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Resumo

O Colilert® (IDEXX) foi concebido para a analise simultanea de coliformes e E. coli em
amostras de 4guas e tem sido bastante usado em analise de rotina de aguas potaveis, de
piscinas, doces, costeiras e até residuais. O presente trabalho pretendeu aplicar este
método a enumeracdo de E. coli em diferentes matrizes alimentares, através de
comparacdo de resultados com o método de referéncia em alimentos (ISO 16649-2,

2001). Assim, o ensaio foi dividido em trés fases.

A primeira fase consistiu em observar a possibilidade de utilizacdo do método Colilert® na
andlise de E. coli em alimentos com caracteristicas variadas. De dez alimentos diferentes
estudados, selecionaram-se 0s seguintes: bolo com creme, carne de porco picada crua,
sopa “caldo-verde”, salada de vegetais crus (alface e cenoura) e iogurte natural sélido.
Estes foram aprovados pois possibilitaram superior posicionamento da amostra na tray,
uma cor dos pog¢os mais clara e melhor leitura dos resultados com luz UV.

Na segunda fase, o Colilert® demonstrou ser um método exato quando os alimentos
foram artificialmente contaminados com cerca de 2 log/g de E. coli (ATCC 25922). As
contagens obtidas com o Colilert® foram semelhantes as obtidas com o método de
referéncia.

Na dltima fase, o Colilert® permitiu recuperar E. coli naturalmente presente em carne
picada de porco crua exposta a - 18° C durante 16 horas, tendo demonstrado menor
limite de detec&o que o método de referéncia. Nesta fase, o Colilert® conseguiu recuperar
E. coli em pequeno numero, como 1 microrganismo/g, ao contrario do método de
referéncia.

Neste estudo, o Colilert® ndo apresentou resultados falso-positivos nem falso-negativos.
No entanto, a leitura foi dificultada pelo aparecimento de po¢os com fluorescéncia verde
nas amostras de carne picada de porco crua. O método demonstrou ser um método facil
e rapido, mas pouco objetivo e menos econdémico que o método de referéncia.

Palavras-chave: Escherichia coli; Métodos classicos; Métodos alternativos; Detecéo
enzimatica; Inovagéo; Analise de agua; Colilert®; Analise alimentar.
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Abstract

Colilert® (IDEXX) was originally developed for the simultaneous enumeration of coliforms
and E. coli in water samples and has been used for the quality control routine of drinking,
swimming pools, fresh, coastal and waste waters. The present project aimed to apply
Colilert® to the enumeration of E. coli in different food matrices, through the comparison of
results against the reference method for E. coli food analysis (ISO 16649-2, 2001). Thus,
the study was divided in three stages.

During the first stage ten different types of foods were analyzed with Colilert®. From these
it were approved the following: cake with custard; raw minced pork; soup "caldo-verde";
raw vegetable salad (lettuce and carrots) and solid yogurt. The approved foods presented
a better insertion in the tray, the colour of the wells was lighter and the UV reading was
easier.

In the second stage the foods were artificially contaminated with about 2 log/g of E. coli
(ATCC 25922) and analyzed. Colilert® proved to be an accurate method and the counts
were similar to the ones obtained with the reference method.

In the third and last stage, Colilert® allowed the recovery of E. coli naturally contained in
raw minced pork after exposure to - 18° C during 16 hours, and presented a lower
detection limit. Using the Colilert® method it was feasible to recover E. coli present in very
low numbers, as for example, 1 microorganism/g, opposed to the reference method.

In the present study, the Colilert® method did not revealed neither false-positive or false-
negative results, however sometimes the analysis was difficult to perform due to the
presence of green fluorescence in some wells of raw minced pork samples. Generally
Colilert® was an easy and rapid method, but less objective and more expensive than the
reference method.

Key-words: Escherichia coli; Classic methods; Alternative methods; Enzymatic detection;
Innovation; Water analysis; Colilert®; Food analysis.
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Introducdo

1.1.Caracteristicas principais de Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli), cuja classificacdo cientifica se encontra descrita na Tabela 1, foi
originalmente conhecida como Bacterium coli commune, e identificada em 1885 pelo
pediatra alem&o Theodor Escherich (Escherich, 1885; Shulman et al., 2007).
Originalmente tal nome foi atribuido por se encontrar presente nas fezes dos pacientes
examinados (Kornacki e Johnson, 2001; Jay et al., 2005).

Tabela 1 - Classificagdo cientifica de E. coli (Coulliette, 2008).

Classificacao Cientifica

Reino Bactéria
Filo Proteobacteria
Classe Gamma proteobacteria
Ordem Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Espécie Escherichia coli

E. coli € um coliforme, ou seja, uma enterobactéria com forma de bastonete, Gram-
negativa, nao produtora de esporos e fermentadora da lactose com producéo de acido e
gas no periodo de 24 - 48 horas a 35 - 37° C (Rompre et al., 2002; Winfield e Groisman,
2003; Sondia e Salopek-Sondi, 2004; Mehdipour et al., 2012; Darmawati et al., 2013; Ting
et al., 2013). Adicionalmente, E. coli € um coliforme termotolerante e possui a capacidade
de fermentar a lactose a temperaturas de 44 - 45° C, caracteristica que a distingue de
outros coliformes e enterobactérias (Rompre et al., 2002). As suas células exibem cerca
de 1,5 um (micrometros) de comprimento e 0,5 - 0,6 um de didmetro com um volume da
célula de 0,65 pm?® aproximadamente (Santarella-Mellwig et al., 2013). E um
microrganismo anaerobio facultativo que se encontra largamente distribuido no intestino
dos seres humanos e de outros animais de sangue quente. A maioria das estirpes de E.
coli sdo inofensivas, mas algumas, como o ser6tipo O157:H7, podem causar graves
intoxicacBes alimentares no Homem (Clermont et al., 2000; Hudault et al., 2001; Zogaj et
al., 2003; Jay et al., 2005; Vogt e Dippold, 2005). As estirpes inofensivas fazem parte da
flora normal do intestino e sdo benéficas para o seu hospedeiro, através da producao de
vitamina K2 ou impedindo o estabelecimento de bactérias patogénicas no interior do
intestino. S6 em casos muito raros podem tornar-se uma ameaca a individuos séos. Tal
pode acontecer, em pacientes com imunodeficiéncias ou apds uma rutura traumatica
entre o intestino e outros locais estéreis do corpo ou apoés intervengdes cirurgicas
(Kuhnert et al., 2000; Reid et al., 2001; Vogt e Dippold, 2005).

As estirpes de E. coli patogénicas tém sido classificadas em duas grandes categorias: (i)
0s patogénicos entéricos; (i) e os patogénicos extra-intestinais. Estes Ultimos séo
responsaveis por infecées do trato urindrio em todos 0s grupos etarios e meningite em
criangas e animais jovens (Kuhnert et al., 2000). Os entéricos sao classificados com base
em caracteristicas soroldgicas e propriedades virol6gicas (Rendén et al., 2007). Estéao
divididos em: (i) E. coli enterotoxigénica (ETEC); (ii) E. coli enteropatogénica (EPEC); (iii)
produtoras de toxina Shiga de E. coli (STEC); (iv) E. coli enteroinvasora (EIEC); (v) E. coli
enteroagregativa (EAEC); (vi) E. coli enterohemorragica (EHEC). Os sintomas causados
no Homem por cada grupo patogénico encontram-se descritos na Tabela 2 (Cerna-Cortes
et al., 2013; Gomez-Aldapa et al. 2013, Kim et al., 2013).
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Tabela 2 — Quadro clinico dos sintomas observados em cada grupo patogénico de E. coli (Feng et al., 2002;
Okhuysen e DuPont, 2010; Suardana et al., 2012; Razzaq et al., 2013). ETEC - E. coli enterotoxigénica;
EPEC - E. coli enteropatogénica; STEC - produtoras de toxina Shiga de E. coli; EIEC - E. coli enteroinvasora;
EAEC - E. coli enteroagregativa; EHEC - E. coli enterohemorragica.

E. coli : .
patogénica Sintomatologia
e Provoca diarreia frequentemente em criancas de paises menos
desenvolvidos e em visitantes de paises desenvolvidos.
ETEC e Gastroenterite € 0 nome mais comum da doenca, embora também

possa ser conhecida como “diarreia de viajantes”.
¢ Sintomas: diarreia, colicas abdominais, febre baixa, nauseas e mal-
estar.

e Provoca diarreia em pessoas de paises em desenvolvimento,
especialmente em criangcas com menos de 2 anos de idade.
EPEC e Sintomas: diarreia aquosa, vomitos e febre baixa.
e Desequilibrio do sistema de absorcao de nutrientes é causado pela
aderéncia a mucosa intestinal.

e Producao de toxinas Shiga.

e Representa perigo para as criancas de paises em desenvolvimento.

e Sintomas: diarreia com ou sem sangue, colite hemorragica e
sindrome hemolitica-urémica.

STEC

e Todas as populacdes sdo suscetiveis a infegdes.
EIEC e Sintomas: d_isenteria leve, cc')lica_s abdominais, diarreia, vomitos,
febre, calafrios, mal-estar generalizado e fezes que podem conter
sangue e muco.

e Diarreia aguda e persistente, que acontece em criancas de paises
em desenvolvimento e Vviajantes provenientes de paises
EAEC desenvolvidos.
e Inflamagdo crénica, desnutricdo e diminuicdo do desenvolvimento
fisico e intelectual em criancas.

e InfecBes podem variar de diarreia a complicagfes graves.
e Sintomas: colite hemorragica (caracterizada por célicas severas, dor
abdominal), nduseas ou vomitos, diarreia com ou sem sangue e febre
EHEC baixa ou ausente.
e Criangcas e idosos sdo mais suscetiveis de obterem colite
hemorragica.
e O membro mais famoso é E. coli 0157:H7.

1.1.1. Crescimento e sobrevivéncia de E. coli

s

A fim de detetar/quantificar e controlar E. coli € necessario conhecer os fatores que
estimulam e inibem o seu crescimento. O crescimento e sobrevivéncia de E. coli séo
dependentes de uma série de pardmetros ambientais intrinsecos e extrinsecos ao
alimento. Parametros intrinsecos podem ser definidos como as propriedades que séo
inerentes ao alimento, tais como o pH, atividade de agua (a,), e o tipo/teor de nutrientes.
Enquanto, os par@metros extrinsecos sdo aqueles relacionados com o ambiente de
armazenamento do alimento, como a atmosfera, a temperatura, a humidade, entre outros
(Kocharunchitt, 2012). Para qualquer parametro ambiental as células bacterianas séo
capazes de crescer apenas ao longo de um intervalo limitado, o que pode ser
caracterizado por limites superiores e inferiores para o crescimento, bem como o nivel
Otimo para a taxa de crescimento (Jay, 2000). As alteracdes nas condi¢cdes ambientais
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podem ter um impacto significativo sobre o crescimento e a sobrevivéncia de bactérias.
Para se adaptarem a essas mudancas ambientais, as bactérias tém evoluido a
capacidade para induzir uma resposta ao stress. Esta resposta ao stress permite as
células bacterianas a protecdo dos processos vitais (Aertsen e Michiels, 2004; Chung et
al., 2006; Giuliodori et al., 2007).

A relacéo entre o crescimento bacteriano e a temperatura foi investigada em detalhe por
exemplo, por Heitzer et al. (1991) e Zwietering et al. (1991). E. coli ao ser uma bactéria
mesofila cresce a temperaturas entre 20° C e 45° C, apresentando um crescimento 6timo
entre 30° C e 40° C. Porém, pode crescer e sobreviver a temperaturas elevadas e
temperaturas mais baixas em comparacdo com outras bactérias mesofilas, como
demostra um estudo efetuado por Murata et al. (2011). Sendo assim, E. coli é capaz de
manter um crescimento equilibrado de 8° C a 49° C com um valor étimo de crescimento
nos 37° C. A taxa de crescimento fica mais lenta a temperaturas acima de 40° C ou a
temperaturas abaixo de 20 ° C (Jay, 2000).

E. coli é frequentemente considerada uma bactéria neutréfila, porque cresce melhor em
pH neutro (pH = 7) (Hughes et al., 2007). Embora também possa crescer em meio acido
ou basico, gama de pH entre 4,4 a 9,0, com taxas de crescimento semelhantes em pH
entre 5,5 e 7,5 (Jay, 2000). Foi relatado que pode sobreviver inalterada de 2 horas a 7
horas apos a exposicdo a um pH de 2,5 (Kocharunchitt, 2012). A tolerancia de E. coli a
condi¢cdes de pH mais extremas € fundamental para a sua sobrevivéncia, uma vez que
esta bactéria esta sujeita a acidez extrema do estbmago e a basicidade do intestino.
Exemplo dessa tolerancia € a capacidade da E. coli de sobreviver a um pH tdo baixo
como 2 e tédo elevado como 10 por vérias horas (Hughes et al., 2007).

A a,, para o crescimento E. coli varia de 0,950 - 0,999 com um crescimento ideal de 0,995
(Lake et al., 2002).

1.2.E. coli como indicador de qualidade

Tradicionalmente, os microrganismos indicadores foram usados apenas para sugerir a
presenca de patogénicos (Tortorello, 2003). No entanto, 0os microrganismos indicadores
podem também ter outras funcdes como, assinalar um lapso de boas praticas e/ou uma
falha no processo de fabrico de um alimento (Odonkor e Ampofo, 2013). Mas de um
modo geral, os microrganismos indicadores sdo bactérias de qualquer grupo taxonémico,
fisiologico ou ecoldgico, utilizadas como um sinal de qualidade, estado de higiene e
seguranga em alimentos, agua ou ambiente (ICMSF, 2000).

A selecdo de um indicador deve ser realizada com cuidado a fim de se interpretar
devidamente os resultados dos testes do indicador. O indicador deve ser sempre avaliado
em contexto apropriado, tendo em conta fatores intrinsecos e extrinsecos, fatores
quimicos e fisicos, o processamento e condicbes de armazenamento do produto (ICMSF,
2002). Esta selecdo nao é facil e tem gerado muita discussdo e debate. Talvez esteja
relacionada com as tentativas que tém sido feitas ao longo dos anos para aplicar varios
termos, de modo a distinguir as diferentes fungbes dos indicadores, por exemplo,
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microrganismo indice, microrganismo marcador, microrganismo modelo e microrganismo
sentinela (Tortorello, 2003). Odonkor e Ampofo (2013) sugerem a divisdo dos
microrganimos indicadores em trés grupos (Tabela 3): (i) indicadores microbianos gerais
(processo); (i) indicadores fecais, como E. coli; (iii) microrganismos indice e
microrganimos modelo. Porém, a existéncia de duas categorias gerais de indicadores tem
mostrado um maior consenso: (i) indicador de qualidade (qualidade higio-sanitaria e
gualidade fecal); (ii) indicador de seguranca. Os indicadores de seguranga sugerem um
possivel risco microbiano e a sua utilizacdo destina-se a minimizar o risco de exposicéo
ao perigo. Os indicadores de qualidade sdo usados para avaliar questbes importantes
para a aceitacdo do produto, por exemplo, vida util de prateleira, caracteristicas
organoléticas e deterioracdo (et al., 2001; Oliveira, 2011).

Tabela 3 - Defini¢c@o de indicador e microrganismos indice e modelo (Odonkor e Ampofo, 2013).

Grupo Defini¢cao

Um grupo de microrganismos que

Indicador de processo o
demonstra a eficacia de um processo.

Um grupo de microrganismos que indica a
presenca de contaminacao fecal. Exemplo,
séo os coliformes termotolerantes e E. coli.
Estes microrganismos apenas indicam a
possibilidade de o0s microrganismos
patogénicos estarem presentes.

Indicador fecal

Um grupo/ou espécies indicam a presenca
e 0 comportamento do patogénico, tais
como E. coli como indice para Salmonella.
O grupo/microrganismo pode ser utilizado
para prever a degradacdo alimentar em
estudos de vida til de prateleira

Microrganismos indice e modelo

Segundo Jay (1998) quando os microrganismos indicadores sdo utilizados com vista a
qualidade microbiolégica do produto devem satisfazer os seguintes critérios: (i) devem
estar presentes e detetaveis em todos os alimentos, cuja qualidade (ou falta dela) esta a
ser avaliada; (i) devem ser faciimente detetados e enumerados e claramente
distinguiveis de outros microrganismos; (iii) devem ser enumeraveis num curto periodo de
tempo, de preferéncia dentro de um dia de trabalho; (iv) e 0 seu crescimento ndo deve
ser prejudicado por outros componentes da flora dos alimentos. E. coli vai ao encontro
destes critérios, sendo inclusive o melhor indicador de contaminacéo fecal dentro dos
coliformes fecais, pela ICMSF (2000).

De acordo com Jay et al. (2005). Shardinger sugeriu a utilizacdo de E. coli como um
indicador de contaminacéo fecal em 1892. Este facto foi baseado na premissa da E. coli
estar abundantemente disseminada em fezes e n&o ser encontrada normalmente em
outros habitats. Além disso, E. coli pode ser facilmente detetada pela sua capacidade de
fermentar glicose e facilidade de isolamento e identificacdo comparativamente a outros
agentes patogénicos gastrointestinais. Trés anos mais tarde, foi sugerido por Smith a
utilizacdo desta bactéria como identificador de potabilidade da agua, iniciando o uso do
parametro coliformes como indicadores de patogénicos na agua. Uma prética que foi
alargada ao leite pasteurizado, produtos lacteos e posteriormente, a outros alimentos
(Kornacki e Johnson, 2001). Assim, a presenca de E. coli em alimentos ou em agua
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tornou-se aceite como indicador de contaminacao fecal. Mas desde entdo, tentativas tém
sido feitas para definir a significado higiénico deste microrganismo. A sua presenca nos
alimentos pode ser vista como indicador de falhas no processamento, manuseamento e o
armazenamento inadequado (Jay et al., 2005).

Apesar do conceito ndo ser consensual, E. coli tem sido usada como indicador de
qualidade higio-sanitaria e indicador fecal (Wehr e Frank, 2004; Oliveira, 2011) e a sua
analise é recomendada por regulamento europeu conforme Regulamento (CE) n°
1441/2007.

Segundo o Regulamento (CE) n°® 1441/2007, E. coli juntamente com 0s microrganismos
aerbbios, Enterobacteriaceae, Salmonella e estafilococos coagulase positivo sao
classificados como microrganismos indicadores de higiene na producdo. Estes
microrganismos estdo definidos como critérios microbiolégicos de higiene de processos.
Os critérios indicam se o processo de produgdo funciona de modo aceitavel,
estabelecendo um valor de contaminacgédo indicativo acima do qual se tornam necessarias
medidas corretivas para preservar a higiene do processo em conformidade com a
legislacao alimentar. A analise de E. coli é obrigatéria nos produtos apresentados na
Tabela 4. Os critérios de higiene ndo sdo aplicaveis aos produtos colocados no mercado.
Para estes produtos sdo aplicados os critérios de seguranca (define a aceitabilidade de
um produto ou de um lote de géneros alimenticios): Listeria monocytogenes, Salmonella,
enterotoxinas estafilocécicas, Enterobacter sakazakii, histamina e E. coli (utilizada como
indicador de contaminagao fecal em moluscos bivalves vivos e equinodermes, tunicados
e gastrépodes vivos) (Regulamento (CE) n® 2073, 2005; Regulamento (CE) n° 1441,
2007).

