as diferentes
espécies de bactérias lacticas ocorre uma grande similaridade em relagdo as
necessidades nutricionais e condicbes de crescimento, que dificulta o uso de
métodos microbiolégicos classicos para identificagdo de géneros e espécies.
Pesquisas tém focado a aplicagcao de técnicas de biologia molecular para a rapida
deteccdo e diferenciagdo deste grupo de bactérias. As BAL tém sua classificagéo
baseada em propriedades fenotipicas, incluindo parametros fisioldgicos e padroes
de fermentacdo de acucares. Contudo, a correta classificacdo e identificagcao das
BAL sao deficientes sem o suporte das técnicas genéticas. O objetivo deste trabalho
foi a avaliagdo de um protocolo alternativo para caracterizacdo molecular de BAL
com marcadores de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), utilizando-se 265
cepas de Bactérias Acido Laticas, com capacidade antagonista a patdgenos,
isoladas de 27 amostras de leite cru, de propriedades dos municipios de Sao Bento
do Una e Saloa, do Agreste Pernambucano. A técnica foi padronizada com sucesso
e apresentou reprodutibilidade, entretanto os resultados obtidos com os dois primers
utilizados ndo foram suficientes para uma boa caracterizagdo molecular, sendo
necessaria a realizacdo de novos RAPDs com diferentes marcadores, para melhor
caracterizacdo dos isolados.

PALAVRAS-CHAVES: Bactérias Acido Laticas (BAL), leite, antagonismo, RAPD,
Agreste Pernambucano.



ABSTRACT

STANDARDIZATION OF METHODOLOGY FOR MOLECULAR
CHARACTERIZATION BY RAPD - RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA
OF LACTIC ACID BACTERIAS ISOLATED OF RAW MILK

The milk production in Brazil is usually conducted under poor hygienic conditions,
resulting in low microbiological quality, therefore constituting a risk for the population
when this milk is consumed without thermal treatment. In this form, some groups of
microorganisms can be detected in raw milk, and in general, the microbiota that
contaminates the milk has high capacity of multiplication, generating alterations in the
most varied conditions. In reply to this situation, different strategies are in study for
improve of the quality. One of these strategies is the bioconservation, that comes
more being each studied at time, had its enormous potential of application in the
most varied types of foods. The Lactic Acid Bacteria (LAB) are microorganisms
adjusted for the use as bioconservadores due its recognized importance as
microorganisms with antagonistic capacity the diverse pathogens present in milk.
However in Brazil, the data of presence of BAL in raw milk are limited, being thus
necessary the study of methodologies that facilitate to the identification and
characterization of these microorganisms. Between the different species of lactic
bacteria occur a great similarity in relation to the nutritional needs and conditions of
growth, which it makes the use of classic microbiological methods limited for the
identification when it comes to the genus level. Scientific works have focused the
application of molecular biology techniques for the fast detection and differentiation of
the LAB group. The LAB has its classification on phenotypic standards, including
physiological parameters and standards of sugar fermentation. However, the correct
classification and identification of the LAB group are deficient without the support of
the genetic techniques. However, the correct classification and identification of the
LAB group are deficient without the support of the genetic techniques. The aim of this
work was the standardization of alternative methodology for molecular
characterization by RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA , 265 isolates of
lactic acid bacteria from 27 samples of raw milk, from properties of the municipalities
of Sdo Bento do Una and Saloa from the Agreste of Pernambuco. The standardized
technique presented to successfully reproduce, however the results obtained with the
two primers used were not enough for a good molecular characterization, therefore it
will be necessary to do further RAPDs with different primers, for better
characterization of isolates.

KEY WORDS: Lactic Acid Bacterias (LAB), milk, antagonism, RAPD, Agreste of
Pernambuco.
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RESUMO

CARACTERISTICAS DA PRODlNJCAO LEITEIRA DO  AGRESTE
PERNAMBUCANO E CARACTERIZACAO DAS BACTERIAS ACIDO LATICAS.

O Agreste de Pernambuco é a regiao intermediaria entre a Zona da Mata e o Sertao,
e é caracterizado por uma economia diversificada. Dados recentes revelam que nos
ultimos anos a producéo leiteira dessa regidao cresceu 23%, representando 73% da
producao leiteira do Estado de Pernambuco. No Brasil, de modo geral, o leite é
obtido sob condig¢des higiénico-sanitarias deficientes e, em consequiéncia, apresenta
baixa qualidade microbioldgica, constituindo um risco a saude da populagado quando
consumido sem tratamento térmico, situagdo comum na regido Nordeste. Varios
grupos de microrganismos podem ser detectados no leite cru e, de forma geral, sua
microbiota contaminante tem alta capacidade de multiplicagdo, gerando alteragdes
nas mais variadas condigdes. Quando se produz leite com boas praticas de higiene,
a contagem de bactérias diminui. No entanto, os patdgenos comegam a aparecer,
devido a uma diminuigédo da microbiota competidora. Atualmente, as Bactérias Acido
Laticas (BAL) vém assumindo grande importancia na industria de alimentos e em
saude publica por serem produtoras de substadncias com conhecido potencial
inibitério a microrganismos deteriorantes ou patogénicos. Essa atividade ocorre
devido ao crescimento competitivo com outros microrganismos nos alimentos,
potencializado pelos efeitos inibitdérios de seus metabdlitos. O leite cru constitui boa
fonte de BAL passiveis de serem utilizadas pela industria laticinista, especialmente
pelo fato de estarem adaptadas as condi¢cbes do clima e da matéria-prima, sendo
ainda necessarios maiores estudos sobre suas caracteristicas individuais e
especificas. Entre as diferentes espécies de bactérias lacticas ocorre uma grande
similaridade em relacdo as necessidades nutricionais e condigdes de crescimento, a
qual dificulta o uso de métodos microbioldgicos classicos para identificacdo destes a
nivel de género. Pesquisas tém focado a aplicagao de técnicas de biologia molecular
para a rapida deteccao e diferenciacdo das BAL. As BAL tém sua classificacao
baseada em propriedades fenotipicas, incluindo parametros fisiologicos e padroes
de fermentacdo de acucares. Contudo, a correta classificacdo e identificagcao das
BAL sao deficientes sem o suporte das técnicas genéticas. O conhecimento de quais
géneros e espécies possuem capacidade antagonista a microrganismos patogénicos
€ de grande interesse, podendo gerar estudos de preservagdo e seguranga
baseados na reposi¢cdo destes microrganismos como agentes protetores.

PALAVRAS-CHAVES: Bactérias Acido Laticas (BAL), leite, antagonismo, Agreste
Pernambucano.
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ABSTRACT

CHARACTERISTICS OF THE MILK PRODUCTION OF THE AGRESTE OF
PERNAMBUCO AND THE CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID BACTERIAS.

The Agreste of Pernambuco is an intermediate region between the Zona da Mata
and Sertédo, and is characterized by a diversified economy. Recent data’s show that
in the last years the milk production of this region increased 23%; it represented 73%
of the Pernambuco state production. Milk production in Brazil is usually conducted
under poor hygienic conditions, resulting in milk with low microbiologic quality, thus
constituting a risk for the population when this milk is consumed without thermal
treatment, a common situation in the Northeast region. Some groups of
microorganisms can be detected in raw milk, and in general, the microbiota that
contaminates the milk, has high capacity of multiplication, generating alterations in
the most varied conditions. When the milk is produced with good hygienic practical,
the bacterial count is reduced. However, the pathogenic microorganisms start to
appear, due to the reduction of the native microbiota that contaminates the milk. The
Lactic Acid Bacterias (LAB) are assuming great importance in the food industry and
in public health because they are producing substances with known inhibitory
potential of deteriorating or pathogenic microorganisms. This activity occurs due to
the competitive growth with other microorganisms in foods, potentized for the inhibit
effect of metabolites produced. Raw milk constitutes good source of LAB to be used
for the dairy industry, especially because they are adapted to the climatic conditions
and for the raw material, being still necessary greater studies about individual and
specific characteristics. Between the different species of lactic bacterias occur a great
similarity in relation to the nutritional needs and conditions of growth, which it makes
the use of classic microbiological methods limited for the identification when it comes
to the genus level. Scientific works have focused the application of molecular biology
techniques for the fast detection and differentiation of the LAB group. The LAB has
its classification on phenotypic standards, including physiological parameters and
standards of sugar fermentation. However, the correct classification and identification
of the LAB group are deficient without the support of the genetic techniques. The
knowledge of which genus and species possess antagonistic capacity to pathogenic
microorganisms is of great interest, being able to generate studies of preservation
and security based in the replacement of these microorganisms as protective agents.

KEYWORDS: Lactic Acid Bacterias (LAB), milk, antagonism, RAPD, Agreste of
Pernambuco.



17

1. INTRODUCAO

1.1. Producéo leiteira do Agreste Pernambucano

O Agreste de Pernambuco é a regido intermediaria entre a Zona da Mata e o
Sertéo (figura 1) e é caracterizada por uma economia diversificada, com o cultivo de
lavouras como milho, feijdo e mandioca (entre outras), além da pecuaria de leite e

de corte.

Figura 1. Regides geograficas do Estado de Pernambuco, Brasil. A: Regidao Metropolitana
de Recife, B: Zona da Mata, C: Agreste, D: Sertao, E: Sdo Francisco.

