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Tendéncia Mundial

" Qualidade e Inocuidade dos Alimentos:

— Monitoramento dos Riscos

* Analise FQ
* Analise Microscopica
* Analise Microbiologica
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Qualidade dos Alimentos

" Verificada pelos MO Indicadores:

— Bactérias aerobias mesadfilas, psicrotroficas e termofilas
— S. aureus — homem -> veiculador

— Fungos - limpeza do local

— Contaminacao fecal (coliformes T,TT, E. coli)
— Enterobacteriaceae (preferéncia)
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Inocuidade

" Verificada pelos patogenos:

— Gram-positivos (intoxicacao)
— Gram-negativos (infeccao)
— Fungos produtores de micotoxinas

— Virus
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S. aureus

g ' N .
E. coli Salmonella Campylobacter
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Excretas de rato (6,5x)

Acaro (25x) Acaro (30x) Acaro (200x)
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75% novas doencas = patdégenos oriundos de animais / produtos
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Produc&o industrial de Intercambio internacional de animais/
alimentos de origem animal produtos
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Introducao e disseminacgao de patdégenos
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Preocupacao por parte das
autoridades
de saude publica

Implementacao de programas
de controle microbioldgico

l

Meétodos de
analise eficientes

Mét. tradicional
ISO: incentivo métodos sensiveis
escolha mét. rapido: custo, aceito

Empresas e consumidores
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Metodos de Verificagcao

= Meétodos tradicionais / cultivo / classicos

" Meétodos alternativos / rapidos
— Por que a procura?
— Para que servem?
— Usado em que situacoes?
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Metodos Tradicionais

" Meios de cultura nao seletivos, seletivos,
complementados por provas bioquimicas

= Utilizam testes morfologicos

" Testes sorologicos

13
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i ) Que demoral
Métodos Tradicionals

()

" Problemas

— Trabalhosos / requerem muito material .w o
— Demorados ¥ 2
— Requerem laboratorista treinado

— Sujeito a falhas na interpretacao dos resultados
— Sensibilidade insuficiente (capacidade de detectar)

— Especificidade insuficiente (detectar apenas o alvo)

— Repetitividade baixa (resultado ndo sera o mesmo)

— Reprodutividade baixa (resultado estatisticamente diferente)

-
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Métodos Tradicionais

= Farber et al. (2001)

— Resultados de testes bioquimicos podem apresentar variabilidade
pela acido de fatores ambientais sobre a expressao génica

— Baixo poder discriminatorio
— Risco de interpretacoes errbneas

— Utilizacado de um numero grande de determinacoes
microbiologicas (custo de analise muito elevado)
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Métodos Tradicionais

" Martin et al. (2006)

— Métodos ftradicionais, embora confiaveis e eficientes,
requerem varios dias a semanas

— Propriedade fenotipicas pelas quais as bactérias sao
identificadas podem nao ser expressas e quando sao,
podem ser dificies de ser interpretadas e classificadas

— Possibilidade de células VPNC
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Métodos

" 1993 até 2000 = surgimento de inumeros metodos
comerciails em paises desenvolvidos
(bioluminescéncia, Imunologicos, bioquimicos,
moleculares, impedancia/condutancia, etc)

= Atualmente: maior controle do mercado

1
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Objetivo dos Métodos Alternativos

Melhorar a eficiencia dos laboratorios, simplificando
trabalhos, reduzindo o custo no geral, aumentando a
capacidade analitica

Aumentar a confiabilidade dos resultados (kit)
Aumentar a precisao dos resultados

Técnico treinado

18
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Meétodos Alternativos

" Nas ultimas deéecadas, \verificou-se aumento
significativo no desenvolvimento de técnicas
moleculares para deteccdo, identificacdo e
caracterizacao de bacterias patogénicas

" Destro (1995)

— Avancos, nos estudos de biologia molecular, propiciam o
desenvolvimento e emprego de varios métodos de tipagem
molecular

19
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Técnica Aplicacao Metodologia
Extragdo de DNA plasmidial, corte com enzimas e
Perfil plasmidial Tipificacao eletroforese
Extracdo de DNA, corte com enzimas (restrita) e
REA Ferramenta epidemiologica eletroforese
Extracdo de DNA, corte com enzimas (restrita) e
Ribotipagem Tipificacao (copia de genes ribossomais) eletroforese
PFGE Ferramenta epidemioldgica Mudanca repetida da orientagcao do campo elétrico
Amplifica DNA em condigdes de baixa unico primer, nao sendo necessario saber a regiao de
RAPD estringéncia ligacao
Expressao de genes (viruléncia, toxinas), RNA extraido é convertido para cDNA que é amplificado
RT-PCR RNA viral por PCR
Grupo de primers (amplificagao); outro grupo de primers
Nested PCR Tipificagao (re-amplificacao)
Multiplex PCR Tipificacao Uso de mais de um par de primers na mesma reagao
RER-ERIC-, Identificagao e tipificagéo (género, espécie, Uso de primers de consenso; amplifica regides entre estes
BOX-(PCR) subespécie) elementos repetitivos
Analise do polimorfismo do tamanho de Fragmentos amplificados por PCR; digestdo por uma ou
RFLP-PCR fragmento de restricao mais endonucleases
Amplificacdo de sequéncias conservadas 5S, 16S e 23S
PCR ribotipagem Identificacao e tipificacao do operon do RNAr
PCR convencional ; sondas fluorescentes; interpretacao do
PCR tempo real Deteccao e quantificacao espectro gerado

20
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Técnica

Perfil plasmidial

REA
Ribotipagem

PFGE

RAPD
RT-PCR

Nested PCR

Multiplex PCR

REP-, ERIC-, BOX-
(PCR)

RFLP-PCR

PCR ribotipagem

PCR ir=Yaalala) real

Vantagens

Informacgdes epidemiologicas

Uso de endonuclease
Bandas mais visiveis e comparaveis

Agarose mantém DNA intacto

Detectar polimorfismos do DNA

Amplifica DNA obtido por meio de TR de RNA

Amplifica diferentes alvos de microrganismos,
uso na rotina, baixo R$

Uso em diferentes regides do genoma
Associacao da técnica a PFGE
Uso para diferenciar espécies

Estudos quantitativos, tubo fechado, ndo ha
necessidade de eletroforese

Desvantagens

Perda ou ganho de plasmidio;
pouco valor para bactérias com
baixa incidéncia
Dificuldade de interpretagao
visual dos perfis (centenas de
bandas)
custo elevado

DNA de alto peso molecular
pode ser submetido a digestao
pela endonuclease

Escolha de iniciadores que
originem resultados
reproduziveis

Diversos ciclos de amplificacéo

Reducao na sensibilidade de
detecgao; necessidade de
ensaios preliminares

Amplificacao de sequéncias
inespecificas (ERIC)

custo elevadao

Processos

Referéncias

Kolstad et al. (1992)

Woijciech et al. (2004)
Aarestrup (2006)

