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Avaliacao de protocolos de extracdo de DNA gendmico na verificacao
da presenca de Listeria monocytogenes por PCR

Evaluation of protocols for genomic DNA extration of the verification of Listeria
monocytogenes presence by PCR
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Resumo: Listeria monocytogenes € um patdgeno transmitido por alimentos
que pode causar sérias doencas, principalmente em individuos imunodeprimidos. A
identificacdo rapida e precisa desta bactéria nos alimentos é uma grande aliada na
prevencdo da sua transmissao. Os métodos moleculares tém se mostrado efetivos no que
se refere a estes quesitos, no entanto, ainda é dificil determinar a melhor técnica de
extracdo do DNA em funcdo das caracteristicas de cada micro-organismo. A eficiéncia
da PCR depende de DNA em quantidade e qualidade satisfatérios. O presente trabalho
teve por objetivo avaliar duas técnicas de extracdo de DNA, uma por detergente CTAB
e outra por lise térmica. Foram utilizadas quatro cepas de L. monocytogenes, sendo uma
ATCC 19117 e trés isoladas de ambiente industrial (ralos de um frigorifico),
previamente identificadas por métodos convencionais e confirmadas por métodos
moleculares. A extracdo por lise térmica apresentou resultados satisfatorios,
proporcionando a visualizacdo de bandas visiveis e sem interferentes na reacdo de PCR.
A lise térmica mostrou-se um bom protocolo de extracdo, pois além de fornecer DNA
na quantidade e qualidade necessaria para a amplificacdo, € uma técnica simples, rapida

e barata.
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Abstract: Listeria monocytogenes is a pathogen transmitted by foods that can
cause serious illness, especially in immunocompromised individuals. The rapid and
accurate identification of these bacteria in foods is a great ally in preventing its
transmission. The molecular methods have proven to be effective for that; however, is
still difficult to determine the optimal DNA extraction technique based on the
characteristics of each microorganism. The efficiency of PCR depends on satisfactory
amounts and quality of DNA. This study aimed to evaluate two DNA extraction
techniques, CTAB detergent and thermal lysis. Four strains of L. monocytogenes were
used, one ATCC 19117 and three isolated industrial environment (thinning of a
slaughterhouse), previously identified by conventional methods and confirmed by
molecular methods. The extraction by thermal lysis showed satisfactory results,
providing visualization of visible bands and without interfering in the PCR reaction.
The thermal lysis proved to be an adequate extraction protocol, as well as providing the
amounts and quality of DNA required for the amplification, being simple, fast and an
inexpensive technique.
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Introducéo

O género Listeria compreende
seis espécies: L. monocytogenes, L.
innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L.
welshimeri e L. grayi (LIU, 2006). S&o
bactérias resistentes a grandes variacdes
de pH, temperatura e concentragGes
salinas; em funcéo destas
caracteristicas, podem estar presentes
em ampla variedade de ambientes,
incluindo solo, &gua, efluentes e
alimentos (GANDHI et al., 2007).
Somente duas espécies do género sao
consideradas patogénicas, L.
monocytogenes para 0 homem e outros
animais e L. ivanovii para outros
mamiferos (LIU, 2006). A doenca
causada no homem inclui infeccdes
severas, como septicemias, encefalite,
meningite e aborto, com altas taxas de
hospitalizacbes e mortes. Acomete
principalmente pessoas idosas, recém-
individuos

nascidos, gestantes e

imunocomprometidos

(SWAMINATHAN & GERNER-
SMIDT, 2007).

A listeriose em humanos, apesar
de apresentar menor incidéncia em
comparagdo com outras doengas
veiculadas por alimentos, tem sido
responsavel por até um terco dos 6bitos
em decorréncia desse grupo de
enfermidades (EFSA, 2013). Os casos
de listeriose em humanos sdo causados
quase que exclusivamente por L.
monocytogenes, portanto essa especie
tem sido o foco dos critérios
microbioldgicos em legislacGes
concernentes a  inocuidade  dos
alimentos.

O parametro auséncia de L.
monocytogenes tem sido adotado, de
acordo com o pais, para alimentos de
pronto consumo em geral, ou apenas
para aqueles que serdo consumidos por
grupos de risco, ou que propiciam a

multiplicacdo da bactéria (YANG et

al., 2006; EFSA, 2013).
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Os métodos tradicionais de
isolamento de L. monocytogenes,
aprovados por agéncias regulamentares,
requerem varios dias para serem
concluidos, pois exigem enriquecimento
seletivo, plagueamento em meios
seletivos e confirmagdo bioquimica dos
isolados (GASANOV et al., 2005).