Entre 2000 e 2004 a producao leiteira do Estado de Pernambuco apresentou
crescimento (figura 2). Dados mostram que em 2004 o Estado produziu 398 milhdes
de litros de leite, o que representou 14,7% da producao da Regido Nordeste e 1,7%
da producado Nacional. Dados recentes revelam que nos ultimos anos a produgao
leiteira do Agreste pernambucano cresceu 23%, com uma produc¢do de 393 milhdes

de litros em 2005, o que representou 74,79 % da produgdo do Estado (CONAB,
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2004; EMBRAPA, 2006; FIGUEIROA, 2006). Em 2006 o Estado de Pernambuco
produziu 630 milhdes de litros, apresentando um crescimento de 19,7% em relagao
aos dados de 2005 (Quadros 1 e 2). Pernambuco ja ocupa a 10° posicédo no

‘ranking” nacional e € o 2° maior produtor da regidao Nordeste, ficando atras da Bahia

(CONAB, 2004; IBGE, 2006).
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Figura 2. Evolugdo da producéo leiteira nos 04 Estados (BA-Bahia, PE-Pernambuco, CE-
Ceara, MA-Maranhao) com maior producdo na Regido Nordeste do Brasil, entre 2000 e
2004 (Fonte: IBGE, 2006)

Atualmente em Pernambuco, cerca de 14 mil pequenos e médios produtores
estdo na atividade leiteira, concentrados principalmente na regido do Agreste, e
geram uma producgao diaria de 980 mil litros (SPRRA, 2006). O municipio de Sao

Bento do Una é o maior produtor, seguido por Pedra e Itaiba (Quadros 2 e 3).
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Quadro 1: Classificacao dos principais Estados produtores de leite no Brasil, 2006.

Estado (milh5es e ftros) %
1. Minas Gerais 7.094 1 27,93
2. Parana 2.703,6 10,64
3. Rio G. do Sul 2.625,1 10,34
4. Goias 2.613,6 10,29
5. Sao Paulo 1.744,0 6,87
6. Santa Catarina 1.709,8 6,73
7. Bahia 905,8 3,57
8. Para 691,1 2,72
9. Rondbnia 637,4 2,51
10. Pernambuco 630,3 2,48
Outros 4.043,4 15,92

Total 25.398,2 100,00

Fonte: IBGE 2008

Quadro 2: Produgao de leite, vacas ordenhadas e produtividade nas regides do Estado de
Pernambuco, 2005.

egto e Pecerud  oannasss | Produivdnce
(mil cabecas)
1. Agreste 393.778 74,79 240.528 1.637
2. Sertéao 84.709 16,09 106.648 794
3.Zona da Mata 22.644 4,30 20.481 1.105
4. S0 Francisco 19.741 3,75 30.775 641
5. Metrop.de Recife 5.644 1,07 7.883 715
Total 526.516 100,00 406.315 1.295

Fonte: Embrapa 2008

A cadeia produtiva do leite dessa regidao foi impulsionada pelo Programa
Social Leite de Pernambuco. Criado no final do ano 2000, esse programa é
resultado da parceria entre o Governo do Estado de Pernambuco e o Governo

Federal, através do programa Fome Zero, com o objetivo de fornecer leite a familias
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carentes, especialmente criangas, gestantes e lactantes. O programa distribui
diariamente um litro de leite para mais de 80 mil familias carentes de 147 cidades

pernambucanas (SPRRA, 2006).

Quadro 3: Classificagado dos principais municipios produtores de leite da regiao Agreste de
Pernambuco, 2005.

Municipios Produgag de leite Percentual do total
(mil litros)

1. Sdo0 Bento do Una 43.800 11,12
2. Pedra 38.880 9,87
3. ltaiba 37.026 9,40
4. Buique 32.130 8,16
5. Pesqueira 21.050 5,35
6. Cachoeirinha 17.280 4,90
7. Aguas Belas 14.623 3,71
8. Bom Conselho 14.399 3,66
9. Venturosa 12.528 3,18
10. Sanharé 12.045 3,06
11. Garanhuns 10.905 2,77
40. Saloa 1.519 0,39

Total 393.778 100,00

Fonte: Embrapa 2008

No Brasil, de modo geral, o leite € obtido sob condi¢gdes higiénico-sanitarias
deficientes e, em consequiéncia, apresenta baixa qualidade microbioldgica,
constituindo um risco a saude da populagdo quando consumido sem tratamento
térmico, situacdo comum na regido Nordeste (MARTINS, ALBUQUERQUE, 1999;
CATAO; CABALLOS, 2001; PADILHA et al., 2001). A baixa qualidade do produto
pode ser atribuida a deficiéncias no manejo e higiene de ordenha, manutencao e
desinfeccdo inadequada dos equipamentos, refrigeragao ineficiente ou inexistente e
mao de obra desqualificada (NELSON, 1992). Assim, cuidados higiénicos para evitar

a contaminagao do leite devem ser tomados desde a ordenha até o produto final
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(CATAO; CABALLOS, 2001; SANTANA et al., 2004), por sistemas de controle da

qualidade, como as Boas Praticas de Producgao e Fabricacéo.

Outra caracteristica bastante marcante da producao leiteira no Brasil é o
predominio de pequenas e médias propriedades com caracteristicas de agricultura
familiar, onde geralmente essa atividade € a principal fonte de renda. A falta de
informagéo, assisténcia e investimentos na produgédo leiteira geram baixas
produtividade e qualidade do produto. Pode-se observar que propriedades com
maior produgao leiteira frequentemente produzem leite de melhor qualidade, quando

comparadas aquelas com menor produgéo (TKAEZ et al., 2004).

Ha diferencas de qualidade no leite produzido nos diversos Estados
Brasileiros, que podem ser atribuidas as condigdes encontradas em cada regido,
como perfil do produtor, maior acesso a assisténcia técnica, presenga de orgaos
extensionistas e programas regionais de controle sanitario de rebanhos e

principalmente laticinios com politicas de pagamento por qualidade (NERO, 2005).

1.2. Qualidade microbioldgica do leite

O leite cru produzido no Brasil possui baixa qualidade microbioldgica, como ja
foi observado em varias regides do pais (BELMONTE; LAGO, 2004; PONSANO et
al., 2004; BUENO et al., 2002; FRANCO et al., 2000; LOURENGCO; SILVA, 2000;
BELOTI et al., 1999). Varios grupos de microrganismos podem ser detectados no
leite cru e, de forma geral sua microbiota contaminante tem alta capacidade de
multiplicacdo, gerando alteragdes nas mais variadas condi¢gdes de temperatura e

armazenamento.
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A baixa frequéncia no isolamento de patégenos em alimentos, principalmente
os de origem animal, verificada em alguns paises (JAY, 1995; KOZAC et al., 1996;
CORDANO; ROCOUT, 2001; FRANCO et al., 2003), pode ser explicada
principalmente devido a presencga natural de uma microbiota com grande potencial
inibitério . Essas pesquisas relatam qualidade microbiolégica ruim, mas com baixa
incidéncia de patégenos. Entretanto, quando se verifica uma melhoria da qualidade
microbiolégica, com consequente reducdo de aerdbios mesofilos, a incidéncia de
patdgenos tende a ser maior (JAY, 1995; GAYA et al.,, 1998; DE BUYSER et al.,

2001; GUERRA, MCLAUCHLIN; BERNARDO, 2001; LECLERC et al., 2002).

1.3. Bactérias Acido Laticas (BAL)

1.3.1. Aplicacdo de BAL em alimentos e seguranca alimentar

A cada dia aumenta a procura por alimentos naturais, que nao tenham sido
submetidos a nenhum tipo de processamento industrial ou que sejam minimamente
processados, e que nao sejam adicionados de produtos quimicos. Muitos
consumidores consideram que esses procedimentos interferem na qualidade
nutricional dos alimentos, além de acreditar que os conservadores quimicos sao
perigosos para a saude, até mais perigosos que 0s proprios microrganismos que

esses produtos pretendem controlar (MURIANA, 1996).

Com isso aumenta também a preocupacao dos fabricantes em produzir
alimentos que nao necessitem desses procedimentos para que sejam saudaveis e
para que atendam os parametros de qualidade e seguranga exigidos pelos
consumidores. Uma dessas estratégias é explorar a capacidade dos microrganismos

in6cuos, naturalmente presentes nos alimentos ou artificialmente adicionados, de
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inibir microrganismos que sejam indesejaveis: deteriorantes ou patdogenos. Esse
processo denomina-se bioconservacao, e vem sendo cada vez mais estudado
devido seu enorme potencial de aplicagdo nos mais variados tipos de alimentos (DE

MARTINS; ALVES; FRANCO, 2003).

As Bactérias Acido Laticas (BAL) sdo microrganismos adequados para o uso
como bioconservadores devido as suas caracteristicas antagonistas a patdégenos e
sua grande tradicdo de uso em alimentos fermentados (DE MARTINIS; ALVES;
FRANCO, 2002). Atualmente, as BAL vém assumindo grande importancia na
industria de alimentos e em saude publica por serem produtoras de substancias com
conhecido potencial inibitério a microrganismos deteriorantes ou patogénicos. Essa
atividade ocorre devido ao crescimento competitivo com outros microrganismos nos
alimentos, potencializado pelos efeitos inibitérios de seus metabdlitos (STILES,
1994; ADAMS; MITCHELL, 2002; CARR; CHILL; MAIDA, 2002; DE MARTINS;

ALVES; FRANCO, 2003).

1.3.2. Caracteristicas Bioguimicas

Os principais metabdlitos desse grupo s&o os acidos organicos,
principalmente o acido latico, estes geram no alimento uma acidez que usualmente
nao € favoravel a multiplicacdo e sobrevivéncia de bactérias Gram-positivas e

negativas, além de fungos e leveduras (ROSS; MORGAN; HILL, 2002).

