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RESUMO: Ma industria lactea a detecgéio de microrganismos do grupo coliformes e uliliizada como indicative
da higiene na producao do leffe e de contaminacdo pos-pasteurizacdo. Os metodos fradicionais para a
enumeracas de coliformes totais e fecais sdo ftrabalhosos, con termpo de incubacao longo, de ate 96
horas. Métodos rapidos para a delecgdo destfes microrganismos tem sido desenvolvidos na area de
microbiclogia de alimentos. O ColiSure™ & um metodc rapido, que fornece resulfados simullancameants
para a prasenca ou a auséncia de coliformes tolals e Eschenichia coli em agua em 24 horas, bazseando-se
em reacoss enzimaticas especificas desics microvganismos. O objetivo deste trabalho foi avaliar sua
whilizacdo para enumeracdo destes microrganismos em ledffe. Foram colhidas 85 armosfras de leile
pasteurizado no comércio de Londrina, Parand, para a enumeragao do Numero Mais FProvavel (MME),
comparandoe o meio ColiSure ™ com o Caldo Lactosado Bife Verde Erilhante (CLEBVEB). A analise estatistica
indicou uma correlacao de 0,80 entre os dois meios quando o periodo de incubacdo fof de 48 horas pars
coliformes fotais. Devido & haixa ocorréncia de E.coli nas amostras analisadas ngo fof possivel comparar
o desempenho dos métodos para enumeracan desses microrganisimos. Realizou-se erildo. urm experimanto
para avaliar a sensibifidade do ColiSure™ na defeccdo de E. coll. Contra provas realfzadas demonstraram
maior sensibiidade e especificidade do ColiSure™ guando comparado com o CLEVE, pars deleccdo de
coliformes totalis, podendo substituir o metodo padrdo, com g vantagem de apresentar maior praticidade &
ragider na oblencdo dos resulfados.
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INTRODUCAD

A ocorréncia de um numere cada vez mais
significativo de surtos de toxinfeccao alimentar
tem alertado para a importancia do controle
microbiclégico na inddstria de alimeantos. Com
fregliéncia, estas toxinfeccoes estao associadas
ao consumo de leite ou derivados conta ninados
corm microrganismos patogénicos ou toxinas
{(VMasawvada, 1993).

A deteccio de coliformes pode ser usada na
avaliacio da qualidade sanitaria de alimentos e
agua (Matner et al., 1930). Ma industria lactea &
utilizada como indicativo da higiene de produgac
ng leite cru, e da contaminacéo pos-pasteurizacao.,

Fara enumeracioe de coliformes pelos metodos
tradicionais, os meios de eleicho s&o o agar
Yermelho Violela Bile (WVREBA) utilizado no metodo
de contagem em placas. € o Caldo Lactosado Bile
Verde Brilhante (CLBWEB) ufilizado no metodo de
tubos multiplos.

Ambos os metodos sho trabathosos 2 o tempo
de incubacio £ longo, chegansdo a 48h para
coliformes totais, e 48h adicionais para a
confirmacio da presenca de coliformes fecais
(Melson ef all, 1984). Meatodos rapidos para 8
detecgio destes microrganismos tém sido
desenvolvidos, entre eles o Petrifilm ™-PEC (Matner
et al_, 1990), o SimPlate™ CEc (Townsend ef al_,
1998), o Colilert™ | o ColiSure™ & o Readycult™.
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O ColiSure™ & um sistema produzido pela IDEX X
Laboratories, Inc., Weslbrook, ME, EUA, qus
envolve substrato definido para a deteccao
simullanea de coliformes e C.colf em agua,
permitindo resultados em 24h. O matodo se baseia
em enzimas constitutivas exclusivas dos coliformes
e da £ colii Assim, o meio oferece nutrientes
indicadores especilicos; o vermalho clorofenol -
D-Galactopiranosiden (CPRG) & o 4-metil-umbeliferil
-D-glucoronidean (MUG). Os coliformes contém a
enzima constitutivae E-Galactosidase, gue
metaboliza o CPRG e cliva ¢ indicadaor na porgao
que, quando quebrada, torna-se vermetha. A E. coli
possul a eanzima G-glucoronidase, gue metabaliza
o MLUG, liberando a porgio do indicador, gque guando
clivada Muoresce a luz ulira-vicleta. O ColiSure™
contem ainda detergentes e antibidticos que inibem o
crescimento de ndo coliformes.

For este sistema, o meio desidratado é
adicionado a 100 mL da amostra de agua e o
aparecimento da coloracdo vermelha em 24h
indica positividade para coliformes totais e a
fluorescéncia a luz ultravicleta indica a presencsa
de E. coli. O meétodo € bastante recente no
mercado, ndc havendo literatura sobre seu
desempeanho. Tambérm nao ha relatos da utilizacao
deste matodo para a enumeracio de coliformes e
£, coli em leite,

O objetive deste trabalho foi awvaliar o
desempenho do Colisure™ guando utilizado na
tecnica de tubos maoltiplos para enumeracio de
coliformes totais e £ colf em leile pasteurizado,
pelo metodo do Maomera Mais Provavel (MNMP)
comparando-o com o meio padraoc CLBVE.