Arbeit et al. (1990)

Welsh & McClelland (1990)
Tang & Persing (1999)

Konemann et al. (2001)

Tang & Persing (1999)

Gillings & Holley (1997)
Farber et al. (2001)
Shangkuan et al. (2000)

Heid et al__(1996)
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Meétodos Alternativos

" Tecnicas genotipicas referem-se a caracterizacao do
DNA cromossomico, plasmidial ou total de um micro-
organismo, caracteristicas relativamente estaveis

= Teécnicas moleculares:

— Aplicacao direta na deteccao e caracterizacdo de bactérias
patogénicas em alimentos

* Destaca-se a PCR (Boer e Beumer, 1999; Farber, 1996;
Malorny et al. (2003)
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Desoxaribose

i Fusfa‘a

Riboze

|
Adenine [A] %

NH; Base pair

wd
m‘-“!\ Sugar

phosphate
backbone

Thymine - ? - LUracil
. —— - o
H";C‘c‘/k\‘,“ —- Hhcf'kN/H
I | —_ l |

rr"c\Nfc"*g —~ H”C‘\-«Nf'c**o
4 s 4
replaces Thymine in RMNA
DNA

Nitrogenous : 5 , : . . Nitrogenous
Bases Deoxyribonucleic acid Ribonucleic acid Bases

Informacao para produzir determinada proteina
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Primer Polimerase

3
TAA
ATT

3’ Primer

5’ Primer

I

3 Template

\ x‘-,‘ {\

Thermus aquaticus (Taq)
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Exemplo de mistura para reacao qPCR

400 nM primers (de cada 1 do par)
250 nM sonda
200 uM de cada dGTP, dATP, dCTP
400 uM dUTP*
Tampao PCR (Tris-HCI, pH 8,4)
50 mM KCI
4,5 mM MgCl,
1 U Platinum Taq polimerase
DNA ou RNA alvo
__H,O Ultra-pura

*dUTP suscetivel a hidrolise pela enzima bacteriana uracil-N-glicosilase.

Adicao da enzima na mistura PCR permite hidrélise seletiva e remocédo dos produtos de amplificacao
contaminante da mistura de PCR
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¥) PCR - Pesquisa Google - Mozilla Firefox
Arquivo  Editar Exibir Histérice Favoritos Ferramentas Ajuda

r C Q ".l http://www.google.com.br/search?hl=pt-BREbiw=1440&bih=7198q=PCR&0q=PCR&aq=f&agi= &aqgl=&gs_sm=elgs_upl=258013071101367713131010101010101I0IC 57 ~ B- Bing

£ Mais visitados @ Guia rapide 2, Ultimas noticias Legout

23 PCR - Pesquisa Google

Web Imagens Videos Mapas Noticias Orkut Gmail mais ~ Fazer login -ﬁ-

Google e = W
AproximadameWge 40.700.000 resultadog0,12 segundcPesquisa avancada

Q, Tudo DNA Amplification & PCR | giagen.com Antncio

www.giagen.com/AW/PCR
Imagens Kits and MasterMixes for PCR DNA Amplification made simple

o PCR — Wikipédia, a enciclopédia livre
Noticias pt.wikipedia.org/wiki/PCR - Em cache
PCR pode se referir a: Fosfocreatina, molécula relacionada a
mecanismos ... Partido Comunista Revolucionario. Obtida de
Mais "http://pt. wikipedia.org/wiki/PCR" ...

Livros

Reacdo em cadeia da polimerase — Wikipédia, a
Sao Paulo enciclopédia livre

Alterar local pt.wikipedia.org/wiki

/Reacdo_em_cadeia_da_polimerase - Em cache

Reacc¢do em cadeia da polimerase (em inglés Polymerase
A Web Chain Reaction - PCR ...

4| m

Concluido
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Metodos Rapidos (PCR)

CEPETT AT 0 SIRT OIS [ap Tue

clienesieniaients It is difficult to find a journal
EXAMINATION :
OF FOODS that does not describe
H some use of these

AEI
ACIEN techniques” (APHA, 2001)

“E dificil encontrar uma revista cientifica que
nao descreva algum uso destas técni_cas“__ .
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Reacao da Polimerase em Cadeia
(PCR)

"= Kary B. Mullis (1983): invencao da PCR

= Técnica altamente sensivel

" Pequenas quantidade de sequéncias de DNA ou
RNA especificas podem ser enzimaticamente
amplificadas, até que sejam obtidas milhdes de
copias da sequéncia alvo
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Polymerase chain reaction
Top
strand

Bottom
strand
v

Heverse

\

Nih cycle
21N copies
when complete
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First cycle
2 copies
when complete

Second cycle
4 copies
when complete
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Denature DNA

Anneal Primers
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PCR — Sistema Aberto

v
(deteccao)
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PCR- Sistema Fechadém
(BAX System)

2. Amplificacao 3. Deteccao

Amostra

pré-enriquec. MO: esta ou resposta
nao esta ?

35
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8 BAX® Systemn Analysis Interface, Instrument Serial Number: Not available - 270603.BAX

File View Operation Diagnostics Help

0O & H & [
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0000000
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0000000
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OO0O00000O0

oo Well Information

Sample ID: |

T arget: |

Caontral: Hane

Kit Lat Humber: |

D escription: |

Data

* Processed

walysii,. f [® sem titulo - Bloca de ... PT Q.)I"'J;__‘- 16:47
¥

Resultados do “rack report”do BAX®System para deteccao de Listeria monocytogenes
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Filf_' 270803 BAX ze 4 o File: 270603. BAX. Page 11 of 20

Perfil da curva de fusao (“melting curve”) Perfil da curva de fusao (“melting curve”)
de Listeria monocytogenes da amostra positiva do controle interno
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Aprovacao MAPA - Salmonella

= INSTRUCAO NORMATIVA N° 41, DE 7 DE JUNHO DE 2004
VALIDACAO DA METODOLOGIA UTILIZADA PELO SISTEMA DE

DETECCAO PATOGENICA PARA ALIMENTOS E AMOSTRAS
AMBIENTAIS - A-BAX® PARA DETECCAO DE SALMONELLA
SPP EM AMOSTRAS DE ALIMENTOS, AGUA E AMOSTRAS

AMBIENTAIS-SWAB, COMO METODO ALTERNATIVO
EQUIVALENTE AO METODO DE REFERENCIA DO MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO — MAPA
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Aprovacao MAPA - Listeria

= INSTRUCAO NORMATIVA N° 40, DE 12 DE DEZEMBRO DE
2005. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE LISTERIA
MONOCYTOGENES EM CARNE VERMELHA, CARNE DE
AVE, OVOS E AMOSTRAS AMBIENTAIS, MLG 8.04 -
METODOLOGIA ALTERNATIVA DE LISTERIA A-BAX MLG-8 A
.01
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PCR-tempo real
(QPCR)