Varios metodos envolvendo
genes estdo sendo utilizados com éxito
na tipagem  molecular de L.
monocytogenes (PARISI et al., 2010;
DESTRO, 2000). De acordo com
CORCORAN et al. (2006), o ajuste de
técnicas envolvendo 0s processos
fenotipicos com genotipicos tende a ser
benéfico na averiguacdo de ocorréncias
de surtos de listeriose, ja que 0s
fenotipicos séo Uteis para uma primeira
despistagem, relativamente a vicéncia
de relacdo de afinidade entre estirpes, e
0S genotipicos para a sustentacdo das
relacBes existentes. Dentre as técnicas

existentes, destaca-se a PCR (Reacéo

em Cadeia pela Polimerase), a qual

tornou-se 0 método genético mais
conhecida e utilizada em diagndstico
microbiologico (MALORNY et al,
2003).

Uma das etapas decisivas nas
analises moleculares é o isolamento do
DNA bacteriano em quantidade e
qualidade suficiente para amplificacéo
pela PCR. Para extracio de DNA
podem ser  empregados  Varios
procedimentos de rompimento da
parede celular em bactérias, que podem
ser  classificados em métodos
enzimaticos, quimicos, ndo-mecanicos e
mecanicos (PERSSON et al., 2011). No
entanto, hd uma grande diferenca na
quantidade e na qualidade do DNA
obtido em funcdo da técnica de extracao
utilizada (QUIGLEY et al., 2012). A
extracdo e purificacdo do DNA
bacteriano é uma etapa fundamental
para 0 sucesso da reacdo de PCR,
considerando que os alimentos, assim

como outras amostras  organicas,

apresentam grande quantidade de
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inibidores, que interferem diretamente
na amplificacdo do DNA (LIU, 2008).
Existem diversos métodos para a
extragdo do DNA a ser utilizado nas
analises moleculares, o que dificulta a
escolha de um protocolo padrdo. O
presente trabalho tem por objetivo
avaliar o uso de duas metodologias para
isolamento de DNA genbmico de L.
monocytogenes, de modo a estabelecer
um protocolo eficiente na identificagdo
deste micro-organismo.
Material e Métodos
Para a realizacdo  deste
experimento foram utilizadas 4 cepas de
L. monocytogenes, sendo uma cepa
ATCC 19117 e trés isoladas de
ambiente industrial (ralos de um
frigorifico), previamente identificadas
por  métodos  convencionais e
confirmadas por métodos moleculares.
As amostras foram incubadas no
Laboratério de Microbiologia da

Universidade Tecnoldgica Federal do

Parana — Campus Ponta Grossa - PR,

em caldo BHI a 37 °C por 18h, 24h e
36h para determinacdo do tempo ideal
de incubagdo. Logo apo6s, foram
encaminhadas para o Laboratério de
Bioengenharia do mesmo Campus, para
posterior extragdo de DNA e reagdo de
PCR.

Extracdo de DNA

Foram testados dois protocolos
de extracdo de DNA bacteriano, um
deles utilizando CTAB e outro
utilizando a técnica de lise térmica.
Extracdo com detergente CTAB

Para extracdo de DNA das cepas
bacterianas, utilizou-se o protocolo
proposto por Olindo et al. (2009), no
qual uma quantidade de 2,5 mL de
amostra foram precipitados em tubos de
microcentrifuga com 1,7 mL por meio
de um pulso de centrifugacdo a 14.000
rpm. O sobrenadante foi eliminado e
este processo foi repetido até que todo o
volume (2,5 mL) fosse precipitado. Ao
pellet obtido foram adicionados 700 mL

de tampdo de extracdo (1,4 M NaCl,
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100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 20mM
EDTA, pH8,0; PVP-40 1%; CTAB 2%,
Proteinase K, 20mg/mL; 0-
Mercaptoetanol 0,2%). A solugdo foi
misturada em voértex e incubada por 30
minutos a 65°C em banho-maria, sendo
misturada com o cuidado de ndo se
fazer movimentos bruscos a cada 10
minutos. Foram acrescentados 650 pL
de cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1),
a solucdo foi homogeneizada até formar
uma emulsdo e centrifugada a 14.000
rpm durante 7 minutos. A fase aquosa
foi transferida para um novo tubo e
adicionada de 200 mL de tampédo de
extracao sem Proteinase K,
homogeneizado, e adicionados entdo
650 uL de  cloroférmio:alcool-
isoamilico  (24:1), homogeneizada
novamente e centrifugada a 14.000 rpm
por 7 minutos. O processo com 650 pL
de cloroférmio:alcool-isoamilico (24:1)
foi repetido por mais duas vezes até que