MATERIAL E METODOS

Coalheita ¢ preparo das amostras. Foram
colhidas 95 amostras de leite pasteurizado, sendo
30 do lipo A, 30 do tipo B e 35 do tipo C, em
diferentes pontos de comércio da cidade de
Londrina, PR e enviadas, sob temperatura de
rzfrigeracido ao lasoratdrio de Inspecac de
Produtos de Origem Animal da Universidade
cstadual de Londinna, para serem analisadas.

Az amosiras de leite pasteunzado foram utilizadas
sermdiluicioediluidas 1:10, 1:100 e 1:1000 em solugio
salina 0,85% e semeadas em ambos 08 meios em
intervalos de tempo nunca supenor 2 5 minutos.,

Metodologia padrio

Para enumerac¢do de coliformes totais foi
utilizado o CLBWE (OXOID, LTD., Basingstoke,
Hampshire, England) determinando-se o NP de
coliformes totais pela téonica dos tubos mukiplos
conforme preconizado pelo Ministério da Agricultura,
do Abastecimento e da Reforma Agraria (MARA,

Brasil, 1991-2). Foram considerados positivos os
tubos que apresentaram turvacio do meio 2
presenca de gas nos tubos de Durhan apos
incubacio a 353°CS 24-48 horas. O MMP foi
delerminado correlacionando-se os tubos positivos
de cada sorie de diluigdes com a tabela de NMP do
MARA (Brasil, 1981-2).

Para enumearacio de coliformes fecais, a partir
de cada tubo positivo no CLEBVE, semeou-sa 30ul.
am tubos contendo caldo EC (Difco, Detroit, ELLA)
e caldo triptona (Biobras 544, Montes Claros, BR),
incubando-os em banho maria a 44 5-45 5°Ci24-
4&horas, conforme descrilo no MARA (Brasil,
1991-2), Consideraram-se positivas as amosiras
que, simultansamanta, fermentaram a laclose
formando gas nos tubos de Durhan e produziram
indol no calde triptona. O resultado foi obtido
correlacionandeo-se o ndmero de pares de tubos
positivos com a tabela de NMP do MARA (Brasil,
1921-2).

ColiSure™ [IDEXX Laboratories, Inc.,
Westbrook, ME, EUA). O Sistema ColiSure™
desenvolvido para indicar presenca ou auséncia
de coliformes e £, cofif em agua, foi adaptado para
a quantificacio de coliformes em leite, utilizando-
ze a tecnica de tubos miudltiplos para determinacao
do NMP de coliformmes (Brasil, 1221-2). Cada
frasco de ColiSure™, conlendo o meio
desidratado foi dissolvido em 100 mlL de agua
destilada esterilizada, & distribuido em tubos de
ensaio previamente esterilizados (9,0 mbLiubo),
procedendo-se a semeadura conforme descrito
para o CLBVE. Foram considerados positivos para
coliformes totais os lubos gue apresentaram
coloracao variando do salmao ao vermelho,

A presenca de £ coli for detectada pela
observagio de fluorescéncia nesses tubos, quando
expostos a luz ultravicleta com comprimento de
onda de 365 nm. O NMP de E. colf por mbL de leite
foi detarminado uliizando-se a tab=la do MARA
(Brasil, 1991.2).

Experimento para avaliagao da
sensibilidade do ColiSure™ na deteccio de
E. coli. Para avaliar a sensibilidade do ColiSure™
na deleccdo de E.cali, foram inoculadas em leite
esterilizado laboratorialmente, diluigdbes decimais
sucessivas do indculo inicial de 3X10% células/mL
de £ coff (Escala 01 de Mac Farland) até
aproximadamente 03 células!/mL. O controle
negativo do teste foi realizado com leite
esterilizado sem adicio de indculo e o controle do
numero de células dos indculos foi feito por
plagueameanto em Plate Count Agar (PCA).

Interpretagio dos resultados. Os resultados
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foram convertidos em log de base 10 & submetidos
a2 analise de regressac linear simples e analise de
wvarancia, empregando-se os programas STATISTICA
e EXCEL.

