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SIGLAS ADOTADAS NESTE TRABALHO

A-1= meic A-1

AN = agar nutriente

AN-MUG = agar nutriente com MUG

APHA = American Public Health Association

AOAC = Association of Official Analytical Chemists
BCIG = 5-bromo-4-cloro-indoxil-8-D-glucuronideo
BMA-MUG = agar tamponado com MUG

BVB= caldo verde brilhante com bile a 2%
BVB-MUG= caldo verde brilhante com bile a 2%, triptofano e MUG
Colab. = colaboradores

EAM= agar eosina e azul de metileno segundo Levine
EC-MUG = caldo EC com MUG

EPM = meio Escola Paulista de Medicina

GUA = g-glucuronidase

HGMF= membrana filtrante com “grid* hidrofdbico
IBDG = indoxil-g-D-glucuronideo

LMG= agar lactose monensim glucuronato

LST = caldo tauril suifato de sédio triptose

LST-MUG = caldo lauril sulfato de sodio triptose com triptofano e MUG
m-ENDO = meio m-ENDO

m-ENDO-MUG = meio m-ENDO com MUG

m-TEC = meio m-TEC

MacCconkey-MUG = caldo MacConkey com MUG
MiLi= meio motilidade indol lisina

MUG = 4-metilumbeliferil-g-D-glucuronideo

NMP = niimero mais provavel



ONPG = o-nitrofenol-8-D-galactopiranosideo

PA = meio de presencga ou auséncia

PCA = agar para contagem padrdo em piacas

PCA-MUG = agar para contagem padrao em placas com triptofano e MUG
PGUA = acido nitrofenil-8-D-glucuronideo

TSA= agar tripticase - soja

UFC = unidades formadoras de coibnia

UV = ultra violeta

VM= teste de vermelho de metila

VP = teste de Voges-Proskauer

VRBA = agar vermelho violeta bile




1 - INTRODUGAO

A avaliagao das condigbes higiénico-sanitarias de alimentos, aguas e
ambientes é realizada através da pesquisa e quantificagéo de microrganismos ou
grupo de microrganismos denominados indicadores. Dentre estes, destacam-se
os coliformes, os colitormes fecais e Escherichia coli que sdo indicadores de

contaminagdo fecal por serem originarios do trato intestinal de animais

(HARTMAN e colab., 1985; LEITAQ, 1988).

O grupo dos coliformes fecais, no qual predomina a Escherichia coli, é
definido como coiiformes que tém a habilidade de crescer e produzir gés a partir
da lactose, quando incubados a 44,5°C (MEHLMAN, 1984; HARTMAN e colab.,
1985; LEITAO, 1988). No entanto, existern controvérsias em relagdo a esta
definigao (PTAK e colab., 1973; DUFQUR, 1975; CAPLENAS e KANAREK, 1984;
EDBERG e colab., 1986; RIPPEY e colab., 1987; DAMAGLOU e colab., 1988;
BAGLEY e SEIDER. 1977). A Escherichia coli é frequentemente preferida como
indicador de contaminagéao fecal recente, por ter como habitat preferenciat ou,
praticamente exclusivo, o trato intestinal de animais, geraimente nao resistindo
por longos periodos em outros ambientes (RIPPEY e colab., 1987; RICE e colab.,
1990).

A pesquisa de Escherichia coli pela técnica classica do numero mais
provavel (NMP), que é o método de referéncia para outros métodos alternativos,
esti baseada na capacidade deste microrganismo fermentar a lactose e preduzir
gés. Neste método empregam-se tubos multiplos ( 3 ou & tubos para cada
diluicdo do afimento em teste) e varios meios de cultura, combinados com
temperaturas e tempos diferentes requerendo de 6 a 10 dias para sua completa

identificagao bioquimica (APHA, 1978; AOAC, 1990; MEHLMAN, 1984).






RESTAINQ e LYON, 1987; CURIALE e colab. 1989; ABGRALL e CLERET, 1990;
AQAC, 1990; MATNER e colab., 1920).

* Técnicas fluorogénicas para a detecgéo de Escherichia coli (FENG e
HARTMAN, 1982; ALVAREZ, 1984; ANDREWS e colab., 1987; PETERSON e
colab., 1987; POELMA e colab., 1987; MOBERG e colab., 1988; WEISS e
HUMBER, 1988; ENTIS, 1989; AOAC, 1990; RICE e coiab., 1990).

As técnicas fluorogénicas baseiam-se na atividade da enzima §-
glucuronidase produzida per Escherichia coli, que hidrolisa g-glucuronideos,
tendo como alvo a posigao g de substratos como:

* 5-bromo-4-cloro-3-indoxil--D-glucuronideo (BCIG), com um produto
de degradagao de cor azul (FRAMPTON e colab., 1988; WATKINS e colab., 1988;
MATNER e colab., 1980; CURIALE e calab., 1991)

* Indoxil-8-D-glucuronideo (IBDG), com produto de degradagao de cor
azul (LEY e colab., 1988; SHARPE e colab., 1989).

* Acido 4-nitrofenil-g-D-glucuronideo  (PGUA), com um produto de
degradagao de cor amareia (KiLIAN e BULOW, 1976; LE MINOR, 1979; EDBERG
e KONTNICK, 1986; CASELLAS @ ORDUNA, 1988).

* 4-metilumbeliferil-§-D-glucuronideo (MUG) com um produto de
degradagao fluorescente (MEAD e colab., 1955; FENG e HARTMAN, 1982;
ALVAREZ, 1984; ANDREWS e colab., 1987; PETERSON e colab., 1987; POELMA
e colab., 1987; MOBERG e colab., 1988; WEISS 8 HUMBER, 1988; ENTIS, 1989;
AQAC, 1990; RICE e colab., 1990).

Entre estes substratos, o mais empregado em testes microbioldgicos é o
4-metilumbeliferil-8-D-glucuronideo (MUG) que, ao ser hidrolisado, produz a 4-
metilumbeliferona, a qual tem a propriedade de ser fluorescente quando exposta

a luz uitra violeta (UV) com comprimento de onda longo (366nm) demonstrando,



assim, a presenga de Escherichia coli pela emissdo de luz fluorescente azul. O
uso do MUG é recomendado na concentragdo de 50 a 100xg/ml e nao é tdxico
para a Escherichia coli (FENG e HARTMAN, 1982; MOBERG, 1985; ANDREWS e
colab., 1987; POELMA e colab., 1987).

A ﬂ-glucuronidaée produzida por Escherichia coli & uma enzima induzivel
(FENG e colab., 1991), com o valor de pH o6timo para sua produgéo de 7,3 e
diminui em 27% e 38%, quando o valor de pH é modificado para 6,5 e 8,0,
respectivamente (BUEHLER e colab., 1951). Assim como a produgéao, também a
atividade da g-glucuronidase & dependente do pH, como demonstraram KILIAN e
BULOW (1976), que observaram que o valorpH étimo para a atividade da enzima
é de 8,5, e quando este é reduzido para 7,0, a atividade da enzima diminui em

50%.

A utilizagao do MUG para a pesquisa de Escherichia coli em alimentos
foi sugerida por FENG e HARTMAN (1982). Esses autores incorporaram o MUG
aos meios de cultura tradicionais na pesquisa de coliformes, obtendo-se a

resposta fluorogénica quando a Escherichia coli estava presente.

Em caldo lactosado lauril sulfato de sédio triptose com MUG (LST-MUG),
uma célula de Escherichia coli por ml da amostra é capaz de desenvolver a
fluorescéncia num periodo de 12 a 20h, que é quando atinge o numero de 107 a
108 células por ml. Quando o indculo é de 10* células por ml a fluorescéncia é
observada num periodo de 4 a 6h (FENG e HARTMAN, 1982; MOBERG, 1985),
porém, a produgao de gas s6 é observada num periodo superior a 8h (FENG e
HARTMAN, 1982). Além disto, 0 MUG nao afeta a Escherichia coli quanto a
producédo de gas (MOBERG, 1985) e nao exerce efeito inibidor sobre os outros

coliformes (MOBERG, 1985; RIPPEY e colab., 1987).






Tabela 01: g-glucuronidase (GUA) produzida por cepas de Escherichia coli de

diferentes origens.