As BAL produzem ainda uma série de outras substancias com potencial
antimicrobiano amplamente descrito, como o perdxido de hidrogénio, o diacetil e as
bacteriocinas (CARR; CHILL; MAIDA, 2002; DE MARTINS; ALVES; FRANCO,

2003). As bacteriocinas, em especial, sdo proteinas biologicamente ativas e
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caracterizadas por possuirem atividade contra um grupo especifico de

microrganismos sensiveis (CARR; CHILL; MAIDA, 2002).

As BAL s&o microrganismos associados a varios habitat, principalmente
aqueles que sao ricos em nutrientes, como os substratos de alimentos e plantas.
Sao bactérias de maior representagao dos probidticos, tanto em alimentos como no

mercado farmacéutico (HOZAPEL; SCHILLINGER, 2002).

Uma parcela significativa da microbiota do leite cru provavelmente é
constituida por bactérias acido laticas, que possuem um grande potencial inibitério
em relacdo a patdégenos (NERO, 2005). Em amostras de leite cru, ja foi verificada
uma microbiota natural com grande potencial antagonista em relagdo aos
patdgenos, composta essencialmente por microrganismos pertencentes ao grupo
das BAL. As BAL sao aplicadas em produtos carneos como culturas iniciadoras,
tendo como finalidade reduzir o pH no inicio da fermentagao a fim de melhorar as
propriedades sensoriais, reduzir o tempo de maturacao e reduzir a adi¢gao de nitratos
e nitritos (BALDUINO; OLIVEIRA; HAULY, 1999). Essas aplicacdes mostram a
importancia das BAL no controle de microrganismos indesejaveis em alimentos. O
leite cru constitui boa fonte de BAL passiveis de serem utilizadas pela industria de
alimentos, especialmente pelo fato de estarem adaptadas as condi¢des do clima e
da matéria-prima, sendo ainda necessarios maiores estudos sobre suas

caracteristicas individuais e especificas (ALEXANDRE et al., 2002)

As BAL podem ainda melhorar o aroma e textura de alimento e inibir o
desenvolvimento de bactérias indesejadas. Contudo, nem todas as BAL sé&o
aproveitadas. Parte delas sao envolvidas com a deterioracao dos alimentos e podem

até ser patogénicas. Portanto, € necessario estabelecer um sistema de classificagéo
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detalhada para BAL e desenvolver um confiavel e rapido método de classificacao

(SCHLEIFER et al., 1995).

1.3.3. Identificacdo Fenotipica

As Bactérias Acido Laticas (BAL) compreendem um amplo grupo de
microrganismos Gram-positivos, nao formadores de esporos. Geralmente sao
catalase negativos. Ocorrem na forma de cocos, cocobacilos e bacilos. Fermentam a
lactose, que pode ser degradada a acido latico (homofermentativos) ou a acido latico
e mais alguns produtos, como acetato, etanol, diéxido de carbono, formato ou

succinato (heterofermentativos) (SCHLEIFER et al., 1995).

Os géneros mais importantes das BAL sdao Carnobacterium, Enterococcus,
Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005). Espécies desses géneros podem ser encontradas no
trato gastro-intestinal (TGl) de homens e animais e também em alimentos
fermentados. Cepas usadas como probidticos geralmente pertencem a espécie e
género Lactobacillus e Enterococcus (SCHEIFER, et al.,, 1995). Essas BAL séo
semelhantes quimica e organicamente e fermentam carboidratos, tendo acido latico
como produto final. Algumas de suas caracteristicas fisiologicas sado de interesse
para suas funcdes probidticas, uma pré-condi¢do € a de sobreviver no TGI. Isto é
baseado na sua temperatura de crescimento e a resisténcia a baixo pH e/ou a bile
(FULLER et al., 1989). Essas habilidades sdo, entretanto, caracteristicas de uma

minoria das espécies de BAL.
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Entre as diferentes espécies de bactérias acido lacticas ocorre uma grande
similaridade em relagao as necessidades nutricionais e condi¢cdes de crescimento, o
que dificulta o uso de métodos microbioldgicos classicos para identificagdo destes
em nivel de género. Pesquisas tém focado a aplicacédo de técnicas de biologia
molecular para a rapida detec¢cdo e diferenciacdo das BAL (DUBERNET;
DESMASURES; GUEGUEN, 2002). Tradicionalmente, as BAL t&m sua classificacéo
baseada em propriedades fenotipicas, incluindo parametros fisioldgicos e padroes
de fermentacdo de acucares. Contudo, a correta classificagcado e identificagcao das

BAL sao deficientes sem o suporte das técnicas genéticas.

1.3.4. Identificagao Molecular

Sofisticados métodos genéticos baseados em biologia molecular estdo sendo
utiizados para melhor identificagdo e classificacdo de bactérias. Técnicas
moleculares sao ferramentas que auxiliam na classificagdo taxonémica e na
avaliacao de bactérias envolvidas na fabricacdo de alimentos, através da analise da
diversidade de moléculas de DNA, RNA e/ou proteinas (ROSSETTI; GIRAFFA,

2005).

No entanto, os objetivos das analises microbiolégicas baseadas em
ferramentas de biologia molecular, para controle da qualidade de alimentos,
monitoramentos e a taxonomia de microrganismos de interesse, sdo dependentes
da sensibilidade das técnicas utilizadas. O uso dessas ferramentas permite a
diferenciagao de isolados em género, espécie e até subespécies. Geralmente mais
de um método € necessario para se obter tanto a identificagdo como a classificagao

de isolados desconhecidos.
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1.5. RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA

O desenvolvimento da técnica de reagdo em cadeia da polimerase, PCR -
Polymerase Chain Reaction (MULLIS; FALOONA, 1987), possibilitou o surgimento
de novos marcadores moleculares. Dentre estes, destaca-se os marcadores RAPD -
Random Amplified Polymorphic DNA (WILLIAMS et al., 1990) , que é um método
sensivel, rapido, relativamente simples e que revela varios locos dispersos pelo
genoma sem exigir conhecimento prévio da informacé&o genética de sequéncias-
alvo, como no caso dos marcadores microssatélites, que também s&o derivados da
PCR. Essa técnica nao requer sistema especial para a revelagao do polimorfismo,
tal como a hibridizagao por sondas (WILLIAMS; RAFALSKI; TINGEY, 1993; LOPES

et al., 2002).

O polimorfismo dos marcadores RAPD é revelado pela amplificacdo de locos
cromossOmicos usando-se iniciadores (primers) compostos de sequéncias curtas e
aleatdrias de oligonucleotideos. Na reagado de amplificacdo, estes primers quando
submetidos a condigdes apropriadas de temperatura, se hibridizam com sequéncias
genbmicas que lhes sdo complementares. Para que ocorra amplificacdo, ha
necessidade que existam no genoma dois sitios complementares ao primer,
localizados em direcdes opostas e distantes entre si, no maximo, 3.000 pb. Como a
sequéncia de cada iniciador é determinada de modo aleatorio, este pode encontrar
varias regides complementares a sua sequéncia e, por isso, revelar varios locos
caracteristicos para um determinado genoma. Os fragmentos amplificados, por sua
vez, sdo separados em um gel de poliacrilaminada ou agarose, e visualizados apos
coloracdo com nitrato de prata ou brometo de etideo (EtBr) sob luz UV (LOPES et

al., 2002).
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O polimorfismo detectado por marcadores RAPD é gerado por mutagdes ou
por rearranjos (inser¢gdes ou delecdes) entre os dois sitios, ou no proprio sitio de
hibridizagao dos dois primers. Diferengas em apenas um par de bases (mutagdes de
ponto) podem ser suficientes para inibir a amplificagcdo. Em diferentes espécies,
dados experimentais evidenciam que locos RAPD estdo dispersos no genoma. As
sequéncias internas dos segmentos amplificados abrangem desde cépia unica até

altamente repetitivas (WILLIAMS; RAFALSKI; TINGEY, 1993).

A baixa reprodutibilidade dos marcadores RAPD é uma questdo bastante
discutida. Na verdade, a técnica requer certa experiéncia com procedimentos
moleculares, cuidado com o preparo das reagdes, e rigor na leitura e analise dos
fragmentos visualizados no gel. A quantidade e qualidade do DNA, a concentragao
de ions magnésio e da enzima DNA polimerase sao alguns dos aspectos que devem
ser considerados nos ensaios de RAPD. Deve-se dar preferéncia a protocolos de
extragcao de DNA que sejam simples e rapidos, como os que usam tampao CTAB ou
SDS (CRESTE; TULMANN NETO; FIGUEIRA, 2001). Porém, é importante que o
DNA nao esteja contaminado pela presenca de RNA, proteinas, polissacarideos e
compostos fendlicos, pois estas substancias podem diminuir ou até inibir a atividade

da DNA polimerase, proporcionando falsos polimorfismos.

A quantificaggo do DNA genbmico pode ser feita por comparagcdo da
intensidade de fluorescéncia de amostras de concentracdo conhecida de DNA
visualizada em gel de agarose corado com EtBr. Outra alternativa é a
espectrofotometria ou fluorimetria. Embora a leitura nestes aparelhos seja mais
rapida e pratica, moléculas degradadas de DNA também sdo quantificadas por

espectrofotometria. Portanto, a quantificagdo baseada em gel é mais recomendavel.
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Atualmente, ha fluorimetros que realizam leituras de otima qualidade, néo
incorporando nucleotideos livres e moléculas de fita simples a leitura (FERREIRA,;

GATTAPAGLIA, 1996).