a fase aquosa adquirisse aparéncia

translicida. O DNA foi precipitado com

1 volume de Isopropanol conservado
em temperatura ambiente,
homogeneizado e centrifugado a 14.000
rpm durante 7 minutos. O sobrenadante
foi entdo removido e a superficie do
precipitado foi lavada por duas vezes
com 70 mL de etanol 70%, preparado
um pouco antes do uso. A cada lavagem
0 precipitado foi centrifugado por 2
minutos a 14.000 rpm. Em seguida o
pellet foi seco em temperatura ambiente
por 30 minutos e ressuspendido em 40
uL de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1
mM EDTA, pH 8,0 + 10 mg/uL de
RNAse) e deixado em banho-maria a
37°C por 30 minutos.
Extracéo por lise térmica

Para o procedimento de extracdo
de DNA, seguiu-se o protocolo utilizado
por Peres et al. (2010), utilizando o
método de lise térmica com adaptacdes.
Tranferiu-se 2 ml de cada amostra para
um microtubo estéril. Apos
centrifugacdo a 5.000 rpm durante 4

minutos, o sobrenadante foi desprezado,
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0 pellet foi lavado trés vezes com 500 pl
de tampdo TE (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 7,8) e submetido a uma
centrifugacdo por dois minutos a 5.000
rpm. O pellet foi suspenso novamente
em 100 pl de TE e mantido no banho
seco, com temperatura de 98° por 10
minutos. Em seguida foi feita
centrifugagdo a 12.000 g durante 30
segundos e o sobrenadante foi estocado
a -20°C para posterior utilizacéo.

Reacdo da PCR

Para a reacdo de PCR, seguiu-se
0 protocolo descrito por Peres et al.
(2010) com adaptacdes devido a marcas
de reagentes e também equipamentos. A
reacdo denominada “mix”, continha 1 pl
de cada primer (10 uM), 5 pl de tampéo

de PCR 10 X, 1,5 pl de MgCI2

(50mM), 1 ul da mistura de
nucleotideos (10 mM), 0,2 U de Taq
polimerase, 3ul de DNA bacteriano e
agua Milli-Q para completar um volume
de 25 pl. As condicOes de amplificacdo
foram: 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de
30 segundos a 94°C, 45 segundos a
temperatura de anelamento dos primers,
que foi 50°C e 45 segundos a 72°C, e
uma extens&o final de 5 minutos a 72°C,
como descrito por Aznar e Alarcon
(2003). Como controle positivo da
reacdo, utilizou-se DNA extraido da
amostra de L. monocytogenes ATCC
19117, e como controle negativo, agua
Milli-Q  esterilizada. Os  primers
utilizados na reacdo estdo descritos na

Tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados na reacdo da PCR para identificacdo de Listeria

monocytogenes
Primers Gene- Produto amplificado (pb) Referéncia
CCTAAGACGCCAATCG h%xOF 702pb BORDER et al.
AA hlyA R (1990)
AAGCGCTTGCAACTGC
TC
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Os fragmentos de DNA
amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose,
aproximadamente uma hora utilizando-
se 70 volts. O gel de agarose foi
submerso em solucdo de brometo de
etidio na concentracdo de 0,5 pg/mL,
por 10 minutos e fotodocumentados em
transiluminador ultravioleta utilizando
software LpiX Image para a
visualizacdo das bandas. Utilizou-se
marcador de peso molecular de 100 pb
para estimativa do tamanho dos
produtos de PCR.

Resultados e Discussao

O tempo ideal de incubacdo das
cepas em caldo BHI foi de 24h a 37 °C.
O Periodo de 18h  mostrou-se
ineficiente, uma vez que a cultura ndo
atingiu a fase estacionaria da curva de
crescimento, ndo produzindo assim a
massa celular necessaria para a extracao
do DNA na quantidade necessaria. Silva

(2010), disserta que ao inocular L.

monocytogenes em meio liquido de BHI
a 37 °C, observa-se uma turvagdo no
meio somente ap06s 18-24 h.

O periodo de 36h também se
mostrou eficiente neste estudo; o
mesmo resultado foi relatado CESAR et
al. (2011). No entanto, este tempo de
incubacdo pode ser considerado uma
desvantagem quando se procura rapidez
no resultado, uma vez que, como
observado anteriormente, com 24 horas
consegue-se uma boa quantidade de
biomassa para realizacdo das analises de
PCR.

