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A populacdo mundial tem crescido a um ritmo sem prece-
dentes, estando estimada atualmente na ordem dos 7 mil mi-
Ilhdes de pessoas. Com ela, aumenta também a pressao sobre
a producdo alimentar. Com efeito estima-se que em 2013
foram produzidas mundialmente 308 milhdes de toneladas
de carne, 780 milhdes de toneladas de leite e derivados, 160
milhdes de toneladas de peixe e derivados e 1640 milhdes
de toneladas de fruta e vegetais'. Destes, um valor no total de
1,15 trilides de ddlares (USD) foram gerados por exportagao
[1, 2]. De facto, nas ultimas décadas, com a globalizacido
dos mercados agro-alimentares, tem-se verificado um au-
mento do trafego internacional de géneros alimentares. Estes
2 factos traduzem-se em potenciais problemas de seguranca
alimentar, quer pela quantidade produzida e/ou transporta-
da, quer pelas diferengas nas praticas de seguranca alimentar
praticadas por cada um dos paises de origem dos alimentos.

As doencas causadas por patogénios alimentares sdo um
importante problema de satde publica a nivel mundial, re-
sultando numa elevada taxa de morbilidade e mortalidade.
Atualmente sdo reconhecidos cerca de 31 patogénios, dos
quais Escherichia coli patogénica, Salmonella spp., Staphylo-
coccus aureus, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp.,
Clostridium spp., Sigella spp. e Yersinia spp. sdo os principais
responsaveis pela maioria das doencas, hospitalizagdes e
mortes associadas a infegdes de origem alimentar [3].

' Dados relativos a 2011

Os dltimos dados disponibilizados pela Autoridade Europeia
de Seguranca Alimentar (EFSA), relativos a 2012 estdo suma-
rizados na tabela 1. Nela é possivel observar que o nimero
de casos com mais ocorréncias foram as campilobacterioses
(infegbes causadas por Campylobacter spp.) e que os casos
que se traduziram numa maior taxa de hospitalizagoes e
mortes foram os casos de listeriose (infecoes causadas por
L. monocytogenes) com, respetivamente, 91,6% e 17,8%.
Relativamente as colites (infegdes causadas por E. coli pa-
togénicas) o serotipo O157 foi o mais identificado, seguido
pelos serotipos 026 e O91 [4]. Em 2012 foram contabiliza-
dos cerca de 5 363 surtos alimentares, dos quais 7 tiveram
origem em Portugal [4]. Até hoje, o surto alimentar Europeu
de 2011 com E. coli O104:H4 continua a ser o caso mais
grave, em grande parte devido aos erros e atrasos na detecao
da fonte do surto [5].

A prevencao da contaminagdo de géneros alimentares é de
vital importancia, dado que uma grande percentagem destes
produtos é consumida crua e sem qualquer tratamento pés
colheita. A juntar a este facto, existe a possibilidade de con-
taminagao cruzada de produtos processados e a sua dissemi-
nacdo a nivel local, nacional e internacional.

Os testes microbioldgicos de alimentos foram sempre par-
te integrante da producdo alimentar, mas eram geralmente
empregues em controlos de produto final, que hoje em dia

Tabela 1 - Dados relativos as infe¢oes causadas por patogénios alimentares na Europa em 2012 [4,6]. Apenas os casos mais relevantes (> 1000 casos), confirmados

e comunicados a EFSA, foram considerados.

