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1. INTRODUGAQ

0 estudo dos microorganismos, suas atividades, seus e-
feitos beneficos e prejudiciais ao homem, além das alteragoes f1
sicas e quimicas que provocam em seu meic ambiente, sao preocupa
goes constantes dos orgaos de saide pGblica e¢ laboratdrios de con
trole de qualidade. Felizmente, a maioria dos microorganismos e
inocua para o homem, o qual possui aiguma resistencia a 1invasao

daqueles que sao potencialmente patogenos.

A utilizagao dos organismes do grupo coliforme como in
dicadores de contaminagao fecal, esta historicamente baseada no
desenvolvimento sanitario dos padrces de sancamento da agua e 3
problemas inerentes associados com tais materiais (27, 34, 35,

68) .

Apos um longo periodo de estudos e experiencias com o
intuito de elaborar técnicas mais precisas para enumeragao e iso
lamento de microorganismos do grupo coliforme, foi proposto um es
quema para detecgio'deste grupo na agua, FISHBEIN & SURKIEWICZ

(22).



A partir dai, metodologia semelhante foi aplicada a to
dos os alimentos para verificagao da insanidade dos mesmos, pro-
duzida pela presenga destes organismos (11, 52, 55, 69, 71). Con
tudo ha grande evidencia na literatura de que os metodos comumen
te usados na detecgao de indicadores fecais, sao insatisfatorios

quando aplicados a produtos alimenticios processados, BISSONNET-

TE et alii (5), FISHBEIN et alii (21) e MAXCY (38).

0 grupo coliforme, ou mais especificamente a Escherdichia
coll (E. col4i), e usado como indicador de contaminagao fecal em
alimentos. De acordo com FISHBEIN & SURKIEWICZ (22), isto se de
ve ao fato do produto alimenticio nao ser inerte e poder afetar
fisiclogicamente seu proprio meio, além de conter uma flora mi -
crobiana competitiva que poderia afetar o desenvolvimento dos or
ganismos indicadores fecais. Finalmente & citado também que o ma
nuseio e estocagem dos produtos alimentivios poderiam debilitar

celulas microbianas, OLSON (49) e FISHBEIN & SURKIEWICZ (22).

HACKNEY, RAY & SPECK (25), relatam que bacterias comec
enterococos, coliformes e coliformes fecais usadas como indice de
contaminagao fecal, tornam-se inabilitadas para formarem colonias
em meios de plaqueamento seletivos, quando submetidas anterior -
mente 2 ambiente de stress. ORDAL et alii (50), observaram que
alimentos submetidos a aquecimento, resfriamento, congelamentc,
dessecagao, irradiagao, alta pressao osmotica e baixa atividade
de agua, assim como aqueles que mantiveram contato com superffci

es de equipamentos sanitizados, podem conter bacterias fisiologi



camente deficientes, devido ao stress ambiental a que foram ex -

postos.

Um estudo do reparo dessas células parcialmente lesa -
das, torna-se de importancia fundamental em analises bacteriolo-

gicas de alimentos processados, uma vez que estas celulas tem d

|

monstrado resultados insatisfatdrios quando da detecgao e enume-

ragao nas analises de laboratorio, MAXCY (38).

No grupo coliforme, alem da E. cel{, sao incluldas es-

pecies de Enterobacter e Klebisiella que sao organismos que po -

m

dem crescer e persistir por longos periodos em habitat ndo fecal.
Estes tem sido usados para indicar uma contaminagao pos-processa
mento e um grau de sanidade inadequado, naqueles alimentos que re

ceberam tratamento especifico para remove-los, THATCHER & CLARK

(71) .

A E. cold destaca-se entre as demais bacterias do gru-
po coliforme, nao pela sua patogenicidade, mas essencialmente por
ser o principal indicador da negligéncia e nao observancia das
normas de higiene com que os alimentos sao manipulados e proces-
sados, (27, 44, 69, 71). Por outro lado, para se obter melhores
resultados quanto a contagem total de E, coli, faz-se indispensa
vel novos estudos que facilitem o isolamento e identificacao des
ses microorganismos, devido a algumas limitagoes das contagens
nos meios seletivos, MAXCY (38). Essas limitagoes sac apresenta

das principalmente pela temperatura de fusao do agar e pelos com



ponentes seletivos que agiriam inibindo o crescimento de celulas
que se apresentassem parcialmente lesadas, HARTMAN, HARTMAN &

LANZ (26) e RAY & SPECK (57).

RAY & SPECK (59), consideram provavel a presenga de ce
lulas coliformes debilitadas em queijos moles. A esse stress ‘sub
letal, alguns autores (18, 31, 54), reportam o fato dos produtos
lacteos possuirem uma flora lactica capaz de produzir agentes an
timicrobianos que poderiam afetar o desenvolvimento de outros or
ganismos presentes e posteriormente dificultarem a enumeragao e

0 isolamento dos coliformes.