A guantidade de massa celular é
importante para facilitar a extracdo do
DNA na quantidade e qualidade
necessaria para a reacdo de PCR.
Avaliando-se os protocolos de extracédo
testados, verificou-se que o produto da
extracdo de DNA por CTAB apresentou
pouca quantidade e qualidade para a
reacdo de PCR. Resultados semelhantes

foram observados por Mesquita et al.
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(2001) que utilizou protocolo com
CTAB e a proteinase K, apresentando
baixa quantidade de DNA e alta
quantidade de proteina. Esse fato pode
representar a causa mais provavel da
ndo amplificacdo pela PCR do DNA
obtido com esta metodologia de
extracdo. No entanto, a extragéo por lise
térmica apresentou DNA em quantidade
e qualidade satisfatorios para a
amplificacdo pela reacdo de PCR

(Figura 1). Produtos de PCR de boa

qualidade a partir de lisado celular de L.
monocytogenes ja foram descritos em
outros estudos (FLUIT et al., 1993;
AZNAR & ALARCON, 2003; ASLAM
et al., 2003; RIPJENS & HERMAN,
2004). A extracdo por lise térmica €
mais rapida e simples, por utilizar
pequenas quantidades de solugbes-
tampdo, sendo assim mais econémica,
oferecendo menos riscos a saide do
manipulador e causa menos impactos ao

meio ambiente (GARCIA et al., 2008).

Figura 1 - Produtos de amplificacdo de 702pb, especificos de L. monocytogenes, obtidos pelo

método de extracdo de DNA por lise térmica (M: marcador de peso molecular; CP: controle

positivo, 1,2,3,4: amostras, CN: controle negativo)

Flores et al. (2003) comparam
dois métodos de extracdo de DNA — a

extragcdo por tratamento térmico e a

técnica de extracdo pelo CTAB — em
amostras de 100 ovos de galinha

contaminados artificialmente com uma
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cepa de L. monocytogenes. O material
obtido com as extragdes foi submetido a
PCR. Comparando o0s métodos de
extragdo, observou-se diferenca na
capacidade de deteccédo, considerando o
método com CTAB eficaz, mas com
baixa quantidade de DNA,
assemelhando-se ao resultado
encontrado nesta pesquisa.

Em outro estudo conduzido por
Germini et al. (2009) os autores
descrevem quatro diferentes
procedimentos de extracdo de DNA
para deteccdo de L. monocitogenes e E.
coli em ovos. O melhor desempenho
descrito pelos autores também foi o do
método que utiliza a lise celular
térmica.

Brankica et al. (2011) constata
que a PCR é um método rapido e
eficiente na  deteccdo de L.
monocytogenes, mas cuja aplicacdo
correta a amostras de alimentos esta

limitada, por estes terem geralmente

baixas concentracbes de agentes

patogénicos, populagdes bacterianas
heterogéneas e elevados volumes de
matriz de alimento que contém
substancias que podem inibir alguns dos
compostos da reacéo de PCR .

A PCR destaca-se como técnica
complementar, ja que é utilizada na
confirmacdo de resultados, o que é
muito comum nas pesquisas cientificas.
Nestes casos, as técnicas convencionais
sdo utilizadas nas etapas iniciais da
pesquisa e a PCR substitui a
identificacdo bioquimica por ser mais
rapida e confiavel. Além da técnica de
PCR apresentar maior sensibilidade que
a identificacdo bioquimica, o tempo de
analise é reduzido significativamente, o
que €é de grande interesse para a
industria de alimentos (FRECE et al.,
2010).

Atualmente sdo encontrados no
mercado diversos Kkits para extracdo
com bons resultados no que se refere a
qualidade e quantidade de DNA,

facilitando muito a rotina no laboratorio
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(QUIGLEY et al., 2012). No entanto,
estes Kits ainda apresentam elevado
custo, inviabilizando muitas vezes a
analise em laboratdrios de rotina.

Estudos que confirmem a
eficiéncia da metodologia para extracao
do DNA bacteriano facilitam a escolha
por pesquisadores no momento de
implementar uma  metodologia e
contribuem para o desenvolvimento da
técnica de PCR como ferramenta no
controle de qualidade na industria de
alimentos.
Concluséo

As técnicas moleculares estdo
cada vez mais presentes  nos
laboratérios de controle de qualidade
bem como em laboratdrios de pesquisa
na éarea de alimentos, pois ja
comprovaram ser alternativas viaveis e
confidveis no diagndstico de patdgenos.
No entanto, o sucesso da deteccdo
depende da escolha correta de
protocolos de analise. A extracdo do

DNA bacteriano é uma etapa

fundamental deste processo e a escolha
do protocolo ideal pode levar tempo.

A extragdo do DNA de L.
monocytogenes por lise térmica se
mostrou  eficiente, favorecendo a
amplificacdo durante a PCR. Além
disso, trata-se de uma metodologia
simples, réapida e barata, o que viabiliza
sua utilizacgho na rotina de um
laboratorio.
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