A presenca de E. coli em alimentos ndo constitui uma prova direta da presenca de
patogénicos intestinais, como por exemplo Salmonella, mas implica um certo risco da
presenca destes patogénicos. Em muitos produtos alimentares a sobrevivéncia de E. coli
€ semelhante a da Salmonella. No entanto, varios patogénicos podem sobreviver apos E.
coli ter sido destruida. Assim, a presenca de E. coli nos alimentos ndo implica uma
estreita correlacdo com a presenca de Salmonella ou de outros microrganismos
patogénicos (Oliveira, 2011). E. coli s6 serve como microrganismo indicador relevante
apenas se a sua taxa de sobrevivéncia em um determinado ambiente € igual ou
ligeiramente maior do que a da bactéria patogénica (Winfield e Groisman, 2003).
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Tabela 4 - Categoria de produtos com obrigatoriedade da analise de E. coli, como indicador de falta de
higiene nos processos (Regulamento (CE) n° 2073, 2005; Regulamento (CE) n°® 1441, 2007).

Categoria de produtos

Carne picada, carne separada mecanicamente,

Carne e produtos derivados
preparados de carne.

Queijo fabricado com leite ou soro de leite (que
tenha sido submetido a tratamento térmico),
Leite e produtos lacteos manteiga e natas fabricadas com leite cru ou
leite (que tenha sido submetido a tratamento
térmico mais baixo que o da pasteurizacao).

Produtos a base de crustdceos e moluscos

Produtos da pesca .
P cozidos (descascados e sem concha).

Frutas e produtos horticolas pré-cortados

Produtos horticolas, frutas e (prontos a consumo) e sumos de frutas e de

produtos derivados produtos horticolas ndo pasteurizados (prontos
para consumo).

1.3. Metodologias classicas de enumeracao de E. coli em alimentos

Os métodos de andlise microbioldgica incluem métodos para enumeracdo (métodos
guantitativos) e métodos para pesquisa ou detecdo (métodos qualitativos) (Jasson et al.,
2010).

Os métodos qualitativos sdo métodos de analise, que detetam a presenca ou auséncia da
substancia ou microrganismo a analisar, quer direta ou indiretamente, numa determinada
quantidade da amostra (ISO 16140, 2003). Estes métodos séo utilizados para a detegéo
de patogénicos, como Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes e E.
coli 0157 (Jasson et al., 2007; Wu, 2008).

Os métodos de andlise que permitem quantificar uma substancia ou microrganismo, quer
direta ou indiretamente, numa determinada quantidade de amostra sdo métodos
quantitativos (ISO 16140, 2003). A contagem de microrganismos viaveis em caixa (ou
placa) de Petri através de sementeira a superficie ou por incorporacdo em meios de
cultura sélidos, bem como a contagem de microrganismos viaveis em meios liquidos
através da técnica designada por “numero mais provavel” (NMP), constituem exemplos
de métodos microbioldgicos classicos quantitativos (Blodgett, 2005; Jasson et al., 2010).

Um dos métodos classicos (ou convencionais ou tradicionais) mais utilizados para avaliar
a qualidade microbioldgica de alimentos é a contagem em placas através de sementeira
ou incorporagdo (Tortora et al., 2001). A contagem em placas € um dos métodos mais
antigos desenvolvidos para a enumeragdo de microrganismos em rotina. A técnica foi
introduzida por Robert Koch (1880) com o desenvolvimento de meios de cultura de agar e
em 1895 foi reconhecido o seu procedimento. Em 1916, Breed e Dotherer formalizaram o
procedimento deste método (Easter, 2005).

Na contagem em placas, os alimentos sdo previamente homogeneizados em diluente
estéril, de forma a suspender 0s microrganismos presentes na amostra, preparando-se
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assim a suspensdo-mae (Harrigan, 1998). Os diluentes a usar podem ser variados, sendo
escolhido o adequado em funcéo do tipo de alimento e propdésito da analise (ISO 6887-1,
1999). Um in6éculo da suspensdo-méae, ou de uma diluicdo conhecida da suspensdo-mae,
€ misturado com o meio de cultura de agar fundido em placa (no caso da sementeira por
incorporacdo) ou o inéculo é espalhado e adsorvido a superficie de meio de cultura
solidificado (no caso da sementeira a superficie) (Harrigan, 1998). As placas sao
incubadas nas condi¢des apropriadas para o microrganismo em analise e as col6énias sédo
contadas manualmente para determinar o niumero de unidades formadoras de col6nias
(UFC). Podem ser realizadas diluicbes da suspensdo-mae, sendo utilizadas para
contagem as placas que apresentem entre 15 (ou 30) e 300 UFC. A contagem das placas
com alto numero de UFC € propensa a erros, pois requer um elevado nivel de atengéo
por parte do técnico. Portanto, muitas vezes, a placa é dividida em partes e apenas uma
parte € contada. Esta é utilizada para estimar a contagem de toda a placa por
extrapolacdo (Blodgett, 2008). Além disso, o elevado niumero de UFC numa placa pode
levar a falsos resultados, devido a superlotacdo das bactérias na placa. Este método
depende da precisdo de determinacdo de UFC (Brugger et al., 2012).

A contagem de tubos multiplos, também designado por NMP, foi introduzida por McCrady
h&d 98 anos (McCrady, 1915). O NMP é estimado a partir da presenca/auséncia do
microrganismo alvo em cada tubo, sendo os tubos inoculados com a amostra diluida
consecutivamente. As diluicbes da amostra sdo concretizadas estudando-se 1 g, 0,1 g e
0,01 g de amostra. Cada uma destas 3 diluicdes € inoculada em 3 ou 5 tubos de meio de
cultura (Harrigan, 1998). Apé6s a incubagdo, o numero de tubos positivos para cada
diluicdo € contado. O numero de microrganismos na amostra original € determinado
através de tabelas padrdo de NMP com base no niumero de tubos positivos para cada
diluicdo considerando-se, assim, o factor de diluicdo. O método é de natureza estatistica
e os resultados de NMP sdo geralmente mais elevados do que os resultados de
contagem em placa, provavelmente devido a melhor recuperacdo dos microrganismos
(Jay et al., 2005).

Algum tempo atras, as metodologias classicas de enumeracdo de E. coli implicavam o
uso de um meio de cultura seletivo para coliformes, sendo posteriormente necessario
proceder a testes de confirmacdo. Os métodos para testes de coliformes geralmente
incorporam as caracteristicas fisiol6gicas distintivas do grupo, ou seja, utilizam meios de
cultura que proporcionam a fermentacdo da lactose e a resisténcia a sais biliares
(Tortorello, 2003). Tal se verifica tanto no método de contagem de placas como no
método do NMP.

A contagem de E. coli era realizada em trés fases, independentemente do método usado
(contagem em placa ou NMP): (i) teste presuntivo; (ii) teste confirmatério para coliformes;
(iii) teste confirmatorio para E. coli (Hayes, 1995).

Pelo método de contagem em placas, a primeira fase envolvia a enumeracdo de
coliformes, fecais e ndo fecais, através da utilizacdo de meios seletivos, como o
MacConkey agar e o Violet Red Bile (VRB). Estes meios continham: (i) uma fonte de
nutrientes (peptona); (ii) a lactose, a qual é utilizada pelos coliformes para a producao de
acido (e gas); (iii) um indicador de pH (vermelho neutro). O Ultimo meio de cultura
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continha um agente seletivo adicional, o violeta de cristal. As placas de Petri inoculadas
com a amostra eram incubadas por 24 horas a 37° C. Apds, a incubacdo as colonias
caracteristicas de coliformes surgiam de cor vermelha. Em alternativa aos meios sélidos
desta primeira fase, usavam-se 0s meios liquidos similares, tal como o caldo Lauril
Sulphate Triptose (LST). Neste caldo eram introduzidos tubos de fermentacéo (Durham)
para a recolha do gas produzido pela degradacao da lactose pelos coliformes. Quando os
meios liquidos eram utilizados na enumeracéo de coliformes e de outros microrganismos
a técnica NMP era usada. O NMP presuntivo baseava-se no numero de tubos que
exibiam a producdo de acido (e gas) nos tubos Durham apos 24 — 48 horas de
incubacao. O resultado era calculado utilizando quadros do NMP (Hayes, 1995). Nesta
fase recuperavam-se os coliformes em stress e obtinham-se resultados presumiveis.

Na segunda fase, confirmacdo da presenca de coliformes, efetuavam-se repicagens a
todos os tubos que exibissem a producdo de &acido e gas (método NMP) ou o
aparecimento de colonias suspeitas de coliformes em placas de agar (método da
contagem em placas) em tubos de caldo Brilliant Green Bile (BGB). Os tubos ja
inoculados permaneciam na estufa a 37° C durante 24 horas. O BGB é um meio mais
seletivo que os anteriores, detetando a presenca de coliformes através da producéo de
gas (Hayes, 1995).

A fase final servia para confirmacéo da presenca de E. coli. Esta fase podia ser feita com
a colocagéo dos tubos de BGB a 44° C durante um periodo de 24 horas, em vez de
coloca-los a 37° C durante 24 horas, como era efetuado na segunda fase, saltando
assim, a etapa confirmatorio da presenca de coliformes (2° etapa). Ao mesmo tempo
tubos de peptona eram inoculados dos tubos LST, presumiveis de conter coliformes
(provindos da primeira fase, teste presuntivo), iam também a incubar a 44° C durante 24
horas e subsequentemente, testados quanto a presenca de indol (para este fim utilizava-
se o reagente de Kovacs constituido por alcool isoamilico, p-dimetilaminobenzaldeido e
acido cloridrico concentrado (Boadi et al., 2010). Em alternativa ao caldo BGB do NMP, o
meio solido eosina azul de metileno agar era usado para a contagem em placa. Neste
método tanto podiam ser confirmados coliformes presuntivos ou coliformes confirmados,
primeira e segunda fases. As placas de Petri eram incubadas a 37° C durante 24 horas.
E. coli era distinguida pelo brilho metélico das colénias azuis-negras (Hayes, 1995).

A técnica do método de contagem em placa apesar de simples era morosa (Fung, 2002).
O crescimento e distribuicdo das coldnias na superficie da placa de Petri nem sempre
eram homogéneos: as colonias podem ter diferentes diametros, densidades e formas
e/ou podem crescer até as coldnias se juntarem. Deste modo, o método tornava-se
menos preciso (Corkidi et al., 1998). Este método requeria uma razoavel experiéncia do
operador, nomeadamente quando era necessario confirmar resultados, mao-de-obra
intensiva, a recuperacdo das células em stress era mais dificil e eram pouco rapidos
devido aos prolongados periodos de incubacdo (Garcia-Armesto et al., 1993). Mas,
também devido & demorada preparacdo da amostra, diluicbes em série e contagem de
UFC. Além disso, grandes volumes de analises podiam levar a custos significativos no
consumo de grandes quantidades de materiais, incluindo materiais descartaveis, como
placas de Petri (Sieuwerts et al., 2008). Estas dificuldades limitavam o numero de
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amostras que podiam ser examinadas e tornavam mais dificil a rotina dos laboratérios
(Fung, 2002).

Por outro lado, a técnica do NMP possibilitava uma estimativa do numero de
microrganismos viaveis presentes numa determinada amostra sélida ou liquida. Utilizam-
se meios liquidos para crescimento do(s) microrganismo(s) alvo. Quando se pretendia
enumerar um microrganismo especifico era necessario utilizar meio liquido seletivo, ou
seja especifico para o crescimento das bactérias pretendidas (Harrigan, 1998). Os meios
liquidos facilitavam a recuperacao de células em stress (isto €, células de microrganismos
que se encontravam viaveis mas ndo se desenvolviam em meios so6lidos). Incluiam-se
neste caso microrganismos que foram sujeitos a processamentos alimentares
(tratamentos térmicos agressivos, salinidades elevadas, modificacdo da atmosfera
envolvente, entre outros). Por outro lado, era particularmente (til na analise de amostras
que contém particulas que interferem com os métodos de enumeracdo em placas, mas
também (til para amostras que apresentavam um reduzido nimero de microrganismos
(Blodgett, 2005; Sutton, 2010). No entanto, a analise decorria ao longo de 3 dias, sendo
necessario proceder a repicagem para novo meio ao fim de 48 horas (Hayes, 1995). Esta
metodologia necessitava de um grande namero de tubos por andlise, sendo a preparagéo
dos meios de cultura bastante morosa (Mara e Horan, 2003).

Ao longo dos anos, os métodos classicos foram sofrendo alteragbes até chegarem aos
métodos de analise de hoje. Dentro destes métodos de andlise existem métodos
padronizados e estes incluem os métodos publicados pela International Organization for
Standardization (ISO), que constituem a referéncia das metodologias usadas pelos
laboratoérios de andlises alimentares nacionais. A maioria destes métodos de referéncia
ainda s@o baseados em metodologias classicas e, como tal, descrevem sementeiras (por
incorporacdo ou a superficie) em meios solidos e/ou liquidos a fim de proporcionar o
crescimento, isolar, enumerar ou caracterizar o organismo alvo. Foram desenvolvidos
com base na experiéncia e decididos por consenso internacional. Portanto, sdo métodos
reconhecidos internacionalmente e com uma ampla aceitagédo (Jasson et al., 2010).

Os métodos padronizados (métodos de referéncia) para a enumeracao de E. coli em
alimentos sao trés: (i) técnica de contagem de colénias a 44° C, usando membranas e 5-
bromo-4-cloro-3-indol B-D-glucurénico (BCIG) (ISO 16649-1, 2001); (i) técnica de
contagem de col6nias a 44° C, usando o 5-bromo-4-cloro-3-indol 3-D-glucurénico (BCIG)
(ISO 16649-2, 2001); (iii) técnica do NMP (ISO 16649-3, 2001).

1.4.Detecdo enzimatica como método alternativo na enumeragéo de E. coli
em alimentos

Com o objetivo de reduzir o tempo de preparacdo e o tempo da analise propriamente dita,
bem como aumentar a exatiddo e a especificidade da analise, novas técnicas (ditas
rapidas ou melhor alternativas) tém vindo a ser desenvolvidas para a detecéo,
diferenciacdo e enumeracdo de microrganismos, como E. coli. Estas baseiam-se na
utilizacdo de substratos enziméticos ligados a compostos cromogénicos e fluorogénicos
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para detecdo de atividades enzimaticas especificas (Manafi et al., 1991). Dyer (1970) foi
0 primeiro a sugerir a utilizacdo destes compostos na detecdo de enzimas bacterianas.
Enquanto, Dahlen e Linde (1973), mostraram ser possivel a dete¢cdo enzimatica numa
placa com agar. Bascomb (1987), descreveu 0s substratos enziméticos cromogénicos e
fluorogénicos, bem como as suas aplicacbes e apenas recentemente se aplicou estes
conhecimentos no desenvolvimento de metodologias alternativas.

Os meios de cultura cromogénicos e fluorogénicos sdo meios de crescimento
microbiol6gicos que contém substratos enzimaticos ligados a um composto cromogéneo
(ou seja, origina uma mudanca de cor), fluorogéneo (conduz a emissao de fluorescéncia)
ou a juncdo de ambos. A populacdo microbiana alvo possui sistemas de enzimas cujas
reac6es conduzem ao metabolismo do substrato enzimatico (aglcar ou aminoacido) que
liberta o cromogéneo/fluorogéneo originando mudanca de cor e/ou fluorescéncia sob luz
ultravioleta (UV). Para além das vantagens acima referidas, a incorporacdo de tais
substratos enzimaticos num meio seletivo pode evitar a etapa de confirmacao e, como tal,
eliminar a necessidade de outros testes bioquimicos para caratcerizar as estirpes
(Manafi, 2000; Perry e Freydiere, 2007).

Os compostos fluorogénicos e/ou cromogénicos podem ser divididos em 4 grupos: (i) os
corantes fluorogénicos, tais como o &cido 8-anilino-1-naftalenossulfico (ANS) e laranja de
acridina (Acridine Orange - AQO), que permitem uma passagem da fluorescéncia do
corante para o ADN ou para uma proteina de células bacterianas; (ii) os indicadores de
pH fluorescentes, que permitem a mudanga na intensidade de fluorescéncia ou
absorvancia de um indicador de pH, por exemplo a acridina ou 7-hidroxicumarina; (iii) os
corantes tais como o azul de metileno, verde Janus B e indigo carmim, ao tornarem-se
incolores produzem fluorescéncia; (iv) os substratos cromogénicos e fluorogénicos de
enzimas (tém sido utilizados em bioquimica, principalmente com o propdsito de estudar a
cinética da enzima especifica) originam o cromossulfarico ou fluor6foros (Manafi, 1996).

Os substratos enzimaticos cromogénicos mais usados séo derivados, principalmente de
fenol e de indole (Manafi, 1996). Estes substratos e a cor libertada pode ser vista na
Tabela 5. Por outro lado, os substratos enzimaticos fluorogénicos mais vulgarmente
utilizados sdo os derivados de cumarina: 4-metil-umbeliferona (4-MU) e 7-amino-4-
metilcumarina (7-AMC) (Manafi et al., 1991). Maddocks e Greenan (1975) descreveram
um ensaio, em que os derivados de 4-MU foram utilizados e Fujiwara e Tsuru (1978)
foram os primeiros a usar os derivados de 7-AMC para quantificacdo de peptidases
bacterianas.

Tabela 5 - Substratos cromogénicos usados com mais frequéncia (Manafi et al., 1996). ONP - o-nitrofendis;
PNP - p-nitrofenais.

Derivados Substrato cromogénico Cor produzida
Fenol ONP Amarela
Fenol PNP Amarela
indole 5-bromo-6-cloro-3-indol Magenta
indole 6-cloro-3-indol Salmao
indole N-metilindol Verde
indole 5-iodo-3-indol lodo
indole 5-bromo-4-cloro-3-indol-(X) Azul
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Os meios de cultura cromogénicos e fluorogénicos para a enumeracgéo de E. coli utilizam
a enzima [3-D-glucuronidase (GUD) como indicador da sua presenca.

A GUD ¢ uma enzima que catalisa a hidrélise de acidos B-D-glucopiranosidurénico nos
seus derivados agliconas e acido D-glucuronideo (Wadouachi e Kovensky, 2011). A
atividade da GUD pode ser medida por meio de diferentes substratos cromogénicos e
fluorogénicos, Tabela 6 (Abboo e Pletschke, 2010).