Escherichia coli

SUBST.* REFERENCIA

ORIGEM'  CEPAS? gua+3

(N2) (%)
Colegéo 113 97,0 PGUA KILIAN e BULOW, 1976
Colegéo 110 96,0 MUG FENG e HARTMAN, 1982
Colegéo 55 83,0 MUG KASPAR e colab., 1987
Clinica 75 96,0 MUG TRAPETAe colab., 1984
Clinica 169 88,7 MUG EDBERG e KONTNICK, 1986
Clinica — 66,0 MUG CHANG e colab., 1989
Urina 383 95,2 PGUA CASELLAS e ORDUNA, 1988
Urina 466 70,8 MUG DOLLER e colab., 1990
Fezes 620 89,5 MUG RICE e colab., 1990
Suino 482 91-93 MUG  JACKSON e colab., 1992
Agua 63 97,0 IBDG LEY ecolab., 1988
Alimento 293 95,0 MUG RIPPEY e colab., 1987
Alimento 126 99,2 BCIG  WAPKINS e colab., 1988

' Origem das cepas estudadas.

2 Numero de cepas tastadas .

3 Porcentagem de cepas produtoras de ﬂ-glucuronidm.
Substrato utilizado no teste.

produgao

da

B-glucuronidase.

Ja

as

cepas de Escherichia

coli

enterohemorragica 0157:H7 ndo produzem esta enzima (FENG e HARTMAN,

1982; DOYLE e SCHOENI, 1984; RATNAN e colab., 1988; FENG e colab., 1991).



Baseados na especificidade da p-glucuronidase, muitos estudos tém
sido conduzidos para padronizar metodologias répidas na detecgdo de
Escherichia coli em agua de consumo, em dguas marinhas, em aguas residuais,

em sedimentcs e em produtos alimenticios.

Para agua, muitos trabalhos foram realizados. Pela incorporagéo de
IBDG no meio m-TEC e usando a técnica de membrana filtrante, LEY e colab.
(1988) observaram que 97% das cepas de Escherichia coli isoladas
apresentaram respostas caracteristicas, ou seja, coldnias azuis devido a
liberagdc de um produto cromogénico a partir do IBDG, sendo portanto

faciimente diferenciadas da flora acompanhante.

GAUTHIER e colab. (1991) também utilizaram a técnica de membrana
fitrante para a pesquisa de Escherichia coli em amostras de agua e sedimento
marinho, com diferentes meios de cultura incubados a 44,5°C, por 24h. O teste
da g-glucurcnidase foi realizado em AN-MUG, transferindo-se a membrana para
este meio e incubando-se a 36°C, por 3 a 4h. Com este estudo o0s autores
observaram que 95,5% das coldnias MUG positivas foram identificadas com
Escherichia coli. A sensibiidade e especificidade foram maiores que as

apresentadas pela técnica de membrana filtrante tradicionali.

Usando a resposta flucrogénica, por adigao de MUG ao meic PA, LEE e
HARTMAN (1989) nao encontraram diferengas significativas na pesquisa de
Escherichia coli para amostras de agua de rio, lago, pogo e de efluentes, quando

comparadas com as técnicas classicas.

Recentemente, foi desenvolvido © sistema Colilert que permite a
deteccado simultdnea de coliformes e Escherichia coli. A mudanga na coloragao

do meio para amarelo indica a agdo dos coliformes sobre o ONPG e a resposta



fluorogénica indica a agdo da Escherichia coli sobre o MUG. Estes dois
compostos (ONPG e MUG) sao substratos essenciais e indicadores ao mesmo
tempo (EDBERG e colab., 1988). Com este sistema, EDBERG e colab. (1988);
COVERT e colab. (1989); EDBERG e colab. (1889); EDBERG e colab. (1990) e
EDBERG e coiab. (1891) obtiveram excelentes resultados na pesquisa de
Escherichia coli em amostras de Agua. JA CLARK e colab. (1981), ao contrério
dos outros autores, observaram que este sistema € ineficiente para a pesquisa

de Escherichia coli em agua fratada, devido ao grande numero de respostas

falso negativas.

Utilizando a técnica de plaqueamento em profundidade, com BCIG
incorporado ao meio de cultura, WATKINS e colab. (1988) mostraram que este
meétodo apresenta especificidade alta e permite a diferenciagdo da Escherichia
coli a partir de amostras de agua residual e "shellfish”. Neste estudo a taxa de

respostas falso positivas foi de 5,0% e de falso negativas foi de 1,0%.

Em reiagdo a estudos envolvendo produtos alimenticios, os dados
encontrados na literatura sugerem que 0 emprego de testes baseados na agéo

da g-glucuronidase para pesquisa de Escherichia coli é bastante promissor.

ROBINSON (1884) analisou,'através do teste fluorogénico, 270 amostras
de produtos alimenticios, entre eles, alimentos em p6 e ingredientes crus. Apds o
enriqguecimento da amostra em caldo nutriente @ com subcuitivos em LST-MUG,
0 autor obteve concordancia com o método de referéncia em 95,0% dos casos.
Nao obteve respostas falso negativas 6 a taxa de respostas faiso positivas foi de

4,8%, sendo a maioria em amostras de proteina de soja.

ALVAREZ (1984), testando o método fluorogénico em alimentos

marinhos (30 amostras), incorporou MUG ao caldo jactosado, ao meio VRBA e
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ENTIS (1989) pesquisou Escherichia coli em afimentos, utilizando o teste
da g-glucuronidase em conjunto com a técnica de HGMF. O método constituiu
em observar a resposta fluorogénica no meio BMA-MUG, para onde a
membrana filtrante era transferida apds a incubagéo a 35°C, por 24h em meio
LMG, que age como indutor da produgdo de g-glucuronidase. As col®nias
desenvolvidas no meio LMG foram identificadas como coliformes e a
diferenciagao de Escherichia coli foi feita pela detecgédo de fiuorescéncia no meio
BMA, apds 2h a 35°C. Esta técnica, em relagdo a técnica classica dos tubos
multiplos, apresentou resultados maiores para as amostras de ovos
desidratados, queijo desidratado e pimenta preta moida, e resultados

semelhantes para amostras de carme moida de ave e leite cru.

Objetivando otimizar a recuperacéo de células injuriadas, WEISS e
HUMBER (1988) testaram a eficiéncia do método TSA/VRBA-MUG, que consiste
num plagueamento em profundidade em TSA-MUG, com manutengdo em
repouso por 1 a 2h, para entao ser adicionado 0 VRBA-MUG. Desta forma, os
autores obtiveram 95,8% de positividade para as colénias de Escherichia coli,
sem respostas falso positivas. J& quando o MUG foi incorporado apenas no
VRBA o meétodo perdeu a eficiéncia. Este estudo foi realizado com cepas

purificadas.

Com sistema Petrifiim-£E.coli, no qual se observa a atividade da 8-
giucuronidase de cepas Escherichia coli sobre BCIG, MATNER e colab. (1990)
demonstraram sua equivaléncia a técnica recomendada pela AOAC para

amostras de queijos, vegetais e carne de ave.

Também usando o sistema Petrifilm-£.cofi, CURIALE e colab. (1991) num
estudo coilaborativo, aprovaram este método para pesquisa de Escherichia coli

em alimentos, que proporcionou sua adogao pela AOAC.
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2. OBJETIVOS

Comparar o método fiuorogénico que utiliza o 4-metilumbeliferil-3-
D-glucuronideo (MUG) como substrato da enzima g-glucuronidase produzida por
cepas de Escherichia coli com o meétodo classico dos tubos muitiplos para

enumeracao de Escherichia coli em leite e derivados (queijo tipo Minas frescal e

sorvete)

Observar a existéncia de diferencas nos resultados obtidos em 24h

e 48h para a metodologia fluorogénica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. AMOSTRAS

Foram analisadas 120 amostras de alimentos, sendo 30 de leite cru,

30 de queijo tipo Minas frescal, 30 de leite pasteurizado tipo C e 30 de sorvete.

3.1.1. LEITE CRU

Foram analisadas 30 amostras de leite cru correspondendo a 15
amostras de leite cru destinado a produgao de leite pasteurizado tipo B (leite cru
B) e 15 amostras de leite cru destinado a produg&o de leite pasteurizado tipo C
(leite cru C). As amostras foram fornecidas por um grande laticinio localizado na
cidade de Sao Paulo - SP. A coleta foi realizada por um técnico do laticinio,
sempre na madrugada do dia da andlise. 500ml de leite eram coletados
diretamente do caminhdo tanque para um frasco estérii e mantidos sob

refrigeragao até o momento da analise.