Em geral, DNA em excesso na reagdo de PCR resulta na falha completa da
reacdo, ou em perfis eletroforéticos com arraste. Por outro lado, a baixa
concentracdo leva a padroes de amplificagdo com baixa ou nenhuma
reprodutibilidade. Em organismos eucariéticos, as concentragdes usuais variam de 5
a 30 ng de DNA por reagdo. Em organismos procarioticos, ha relatos da utilizagdo
de concentragdes que variam de 5 a 200 ng de DNA. Contudo, 1 ng de DNA tem
sido utilizado para insetos de pequeno porte com bons resultados no que diz

respeito a reprodutibilidade (LOPES et al., 2002).

A quantidade de ions magnésio influencia diretamente na reprodutibilidade
dos experimentos de RAPD, pois interfere na atividade da DNA polimerase, e
consequentemente, na intensidade das bandas visualizadas no gel. Geralmente, a
concentragao final de MgCl, varia entre 1,5 a 4,0 mM. A quantidade 6tima de DNA
polimerase € de 1 a 2 unidades internacionais por reagcao de volume final de 10 até
30 pl. Concentragdes acima de 2U podem resultar em amplificagdo nao-especifica

(CRESTE; TULMANN NETO; FIGUEIRA, 2001).

Os primers usados nos experimentos de RAPD sao compostos de 10 bases
de sequéncias arbitrarias, com no minimo de 50% de conteudo GC. Podem ser
sintetizados no proéprio laboratério ou, mais comumente, adquiridos comercialmente.
Para maximizar o numero de locos polimdrficos amplificados por primer, recomenda-
se testar, inicialmente, um grande numero de iniciadores e uma pequena amostra do

conjunto total de individuos. Os oligonucleotideos mais informativos sdo entéo
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selecionados visando proceder as analises do material genético (individuos,
populagdes, acessos, isolados), reduzindo-se o tempo e custo destas analises

(KLEIN et al., 1998).

Entre as técnicas baseadas em PCR, tem se reconhecido o uso do método
RAPD-PCR, como uma técnica que pode ser rapida e eficiente para a diferenciacao
intra e inter-especifica da maioria das espécies de bactérias associadas aos
alimentos. Um grande numero de estudos tem relatado o sucesso no uso da RAPD-
PCR para a diferenciacdo de cepas de BAL, principalmente em pesquisas que
trabalham com géneros e espécies conhecidas (KLEIN et al., 1998; GIRAFFA et al.,

2004; LOMBARDI et al., 2004; BARUZZ| et al., 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

As BAL tém reconhecida importancia como microrganismos com capacidade
antagonista a diversos patdgenos presente no leite. Contudo no Brasil, os dados
sobre a presenca de Bactérias Acido Laticas no leite cru sdo limitados, sendo assim
necessario o estudo de metodologias que facilitem a identificagdo e caracterizagao
destes microrganismos, principalmente daqueles que apresentam capacidade

antagonista.

Um grande numero de estudos tem relatado o sucesso no uso da RAPD-PCR
para a diferenciacdo de cepas de BAL, principalmente em pesquisas que trabalham
com géneros e espécies conhecidas (GIRAFFA et al., 2004; LOMBARDI et al., 2004;
BARUZZI et al., 2006). Contudo, a utilizagdo desta metodologia na identificagdo de

cepas selvagens carece de maiores estudos.

O conhecimento de quais géneros e espécies possuem capacidade
antagonista a microrganismos patogénicos € de grande interesse, podendo gerar
estudos de preservagao e seguranga baseados na reposigao ou introdugao destes
microrganismos como agentes protetores, como ocorre em outros tipos de alimentos
(BALDUINO; OLIVEIRA; HAULY, 1999; HOZAPEL; SCHILLINGER, 2002; DE

MARTINS; ALVES; FRANCO, 2002).
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3. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi a avaliagdo de protocolo alternativo para
caracterizacao molecular de BAL com marcadores de RAPD, utilizando-se 265
cepas de Bactérias Acido Laticas, com capacidade antagonista, isoladas de 27
amostras de leite cru, de propriedades dos municipios de Sao Bento do Una e

Saloda, do Agreste Pernambucano.
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RESUMO

PADRONIZACAO DE METODOLOGIA PARA CARACTERIZACAO MOLECULAR
POR RAPD - RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA, DE BACTERIAS
ACIDO LATICAS ISOLADAS DE LEITE CRU.

No Brasil, de modo geral, o leite é obtido sob condigbes higiénico-sanitarias
deficientes e, em consequéncia, apresenta baixa qualidade microbioldgica,
constituindo um risco a saude da populacdo quando consumido sem tratamento
térmico. Desta forma, varios grupos de microrganismos indesejaveis podem ser
detectados no leite cru, gerando alteragbes nas mais variadas condigbes. Em
resposta a esta situacao, diferentes estratégias estdo em estudo para melhoraria da
qualidade. Uma dessas estratégias é a bioconservagdo, que vem sendo cada vez
mais estudada, devido seu enorme potencial de aplicagdo nos mais variados tipos
de alimentos. As Bactérias Acido Laticas (BAL) sdo microrganismos adequados para
0 uso como bioconservadores devido a sua reconhecida importancia como
microrganismos com capacidade antagonista a diversos patdgenos presentes no
leite. Contudo, no Brasil, os dados sobre a presenca de BAL no leite cru sao
limitados, sendo assim necessario o estudo de metodologias que facilitem a
identificacéo e caracterizagdo destes microrganismos. Entretanto, entre as diferentes
especies de bactérias lacticas ocorre uma grande similaridade em relagdo as
necessidades nutricionais e condicdes de crescimento, que dificulta o uso de
métodos microbiolégicos classicos para identificacdo de géneros e espécies.
Pesquisas tém focado a aplicagcdo de técnicas de biologia molecular para a rapida
deteccao e diferenciagdao deste grupo de bactérias. As BAL tém sua classificacao
baseada em propriedades fenotipicas, incluindo parametros fisiologicos e padroes
de fermentagdo de acucares. Contudo, a correta classificagao e identificagdo das
BAL sao deficientes sem o suporte das técnicas genéticas. O objetivo deste trabalho
foi a avaliagcdo de um protocolo alternativo para caracterizagdao molecular de BAL
com marcadores de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), utilizando-se 265
cepas de Bactérias Acido Laticas, com capacidade antagonista a patdgenos,
isoladas de 27 amostras de leite cru, de propriedades dos municipios de Sdo Bento
do Una e Saloa, do Agreste Pernambucano. A técnica foi padronizada com sucesso
e apresentou reprodutibilidade, entretanto os resultados obtidos com os dois primers
utilizados nao foram suficientes para uma boa caracterizagdo molecular, sendo
necessaria a realizagdo de novos RAPDs com diferentes marcadores, para melhor
caracterizagao dos isolados.

PALAVRAS-CHAVES: Bactérias Acido Laticas (BAL), leite, antagonismo, RAPD,
Agreste Pernambucano.
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ABSTRACT

STANDARDIZATION OF METHODOLOGY FOR MOLECULAR
CHARACTERIZATION BY RAPD - RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA
OF LACTIC ACID BACTERIAS ISOLATED OF RAW MILK

The milk production in Brazil is usually conducted under poor hygienic conditions,
resulting in low microbiological quality, therefore constituting a risk for the population
when this milk is consumed without thermal treatment. In this form, some groups of
microorganisms can be detected in raw milk, and in general, the microbiota that
contaminates the milk has high capacity of multiplication, generating alterations in the
most varied conditions. In reply to this situation, different strategies are in study for
improve of the quality. One of these strategies is the bioconservation, that comes
more being each studied at time, had its enormous potential of application in the
most varied types of foods. The Lactic Acid Bacteria (LAB) are microorganisms
adjusted for the use as bioconservadores due its recognized importance as
microorganisms with antagonistic capacity the diverse pathogens present in milk.
However in Brazil, the data of presence of BAL in raw milk are limited, being thus
necessary the study of methodologies that facilitate to the identification and
characterization of these microorganisms. Between the different species of lactic
bacteria occur a great similarity in relation to the nutritional needs and conditions of
growth, which it makes the use of classic microbiological methods limited for the
identification when it comes to the genus level. Scientific works have focused the
application of molecular biology techniques for the fast detection and differentiation of
the LAB group. The LAB has its classification on phenotypic standards, including
physiological parameters and standards of sugar fermentation. However, the correct
classification and identification of the LAB group are deficient without the support of
the genetic techniques. However, the correct classification and identification of the
LAB group are deficient without the support of the genetic techniques. The aim of this
work was the standardization of alternative methodology for molecular
characterization by RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA , 265 isolates of
lactic acid bacteria from 27 samples of raw milk, from properties of the municipalities
of Sdo Bento do Una and Saloa from the Agreste of Pernambuco. The standardized
technique presented to successfully reproduce, however the results obtained with the
two primers used were not enough for a good molecular characterization, therefore it
will be necessary to do further RAPDs with different primers, for better
characterization of isolates.

KEY WORDS: Lactic Acid Bacterias (LAB), milk, antagonism, RAPD, Agreste of
Pernambuco.
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1. INTRODUCAO

As Bactérias Acido Laticas (BAL) compreendem um amplo grupo de
microrganismos Gram-positivos, ndo formadores de esporos. Geralmente sao
catalase negativos. Ocorrem na forma de cocos, cocobacilos e bacilos. Fermentam a
lactose, que pode ser degradada a acido latico (homofermentativos) ou a acido latico
e mais alguns produtos, como acetato, etanol, diéxido de carbono, formato ou
succinato (heterofermentativos) (SCHLEIFER et al., 1995). Os géneros mais
importantes das BAL s&do Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (JAY;

LOESSNER; GOLDEN, 2005).