Tabela 6 - Alguns substratos cromogénicos e fluorogénicos que podem ser empregues para a detecéo de E.
coli (Rompré et al., 2002). MUG - 4-metilumbeliferil -D-glicuronideo; FDGIcU - Fluorescein-di-B-D-
glicuronideo; BCIG - 5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-glucuronideo; 8HQG - 8-hidroxiquinolina--D-glucuronideo.

Substratos Cor produzida
MUG Azul fluorescente
Resorufin-B-D-glicuronideo Vermelho fluorescente
FDGIcU Verde fluorescente
BCIG Azul
8HQG Preto
Fenolftaleina-B-D-glicuronideo Vermelho

Um dos substratos cromogénicos mais usado € o BCIG. Este tem sido utilizado para
detetar ou enumerar E. coli em agua, urina e alimentos (Brenner et al., 1993). Watkins et
al. (1988) descreveu pela primeira vez a enumeracéo de E. coli em efluentes secundarios
de aguas residuais e de marisco a partir deste composto. Os resultados do estudo
demonstraram uma elevada correlacdo entre as reacdes BCIG positivas e a identificacdo
de colonias de E. coli, tornando o BCIG extremamente util para a rdpida detegéo
fenotipica das UFCs desta espécie (Watkins et al. 1988). Em 2001, o BCIG foi adotado
pela ISO para a enumeracgéo de E. coli em todas as categorias de alimentos, sendo parte
integrante do meio de cultura Tryptone-Bile X-Glucuronideo Agar (TBX) (ISO 16649-2,
2001). BCIG ao ser degradado pela GUD produz o acido glucuronideo (incolor) e o
bromo-cloro-indole (precipitado azul-esverdeado). E este ultimo composto que confere a
coloragdo as colonias caracteristicas de E. coli (Manafi, 1991).

Para além do TBX, outros meios de cultura cromogénicos sdo usados na enumeragao de
E. coli e estdo em conformidade com a ISO 16649-2 (2001) (Jasson et al., 2010).
Exemplos destes meios de cultura encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Exemplos de meios de cultura para a enumeracéo de E. coli em alimentos, para além do TBX
(Jasson et al., 2010). REBECA® - Rapid Enterobacteria Escherichia Coli Coliform Agar.

Meio de cultura Fabricante
CHROMagar®E.coli CHROMagar™
REBECA® AES CHEMUNEX
ChromID® Coli bioMeérieux
Cromocult® Coliform Agar Merck
Brilliance E.coli/Coliform Selective Agar Oxoid
RAPID’E. coli 2 Agar Bio-Rad

O composto fluorogénico 4-MU tem sido amplamente explorado para o diagnéstico em
microbiologia, devido a sua baixa toxicidade, facilidade de hidrélise e a intensa
fluorescéncia gerada (Perry et al., 2006). Este composto € soluvel em &gua, altamente
sensivel e especifico. Contudo, a sua utilizacéo € limitada devido a dependéncia do pH e
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a necessidade de luz UV para a leitura dos resultados (Manafi et al., 1991). Em particular,
os derivados de glicésido de 4-MU sdo amplamente utilizados para a detecdo de enzimas
bacterianas, tais como a GUD (Perry et al., 2006). A 4-MU é resultante da degradacgéo do
substrato 4-metil-umbeliferil B-D-glucuronideo (MUG) pela enzima GUD. O aparecimento
da fluorescéncia azul quando as placas ou tubos séo irradiados com luz UV de
comprimento de onda de 365 nm s&o gerados pela 4-MU (Feng et al., 2002).

Devido a sua versatilidade e estabilidade o MUG pode ser incorporado em meios liquidos
e meios solidos sem perder a sua funcionalidade. A Tabela 8 apresenta exemplos destes
meios de cultura. A adicdo de MUG aos meios liquidos tem como finalidade a distincdo e
detecao de E. coli de 18 a 20 horas (Manafi, 2000).

Tabela 8 — Exemplos de meios de cultura onde o MUG pode ser incorporado (Manafi, 2000). LST — Lauril
Sulphate Triptose; BGB — Brilliant Green Bile; VRB — Violet Red Bile.

Meios de cultura liquidos Meios de cultura solidos
LST VRB
Caldo EC MacConkey
BGB m-FC agar

Recentemente, o aparecimento de métodos rapidos/alternativos que também utilizam
MUG como indicador para E. coli tem crescido. O sistema Colilert® da IDEXX (Maine,
EUA) é um exemplo (Rice et al., 1990), secédo 1.6.

1.5.Inovagdes na detecdo enzimética aplicada & enumeracéo de E. coli em
alimentos

A inovacgdo na enumeracédo de E. coli em alimentos tem incidido em duas areas distintas.
Por um lado no desenvolvimento de novas tecnologias (Fung, 2002). Neste caso incluem-
se métodos baseados em analise elétrica (impedancia, capacitancia e condutancia), bem
como em principios de biologia molecular, tais como a imunologia e a Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Noble e Weisberg, 2005; Darsanaki et al., 2013). Embora estas
tecnologias sejam significativamente mais rapidas, especificas, simples de operar
comparativamente a metodologia classica, implicam grandes investimentos iniciais na
aquisicdo de equipamentos e posteriormente, ao longo do trabalho de rotina, de
reagentes caros (Darsanaki et al., 2013; Rahman et al., 2013). Por outro lado, a inovagéo
tem incidido também na modificacdo das metodologias classicas de enumeracao,
desenvolvendo-se produtos comerciais pré-preparados cujo principio embora baseado
nas metodologias classicas apresenta vantagens relativamente a essas. Estes métodos
sdo baseados na contagem de UFC ou no NMP e ndo encurtam necessariamente o
tempo de detecdo. No entanto, reduzem a carga de trabalho e facilitam o fluxo do
mesmo, através da reducdo das manipulacbes e/ou necessidade de uma completa
infraestrutura, bem como facilitam a automatizacdo e reduzem o erro associado ao
operador (Fung, 2002). Exemplos de métodos baseados na contagem de UFC e as
inovacdes no método NMP encontram-se na Tabela 9 e Tabela 10, respetivamente.
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Tabela 9 — Produtos comerciais baseados na contagem de UFC (Jasson et al., 2010). UFC — Unidade
formadora de coldnias.

Métodos de contagem de UFC

3M Petrifilm™ (3M)

Rida® Count (r-biopharm)

Compact Dry® (Nissui Pharmaceutical)

(Nissui Pharmaceutical, 2013)

Tabela 10 — Produtos comerciais baseados no método do NMP (Jasson et al., 2010). NMP — Numero mais
provavel.

Métodos do NMP

SimPlate® (BioControl systems)

TEMPO® (bioMérieux)

Colilert®-18

(IDEXX, 2013a)

As placas Petriflm™ s&o placas de meio de cultura que contém diferentes tipos de
nutrientes, géis hidrossollveis a frio, corantes e indicadores adequados a recuperagéo de
cada tipo de microrganismo. (3M Health Care, 2013b). No caso da E. coli as placas
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possuem a denominacao Petrifilm™ E. coli and Coliforms Count Plates (EC). Estas placas
também permitem enumerar coliformes (3M Health Care, 2013b). Cada placa é composta
por um filme de papel com quadriculas impressas recobertas de polipropileno (filme base)
gue contem: (i) nutrientes; (ii) agente gelificante; (iii) indicador de atividade enzimatico. A
placa termina na parte superior com outro filme de polipropileno (filme superior) composto
novamente pelo gel e o indicador para facilitar a enumeragdo de E. coli (Ximena e
Alexandra, 2008). A Tabela 11 descreve estes constituintes.

Tabela 11 — Constituintes do meio de cultura Petrifilm™ EC (3M Health Care, 2001; 3M Health Care, 2008).
VRB — Violet Red Bile; BCIG - 5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-glucuronideo.

Constituintes do meio de cultura Petrifilm'™ EC

Nutrientes VRB, lactose e peptona de gelatina
Agente gelificante solavel em agua fria Goma de guar
Indicador de atividade enzimatica BCIG
Indicador facilitador da enumeracgéo de
colonias Tetrazoélico

A amostra, diluida ou néo, é inoculada na superficie do filme base e o filme superior é
sobreposto. Com o auxilio de um difusor plastico, a amostra € espalhada numa area
delimitada. Apoés solidificacdo da substancia gelificante, a placa é incubada na
temperatura e tempo de acordo com o método validado usado pelo laboratério. Os
métodos mais comuns estdo na Tabela 12. Apds a incubacao, as coldnias visiveis de E.
coli (colénias azuis com gas) sdo enumeradas e o resultado é expresso em UFC/mL ou g,
Figura 1. As colbénias adquirem a cor azul, devido a degradacédo do BCIG pela enzima
GUD, tal acontece nos restantes métodos alternativos de contagem de colénias (Rida®
Count e Compact Dry®). O gas é retido no filme superior como resultado da fermentac&o
da lactose pela E. coli. As colénias vermelhas com gas confirmam a presenca de
coliformes, uma vez que os coliformes séo produtores de 4cido e gas a partir da lactose.
As coldnias de coliformes que crescem na placa Petrifim™ EC ao produzirem &cido
fazem com que o indicador de pH torne a cor do gel vermelho mais escuro (3M Health
Care, 2001), Figura 1.

Tabela 12 — Condigdes de incubacéo dos métodos mais comuns usados para a enumeracéo de E. coli pelo
Petrifilm™ EC (3M Health Care, 2001). AOAC - Association of Official Analytical Chemists; NMKL - Nordic
Committee on Food Analysis.

Método validado Condic¢des de incubacéo

Método Oficial AOAC 991.14 48 + 2 horasa35°C+1°C

Método Oficial AOAC 998.0 (carnes, 24 + 2 horas a 35°C + 1°C
aves e pescados)

Método NMKL (147.1993) 48 £ 2 horasa 37° C

Figura 1- Colonias caracteristicas de E. coli ﬁzuis com gas) e coliformes (vermelhas com gas) numa placa de
Petrifilm™ EC (3M Health Care, 2001).

16


https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&ved=0CFEQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.norden.org%2Fen%2Fnordic-council-of-ministers%2Fcouncil-of-ministers%2Fcouncil-of-ministers-for-fisheries-and-aquaculture-agriculture-food-and-forestry-mr-fjls%2Finstitutions-co-operative-bodies-working-groups-and-projects%2Fworking-groups%2Fnordic-committee-on-food-analysis-nmkl&ei=G_KEUpaWL6WN7Qbci4HwCw&usg=AFQjCNFgSLa4r6AJgrHzLBwqAbMloE-yHw&bvm=bv.56343320,d.ZGU
https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&ved=0CFEQFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.norden.org%2Fen%2Fnordic-council-of-ministers%2Fcouncil-of-ministers%2Fcouncil-of-ministers-for-fisheries-and-aquaculture-agriculture-food-and-forestry-mr-fjls%2Finstitutions-co-operative-bodies-working-groups-and-projects%2Fworking-groups%2Fnordic-committee-on-food-analysis-nmkl&ei=G_KEUpaWL6WN7Qbci4HwCw&usg=AFQjCNFgSLa4r6AJgrHzLBwqAbMloE-yHw&bvm=bv.56343320,d.ZGU

Introducdo

As placas Rida® Count sdo placas de cultura prontas a usar, impregnadas de meio de
cultura desidratado e filmes que podem ser aplicadas em diversos fins para controlos
microbioldgicos de rotina. Podem ser utilizadas tanto em amostras alimentares como em
amostras ambientais (Ambifood e r-biopharm, 2010). Estas placas sdo muito semelhantes
as Petrifilm™ (r-biopharm, 2010a). Para a enumeracao de E. coli existe o Rida® Count E.
coli (r-biopharm, 2010b) com os constituintes descritos na Tabela 13.

Tabela 13 - Constituintes dos meios de cultura Rida® Count E. coli (r-biopharm, 2004). VRB - Violet Red Bile;
BCIG - 5-bromo-4-cloro-3-indol B-D-glucuronideo.

Constituintes do meio de cultura

Nutrientes VRB
Indicador de atividade enzimatica BCIG
Inibidor de néo coliformes Sais biliares

As colbnias caracteristicas de E. coli apresentam-se azuis (Figura 2) devido a enzima
GUD que degrada o mesmo indicador do Petrifiim™ EC e Compact Dry®, o BCIG. Esta
coloracéo surge ao fim de 24 a 48 horas a 35° C (Ximena e Alexandra, 2008).
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Figura 2 — Coldnias caracteristicas de E. coli (azuis) numa placa Rida® Count E. coli (r-biopharm, 2004).

A metodologia Compact Dry® é um procedimento de testes que permite determinar e
quantificar microrganismos em industrias de alimentos, laticinios, bebidas, cosméticos,
entre outras (Hy Serve, 2010a). O Compact Dry® é formado por uma placa que contem
um meio desidratado, que € posteriormente, reidratado com 1 mL de amostra diluida
(Kodaka et al., 2006). Este meio é composto por: (i) nutrientes com substancias seletivas;
(ii) substratos enzimaticos cromogénicos; (iii) agente gelificante soliuvel em agua fria
(Kodaka et al., 2006). A placa Compact Dry® E. coli (CD-EC) é especifica para a
enumeracao de E. coli, mas também de coliformes (Hy Serve, 2010a). Esta é constituida
pelos compostos apresentados na Tabela 14.

Tabela 14 - Constituintes do meio de cultura CD-EC (Kodaka et al., 2006). KNO3z — Nitrato de potassio; NaCl —
Cloreto de sédio; Magenta-GAL - 5-bromo-6-cloro-3-indol B-D-galactopiranosideo; BCIG - 5-bromo-4-cloro-3-
indol B-D-glucuronideo.

Constituintes do meio de cultura CD-EC

Nutrientes Peptona, KNOs, NaCl e piruvato de sodio
Agente gelificante soluvel em agua fria Polissacarideos de algas
Indicador de atividade enzimatica Magenta-GAL e BCIG

A CD-EC é um método que pode gerar resultados em 20 - 24 horas a 35° C. A placa usa
o0 indicador de crescimento magenta-GAL  (5-bromo-6-cloro-3-indol  B-D-
galactopiranosideo) para detetar os coliformes e o indicador BCIG para detetar E. coli. O
aparecimento da cor das colénias de E. coli (azul a azul-arroxeado) deve-se a
degradacéo do indicador pela GUD, Figura 3, tal como acontece nas duas metodologias
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anteriores. As colonias vermelhas a rosas sdo caracteristicas de coliformes, como
resultado da degradacdo do magenta-GAL pela B-galactosidase (GAL), Figura 3
(Hosokawa e Kodaka, 2010).

EC

—

Figura 3 — Coldnias caracteristicas de E. coli (azuis) e coliformes (rosas) numa placa de CD-EC (Hy Serve,
2010a).

Os produtos comerciais acima descritos apresentam as seguintes vantagens: (i) ndo
necessita de preparacdo do meio de cultura, o qual reduz substancialmente o tempo de
andlise; (ii) é de facil uso e tem multiplas aplicac¢des; (iii) proporciona resultados em curto
tempo; (iv) ocupa menos espaco nha incubadora, o qual permite processar um maior
namero de amostras eliminando problemas de armazenamento; (v) as placas inoculadas
permanecem mais tempo sem ser afetadas por outros microrganismos; (vi) as placas néo
se desidratam tdo facilmente como os meios preparados; (vii) ocorre maior recuperacao
de bactérias uma vez que ndo existe choque térmico (como na incorporagdo); (viii) as
placas apresentam uma vida longa; (ix) as placas podem ser lidas em leitores de placas;
(x) as placas vém acompanhadas de um folheto para a interpretacdo das colonias; (xi)
requer menos material de vidro; (xii) existe a reducdo do numero de desperdicios; (xiii) a
presenca de substancia indicadora permite a diferenciacdo visual. Porém, apresentam
também desvantagens: (i) alguns produtos alimentares podem ndo ser facilmente
dispersos nas placas; (i) formacdo de bolhas entre o filme superior e inferior pode
provocar uma desidratacdo e por consequente, a inibicdo do crescimento; (iii) a
manipulacdo das placas ndo € simples; (iv) algumas amostras requerem diluicdes
adicionais para que o indicador atue e permita a observacdo de coldnias; (v) algumas
amostras ndo sdo absorvidas totalmente; (vi) os fungos podem crescer nestas placas;
(vii) o método ndo especifica o intervalo de contagem:; (viii) o material inoculado dificulta a
recuperacao das colonias para futuras provas e confirmag¢édo (Ximena e Alexandra, 2008;
Hy Serve, 2010b; Souza, 2013).

Quanto aos produtos comerciais mais utilizados na andlise de E. coli e que se baseiam
no NMP, existem o SimPlate®, o TEMPO® e o Colilert®. Estes produtos comerciais
necessitam de equipamentos/materiais adequados e de meios de cultura especificos.

Cada meio SimPlate® foi formulado para apresentar alta especificidade e sensibilidade na
detecdo de microrganismos e apresenta-se em dois formatos: doses individuais e doses
multiplas (BioControl, 2012a). O sistema SimPlate® foi desenvolvido pela Biocontrol para
a determinacdo de microrganismos indicadores em alimentos, pela metodologia do NMP.
E constituido por placas de plastico descartaveis prontas para uso em dois tamanhos, a
normal 84 cavidades com uma contagem maxima de 738 microrganismos e a com 198
cavidades com contagem maxima de 1659 microrganismos (Townsend e Naqui, 1998). O
meio de cultura é liofilizado, devendo ser reidratado com um diluente estéril, geralmente
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adgua destilada esterilizada. Os inéculos das amostras sao pipetados e colocados no
centro das placas SimPlate® e em seguida, cobertas com o meio hidratado. O liquido é
distribuido para as cavidades individuais, o excesso de liquido é retirado fazendo-se a
drenagem para uma esponja lateral na placa e o resultado da-se via converséo através
de uma tabela de NMP especifica para o sistema SimPlate® (Silva, 2002). O Simplate®
Coliform/E. coli (CEc) utiliza a Tecnologia de Detecdo Binaria licenciada pela Biocontrol
(BioControl, 2010; Townsend et al., 1998). A CEc correlaciona a presenca de enzimas
GAL e GUD para a detecdo de coliformes e E. coli, respetivamente. O meio CEc é
especificamente formulado para favorecer o0 crescimento e detecdo destes
microrganismos em 24 horas de incubacao a 35° C (AOAC International, 2006).

O composto ONPG (ortonitrofenil p-D-galactopiranosideo) quando hidrolisado pela GAL
produz o composto vermelho clorofenol que possui coloracdo laranja a roxa e 0 composto
MUG quando hidrolisado pela GUD produz 4-MU que apresenta cor azul fluorescente
quando exposto & luz UV a 365 nm. O numero de cavidades coloridas (laranja a roxo) em
cada placa é registado como coliformes. As cavidades fluorescentes azuis séo registadas
como positivas para E coli (Townsend et al., 1998). A Figura 4 exibe as cores das
cavidades caracteristicas de E. coli e coliformes.