" Segunda geracao de métodos que

empregam a PCR (qPCR) i
Ciclo 1

i

" Amplificacao e detecgdo em uma Unica o
reacao em tubo fechado o
" Baixo risco de contaminagao Copias

30-45 Ciclos

" Deteccao do aumento do numero de
copias do DNA alvo a medida que a I
reacdo é realizada Ciclo

monitora o progresso da PCR em TR

" Reducao do tempo de analise
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Fonte: Mocellin et al., TRENS in Molecular Biology.,2003
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Corantes fluorogénicos ligados

Sintese de DNA e clivagem da
Sonda - 5’exonuclease

Deteccao / PCR-RT

# marcadores fluorogénicos
sonda: hibrid.reg. internas
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Curva de amplificacao da gPCR

Amostra

Limiar _

-— o — T - - = -

Regido da linha de base Amostra controle sem DNA

L]
p=
-

E

@
o

Q

3
©

L]

@

-

o
=
i

Namero de

Ct — Threshold cycle
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Samples
Thermncycler
(Heating block)

Fonte: Valasek & Repa, 2005

Energy
source

Lamp, Laser, LED

T
Vot e wss. AL

1" T S

e = g e [t

’*(3’{ el iE T

Amostras sao inseridas
no termociclador que
controla a temperatura
de cada ciclo da PCR

Amostras sao
excitadas 2 a
fluorescéncia e

mensurada por um
fotodetector em cada
ciclo da PCR

LED (light-emitting
diode)
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Comparacao entre tecnicas fenotipicas e
genotipicas

" Gandra et al. (2008)

— Tempo de analise menor para as tecnicas baseadas em
PCR

— Resultadosem 6 a8 h

— Resutados falso-positivos (amplificacao de DNA proveniente
de células mortas)

— Viabilidade de micro-organismos presentes (RNA)

— Preparo da amostra, inclusao de um IAC, purificagao do
DNA/RNA

45



Vantagens gPCR
Maior alcance dinamico na
deteccao
Nenhum processamento pos-PCR
Alta sensibilidade

Coleta de dados na fase
exponencial da PCR

Um aumento no sinal reporter
fluorescente é diretamente
proporcional ao numero de
amplicons gerados

A sonda clivada fornece um registro
permanente de amplificacdo de um
amplicon

PCR

Desvantagens PCR convencional

~ ; Andlises e
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Baixa precisao
Baixa sensibilidade
Baixa resolucao
Nao automatizado

Discriminacdo baseada apenas no
tamanho do amplicon

Resultados nao sao expressos
CoOmo numeros

Brometo de etidio para a coloragao
nao € quantitativa

Pos-processamento da PCR
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Preparo de amostras

Rodriguez-Lazaro et al. (2007)

— Garantir boa homogeneizacao
— Aumentar a concentragao do organismo alvo
— Reduzir ou excluir substancias inibitérias (etapa de enriquecimento)

— Procedimentos de pré-amplificacdo devem ser adaptados para cada
matriz alimenticia

« variacao na homogeneidade; consisténcia; composi¢ao e microbiota
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Outras metodologias para o preparo de
amostras

Glynn et al. (2006)

Filtracao
Centrifugacao
Uso de detergentes e solventes organicos
Tratamento com enzimas

Inclusao de aditivos na PCR (BSA)
Diluicao da amostra
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Limitacoes da PCR

* Farber et al. (2001); Glynn et al. (2006); Martin et al. (2006)

— Alto custo inicial
— Falta de legislacao que padronize e valide estas técnicas

— Desenvolvimento de sistemas automotivos (extragao, purificacao)

49
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alimentos s

" Postollec et al. (2011)

— gPCR: detectar, identificar, quantificar micro-organismos

— |ISO: deteccdo de patdégenos por PCR (ISO 22174:2005;
ISO/TS 20836:2005; ISO 20837:2006; ISO 20838:2006)

— Fase inicial: expressao génica; multiplicacao e atividade
microbiana em matrizes complexas para controles
Industriais
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Avancos da gPCR na microbiologia de
alimentos

— PCR: > rapidez, sensibilidade e especificidade

* detecta populacoes dominantes, sub-dominantes, celulas
mortas ,VPNC, quantifica genes e expressao génica

— Automacao: Isolamento do acido nucleico e preparo gPCR
(barato e adequado para rotina)

51
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_...astro da magia!
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Visao do cliente

# A

...solucao dos problemas!
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Consideracoes tecnicas para
implementacao da (RT-)gPCR

" Extracao do acido nucleico

— Componente mais importante para assegurar
reprodutibilidade

— Uso de kits comerciais ou com adaptagdes dependendo da
matriz

— RNA: extracao laborosa, especialmente em matrizes
complexas ou gordurosas

« facil degradacao, rapidamente analisado
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Consideracoes tecnicas para
implementacao da (RT-)gPCR

" Deteccao quimica
— Disponibilidade de varios sistemas
* Modo de acao, vantagens e limitacoes

— Mais usados na Micrbiologia de Alimentos:
* DNA binding dye (SYBR Green)
* Hydrolisis Probe (5" nuclease assay)
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Sistema SYBR Green

SYBR Green

Polymerase
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template DNA

- @D - nucleotides
- o = ”

complementary strand

template DNA
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1) Denature .
primer

TTI T flucrescein (F

2} Primer Annealing’ Probe hybridization

E

| ' hybridizes !

3) Exlension

TagMan® Probe Method
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A. DNA binding dyes B. Hybridization probes

4 oligo method 3 oligo method

I primer

Tipos de sistemas
quimicos usados

para a deteccao na
gPCR

G. LUX primers
+
e Light-emitting fluorescent Fonte: Wong & MedranO, 2005
fluorophore

Quencher fluorophore
Reporter fluorophore
Acceptor fluorophore
Donor fluorophore
Quenched fluorophore
DNA polymerase

DNA polymerase blocker

#0A00000

61



Andlises e
Controle de
Processos

SFDK

Custo dos sistemas quimicos de
deteccao

Detection Chemistries
DNA Binding Dyes

Hybridization Probe
Four Oligonucleotide
Method

Hybridization Probe
Three Oligonuclectide
Method

Hydrolysis Probes

Molecular Beacons

Scorpions

Sunrise Primers

LUX Primers

Specificity

Two PCR primers

Two PCR primers;
two specific probes

Two PCR primers;
one specific probe

Two PCR primers;
one specific probe

Two PCR primers;
one specific probe

One PCR primer;
one primer/probe

Two PCR primers

Two PCR primers

Specific
Multiplex Oligonucleotide Allelic
Capability Required Discrimination

Yes

Yes

Yes

B5%, very expensive; $%, moderately expensive; $, inexpensive. LUX, light upon extension.