Por outro lado MAXCY (38), em seus estudos sobre inju-
ria sub-letal de microorganismos em leite e produtos lacteos, ob
servou que a lesao celular ocorria quando estes produtos eram sub
metidos a tratamentos termicos, exposigao ao cloro e cloreto .e
sodio, refrigeragao e descongelamento. O autor verificou ainda
uma redugzo no numerc total de microorganismos testados, quanco
estes foram submetidos a diferentes concentragoes de NaCl, cons-
tatando que estes foram incapazes de se recuperarem nos meios se

letivos usados, devido 3 injlria sub-letal sofrida.

E sabido que, a fabricagao de queijos frescais, de for
ma artesanal, e muito difundida na regiao Sul do Estado de Minas
Gerais, sendo elaborado em pequena escala como consequencia do a
Proveitamento do leite produzido e niao destinado a0 consumo ou co

mercializagao industrial, De acordo com VIEIRA & LOURENCO NETO
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(73), esses queijos sao produtos origindado da coagulagao do lei
te integral, pasteurizado ou nao, por enzimas ou por acidifica -
Gao natural, salgados e conservados sob diversas condigoes de tem

peratura,

A nao observancia das normas de higiene condiciona’es-—
se produto a uma contaminagao adicional por organismos indicado
res fecais, algumas vezes impossibilitados de produzirem respos-
tas significativas nos meios usuais de detecgao, devido, suposta
mente, ao stress ambiental produzido pela acidificagao e salga

desses produtos.,

REINBOLD (64), observa que, embora as contagens totais

sejam essencialmente sem significadoc na avaliagao das boas prati

cas de fabricagao de queijos, a enumeragao de leveduras, mofos e
coliformes, contudo, sao frequentemente empregadas como controle
de processamento e sanidade. Lntretanto, o referido autor suge-

re que os testes usuais para detecgao destes organismos deveriam
ser aperfeigoados, buscando uma maior quantificagao, especialmen

te de organismos estressados.

Considerando que na literatura especializada & citado
que 2 avaliagao de amostras com baixo nimero de organismos coli-
formes @ confundida pela presenga de células que foram expostas

a varios graus de stress, e que, aparentemente, essas célulasiﬂ

[

. . - - - - - . -
juriadas tornam-se sensiveis aos agentes inibitorios especificos

presentes nos meios seletivos, tornando - se incapazes de crescer



e produzir colonias, o presente trabalho teve por objetivo, veri

ficar o real significado da utilizagao dos meios de enriquecimen
to para recuperagao e enumeragao de coliformes, assim como, deter

minar a especificidade dos tratamentos em estudo para isolamento

de E. cofd{ de queijos frescais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

- = .

2.1. Conceito de injuria celular

O problema da avaliagao de alimentos contendo baixos
nimeros de organismos indicadores, tem sido apontado por varios
autores, como consequéncia da presenga de células que foram ex -

Postas 3@ varios graus de stress e que, vem provocar alteragoes no

isolamento dos mesmos (5. 5, 26, 59. 80).

Discrepancias na 2numeragao de colonias, segundo BISSO

NETTE et alii (5), indicam que uma Proporgao substancial de cal

le

las podem tornmar-se fisiologicamente injuriadas devido ao stress

das (37, 38, 66, 74),

®

ambiental imposto, Algumas'pesquisa% reaiiz
para avaliar o efeito da exposigao ao frio, calor ou qualquer an
biente estressante, indicam que 0s microorganismos sao afetacos
torrando-se debilitados, de tal modo que problemas sigmificati -

VoS surgem para detecgao e enumeracao dos mesmos.

O conceito de injuria sub-letal foji primeir amente asso

ciade com a redugao de organismos indicadores, quando foi obser-



vado que os dados de enumeracao de coliformes em aguas que conti
nham residuos toxicos ou cloro, eram consistentemente mais altos
pelo metodo NMP (niimero mais provivel) do que pelo processo da
membrana de filtro (MF), McFETERS et alii (40). 0 mesmo autor su
gere, que a injuria pode subestimar o nimero de bactérias indica

doras podendo levar a avaliacgoes incorretas.

A injuria sub-letal ndo & bem definida: MACKEY et alii
(37), a consideram como sendo a incapacidade das celulas sobrevi
ventes de crescerem em meios seletivos contendo sais biliares. Ja
para RAY & SPECK (56), a injuria foi determinada como a capacida
de das celulas de formarem colonias em Trypticase Soy Agar (TSA)
com extrato de leveduras, mas nao em Violet Red Bile Agar (VRBA)
e Desoxicolato Lactose Agar (DLA). BISSONETTE et alii (5),mncqg
cordancia com os autores, observaram que quando as celulas bactg
rianas eram expostas ao ambiente aquatico, uma proporgao signifi
cativa, perdia sua habilidade para produzir coldnias em um meio
seletivo, embora ainda tivessem capacidade de recuperacgao em meio

nao seletivo, nutricionalmente rico.

Evidencias, sugerem gque célular injuriadas podem atin-
gir mais que 407 da populagao bacteriana existente numa amostra,
variando essa percentagem com o tempo e temperatura de estocagem,
e com a natureza e pH do fluide em suspensao (9, 30, 58, 60, 70).
Segundo McDONALD et alii (39), a injiria pode ser medida pela di
ferenca nas contagens, quando celulas estressadas sao simultﬁnei

mente enumeradas em meios seletivos e nao seletivos. Assim, so-
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mente celulas nao injuriadas sio detectadas em meios seletivos,
enquanto que o meio nao seletivo, e designado para recuperar am-
bas. Contudo, prosseguem esclarecendo, que os agentes letais as
celular injuriadas podem ser formados espontaneamente, quer em

meio seletivo ou nao.