Figura 4 - Coldnias caracteristicas de E. coli (azuis) e coliformes (laranja a roxo) numa placa de CEc (Silva,
2002).

As vantagens apresentadas pelo fabricante incluem: (i) a facilidade para a preparacéo, ou
seja, adicdo do meio liofilizado em 4gua destilada esterilizada, dispensando a pesagem e
a esterilizacdo do meio; (ii) a facilidade de execucdo com a adicdo do meio e amostra na
placa e incubacéo por 24 horas; (iii) as particulas de alimentos ndo necessitam de ser
filtradas; (iv) a ampla faixa de contagem reduz a necessidade de dilui¢bes; (v) a facilidade
para interpretar, as cavidades fluorescentes s&o facilmente visiveis a luz UV; (vi)
contagem rapida e fécil; (v) cada placa permite contagens mais de duas vezes superior
as placas de Petri tradicionais e os filmes, isso permite diminuir as diluicdes, economizar
tempo, custo por analise e erros de leitura; (vi) o meio de cultura liquido permite a
enumeracdo mais sensivel (sdo necessarios menos microrganismos para provocar a
mudanca de cor do indicador do que para formar uma col6nia visivel em placas de agar)
(viii) ndo necessita de duplicados (Beuchat et al., 1998; Silva, 2002; BioControl, 2012b;
BioControl, 2013). No entanto, a formacdo de bolhas nas placas e o aparecimento de
reacdes falso-positivos em alguns alimentos podem ser algumas desvantagens deste
método (Beuchat et al., 1998; Jackson et al., 2000).

A bioMérieux desenvolveu o sistema TEMPO® que permite a contagem dos
microrganismos baseada no método NMP associado & tecnologia das cartas. TEMPO® é
composto por um equipamento de leitura e um frasco de meio de cultura e por uma carta,
especificos para cada teste. No caso da E. coli designa-se TEMPO® EC. O meio de
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cultura é semeado com a amostra a testar. O conjunto é transferido para os 48 pogos
com 3 volumes diferentes da carta, através do TEMPO® Filler (TEMPO-Estacdo de
preparacdo). A carta é constituida por 3 séries de 16 pocos (pequenos, médios e
grandes). O microrganismo alvo multiplica-se durante a incubacao no meio de cultura que
resulta num sinal detetado pelo leitor de TEMPO® Reader-Estacéo de leitura. Ou seja, no
decurso da incubagdo (22 - 27 horas a 37° C), através da atividade GUD as E. coli
presentes na carta degradam o substrato do meio de cultura (MUG) e permitem o
aparecimento de um sinal fluorescente detetado pelo leitor TEMPO®, Figura 5. Em funcéo
do nimero e do tipo dos pocos positivos, o sistema TEMPO® deduz o nimero deste
microrganismo presente inicialmente na amostra, segundo um célculo baseado no
método NMP (Oliveira, 2011).

Figura 5 — Pocos fluorescentes positivos de E. coli no método TEMPO® EC (bioMérieux, 2013).

Cattapan et al. (2007), Kunicka (2007) e Sohier et al. (2007) verificaram a reducdo do
tempo da andlise em estudos de fluxo de trabalho, que demonstraram uma redugdo de
duas a trés vezes no tempo de manipulacdo da amostra com a utilizagdo do TEMPO®.
Estes autores relatam a reducéo e a otimizacao do tempo de ensaio, que se deve ao tipo
de sistema utilizado pelo equipamento TEMPO®, totalmente automatizado e baseado no
metabolismo de substratos especificos produzidos pelos microrganismos. Permite, ainda,
reduzir o volume reativo, o meio de cultura a ser empregado nos ensaios e a
especificidade do ensaio (Cattani et al., 2013). Todavia, a possibilidade de ocorrer (i)
dosagem incorreta de agua esterilizada para a reconstituicdo do meio de cultura; (ii) falha
na correspondéncia da carta com o meio de cultura e com a amostra,; (iii) erro na selagem
da carta no TEMPO® Filler; (vi) e o método ser consideravelmente dispendioso, s&o
desvantagens apresentadas por Oliveira (2011).

Os métodos de cultura alternativos para a enumeracao de E. coli apresentados nesta
secao encontram-se resumidos pela Tabela 15.

Tabela 15 — Métodos de cultura modificados para a enumeragéo de E. coli. Petrifim™ EC - . Petrifilm™ E.
coli; CD-EC - Compact® Dry E. coli; Simplate™ CEc - Simplate® Coliform/E. coli; BCIG - 5-bromo-4-cloro-3-
indol B-D-glucuronideo ; MUG - 4-metilumbeferil-B-D-glucuronideo.

Métodos de Indicador de

Tempo/Temperatura e Coloénias
cultura dei - atividade .
o e incubacao P caracteristicas
modificados enzimatica
- (o] -
Petrifiim™EC 24481083 C BCIG Azul com gas
Rida Count Count ) /a1 0rag/350 C BCIG Azul
E. coli
CD-EC 20-24 horas/35° C BCIG Azul
Simplate® CEc 24 horas/35° C MUG Azul fluorescente
TEMPO® EC 22-27 horas/37° C MUG Azul fluorescente
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1.6.Colilert®

O interesse no desenvolvimento de novos métodos rapidos e alternativos para a
determinacdo de E. coli tornou-se cada vez mais urgente, devido as limitacbes (tempos
de andlise longos, falta de sensibilidade e precisdo e incapacidade de detetar formas
vidveis mas ndo cultivaveis) frequentemente associadas aos métodos convencionais.
Entre as caracteristicas fisioldgicas vulgarmente utilizados para a identificacdo de E. coli,
a enzima GUD tem sido amplamente relatada como um potencial marcador, existindo
diversos produtos comerciais que permitem a detecdo desta enzima e ndo requerem
posterior confirmac&o dos resultados positivos (Caruso et al., 2002). O método Colilert® é
exemplo disso mesmo (Yoneyama e D’Alessio, 2013).

O Colilert®, desenvolvido pelos Laboratérios IDEXX, tem por base a DST (Defined
Substrate Technology) (Grossi et al.,, 2013). A DST surgiu na década de 1980
(patenteada por Edberg (1990) com o n° 4925789) e era usada na enumeracdo de
espécies bacterianas a partir de amostras clinicas de urina. Esta tecnologia é baseada no
principio do fornecimento de alimento ao(s) microrganismo(s) alvo e nao fornece sustento
para outras bactérias. Por conseguinte, apenas este(s) microrganismo(s) pode(m) crescer
sem ser necessario a adicdo de inibidores para eliminar outras bactérias. O substrato
definido, substrato hidrossolavel, é utilizado como fonte de nutrientes vitais para o
microrganismo(s) que se deseja enumerar. A tecnologia pode ser ainda designada de
autoanalise, porque existe uma mudanca de cor produzida pelo microrganismo(s) alvo(s)
sem existir a necessidade de testes de confirmacdo ou de trabalho técnico. Para realizar
0 teste acrescenta-se a amostra a formula em pé seguido de incubacdo. Requer um
selador, uma lampada de 366 nm e uma incubadora. As mudancas de cor especificas
indicam a presenca do(s) microrganismo(s) alvo (Edberg et al. 1988; Edberg e Edberg,
1988).

O Colilert® é utilizado para a detecéo e enumeracgéo de coliformes e E. coli em amostras
de agua, por meio da hidrélise enzimatica de substratos especificos, 0o ONPG e o MUG.
O substrato ONPG é especifico para a enzima constitutiva GAL presente nos coliformes.
Enquanto, o substrato definido MUG é utilizado especificamente para a E. coli, por esta
possuir a enzima GUD, como ja foi referido na secdo 1.4. (Buckalew et al., 2006; Lopez-
Roldan et al., 2013).

O método Colilert® consiste em misturar o0 meio de cultura com ONPG e MUG com 100
mL de amostra, incubar e ler o resultado como presenca/auséncia (qualitativo) (Okoko et
al., 2012) ou NMP (quantitativo) (IDEXX, 2002). Assim, para enumerar coliformes e/ou E.
coli utiliza-se a placa Quanti-Tray™ (tray). A amostra e o reagente Colilert® s&o
introduzidos na tray, este é selado, incubado sendo contados 0s pocos que exibem
coloracdo amarela (no caso da contagem de coliformes) e fluorescéncia (no caso de E.
coli). O NMP na amostra é determinado através de uma tabela de NMP fornecida pela
IDEXX, ANEXO II (Pisciotta et al., 2002; Koster et al., 2003; IDEXX, 2013b). Este método
permite enumerar diretamente coliformes e E. coli simultaneamente de 1
microrganismo/100 mL até 2x10° por 100 mL de amostra (IDEXX, 2011).

A amostra vai adquirir cor amarela quando os coliformes metabolizam o nutriente
indicador ONPG. A cor amarela é devido a producdo do acido ONP resultante da
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hidrélise do ONPG. A amostra vai emitir fluorescéncia sob luz UV (366 nm) quando E. coli
presente metaboliza o indicador de nutriente MUG, libertando o composto 4-MU (IDEXX,
2011; Luster-Teasley e Ives, 2013). Os periodos de incubagéo vao depender se se esta
perante a formulacdo Colilert®18 (18 horas de incubac&o) ou Colilert® (24 horas de
incubacéo) (Eckner, 1998; Bonadonna et al., 2007; IDEXX, 2013a; IDEXX, 2013c).

Diversos estudos tém testado o Colilert® em varias matrizes, nomeadamente em agua
doce (Covert et al., 1989; Edberg et al., 1991; Shadix e Rice, 1991; Covert et al., 1992;
Cowburn et al., 1994; Fiksdal et al., 1994; Fricker e Fricker, 1996; Eckner, 1998; Grasso
et al., 2000; Niemela et al., 2003; Yakub et al., 2002; Buckalew et al., 2006), &gua potavel
(McFeters et al. 1992; Cowburn et al., 1994; Fricker et al., 1997; Edberg et al., 1988;
Niemela et al., 2003), efluentes de aguas residuais (Elmund et al., 1999; Kramer e Liu,
2002; Eccles et al., 2004), solos contaminados (Muirhead et al., 2004), solu¢gbes salinas
(Palmier et al., 1993; Solo-Gabriele et al., 2000; Pisciotta et al., 2002; Kinzelman et al.,
2005) e em produtos alimentares (Jorquera, 2011).
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2.1.0bjetivo Geral

O parametro microbiolégico E. coli constitui um indicador de qualidade higiénica e de
seguranca em alimentos e aguas. A sua presenca pode indicar contaminacdo fecal e a
possivel existéncia de outros agentes patogénicos, bem como abusos no processamento
e boas préaticas industriais. As metodologias classicas de enumeracdo deste
microrganismo em alimentos podem ser morosas, implicam mao-de-obra intensiva e
empregam grandes volumes de consumiveis, principalmente quando se estudam um
grande numero de amostras. Em contrapartida, a IDEXX desenvolveu o meio de cultura
Colilert® para a andlise de E. coli em aguas. Este método possibilita uma quantificacéo
rapida, simples e econémica, e a eventual superior recuperacdo de células de E. coli
danificadas pelo ambiente. Pretende-se, neste trabalho, aplicar o Colilert® a enumeracao
de E. coli em alimentos, sendo objetivo geral deste estudo a avaliacdo da enumeracgéo de
E. coli em diferentes matrizes alimentares pelo método rapido Colilert®, através de
comparacgéo de resultados com o método de referéncia em alimentos.

2.2.0bjetivos Especificos

Inicialmente pretende-se adaptar o método Colilert® a anélise de alimentos com
diferentes caracteristicas e observar a versatilidade da metodologia. Posteriormente,
estudar a exatiddo da mesma, através da contaminacdo artificial das amostras
alimentares, bem como a capacidade do Colilert® para recuperar E. coli naturalmente
presente em alimentos congelados. Finalmente, e considerando a presente conjetura
econdmica, pretende-se realizar uma analise de custos, confrontando com o método de
referéncia.
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3.1. Fases do trabalho pratico

O estudo laboratorial decorreu ao longo de 3 fases, conforme esquematizado na
Tabela 16.

Tabela 16 — As 3 fases do estudo laboratorial.

Fases do estudo laboratorial

Observacéo da versatilidade do Colilert®

Fase 1 na aplicabilidade a diferentes alimentos

Apreciacao da exatiddo da metodologia
Fase 2 usando amostras artificialmente
contaminadas.

Observacéo da recuperacdo de E. coli
Fase 3 naturalmente presente em alimentos
congelados.

3.2. Local de estudo e preparacao da amostra

As andlises foram efetuadas no Departamento de Controlo Alimentar, Microbiologia
Alimentar, no Laboratério de Medicina Veterinaria, Lda (LMV) em Santarém. Este
realiza andlises microbiol6gicas e quimicas em produtos para a alimentagdo humana e
animal (LMV, 2008).

Os produtos alimentares foram rececionados pelo Laboratério nos meses de
Dezembro de 2012 a Abril de 2013. Os alimentos estudados foram divididos em cinco
categorias: (i) produtos de pastelaria com creme; (ii) carne crua; (iii) produtos da pesca
crus; (iv) refeicdes pronto-a-comer; (v) iogurtes. Foram recolhidos, transportados e
armazenados pelo LMV sob refrigeracdo (5 + 1° C) conforme préatica de rotina do
laboratorio.

A suspensdo-mée das diferentes amostras foi preparada segundo a NP 1829 (1982).
Adicionaram-se 25 g do alimento a 225 mL de agua de peptona a 0,1% (Pinch Dilutor,
bioMérieux, Marcy L Etoile, Franca). Este diluente foi
preparado com 1 g de Peptone Water (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca).
Homogeneizou-se a suspensdo-mide em BagMixer® (Interscience, Saint-Nom-la-
Breteche, Franca) até o produto alimentar ficar suspenso no diluente primario. Foram
realizadas diluicdes em série sempre que necessario.

3.3. Métodos Microbiologicos de andlise

A enumeragdo de E. coli em produtos alimentares foi efetuada com o método
alternativo de detecdo enzimética Colilert®-18, conforme Figura 1A (Anexo I), e o
método de referéncia ISO 16649-2 (2001), conforme Figura 1B (Anexo I).
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3.3.1. Método alternativo Colilert®-18

ApOs a preparacdo da suspensdo-mae ver secado 3.2., foram retirados 100 mL desta
com uma pipeta estéril descartavel, através do filtro existente no BagFilter (TEMPO®
Bag, bioMérieux, Marcy L’ Etoile, Franca), conforme Figura 6a, para um frasco Schott
estéril com capacidade maxima de 100 mL (Figura 6b). Adicionou-se o meio
desidratado Colilert-18® aos 100 mL de amostra (Figura 7a e Figura 7b) e agitou-se
manualmente até o meio dissolver completamente. A mistura amostra/reagente
permaneceu em repouso até que a espuma resultante da adicdo do reagente e da
agitacdo desaparecesse (Figura 7c). Em amostras cuja espuma permaneceu mais
tempo adicionou-se o reagente Antifoam Solution (IDEXX, Maine, EUA) para acelerar
o desaparecimento desta (Figura 7d).

Figura 6 — a) Pipetagem de 100 mL de amostra através do filtro do BagFilter. b) Transferéncia de 100 mL
de amostras para o frasco de Shott com volume maximo de 100 mL. (Fotografias do autor).

Figura 7 — a) Colilert®-18. b) Adi¢&o do meio de cultura Colilert-18® aos 100 mL de amostra. ¢) Mistura
amostra/reagente em repouso. d) Reagente Antifoam Solution para o desaparecimento de espuma.
(Fotografias do autor).

Com a mao segurou-se numa placa tray com pocos multiplos (Quanti-Tray®/2000,
IDEXX, Maine, EUA) na posicdo vertical com a superficie dos poc¢os voltado para a
palma da méo, apertou-se a parte lateral superior da placa a fim de a abrir e melhor
inserir a amostra previamente misturada com o meio de cultura. De seguida, verteu-se
a mistura da amostra com o meio de cultura Colilert-18® (Figura 8a) e a placa foi
selada a quente no Quanti-Tray® Sealer (Quanti-Tray® Sealer Model 2x, IDEXX,
Maine, EUA). Para tal, inseriu-se a placa num molde de borracha (Quanti-Tray®/2000
97-well Rubber Insert, IDEXX, Maine, EUA), conforme Figura 8b, e encaixou-se no
selador com o suporte de borracha virado para baixo e a folha de aluminio da placa
virada para cima (Figura 9a). Ap6s a selagem da placa, esta foi a incubar (Trade
Raypa® Incuterm Digit, Barcelona, Espanha), a 35 + 0,5° C durante 18 horas, Figura
9b e Figura 9c.
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Figura 8 - a) Transferéncia da mistura amostra reagente para a tray. b) Colocacao da tray cheia no
suporte de borracha. (Fotografias do autor).

Figura 9 - a) Placa a selar a quente no Quanti-Tray® Sealer. b) Placas seladas e prontas a incubar. ¢)
Placas na estufa de 35 + 0,5° C. (Fotografias do autor).

ApoOs a incubacao, o numero de pogos grandes e pequenos presumiveis positivos para
E. coli foram contados e o resultado foi calculado a partir da tabela do NMP (Anexo II).
Entende-se como pogos presumiveis positivos para E. coli, os pocos de cor amarela
que perante a luz UV (366 nm) adquiriram fluorescéncia azul (Figura 10a e Figura
10b).

Figura 10 - a) Pogos pequenos e pocos grandes azuis fluorescentes de E. coli sob luz UV (366 nm). b)
Diferenca de pocos positivos e pogos negativos de E. coli. (Fotografias do autor).

3.3.1.1. Confirmacéo de resultados positivos e negativos

Atendendo a que, provavelmente foi a primeira vez que a E. coli foi enumerada através
do Coliler®18 nos alimentos estudados (bolo com creme, carne de porco picada, sopa
“caldo-verde”, salada de vegetais crus e iogurte natural sélido) os pogos positivos
foram considerados resultados presumiveis positivos (e ndo resultados positivos) e
nas fases 2 e 3 do presente estudo houve necessidade de confirmar a presenca de E.
coli nos pocos que apresentaram fluorescéncia, ou seja 0s pocos considerados
resultados presumiveis positivos. Para tal, estes foram devidamente assinalados no
verso da placa, face onde se procedeu a colheita. Efetuou-se um furo em cada poco
assinalado e mergulhou-se a ansa nesse mesmo furo. O resultado deste processo
pode ser visto na Figura 11. Procedeu-se a sementeira em placa de Petri com o0 meio
TBX Agar (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca), usando a técnica do riscado. As
placas foram a incubadas a 44 + 1° C por 24 horas, conforme 1SO 16649-2 (2001).
ApOs este periodo, os resultados foram lidos: as colonias verde-azuladas confirmaram
a existéncia de E. coli nos produtos alimentares analisados.
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A confirmacao de resultados também foi feita em pocgos presumiveis de ndo conter E.
coli (pocos que ndo exibiram fluorescéncia), pelas mesmas razbes anteriores. Se no
meio TBX néo existisse crescimento, 0S po¢os eram negativos.