Atualmente, as BAL vém assumindo grande importancia na industria de
alimentos e em saude publica por serem produtoras de substancias com conhecido
potencial inibitério a microrganismos deteriorantes ou patogénicos. Essa atividade
ocorre devido ao crescimento competitivo com outros microrganismos nos alimentos,
potencializado pelos efeitos inibitérios de seus metabdlitos (STILES, 1994; ADAMS;
MITCHELL, 2002; CARR; CHILL; MAIDA, 2002; DE MARTINS; ALVES; FRANCO,

2003).

Uma parcela significativa da microbiota do leite cru provavelmente é
constituida por bactérias acido laticas, que possuem um enorme potencial inibitério
em relagao a patégenos (NERO, 2005). Sendo assim, o leite cru constitui boa fonte
de BAL passiveis de serem utilizadas pela industria laticinista, especialmente pelo

fato de estarem adaptadas as condi¢cbes do clima e da matéria-prima, sendo ainda
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necessarios maiores estudos sobre suas caracteristicas individuais e especificas

(ALEXANDRE et al., 2002)

Entre as diferentes espécies de bactérias lacticas ocorre uma grande
similaridade em relagdo as necessidades nutricionais e condi¢cdes de crescimento, a
qual dificulta o uso de métodos microbioldgicos classicos para identificagdo destes a
nivel de género e espécie (DUBERNET; DESMASURES; GUEGUEN, 2002).
Pesquisas tém focado a aplicagcdo de técnicas de biologia molecular para a rapida
deteccédo e diferenciacdo das BAL (ROSSETTI; GIRAFFA, 2005). Entre as técnicas
baseadas em PCR, tem se reconhecido o uso do método RAPD-PCR, como uma
técnica que pode ser rapida e eficiente para a diferenciagao intra e inter-especifica
da maioria das espécies de bactérias associadas aos alimentos (BARUZZI et al.,

2006).

Um grande numero de estudos tem relatado o sucesso no uso da RAPD-PCR
para a diferenciacdo de cepas de BAL, principalmente em pesquisas que trabalham
com géneros e espécies conhecidas (GIRAFFA et al., 2004; LOMBARDI et al., 2004;
BARUZZI et al., 2006). Contudo, a utilizagdo desta metodologia na identificagdo de

cepas selvagens carece de maiores estudos.

O objetivo deste trabalho foi a avaliagdo de um protocolo alternativo para
caracterizacdo molecular de BAL com marcadores de RAPD, utilizando-se 265
cepas de Bactérias Acido Laticas, com capacidade antagonista, isoladas de 27
amostras de leite cru, de propriedades dos municipios de Sao Bento do Una e

Saloa, do Agreste Pernambucano.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecao e Preparacédo das amostras

Foram usadas 265 culturas de BAL, previamente isoladas, que apresentaram
antagonismo positivo, pela técnica de spot-on-the-lawn, a pelo menos um dos
patogénicos, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus. Das 265 culturas estudas, 238 (89,81%) apresentaram
resultado positivo para antagonismo a Listeria monocytogenes, sendo este o
patdgeno mais sensivel na reagcao de antagonismo. O antagonismo foi menor para
Staphylococcus aureus, 33 (12,45%). Apenas 9 (3,40%) das culturas apresentaram

antagonismo para os quatro patogenos (Tabela 1).

Todos os 265 isolados avaliados foram obtidos de 27 amostras de leite cru,
sendo que 20 (74,07%) eram de propriedades do municipio de Sao Bento do Una, e
7 (25,93%) do municipio de Saloa, ambas localizadas no Agreste pernambucano.
Sendo assim, dos 265 isolados avaliados, 237 (89,43%) eram oriundos das
amostras do municipio de Sado Bento do Una e 28 (10,57%) do municipio de Saloa.

O antagonismo aos patdgenos foi considerado na analise fenotipica.

Os isolados estavam estocados em 1 ml de caldo MRS (De Man, Rogosa
Sharp, OXOID®) com 30% de glicerol, e mantidos em temperatura de -18 °C, em
microtubo de 1,5 ml e foram recuperados em 5 ml de caldo MRS, por 72 horas a
temperatura de 30°C, para posteriormente serem estriados em placas contendo agar
sangue 5% utilizando método de esgotamento. As placas foram incubadas a 30°C

por 24 horas e verificou-se o crescimento e a pureza das culturas. Os testes de
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caracterizagao fenotipica, foram realizados a partir das culturas que cresceram neste

meio.

Tabela 1. Resultados de antagonismo aos patdgenos Listeria monocytogenes (LM), Salmonella
enteritidis (SE), Escherichia coli (EC), Staphylococcus aureus (SA), de 265 culturas de BAL isoladas
de amostras de leite cru, de propriedades do Agreste pernambucano.

®
% LM SE EC SA N° isBc,)Alﬁdos Freq(ioj/gncia
a
+ + - - 96 36,23
+ - - - 73 27,55
+ + + - 32 12,08
+ + - + 12 4,53
- + + - 12 4,53
+ - + - 10 3,77
° + + + + 9 3,40
é - + - - 8 3,02
£
< + - - + 5 1,89
_ + + + 5 1,89
- - + + 1 0,38
- - + - 1 0,38
+ - + + 1 0,38
- + - + 0 0,00
- - - + 0 0,00
Total 238 174 71 33 265 100,00
(%) 89,81 65,66 26,79 12,45

2.2. Avaliacéo Fenotipica

2.2.1. Crescimento em Agar Sangue.

Para o preparo de agar sangue, utilizou-se agar PCA (agar plate count,

OXOID®) com 5% de sangue de carneiro. Na placa de agar sangue verificou-se as
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caracteristicas de crescimento das culturas visualizando, tamanho (pequena/
grande), forma (lisa/ rugosa), cor (coloragao da cultura), presenga de hemdlise (total/
parcial) e consisténcia (seca/ mucdide), sendo essa ultima verificada com a al¢a de

platina estéril.

2.2.2. Coloragcéao de Gram

As culturas foram fixadas em laminas, e submetidas a coloragdo de Gram
(KONEMAN, 1993). Foram observadas a coloracdo, morfologia (cocos, cocobacilos
ou bacilos) tamanho e a disposicdo das células, se eram simples (isoladas),
dipldides (em pares), tétrade (agrupamentos de 4 células), e se apresentavam
formagdo em cadeia (disposicao linear) curtas ou longas ou cachos. As laminas

foram avaliadas em microscopio 6tico, com objetiva de 100X e 6leo de imerséo.

2.2.3. Prova da Catalase

Cada cultura foi colocada sobre uma lamina e entdo algumas gotas de
peréxido de hidrogénio a 3% eram aplicadas. Uma efervescéncia rapida indica a
acao da catalase sobre o peroxido, liberando oxigénio, sendo a prova positiva

(KONEMAN, 1993).

2.2.4. Provada Acidez

Culturas isoladas no agar sangue foram passadas para ao agar Pupura de
Bromocresol e encubadas a 30°C por 24 horas. O agar Purpura de Bromocresol com
lactose foi preparado de acordo com Mac Faddin (1980), e foi usado para verificar a
producado de acido latico que, acidifica o meio tornando-o amarelo. As culturas que

produziram acido latico apresentaram um halo amarelo a sua volta.
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2.3. Agrupamento Fenotipico

Estas provas foram utilizadas para realizar o agrupamento por caracteristicas
fenotipicas, facilitando assim a parte de identificacdo molecular. Para cada ponto
avaliado foi registrada a presenga ou auséncia das caracteristicas avaliadas. As
caracteristicas consideradas foram aquelas em que se encontrou pelo menos um

resultado positivo.

Com os resultados foi montada uma matriz binaria, utilizando Microsoft Office
Excel 2003. Aos resultados positivos foi atribuido o valor 1 e aos negativos 0. A
similaridade foi determinada por coeficiente simples de semelhanga, e o
agrupamento para correlagdo foi calculado por método da média aritmética néo
ponderada para agrupamento aos pares (UPGMA - Unweigthed pair group arithmetic
average), de acordo com Sneath & Sokal (1973), utilizando-se o software NTSYSpc
v.2.1, Exeter Software® - Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System

(ROHLF, 2004), sendo obtido o dendrograma.

2.4. Avaliacédo Molecular

Foram escolhidas 75 culturas, de acordo com cada agrupamento fenotipico,
para padronizacido das analises por RAPD-PCR. Foram utilizadas seis cepas padrao
para esta avaliagdo: Streptococcus thermophilus (NCDO 1968), Enterococcus
faecalis (ATCC 19843), Lactobacillus casei (CRL 705), Pediococcus pentosaceus
(BIOAGRO), Leuconostoc lactis (ATCC 19256) e Micrococcus luteus (ATCC 9341),

sendo esse Ultimo n&o pertencente ao grupo das BAL.
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2.4.1. Extracdo de DNA

A técnica foi realizada segundo Nomura (2006) com algumas adaptacgdes.
Apds crescimento em caldo MRS, 2 ml de cada amostra foram colocados em
microtubo de 2 ml. As células foram coletadas por centrifugagéo (14000 rpm, 10 min,
4 °C) e congeladas a -18 °C. Aos pellets congelados foram adicionados 780 ul de
tampao TENP 1% PVP (TRIS 0,1M; EDTA 0,5M; NaCl 0,05M; PVP - poli-
vinilpirrolidone 1%), 50 pl lisozima (20 ug.mi™), 50 pl proteinase K ( 10 pl.ml "), 100
ul RNAse (1 mg.ml™"),10 pl SDS (dodecil sulfato de sédio) e 10 ul CTAB (brometo de
cetiltrimetilaménio). Depois a mistura foi incubada por 30 min a 37°C, e mais 30 min
a 65°C. Para purificagcdo foram utilizados Fenol Equilibrado (pH 8), Clorofane
(solugao de fenol, cloroférmio e alcool isoamilico; 25:24:1) e Clorofil (solugéo de
cloroférmio e alcool isoamilico; 24:1). O DNA em solugéao foi precipitado pela adigéo
de 2 vezes o volume de Etanol Absoluto e mantido em freezer por pelo menos 1 h, e
apos centrifugacao (14000 rpm, 10 min, 4°C), foi feita a purificagdo com solugéo de
alcool 70%. O material foi ressuspendido em tampéao TE (TRIS-NaCl 5 mM; EDTA

1mM) ao volume final de 50 pl, e congeladas até sua utilizagao.