.2. Causas e agentes agravantes da injuria celular

Injuria celular ou metabolica tem sido normalmente re-

lacionada com o efeito das temperaturas de processamento ¢ esto-

un

cagem de alimentos (4, 9, 19, 24, 4 s, 70}, Conforme mencionado,

a viabilidade de organismos danificados, e na maioria das vezes

afetada acentuadamente pelas mudanges ambientais. A suposigao de

vl

que condigoes ambientais semelhantes s3o satisfatdrias para de -

tecgao e crescimento de bacterias que foram ou nao submetidas ao
tratamento termico, tem sido questionada por diversos autores (4,

19, 24, 32).

De acordo com CLARK et alii (9), a injuria celular cau
sada, pelo tratamento termico & evidenciada por uma fase de la -
tencia prolongada, maiores exigencias nutricionais, uma faixa de
pH e temperatura mais restrita para crescimento, ou uma maior sen
sibilidade aos inibidores potenciais e agentes seletivos. Nelson,
citado por BEUCHAT & LECHOWICK (4), afirma que bacterias submeti
das a agao do calor sio mais exigentes em seus requerimentos nos

melios comuns de crescimento. Consideragoes adicionais sao levan
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tadas por MAXCY (38) e IANDOLO & ORDAL (30), ao considerarem es~-
ses tratamentos como sendo responsaveis pelo aumento de requeri-
meatos nutritivos para recuperagao e redugao da tolerancia aos a
gentes seletivos'em meios de cultivo, Os autores citanque essas
exigencias nutricionais para recuperagao de celulas termo-injuri
adas consistiriam geralmente de uma solugao contendo uma fonte de
energia, tal como a glicose, uma mistura de aminoacidos e fosfa-
tos. TIANDOLA & ORDAL {39) esclarecem que, embora uma fase de la
tencia exagerada seja uma resposta culturai a injuria termica, e
la pode ser descrita mais acertadamente como um periodo de recu-

peragao do stress.

Em experimentos conduzidos por MAXCY (38) com Violet Red
Bile Agar (VRBA) e Agar Plate Count (PCA), para detecgao de injg
ria em £, ccld, foi observad», que com o aumento do tratamencto
termico, houve uma redugao na populagao tctal! encontrada nas pla
cas de VRBA quando comparadas as contagens com PCA. Estudo seme
lhantes foram tambem realizados com ieite e produtos lacteos, on
de 10i observado que culturas de Staphulococcus aureus e outros
orizanismos componentes da flora lactes, demonstraram injuria sub
letal quando submetidos ao aquecimento GOFF et alii (24) e FIRS-
TENBERG et alii (19). FIRSTENBERG et alii (19), analisando o fe

ca na faixa de 50~ 75°C,

e

nomeno de morte assim como injuria térm
observaram que culturas foram injuriadas tao logo iniciado o a -
quecimento, sendo que este choque termico aumentava com a eleva-

gao da temperatura.
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Poucas informaq&es quantitativas tem sido avaliadas,eg
bora muitos trabalhos chamem a atengao para a sobrevivencia de€.
ccl« durante estocagem a frio (37, 39, 4%, 74,. Estocagem prolon
gada sob condigoes de baixa temperatura sao apontadas por MAXCY
‘38) Lomo responsavel pelo aumento da sensibilidade aos agentes
inibitorios nos meios de recuperagao e consequentemente aumento
dos requerimentos nutricionais. Observando os efeitos de repeti
dos congelamentos e descongelamentos, foi demonstrado que cada um
desses processos era acompanhado por um aumento na injidria sub -

letal.

0 processo de injuria sub-letal durante a estocagem po
de tambem depender, da natureza do substrato. MACKEY et alii (37
ressaltam que a alta sobrevivencia de bacterias na carne, ao ser
comparada com amostras de agua mantidas a mesma temperatura de
congelamento, foi pressumivelmente porque a carne, cowo outros a

limentos, contem substratos crioprotetores.

E interessante notar que coliformes injuriados em ali-
mentos congelados ndo podem ser enumerados por meios seletivos
comuns a menos que lhes seja permitido primariamente uma recupe-
ragao em maio nao seletivo. Evidéncias similares sao indicadas
nos experimentos de Curran & Evans, reproduzidos por STRAKA & STOQ
KES (70), ao considerarem que bactérias que sobreviveram 3 pro -
cessos de destruigao pelo frio estao em harmonia com o conceito
de injuria metabolica pelo calor, irradiagao ultravioleta e com-

postos toxicos s3o portanto mais exigentes nos seus requer imentos
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nutritivos que celulas nao expostas aos agentes fisicos e quimi-

cos acima mencionados.