RESULTADOS E DISCUSSAD

Ma utilizacio dos meios ColiSure™ 2 CLBEBWE na
tecnica de tubos multiplos, obiteve-se uma comrelacao
entre os resultados de 0,76 e variancia de 0,14 pars
leitura em 24 horas 2 0,80 para leitura em 48 horas
variancia 0,11, As figuras 1 e 2 maostram as dispersoes
enire os dados @ s paramelros estatisicos oblidos
no expenmeanto. A baixa comelacio encontrada pode
ser atribuida ac fato de 25.1% das amostras terem
apresentado contagens superiores no ColiSure™
(Tabela 1), o gue tanto poderia indicar umna maior
sensihilidade deste método, como a ocorréncia de
resultados Talso-positivos,

Contra-provas foram realizadas para esdareceros
resultados selecionando-se, ao acaso, amosiras em
que as contagens de coliformes no ColiSure ™ foram
superiores aquelas abtidas em CLEVE. Um total de
55 tubos positivos de ColiSure ™ provenientes de todas
as diluictes destas amostras, foi semeado em CLEVE
e em agar Mac Conkey, sendo gue 51 (91,1%)
crescaram no agar Mac Conkeay & produziram gas no
CLBVE & 05 ({9,8%) nao cresceram em nenhum dos
rmeios. Os resultados confirmaram a positividade dos
ubos de ColiZure ™| indicandouma maior sensibilidade
deste quando comparado ao CLEVE.

Oa= amostras em gue as contagens de coliformes
no ColiSure™ foram inferiores as obtidas no CLEBVE
{Tabela 1), selecionou-se 18 tubos negatives do
ColiSure ™ que foram repicados para agar Mac Conkey
2 CLEWVE, & amnenbum deles observou-se crescimento
nao ocorrendo, partanto, falso negative no ColiSure ™,

As baixas correlagbes encontradas nesse
trabalho podem tambeém. ter sido influenciadas por
cutro fator importante que foi a utilizacio de amostras
comerciais e ndode leite experimentalments inoculado.
Messas amosi-as, as contagens de coliformes s&o
baixas, o que toma a analise estatistica mais rigorosa

LITIE wEE Gue OS inlervalos de conlagern s80 peauenos,
Alem disso, ao considerarmos os matodos padrdes
como 100% corretos, as variacdes sao atribuidas a
imprecisoes inerenies aos sistemas que a eles sdo
comparados, o gue pode nac representar a realidade,
como constatado nesse esiudo.

A coloracio magenta produzida pelos ubos
posilivos foi facillmente visualizada, mesmo nas
diluices menaras. Mo antanto, para amostras
constituidas de leite integral, variagbes de cor foram
delectadas, Este problema fol contornado, dobrando-
se a concentracac do meio para amoeostras sem
diluicAo, procedimento recomendado tambem para o
CLEBVE.

Devido a0 grande namero de amostras nas
quais n32o se detectou a presenca de coliformes
fecais e £ coli, ndo foi possivel comparar o
desempenho do ColiSure™ para a enumeracao
desses microrganismos, Mo experimento para a
avaliagcido da sensibilidade, observou- se gue em
todas as diluictes = nas repeticdes houwve deteccio
do microrganismo em 24 horas com producao de
nitida fluorescéncia meamo gquando em inocuios
minimos de 3 celulas/ml em leite integral.

05 resultados evidenciaram gue os meétodos
coOnvencionais podem ser menos Sensiveis e mais
imprecisos que os sistemas alternativos, conforme
demonstrade atraves das contra provas, portanto
comparacoes superficiais entre métodos
convencionais e alternativos podem incorrer &m
conclusées precipitadas.

CONGCLUSAO

Aoulilizacao do Colisure™ na l&enica de tubos
multiplas para enumearacie de coliformes totais e
Eoooff em leite mostrou ser uma boa alternativa ao
CLEBWVE. A sua utilizacio, conforme proposla nesle
trabalho, mostrou-se viave!, apresentando vantagens
como a praticidade na preparacio e execucao das
analises, a ulilizacao de meio de cullura nico para
deteccao simultdnea gestes microrganismos em leite
pasteurizado, e principalmenta a rapidez na ok ancao
dos resultados,
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ABSTRACT: I the dairy industry the coliforms defection can be used as nmdicaiive of hygiens produchion
af the ravae il and the cortamination affer-pasfeurization. The traditfonal mathods for the enumeration of
the total and fascal coliforms are laborous and needs an fncubalion ime of 96 houwrs. Rapid melhods for
detection of these microorganisms have been developed and among them the Colisure™ I is a rapid
mattiod that gives results in 24 howrs and imvolves defined substrates for simulianeous deternmination of
total coliforms and E. coli in waler based in specific enzymatic reactions of these microorganisms. The
ofjective of this study was fo evaluate its utilization in mifk. Minely-five samples of pasteurized milk were
collected from the markets fn Londrina cily, Parang and analyzed by the Most Frobable Number (MNVE}
enumeration using ihe Britiant Green Bile Lactose Broth (BGEL) and ColiSure ™. There was a corralalion
af 3.80 befween the mediums when the incubation ime was 48 hours for tofal coliforms. The low down
acouirence of E. colf in the analyzed samples made impossible fo comparate the performance of melfiods
for this microorganism. Complementary analysis showed a greater sensibility and especifity of the ColiSure™
in cormparation with e BGEL. The ColiSure™ can be indicated as a substitute for the tradifional method,
with the advantage to be faster and easier,

KEY WORDS.: milk, cofiforms. Eschernchia coli, ColiSure ™,
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