Figura 11 - Pogos presumiveis de presenca de E. coli assinalados com uma seta preta, apds a perfuragéo
dos mesmos com ansa. (Fotografia do autor).

3.3.2. Método de referéncia (ISO 16649-2, 2001)

De cada diluicdo da suspensdo-méae, transferiu-se 1 mL para duas placas de Petri
esterilizadas. De seguida, verteu-se em cada placa de Petri cerca de 15 mL do meio
TBX Agar, previamente arrefecido a 44° C. O tempo que decorreu entre a distribuico
do indculo na placa de Petri e a incorporagdo do meio ndo foi superior a 15 minutos.
Inverteram-se as placas inoculadas e colocaram-se em incubacdo a 44 + 1° C
(Memmert, Schwabach, Alemanha) por 24 horas.

Depois do periodo de incubacéo, procedeu-se a contagem das UFC caracteristicas, ou
seja das col6nias de cor azul, em cada placa de Petri. Apenas foram consideradas as
placas com um numero inferior a 150 UFC tipicas e inferior a 300 UFC no total (tipicas
e nao tipicas). O calculo do numero (N) de microrganismos por g foi obtido com a
ajuda da equacao apresentada na Figura 12, de acordo com a ISO 16649-2 (2001),
sendo:

Y.a —soma da contagem de UFC em todas as placas de duas diluicdes sucessivas
nas quais uma, pelo menos, tem que conter no minimol15 UFC azuis;

V — volume de in6culo, em mL, inserido em cada placa,;

n, — numero de placas inoculadas na primeira dilui¢&o;

n, — namero de placas inoculadas na segunda diluig&o;

d — fator de diluicdo correspondente & primeira diluicdo do inoculo [d = 1 no caso de
produtos liquidos em que a amostra é diretamente inoculadal.

N = L4
“V(n+ 01ny)d

Figura 12 - Férmula de célculo apresentada na ISO 16649-2 (2001) para a enumeracgéao de E. coli GUD
positiva (ISO 16649-2, 2001).

A férmula de calculo, apresentada em cima, foi usada no estudo preliminar, uma vez
que se efetuou diluicdes.
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3.4. Fase 1: Versatilidade do Colilert®

O método Colilert® foi desenvolvido para a analise de coliformes e E. coli em aguas.
No entanto, este estudo pretende aplicar 0 método a produtos alimentares. Assim,
efetuou-se uma selecdo prévia de alimentos a estudar, tendo em conta os produtos
rececionados pelo LMV e alguns aspetos importantes do método Colilert® que
comprovam a sua funcionalidade pratica. A Tabela 17 expde estes aspetos.

Tabela 17 - Aspetos considerados para avaliar a versatilidade e funcionalidade do método Colilert® em
produtos alimentares.

Aspetos considerados

Amostra espalhada de forma homogénea
em todos 0s pocos.

Posicionamento da amostra na placa L . :
Auséncia de particulas de alimento nos

pOCOos.
Cor dos pogos na placa selada Cor clara e suave dos pogos antes e apds
a incubacéo.
Fluorescéncia percetivel/notoria.
Leitura de resultados aluz UV Facilidade de distincdo de pogos positivos

dos pocos negativos.

Os produtos estudados nesta fase foram divididos em cinco categorias: (i) produtos de
pastelaria com creme; (ii) carne crua; (iii) produtos da pesca crus; (iv) refeicdes pronto-
a-comer; (v) iogurtes. Os produtos de cada categoria sujeitos a sele¢cdo encontram-se
na Tabela 18.

Tabela 18 - Categorias de produtos alimentares e os respetivos produtos sujeitos a selecéo na fase 1.

Categoria de Produtos Alimentares Produtos Alimentares
Produtos de Pastelaria com creme Bola de Berlim
Carne crua Carne de porco picada
Dourada crua
Produtos da Pesca Salméo cru

Camarao cozido

Sopa (caldo-verde)
Arroz branco

Pronto-a-comer (Take-away) Bacalhau com natas;
Salada de vegetais crus (alface e
cenoura)
logurtes logurte natural sélido

3.5. Fase 2: Exatiddo do método Colilert®

3.5.1. Estudo Preliminar

Os produtos selecionados foram contaminados artificialmente com E. coli (ATCC
25922) para se observar a exatiddo da metodologia Colilert-18®. Para tal, foi realizado
um estudo preliminar a fim de desenvolver um protocolo que permitisse inocular um
namero de células de E. coli conhecido, nimero esse passivel de ser enumerado
utilizando-se os dois métodos em simultaneo.
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A estirpe de E. coli encontrava-se inicialmente armazenada a - 80° C (My Bio, Dairei,
Dinamarca) num tubo de criocongelacao preparado previamente pelo Laboratorio para
0 seu controlo de qualidade. Retirou-se uma toma para um tubo com 10 mL de caldo
Maximum Recovery Diluent (Oxoid, Hampshire, Inglaterra) que foi incubado a 37° C
durante 16 horas, designando-se a cultura overnight, pois o crescimento decorreu
durante a noite, das 18.00 horas as 10.00 horas do dia seguinte Procedeu-se a
diluicGes em série da cultura, usando peptona a 1%, tendo sido realizadas contagens
através de incorporacdo em TBX. Este foi incubado e interpretado conforme a secéo
3.3.2. Apb6s crescimento, selecionou-se a diluicdo mais adequada a futura
contaminacéo das suspensdes-mae.

3.5.2. Contaminacao artificial

Com base nos resultados do estudo preliminar, foi desenvolvido o protocolo para a
contaminacéo artificial. De acordo com esse protocolo transferiu-se 1 mL da diluicdo
10* da cultura overnight para a suspensdo-mde de cada produto alimentar
(selecionado na secdo 3.4.) para que o numero final na referida suspenséo fosse
cerca de 10 microrganismos/mL (cerca de 10° microrganismos/100 mL).

Um dos produtos alimentares selecionados na secao 3.4. foi a carne de porco picada
crua, produto cujo histoérico do Laboratério aponta para elevada probabilidade de
contaminacdo natural com E. coli. Por esse motivo, este produto alimentar foi
esterilizado. Foram analisadas trés amostras diferentes por produto alimentar. Os
alimentos estudados, para além da carne de porco picada, foram: (i) bola de Berlim; (i)
dourada crua; (iii) sopa de caldo-verde; (iv) arroz branco; (v) salada de vegetais crus
(alface e cenoura); (vi) iogurte sélido natural.

A Figura 1C (Anexo I) esquematiza o estudo realizado na fase 2. Apdés a contaminagéo
artificial da suspensao-mae, cada alimento foi analisado através do método Colilert-
18° (secdo 3.3.1.) e do método classico (ISO 16649-2, 2001) (secdo 3.3.2). A
suspensdo-mae foi diluida 10 vezes antes de ser introduzida na placa de forma a
garantir um numero inferior a 2419.6/100 mL e assim a possibilidade de leitura de um
resultado concreto na tabela de NMP associada ao Colilert-18°.

3.6. Fase 3: Recuperacao de E. coli em alimentos congelados

A carne de porco picada crua € uma matriz alimentar com elevada probabilidade de
estar naturalmente contaminada por E. coli (tendo em conta o histérico do
Laboratério), constituindo o produto ideal para a ultima fase do trabalho ou fase 3. Esta
fase encontra-se esquematizada na Figura 1D (Anexo ).

Inicialmente, uma por¢cdo de carme de porco crua foi convenientemente misturada,
retirou-se uma parte da amostra para a preparagédo da suspensdo-mae (secao 3.2.) e
enumerou-se E. coli através do método de referéncia (secdo 3.3.2.). A restante parte
da amostra foi congelada durante 16 horas -18° C. Apds descongela¢céo durante cerca
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de 2 horas procedeu-se a andlise em paralelo através do método Colilert®-18 (secéo
3.3.1.) e do método classico (secéao 3.3.2.).

3.7. Analise estatistica

Os dados obtidos na fase 3 foram analisados através do teste de andlise de variancia
com 1 factor (ANOVA-1) de acordo com Zar (2009). As diferencas foram consideradas
significativas ao nivel de 5% (p < 0.05).

35



36



Resultados e Discussao




38



Resultados e Discussao

O Colilert® foi concebido pela IDEXX para a enumeracéo de coliformes e E. coli em
aguas. No entanto, neste estudo pretendeu-se aplicar este método a contagem de E.
coli em alimentos. Para tal, dividiu-se o estudo préatico em trés fases: (i) observacéo da
versatilidade do Colilert®; (i) apreciacdo da exatiddo do método Colilert®: (iii)
observacéo da recuperacéo de E. coli.

4.1. Fase 1: Observacdo da versatilidade do Colilert® e selecdo dos
produtos alimentares

Nesta primeira fase do trabalho pretendeu-se selecionar os produtos alimentares que
melhor se adaptavam ao método Colilert® e verificar a versatilidade do método. Deste
modo, selecionou-se previamente um conjunto de produtos alimentares que
abrangiam as categorias de alimentos rececionadas pelo LMV (produtos de pastelaria,
produtos carneos crus, produtos da pesca crus, pratos prontos a comer e iogurtes).
Estes produtos foram: bola de Berlim, carne de porco picada crua, dourada crua,
salmdo cru, camardo cozido, bacalhau com natas, arroz branco, sopa caldo-verde,
salada de vegetais (alface e cenoura) e iogurte natural sélido. A selecdo dos produtos
alimentares decorreu entre os meses de Dezembro de 2012 e Fevereiro de 2013 e
teve em consideragdo a Tabela 17 da secdo 3.4., que considera 0s seguintes aspetos:
(i) posicionamento da amostra na tray; (i) cor dos pocos da tray selado; (iii)
possibilidade de leitura de resultados a luz UV. As analises destes foram efetuadas em
paralelo utilizando os métodos Colilert®-18 e de referéncia para alimentos.

No primeiro ensaio de alimentos, ensaio 1, analisaram-se as matrizes bola de Berlim,
arroz branco, carne de porco picada e dourada crua. Os produtos foram diluidos com
Buffered Peptone Water (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca). Este diluente primario é
usado como: (i) um meio nao seletivo de pré-enriquecimento para a detecdo de
Salmonella em produtos alimentares e amostras ambientais e estd de acordo com a
norma EN ISO 6579 e Emenda A1l; (i) um diluente para a contagem de
microrganismos e esta em conformidade com as normas EN ISO 6887 e EN NP 8261;
(i) um diluente para a enumeracao de Listeria monocytogenes e esta de acordo com
anorma EN ISO 11290-2. A Buffered Peptone Water contém uma mistura de peptonas
gue promovem o crescimento ideal dos microrganismos e em particular das
enterobactérias (bioMérieux, 2007). A composi¢cao deste diluente primario encontra-se
na Tabela 19. As peptonas conferem a este diluente uma cor acastanhada.

Tabela 19 — Constituicdo da Buffered Peptone Water (bioMérieux, 2007). NaCl - Cloreto de sddio; KH2PO4
- Hidrogenofosfato de potassio.

Constituicdo da agua peptonada tamponada

Peptona de caseina e gelatina (bovina

ou suina) 10g
NaCl 59
KH,PO, 9g
Fosfato de potassio 15¢9
Agua 1L

Como ja foi referido ao longo da introducdo (se¢édo 1.), E. coli (e os coliformes)
possuem a enzima GAL que metaboliza o substrato ONPG, formando o ONP
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(composto de cor amarelo). E. coli possui uma enzima adicional, a GUD que degrada
0 MUG, resultando num produto fluorescente perante luz UV: o 4-MU (Ndlovu, 2013).
No entanto, a interpretagéo dos resultados pode ser influenciada pela turbidez ou a cor
da amostra em analise, interferindo na visualizacdo da cor amarela (amarelo mais
palido) e na fluorescéncia (fluorescéncia menos brilhante) (Bitton et al., 1995). Neste
primeiro ensaio de alimentos foi 0 que ocorreu. A cor acastanhada da peptona
interferiu no brilho fluorescente dos pocgos de E. coli. Estes po¢os apresentaram pouco
brilho, podendo mesmo ser confundidos com os poc¢os néao brilhantes, como foi na
amostra da Figura 13 (carne de porco picada). Nas restantes amostras, hdo surgiram
pocos fluorescentes, portanto ndo se pode concluir nada sobre a cor. Mas, como
salvaguarda para o restante estudo achou-se prudente a escolha de outro diluente
primario.

Figura 13 — a) Tray da carne de porco picada antes da incubacéo com pogcos amarelos caracteristicos de
coliformes. b) Tray da carne de porco picada depois da incubagdo com pocgos fluorescentes (com pouco
brilho) caracteristicos de E. coli. (Fotografias do autor).

Na tentativa de resolver a fraca fluorescéncia demonstrada na amostra da carne
picada de porco, passou a utilizar-se como diluente Peptone Water a 1% cuja
composicao se apresenta na Tabela 20. Contudo, devido & cor de palha algo intensa
que este diluente apresenta procedeu-se a uma diluicdo decimal dos seus
constituintes, pois pretendia-se um meio de cultura primario incolor a fim de evitar
interferéncia na leitura de resultados perante a luz UV.

Tabela 20 - Constituicdo da Peptone Water (Biokar Diagnostics, 2009). NaCl - Cloreto de sodio.

Constituicdo da agua peptona

Peptona 10 g
NaCl 59
Agua 1L

O ensaio 2 consistiu no uso de Peptone Water a 0,1% como diluente dos mesmos
alimentos testados no ensaio 1 (ou seja, a bola de Berlim, arroz branco, carne de
porco picada crua e dourada crua). A tonalidade apresentada pelas amostras nas trays
antes e depois da incubacdo apresentou-se muito mais clara e suave com Peptone
Water a 0,1% do que com a Buffered Peptone Water. Pode-se afirmar que 0s pocos
apresentavam cores “neutras”, branco-acinzentado (no caso da bola de Berlim, arroz
branco e dourada) e cor de salm&o muito suave (no caso da carne de porco picada),
Figura 14c e Figura 14d. Antes da incubacdo os pocos com Buffered Peptone Water
apresentaram tonalidades entre o amarelo (bola de Berlim, arroz branco e dourada) e
o laranja escuro quase vermelho (carne de porco picada crua), Figura 14a. Apés a
incubacao, apresentavam uma cor do amarelo claro (bola de Berlim, arroz branco e
dourada) a amarelo (carne de porco picada) Figura 14b.
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Figura 14 — a) Trays antes da incubacao diluidos em Buffered Peptone Water apresentavam cores mais
escuras em comparagado com as trays diluidos em Peptone Water 0,1%. b) Trays depois da incubacao
diluidos em Buffered Peptone Water apresentavam cores um pouco mais escuras em comparagao com
as trays diluidas em Peptone Water 0,1%. c) Trays antes da incubacdo apresentavam cores muito
claras/suaves diluidos Peptone Water a 0,1% em comparagéo com as trays diluido em Buffered Peptone
Water. d) Trays depois da incubagéo diluidos em Peptone Water 0,1% apresentavam cores mais
claras/suaves em comparacéo com as trays diluidos em Buffered Peptone Water. (Fotografia do autor).

A Peptone Water a 0,1% permitiu observar muito bem a fluorescéncia dos pogos. Os
pocos apresentavam um brilho particularmente intenso, quer 0os grandes quer 0s
pequenos, 0 que permitiu uma excelente diferenciacdo entre 0s pogos positivos e 0s
negativos (auséncia de fluorescéncia) (Figura 15). Portanto, a utilizagdo de outro
diluente, que nédo a Buffered Peptone Water, foi uma boa opgéo.

. W%H@g&@ \/
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Figura 15 — Pocos indicadores da presenga de E. coli (em carne de porco picada) através da
fluorescéncia particularmente percetivel e notoria dos restantes. (Fotografia do autor).

O ultimo ensaio da presente etapa (ensaio 3) foi realizado em salmé&o cru, camaréo
cozido, bacalhau com natas, sopa caldo-verde e iogurte natural solido. Utilizou-se
como diluente a Peptone Water a 0,1%. Infelizmente, neste Ultimo ensaio de alimentos
ndo foi possivel avaliar a fluorescéncia dos pogos, pois as amostras nao
apresentavam E. coli. Facto comprovado pela ISO 16649-2 (2001), ou seja, 0 método
de referéncia. Apenas foi possivel avaliar o posicionamento da amostra na tray e a
coloracéo dos pocos.

A sopa caldo-verde (Figura 16) e o iogurte sélido natural (Figura 17) apresentaram
cores claras e suaves antes e apOs a incubacdo, sem qualquer falha no
posicionamento da amostra na tray. No entanto, o salmdo, o camardo e o bacalhau
com natas apresentaram problemas tanto no posicionamento da amostra na tray
(salméo e bacalhau com natas) como na leitura dos resultados (camardo). Apés a
incubagdo surgiram o0s seguintes problemas: (i) no salmdo - sedimentos em
precipitacdo, Figura 18; (ii) no bacalhau com natas - amostra dispersou-se dos po¢os
grandes para a restante estrutura da tray, Figura 19; (iii) no camardo cozido -
salinidade pode ter contribuido para se obter uma tray com todos 0S pogos
fluorescentes, ou seja com o valor maximo de E. coli detetavel pelo método Colilert®
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(sem diluicbes), uma vez que o camardo ja se encontrava temperado com sal. No
método de referéncia ndo foi detetado nenhuma contagem de E. coli, portanto o
resultado obtido com o método Colilert® é um falso-positivo. De facto existem estudos
efetuados que mencionam o Colilert® como um método que nao funciona em ambiente
salino (Tryland et al., 2010). Mas, a origem da fluorescéncia pode néo estar no sal e
sim na autofluorescéncia emitida pelo camarao. Alguns produtos da pesca, incluindo o
camarao, podem exibir autofluorescéncia a 366 nm perante a luz UV (Venkateswaran
et al., 1996).

Figura 16 — a) Tray da sopa caldo-verde antes da incubagéo. b) Tray da sopa caldo-verde apés a
incubacao. (Fotografias do autor).

Figura 17 - a) Tray do iogurte sélido natural antes da incubacéo. b) Tray do iogurte sélido natural apds a
incubacao. (Fotografias do autor).

autor).

Figura 19 - a) Tray do bacalhau com natas antes da incubacéo. b) Tray do bacalhau com natas apés a
incubacéo. (Fotografias do autor).