Celulas bacterianas experimentam injiria nao- letal quan
do submetidas a concentragao de NaCl, tormando-se assim impossi-
bilitadas de recuperagio em meios seletivos (30, 38, 42). GOFF
et alii (24), observando a influencia da concentragao salina e
tempo decrescente de exposigao, concluiram que meios contendo NaCl
sao responsaveis pelo agravamento da injuria e morte celular. En
tretanto quando esses dados foram coletados independentes do tem
po de incubagao, foi verificado que os referidos meios contendo

NaCl apenas evitaram o reparo e crescimento subsequente.

2.3. Influéencia da temperatura do agar na recuperagao de ce

lulas injuriadas

Precaugoes e limitagoes no uso dos métodos padroes de
incorporagao para detecgio e enumeragao de organismos indicado-
res em alimentos sao sugeridas por BISSONETTE et alii (6). Eles
constataram que a temperatura do agar (45°C) pode contribuir pa-
ra uma ineficiente recuperagao de celulas, subestimando assim a
densidade populacional presente na amostra. E comum atribuir-se
2 temperatura mencionada como principal fator interferente nas
baixas enumeragoes das celulas viiveis pelo método de incorpora-
¢ao (6, 25, 26, 32, 50). RAY & SPECK (57, 59) e SPECK & READ JR.

(66) tecem maiores consideragoes ao afirmarem que a manipulacgao
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do método de incorporagao condiciona uma baixa detecgao de E. coli

nos meios seletivos usuais.

Estudos anteriores realizados por Stapert, Sokolski &
Northan e Zobell & Cormn, transcritos por KLEIN & WU (32), enfati
zam tambem o efeito da temperatura do agar nutritivo em reduzir
a recuperagao microbiana quando usado o méetodo de incorporacgao.
Segundo HARTMAN et alii (26) os efeitos do aquecimento do agar,
fundido 3 45 2 1°C, acrescidos da presenga de agentes inibitori-
0s aumenta a inabilidade de celulas injuriadas de se recuperarem
quando do procedimento convencional de plaqueamento em VRBA. As
sim, ORDAL et alii (50), esclarecem que quando os procedimentos
de incorporaqﬁo sao usados, as bacterias presentes podem ser sub
metidas ao stress pelo calor do agar fundido. KLEIN & WU (32),
reportam que organismos heteropatogenicos em amostras de agua, sao
susceptiveis a temperatura do agar usado nos metodos padroes de
procedimento por incorporagao, esclarecendo que aumentos signifi
cativos na enumeragao de celulas sao notados quando as tecnicas

de plaqueamento em superficie sao usadas.

Alem da temperatura do agar como fator inibitorio da
recuperagao, e citado por HARTMAN et alii (26), a influencia da
preparagao do VRBA, que quando preparado com brando aquecimento
era verificada uma recuperagao de 100% das celulas testadas, en-
quanto que o mesmo meio autoclavado formecia uma media de apenas
247 de recuperagao. Por outro lado, o plaqueamento com revesti-

mento em superficie no meio mencionado quando esterilizado, tam-
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bem resultou em baixa detecgao, o que para os autores, vem demons
trar que a temperatura do meio de cultiveo nao foi a causa prima-
ria ou unica, da baixa recuperagao. A diferenga de tempo entre
© plagueamento e adigao do revestimento & tambem apontado cemo res

ponsavel pelo baixo rendimento.

RAY & SPECK (59) estudando varias modificagoes do meto
do de plaqueamento com revestimento, tais como, tipos de metodos
de revestimentos, meios utilizados, volume do meio por placa, con
centragao do meio, volume da amostra, tempo e temperatura de in-
cubacao das placas para permitir o reparo de celulas injuriadas
antes do revestimento seletivo, concluiram que entre essas varié
veis somente o tempo de pre-incubagao e temperatura de incubagao

das placas antes do revestimento com VRBA foram importantes.

2.4. Presenga de agentes inibitorios nos meios seletivos

Agentes seletivos comumente adicionados aos meios uti-
lizados para detecgao e enumeracao de microorganismos oriundos dos
alimentos, sao citados geralmente como sendo inibitorios ao repa
ro ou recuperagao de bactérias estressadas (6, 29, 38, 50, 74).
MAXCY (38) ressalta que estes meios contem inibidores intensio-
nals ao limite de crescimento de outros microorganismos que podem

ainda serem antagonicos as celulas coliformes injuriadas.

Varios estudos indicam os sais biliares como sendo os

constituintes antagonicos primarios para recuperagao de celulas



L&

com lesoes sub-letais (25, 45, 60, 66). Comentarios feitos por
MAXCY (38) em suas investigagoes realizadas para determinar a o-
rigem destes efeitos, leva-nos ao consenso que o antagonismo e as
limitagoes associadas 3 recuperacao, estao mais intimamente liga
dos a fenomenos fisico-quimicos do que 2 inibicao da atividade su

perficial ou inibigao biologica direta,

Coliformes que sofrem dano celular causado pela exposi
gao a acidos, sao citados por HUSSONG et alii (29) como sendo,
quase sempre, mais sensiveis aos agentes seletivos tais como,
sais biliares e corantes. Verifica-se que estes organismos que
foram estressados por acidos falharam em produzir gas ou mesmo cres
cer em caldo Verde Brilhante Biles (BVB), Essa inibiqﬁo e con -
firmada, pela alta concentragao de sais biliares nos meios sele-
tivos, ou devido a toxidez desses agentes as bacterias injuria -