2.4.2. Quantificagao de DNA

Cada amostra de DNA obtida foi diluida 100 vezes em tampao TE (2 ul de
solugdo de DNA para 396 ul de TE), tendo sua concentragao e pureza determinadas
através da leitura de absorbancia em 260 nm (UV - Concentracdo do DNA em
mg.mlI™" = Absx100x50 pg.ml") e em 280 nm (quantificacdo de proteinas) no
espectrofotometro. A razdo entre as leituras em 260 nm e 280 nm (Axe0/Azgo) foi

indicativa do grau de pureza do DNA obtido, que ¢é ideal entre 1,8 a 1,9.
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A eletroforese para verificagao da qualidade do DNA extraido foi realizada em
gel de agarose 1,5%. A esse gel foi aplicado 5 pl de cada amostra, adicionada de 3
pl de corante azul de bromofenol (0,25% de azul de bromofenol + 60% de sacarose).
Apods a eletroforese o gel foi corado com brometo de etideo, sendo visualizado e

fotografado sob luz ultravioleta (UV).

2.4.3. RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA

A técnica de RAPD-PCR foi realizada com dois primers arbitrarios e reagenes
da Invitrogen™. Os primers usados foram o 1254 (5- CCGCAGCCAA - 3)

(TORRIANI et al 1999) e P3 (5-CTGCTGGGAC-3") (MANGIN et al. 1999).

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com volume final de 50 pl, com a
mistura de PCR contendo 50 ng de DNA, 1,5 ul de primer (50 pmol.pl'1), 2,5 ul de
MgCI2 (1 mM), 1 yl de dNTP ( 0,5 mM de cada dATP, dCTP, dGTP and dTTP), 0,3
Ml de Taq polimerase (5U.pl'1) 5 pl de tampéo para PCR (10x PCR buffer) e o agua
de injecdo para completar o volume final. As amplificacdes foram realizadas em
termociclador GeneAmp® PCR System 2400, programado para 94°C, 15 segundos,

94°C por 2 minutos, 35 ciclos de 2 minuto a a 36°C e 2 minutos a 68°C.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese, utilizando-se
géis de agarose a 1,5%. A corrida foi realizada a 90 V, por 3 horas, em tampéo
TAE 1X (0,04 M Trisacetato + 1 mM EDTA). Foram aplicados 10 yL da solugdo de
amplificagdo com 3 pL de tampé&o de carregamento (0,25% de azul de bromofenol +
60% de sacarose) por canaleta do gel. O marcador 1 Kb DNA Ladder (1 ug.ul”
Invitrogen™) foi utilizado como padrdo para calculo do peso molecular. Apos a

eletroforese o gel foi corado com brometo de etideo, sendo visualizado e fotografado
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sob luz ultravioleta (UV) para analise mais detalhada. Somente foram consideradas
as bandas monomorficas e polimérficas que se apresentarem de forma consistente e
reprodutivel nos géis de agarose. O peso molecular das bandas visualizadas foi

calculado através do programa Lablmage 1D 2006 Professional (v.3.3.3, Kapelan®).

2.5. Agrupamento Genético

Os resultados do RAPD-PCR foram utilizados para realizar o agrupamento
molecular. Para cada amostra avaliada foi registrada a presenga ou auséncia das
bandas no gel de agarose. Com os resultados do calculo dos pesos moleculares das
bandas visualizadas, foi montada uma matriz binaria, utilizando Microsoft Office
Excel 2003, as bandas presentes foi atribuido o valor 1 e as ausentes 0. A
similaridade foi determinada por coeficiente simples de semelhangca, e o
agrupamento para correlagdo foi calculado por método da média aritmética néo
ponderada para agrupamento aos pares (UPGMA - Unweigthed pair group arithmetic
average), de acordo com Sneath & Sokal (1973), utilizando-se o software NTSYSpc
v.2.1, Exeter Software® - Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System

(ROHLF, 2004).
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3. RESULTADOS

3.1. Analises fenotipicas

No crescimento em &gar sangue verificou-se que todas as culturas
apresentaram tamanho considerado pequeno (< 5 mm). Ocorreu o predominio da
forma lisa em 258 (97,36%) das culturas. No aspecto cor foram identificadas trés
cores (branco, cinza e amarelo), sendo que as culturas de coloragao branca foram
as mais frequente em 234 (88,30%). Na verificagdo da consisténcia, 224 (84,53%)
eram de consisténcia seca. Na avaliagdao da hemdlise, ndo ocorreu hemdlise total

em nenhuma das culturas e 22 (8,30%) apresentaram hemdlise parcial (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas de crescimento em agar sangue, de 265 culturas de BAL isoladas de
amostras de leite cru, de propriedades do Agreste pernambucano.

Aspectos Variaveis N° culturas Freqléncia (%)
Pequeno 265 100,00
Tamanho
Grande 0 0,00
Lisa 258 97,36
Forma
Rugosa 7 2,64
Branca 234 88,30
Cor Cinza 19 717
Amarela 12 4,53
Seca 224 84.53
Consisténcia
Mucoide 41 15,47
Parcial 22 8,30

Hemodlise
Total 0 0,00
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Na Coloracao de Gram todas as culturas foram Gram positivas. Com relagao
a morfologia ocorreu o predominio de cocos em 220 (83,02%), ndo sendo observado
nenhum bacilo. Em 212 (80,00%) das culturas foi visualizada a disposi¢cao de células

na forma tétrade que sdo agrupamentos de 4 células (Tabela 3).

Para a prova da catalase 256 (96,60%) das culturas foram negativas. Na

prova da acidez 253 (95,47%) foram positivas (Tabela 4).

Tabela 3. Aspectos morfocolorimétricos, de 265 culturas isoladas de amostras de leite cru, de
propriedades do Agreste pernambucano.

Aspectos Variaveis N° culturas FreqlUéncia (%)
Positivo 265 100,00
Gram
Negativo 0 0,00
Cocos 220 83,02
Morfologia Cocobacilos 45 16,98
Bacilos 0 0,00
Simples 265 100,00
Diploide 249 93,96
Conformacéo Tétrade 212 80,00
Cadeia Curta 58 21,89
Cadeia Longa 3 1,13

Tabela 4. Resultados das provas da catalase e acidez, de 265 culturas isoladas de amostras de leite
cru, de propriedades do Agreste pernambucano.

Aspectos Variaveis N° culturas Frequéncia (%)
Positivo 9 3,40
Prova da Catalase
Negativo 256 96,60
Positivo 253 95,47

Prova da Acidez
Negativo 12 4,53
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Para o agrupamento utilizando os resultados das caracteristicas fenotipicas,
foram consideradas 21 variaveis fenotipicas do total de 26 avaliadas inicialmente,
dentro dos 11 aspectos estudados. Ao avaliar o crescimento em &gar sangue,
verificou-se que nenhuma das culturas apresentou tamanho grande, sendo o

aspecto tamanho descartado.

As caracteristicas descartadas foram com relagdo a Coloragao de Gram, pois
todas as culturas foram gram positivas, nenhum apresentou a forma de bacilo. Em
relagao a reacao de hemdlise, ndo ocorreu hemdlise total em nenhuma das culturas,
sendo considerados apenas os resultados para hemdlise parcial. Essas

caracteristicas foram descartadas por n&do servirem como diferencial.

A analise dos resultados das caracteristicas fenotipicas resultou em um
dendrograma UPGMA demonstrado na figura 1. No dendrograma é possivel
visualizar 2 grupos com similaridade de 66%. O Grupo 1 apresentou 251 (94,71%)
dos isolados, o Grupo 2 foi formado por 14 (5,29%) dos isolados, sendo que o Grupo
1 apresentou uma grande variedade de sub-grupos em diferentes niveis de
similaridade. Os dois grupos quando avaliados a partir do nivel de similaridade de
75% comecgam a apresentar ramificacdes. Nesse nivel, € possivel visualizar 6 sub-
grupos e um isolado, formados dentro do Grupo 1, e a formacgéo de 3 sub-grupos no

Grupo 2.

Ao avaliar a distribuicdo das culturas, em relagdo aos municipios de origem,
verificou-se que o Grupo 1 apresentou 223 (94,10%) do total dos isolados de Séao
Bento do Una, e os 28 (100%) dos de Saloa. No Grupo 2 foram agrupados os outros

14 (5,90%) dos isolados de Sao Bento do Una.
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Figura 1. Dendrograma formado a partir de 20 caracteristicas fenotipicas, baseado no método
UPGMA, de 265 culturas de BAL isoladas de amostras de leite cru, de propriedades do Agreste
pernambucano.