Cost
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Consideracoes tecnicas para
implementacao da (RT-)gPCR

" Meétodos de quantificacao

— Escolha de uma curva padrao (Absoluta ou Relativa)

— Eficiéncia de amplificacao:
[10-1/s|ope] i 1 — 1
* PCR nao apresenta eficiéncia ideal
— presenca de inibidores; variabilidade nos nucleotideos
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FCR plateau

Fluorescence Curvas de amplificagéo:
il T - relacéo do sinal fluorescente

versus o numero de ciclos da PCR
Template

copies 1 |:|'E' 10 7 1 I:IE; 10 5 1 |:|"'1' 1 |:|-3'

15 20 25 a0

FCR ovcle numbier

Al

Curva padrao:
— g R_2 =coeficiente de regressao
linear dos dados € gerada
- calculo da EA

yele threshold i

104 108 108

Gene copies Bl Fonte: Mocellin et al., TRENS in Molecular Biology.,2003
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Consideracoes tecnicas para
implementacao da (RT-)gPCR

] RT_q PC R | OneStep RT-PCR Kit:

Frimers Enzyme Mix

Buffer
\l / ANTP Mix

RMasefres waler

— Unica ou duas etapas i

W Master mix

« Unica etapa — Unica tubo _—
— menor risco de contaminacao do DNA Add template
— minimiza o risco de variacao experimental
— maior degradacao do RNA

RT-PCR
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Consideracoes tecnicas para
implementacao da (RT-)gPCR

* RT-gPCR

— Duas etapas — RT independente da gPCR

— Melhor quando a mesma amostra de RNA é utilizada

Standard Two-Step

3 ar Non-Specilic Primer m ' Spactic Primess W
RNA, ﬁ:lul:ll Praix
Pradfix _RT "-.J"l ofcova T E;"
cDNA PR

#r;ﬁ-um rase

MMLV-RT Plus
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Consideracoes tecnicas para
implementacao da (RT-)gPCR

" Variagoes experimentais da RT-gPCR
— Técnica de alta sensibilidade

— Variabilidade nos resultados
— Triplicatas (RNA; cDNA ou DNA)
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Consideracoes tecnicas para
implementacao da (RT-)gPCR

= Controles

— Devem ser incluidos para avaliar a contaminacao do alvo
(DNA, eficiéncia da RT, variacoes no M Mix

— Controle negativo (contaminado com nao-alvo)

— Controle positivo (contaminado com o alvo)

— Branco (agua)

— 2 96 amostras (varios Brancos)

— |AC: possibilita identificar substancias inibidoras da PCR

68



B : Andlises e
Controle de
Processos
% : _: i ’&z{;i:&m&m“ﬂ; :\ I.{"J

Consideracoes tecnicas para
implementacao da (RT-)gPCR

* Modo de expressao

— Quantificacao absoluta
 UFC/mL ou GEg/mL (GEq ou copias DNA/mL)
 GE/mL = nr. de copias do gene alvo
» Diferencas entre UFC/GEq (células mortas, lise incompleta)

— Quantificacao relativa

* Nivel de expressao (gene, RNAr) da amostra para amostra
controle

» cDNA alvo/DNA espécie alvo
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Desenvolvimento de um ensaio para quantificacao de
Salmonella empregando a gPCR

" Froder et al. 2008

— 13 suinos (4 semanas de idade) oramente contaminados com S.Typhimurium DT
104

— Dose Infectiva: ~ 6 x 10° UFC/mL/animal
— Material fecal colhido geralmente nos dias 1, 2, 3, 4, 6, 8, 13, 15, 20, 22 e 28 apos

infecgao vﬂ

71



| : Andlises e
S 14 D K Controle de
Processos
e i ]

Fezes coletadas via retal

Quantificagao por gPCR Quantificagao por método

Tratamento Pré-PCR (200-220 mg de classi§fiicso 1:10 em 1% BPW

Semeadura superficial 100 yL sobre XLD"a%0 com SP

EnstfEgPer

Incubacao (48 h /37°C)

Contagem bacteriana automatica (ProtoCOL)

Confirmacgao soroldgica

Protocolo para quantificacdo de Salmonella em material fecal
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Protocolo para quantificacao de Salmonella em
fezes suinas por gPCR

QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen)
Material: 200-220 mg

Ensaio qPCR:
Malorny et al. Diagnostic real-time PCR for detection of Salmonella in food. AEM, 2004

Fragmento de 94 pb do locus ttr especifico para Salmonella
Sonda TagMan FAM-DQ

Curva Padrao:

1 — 107 células direto na gPCR

6,5 x 10° — 6,5 copias de DNA (apdés Qiagen Kit)
Analise dos dados baseado no valor C,
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Quantificacao de Salmonella em fezes suinas
naturalmente contaminadas empregando metodo
classico e qPCR

Simbolos fechados: gPCR
Simbolos vazados: Spiral Plater

UFC/g [log]

& 8 13 13 20 22

Dias apos infeccdo

*Animal 9

mAnimal 2 s+ Animal & alnimal &
«Aanimal & (SP) agnimal & (SP) cAanimal & (SP)

OAnimal 2 (SP)
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Valores médios de UFC eq de Salmonella e C, médios obtidos para

as curvas padrao de fezes naturalmente contaminadas e submetidas
ao qPCR, apés tratamento com QlAamp® DNA Stool Kit

Salmonella Salmonella Salmonella Dt
(UFC/mL + DP)" qPCR (UFC eq)”
(UFC eq)*

1,3x 108+ 1,5 x 107 6,5 x 10° 9.3x10°+6,1 x 10* 18,8 + 0,33
1,3x10"+1,5 x 10° 6,5 x 10* 1,1 x10°+ 2,6 x 10* 22.1+0,16
1,3x10°+ 1,5 x 10° 6,5 x 10° 80x10%°+1,7 x10° 25,3+0,18
1,3x10°+ 1,5 x 10* 6,5 x 102 9.9x 10%+ 1,0 x 102 28,8 + 0,40
1,3x10*+1,5x10° 6,5x 10" 1,1 x 10°+£ 2,9 x 10’ 31,9+0,38
1,3x10%+ 1,5 x 10 6,5 x 10° 9.6 x10°+ 1,4 x 10° 354 + 0,59
1,3x 10%°+ 1,5 x 10’ 0,65 0,65 > 45
mpopulacao de Salmonella obtida no agar XLDNal50 + desvio padrao (DP)

A populacao de Salmonella em UFC eq definida na janela de detecgdo da PCR-RT

apopulacao de Salmonella em UFC eq obtida por PCR-RT

> : : : : Sk ! TER = l : ey a0
Ct=ciclosdar PER cujosimat fluorescente atir glU O INTar ge ueteteau  UeSVIo padrao o)
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%PPLIED AND EN\IR( ONMENTAL MICROBIOLOGY, Aug. 2010, p. 5097-5104 Vol. 76, No. 15
0/10/$12.00 doi:10.1128/ AEM.00411-10
0, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Rapid Quantification of Viable Campylobacter Bacteria on Chicken

Carcasses, Using Real-Time PCR and Propidium Monoazide
Treatment as a Tool for Quantitative Risk Assessment’
M. H. Josefsen,'* C. Lofstrom,' T. B. Hansen,' L. S. Christensen,' J. E. Olsen,” and J. Hoorfar'

National Food Institute, Technical Unive CHITG hoj Bygade 19, oborg, Denmark," and Department of
Veterinary Disease Biolc v, Faculty of Life Sciences, University of Copenhagen, Stigbgjlen 4, 1870 Frederiksberg C, Denmark=

Combinacao de qPCR; gPCR-PMA; tradicional
PMA: corante que intercala na dupla fita de células mortas
n= 50 carcacas naturalmente contaminadas
Método PMA-PCR: 100% de especificidade
Método ISO 10272-1: trabalhoso, requer muito tempo, nao detecta VPNC
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m Q-PCR + PMA
= Q-PCR

Culture

CFU/mI (CCE/ml)

AR PR AR

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
Chicken No.