das (6, &5, Ty,

McFETERS et alii (40) demonstraram que a densidade po-
pulacional de diferentes géneros bacterianos nao teve uma varia-
¢ao substancial, entre os diferentes géneros em suas respostas aos
componentes de 16 meios usados onde 11 continham desoxicolato e
sais biliares. Entretanto enquanto as celulas nao injuriadas fo
ram virtualmente inafetadas pelas concentracoes de desoxicolato
inferiores a 0,17, as celulas injuriadas foram severamente inibi
das em todas as concentracoes superiores a 0,01%7Z. Estes resulta
dos sao confirmados por WARSECK, RAY & SPECK (74) ao verificarem

que desoxicolato e lauril sulfato presentes nos meios seletivos
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agem como inibidores potenciais de celulas injuriadas. A exposi
cao das celulas injuriadas ao caldo Verde Brilhante Biles (BVB) e
Lauril Sulfato Triptose (LST), impede a formagao de colonias no
TSA com extrato de levedura, sendo que quando essas celulas sao
submetidas previamente a um periodo de recuperagao neste meio, re
cuperam e produzem colonias em VRBA e DLA, nao sao inibidas pelo

BVB e LST, RAY & SPECK (56).

Destas observagoes MEHLMAN & ROMERO (41) levantam ques
toes basicas sobre a efetividade dos métodos padroes na recupera
cao de biotipos patdgenos quando biotipos nao patogenos estao pre
sentes, e se o processo de enriquecimento seletivo tem um efeito
adverso sobre os plasmideos que codificam tracgos de patogenicida
de. Estas e outras questoes tem sido intensamente investigadas,
permanecendo entretanto lacunas que impedem uma avaliacao impar-
cial dos resultados obtidos quando do uso dos meios seletivos no
controle de qualidade a aplicagao dos testes de sanidade em ali-

mentos.,

2,5, Limitagoes do método do numero mais provavel (NMP)

A tecnica do NMP adotada pela "United States of Food and
Drug Administration and the American Plublic Health Association"
para enumeragao de coliformes, apresentam algumas desvantagens,
quando comparadas ao Metodo de Contagem Direta (CD), uma vez que

estas requerem um maximo de 48 horas de incubagao em LST ou Cal-
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do Lactosado (LC) a 35°C, seguido por um adicional de 24-48 ho -
ras de incubagao em Caldo EC a 44,5 ou 45,5°C, HACKNEY et alii

(25).

A validade da incubagao em tubos NMP presuntivos que re-
querem 48 horas para tornarem-se positivos encontra respaldo em
inumeros estudos que defendem a necessidade de apenas 24 horas pa
ra que os tubos presuntivos sejam transferidos para meio Ebche&i
chia cols (EC) (25, 41, 49, 61). DEXTER (14) utilizando amostras
de agua do mar e mariscos observou que nao houve diferenga signi
ficativa entre o nimero de tubos positivos em meio EC apos 24 e
48 horas do teste presuntivo, sendo de opiniao que quando proces
sos de tubos multiplos para determinagao do NMP de coliformes fe

cais forem usados, o teste presuntivo pode ser interrompido apos

24 horas.

Entretanto existem controversias no sentido de que uma
das desvantagens apresentadas pelo metodo @ o fato de subestimar
a densidade populacional, mesmo quando observadas as 48 horas de
incubagao. Padrdes de recuperagio desenvolvidos por OLSON (49)
demonstraram que o méetodo do NMP falhou na recuperagao de nume -
ros significativos de coliformes, decorrentes da Presencga de tes
tes presuntivos negativos que tormavam-se positivos para colifor
mes fecais quando repicados em meios confirmativos. Estes testes
foram designados pelo autor de falso-negativos, isto e, presencga
de crescimento nos tubos presuntivos sem produgao de gas mas con

firmativos para coliformes fecais. Outra desvantagem e ainda a-
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crescentada por HACKNEY, RAY & SPECK (25) de que o metodo do NMP
e refletido pela enumeragao indireta, que o torna pouco preciso
quando comparado ao método direto de plaqueamento, a menos que a
densidade populacional seja elevada. Por outro lado, trata-se de
um metodo laborioso e oneroso. Conduzindo a um consenso RAYMAN
& ARIS (61) sao de opiniao que a enumeragao de E. c0f{ pelo meto
do do NMP leva de 8 a 12 dias tornando-o um metodo cansativo, e~
xigindo multiplos conjuntos de tubos, diversidade de meios para
plaqueamento, alem de diversas manipulagbes. F interessante no-
tar contudo, que embora estas e outras informagoes conduzam pre=-
ferivelmente 2 aceitagao do metodo de contagem direta, BISSONETTE
et alii (6) ressaltam que a estatistica baseada nos valores de
NMP nao sao sempre representativas da densidade absoluta de uma
atribuida amostra e pode ser sempre dificil para interpretar em
comparagao com resultados da contagem direta. RIBEIRO (63), ci-
tando Ray e Speck, esclarecem que devido a esse grande grau de va
riabilidade observado pelo uso dos meios liquidos no méetodo do
NMP, tem-se recentemente preferido o emprego dos meios solidos

com inoculagao por incorporagiao e superficie.