54

3.2. Analise Molecular

Foram escolhidas 75 culturas para as analises por RAPD-PCR, segundo os
agrupamentos formados na andlise fenotipica, sendo 64 (85,35%) representantes do

municipio de Sdo Bento do Una, e 11 (14,65%) do municipio de Saloa.

A metodologia de extracdo de DNA utilizada se mostrou eficiente, pois foram
obtidos extratos finais com concentracdo média de DNA de 28,66 mg/mL, nas
leituras do espectrofotdmetro. O grau de pureza esteve na média de 1,35 para razao

Azs0/A280, € €em nenhum dos géis foi detectado a presenga de impurezas.

A amplificacdo de DNA, de todas as culturas, para os dois primers, teve boa
reprodutibilidade. Devido ao grande numero de culturas e a limitagdo de 20 amostras
por reagao, os padrbes das bandas foram obtidos em reagdes diferentes e dias
diferentes, mas sob o mesmo protocolo. Nao foram observadas diferencgas, pois os
produtos das reacgdes correram em condi¢des idénticas de eletroforese, para cada

primer utilizado.

As reagcbes com o primer 1254 geraram amplificagbes com bandas distintas,
variando o peso molecular na faixa de 325 bp até 4,3 Kb (figura 2). Ocorreram 51
padroes de distribuicdo de bandas, com variagdes de 5 a 14 bandas visualizadas.
Para o primer P3 a variagdo de peso molecular das bandas foi de 340 bp até 5,8 Kb,
com 56 padrdes de distribuicdo de bandas, com diferenca de 2 a 7 bandas (figura 3).
O primer 1254 apresentou maior polimorfismo, comparado com o primer P3 (figuras

2e3).
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Figura 2. Foto representativa do gel RAPD-PCR do primer 1254, de culturas de BAL isoladas de
amostras de leite cru, de propriedades do Agreste pernambucano. Linhas M = marcador molecular
1kb DNA Ladder; linhas de 2 — 44, diferentes padrdes de bandas mostrando alto polimorfismo.
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Figura 3. Foto representativa do gel RAPD-PCR do primer P3, de culturas de BAL isoladas de
amostras de leite cru, de propriedades do Agreste pernambucano. Linhas M = marcador molecular
1kb DNA Ladder; linhas de 2 — 44, diferentes padrées de bandas mostrando baixo polimorfismo.
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A analise numérica dos padroes RAPD-PCR obtidos para o primer 1254
foram reunidos em um dendrograma UPGMA apresentado na figura 4. Foram
obtidos 2 grupos com similaridade de 80%. O Grupo 1 apresentou 66 (88,00%) dos
isolados, o Grupo 2 foi formado por 9 (12,00%) dos isolados, sendo que no nivel de
83% de similaridade o primeiro grupo apresentou 2 sub-grupos distintos. A partir
desse nivel de similaridade, o sub-grupo 1A apresentou uma grande variedade de
ramificagcbes menores, formando 3 chaves, com 56 (84,85%) dos isolados do Grupo
1, bem diferente do sub-grupo 1B, que se manteve uniforme com 10 (15,15%) dos
isolados desse grupo. Ao nivel de similaridade de 88%, as chaves formadas no sub-
grupo 1A ficaram divididas da seguinte maneira: chave 1a com 17(30,35%), chave
1b com 35 (62,50%) e a chave 1c com 4 (7, 15%), dos isolados agrupados neste

sub-grupo.

No Grupo 1 verificou-se que dos 11 isolados representantes do municipio de
Saloa, 10 (90,90%) se encontram no sub-grupo 1A, sendo 7 (70,00%) da chave 1a,
e 3 (30,00%) da chave 1b. O sub-grupo 1B, foi formado apenas de isolados de S&o
Bento do Una. No Grupo 2, dos 9 isolados apenas 1 (11,11%) era representante do

municipio de Saloa.

Ao analisar os agrupamentos do primer 1254 sobre o aspecto do
antagonismo, verificou-se que do sub-grupo 1B, 6 (66,66%) dos isolados
apresentavam antagonismo a Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis, 2
(22,22%) apresentavam antagonismo apenas a Listeria monocytogenes, e 1

(11,11%) dos isolados apresentava antagonismo aos quatro patogenos.
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Figura 4. Dendrograma formado dos resultados do primer 1254, baseado no método UPGMA, de 75
culturas de BAL isoladas de amostras de leite cru, de propriedades do Agreste pernambucano. Grupo
1(G1); Grupo 2 (G2); Sub-grupo 1A (SG 1A); Sub-grupo (SG 1B); Chave 1A (CH 1a); Chave 1B (CH
1b); Chave (CH 1c). C1-Streptococcus thermophilus (NCDO 1968), C2-Enterococcus faecalis (ATCC

19843),

C3-Lactobacillus casei
Leuconostoc lactis (ATCC 19256) e C6- Micrococcus luteus (ATCC 9341).

(CRL 705),

C4-Pediococcus pentosaceus (BIOAGRO), C5-
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O Grupo 2 apresentou 4 (40,00%) isolados com antagonismo a Listeria
monocytogenes e Salmonella enteritidis, 3 (30,00%) isolados com antagonismo a
Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis e Escherichia coli, 3 (30,00%) com
antagonismo a Listeria monocytogenes, e 1 (10,00%) com antagonismo a

Salmonella enteritidis.

A distribuicdo dos seis controles dentro dos agrupamentos formados pelo
primer 1254, ficou dentro do Grupo 1, e separada da seguinte maneira: o
Lactobacillus casei (CRL 705) ficou dentro da chave 1a; o Streptococcus
thermophilus (NCDO 1968), o Pediococcus pentosaceus (BIOAGRO), e o
Micrococcus luteus (ATCC 9341) ficaram dentro da chave 1b, o Enterococcus
faecalis (ATCC 19843), ficou na chave 1c, e o Leuconostoc lactis (ATCC 19256)
ficou isolado dentro do sub-grupo 1A. A esse mesmo nivel de similaridade o sub-
grupo 1B e Grupo 2 ficaram sem correlagdo com os controles, que somente sao

separados a 95% de similaridade.

Para os resultados do RADP-PCR do primer P3 foi montado o dendrograma
UPGMA apresentado na figura 5. Os resultados para este primer ndo foram
satisfatérios para distingdo de grupos. Ao nivel de 83% de similaridade, se tem
apenas a formagdo de um grupo e a presenga de um isolado separado (figura 5).
Contudo, o sub-grupo 1B e o Grupo 2, agrupados no primer 1254, se mantiveram
agrupado em chaves distintas, pelo dendrograma do primer P3 ao nivel de 95% de

similaridade, sendo adicionado de mais alguns isolados.
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Figura 5. Dendrograma formado dos resultados do primer P3, baseado no método UPGMA, de 75
culturas de BAL isoladas de amostras de leite cru, de propriedades do Agreste pernambucano. Grupo
2 (G2); Sub-grupo (SG 1B). C1-Streptococcus thermophilus (NCDO 1968), C2-Enterococcus faecalis
(ATCC 19843), C3-Lactobacillus casei (CRL 705), C4-Pediococcus pentosaceus (BIOAGRO), C5-
Leuconostoc lactis (ATCC 19256) e C6- Micrococcus luteus (ATCC 9341).



60

Ao analisar os resultados dos RAPD-PCR dos dois primers juntos, foi formado
um dendrograma UPGMA (figura 6), que teve o formato semelhante ao
dendrograma formado pelos resultados do primer 1254, mas com a separagao dos
grupos e sub-grupos em niveis maiores de similaridade, € um maior niumero de
separagdes dentro do Grupo 1. Os Grupos 1 e 2 foram separados a 85% de

similaridade e os sub-grupos 1A e 1B foram diferenciados a partir de 87%.

N&o foi observada correlagdo dos agrupamentos genéticos com nenhuma das
caracteristicas fenotipicas nem com os locais de origem dos isolados. A distribuigdo
dos controles entre os grupos formados n&o foi efetiva. Esta analise ndo é
conclusiva, sendo necessario a realizacdo de novos RAPDs com diferentes
marcadores, para melhor caracterizagdo molecular. Os niveis de similaridade
utiizados para a separagao dos grupos deverao sofrer alteragdes apds a

incorporacao de novos marcadores RAPD.
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Figura 6. Dendrograma formado dos resultados do primer 1254 e P3 juntos, baseado no método
UPGMA, de 75 culturas de BAL isoladas de amostras de leite cru, de propriedades do Agreste
pernambucano. Grupo 1(G1); Grupo 2 (G2); Sub-grupo 1A (SG 1A); Sub-grupo (SG 1B). C1-
Streptococcus thermophilus (NCDO 1968), C2-Enterococcus faecalis (ATCC 19843), C3-Lactobacillus
casei (CRL 705), C4-Pediococcus pentosaceus (BIOAGRO), C5-Leuconostoc lactis (ATCC 19256) e
C6- Micrococcus luteus (ATCC 9341).
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4. DISCUSSAO

Com relagao aos resultados da avaliagdo fenotipica, se verificou que os
aspectos e metodologias utilizados, sdo passiveis de uma avaliagdo subjetiva, que
pode sofrer varias interferéncias tanto por parte do pesquisador como por variagdes
das técnicas. E importante destacar que as caracteristicas avaliadas nessas
metodologias ndo sdo exclusivas de um determinado género de BAL, ndo sendo
assim determinante em estudos de identificagdo mais abrangentes. Contudo, essas
técnicas podem ser utilizadas como ferramentas de triagem, na diferenciacdo das
BAL em relagcdo a outros grupos de microrganismos, ou quando se esta
pesquisando um unico género especifico de BAL, que possa ter sua distingao feita

por alguma dessas caracteristicas.