3.1.2. QUEIJO TIPO MINAS FRESCAL

As 30 amostras foram obtidas no comércio da cidade de Sao Paulo
- SP, correspondendo a 16 marcas comerciais diferentes. Todas as amostras
estavam dentro do prazo de validade e foram mantidas sob refrigeragao até o

momento da analise.

3.1.3. LEITE PASTEURIZADO TIPO C

As 30 amostras foram obtidas no comércio da cidade de Sao Paulo

- SP, correspondendo a 7 marcas comerciais diferentes. 26 amostras
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apresentaram como data de validade o dia da analise e 4 o dia anterior & andiise.

Todas as amostras foram mantidas sob refrigeragéo até o momento da analise.

3.1.4. SORVETE

As 30 amostras foram obtidas no comércio da cidade de Sao Paulo
- SP, correpondendo a 9 marcas comerciais diferentes e com os sabores:
chocolate, creme, morango, cereja, coco, ameixa, avela, pistache, maracuja, uva,
e tangerina. Todas as amostras foram mantidas sob refrigeragao até o momento

da analise.

3.2. MATERIAIS

3.2.1. MEIOS DE CULTURA

- Agar citrato, segundo Simmons

- Agar eosina azui de metileno segundo Levine (EAM)

- Agar nutriente (AN)

- Agar para contagem padrdo em placas (PCA)

- Agar para contagem padrao em placas com triptofano e MUG
(100 ug/ml) (PCA-MUG)

- Caldo EC (EC)

- Caldo lactosado lauril sulfato de sédio-triptose (LST)

- Caldo lactosado lauril sulfato de sédio-triptose com triptofano e
MUG (100pg/ml) (LST-MUG)

- Caldo lactosado verde brilhante com bile a 2% (BVB)

- Caldo lactosado verde brilhante com bile a 2%, triptofano e MUG
(100ug/ml) (BVB-MUG)

- Caldo purpura de bromocresol com celobiose a 0,5%
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- Caldo VM-VP

- Meio EPM (TOLEDO e colab., 1982hb)
- Meio MILi (TOLEDO e colab., 1982a)
- Sisterna API-20E (Analytab products)

Todos os meios de cultura utilizados foram da marca Merck (os que
continham MUG foram da linha Fluorocult-Merck). Os meios de cutltura foram

preparados segundo as orientagdes do fabricante.

3.2.2. SOLUCOES E REATIVOS (APHA, 1978)
- Reativo de Kovacs
- Solugao alcodlica de vermelho de metila a 0,02%
- Solugao alcodlica de a-naftol 5%
- Solugao de Butterfield
- Solugao de citrato de sddio 2%
- Solugao de NaOH 2N

3.3.METODOS

3.3.1. PREPARO DAS AMOSTRAS (APHA, 1978)

Aliquotas de 25g ou 25ml foram homogeneizadas com 225ml do
diluente apropriado, empregando-se um homogeneizador, quando necessério.
Apés a homogeneizagao, foram preparadas as diluicdes decimais subsequentes,

tomando-se 10mi da diluigao anterior e 90ml do diluente.

Para as amostras de leite cru, leite pasteurizado e sorvete fol
utilizada solugao de Butterfield como diluente, e para as amostras de queijo foi

utilizada solugao de citrato de sodio 2%.
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3.3.2. METODO CLASSICO DOS TUBOS MULTIPLOS PARA
DETECGAO DE Escherichia coli (APHA, 1978) (Fig.01)

A partir das diluigbes decimais seriadas, inoculou-se, em triplicata,
1ml de cada diluigdo para tubos contendo caldo de enriquecimento primario e
um tubo de Durham invertido. Para as amostras de leite, o enriquecimento
primario foi realizado em caido BVB e para as amostras de queijo e de sorvete
em caldo LST. Os tubos foram incubados a 35°C, por 24 e 48h. A partir dos
tubos que apresentaram turvagdo e formagdo de gas apds este periodo,
aliquotas foram transferidas, com auxitio de um bastdo de madeira estéril (3mm
de diametro), para tubos contendo caldo EC e um tubo de Durham invertido, os
quais foram incubados a 44,5°C, por 24h, em banho maria. Dos tubos que
apresentaram turvagao e formagao de gas, aliquotas foram inoculadas, por
esgotamento, com auxilio de um aiga de niquel-cromo, em placas contendo agar
EAM, as quais foram incubadas a 35°C, por 24h. Apds este periodo, foram
selecionadas e isoladas, em AN, 3 colOnias suspeitas de serem Escherichia coli,
que foram incubadas a 35°C, por 24h. Em seguida, efetuou-se a identificagao

bioquimica dessas colénias, conforme descrito no item 3.3.4.

A partir dos tubos de caido EC, nos quais foi observada a presencga
de Escherichia coli, calculou-se o nidmero mais provavel (NMP) de Escherichia‘

coli por g ou ml do alimento, utilizando a tabela de Hoskins.

Nas andlises de leite cru utilizou-se as diluicdes 10! a 105, nas
andlises de queijo tipo Minas frescal utilizou-se as diluigdes 10 a 108 e nas
andlises de sorvete utilizou-se as diluicoes 10" a 1039. Na andiise de leite
pasteurizado foram inoculados 10mi da amostra (em 10ml do caldo BVB em

concentragao dupla), 1ml da amostra e ainda 1ml das diluigées 10 a 103
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3.3.3. METODO FLUOROGENICO PARA ENUMERGCAO DE
Escherichia coli (FENG e HARTMAN, 1982) (fig. 01)

A partir das diluicGes decimais seriadas, inoculou-se, em triplicata,
1ml de cada diluigao para tubos contendo caldo de enriquecimento primario com
MUG e um tubo de Durham inverido. Para as amostras de leite, o
enriquecimento primario foi realizado em caldo BVB-MUG e para as amostras de
queijo e de sorvete em caldo LST-MUG. Os tubos foram incubados a 35°C, por
24 e 48h. Os tubos que apresentaram turvagdo e formagdo de gas foram
submetidos ao teste de produgéo de indol e de resposta fluorogénica. Para a
realizagcédo da leitura da resposta fluorogénica, de cada tubo que apresentou
turvagdo e/ou formagdo de gas transferiu-se para um tubo vazio
aproximadamente 3ml do caldo. A fluorescéncia azul foi observada pela
exposicdo direta destes tubos a luz UV com comprimento de onda longo
(366nm), utilizando-se uma camara apropriada. Quando a resposta era fraca ou
negativa, foram acrescentadas de 2 a 5 gotas de solugdo de NaOH 2N, para
elevar o pH do caldo e facilitar a leitura. Este procedimento foi adotado para as
leituras de 24 e 48h. Apés a leitura da fluorescéncia, efetuou-se o teste de
producgéo de indol. A formagdo de um halo vermelho na superficie do caldo apés
a adicéo de 0,2ml de reativo de Kovacs era considerada resposta positiva. A
partir dos tubos que apresentaram turvagao e/ou produgao de gas e/ou reagao
de indol positiva e/ou fluorescénica, aliquotas foram transferidas, com auxilio de
um bastao de madeira estéril (3mm de didmetro), para tubos contendo caldo EC
e um tubo de Duhram invertido, os quais foram incubados a 44,5°C, por 24h em
banho maria. Dos tubos que apresentaram turvagdo e formagdo de gas,
aliquotas foram inoculadas, por esgotamento, com auxilio de um aiga de niquel-
cromo, em placas contendo agar EAM, as quais foram incubadas a 35°C, por

24h. Apos este periodo, foram selecionadas e isoladas, em PCA-MUG, 3 colbnias
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3.3.4. IDENTIFICAGAO BIOQUIMICA (EDWARDS e EWING, 1986)

A identificacdo foi realizada através das seguintes provas
bioquimicas:

- Produgao de indol (meio MILi)

- Reagao de VM

- Reacao de VP

- Utilizagao de citrato de sédio

- Fermentagao da glicose com produgao de gas (meio EPM)

- Fermentagao da celobiose em caldo plrpura de bromocresol.