2.5.1. Presenga de reagoes falso-negativas nos testes

de numero mais provavel (NMP)

A presenga de reagoes NMP falso-negativas tem sido as-
sociada ao impedimento ou nao indugao de hidrogeniase da enzima

formica em células injuriadas, que produz gas hidrogenio a par -
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"

tir do acido formico (5, 6, 49). A natureza dessa inibigao pode
explicar a ausencia da produgao de gas durante a etapa presunti-
va dos testes. Contudo, o sistema enzimatico parece ser recupe-
rado, ou induzido, durante esta fase do teste, conduzindo a pro-
dugao de 23s nos testes subsequentes, OLSON (49). Explicacoes a
dicionais sao acrescentadas por Hill, citado por OLSON (49), ao
esclarecer que estes resultados podem ser devido a agao inibito-
ria do Lauril Sulfato de Sodio, utilizado nos testes presuntivos,
ou mesmo pela presenga de microorganismos competitivos que afe -

tam adversamente a producgao de gas por coliformes injuriados.

Informagoes transcritas por RIBEIRO (63), reportam que
quando a razao nao coliformes/coliformes & alta, a producio de

2as visivel pode nao ser observada prontamente mesmo que um nume

oQ

ro consideravel de coliformes esteja presente na amostra. DEXTER
(14), esclarece que quando completado ou nao o tempo de 24-48 ho
ras nos testes presuntivos, o padrao total de tempo aumenta sig-
nificativamente o numero de coliformes fecais positivos nos tubos
que foram incorretamente considerados negativos. Dado a esses re
sultados dois valores para cada interagao sao sugeridos por OLSON
(49) e MEHLMAN & ROMERO (41) onde um valor NMP & determinado a
partir do numero de celulas capazes de fermentarem o carboidrato
e outro baseado no numero total de celulas que produziram cresci

mento,

A presenga de bacterias associadas as reagoes falso-ne

sativas, foram estimadas por OLSON (49) onde mais de 50% dos iso
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lados falso-negativos para coliformes-fecais foram de E. coli.

Com relagao as espécies coliformes responsaveis pelas reagoes fal
so-negativas nos testes presuntivos, o autor cita como K{ebsielfla
pneumoniae, Profeus minabilis, Sennratia Liquefaciens e KLebsiella
ozoniae. Alem dessas, em niumero mais limitado, foram identifica

das Entenobacter agglomenans, Enterobacter ha4niae e Enwinia sp.

2.5.2, Presenga de bacterias associadas com testes fal

so-positivos

As reagoes presuntivas falso-positivas sao citadas em
varios estudos (16, 28, 53, 55, 75) e atribuidas por HUSSONG et
alii (29), a diversas causas como: presen¢a de bactérias aerobi
as ou aerobicas facultativas, formadoras de esporos, produtoras
de gas, fermentagao sinergistica da lactose por simbiontes produ
toras de gas, ocorrencia sazonal de organismos coliformes que so
breviveram ao processo de detecgao empregado, antagonismo micro-
biano, e a presenga de bactérias oxidase-positivas capazes de pro

duzir gas a partir da lactose.

Reagoes falso-positivas sio definidas por WEISS et alii
(75) como sendo aquelas resultantes dos testes NMP com produgao
de gas que nao isolaram E. coli. Para POWELL, MOORE & GOW (53),
embora testes EC confirmativos detectem coliformes nao-fecais, e
presumivel que culturas positivas em caldo EC possam conter uma

alta proporgao de E. cofi tipica biotipo I e II. Se E. cofi nio
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sao isolados de um tubo de fermentagao positivo de caldo EC, écg
mum descrever a cultura como falso-positiva (49, 53, 55, 75). A
habitual formagao de gas em meio EC confirmativo em temperaturas
elevadas & concordantemente descrita por FISHBEIN & SURKIEWICE

(22) como indicativo de biotipos I e II de E. cold{ tipicas, mas
que infelizmente Entferobacten e certas combinagoes de organismos
sinergéticos, podem também produzir gas em meio EC confirmativo
a2 temperaturas elevadas, sendo que a formagao de gas sob essas con
digoes nao é realmente um critério de fecalidade. Complementando,
POWELL et alii (53) ponderam que embora uma alta incidencia de
culturas falso-positivas sejam relatadas por diversos estudos, nao
€ pratico o uso de futuros testes positivos, assim como Indol,
Vermelho-metil, Voger-Proskauer e Citrato (reagoes INViC), para

confirmar a presenga de E. ccl{ em toda cultura de caldo EC.