Com relagdo a saude publica, as BAL sao potencialmente importantes no
controle de microrganismos indesejaveis em alimentos, pois podem interferir com a
multiplicagdo de bactérias deteriorantes e patogénicas por meio de varios
mecanismos: competicdo por oxigénio, competi¢cao por sitios de ligagdo e produgao
de substancias antagonistas. (DE MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2003). Os
resultados da avaliacdo da distribuicdo do antagonismo fortalecem a possibilidade
da utilizagdo desse grupo de microrganismo como bioconservante, principalmente
contra os patdégenos Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis, ja que esses
patdbgenos foram os mais sensiveis ao antagonismo. A ag¢do antagonista, de
diferentes géneros de BAL aos variados patdégenos e microrganismos indicadores
em alimentos é descrita em diversos estudos (DABES et al., 2001; ALEXANDRE et

al., 2002; MACIEL et al., 2003; RODRIGUEZ et al., 2005; MUFANDAEDZA et al.,
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2006). Isso demonstra que a agao antagonista ndo é exclusiva de um determinado

género.

Um grande numero de estudos tem relatado o sucesso no uso da RAPD-PCR
para a diferenciacdo de cepas de BAL, principalmente em pesquisas que trabalham
com géneros e espécies conhecidas (GIRAFFA et al., 2004; LOMBARDI et al., 2004;
BARUZZ| et al., 2006). Contudo, suas limitagbes precisam ser bem administradas e
controladas, sendo necessario, certa experiéncia com procedimentos moleculares,
cuidado com o preparo das reagdes, e rigor na leitura e analise dos fragmentos

visualizados no gel (WILLIAMS; RAFALSKI; TINGEY,1993; LOPES et al., 2002).

A eficiéncia dos marcadores RAPD, na analise de BAL, & melhor observada
em pesquisas que trabalham com géneros e espécies conhecidas, onde nos
agrupamentos € possivel visualizar a diferenciagdo entre espécies e subespécies
(GIRAFFA et al., 2004; LOMBARDI, 2004; BARUZZI et al., 2006). Para a obtengao
de bons resultados na técnica de RAPD, quando se trabalha com culturas
desconhecidas, é importante o uso de diferentes primers, para a sele¢do dos
melhores (KLEIN et al., 1998). O uso dos primers 1254 e P3 apresentam bons
resultados em diferentes trabalhos (MANGIN et al., 1999; ROMALDE et al., 1999;
TORRIANI et al., 1999; NOMURA et al., 2006). Entretanto, neste trabalho o primer
1254 apresentou melhores resultados em relacdo ao P3. O uso do primer P3
apresentou baixo polimorfismo, o que dificultou a caracterizacdo e separacado de
grupos. Os resultados do primer 1254 podem ser mais bem aproveitados apos o uso

de outros primers que apresente resultados similares ou melhores.

O RAPD-PCR é um método molecular conveniente para a identificacdo de

géneros e espécies de BAL, por ser eficiente na diferenciagdo genética, além de
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apresentar baixo consumo de tempo e material, quando comparado com outras
metodologias. Contudo, a constru¢ao de uma base de dados consistente para a
caracterizagado a nivel de género e/ou espécie, é dificultada sem a utilizagdo de
primers que apresentem bons resultados. Uma variedade de diferentes primers deve
ser testada, a partir da metodologia de extracdo e amplificacdo padronizada, para
que se possa indicar um conjunto de primers que, quando utilizados numa mesma
analise molecular, permita a separagdao com similaridade suficiente para

identificacdo de géneros e espécies de BAL.
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5. CONCLUSAO

A metodologia padronizada para extracdo de DNA, foi eficiente e permitiu
niveis de pureza suficiente para a realizagdo da analise com marcadores RAPD. A
amplificagdo de DNA, de todas as culturas, para os dois primers, teve boa
reprodutibilidade dando credibilidade para a caracterizacdo molecular de BAL com

marcadores de RAPD.

Os resultados obtidos com os dois primers utilizados ndo foram suficientes
para uma boa caracterizacdo molecular, sendo necessario a realizagdo de novos
RAPDs com diferentes marcadores, para que se obtenha agrupamentos mais
especificos e melhor caracterizados, e assim, obter um melhor aproveitamento na

analise de sequenciamento genético.
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8. APENDICE

8.1. Perspectivas

A analise do sequienciamento de DNA sera realiza em etapa posterior, apds a
definigdo dos agrupamentos, através de analises com outros marcadores RAPD-

PCR, utilizando pelo menos um representante de cada sub-grupo formado.

O sequenciamento permitira a identificacdo efetiva dos microrganismos
avaliados podendo ser feita a correlagdo com os grupos formados na analise por

RAPD — PCR.
8.1.1. Sequenciamento de DNA

Serdo selecionados isolados de acordo com o numero de agrupamentos
formados na RAPD-PCR, para o sequenciamento. A amplificacdo das sequéncias
16S rDNA dos isolados utilizara os primers Y1 (5TGG CTC AGA ACG AAC GCT
GGC GGC) e Y3 (5'CTA GAC CCC ACT TAC GCA TTG TTC CAT) (YOUNG et al.,
1991). A mistura de reacdo em ambas analises contera 5 ng de DNA dos isolados,
0,2 uyM de cada primer, 0,2 mM de cada dNTPs, 3,0 mM de MgCI2, 1,0 U de Taq
DNA polimerase em 20mM de Tris HCI pH 8,4 e 50 mM de KCI. O volume da reacao
sera de 50 pL. A reagédo de amplificagdo seguira com uma etapa de desnaturagéo
inicial (94°C, 3 min), seguida de 35 ciclos de desnaturagdo (94°C, 30 segundos),
anelamento (60 °C, 30 segundos) e extensdo (72 °C, 1 min), e uma extensao final
(72°C) por 5 min. Apos amplificagao, 5 yl de cada reagédo de PCR sera avaliado por
eletroforese em gel de agarose (1% p/v) em tamp&o TAE 1X e corado com brometo

de etideo para visualizagdo sob luz ultravioleta. As amostras que apresentarem
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banda no tamanho esperado (1603 pb) serdo tratadas para reacdo de

sequenciamento.

8.1.2. Reacao de segiienciamento do fragmento amplificado

Os fragmentos da subunidade 16S amplificados pela reacdo de PCR serao
precipitados segundo (NICOLETTI; CONDORELLI, 1993) modificado. Os fragmentos
serao precipitados com 1 mM de NaCl e 11% de PEG (polietilenoglicol 8.000) por 24
horas a 4 °C. Em seguida as amostras serdao centrifugadas (12.000 G por 40
minutos) e lavados com 150 uL de etanol 70%, seguidos de nova centrifugagéao
(12.000 G por 10 minutos). Os fragmentos serdo entao eluidos em 15 ul de agua
milli Q esterilizada. Deste material, serdo utilizados 2 ul nas reagdes de
sequenciamento, utilizando primers internos ao fragmento amplificado visando cobrir
toda a extensao destes fragmentos. A reacdo de sequenciamento sera feita
utilizando o “kit” comercial DYEnamicTM ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
(Amersham Pharmacia Biotech, Inc.) em um sequenciador automatico MegaBace

1000.

8.1.3. Bioinformatica para a avaliacdo dos resultados

Programas de informatica dirigidos para o tratamento de resultados de
analises biologicas, ou ferramentas de bioinformatica, serdo utilizados na maioria
das etapas do projeto proposto. O pacote de programas Phred/Phrap/Consed ira
permitir avaliar a qualidade dos resultados de sequenciamento e obter montagens
dos fragmentos amplificados, principalmente dos genes maiores, aumentando a
confiabilidade das analises filogenéticas realizadas pelo programa Philip, baseado

em algoritmos heuristicos, e MrBayes baseados em algoritmos bayesianos.
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8.3. Protocolo utilizado para extragdo de DNA

Pellet Congelado » Cent{gg%grrgﬁiffog] !
Adicionar:
- 880 pl TEMP 1% PVP. (1%) Sg;iﬁgg:;;
- 50 pl Lisozima (20ug/mL) Adicionar 1 mL de
- 50 pl Proteinase (10mg/mL) alcool 70%

- 100 pl RNASE (Img/mL)

-10pl SDs. Centrifugar por 15 min. /
-10ul CTAB 14000 rpm/ 4°C
(Tota=1mL)
Homogeneizar. Desprezar o sobrenadante.
Aquecer em Banho por Secar em estufa por 15 min.
30 min. / 37°C. i
Aquecer em Banho por Adicionar 50 pl de TE.
30 min. / 65°C. 7
v Homogeneizar.
Adicionar 0,9 mL de Fenol Aquecer em Banho por
Equilibrado (pH 8). 30 min. / 37°C.
v . Adicionar os dois
Homogeneizar. volumes em 1
Centrifugar por 15 min. / of de 1 L
14000 rpm/ 4°C eppendorf de 1,5 mL.
y
Desprezar Sedimento. Congelar em Freezer.
Adicionar 1 mL de
Clorofano.

Homogeneizar.
Centrifugar por 15 min. /
14000 rpm/ 4°C
v
Desprezar Sedimento.
Adicionar 1 mL de Solucao
Cloroférmio e Alc. Isoamil.

v

Homogeneizar.
Centrifugar por 15 min. /
14000 rpm/ 4°C
y
Desprezar Sedimento.

Dividir sobrenadante em 2 volumes.

1 400 pyl em eppendorf de 1,5 mL.
Adicionar 1 mL de Etanol Absoluto por tubo.

Deixar sedimentar em Freezer
por pelo menos 1 h.
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