Resultados de gPCR (preto), gPCR com tratamento PMA (cinza) e o método tradicional (branco)

Correlacao entre ISO e gPCR foi maior do que a correlacdo com gPCR-PMA
Consideracoes do gPCR-PMA: estado celular (viva ou morta), permeabilidade da parede celular
ou se PMA entrou em pequenas fracdes em células cultivaveis
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R?=0.843
y=1.028x-0.211

Q-PCR + PMA (Log CCE/ml)

3,5 4 4,5
Culture enumeration (Log CFU/ml)

R?=0.876
| y=0.958x+0.576

Q-PCR (Log CCE/ml)

Limite de quantificacao
gPCR e gPCR-PMA
102 UFC/mL

T T

3,5 R 4,5
Culture enumeration (Log CFU/ml)
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REAL-TIME REVERSE TRANSCRIPTION PCR DETECTION OF
VIABLE SHIGA TOXIN-PRODUCING ESCHERICHIA COLI
O157:H7 IN FOOD

R. DI' and N.E. TUMER

Biotechnology Center for Agriculture and the Environment
School of Environmental and Biological Sciences
Rutgers University
New Brunswick, NJ 08901-8520

Primers para deteccao de genes de viruléncia e sorotipo de E. coli O157:H7

RNA bacteriano em concentracdes de 102 e 102 UFC
Inoculacao artificial em suco, alface e carne
Concentracao do in6culo empregando 2 filtragdes (0,45 pm e 0,2 pm)
Tempo analitico: 4 h
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Primer name Sequence (5" — 37)

stx1F TCGCGAGTTGCCAGAATG

stx1R TTCCATCTGCCGGACACAT

stx2F TCTGTTCGCGCCGTGAAT

stx2R GGCCTGTCGCCAGTTATCTG

cacAF AGCGGATAACGCCGATACC Proteina intimina
cacAR GCCTGAGCTACCCCATTCTTT

1iCF TCCATCGACAAATTCCGTTCT Antigeno flagelar H7
1iCR GCGGAATCCAGACGGTTCT

hlyAF TGCAAGTGCGGGTCTGATC Hemolisina

hlyAR AGCCAGGAAAGAAAGAGGACTGA

ribEF GATGCCAATGTACTCGGAAAAAT

ffbER CCACGCCAACCAAGATCCT Antigeno somatico 0157
16SF GGCAGTCAGAGGCGATGAAG Controle interno
16SR TTCATATCACCTTACCGACGCTTA

stx2 6FAM probe AAGAGAGTCAACCAGAATG
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DETECTION OF VIABLE ESCHERICHIA COLI O157:H7 (ATCC 43895) IN LETTUCE, GROUND BEEF AND APPLE JUICE USING BACTERIAL

RNA ISOLATED FROM THE INOCULATED SAMPLES BY REAL-TIME RT-PCR
g—

Sample Cr values from RNA representiné X IU)fu E. coli O15T:H7

g

sty

stx2

eaeA

fiiC

hiyA

rfbE

165

ATCC 43895%*

Controlf
Apple juice
Lettuce
Ground beef

26612
20.5 + 2.1%

294 =10
289+ 19

28615
298 = 1.6

308 =09
319 +23

27614
297+ 1.8

218x 16
30.1 £ 3.1

207x14
18.5 + 1.7

344+26
35127
36.0£27

302+23
30530
31728

336+ 1.2
348 £2.2
39.6 £ 3.0

33119
335%16
45+16

320+ 1.7
32419
327x1.7

33129
334x121
346 £ 15

236125
254 %32
303+238

Sample

Cr values from RNA representin‘ 1 %107 >fu E. coli O157:H7

syl

stx2

eaeA

fiiC

hivA

rfbE

ATCC 43895%*

Control
Apple juice
Lettuce
Ground beef

317217
335 +28

31.0£20
328 + 3.1

319+ 16
33.9+27

31019
348 £238

322+ 14
325+ 1.5

33821
33.0+27

370+ 1.5
35.8 = 3.1

370+ 25

328126
326 £27
342+29

36.2x19
375125
ND§

35.1x27
352x24
349+ 18

334129
336126
332+ 18

34231
348 £29
348 £ 24

[ ]
Wb —

[
I
Pod = =l —
= o o=

* ATCC 43895 is the sample of which bacterial RNA was isolated from the pure culture.
T Control is the sample in which E. coli O157:H7 ATCC 43895 was inoculated into 50 mL sterile water and concentrated by the two-step filtering technique.
1 Real-time RT-PCR assay was repeated three times. The averaged Cr values are shown with the standard deviations for each sample.

§ ND means non-detectable after 40 cycles.
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APPLIED AND ENVIRONMENTAL MicroBioLocy, Dec. 2004, p. 7046-7052 Vol. 70, No. 12
0009-2240/04/% DO 101128/ AEM.70.12.7046-7052.2004
Copyright © 2004, American Society for Microbiology. All Rights Reserved.

Diagnostic Real-Time PCR for Detection of Salmonella in Food

Burkhard Malorny,"* Elisa Paccassoni,” Patrick Fach,” Cornelia Bunge,'
Annett Martin," and Reiner Helmuth'

Federal Institute for Risk Assessment, Berlin, Germany'; Department of Food Science, Alma Mater Studiorum,

University of Bologna, Bologna, Italy*; and Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments,
Maisons-Alfort, France”

Validacao in-house para deteccao especifica de Salmonella em alimentos
Validacao requer: desenho de primers e sonda especificos
Teste de inclusividade e exclusividade
110 alimentos artificialmente contaminados
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TABLE 2. Primers, probes, and IAC sequence used for the Salmonella-specific assay

Melting
Designation Sequence’ Positions® temp
("Cy

ttr-6 (forward) CTCACCAGGAGATTACAACATGG 4287-43(¢
ttr-4 (reverse) AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC 4359438

Target probe (ttr-3) FAM-CACCGACGGCGAGACCGACTTT-Dark Quencher 4336-4356

[AC probe Yakima Yellow-CACACGGCGACGUCGAACGCTTT-Dark Quencher

[AC sequence GACTCACCAGGAGATTACAACATGGCTCTTGCTGTGCATCATCGCAGAACATC
AAAGCGTTCGCGTCGCCGTGTGGGATGGTCACTTTTGGTCTGAGCTAC

“ The sequences marked in boldface type are the primer binding sites, and the underlined sequence is the reverse complement IAC probe binding site.