Doenca Area Casos Taxa de hospitalizagdo | Taxa de mortalidade
(%) (%)
Campilobacteriose EU 214 268 47,7 0,03
8 Portugal 328 - :
EU 91 034 45,1 0,14
Salmonelose
Portugal 76 - -
. EU 5671 36,5 0,36
Colite
Portugal 4 ; .
. EU 1642 91,6 17,8
Listeriose
Portugal 12 - -

Boletim de Biotecnologia .


https://core.ac.uk/display/55635835?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

se reconhece como sendo uma estratégia errada. Atualmen-
te encontra-se implementado o sistema Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controlo (APPCC), que mudou o 6nus da
seguranca alimentar dos testes para o controlo do processo
de producgao [7]. Os testes microbiol6gicos continuam, no
entanto, a ser uma ferramenta fundamental nos processos
de controlo e monitorizagao, visando dois objetivos princi-
pais: estabelecer a auséncia de agentes patogénios de forma
a garantir a seguranca dos alimentos e prevenir ou minimi-
zar possiveis contaminagdes ao longo da cadeia alimentar;
enumerar a carga microbiana total e deste modo avaliar a
eficacia de tratamentos de higiene, a qualidade e a vida dtil
do produto. Os testes microbiolégicos podem ser divididos
em métodos convencionais e alternativos.

Os métodos convencionais baseiam-se no enriquecimento
de culturas seguido de ensaios de confirmagdo, centrados
nas propriedades metabdlicas e antigénicas do microrganis-
mo a identificar. As principais vantagens da aplicagdo deste
tipo de métodos residem no facto de serem relativamente
baratos, tecnicamente simples e apresentarem elevada espe-
cificidade e sensibilidade. As desvantagens advém do facto
de serem morosos, laboriosos, propensos a contaminagdes
cruzadas e incapazes de detetar patogénios em baixo nlime-
ro ou no estado viavel ndo cultivavel (isto é, células incapa-
zes de crescer nos meios ricos convencionais) [3].

Nesse sentido e de forma a acompanhar o processo de pro-
ducdo e distribuicdo alimentar, ha a necessidade de imple-
mentar métodos alternativos de detecao que sejam rapidos,
sensiveis, fidveis e versateis, que possam adaptar-se facil-
mente as necessidades das diferentes linhas de producdo/
processamento de alimentos. Com estas metodologias pro-
cura-se reduzir substancialmente o tempo, o trabalho e custo
global do processo de detecao. De alguns anos para cd, mui-
to trabalho tem sido realizado neste sentido, sendo possivel
encontrar no mercado diversos métodos rapidos alternativos
de testes de patogénio, os que globalmente se incluem nas
categorias de testes moleculares e de biossensores [3].

Os biossensores sdo dispositivos analiticos que incorporam
elementos biolégicos reativos (sondas e/ou anticorpos) na
detecdo de microrganismos. Estes sistemas sao rapidos e per-
mitem a andlise de diversos tipos de elementos empregando
um pequeno volume de amostra. No entanto, a entrada no
mercado deste tipo de sistemas tem sido dificultada pela bai-
xa sensibilidade, custo elevado aliado a um procedimento
complexo e de dificil reprodutibilidade. Adicionalmente, a
semelhancga de outros métodos moleculares, apresentam li-
mitagdes na detecdo em matrizes alimentares complexas [3].

Os métodos moleculares podem ser subdivididos em imu-
nolégicos e os baseados em dcidos nucleicos. Os primeiros
baseiam-se na ligagdo especifica entre antigénio e anticorpo,
sendo que os segundos (ex: PCR e suas variantes e DNA mi-
croarrays) usam parte de sequéncias de DNA ou RNA espe-
cificas para os microrganismos a identificar, processando-as
por amplificagdo e/ou hibridagdo. Os métodos moleculares
sdo na generalidade rapidos e robustos. No entanto, enquan-
to os métodos imunolégicos podem apresentar alguma rea-
tividade cruzada com antigénios semelhantes; os métodos
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Figura 1 — Kit Probe4Salmonella desenvolvido pela Biomode S. A. para a de-
tecao de Salmonella spp.

baseados em dcidos nucleicos estdo dependentes de um
passo de amplificagdo enzimatica, que pode ser inibido pela
presenga de contaminantes [3]. Estes Gltimos também nao
permitem distinguir células vidveis de ndo vidveis e podem
necessitar de passos adicionais de extragdo e purificagdo do
DNA.