Nem todos os produtos alimentares estudados na fase 1 foram selecionados para a
continuacdo do estudo pratico. A carne de porco picada crua foi a Unica matriz
alimentar em que se conseguiu avaliar a funcionalidade do método. Pois foi 0 Unico
alimento que possuiu E. coli, possibilitando a avaliacdo da leitura dos resultados. O
salméo cru e o bacalhau com natas foram os outros alimentos eliminados. Ambos
apresentaram problemas no posicionamento da amostra nos pog¢os da tray, devido a
constituicdo dos alimentos. Porém, a bola de Berlim, a dourada crua, o arroz branco, a
salada de vegetais e o iogurte natural sélido corresponderam ao pretendido, exceto na
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leitura de resultados, pois os alimentos ndo continham E. coli. Estes resultados séo
corroborados ndo s6 pelo método de referéncia, mas também com o histérico do
Laboratério que os analisa ha varios anos (estes produtos por norma nao estdo
contaminados por este microrganismo). Assim, os alimentos selecionados para a fase
seguinte (fase 2) foram de acordo com a Tabela 21: a bola de Berlim, a carne picada
de porco crua, a dourada crua; o arroz branco, a sopa caldo-verde, a salada de
vegetais crus (alface e cenoura) e o iogurte natural sélido.
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Tabela 21 - Alimentos avaliados para analise com o método Colilert®.
v/ Cumpre; X N&o cumpre; NA N&o avaliado.

Posicionamento da amostranatray Cor po¢os natray Leitura dos resultados (luz UV)
Amostra Auséncia Fluorescéncia Facilidade de Selecéo
espalhada particulas Coé clara/suave percetivel/notéria  distincdo dos
: 0S pOgos
homogeneamente alimentos dos pogos pogos
Bola de Berlim v v v NA NA v
Car_ne de porco v v v v v v
picada crua

Dourada crua v v v NA NA v

Salmao cru X X v NA NA X

Camardo cozido v v v v NA X

Bacalhau com X X v NA NA X
natas

Arroz branco v v v NA NA v

Sopa caldo- v v v NA NA v
verde

Salada de
vegetais (alface v v v NA NA v
e cenoura)

Iogurt,e'natural v v v NA NA v

solido
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4.2. Fase 2: Apreciacdo da exatiddo do método Colilert®

A segunda fase teve como objetivo conhecer a exatiddo do método Colilert®. Para tal,
contaminaram-se artificialmente amostras alimentares com cerca de 2 log/g de E. coli e
observou-se posteriormente as respostas do teste Colilert® e do método de referéncia. Os
produtos alimentares (selecionados na fase 1) foram contaminados artificialmente com a
estirpe de E. coli (ATCC 25922). Foram estudadas trés réplicas para cada produto. Os
resultados obtidos neste estudo encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22 — Resultados obtidos pelo método Colilert® e método de referéncia em produtos alimentares
contaminados artificialmente no estudo de exatid&@o. Log - Logaritmo de base decimal; N - Numero de
microrganismos; UFC - Unidades formadoras de col6nias.

Colilert® Método de referéncia
Log N/g Log UFC/g
Bola de Berlim 1 2,27 2,50
Bola de Berlim 2 2,01 2,45
Bola de Berlim 3 2,02 2,43
Carne picada de porco crua 1 2,01 2,30
Carne picada de porco crua 2 2,31 2,32
Carne picada de porco crua 3 2,22 2,46
Dourada crua 1 2,30 2,18
Dourada crua 2 2,32 2,18
Dourada crua 3 2,06 2,23
Sopa caldo-verde 1 2,27 2,38
Sopa caldo-verde 2 2,10 2,32
Sopa caldo-verde 3 2,23 2,36
Salada de vegetais crus 1 1,72 1,70
Salada de vegetais crus 2 1,53 1,48
Salada de vegetais crus 3 1,68 1,60
logurte sélido natural 1 2,29 2,23
logurte sélido natural 2 2,08 2,14
logurte sdlido natural 3 2,13 2,18

Considerando a Tabela 22, a diferenca entre os resultados do Colilert® e os do método de
referéncia foram sempre inferiores a 0,5 log/g. Esta diferenca é minima pelo que se
considerou ndo ser necessario elaborar uma andlise estatistica. Os resultados dos dois
métodos encontram-se na mesma ordem de grandeza e, como tal, foram considerados
semelhantes.

Em numerosos estudos de validacdo do método Colilert® para andlise de aguas nao
foram encontradas diferencas significativas entre o Colilert® e a filtragdo por membrana
(FM), e o Colilert® e a fermentacdo de tubos mdltiplos (FTM). Descrevem-se em seguida
alguns desses ensaios.

Kinzelman et al. (2005) realizaram durante um periodo de 2 anos um estudo de
comparacéo de dois métodos: (i) Colilert®; (i) FM aprovado United States Environmental
Protection Agency (USEPA). Este estudo consistiu na determinacdo quantitativa de E.
coli em amostras de praias de agua doce. A analise ndo indicou nenhuma diferenca
significativa entre os conjuntos de dados obtidos com estas metodologias. Portanto,
concluiram que o Colilert® era uma boa opcdo para a implementacdo em anélise de agua
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doce. Macy et al. (2005) também chegaram a mesma conclusdo num estudo onde
compararam na pratica o Colilert® e a FM na detecdo e enumeracao de coliformes totais
e E. coli, utilizando 35 amostras de agua potavel. Em outro estudo efetuado por Buckalew
et al. (2006) chegaram a mesma conclusdo que os anteriores. As amostras em analise
foram da agua de um rio. A colheita foi feita mensalmente durante trés anos.

Kramer e Liu (2002) estudaram a aplicabilidade do Colilert® para enumeracdo de
coliformes em &guas residuais. Para tal, compararam o Colilert® com a FTM. Os
resultados mostram que os métodos sdo iguais para todas as amostras testadas. As
contagens de E. coli pelo método FTM foram semelhantes as contagens obtidas com o
Colilert®.

Outros estudos relataram diferencas entre o Colilert® e a FM e o Colilert® e a FTM. Em
seguida séo descritos alguns desses estudos.

Niemela et al. (2003) investigaram o uso do método FTM e do método Colilert® com
amostras de agua potavel oriundas de 20 laboratérios de 13 paises europeus. Os
resultados do estudo mostraram que o Colilert® detetava um nimero significativamente
maior de coliformes e E. coli do que o procedimento de referéncia. No caso da E. coli, as
recuperacdes também foram mais elevadas quando utilizaram o Colilert® e a diferenca
observada foi significativa. Em outro estudo, 24 locais de amostragem de agua doce (11
rios, 6 aguas de nascentes e 7 aguas subterraneas) foram selecionados a partir de 4
areas de amostragem localizadas nas regides norte e central de Taiwan. Um total de 125
amostras de agua foram coletadas durante um periodo de amostragem de cinco meses.
Em média 94% e 80% das amostras de agua avaliadas com o método Colilert® continham
coliformes totais (e E. coli) respetivamente nos 2 métodos. Os dados indicaram que o
método FM € inadequado para a contagem de coliformes em amostras de agua
subtropicais, mas o Colilert® é uma 6tima opgéo para este tipo de amostra (Chao et al.,
2003). Mais recentemente, Valente et al. (2010) compararam as duas metodologias em
aguas recreativas. O Colilert® apresentou melhores resultados do que a FM. Porém,
concluiram que s&o precisos mais estudos para avaliar a precisdo e exatiddo do Colilert®,
a fim de aplica-lo ao monitoramento de rotina das aguas doces e salgadas das zonas
balneares recreativas. Warden et al. (2011) coletaram amostras de dez diferentes
estacOes de tratamento de aguas residuais no nordeste dos EUA e foram testadas em
um Udnico laboratério. Vinte repeticdes de cada amostra foram analisadas por cada
método (FM e Colilert®). A recuperacdo de coliformes fecais por Colilert®-18 foi
significativamente maior do que a recuperacao pelo método de referéncia para amostras
de todos, menos um local. As taxas de precisado dos dois métodos foram calculados como
96,5% e 88,9 % para os métodos Colilert®-18 e o método de referéncia, respetivamente.

Dois métodos alternativos, um meio de cultura cromogénio (m-ColiBlu24) e o Colilert®-18
foram comparados com o método FM por Bernasconi et al. (2006). Os resultados
mostraram que o FM ndo conseguiu detetar uma importante percentagem de coliformes e
E. coli. Bonadonna et al., (2007) estudaram o método FTM com um meio de cultura
cromogénio e o Colilert® e concluiram precisamente o mesmo: o Colilert® foi capaz de
detetar, qualitativamente e quantitativamente, uma maior propor¢cdo de E. coli. Além
disso, a hidrélise do MUG parece ser um processo mais adequado para a identificacéo de
microrganismo(s) alvo. A seletividade do método de referéncia combinada com as etapas
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de confirmacéo seletivas resultou em contagens mais baixas de E. coli. O Colilert®
mostrou ser mais sensivel do que o procedimento de referéncia. Horman e Hanninen
(2006) compararam a FM com mais métodos do que o0s autores anteriores. A
comparacao foi feita com a FTM, Colilert®-18, Readycult Coliforms 100, Water-Check
100, 3M Petrifiim EC e DryCult coli em aguas. O método Colilert®-18 foi dos métodos que
apresentou uma diferenca significativa maior para E. coli em comparagdo com o método
de classico. O objetivo do estudo realizado por Sousa et al. (2010) foi testar a
especificidade do método Colilert® para detecdo de coliformes totais e E. coli em
amostras de 4gua do mar de aguas pluviais de uma cidade costeira (Fortaleza, Brasil),
em comparacao com os resultados obtidos com o método FTM. Os resultados obtidos
para E. coli pelo Colilert® foram muito mais elevados, mostrando que o Colilert® deteta
melhor E. coli neste tipo de amostras que o FTM. Girambagedara e Mannapperuma
(2010) compararam o desempenho de trés métodos alternativos com o método FTM em
diferentes aguas tropicais. Os métodos alternativos incluem o Colilert® e o m-ColiBlue24 e
o método de FM. Agua mineral, 4gua de poco, aguas superficiais e efluentes de aguas
residuais (75 amostras) foram examinadas pelos quatro métodos. O estudo revelou que o
Colilert® pode ser recomendado como método alternativo para a anélise de amostras de
agua potavel e de superficie. Em suma, o Colilert® constitui uma alternativa ao método de
referéncia de deteg&o de coliformes e E. coli em analises de 4guas de diferentes origens
€ com pouca matéria organica.

No entanto, existem algumas investigacdes que apontam o Colilert® como um método
menos preciso para a enumeracgdo de E. coli em aguas. Schets et al. (2002) comparou a
FM com o Colilert®-18 e outros métodos alternativos. O método de referéncia é adequado
para a andlise de amostras de agua muito limpa e o Colilert®-18 é apresentado neste
estudo como uma alternativa. Mas, produziu contagens mais baixas e resultados falso-
negativos. Pitkanen et al. (2007) também efetuaram um estudo comparativo com o
método de referéncia e métodos alternativos, inclusivé o Colilert®, mas em amostras de
agua nado desinfetada. Foi utilizado um total de 110 amostras de aguas subterraneas,
aguas balneares e aguas cravado. Na maioria dos casos Colilert® deu maiores contagens
de coliformes que o método de referéncia. Por outro lado, o uso da FM conduziu a
maiores contagens de E. coli. Os niveis de contaminacao dos dois sistemas de rio foram
avaliados pela Colilert®-18, FM e FTM por Ndlovu (2013). Observou-se que a técnica de
FTM foi a mais sensivel e obteve mais altas contagens para a maioria das amostras. No
entanto, FM também recuperou eficazmente as células microbianas ambientalmente em
stress e também foi melhor para a sele¢éo de rotina e crescimento de coliformes e E. coli.
Foi demonstrado que as diluicdes das aguas altamente poluidas aumentam a precisdo do
sistema Colilert®-18 para enumerar coliformes e E. coli em aguas marinhas. O que
podera indicar que o método nao serd muito adequado para ambientes com elevada
matéria organica.

Todos estes estudos apresentados compararam o Colilert® com métodos utilizados na
enumeracao de E. coli em aguas. Mas, existe um estudo levado a cabo por Jorquera
(2011) que compara o Colilert® com um dos métodos de referéncia (FTM) para a
enumeracgdo de E. coli em alimentos. A matriz alimentar em andlise foram os moluscos
bivalves (Mytilus spp e Ruditapes decussatus). Com o Colilert®-18 verificou-se que 0s
resultados foram concordantes com os resultados obtidos pelo método classico. Os
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resultados sugerem a existéncia de uma correlagdo positiva entre os dois métodos, com
ambas as espécies de moluscos bivalves, particularmente com Mytilus spp que nao
apresentou diferengas significativas no processo de quantificagdo de coliformes totais e
E. coli. No entanto, a espécie Ruditapes decussatus revelou diferencas significativas
somente na quantificacdo de E. coli, sugerindo a ocorréncia de falso-negativos pelo
Colilert®.

A fluorescéncia dos pocos, neste estudo, era unanime na mesma tray e entre trays, ou
seja, 0s pocos apresentavam a mesma elevada intensidade de brilho. Contudo, este
excelente resultado podera ter sido devido ao facto da E. coli inoculada no alimento ser
uma estirpe modelo (de colecdo) e ndo uma estirpe de E. coli selvagem habituada a
competir com muitos outros microrganismos diferentes. Talvez o resultado fosse diferente
se o0 alimento estiver naturalmente contaminado com E. coli selvagem e em stress.

4.3. Fase 3. Observacéo da recuperacao de E. coli naturalmente presente
em alimentos

Na ultima fase pretendeu-se observar a recuperacdo de E. coli naturalmente presente no
alimento e em stress. Para tal, utilizou-se carne de porco picada pois este alimento, de
acordo com o histérico do Laboratério, apresenta com frequéncia E. coli e em grande
namero. Estudaram-se 17 amostras diferentes, sendo estas designadas pela letra “C”
(correspondente a “carne de porco picada”) e pelo numero da amostra (exemplo 2). O
stress imposto a E. coli (naturalmente presente nas amostras de carne de porco picada)
foi a congelagéo. Assim, todas as amostras foram congeladas (- 18° C) durante 16 horas,
tal como efetuou no seu estudo Clavero e Beuchat (1995), tendo sido analisadas antes
(com o método de referéncia) e depois da congelagdo (com o método de referéncia e o
Colilert®). Os resultados obtidos antes e apds a congelacido sdo apresentados na Tabela
23.

Conforme Tabela 23, antes da congelacdo todas as amostras estavam naturalmente
contaminadas por E. coli. A amostra C12 apresentou a maior contaminacao (2,79 log/g).
O resultado mais baixo encontrado foi de 1,00 log/g (C8). Estes resultados concordam
com o histérico do Laboratério.
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Tabela 23 - Resultados obtidos pelo método Colilert® e método de referéncia em produto alimentar
naturalmente contaminado. N - Nimero de microrganismos; UFC - Unidades Formadoras de Coldnias;
------ - N&o apresentou contagens.

Antes da congelacéo Apds a congelacédo
Método de referéncia Método de referéncia Colilert®
Log UFC/g Log UFC/g Log N/g
C1l 1,80 1,70 1,52
C2 2,18 1,95 1,30
C3 160 1 - 0,78
C4 1,70 1,00 1,04
C5 2,04 1,70 1,96
C6 2,43 2,24 1,84
C7 2,58 2,12 1,57
Cc8 100 1 0 - 1,0
C9 170 1 e 0,67
C10 2,15 1,70 0,78
Cl1 2,60 2,32 1,45
C12 2,79 2,19 1,32
C13 195 1 0 - 0,85
C14 19 | e 0,78
C15 2,60 2,26 1,36
C16 2,32 2,18 1,20
C17 2,52 2,38 1,49

ApOs as 16 horas de congelacdo da carne picada, a contaminagdo baixou em todas as
amostras. Até se observaram amostras nas quais nao foi possivel detetar E. coli (C3, C8,
C9, C13 e C14). Considerando a Tabela 23, a C17 é a amostra onde ocorreu a maior
recuperacao (2,38 log/g), seguida da C11 (2,32 log/g) e da C12 (2,19 log/g).

Ap6s congelagéo, ao comparar as contagens obtidas com o método Colilert® e as obtidas
com o método de referéncia, verificou-se que este Ultimo originou contagens superiores
em 58,8% (10/17) das amostras, contudo este nimero nao é suficiente para afirmar uma
melhor recuperacgéo pois a diferenca dos dois métodos foi sempre inferior a 1 log/g e ndo
foi estatisticamente significativa (p = 0,5). Além do mais o Colilert® possibilitou a
recuperacdo de algumas células de E. coli, em 29,4% (5/17) das amostras (C3, C8, C9,
C13 e C14) nas quais o método de referéncia ndo conseguiu recuperar nenhuma. O
Colilert® conseguiu enumerar até mesmo 1 microrganismo/g (C8), devido a alta
sensibilidade do substrato MUG na detecdo de E. coli, apresentando por isso este
método um baixo limite de detecdo. Observacédo que coincide com o apontado por Shash
et al. (2010). Tal aconteceu na investigacdo de Berger (2008). Este autor mostrou que
Colilert® recupera niimeros baixos (< 4/100 mL) de E. coli em stress. Anteriormente, esta
sensibilidade para baixos nimeros microbianos ja tinha sido documentada por Niemela et
al. (2003).

No presente ensaio, o Colilert® conduziu a semelhante recuperacdo comparativamente
com o método de referéncia mas demonstrou um menor limite de detecdo. Estes
resultados concordam com os de Eccles et al. (2004), Muirhead et al. (2004) e Hallas et
al. (2008). Muirhead et al. (2004) apresentou resultados em que o Colilert® foi
ligeiramente melhor a recuperar células em stress do que um outro método. Efetuou um
estudo com objetivo de determinar se um método de substrato definido, Colilert®, poderia
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ser utilizado como um meio eficaz e preciso de enumeracdo de E. coli em amostras de
fezes e amostras de solo. Para tal, foram analisadas amostras contaminadas
artificialmente com E. coli e amostras com popula¢gdes naturais de E. coli nas fezes de
vaca. O numero de E. coli recuperado a partir das fezes e amostras de solo usando o
Colilert® e o NMP foram comparadas. O Colilert® foi significativamente mais preciso do
que o método de NMP. Os resultados das amostras contaminadas artificialmente
indicaram que os dois métodos utilizados neste estudo eram semelhantes na sua
capacidade para recuperar um numero conhecido de E. coli a partir de diferentes
matrizes. O estudo demonstrou que o meio Colilert® pode ser utilizado para uma vasta
gama de amostras do meio ambiente com elevado e baixo teor de sdélidos.

7

A recuperacdo de E. coli pelo Colilert® ndo é surpreendente. Eccles et al. (2004)
examinou trés métodos analiticos (dois métodos de FM e o Colilert®) para isolamento e
enumeracao de E. coli a partir de lamas de esgoto tratadas. Os métodos demonstraram
uma boa e consistente recuperacao de E. coli para uma série de amostras diferentes de
esgotos tratados. Os métodos conduziram a recuperagfes comparaveis e ndo variaram
em mais de uma ordem de grandeza (1 log), apesar do Colilert® ter demonstrado
melhores resultados.