IAC: fragmento de DNA artificial e inserido em cada mistura de reacao
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TABLE 1. Salmonella and non-Salmonella strains used for selectivity real-time PCR tests and results

Andlises e
Controle de
Processos

Salmorella strains

Serotype (subspecies)

Serogroup

Mon-Selmoenella strains

Organism

Mo. of
strains

Enteritidis (I}
Typhimurium® (T)
Hadar (I)
Virchow (1)
Infantis (1)
Heidelberg (1)
MNewport (I)
Brandenburg (1)
Saintpaul (I}
Agona (1)
Blockley (1)
Bovismorbificans (1)
Bredeney (1)
Derby (I}

Dublin ()
Livingstone (1)
Montevideo (1)
Paratyphi B (I}
42 (1
912239 (1)
48zt (1)
42ibre,nxzl5 (II)
30:1,z28:26 (1T)
21:g.z51:- (11Ia)
AT (Ia)
18:z4,7z32:2 ([1la)
S0:zz52 (111h)
AT 1 wz® (1Ib)
18:ivzz (11Tk)
lo:zd, z32: 2 (IV)
48rg 251 (TV)
11:zd,z23:- (IV)
Aderz- (V)
Gifzzh5:a (V)
48:235:(V)
45:ae,nx (VI)
16,14 25 aenx (VI)
41:h:1,7 (V)

Total no. of strains

Dy
B
GGy
1
G
B
C‘z'cs
B

B
B

e

L A e A E e e N oY wii==]=x)

wige

110

o T i i i i e S i S ol i S S e i e i e

Campvlobacter jejuni
Campvlobacter coli
Camypnwlobacrer lavi
Citrobacter freundii
Ciwobacter diversis
Enterococcus faccalis
Enierabacier agglomerans
Enterobacier cloacae
Enterobacier acrogenes
Escherichia coli

Hafnia alvei

Klebsiella pricrmoniae
Klebsiella coavtocan
Listeria monocytogenses
Listeria innocua
Listeria ivanovii
Morgarnella morganit
Provews vulgaris

Proteus mirabilis
Providencia alcalifaciens
Preudomonas acruginosa
Serratia marcescens
Shigella flexneri 2a
Shigella bovdit
Staphvlocaccus aurens
Yersinia enterocolitica
Yersinia psendoncherculosis
Yersinia kristensenii
Yersinia aldovae
Yersinia frederiksenii
Yersinia bercovieri
Yersinia rohdei

Yersinia mollareti
Yersinia intermedia

Total no. of strains

R e R e S R N e R e e Y

87

T B CA regions sequenced. From the serovar Typhimurium strains, the seBCA region of reference strain S1K61 was sequenced (Genbank accession numbers
AYSTEOGS 1o AYSTEOTO).
® 4, positive test result; —, negative test result.
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TABLE 3. Mean Cy, end-point fluorescence, and s, of 10-fold serially diluted Salmonella DNA in the presence of 150 IAC copy numbers®

No. of Salmonella

genome copies/PCR FAM (Salmonella probe) Yakima Yellow (IAC probe)

10

10°

10* 3 ( X
10} 31.60 = 0.586 0.205 + 0.0242
10 33.69 | 0.560 ).343 + 0,055 3168 | 0 +0.0179
10’ 3840 | 0.818 0.150 £ 0.032 379 0.251 + 0.0154
| 442k 1.327 0,041 + 0.02( 3168 | 0 0.263 + 0.0225
0 45 ko 018 31.90 | 0.483 0.243 + 0.0312

“PCR growing curves did not show exponential increase and only low fluorescence values due to suboptimal amplification.
bF__,, end-point fluorescence. The s, is shown for four runs with three replicates each,
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TABLE 5. Results of the real-time PCR-based method compared to the traditional culture method for detection of Salmonella in various
food samples

Traditional culture
method Salmonella real-time PCR
Total no. (ISO 6579:2003)
of samples No. of No. of No. of false- No. of false-
positive negative negative positive
samples samples samples samples

Type of sample

Fish fillets 0 20 0 0
Carcass rinses, chicken 23 7 16 0 0
Minced meat 11 10 0 0
Raw milk 46 36 0 0

Total 28 82

Sensibilidade: numero total de culturas ou colbnias positivas corretamente obtidas
Especificidade: numero total de culturas ou col6nias negativas obtidas
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Incorporation of Real-Time PCR into Routine Public
Health Surveillance of Culture Negative Bacterial
Meningitis in Sao Paulo, Brazil

Claudio T. Sacchi'*, Lucila O. Fukasawa', Maria G. Goncalves', Maristela M. Salgado’, Kathleen A. Shutt?,
Telma R. Carvalhanas® Ana F. Ribeiro®, Brigina Kemp®, Maria C. O. Gorla®, Ricardo K. Albernaz?,
Eneida G. L. Marques®, Angela Cruciano’, Eliseu A. Waldman?®, M. Cristina C Brandileone®, Lee H.
Harrison?, Sao Paulo RT-PCR Surveillance Project Team'

Estudo de validacdo gPCR multiplex (12 hospitais de SP) e identificacdo de fatores
associados com cultura negativas® e PCR positivas

Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae Tipo b
causam meningite em recém nascidos
Brasil: 28.000 casos/ano

*devido uso de antibiéticos
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Caracteristicas dos 499 pacientes envolvidos no estudo

Caracteristicas Nr. (%
Sexo masculino 301 (60.9%)
Faixa etaria média 9 anos (0—82)
Mortos 40 (9.6%)
Culture-positive

N. meningitidis 107 (21.4%)
S. pneumoniae 50 (10.0%)
H. influenzae 5 (1.0%)
CSF > 100 WBCs e >60% PMNs 460 (93.7%)
Cultura positiva, 1 dos 3 alvos 123

Cultura negativa 33¢

Ensaio antibiético CSF positivo 142 (34.6%)

CSF - Fluido cérebro-espinhal; WBC — células sanguineas brancas; PMNs — ceélulas polimorfonucleares
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Table 2. Determination of sensitivity and specificity of RT-PCR assay for N. meningitidis (ctrA), 5. preumoniae (lytA), and
H. influenzae (bexA) in cerebrospinal fluid and serum specimens (see text for details).