- Produgéo de urease (meio EPM)

- Produgao de H,S (meio EPM)

- Produgao de L-triptofano desaminase (meio EPM)

- Produgéo de L-lisina descarboxilase (meio MILi)

- Motilidade (Meio MIL)

No caso de dlvidas na identificacao, utilizou-se o sistema API-20E,

com leitura em 24h.

3.3.5 CONTAGEM PADRAO EM PLACAS DE BACTERIAS
MESOFILAS VIAVEIS AEROBICAS OU FACULTATIVAS (APHA, 1978)

1mi de cada diluigdo decimal foi transferida, em duplicata, para uma
placa de Petri estéril e vazia, e adicionou-se aproximadamente 15 ml de agar PCA
fundido e a +45°C. Apds homogeneizagdo e solidificagdo do agar, as placas
foram incubadas a 35°C, por 48h. Apds este periodo, foram contadas as colénias
das placas que apresentaram entre 30 e 300 col6nias. Os nimeros obtidos foram

expressos como unidades formadoras de coibnia (UFC) por g ou mi.

As diluigdes utilizadas foram: 103 a 105 para as amostras de leite
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cru, 102 a 10" para as amostras de leite pasteurizado tipo C, 105 a 10® para as

amostras de queijo tipo Minas frescal e 10! a 10 para as amostras de sorvete.

3.3.6. TRATAMENTO ESTATISTICO

Para avaliagdo dos resultados obtidos foi utiizada a andlise de
varidncia para dados repetidos através do teste de Newman-Keuls para
comparagbes multiplas (WINER, 1971). Foram comparados os resultados
obtidos pelo método classico dos tubos multiplos e os resuttados obtidos pelo

método fluorogénico com leitura de 24h e com leitura de 48h.

Todos os resultados de enumeragéo de Escherichia coli por g ou

ml foram transformados em log na base 10.

Para efeito de interpretacéo e discussao dos resultados, foi utilizada
a simbologia apresentada na Tabela 02, assim como foram consideradas as

definicbes abaixo relacionadas.

Tabela 02; Simbolos utilizados para a identificagdo dos tubos com resultados

especiais observados no método fluorogénico.

Leitura nos tubos Recuperagao de Escherichia coli
Presente Ausente
Turv. Gas indol Mug Mug+ Mug-
+ o+ + + A B C
+ o+ - + D E F
+  + + - G H -
+  + - - ] J -
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ESPECIFICIDADE para a resposta fluorogénica: total de tubos com
resposta MUG positiva @ com Escherichia coli confimada (A+B+D+E), em

relacio ao total de tubos com resposta MUG positiva (A+B+C+D+E+F).

Resultado FALSO POSITIVO para Escherichia coli para a resposta
MUG positiva na técnica fluorogénica: total de tubos com resposta MUG positiva,
porém, sem Escherichia coli (C+F), em relagdo ao total de tubos com resposta

MUG positiva (A+B+C+D+E+F).

Resultado FALSO NEGATIVO para Escherichia coli para a resposta
MUG negativa na técnica fluorogénica: total de tubos com resposta MUG
negativa porém com Escherichia coli (G+H+1+J), em relagdo ao total de tubos

com Escherichia coli (A+B+D+E+G+H+1+J).

ESPECIFICIDADE da resposta fluorogénica e indol: total de tubos
com resposta MUG positiva e indol positiva e com Escherichia coli confirmada
(A+B), em relacao ao total de tubos com resposta MUG positiva e indol positiva

(A+B+C).

Resultado FALSO POSITIVO para Escherichia coli para a resposta
MUG positiva e indol positiva na técnica fluorogénica: total de tubos com
resposta MUG positiva, porém, sem Escherichia coli (C), em relag@o ao total de

tubos com resposta MUG positiva e Indol positiva (A+B+C).

Resultado FALSO NEGATIVO para Escherichia coli para a resposta
MUG e Indol na técnica fluorogénica: total de tubos com resposta diferente de
MUG positiva e indol positiva, porém com Escherichia coli (D+E+G+H+1+J),

em relagao ao total de tubos com Escherichia coli (A+B+D+E+G+H+1+J).
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pode ser explicada pelo fato de que no leite cru B houve um expressivo nimero
(21,6%) de resultados falso negativos ou seja, tubos sem fluorescéncia, mas
positivos para Escherichia coli (tabela 11). Parte desses resultados falso
negativos foram devido a presenga de cepas de Escherichia coli MUG negativa
(13,5%) e parte a impossibilidade de desenvolvimento da fluorescéncia, apesar da
presenca de cepas Escherichia coli MUG positiva (8,1%). E importante ressaltar
que resultados falso negativos devido a presenca de cepas de Escherichia coli
MUG negativas foram predominantemente observadas em apenas trés amostras
de leite cru B (tabeta 03, amostras 10, 12 e 15), provenientes de somente dois
locais de produgéo. Se essas amostras de leite cru B forem excluidas da analise
de variancia, os resultados mudam bastante: as contagens de Escherichia coli
obtidas pela metodoiogia classica e pela metodologia fluorogénica com leituras de
24h e 48h foram equivalentes quando a=1%. Entretanto, para a=5% e/ou 10%,
apenas as duas respostas fluorogénicas foramn equivalentes. Assim, refazendo a
andlise estatistica para leite cru, excluindo as amostras de nimero 10, 12 e 15, o
teste demonstra que o método classico é equivalente ao fluorogénico com leitura
em 48h, com a=1; 5 ou 10%, assim como, sao equivalentes as respostas
fluorogénicas de 24 e 48h. J4 quando se compara o método classico e o
fluorogénico com respostas em 24h, ha equivaléncia com a= 1%, porém quando
com a=5 ou 10% o método classico apresenta resultados superiores (tabela 07 e

08).

Quanto aos tubos sem fluorescéncia nos quais foi detectada a
presenga de Escherichia coli MUG positiva (8,1%), algumas consideragdes s&o
importantes. Segundo ENTIS (1989), FARBER, (1986), JACSON e colab. (1992) e
EDBERG e colab. (1991), devido a rapida acidificagao do meio de cuttura pela
fermentagdo da lactose por agao da microbiota acompanhante, pode ocorrer

interferéncia na produgao e também na agao da enzima g-glucuronidase. Alguns
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resultados interessantes a esse respeito merecem discussdo. Nos experimentos
realizados por FENG e HARTMAN (1982), foi comprovado que Proteus vulvaris
nao afeta a resposta fluorogénica de Escherichia coli, quando na proporgao de
10*:1. JA GLAESER e HANEST (1986), avaliando o método fiuorogénico em
amostras de queijos macios, demonstraram que Hafnia spp nao afetava a
resposta fluorogénica na proporgio de 107 células para 1 de Escherichia coli.
Porém, Enterobacter aerogenes, na proporgdo de 10* céiulas para 1 de

Escherichia coli, algumas vezes poderia causar respostas falso negativas.

A hipdtese de que a resposta fluorogénica pode ser afetada pela
microbiota acompanhante é reforgada por outras observagdes verificadas durante
a realizagcao desse trabalho. Em alguns tubos a fluorescéncia foi observada
somente apos 5 dias. Em segundo lugar, por ser o leite cru B um produto com
menor quantidade de Escherichia coli por ml, proporcionaimente, ha uma
competicdo com um nUmero maior de bactérias acompanhantes, quando
comparado com o leite cru C. Estas observagbes apresentaram-se em menor

grau nas amostras de leite cru C, o que reforga as hipoteses acima descritas.

ENTIS (1989), avaliando a técnica de membrana hidrofobica
associada ao MUG para alimentos obtiveram confirnagao de 97,0% das colonias
MUG positivas obtidas a partir de amostras de leite cru e observaram que a
técnica HGMF-MUG foi equivalente a dos tubos multiplos (AOAC), demonstrando

que a resposta fluorogénica pode ser aplicada para este tipo de produto.

No caso dos resultados de Escherichia coli para as amostras de
queijo tipo Minas frescal (tabela 04), a andlise estatistica revelou que os métodos
classico e fluorogénico com leitura em 48h foram equivalentes com a=1%, assim
como, foram equivalentes as duas respostas fluorogénicas, em 24 e 48h.