A pouca especificidade dos testes confirmativos em EC
para L, cold foi observada tambem por RAJ & LISTON (55) em algu-
mas classes de alimentos. Eles detectaram que a partir de colo-
nias isoladas selecionadas de placas contendo agar Eosina Azul
de Metileno (EMB) e subcultivadas em caldo EC, obtinha uma redu-
cao significativa do nimero de resultados falso-positivos. Pro-
cedimento similar foi realizado por POWELL et alii (53) mas a re
dugao de culturas falso-positivas foi insignificante. Segundo e
les a alta incidéncia de culturas EC falso-positivas pode estar
afetada pela interpretagao do grau de gaseamento requerido antes

que um tubo seja considerado positivo,
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Em adigao, RIBEIRO (63) informz que alguns pesquisado-
res consideram as temperaturas inferiores a 44°C como responsa -
veis pela produgao de gas por outros tipos de coliformes. Consi
deragoes fundamentadas na fermentagao de lactose em diferentes
faixas de temperatura foram realizadas por FISHBEIN et alii (21)
e FISHBEIN & SURKIEWICZ (22) ao compararem a incidéncia de falso
positivos em cado EC a 44,5°C e a 45,5°C, esclarecendo que incu-
bagoes de tubos EC/45,5°C a intervalos de 24 a 48 horas deram um
crescimento adicional de 4,87 de E. c0oli recuperados, mas que es
te foi acompanhado por uma produgao excessiva de falso-positivo,
O que representou um decrescimo na seletividade da E. colL. Em
vista desses resultados os autores sugerem que o tempo de incuba
¢cao em banho-maria a 45,5°C para os testes EC seja limitado por
24 horas com o fim de assegurar uma otima especificidade, ressal
tando que a produtividade de um meio & tambem dependente do tem-
po., WEISS et alii (75) reforcam esses comentarios mostrando que
os valores de NMP variaram consideravelmente no periodo de 24 e
+8 horas de produto para produto, onde as diferengas maiores pa-
ra o NMP padrao indicam que relativamente maior volume de gas e
produzido entre 24=~48 horas nas culturas que mostraram crescimen
to somente apos 24 horas. Conforme esses autores, se a formagao
de gas em temperaturas elevadas for tomada como {nico parametro
indicador da presenga de coliformes fecais, um tempo prolongado
de incubagao torna-se mais eritico.

POWELL et alii (53), informam que apenas 647 dos tubos

2as positivos de caldo EC isolaram E, cof{ de amostras de carne
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de caranguejo congelada, sendo que algumas das especies colifor-
mes nao-fecais isoladas pertenciam ao genero KLebsiella, Citno -
bacten, Enternobacter e Sennatia. Admitem ainda que essas cepas
foram naturalmente adaptadas ao crescimento a uma temperatura e-
levada, uma vez que a maioria foi habil para crescimento a 44,5°C
quando testadas em Caldo EC. De varios alimentos analisados por
AEISS et alii (75) o leite contribuiu com a maior parte dos tu -
bos falsos-positivos a 44,5°C (207) em comparagao com a tempera-
tura de incubagao a 45,5°C (87). Segundo os autores esta eleva-
¢30 no percentual de tubos falsos-positivos foi refletida na bai

xa recuperagao de E, co{{ a esta temperatura (44,5°C).

Searo & Putman, e Leitch, citados por HUSSONG et alii
(28, 29) mostraram que dois diferentes organismos que independen
temente foram incapazes de fermentagao aerogenica de lactose, pro
duziram gas quando cultivadas em culturas mistas em caldo Lacto-
sado (LC). Esses autores denominaram este processo de fermenta-
gao simbiotica da lactose. De acordo com o referido autor o meio
LST tem sido usado cada vez mais, e se tornou um meio de escolha
para reduzir a incidencia de reagoes falso-positivas. Contudo,
ponderam ainda que esta modificagao promissora exige interpreta-
¢ao discreta, visto que os coliformes debilitados, embora recupe
raveis em meios seletivos, podem nao produzir gas ou serem irre-
cuperaveis nestes mesmos meios, Assim, quando o meio LST & usa-

do, reagoes falso-negativas ao invés de falso-positivas podem ser

de interesse,
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2.5.3. Associagao do aparecimento de brilho metalico
caracteristico em placas de Agar Eosina Azul de

Metileno (EMB) com testes falso-positivos

A interpretagao de resultados considerando o apareci -
mento de brilho metalico das colonias em placas de EMB, como ca-
racteristica de confirmagao de E, coli foi observada por RAJ &
LISTON (55). Eles esclarecem que a produgao de brilho metalico
nao & um critério real da presenga desses organismos, visto que
colonias de £, ccl{ tipicas podem perder seu brilho metalico ca-
racteristico apos 24 horas ou, quando estocadas em refrigerador.
Verificaram ainda que o subcultivo de colonias mostrando brilho

metalico em placas EMB transferidas para caldo EC, eliminavam a-

cima de 707 dos resultados falso-positivos precedentes.