5pefificity- Specificity-Method Specificity-Method
Pathogen MNo.* Sensitivity 95% Cls Method 1** No.* 2, unadjusted*™™ Mo. 2, adjusted****

CEREBROSPINAL FLUID

N. meningitidis 90 100% . J70.8-80.2
5. pneumoniae 46 97.8% : 906-95.8
H. influenzae 3 66,74 ) 98.7-100
SERUM
N. meningitidis 21 34.0-78.2) 1004% 12 £3.5-100 £33 FrA-879 |94.1%
5. pneumoniae 10 B0.0% 44 4-97.50100% 25 86.3-100 235 929-982 100% 226
H. influenzae 2 O 0-84.2 100%: i3 89.4-100 243 985-100 J100% 243

*Mumber of specimens contributing to the calculation of sensitivity or specificity \ Risco de cultura + gPCR = presenca
*Lpedificity determined using spedmens positive for other organisms e s s . . .
#*Specificity determined using specimens positive for other organisms or culture negative de antibidticos no fluido cérebro-espinhal
G pecifidty determined using specimens positive for other arganisms or culture negative but positive for second gene target.
doi:10.1371/journal pone 00206751002

Metodo 1** — cultura positiva para um patdégeno e os outros dois negativos na gPCR
Metodo 2***— cuturas negativas, com critério CSF de = 100 leucdcitos/mm? e = 60 neutrdfilos
Metodo 3****— culturas positivas para o segundo alvo, porém removidas no calculo da sensibilidade
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Real-time PCR for mRNA quantitation

Marisa L. Wong and Juan F. Medrano
o

BioTechnigues 39:75-85 (July 2005)

Unica etapa — Gnica tubo
Duas etapas — RT independente da qPCR
Emprego de duas enzimas (RT e DNA polimerase)
Quantificacao absoluta ou relativa
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RNA isolation and characterization Extracao do mRNA alvo

v

2 Raw fluorescence data
¢DNA synthesis = e et

v

Adjustment to baseline

(may be performed during the real-time PCR) Purificacdo do mRNA

# Normalize against ROX dye
Real-time PCR data acquisition /

(using any number of detection chemistries) Set cycle threshold (C,)

mRNA

¢ Average assay replicates

Generation of normalization factors v

¢ T ——— Transcriptase reversa

(RNA polimerase)

Normalized data

v

Data analysis RT-PCR Sintese de DNA complementar
(cCDNA)
Biological replicates -:Impilcd and averaged \ Reacdo de PCR
QOutliers identified and removed
¢ DNA dupla-fita
Statistical tests performed (multiplas copias)
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Viabilidade obtida para S. Typhimurium 51 K61 no
modelo ave durante o periodo de 165 h apos a
Inoculacao

Expressao do gene tuf

Viabilidade

60 75 90 105 120 135 150 165 180
Tempo (h)

—+—Modelo ave (20°C)
—a—Modelo ave (8°C)

Viabilidade: relagao cop. RNA (UFC_, do tuf-RNA ) e cop. DNA (UFC_, tuf )
Viabilidade: capacidade de metabolizar componentes
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Aplicacoes da (RT-)gPCR na MA

* gPCR = deteccao e quantificagao (bactérias®, fungos
e virus)
*Salmonella, Lm, Sa, Ec O157:H7

" Vantagens:

— Tempo analitico menor
* Lm (2 dias)
* Salmonella (26 h ou algumas horas)
* Clostridios (1 dia)
* Bc(2h)
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Aplicacoes da (RT-)gPCR na MA

= Ct similar as contagens em placa

= |imites de quantificagao sem enriquecimento da amostra: 102 — 103
UFC/g ou mL

= |deal: gPCR + enriquecimento de poucas horas

— Salmonella e Lm (<5 UFC/25 g)

— Salmonella (18 h APT—> extracao + quantificacdo) = 100% concordancia com a
ISO 6579

_ Lm(24hDF +4hF)=1-5UFC/25g
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Aplicacoes da (RT-)gPCR na MA

" Reduzir os niveis de deteccao

— Combinar :

* PCR ou Filtragao ou Centrifugagao
— 10-100 UFC/g (Salmonella e C. jejuni) em 3 h
Meétodo: centrifugacao por densidade + gPCR

— gPCR: correlacao com plaqueamento (5 logs)

— Discrepancias: contagens maiores no plaqueamento
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Discrepancia de logs

1.0E+10
1.0E+09
1.0E+08
1.0E+07
1.0E+06
1.0E+05
1.0E+04

1.0E+03
21 45

Tempo (h)

—#—tuf-RMA (UFC eqfmL)
—B—tuf (UFC eq/mL)
—h— LIFC/mL

Populacdes médias de S. Typhimurium obtidas em alimento-modelo (suino)
incubado a 20 °C e determinada por RT-gPCR (tuf-RNA), qPCR- (tuf) e
semeadura em agar XLD
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Aplicacoes da (RT-)gPCR na MA

" Motivos das discrepancias:

— Volumes diferentes (1 mL ou 0,1 mL versus 5 L)
— Presenca de DNA intacto de celulas mortas

— Presenca de formas VPNC

— 1 UFC pode ser gerada por mais uma célula

— Uso de primers para o alvo variando numeros de
multicopias dos genes

- -
[ o g ) T ST T R ] P Boaecd 8 Bt et e |

tufA fusA rpstrpsL OriC ikNA's  tufB
746 £4.8 90.0
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Aplicacoes da (RT-)gPCR na MA

" Quantificacao de patogenos:
— Considerar <LQ do alimento (nao o <LQ da cultura pura)
* Eficiéncia da extracao
* Interagdes do alimentos com os componentes da PCR

= Alvos usados: 16 S rRNA, 23 S rRNA

" Genes housekeeping: viruléncia ou metabolismo
— Salmonella: genes da invasina (invA)
— S. aureus: genes da nuclease (nuc)
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Aplicacoes da (RT-)gPCR na MA

" Tendéncia atual: multiplex no mesmo tubo de reacao
— Diferencia rapidamente de género ou espécie

— Exemplos:
* E.coli O157:H7, Salmonella spp., Lm presente em leite e carne
* Campylobcter, Salmonella spp. em frango
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gPCR: deteccao de nao-patogénicos

= Deteccao e quantificacao de bacterias
— processos fermentativos (LAB)

— Propriedades organolépticas
* Queijo — Enterococcus gilvus (LD:10* UFC/g)
* Queijo — Corynebacterium casei (LQ: 10° UFC/g)
* Probidticos — Bifidobacterium (LD: 102 UFC/g) (16 rRNA)

= gPCR: monitoramento de alteracaes causadas por
fungos (maturacao de queijos)
* Penicillium roqueforti
* Penicillium camemberti
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gPCR: deteccao de nao-patogénicos

" Limitagcdes do qPCR: substituidas pelo RT-gPCR

* RT-gPCR: pouco usado

— Dificuldade na extracdo de RNA
— Disponibilidade de kits
— Instrumentos (ready-to-use) checagem de RNA integral
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RT-gPCR e avaliacao de risco

= Problemas recorrentes
— Metodos moleculares: detecgao de micro-organismos mortos