Hallas et al. (2008) comparou trés métodos (método de contagem de placas, FM com
agar cromogénico e Colilert®) para anélise de &gua potavel (tratada com cloro) e ndo
potavel na Australia. Ambas as &4guas foram analisadas ao longo de um periodo de 12
meses. A recuperacéo de microrganismos em stress foi favorecida no sistema Colilert®-
18 quando comparado com meios de cultura cromogénicos. As bactérias tornam-se
sensiveis ao processo de FM e sdo suscetiveis a desidratacao sobre a superficie da
membrana, em particular se houver danos da membrana celular, exercida por
desinfetantes comuns, e o estudo indicou que o Colilert® 18 pode ajudar na recuperacéo
destes organismos.

No entanto, Wohlsen et al. (2006) obtiveram resultados diferentes de Hallas et al. (2008)
num ensaio no qual utilizaram técnicas seletivas (MF, Colilert®, NMP e Petrifilm) e ndo
seletivas (contagem em placa) para avaliar o desempenho das bactérias BioBall™. As
bactérias foram submetidas a azoto liquido e liofilizacdo antes do teste. A adicdo de meio
guente fundido (45° C) na contagem de placa pode causar stress aos microrganismos, o
gue resulta numa diminuigdo da recuperacdo. No entanto, este estudo ndo demonstrou
isto. Os melhores e mais consistentes resultados foram obtidos com Petrifilm e 0 método
de contagem de placa. Os outros métodos ou renderam uma baixa recuperacdo ou
mostraram significativamente alta variabilidade entre as repeti¢cbes, como foi 0 caso do
Colilert®.

A fluorescéncia dos pocos nao foi uniforme em toda a tray, isto é, existiram po¢os com
brilho mais intenso que outros. Como o Colilert® ndo recuperou devidamente as células
em stress impediu algumas de imitirem a devida fluorescéncia. E até, por vezes, existiu o
aparecimento de pocos de verdes fluorescentes. Ao serem confirmados em meio de
cultura TBX estes pocos tinham E. coli. No presente estudo também foram observados
pocos com fluorescéncia verde em todas as amostras de carne de porco picada crua.
Nos restantes produtos ndo ocorreu esse aparecimento. Provavelmente, podera estar
relacionado com a constituicdo da carne.
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4.4. Aspetos gerais do método Colilert®
4.4.1. Confirmagéo de resultados

Kilian e Bulow em 1976 mostraram pela primeira vez a associa¢do da enzima GUD a E.
coli (Azad et al., 2003). A GUD mostrou estar presente em 94-97% das estirpes de E.
coli, Shigella spp. (44-50%) e Salmonella spp. (17-29%). Klebsiella oxytoca, Enterobacter
intermedium, Enterobacter agglomerans, Enterobacter amnigenus, Serratia fonticola,
Pasteurella multocida, Yersinia intermedia, Yersinia kristensenii, Citrobacter freundii,
Citrobacter amalonaticus, Eschericia vulneris, Hafnia alvei, Aeromonas spp.,
Acitenetobacter spp. sdo microrganismos produtores de GUD (Alonso et al., 1996). O
Colilert® tem como base o substrato definido MUG para a detecéo de E. coli e 0 MUG é
degradado pela enzima GUD, a presenca de outro microrganismo para além a E. coli
pode originar resultados falso-positivos. Assim, a presenca de falso-positivos pode
ocorrer quando h& abundéancia suficiente de bactérias ndo-alvo, ou seja, bactérias que
enzimaticamente decomp®de os substratos cromogénicos ou fluorogénicos (Sercu et al.,
2010). Um resultado falso-positivo de E. coli em Colilert® é o aparecimento de um (ou
mais) po¢o amarelo que exibe fluorescéncia azul mas a partir da qual nenhuma E. coli é
detetada. Ou seja, corresponde a microrganismos que nao sdo E. coli que produzem
fluorescéncia. Por outro lado, o resultado falso-negativo € definido como amostras que
embora possuam E. coli ndo originam fluorescéncia azul.

Durante o trabalho pratico, todos 0s pocos positivos e negativos de E. coli foram
confirmados com o método de referéncia. Mas, nenhuma amostra apresentou resultados
falso-positivos e falso-negativos pelo método Colilert®. Valente et al. (2010) n&o relatou
falso-positivos nem falso-negativos no seu estudo. No entanto, alguns autores
constataram o aparecimento de resultados falso-positivos e falso-negativos em analise de
aguas. Kampfer et al. (2008) relatou uma taxa de falso-positivos de 1-5%. Trottier (2008)
mostrou o aparecimento de 5 falso-positivos e 11 falso-negativos em 218 amostras. Chao
et al. (2004) apresentou 7,4% de falso-positivos e 3,5% de falso-negativos. Dois anos
mais tarde Chao (2006) constatou o aumento de falso-positivos para 36,4% e falso-
negativos para 11%. Mais recentemente, Luyt et al. (2012) relatou valores de falso-
positivos de 7,4% a 36,4%. Ao mesmo tempo, a taxa de resultados falso-negativos varia
de 3,5% a 12,5%. Brassill (2013) constatou uma taxa de falso-positivos elevada para
cada método em analise. O Ml Agar, o m-ColiBlue24® e o Colilert® apresentaram uma
precisao de 67%, 72% e 51%, respetivamente, em aguas de irrigacdo no Arizona e
Califérnia. 8,9% das aguas de praia estudadas por Oliveira et al. (2012) conduziram a
falso-positivos, 7 foram identificados como Enterobacter cloacae, 2 como Citrobacter
spp., 2 como Enterobacter intermedium e 1 para Klebsiella pneumoniae, Serratia spp. e
Escherichia vulneris. Pisciotta et al. (2002) mencionou o aparecimento de Providencia
spp.. Sousa et al. (2010) ndo detetou falso-negativos em aguas tropicais, mas 9
Vibrionaceae (4 Vibrio spp. (14.8%), 3 Vibrio fluvialis (11.2%) e 2 Vibrio alginoliticus
(7.4%)) e 6 Aeromondaceae (2 Aeromonas spp. (7.4%), 2 Aeromonas veronii (7.4%), 1
Aeromonas eucrenophila (3.7%) e 1 Aeromonas caviae (3.7%)). Kodaka et al. (2008)
também n&o detetou falsos-negativos, mas sim falsos-positivos. Eccles et al. (2004)
referiu que a taxa de falso-positivos e falso-negativos foi baixa, < 3% e 3,81%
respetivamente. Warden et al. (2011) ao analisar aguas residuais detetou também uma
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taxa de falso-positivos muito baixa (< 2%). A taxa de falso-negativos observado pelo
método de referéncia (21,5%) foi substancialmente mais elevada do que a observada
com Colilert®-18 (7%). Aproximadamente 30% de pogos amarelos n&o fluoresceram e
apresentavam E. coli quando confirmados. Schets et al. (2002) também relatou uma
observacdo similar, nos seus resultados 11% de pocos amarelos continham E. coli.
Fricker et al. (2008) detetou uma taxa um pouco mais elevada, cerca de 12,5 % de falso-
negativos.

O método Colilert® é apresentado como sendo um método que ndo necessita de etapas
de confirmacdo (Martin, 2013). Apesar, de existirem muitos autores que mostraram o
contrario, como foi relatado anteriormente. Efetivamente este estudo indica que podera
ndo ser necessario executar confirmagbes ap0s a analise no Colilert®, mas foram
estudadas um namero muito reduzido de amostras.

4.4.2. Comparacdo entre meios de cultura

Cada microrganismo deve encontrar no seu ambiente todas as substancias necessarias
para a producdo de energia celular e biossintese. E. coli € uma bactéria heterotréfica,
pois utiliza compostos organicos para produzir carbono celular (Madigan et al., 1996). No
entanto, a glicose é a fonte de carbono preferida (Martinez-Gémez et al., 2012). Os
produtos quimicos e os elementos do ambiente utilizados para o crescimento bacteriano
sao referidos como nutrientes ou requisitos nutricionais (Todar, 2004). O crescimento
bacteriano € limitado pela disponibilidade dos nutrientes (Peterson et al., 2005). Os
nutrientes essenciais para o crescimento de E. coli sdo: C (carbono), H (hidrogénio), O
(oxigénio), N (azoto), S (enxofre), P (fésforo), K (potassio), Mg (magnésio), Fe (ferro), Ca
(célcio). As funcdes fisiologicas gerais destes elementos estdo descritas na Tabela 24.
Mn (manganés) e vestigios de Zn (zinco), Co (cobalto) e Cu (cobre) sao ides metalicos
necessarios em quantidades tdo pequenas que é dificil detetar (quantificar) e ndo é
necessario adiciona-los aos meios de cultura como nutrientes. S80 necessarias
guantidades tdo pequenas que estdo presentes como "contaminantes" dos componentes
do meio ambiente. Estes ibes vestigiais geralmente atuam como cofatores para as
reacfes enzimaticas essenciais das células. Todos os elementos encontram-se sob a
forma de agua, iBes inorganicos, pequenas moléculas e macromoléculas que tém um
papel estrutural ou funcional nas células (Todar, 2004).

z

Assim, € essencial que os meios de cultura para a enumeracdo ou detecdo de
microrganismos, neste caso E. coli, rednam todos os nutrientes essenciais ao seu
desenvolvimento. O meio de cultura Colilert® (Tabela 25) teve em conta alguns destes
requisitos nutricionais. Através do composto (NH,),SO, 0 meio de cultura fornece energia,
N e S, permitindo fornecimento N a aminoacidos, &cidos nucleicos, nucledtidos e
coenzimas, e de S para a constituicdo de cisteina, metionina, glutamina e varias
coenzimas. O P é fornecido por dois compostos, o0 KH,PO, e Na,HPO, Este elemento é
essencial para a constituicdo de acidos nucleicos, nucleétidos e fosfolipidios. O Mg é
dado pelo MgSO, e Ca pelo CaCl,  Ambos sdo fundamentais para a constituicdo de
catibes celulares inorganicos e cofatores para reacdes enzimaticas. Ainda é facultado Mn
e 0 Zn, pelo Mn(SO4), e 0 ZnSO,, respetivamente. Por outro lado, o Colilert® n&o
disponibiliza o C, O, H, K e Fe. Estes elementos séo fornecidos pelas amostras.
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O meio de cultura Colilert® contém por litro os seguintes constituintes, Tabela 25:
(NH»)4S0O, (sulfato de tetraamina), Mn(SQy), (sulfato de manganés), ZnSO, (sulfato de
zinco), MgSO, (sulfato de manganés), NaCl (cloreto de sédio), CacCl, (cloreto de célcio),
KH,PO, (hidrogenofosfato de potassio), Na,HPO, (fosfato dissddico), Na,SO; (sulfito de
sédio), anfotericina B, ONPG, MUG e Solanium (Edberg et al., 1988). Porém, no mesmo
ano foi apresentando um estudo onde a esta composi¢cédo foi acrescentado 50 mg de
Tween 80 (Edberg e Edberg, 1988).

O meio de cultura TBX (Tabela 26) possui como principal componente a triptona. E um
preparado a partir de um digerido pancreético de caseina (Clarke et al., 2001). A caseina
€ a principal proteina do leite e € uma rica fonte de azoto de aminoacido. A triptona € rica
em triptofano, tornando util na detecdo de produgédo de indol. A auséncia de niveis
detetaveis de hidratos de C na triptona torna uma peptona adequado para diferenciar as
bactérias em funcdo da sua capacidade para fermentar diferentes hidratos de carbono
(Oxoid, 2013). E. coli a partir deste composto vai conseguir obter C, S e nutrientes.

Os sais biliares n° 3 sédo o colato de sédio e desoxicolato de sédio (Bidlack e Silverman,
2004). Estes inibem o crescimento de bactérias Gram-positivas e ajudam a recuperar E.
coli (Thanassi e Cheng, 1997).

Para concluir, e para além dos nutrientes referidos, o meio Colilert® possui 0 componente
fundamental & dete¢cédo enzimatica como o MUG, enquanto o meio TBX possui o BCIG.
Este substrato permite a detecdo cromogénica dos microrganismos, em vez da detecao
fluorogénica pelo MUG. Conforme referido varias vezes, ambos séo utilizados pela GUD.

53



Resultados e Discussao

Tabela 24 - Principais elementos, suas fontes e fungdes em células bacterianas (Todar, 2004). C — Carbono;
O - Oxigénio; N — Azoto; S — Enxofre; P — Fésforo; K — Potassio; Mg — Magnésio; Fe — Ferro; Ca — Calcio;
CO, - Didxido de carbono; H.O — Agua; O, — Oxigénio; NHs — Amoniaco; NOs— Nitrato; N> — Azoto; H -
Hidrogénio; PO4 — Fosfato; SO, — Sulfato; H,S — Sulfato de hidrogénio; SO — Diéxido de enxofre.

Elemento

Quantidade (%)

Fonte

Funcéo

C

50

Compostos
orgéanicos ou CO,,

Constituinte
principal do material
celular.

20

H,O, compostos
organicos, CO, e
O..

Constituinte do
material celular; O,
é recetor de
eletrdes na
respiracdo aerdbia.

14

NHs, NOs,
compostos
organicos, N..

Constituinte de
aminoacidos, acidos
nucleicos,
nucleoétidos e
coenzimas.

H,O, compostos
organicos, H..

Constituinte
principal de
compostos
organicos e agua da
célula.

PO, inorganicos.

Constituinte de
acidos nucleicos,
nucleétidos e
fosfolipidios.

SO, H;S, SO e
compostos
orgéanicos de S.

Constituinte de
cisteina, metionina,
glutamina e varias

coenzimas.

Sais de K.

Catido celular
inorgénico e cofator
para certas
enzimas.

Mg

0,5

Sais de Mg.

Catido celular
inorgénico e cofator
para certas reacoes

enzimaticas.

Ca

0,5

Sais de Ca.

Catido celular
inorgéanico e cofator
para certas
enzimas.

Fe

0,2

Sais de Fe.

Componente de
citocromos e
cofatores para
algumas reacgoes
enzimaticas.
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Tabela 25 - Composi¢éo do meio de cultura Colilert®. (NH2)4SO4 - Sulfato de tetraamina; Mn(SQ4), - Sulfato de
manganés; ZnSO, -Sulfato de zinco; MgSO, - Sulfato de manganés; NaCl - Cloreto de sdédio; CaCl, - Cloreto
de calcio; KH2PO, - Hidrogenofosfato de potassio; Na;HPO, - Fosfato disédico; Na,SOs - Sulfito de sédio; N —
Azoto; S — Enxofre; Mn — Manganés; Zn — Zinco; Mg — Magnésio; Na- Sodio; Ca — Calcio; PO, — Fosfato.

Composto Quantidade por L Funcéo
Fonte de energia (Hommes et al., 2003),
(NH2).SO. 9 N e S (Shehata e Marr, 1971).
Mn(SO4), 0,5 ug Fonte de Mn (Enrlich, 1962).
ZnS0O, 0,5 ug Fonte de Zn (Shipe e Fields, 1956).
MgSO, 100 mg Fonte de Mg (Nelson e Kennedy, 1972).
NacCl 10g Fonte de Na (MacLeod, 1965).
CacCl, 50 mg Fonte de Ca (Evans, 1969).
KH,PO, 900 mg Fonte de PO4(Fl>glé%ny e Cimerman,
Na,HPO, 6,29 Fonte de PO, (Lay e Lin, 2004).
Na,SO3 40 mg Fonte de Na (Argent et al., 2007).
i Antibiético usado para inibir células de
Anfotericina B 2mg leveduras (Argent et al., 2007).
Substrato fluorogénico detetado pela
ONPG 500 mg atividade da enzima GAL dos
coliformes.
Substrato fluorogénico detetado pela
MUG 75mg atividade da enzima GUD da E. coli.
Solanium 50 m Extrato da planta Solanum que atua
9 como emulsificante (Jorquera, 2011).
Composto ndo-iénico. Permite a
Tween 80 S0mg dispersao (Edberg e Edberg, 1988).

Tabela 26 — Composi¢do do meio de cultura TBX agar. BCIG - 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-3-d-glucuronideo; C
— Carbono; S — Enxofre.

Meio de cultura TBX agar

Composto Funcéo
Fornece energia (Armstrong et al., 1966), C (Schultz e
Triptona Matin, 1991), S (Oxoid, 2013) e nutrientes (Takahashi et
al., 2000).
Sais biliares n°3 Enriguecimento seletivo (Thanassi e Cheng, 1997).
BCIG Substrato cromogénico que permite a melhor
identificacdo de E. coli (Watkins et al., 1988).
Agar Agente solidificante (Gardener e Jones, 1983).

4.4.3. Vantagens e desvantagens

Durante este estudo, comprovou-se que o método Colilert® é um método facil, ou seja, a
técnica € muito simples de executar, mesmo para quem nao tem pratica de laboratério.
Ao contrario do método de referéncia que tem alguns pormenores técnicos cruciais, como
aplicar o meio de cultura apenas quando estd a uma temperatura suportavel para o
técnico (se ndo as células de E. coli morrem com a temperatura excessiva). Apesar de ja

55



Resultados e Discussao

existir no mercado meios de cultura prontos, basta apenas fundir o0 meio e incorporar na
placa de Petri, com o Colilert® ndo existe nenhuma preocupac&o com este facto. Alias,
até permite um menor desperdicio de meio de cultura, uma vez que vem em embalagens
individualizadas para cada amostra. Enquanto, os meios liquidos sdo aconselhaveis
serem fundidos apenas uma vez e pode levar ao desperdicio de meio quando nao
existem amostras suficientes para a quantidade de meio.

O Colilert® mostrou ser rapido. No entanto, se tivermos em conta o tempo de preparacéo
da amostra e 0 tempo da execucdo técnica excede sem duvida 1 minuto. Mas, se
estivermos a referir ao tempo de execucdo propriamente dito da técnica, a informacéo
dada pela IDEXX (tempo inferir a 1 minuto) é corroborada por este estudo (IDEXX, 2002).
A IDEXX refere que néo é preciso confirmagfes, uma vez que o método permite apenas
o desenvolvimento do microrganismo alvo, sem o aparecimento de falso-positivos nem
falso-negativos. Esta ideia foi comprovada pelo nosso estudo. O que foi também
comprovado é que o Colilert® consegue detetar apenas 1 microrganismo/g, ao contrario
do método de referéncia que ndo apresentou contagens nestas amostras.