Entretanto, quando se compara os resuitados da metodologia classica com os
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resultados da metodologia fluorogénica com leitura em 24h, observa-se que a
primeira apresenta resultados estatisticamente maiores. Quando a comparagao é
feita utilizando-se a=5 ou 10%, observa-se que apenas as respostas fornecidas
pelas metodologias classica e fluorogénica com leitura em 48h séo equivalentes

(tabela 07 e 08).

O fato de, nas amostras de queijo tipo Minas frescal, apenas a
resposta fluorogénica com leitura em 48h ter sido estatisticamente equivalente ao
método classico, pode ser devido a rapida fermentagdo que ocorre no meio,
devido a microbiota acompanhante, dificultando a produgao e/ou a expressao da
B-glucuronidase, retardando a resposta fluorogénica. Esta hipdtese é reforgada
pela péssima qualidade microbioldgica das amostras, como pode ser observado

pelas contagens das bactérias totais mesodfilas e de Escherichia coli (tabela 04).

No estudo colaborativo conduzido por MOBERG e coiab. (1988)
usando queijo e produtos de leite (congelados), o método fluorogénico (LST-
MUG) foi equivalente ao método classico para niveis de baixa e média
contaminagao e superior para o nivel de contaminagao afto. Essa constatagao
reforga a hipdtese de que, para leite e derivados, o método fluorogénico é mais

eficiente em produtos com niveis de contaminagao mais elevados.

Tal como aconteceu nesse estudo, outros estudos demonstraram
gue existemn diferengas entre as leituras de 24, 48, 72h. ENTIS (1989), sugeriram
que essas diferengas se devemn ao abaixamento rapido do pH, antes que a

Escherichia coli hidrolise o MUG.

No caso de leite pasteurizado tipo C, verificou-se que, das 30
amostras analisadas, 5 foram positivas para Escherichia coli. Escherichia coli foi

detectada pelas trés técnicas, simultaneamente, em apenas 3 amostras (tabela
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acidos a partir da fermentagdo destes agucares e, por fim, a reducdo na

capacidade fluorescente da 4-metilumbeliferona.

Ja para sorvete, em 24h observou-se apenas um tubo fluorescente
e, mesmo assim, s6 apds a adigdo de NaOH. Nas leituras de 48h, ocorreu um
aumento de 50,0% dos tubos fluorescentes apds a corre¢do do pH. No caso de
sorvete, além da lactose, proveniente do leite, também existe a interferéncia de

outros carboidratos utilizados na elaboragao deste produto.

Como pode ser observado na tabela 09, os produtos que
apresentaram mais problemas em relagao aoc pH para a leitura da fluorescéncia,
em ordem decrescente, foram: sorvete, leite pasteurizado tipo C, leite cru e queijo
tipo Minas frescal. Esse fato reforga a teona da interferéncia da quantidade de
carboidratos presentes nas amostras. Dentre estes produtos, o sorvete é o que
apresenta maior quantidade de carboidratos. Entre o leite cru e o leite
pasteurizado, ndo se pode dizer que sao diferentes quanto a isto, porém, para o
leite pasteurizado utilizou-se quantidades de 10; 1; 0,1 e 0,01ml da amostra,
enquanto que no leite cru utilizou-se quantidades iguais ou inferiores a 0,1mi da

amostra. Para o caso do queijo também foram utilizadas amostras diluidas ( 0,1g).

Além destas informacgdes, a tabela 09 indica claramente que, apds
48h de incubagao, ocorre redugdo do numero de tubos que precisam ter o pH do
meio corrigido para que se possa observar a resposta fluorogénica. Este fato
pode ter sua explicagdo na atividade metabdlica dos microrganismos presentes
nos tubos, ou seja, sendo os carboidratos os primeiros substratos aivos,
inicialmente ocorre a acidificagdo do meio, porém, apos a exaustido do meio em
relagao aos agucares, estes microrganismos atacam outros componentes, neste
caso, os de origem protéica, que caracteristicamente produzem metabdiitos com

capacidade de elevar o pH do meio e, consequentemente, facilitam a leitura da
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fluorescéncia.

A necessidade de corrigir o pH do caldo da cultura antes de efetuar
a leitura da fluorescéncia foi demonstrada por outros pesquisadores, como
JACKSON e colab. (1992), que tiveram problemas com agar MacConckey-MUG,
e FARBER (1986), que também observou a interferéncia da agdo fermentativa
sobre a lactose, quando estudou a aplicagdo do MUG em conjunto com a técnica

da membrana hidrofdbica.

Ja quando o pH do meio € controlado, ocorre otimizagdo da
produgao da fluorescéncia, como demonstraram RICE e colab. (1980) usando o
sistema Colilert. Os autores testaram 720 cepas, das quais 620 eram Escherichia
coli e destas 955 e 99,5% desenvoiveram fluorescéncia em 24 e 48h,
respectivamente. Também usando o sisterna Colilert, porém para analise de agua,
COVERT e colab., 1989; EDBERG e colab., 1988; EDBERG e colab., 1990 e
EDBERG e colab., 1991, concluiram que a flora heterotréfica ndo interfere no
desenvolvimento da fluorescéncia, ao mesmo tempo que ocorre minimizagdo das
respostas falso positivas para os coliformes totais, uma vez que este sistema ndo

esta baseado na agao fermentativa sobre a lactose.

Em relagéo ao periodo de incubagédo, observou-se que apds 48h
ocorreu um aumento no numero de tubos com resposta fluorogénica apds adigao
de NaOH (tabela 09). Para o ieite cru, o nimero de tubos MUG positivos passou
de 175 (24h) para 190 (48h), representando um aumento de 8,6%. Analisando-se
os resultados por tipo de leite cru, observa-se comportamentos semelhantes:
para o leite cru B, ocorre um aumento de 8,8% (de 57 para 62) apds 48h e para o
leite tipo C, este aumento foi de 8,5% (de 118 para 128). No caso do queijo tipo
Minas frescal ocorreu um aumento de 4,5%, de 379 tubos positivos em 24h

passou para 396 apds 48h. Para o leite pasteurizado tipo C o aumento foi de
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A segunda é que, devido a algum tipo de interferéncia, algumas
cepas de Escherichia coli MUG positivas, por motivos desconhecidos, nao
hidrolisaram o MUG no periodo de 48h, o que representou proporgdes de
respostas falso negativas variando de 1,0 a 8,1%. Na tentativa de explicar esse
fato, comparou-se os resultados da contagem de bactérias mesdéfilas (UFC/ml ou
g) com os resultados da contagem de Escherichia coli (NMP/mi ou g),
determinando-se a relagdo entre as duas contagens. Verifica-se que, quanto
maior € a relagdo entre a contagem de bactérias mesdfias e o nimero de
Escherichia coli em um alimento, maior € o nimero de resultados falso negativos
(tabela 12).

Estes dados reforgam a suspeita de que o rapido abaixamento do
pH, por agdo metabdlica das bactérias presente pode interferir na resposta
fluorogénica, uma vezo valor do que o pH &timo para a agdo da 8-glucuronidase &
de 8,5 (KILIAN e BULOW, em 1976). Pode ocorrer, ainda, um efeito inibitdrio desta
microbiota sobre a agao ou produgao da enzima. Existem contradigdes nas
opinides dos pesquisadores com relagdo a essa interferéncia. Segundo FENG e
HARTMAN (1982), as bactérias acompanhantes nao afetam a resposta
fluorogénica. J& JACKSON e colab. (1992); MOBERG e colab., 1988, suspeitaram
que o0s microrganismos competidores podem afetar o crescimento ou a produgéao
da enzima, favorecendo as respostas falso negativas, assim como MOBERG e
colab. (1988), que utilizaram essa suposigao para explicar a afta taxa de falsos

negativos.

Analisando em fungdo da variavel tempo, 0 comportamento da
producao de flucrescéncia, obtido neste estudo, indica que um prolongamento no
periodo de incubagdo favorece a quantficagdo da Escherichia coli, como foi

demonstrado para o caso do queijo tipo Minas frescal, provavelmente, devido a
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elevagdo do pH do meio.

Conciusbes semelhantes foram obtidas por MOBERG e colab.
(1988) também com LST-MUG, porém, para produtos congelados e refrigerados,
que obtiveram um aumento de 6,4% nas leituras de 48h. J& num trabalho
conduzido por MOBERG (1985), ao estudar o método fluorogénico (LST-MUG)
para alimentos observou gue 24h eram suficientes para a estimagdo do ndmero
de Escherichia coli. Esses resultados indicam que o tempao de incubagio também

depende do tipo de alimento.