» Estratégias de diferenciacao de cél.viavel/mortas
— EMA/PMA (aplicado antes da extracao de DNA)
« inativacao da ceélula viavel e inibigdo da PCR
— Inclusao da etapa de enriquecimento
— Sistemas de filtracao
— Tratamento com DNAse | (viavel e esporos)
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Conclusao e Recomendacoes

* Deteccao e quantificacdo de patdgenos estdao sendo
amplamente estudados na MA

= Resulado positivo pelo méetodo rapido sera considerado
presuntivo e devera ser confirmado pelo tradicional

= A confirmacao extende a analise por varios dias, iSso nao
pode ser visto como fator limitante (devido a ter
negativos)
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Conclusao e Recomendacoes

= Métodos rapidos carecem de sensibilidade e
especificiadade para analise direto do alimento

* Enriquecimento considerado um fator limitante (Temp),
porém dilui os efeitos dos inibidores, diferencia viaveis de
VPNC, reparo do stress ou injuria celular

* Tendéncia de uso do qPCR multiplex
— Multipla deteccao / analise de rotina
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Conclusao e Recomendacoes

= Falta consenso de como conduzir os experimentos e interpretar dados

= Exemplo: ha muitos métodos qPCR para E. coli O157:H7 e Salmonella
gue poderao:

— Confundir e ser massacrante para o usuario
— Qual validar?
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Conclusao e Recomendacoes

= Devido a alta sensibilidade do (RT-)qgPCR pequenas diferencas no
preparo de amostra, amplificacdo e expressao dos dados tem
impacto nos resultados

= |[nclusao de varios controles em cada etapa

= SYBR Green é o corante mais barato, apresenta um resultado
robusto e sensivel
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Conclusao Final

= Estudos futuros:

— Estudos envolvendo diferentes etapas de processos
industriais

— Expressao dos genes do alvo de interesse

— Buscar a melhoria no limite de deteccao, a fim de se obter
maior sensibilidade do método
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Opiniao Pessoal

" Devido a complexidade do metodo (RT-)gPCR, deve
se levar sempre em consideracao:

— Custo dos reagentes/kits

— Necessidade de haver pessoal tecnico especializado para a
realizacao do trabalho

— Resultado em curto periodo de tempo
— Método simples

— Sensivel para detectar baixos niveis de micro-organismos e
preciso

108



e

i | ; Andlises e
Controle de
Processos

Referéncias

BAM online: Rapid methods for detecting foodborne, 2001
Castelani, L. & Duarte, K. M. R. Métodos moleculares em microbiologia de alimentos, PUBVET, 5
(2), 2011

Destro, M.T. Listeria em camarao (Penaeus brasiliensis). marcadores sorologicos e genéticos no
monitoramento de sua disseminacao em uma unidade processadora de pescado, 1995. (Tese de
Doutorado)

Di, R & Tumer, N.E. Real-time reverse transcriptase for detection of shiga toxin-producing
Eschrichia coli O157:H7 in food, J. Food Safety, 30, 51-66, 2010

Farber, J.M. et al. Rapid methods for detection, identification, and enumeration. Chapter 10, 11.6
Rapid PCR-Based Methods. APHA, 2001

Froder, H. Desenvolvimento de métodos para a quantificagao direta de Salmonella sp. por PCR-
tempo real e por transcriptase reversa-PCR-tempo real, 2008. (Tese de doutorado)

Gandra, E.A. et al. Técnicas moleculares aplicadas a microbiologia de alimentos, Acta Sci. Technol.,
30 (1), 109-118, 2008

109



i | ; Andlises e
Controle de
Processos

Referéncias

Josefsen, M. H. et al. Rapid quantification of viable Campylobacter bacteria on chicken carcasses,
using real-time PCR and propidium monoazide treatment, as a tool for quantitative risk assessment.
AEM, 76 (15), 5097-5104, 2010

Malorny, B. et al. Diagnostic real-time PCR for detection of Salmonella in food, AEM, 70(12), 7046-
7052, 2004

Mocellin et al. TRENS in Molecular Biology,2003
Novais, C.M.& Pires-Alves, M. PCR em tempo real, Rev. Biotec. Cién & Desenvol., 33, 2004

Postollec, F. et al. Recent advances in quantitative PCR (QPCR) applications in food microbiology.
Food Microbiology, 28, 848-861, 2011

Sacchi,C. et al. Incorporation of Real-time PCR into routine public health surveillance of culture
negative bacterial meningitidis in Sao Paulo, Brazil, Plos ONE, 6 (6), 2011

Valasek, M. & Repa, J. J. The power of real-time PCR. Adv. Physiol. Edu, 2005
Wong, M. L. & Medrano. J. Real-time PCR for mRNA quantification, BioTechniques, 39:75-85, 2005

110



Andlises e
Controle de
Processas

. __;.-"Ora a fe e o firme fundamento das coisas que se operam e uma
' o demonstragao das que nao se veem .
. Hebreus111 .




SEDAK,

Analises e Controle de Processos

Muito Obrigado!

Hans Froder
hfroder@hotmail.com
(011) 5097 7888



Andlises e
Controle de
Processos




	Slide 1
	Slide 2
	Slide 3
	Slide 4
	Slide 5
	Slide 6
	Slide 7
	Slide 8
	Slide 9
	Slide 10
	Slide 11
	Slide 12
	Slide 13
	Slide 14
	Slide 15
	Slide 16
	Slide 17
	Slide 18
	Slide 19
	Slide 20
	Slide 21
	Slide 22
	Slide 23
	Slide 24
	Slide 25
	Slide 26
	Slide 27
	Slide 28
	Slide 29
	Slide 30
	Slide 31
	Slide 32
	Slide 33
	Slide 34
	Slide 35
	Slide 36
	Slide 37
	Slide 38
	Slide 39
	Slide 40
	Slide 41
	Slide 42
	Slide 43
	Slide 44
	Slide 45
	Slide 46
	Slide 47
	Slide 48
	Slide 49
	Slide 50
	Slide 51
	Slide 52
	Slide 53
	Slide 54
	Slide 55
	Slide 56
	Slide 57
	Slide 58
	Slide 59
	Slide 60
	Slide 61
	Slide 62
	Slide 63
	Slide 64
	Slide 65
	Slide 66
	Slide 67
	Slide 68
	Slide 69
	Slide 70
	Slide 71
	Slide 72
	Slide 73
	Slide 74
	Slide 75
	Slide 76
	Slide 77
	Slide 78
	Slide 79
	Slide 80
	Slide 81
	Slide 82
	Slide 83
	Slide 84
	Slide 85
	Slide 86
	Slide 87
	Slide 88
	Slide 89
	Slide 90
	Slide 91
	Slide 92
	Slide 93
	Slide 94
	Slide 95
	Slide 96
	Slide 97
	Slide 98
	Slide 99
	Slide 100
	Slide 101
	Slide 102
	Slide 103
	Slide 104
	Slide 105
	Slide 106
	Slide 107
	Slide 108
	Slide 109
	Slide 110
	Slide 111
	Slide 112
	Slide 113