Porém, o Colilert® ndo mostrou eliminar a subjetividade da interpretacdo dos resultados,
uma vez que a fluorescéncia, muita das vezes, ndo foi notéria mesmo com a criagéo de
um ambiente propicio a leitura dos resultados (leitura em uma camara propria). Existiu,
por vezes, a dificuldade de distinguir os pog¢os positivos dos po¢os negativos. Quando ao
método de referéncia, as coldnias caracteristicas de E. coli (azuis) estavam bastantes
visiveis e faceis de contar, sem a existéncia de qualquer dificuldade. Talvez o treino e o
habito da utilizacdo do método de referéncia mais do que o método Colilert® tenha
pesado neste caso. Provavelmente, com o treino a interpretagdo dos pogos positivos
deixara de ser subjetivo e passa a ser uma leitura mais objetiva.

Para alguns laboratérios pode ser vantajoso a reducédo de tempo de incubacédo de 24
horas (método de referéncia) para 18 horas (Colilert®-18), mas para um Laboratério que
recebe diariamente uma grande quantidade de alimentos, como é o caso do laboratério
onde o trabalho prético foi efetuado, isto pode ser um problema. O ter que esperar até as
16.00 horas, por exemplo, para processar alimentos, para as leituras serem efetuadas as
9.00 horas do dia seguinte, pode tornar-se muito complicado gestdo de tempo. Apesar
das trays poderem estar até as 20 horas na estufa, mesmo assim ndo se pode comegar a
analisar amostras logo de manha, o que no caso deste Laboratério representaria uma
falta de tempo para processar todas as amostras. Existe a solugdo de colocar as trays a
refrigerar ao terminar o tempo de incubacédo, mas quando os laboratérios ndo tém estufas
refrigeradas (automatica comecam a arrefecer) pode-se estar perante outro problema. No
entanto, se estivermos perante a formulacdo do Colilert® 24 horas, estes problemas de
gestao de tempo ndo se colocam. No que toca aos custos do método pode ser visto na
secdo 4.4.4.
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4.4.4, Analise de Custos

Brezmes et al. (2002) afirmaram que diversos autores tém vindo a desenvolver sistemas
gue fornecem informacdes dos custos de cada andlise laboratorial para facilitar o
guotidiano dos laboratoérios. Estes custos séo calculados tendo em conta: (i) o trabalho e
o material utilizado para cada analise; (i) a mao-de-obra e materiais partilhados por
diferentes analises; (iii) a superviséo e gestdo (Tantanate e Charuruks, 2007).

Os custos da realizacdo de um ensaio podem ser considerados os gastos financeiros
incorridos pelo laborat6rio para realizar a analise, sendo parte integrante das despesas
gerais do laboratério. Este custo € uma construcao teorica afetada significativamente pelo
método escolhido para a realizacdo da analise. Portanto, o preco de um ensaio pode ser
considerado como o valor monetario cobrado pelo laboratério ao cliente. No entanto, nao
se conhece nenhum sistema de analise de custos aceite por todos os laboratérios
(Vancani et. al., 1993).

A analise de custos efetuada para os métodos de referéncia e rapido teve como objetivo
averiguar o método mais acessivel economicamente para a enumeracao de E. coli em
alimentos. Posto isto, a analise de custos teve em consideragdo o material especifico
utilizado, mao-de-obra e o tempo de execucao de cada andlise. Nao abordou os custos
inerentes aos equipamentos utilizados, como a eletricidade, manutengéo e calibragéo.
Nem os custos associados as descontaminagfes de material e & gestdo de residuos
produzidos pelos métodos. Nem os custos de preparacdo de meios de cultura (Agua de
peptona e TBX). Tal ndo aconteceu, pois o Laboratério onde foi efetuado o trabalho
pratico do estudo ndo conseguiu facultar dados concretos destes custos.

Cada método foi dividido em trés tarefas: (i) preparacdo da amostra; (ii) processamento
da amostra; (iii) leitura da amostra. Em todas as tarefas atendeu-se aos custos dos
consumiveis e meios de cultura, assim como do tempo despendido e o preco da mao-de-
outra (supondo de cada hora custa 8,50 €). Os pregos dos consumiveis e 0os meios de
cultura foram divulgados pelos fornecedores. Em cada método esta contabilizado uma
diluicdo apenas, a suspensdo-mde. Se existir mais diluicdes 0s custos de consumiveis e
meios de cultura € aumentado.

No Anexo Il (Tabela 3A e Tabela 3B) encontra-se mais especificado a analise de custos
para cada método. Enquanto, as Tabela 27 e Tabela 28 resumem esta analise,
apresentando os valores para cada tarefa do (s): (i) consumiveis; (i) meio de cultura; (iii)
tempo/mao-de-obra despendidos. Ainda acrescenta o custo de cada tarefa e o custo total
da analise, sem estarem acrescidos de IVA.
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Tabela 27 - Custos da andlise efetuada pelo método de referéncia de enumeragéo de E. coli.

Tarefa 1: Tarefa 2: Tarefa 3:

Preparacdo da Processamento Leitura da Custo total
amostra da amostra amostra da andlise (€)
custo (€) custo (€) custo (€)

Consumiveis 0,31 008 @ - 0,39
Meio de
cultura 0,05 003 0,08
Tempo

(min)/M&o-de- 0,43 0,57 0,43 1,43

obra
Custo total da 0,79 0,68 0,43 1,89
andlise (€)

Tabela 28 - Custos da andlise efetuada pelo método r4pido de enumeragéo de E. coli, o Colilert®-18.

Tarefa 1: Tarefa 2: Tarefa 3:

Preparacdo da Processamento Leitura da Custo total da
amostra da amostra amostra analise (€)
custo (€) custo (€) custo (€)

Consumiveis 0,31 154 0 e 1,85
Meio de 0,05 575 e 5,80
cultura
Tempo

(min)/Méao-de- 0,43 0,71 0,43 1,57

obra

Custo total da 0,79 8,00 0,43 9,22

analise (€)

Apbés a analise das tabelas, verificou-se que o método de referéncia € o menos
dispendioso para os laboratérios, obtendo um custo total de 1,89 € em comparagdao com
9,22 € do método Colilert®. No entanto, a IDEXX contrapde dando o Colilert® como o
método mais acessivel comparado com os métodos tradicionais de enumeragéo de E.
coli em &Aguas (IDEXX, 2004). Porém neste estudo, o Colilert® foi adaptado para
enumerar E. coli em alimentos, ndo estando em andlise a enumeracdo de E. coli em
aguas.

A técnica Colilert® foi concebida como opgéo aos métodos classicos morosos e caros de
enumeracao de E. coli em aguas (Eckner, 1998). Tal como estes métodos, os métodos
para enumeracao de E. coli em alimentos sédo pouco rapidos, devido a preparacdo de
meios de cultura, diluicbes em serie e a contagem de colénias. Mas, também empregam
muita mao-de-obra e custos acrescidos com o consumo de grandes quantidades de
consumiveis (Garcia-Armesto et al., 1993; Sieuwerts et al., 2008).

Talvez perante os métodos de anélise de aguas o custo da analise de Colilert® seja muito
mais acessivel para o cliente, logo menos caro para o laboratério. Mas, ao analisar os
custos verificou-se que, o Colilert® e o método de referéncia na analise a alimentos no
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estdo em concordancia com o mencionado para a andlise de aguas pela IDEXX. Por
ventura, o Colilert® ao ter sido fabricado para a analise de aguas e a sua adaptacdo para
a analise a alimentos pode ter contribuido para o tornar no método mais dispendioso. Tal,
ndo se veio a comprovar, pois a Unica adaptacdo & metodologia Colilert® em alimentos
residiu na introducéo de uma etapa, a preparacao da amostra. Porque, de acordo com as
normas nacionais e internacionais, tem que existir a preparacdo da amostra com a adi¢cao
de um diluente priméario na analise de alimentos. E s6 depois a amostra € devidamente
processada (NP 1829, 1989; ISO 6887-1, 1999; ISO 16649-2, 2001). Como neste estudo
as matrizes sdo alimentos, procedeu-se a preparacdo da amostra (tarefa 1) antes de
iniciar qualquer um dos métodos (método de referéncia e 0 método rapido). Em ambos os
métodos os custos inerentes a esta tarefa sao iguais (0,79 €), pois ¢é utilizado o mesmo
meio de cultura (dgua de peptona), na mesma quantidade (225 mL), 0s mesmos
consumiveis (BagFilter e lamina de bisturi) e 0 mesmo tempo de realizagdo (3 minutos).

No processamento da amostra (tarefa 2), a concordancia de valores totais ndo se
verificou. Segundo a ISO 16649 — 2 (2001), para se processar uma amostra, uma por¢ao
de 1 mL é inoculada em 15 mL do meio de cultura TBX (0,07 €). Por outro lado, a IDEXX
disponibiliza uma ampola com o meio de cultura Colilert®18 (5,75 €) pronto a ser
adicionado a 100 mL da amostra a testar (IDEXX, 2002; IDEXX, 2004; IDEXX, 2013a;
IDEXX, 2013c). Esta ultima técnica nao utiliza placa de Petri (0,07 €) como meio fisico de
inoculagéo, mas o Quanti-Tray® (1,39 €). A diferenca dos meios de cultura utilizados e do
suporte fisico onde ocorre a inoculacdo conferem uma disparidade notéria entre os
custos totais dos dois métodos nesta tarefa (a diferenca dos métodos é de 4,87 €).

Na leitura de amostras (tarefa 3) o tempo despendido é o0 mesmo em ambos 0os métodos,
cerca de 3 minutos, perfazendo um total de 0,43 €.

Apesar do método de referéncia ser caraterizado como trabalhoso, demorado e utilizar
grandes volumes de meios de cultura e reagentes. Este método demorou menos tempo e
utilizou consumiveis e meios de cultura mais baratos que o método Colilert®. Portanto, o
método Colilert® ndo é um método econémico para a enumeracdo de alimentos. Este
facto deve-se ao custo do reagente Colilert® e da placa tray, que encarecem o
processamento da amostra e posteriormente, o custo final da analise.
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Neste estudo conseguiu-se aplicar o0 método Colilert® & anélise de diferentes produtos
alimentares, com sucesso. Os produtos que melhor se adaptaram foram: a bola de
Berlim, a carne de porco picada crua, a dourada crua; o arroz branco; a sopa caldo-
verde; a salada de vegetais crus (alface e cenoura) e o iogurte natural sélido. Os
alimentos foram selecionados com base nos seguintes aspetos: (i) amostra distribuida de
forma homogénea em todos os pocgos; (ii) auséncia de particulas de alimento nos pogos;
(iif) pocos com cores claras e suaves; (iv) fluorescéncia percetivel e notéria nos po¢os.

A enumeracéo de E. coli pelo Colilert®-18 foi comparada com o método de referéncia. O
Colilert® mostrou ser um método exato (quando contaminado artificialmente) e no
apresentou maiores contagens do que o método de referéncia, ndo existindo diferenca de
resultados entre os dois métodos. Adicionalmente, o Colilert® conseguiu recuperar E. coli
em stress (e naturalmente presente no alimento) com contagens muito baixas, como 1
microrganismo/g, ao contrario do método de referéncia, que nestes casos nao conseguiu
detetar E. coli.

Por vezes a leitura dos pocos foi dificultada, pois a fluorescéncia ndo era homogénea ao
longo da tray. Existiam pog¢os mais brilhantes do que outros. Para além do mais, em
todas as amostras de carne de porco picada crua surgiram pocos com fluorescéncia
verde, que dificultaram a interpretacdo dos resultados. No entanto, confirmou-se a
presenca de E. coli nos mesmos.

Contrariando estudos, o Colilert® ndo apresentou resultados falso-positivos nem falso-
negativos. Igualmente, demonstrou ser um método fécil, rdpido, mas menos econémico
gue o método de referéncia.

O presente estudo demonstra assim que o Colilert®-18 pode ser utilizado para enumerar
E. coli em determinados alimentos.
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As conclusdes do presente estudo carecem de seguranca ja que se analisou um namero

7

bastante reduzido de amostras. Como tal é importante validar o método Colilert®
estudando-se um numero superior de amostras por tipo de alimento. Igualmente, propde-
se no futuro:

Proceder ao estudo de falsos-positivos/negativos efetuando-se confirmacdes
diretamente dos pocos através de caracterizacao fenotipica ou até genotipica.

ApOs a observacao da seletividade estudar mecanismos para a melhorar, se for o
caso.

Os “pocos” com carne de porco picada e crua apresentaram pouca fluorescéncia
elou fluorescéncia verde. E importante estudar a possibilidade de anular ou
atenuar este efeito pois podera interferir com a interpretacao de resultados.

Usar o Colilert® noutros alimentos naturalmente contaminados com E. coli e
observar a recuperacao de diferentes situagfes de stress.

Comparar o Colilert® com outro método de referéncia em alimentos processados
(congelados, desidratados, tratados termicamente, salgados, entre outros) como o
NMP, ou seja, métodos reconhecidos por possibilitarem a recuperacao de células
em stress.

Otimizar as condi¢des de incubacdo como o binébmio tempo/temperatura.
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Anexo |

Métodos Microbiol6gicos

1.1. Figura 1A - Preparacéo da suspensdo-mae e método Colilert®-18

Preparacdo da amostra:
Pesar 25 g produto alimentar + 225 mL de peptona a 1% (suspenséo-
mae).

!

Preparacdo do equipamento Quanti-Tray® Sealer:
Ligar o selador e deixar aquecer até acender a luz verde.

!

Sementeira em Colilert®, através da tray:
Retirar 100 mL da amostra para um frasco de Shott estéril e adicionar a
ampola com substrato Colilert®18.
Homogeneizar até dissolver o substrato.
Verter a amostra dissolvida com o substrato para a tray.

!

Selagem da Tray:
Inverter a tray sobre o suporte na rampa do selador.
Empurrar lentamente, mas com forga até o tray deslizar sozinho.
A tray surge selado no lado oposto a rampa.

!

Incubacéo:
Tray a 35° C durante 18 horas.

!

Interpretacéo dos resultados:
Pocos carateristicos - azuis fluorescentes perante luz UV.
Contar 0s pogos presumiveis positivos.
Resultados séo convertidos de N/100 mL para N/g.

91



Anexo |

1.2. Figura 1B - Preparacdo da suspensdo-mée e método de
referéncia: 1SO 16649-2, 2001

Preparacao da amostra:
Pesar 25 g produto alimentar + 225 mL e agua de peptona a 1%
(suspensao-mae).

!

Sementeira por incorporagédo em TBX:
Transferir 1 mL da amostra para uma placa de Petri e incorpora-se 15
mL do meio de cultura.

!

Incubacéo:
Placas a 44° C durante 18-24 horas.

!

Interpretacéo dos resultados:
Colébnias caracteristicas - azuis.
Cada placa tem que conter menos de 150 UFC tipicas e inferior a 300
UFC no total (tipicas e nao tipicas) para se efetuar a contagem.

!

Célculo do niumero de microrganismos/g:
Y.a — soma da contagem de UFC em todas as placas de duas diluicdes

sucessivas, pelo menos, uma tem que conter no minimo de 15 UFC
azuis;
V — volume de inéculo, em mL, aplicada a cada placa;
n, — numero de placas inoculadas na primeira diluig&o;
n, — numero de placas inoculadas na segunda dilui¢éo;
d — fator de diluicdo correspondente a primeira diluicdo do inoculo [d = 1
no caso de produtos liquidos em que a amostra é diretamente
inoculada].
Ya
V(n+ 0,1ny)d
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1.3. Figura 1C - Fase 2: estudo de exatiddo do método Colilert®

Recuperacdo de coldnias, cultura overnight:

Retirar com uma ansa uma porcao da estirpe de E. coli em estudo do
tubo de criocongelacao para um tubo com 10 mL de Maximum Recovery
Diluent.

Incubagédo: 37° C durante 16 horas.

!

Diluic6es em serie (10%):
Transferir 1 mL do tubo com diluente de recuperacdo maxima para um
tubo de peptona a 1% (9 mL). Efetuar trés diluicGes em serie.

|

Contaminacédo da suspensao-mée:
Contaminar a suspensao-mae, previamente preparada, com um 1 mL da

diluicdo — 4.
Método referéncia: ‘ISO Método Rapido: Colilert-
16649-2, 2001. 18 com diluig&o de 1:10

(10 mL da suspenséao-
mae para 90 mL de
peptona).
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1.4. Figura 1D - Fase 3: recuperacdo de E. coli em alimentos

congelados

Produto alimentar em estudo:
Carne de porco picada.

!

25 g carne + 225 mL de
peptona a 0,1%.

Preparagdo da amostra:

!

Método referéncia: ISO
16649-2, 2001.

94

}

Congelacédo da amostra:
Congelar a — 18° C durante
16 horas.

|

Descongelacéo da
amostra:
Descongelar a temperatura
ambiente durante 2 horas.

|
v v

Método de Método
referéncia: Rapido:
ISO 16649-2, Coliert-18.

2001.




Anexo Il

# Large IDEXX Quanti-Tray®/2000 MPN Table (per 100m)
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# Large IDEXX Quanti-Tray®/2000 MPN Table (per 100mi)
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Tabela 3A - Estimativa de custos do método de referéncia.

Tarefa 1. Preparacdo da Amostra Tarefa 2: Processamento da Amostra Tarefa 3: Leitura da Amostra
Custo Custo Custo Global (€)
Descricéo Quantidade [Unitario [Total (€) Descrigcéo Quantidade|Unitario | Total (€) Descrigéo Quantidade|Unitario | Total (€)
(€) (€) (€)
Saco BagFilter 1 0,22 0,22|Placa de Petri 1 0,07 0,07|Tempo (min) 3 0,14 0,43
Agua de Peptona a 0,1% 225 ml 1,14 0,05(Pontas de 1 ml 1 0,01 0,01
Lamina Estéril 1 0,09 0,09|Meio de Cultura TBX 15 ml 10,31 0,03
Tempo (min) 3 0,14 0,43|Tempo (min) 4 0,14 0,57
Sub Total 0,79 Sub Total 0,68 Sub Total 0,43 1,89

Tabela 3B - Estimativa de custos do método Colilert®.

Tarefa 1: Preparagdo da Amostra Tarefa 2: Processamento da Amostra Tarefa 3: Leitura da Amostra
Custo Custo Custo Global (€)
Descrigcéo Quantidade [Unitario [Total (€ Descrigéo Quantidade|{Unitario | Total (€) Descrigcéo QuantidadelUnitario | Total (€)
(€) (€) (€)
Saco BagFilter 1 0,22 0,22|Calilert-18 1 5,75 5,75|Tempo (min) 3 0,14 0,43
Agua de Peptona a 0,1% 225 ml 1,14 0,05|Quanti-Tray-2000 1 1,39 1,39
Lamina Estéril 1 0,09 0,09|Pipeta Estéril de 25 ml 1 0,15 0,15
Tempo (min) 3 0,14 0,43| Tempo (min) 5 0,14 0,71
Sub Total 0,79 Sub Total 8,00 Sub Total 043 9,22
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