A técnica de hibridacao fluorescente in situ (FISH) é também
uma metodologia que nos Gltimos anos tem sido desenvol-
vida para aplicagdo a testes microbiolégicos de controlo ali-
mentar. Esta consiste basicamente no uso de sondas oligonu-
cleotidicas marcadas com fluorescéncia que hibridam com
regides complementares dos acidos nucleicos de microrga-
nismos, geralmente RNA ribossomal (rRNA). O método as-
senta em 4 passos, fixagao e permeabilizagao da amostra, hi-
bridagao da sonda com a sequéncia de rRNA alvo, lavagem
(que visa a extracao de sonda nao hibridada) e finalmente, a
observagao da amostra ao microscépio de fluorescéncia ou
a sua detecao por citometria de fluxo [8]. Nos trabalhos de
FISH, no passo de hibridagao, é comum usar uma sonda de
DNA ou RNA, que atribuem algumas limitagdes a metodo-
logia, como baixa robustez e passo de hibridagdo moroso.
A utilizacdo de mimicos de acidos nucleicos, como o acido
péptido nucleico (PNA), permite ultrapassar algumas destas
limitagdes. O PNA é uma poliamina com uma estrutura neu-
tral composta por unidades de glicina N-(2-aminoetil) ao in-
vés de pentoses e grupos fosfato da molécula de DNA. Esta
composigao confere, comparativamente as sondas de DNA,
varias vantagens, nomeadamente a falta de repulsao electro-
estdtica e uma superior estabilidade dos duplexos de PNA/
DNA, resultando numa maior especificidade. Por fim as son-
das de PNA permitem uma maior acessibilidade ao material
genético alvo, dado que a hibridagdo € realizada sob baixa
concentracao de sal, promovendo a destabilizagio das es-
truturas secunddrias do rRNA. Isto traduz-se numa etapa de
hibridagdo muito rapida [8].

A técnica de PNA-FISH oferece portanto uma maior especi-
ficidade, estabilidade e rapidez que outros métodos mole-
culares. Para além disso, e ao contrdrio de outros métodos
baseados em acidos nucleicos, ndo é afetada pela presenca
de inibidores e s6 deteta microrganismos com um contetido
ribossomal estavel, em teoria, viaveis.
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As desvantagens desta metodologia podem residir na inexis-
téncia de um passo Gnico de fixagdo e permeabilizacdo, sen-
do necessario adaptar tento em conta o microrganismo alvo.
Adicionalmente, a identificagdo dos microrganismos tendo
por base as sequéncias de rRNA, pode gerar problemas em
encontrar uma sequéncia que consiga discriminar microrga-
nismos evolutivamente préximos.

Nesse sentido, 0s nossos esforcos de investigagdo tem-se
focado, desde 2001, na exploragdo dos mimicos de aci-
dos nucleicos, nomeadamente as sondas de PNA, e na sua
aplicabilidade ao protocolo de FISH. O desenvolvimento,
com sucesso, de métodos de PNA-FISH especificos para a
detecdo de patogénios alimentares, como Cronobacter, na
origem de graves infe¢des com elevada taxa de mortalidade
em recém-nascidos pelo consumo de férmula infantil em pé
contaminada [9], Salmonella spp. [10,11] ou E. coli O157:H7
[12]; resultou numa evolugao natural para aplicagdes comer-
ciais (ex.: 2 pedidos de patente internacionais para a apli-
cacao do método de PNA-FISH em Salmonela spp., PCT/
IB2011/051337, e E. coli O157:H7, PCT/PT2014/000023).
Esta tecnologia, e subsequentes aplicagoes a area da segu-
ranga alimentar, estiveram na base da criacdo da empresa
Biomode S.A.. As aplicacdes baseadas em PNA-FISH que
neste momento se encontram a iniciar o processo de certi-
ficagdo internacional, poderdao em breve alargar o leque de
solugdes moleculares existentes no mercado, contribuindo
para um melhor rastreio do processo produtivo e prevencao
das infe¢des alimentares (Figura 1).
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