Na tabeia 13 encontram-se as caracteristicas fenotipicas das cepas
de Escherichia coli isoladas dos quatro grupos de alimentos testados. Das 735
cepas submetidas aos testes bioquimicos propostos por EDWARDS e EWIMG
(1986), 100% foram positivas para fermentagdo de glicose com produgdc de
acido e gas; 100% foram VM positivas; 97,3% néo produziram HoS; 96,0%
produziram indol; 95,8% foram madveis; 79,9% descarboxilaram L-lisina. Nenhuma
cepa foi positiva para os testes de VP, utiizagdo de citrato, fermentagao de

celobiose, producao de L-triptofano desaminase de urease.

Em relagdo a metologia classica, observamos que a resposta de
turvagdo e produgdo de gas no caldo EC a 44,5°C nem sempre esta relacionada
com a presenga de Escherichia coli. Nestes estudos, a proporgao de respostas
positivas em caldo EC sem a recuperagdo de Escherichia coli variou de 6,5%
(leite pasteurizado tipo C) a 89,5% (sorvete), conforme dados apresentados na

tabela 14.

Num estudo mais detalhado, observamos que outras bactérias
crescem no caldo EC quando incubado a 44,5°C, por 24h, principalmente dos

géneros Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter (tabela 15). Destes, a maior



38

proporgac dos que produziram gas foram os géneros Klebsiella (36,5%) e
Enterobacter (13,5%). As espécies mais freqlentes foram Klebsiella pneumoniae

e Enterobacter gergovia.

De acordo com 0O exposto, a resposta de produgéo de gas em caldo
ECa 44,5°C nao é um indicador seguro de contaminagéo fecal, principalmente no
caso de sorvete. Posicdo semelhante também foi relatada por PTAK e colab.
(1973), que observaram que 30,0 e 40,0% dos coliformes fecais (44,5°C) positivos
em amostras de agua correspondiam a Klebsiella spp e que 2,5 e 6,0%
correspondiam & Enterobacter spp. Segundo CAPLENAS e KANAREK (1984) e
EDBERG e colab. (1986), as bactérias dos géneros Klebsiella e Enterobacter séo
bactérias de origem ambiental e podem dar respostas falso positivas no teste de

coliformes fecais (EC a 44,5°C).

Em funcdo do que foi exposto e discutido, podemos estabelecer
para a técnica fluorogénica as seguintes vantagens:

* possibilita a contagem de Escherichia coli sem a necessidade do
emprego de uma série bioquimica para confirmagao;

* permite a detecgao de Escherichia coli em 24h;

* apresenta especificidade alta para Escherichia coli,

* apresenta resultados de facil interpretacéo;

* ndo requer grande quantidade de vidraria e diversidade de meios

de cultura;

* nao requer manutengao de temperatura a 44,5°C;

* requer menos tempo na realizagdo de analise;

* requer menos tempo no preparo de material de laboratério para
anaiise;

* & de menor custo.
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E como desvantagens temos:

* nao permite a detecgao de Escherichia coli MUG negativa;

* em alguns tipos de alimentos a flora competidora pode interferir
nos resuitados;

* alimentos que contém g-glucuronidase podem fornecer respostas
falso positivas;

* além dos equipamentos rotineiros de um laboratério de

microbiologia de alimentos, requer uma camara de luz ultra violeta.
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Tabela 03: Resultados das contagens de Escherichia coli e de bactérias mesdfilas

em amostras de leite cru’.

Amos- CPP? Escherichia coli Obs.5
Eﬁg (UFC/g) (NMP/g)
METODO METODO FLUOROGENICO*
CLASSICO?
24h 48h

01 1,2x10° 4,3x10% 4,3x107 4,3x10! 1J4,1D
02 1,8x10° 4 ,3x10? 4,3x10! 4 3x10! 1H

03 3,9x10° 4 3x101 9,0x10° 9,3x10° 1L,21
04 7,7x10° 1,5x102 1,5x10! 4.3x10! 2C,2D
05 6,9x10° 9,3x10? 7,5x102 7.5x10? 21,1D
06 3,8x105 2,3x10! 9,0x109 9,0x10° 1C

07 3,8x105 2,3x10° 4,0x10° 9,0x10° 2L

08 1,5x10% 1,1x10? 1,5x10! 1,5x10! 1L,1J
09 8,4x10° 9,3x10! 7,5x101 1,5x102 1L

10 6,1x10° 9,3x10! 4,0x10° 4,0x10° 1L 1H,1Jd
11 2,0x10° 9,3x10? 1,5x10° 1,5x103 1L,

12 8,3x105 1,5x102 2,3x101 2,3x10! 2L,11,2J
13 3,0x106 2,1x10? 2,3x10' 4,3x10" 1L

14 4,6x10° 9,3x10" 9,3x10! 9,3x10" 3,18
15 2,7x10° 4,3x102 3,9x10! 7,5x101 1C,1G,3H
16 4,6x10° 2,3x10° 9,3x10? 9,3x102 1G

17 2,4x108 4,3x10? 1,5x10? 1,5x10? 1C

18 6,5x10° 9,3x10" 4,3x10" 4 3x10!

19 6,4x10° 9,3x10! 3,9x10! 3,9x10"

20 1,7x107 9,3x10° 4,6x10* 4,6x10* 1D

21 8,4x107 7.5x10° 2,3x10? 1,6x10° 2L,2G
22 4 3x10° 4,3x10°3 4 3x103 4.3x10°

23 4.9x106 9,3x10! 1,5x10? 1,5x10? 4. 1C
24 3,1x10° 2, 1x10* 2,1x104 2,1x10* 1L1H,1D
25 2,7x106 2,3x10! 2,3x10! 9,3x10!

26 4,8x108 9,3x103 9,3x10? 2,3x10°3

27 5,7x106 2,3x10? 4, 3x10? 4 3x10? 1L1G
28 1,0x107 2,1x103 2,3x104 2,3x10* 1L,1C
29 1,1x107 4 6x104 1,1x10° 1,1x10% 1F

30 1,2x107 4,3x10° 3,9x10? 4,3x103

! As amostras de n@ 1 a 15 correspondem a leite cru B e as amostras de n® 16 a 30 commespondsm a leite cru C
2 Contagem padrio em placas de acordo com itern 3.3.5.

3 Técnica dos tubos muitiplos de acordo com item 3.32.

4 De acordo com item 3.3.3 com leitura da flucrescncia em 24 e 48h.
5 Namero de tubos em situagdes especiais: para 0 método classico L= produgao de gis em EC a 44,5°C sem E. coli,
para 0 método fluorogénico: B= MUG+ INDOL+ com E. coll MUG-; C= MUG + INDOL+ sem E. coli; D= MUG+ INDOL-
com E. coli MUG +; F= MUG+ INDOL- sem E. coli; G= MUG- INDOL+ com E. coll MUG +; H= MUG- INDOL + com E. coli

MUG-; 1= MUG- INDOL- com E. coill MUG +; J= MUG- INDOL- com E. coli MUG-.
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Tabela 05: Resultados das contagens de Escherichia coli e de bactérias mesdfilas

em amostras de leite pasteurizado tipo C.

Amos- CPP! Escherichia coli Obs.*

%&a‘g (UFC/qg) (NMP/g)
METODO METODO FLUOROGENICO?
CLASSICO?
24h 48h

01 8,5x10°8 NR § NR NR
02 1,4x10% NR NR NR
03  >5,0x108 NR NR NR
04  <1,0x108 NR NR NR
05 7,5x102 2,4x10! 2,4x10! 2,4x10’
06 1,2x10% 0,04 NR NR
07 2,7x10* NR 0,23 0,23 3F
08 1,3x10* NR NR NR
09 8,5x10* 2,3X10! g9,3x10° 9,3x10° 1L,1H
10 3,1x10* NR NR 0,03 1,1C
11 2,1x10* NR NR 0,08 2F
12 3,4x10* NR NR NR
13 6,0x105 2,4x10? 1,5x102 1,5x102 1G
14 g,7x10* NR NR NR
15 6,2x10* NR 0,03 0,03 1F
16 1,1x10% NR NR NR
17 4,3x10* NR NR NR
18 2,4x10* NR 2,4X10° 2,4X10° 6F
19 7,0x10° NR 0,23 0,23 3C
20 9,7x10* NR 0,04 0,04 1C
21 1,5x10* NR NR 0,04 1F
22 7,8x10* NR NR NR
23 3,3x104 NR NR NR
24 4,8x10° NR NR NR
25 3,5X10% NR 04 0,04 1F
26 2,5x104 NR 0,04 0,04 1F
27 2,6x10* NR NR NR
28 4,4x10* NR NR 0,03 1C
29 8,7x102 NR NR NR
30 1,7x102 0,03 NR NR

! Contagem padrio em placas de acordo com item 3.3.5.
Técnica dos tubos mditiplos de acordo com item 3.3.2.

De acordo com item 3.3.3 com leitura da fluorescéincia em 24 e 48h.

4 Numero de tubos emn situagdes especiais:para 0 método clissico L= produgéio de gasem EC a 44,5°C sem E. coli, e
para o método Huorogénico: C= MUG + INDOL+ sem E. coli; F= MUG+ INDOL- sem E.coli; G= MUG- INDOL+ com E.

coli MUG +; H= NUG- INDOL+ com E. coli MUG-,
S Nao recuperado (<0,03 NMP/ml)



43

Tabela 06: Resultados das contagens de Escherichia coli e de bactérias meséfilas

em amostras de sorvete.

Amos- CPP? Escherichia coli Obs.*4
Eﬁf) (UFC/g) (NMP/g)
METODO METODO FLUOROGENICO?
CLASSICO?
24h 48h
2 -
,0x1 NR
03 2,0x102 NR NR NR
04 3.9x103 NR NR NR
2 e oM M W e
,2x10 NR
07 1,2x10% NR NR 4,0 1C
gg 8,7x10‘; NR mg 2’3x?\|0r; 1L,2C,1F
1x1
10 1,3:184 “?x NR NR
1 3,9x10° NR NR NR
12 2 5x108 NR NR NR
13 1,7x10* NR NR NR
14 1,3x108 NR NR NR
15 1,4x108 NR NR NR
16 1,3x10° NR NR NR
17 5.2x10* NR NR NR
18 3.3x10* NR NR NR
19 2.5x104 NR NR NR
20 2 5x104 NR NR NR
21 7,5x103 NR NR NR
22 4,9x103 NR NR NR
23 1,1x10* NR NR NR
24 2,2x104 NR NR NR
25 3,3x10* NR 4,0 4,0 1C
26 9,4x10* NR NR NR 3L,1C,1F
27 4.6x10¢ NR NR NR 6L
28 1,4x108 7.0 NR 4,0 2L,1C
29 8,3x104 NR NR NR 1L
30 2 2x10* NR NR NR

! Contagem padréo em placas de acordo com itemn 3.3.5.
Técnica dos tubos muitiplos de acordo com item 3.3.2.
3 De acordo com item 3.3.3 com leitura da fluorescéncia em 24 e 48h.
4 Nimero de tubos em situagdes especiais: para o método classico |= producdo de gds em EC a 44,5°C sem E.coli , @
para o método fluorog@nico: C= MUG+ INOOL + sem £, coii; F= MUG+ INOOL- sem E. coli,
5 Nao recuperado (<0,03 NMP/g).
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Tabela 07: Andlise de variancia das médias das contagens de Escherichia coli

cbtidas pelas metodologias classica, fluorogénica com leitura em 24h (MUG 24h)

e fluorogénica com leitura em 48h (MUG 48h).

Média do NMP (log, )

Alimento
Classico MUG 24h MUG 48h
Leite cru n= 30 2,628"P 2,281%p 2,433%h
n= 27 2,63104 2,366° 2,524b¢
Leite cru B n= 15 2,0549" 1,529%4 1,641
n=12 2,003™n 1,616%M 1,732%"
Leite cru C n= 15 3,201* 3,032 3,225t
Queijo tipo n= 30 5,08493 4,73302 4,9739°
Minas frescal
abcdefg sdo equivalentes com &= 1; 5 ou 10%.
lLMNG o5 equivalentes com (= 1% porém, nao sio equivalentss com &= 5 10%.
P.q.1.8

Nio sdo equivalentes com &= 1; 5ou 10%.
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Tabela 08: Equivaléncia das médias das contagens de Escherichia coli obtidas

pelas metodologias classica e fluorogénica, em fungao do tipo de alimento e do

nivel de significancia (a).

) a= 1% a= 5ou 10%
Alimento
mc! MC MUG 24 MC MC MUG 24
3 x X X X X

MUG 24 MUG 48 MUG 48 MUG 24 MUG48 MUG48
Leite cru sim? sim sim nao sim sim
(n=27)
leite cru B sim sim sim nao nao nao
(n=12)
Leite cru C sim sim sim sim sim sim
(n=15)
Queijo tipo nao sim sim nao sim nao
Minas frescal
(n= 28)

1 MC= método classico dos tubos multiplos, MUG 24= método fluorognico com leitura em 24h ¢ MUG 48= método

fluorogénico com leitura em 48h.

sim= sdo equialentes e nio = nio sido equivaientss.
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Tabela 09: Relagao entre o nimero de tubos fluorescentes antes e apds a adigéo
de NaOH 2N na detecgao de Escherichia cofi pelo método fluorogénico em

amostras de leite e derivados.

Alimento NUmero de tubos fluorescentes
(N2)
24h 48h
+1 42 Total +1 +2 Total
i NaQH NaDOH
Leite cru (B,C)® 145 30 175 174 16 190
(30) (20,6)° ©.2)
Leite cru B3 44 13 57 56 6 62
(15) (29.5) (10,7
Leite cru C3 101 17 118 118 10 128
(15) (16.8) @.5)
Queijo tipo 342 37 379 381 17 396
Minas frescal¢ (10.8) 3.9
Leite pasteu- 26 16 42 34 13 47
rizado tipo C3 (61,5) (38.2)
Sorvete* 1 1 2 6 3 9
(30) (100,0) (50,0)
TOTAL 514 83 597 595 47 642
(120) (16.1) @.9)

1 Tubos flucrescentes sern adigao de NaCH.
Tubos Hluorescentes com adigdo de NaOH.
30 caldo de cuitura usado foi BVB-MUG.
4 O caldo de cultura usado foi LST-MUG.
5 aumento do namero de tubos MUG + apbts a adigio de NaOH, em %.
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Tabela 10: Relagao entre as leituras de turvagdo, produgao de gas e de indol e
fluorescéncia nos tubos com caldo LST-MUG e BVB-MUG e a recuperacdo de

Escherichia coli (resuttados em nimero de tubos).

Leitura nos tubos™ Recuperagao de Escherichia coli®

) Presente* Ausente

Turv. Gas Indol Mug® Mug+ Mug-
LEITE CRU
+ o+ + + 174 1 7
+ + - + 6 0 1
+ + + - 5 6 -
+ + - - 5 5 -
LEITE CRU B
+ + + + 53 1 4
+ + - + 4 0 0
+ + + - 1 S -
+ + - - 5 S -
LEITECRU C
+ + + + 122 0 3
+ + - + 2 0 1
+ + + - 4 1 -
+ + - - 0 0 -
QUE!IJO TIPO MINAS FRESCAL
+ + + + 390 3 3
+ + - + 0 0 0
+ + + - 3 11 -
+ + - - 1 2 -
LEITE PASTEURIZADO TIPO “C*
+ + + + 25 0 5
+ + - + 0 0 10
+ + + - 1 1 -
+ + - - 0 0 -
SORVETE

+ + + + 0 0 6
+ + - + 0 0 3
+ + + - 0 0 -
+ + - - 0 0 -

! Lettura nos tubos com caldo LST-MUG ou BVB-MUG em 48h.

2 De acordo com a técnica descrita no item 4.3.3.

3 Observacao com e sem uso de NaOH.

4 Cepas de E.coll MUG positivas e negativas testadas em PCA-MUG.
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Tabela 11: Comparagédo entre a leitura da fluorescéncia e a combinagdo das

leituras da fluorescéncia e indol nos caidos de enriquecimento, na detecgéo de

Escherichia coli pelo método fluorogénico.

Alimento MUG+ MUG+ e INDOL+
Especi- Falso Falao Especi- Falso Falso
ficidade positivo negativo ficidade positivo negativo

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Leite cru 95,7 4,2 10,4 86,1 3,8 13,4

(B,C) (5.4)" (5.4)

Leite cru B 93,5 6,4 21,6 93,1 6,9 27,0

(13,5) (13,5)

Leite cru C 96,9 3,1 3,9 97,6 2,4 54

(0.8) (0.8)

Queijo tipo 99,2 0,7 4,1 99,2 0,7 4,1

Minas frescal (3:2) 3.2

Leite pasteu- 625 37,5 7.4 83,3 16,7 7,4

rizado tipoc C <% s) @.n

Sorvete 0,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0

1 Proporgéo de respostas falso negativas com recuperagao de £. coii MUG- (%).
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Tabela 13: Caracteristicas fenotipicas das cepas de Escherichia coli isoladas de

quatro grupos de alimentos’.

Provas bioquimicas

Alimento N2

de INDOL LISINA MOTIL H2S
cepas + + +

Leite cru 356 342 338 343 350
©6,1) 3 (94,9) (96,3) (98.3)
Q[Jeijo tipo 331 320 210 315 321
Minas frescal 96.7) {63,3) {95.2) (87.0)
Leite pasteurizado 46 42 37 45 44
tipo "C 91,3) (80,3) (100,0) (95.6)
Sorvete 2 2 2 0 0
(100,0} {(100,0) (0) 0)
Total 735 706 587 704 715
(96,0) (79.9) (95.8) ©7.3)

! As cepas foram isoladas e identificadas segundo as metodologias descritas nos itens 3.2; 3.3 e 3.4.

As cepas apresentaram positividade de 100% para os testes de glicoss (ic. 8 gas) @ VM, e 0% para os testes de VP,
gﬂmm, celobiose, L-triptofano desaminase e urease.

Porcentagem em relagao ac nimero de cepas testadas.

gigLID JECA .
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Universidade de Sio Paulo
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Tabela 14: Relacao entre as respostas de turvagéio e producao de gas em caldo
EC a 44,5°C e o isolamento de Escherichia coli através da metodologia classica

dos tubos muitiplos em quatro grupo de alimentos (resuttados em nimero de

tubos).

Alimento Caldo EC (44,5°C/24h)
GAS + E. coli + (%)
Leite cru (B e C) 234 212(90,6)
Leite cru B 96 87 (90,6)
Leite cru C 138 115 (80,6)
Queijo tipo Minas frescal 432 400 (92,6)
Leite past. tipo C 31 29 (93,5)

Sorvete 19 2 (10,5)
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Tabela 15: Géneros de bactérias diferentes de Escherichia coli isolados de caldo

EC apds incubagao a 44,5°C, por 24h.

Género N2 de cepas N¢ de cepas testadas
identificadas em caldo EC a 44,5°C
’ Testadas Positivas
Enterobacter 185 37 5 (13,5%)'
Klebsiella 82 30 11 (36,7%)
Citrobacter 49 12 1 (8,3%)
Serratia 4 1 0 (0%)
Escherichia 1 1 0 (0%)
(exceto E. coli)
Total 321 81 17 (21,0%)

1
Porcentagem em relagio ao nimero de cepas testadas
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5. CONCLUSOES

1. A técnica fluorogénica pode ser usada para a detecgio e enumeragao
de Escherichia coli em leite cru com resposta em 24h e para queijo tipo Minas
frescal com resposta em 48h, obtendo-se resultados equivalentes aos fornecidos

pela técnica cldssica dos tubos muiltiplos.

2. Para leite pasteurizado tipo C, 0 método fiuorogénico s6 pode ser

utiizado para testar quantidades iguais ou menores que Q,1ml.

3. Para leite pasteurizado tipo C (com aliquotas de 10 e 1ml) e sorvete, 0
MUG deve ser incorporado apenas no caldo de enriquecimento secundaério,

devido as altas taxas de respostas falso positivas no caldo de enriquecimento

primério.

4. A acidificagdo rapida do meio de cultura, durante o periodo de
incubago, afeta negativamente o métado fluorogénico. E necessaria, portanto, a
corregao do pH do caldo de cultura antes da ieitura da fluorescéncia para evitar

resultados falso negativos.

5. Quanto maior a relagao entre a contagem total de bactérias mesdfilas e
a contagem de Escherichia coli no alimento , maior é a taxa de respostas falso

negativas para Escherichia coli no método fluorogénico.
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RESUMO

Esse trabalho foi conduzido com o objetivo de se avaliar o meétodo
fluorogénico (MUG), baseado na atividade g-glucuronidasica de Escherichia coli,
para determinagao rapida da presenga desse microrganismo em leite e
derivados, fazendo-se uma comparagao da sua eficiéncia com o método classico
dos tubos muitiplos. O método MUG emprega caldo lactosado lauril sulfato
triptose (ou caldo lactosado bile verde brilhante com bile a 2%) suplementados
com 4-metilumbeliferil-8-D-glucuronideo (MUG). Apds a incubagdo a 35°C, por
24 /48h, fez-se a determinagdo do numero mais provavel de Escherichia coli por
g (ou ml) do produto a partir da observagao da fluorescéncia nos caldos.

O trabaiho foi desenvolvido com 120 amostras (leite cru, leite
pasteurizado, queijo tipo Minas frescal e sorvete).

O método fluorogénico foi equivalente (@=1%) ao método classico, dos
tubos multiplos, para leite cru quando a leitura foi feita com 24h de incubagao e
para queijo quando a leitura foi feita com 48h de incubagao. Quando a leitura foi
feita em 48h verificou-se equivaiéncia entre os dois métodos para e= 1; 5; ou
10% para os dois produtos. O método fluorogénico nao se revelou adequado
para enumeracdo de Escherichia coli em leite pasteurizado e sorvete devido ao
elevado numero de resultados falso positivos.

Para leite cru, queijo, leite pasteurizado e sorvete a especificidade foi de
85,7; 99,2; 62,5 e 0,0%, respectivamente e a taxa de respostas falso negativas foi
de 10,4; 4,1; 7,4; e 0,0%, respectivamente.

Conclui-se que o método fluorogénico pode ser usado para detectar e
enumerar Escherichia coli em leite cru, em 24h e em queijo, em 48h, como uma
alternativa para a metodologia classica dos tubos muitiplos. Dentre as inUmeras
vantagens do método recomendado estdo a obtencao rapida de resultados e a
reducao nNos custos.
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SUMMARY - - - -

. X

This study was carried out to evaluate a fluorogenic method (MUG),
based on the activity of g-glucuronidase produced by Escherichia coli, in the
rapid determination of the presence of this microrganism in mik and dairy
products. The efficiency of this method was compared with by the classical
multiple tube technique (NMP). The MUG technique was carried out with Lauryl
Tryptose Broth [(or Briliant Green Bile 2% Broth) suplemented with 4-
methylumbelliferyl-g-D-glucuronide. After incubation (35°C, 24-48h), the most
probable number of Escherichia coli per g (or ml) of the product was determined
observing the fluorescence of the positive tubes.

One hundred and twenty food samples were analysed: raw and
pasteurized milk, Minas frescal cheese and ice-cream.

The fluorogenic technique was equivalent to the classical multiple tube
technic (a=1%), after 24h of incubation, when raw milk was analysed. Results
_ obtained after 48h for raw milk and Minas frescal cheese showed a better
equivalence (a= 1, 5 or 10%). The MUG method is not indicated for detection of
Escherichia coli in pasteurized milk and in ice-cream because of the high number
of false positive results.

The specificity of the MUG test was 95.7% for raw milk, 99.2% for Minas
frescal cheese, 62.5% for pasteurized milk and 0% for ice-cream. The index of
false negative results were 10.4% for raw milk, 4.1% for Minas frescal cheese,
7.4% for pasteurized milk and 0% for ice-cream.

The raising of the pH of the broth containing MUG, after the incubation
period, increased significantly the number of positive results.

We concluded that MUG method may be used for detection and
enumeration of Escherichia coli in raw milk and in Minas frescal cheese, and that
it is also a good alternative method. Among the advantages, the short time for
obtaining the results and the reduction of analysis costs were considered the
most important.