0 problema da diferenciagao de organismos coliformes a
través da observagao de colonias tipicas & tambem associado com
as formulagoes do m-Endo-agar, utilizado na técnica de Membrana
de Filtro (MF), considerando existir uma inabilidade para distin
¢uir organismos coliformes de coliformes nao fecais, uma vez que
a diferenciagao de coliformes de outras bactérias e realizada pe
la produgao de uma colonia escura com um brilho verde metalico ca
racteristico, De acordo com LeCHEVALLIER et alii (33) cerca de
25% das colonias com fundo niao brilhante em m-Endo-agar, produzi
ram gas em caldo lactosado e foram identificadas como especies

C{trobacten, Entenobacter, Escherichia e KLebsiella. Assim, a o
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correncia de coliformes falso-negativos em m-Endo agar sao tam -
bem lastimaveis, desde que esses organismos nao puderam ser in -
terpretados como uma indicagao potencial de contaminagao, possi-
velmente devido a8 presenga de coliformes injuriados que nao cres

ceram ou falharam em produzir colonias tipicas neste meio.

2.6. Manifestagoes de injuria celular

As varias manifestagoes prejudiciais da injuria celu -
lar sao descritas por RAY & SPECK (60) como sendo: permeabilida
de da membrana celular; atividade de certas enzimas; degradaqao
de ribossomos e aumento da sensibilidade a varios agentes seleti

vos,

De acordo com MOSSEL et alii (46), as celulas bacteria
nas que foram sub-letalmente estressadas por varios tratamentos
fisicos ou quimicos, mostram normalmente um aumento da permeabi-
lidade da parede celular, uma redugao dos componentes celulares
essenciais, assim como RNA e inativagao enzimatica. Por conse -
guinte, isto conduzira a um aumento da sensibilidade celular aos
varios agentees antimicrobianos usados em meios seletivos, com con
sequente perda da habilidade para formar colonias pela bacteria

injuriada.

RAY & SPECK (60) enfatizam que a redugao da barreira
de permeabilidade permite o vazamento de componentes celulares,

tais como: proteinas, peptideos, aminoacidos e acidos nucleicos,
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possibilitando tambéem a entrada de varios Ions do meio para den-
tro das celulas, Essas mudangas na integridade da parede celu -
lar, as quais facilitam o vazamento de varios componentes essen-
ciais, tem sido supostas serem a causa principal da injuria e sub

sequente morte das bacterias gram-negativas (4, 30, 46, 60).

A perda de material semelhante ao RNA e de aminoacidos
livres pela celula durante o aquecimento sub-letal & sugerida por
ITANDOLO & ORDAL (30) como ocorrencia de modificacao na barreira
de permeabilidade celular. Esse escoamento do RNA das celulas o
julgado por BEUCHAT & LECHOWICH (4) ser parcialmente responsavel
pela morte dos organismos tratados pelo calor, sugerindo que o a
quecimento induz a degradacao do RNA no interior das celulas an-
tes de ocorrer a vazao, ou ainda que o RNA seria hidrolisado en-
zimaticamente apo0s sair da celula. BEUCHAT & LECHOWICH (4) citam
que uma fase de latencia prolongada e perda da capacidade de re-
cuperagao em meio contendo 7,57 de NaCl por células injuriadas e
descrita por Sogin & Ordal, citados por BEUCHAT & LECHOWICH (4).
Esta ocorre parcialmente devido 2 mudangas na membrana celular,

que permitem 3 liberagao de componentes soliveis.

(g% ]
—

Recuperagao de injiria celular

A injUria ¢ considerada reversivel por RAY & SPECK (60)
uma vez que as celulas injuriadas sao capazes de recuperacao quan

d0 expostas 3 um meio apropriado. Por outro lado, o grau de stress
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e a alteragao no comportamento das celulas podem ser observados
durante a recuperagac em meios testes. Entretanto, segundo MOS-
SEL et alii (46), e necessario verificar se aqueles meios consi-
derados recuperativos de celulas debilitadas nao e na realidade,
um meio de multiplicagao de celulas nao injuriadas ou de celulas
as quais foram separadas rapidamente. Controversias concernentes
a recuperagao celular tem sido discutidas sem contudo obter uma
solugEo definida. MOSSEL et alii (46) prosseguem esclarecendo
que um problema adicional encontra-se relacionado com que nem sem
pre a recuperacao celular pode ser completada dentro de um perig
do demorado, permitindo a ocorrencia de pequena multiplicagao por
celulas nao-lesadas. Concluem finalmente, que um segundo tipo de
iados sao tambem requeridos na avaliagao de reparo quando o meto

io de ressuscitagao em meio solido & efetuado.

CLARK et alii (9), afirmam que sob condigoes adequadas,
ima celula injuriada pode se recuperar sem crescimento e tormna-
ie indistinguivel de uma celula nao tratada. Alguns trabalhos ao
longo dessa linha confirmam a possibilidade da recuperacgao celu-
lar antes de iniciar-se a multiplicagao de outras celulas (9, 37,
40, 45, 57, 58). WARSEK, RAY & SPECK (74) relatam que a multi -
plicagao celular nZo foi evidente entre 90 a 120 min. a 25°C, en
fatizando que a recuperagao da injuria precede suficientemente em
um rapido grau ao inicio da multiplicagao celular de maneira a ga
rantir a recuperagao de microorganismos injuriados. Entretanto MIL

SAUER & GROSSOWICZ (42) questionam a validade da recuperacao de

-

células injuriadas, afirmando que o crescimento obtido quando bai
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xas concentragaes de cloro foram usadas em seus experimentos, fol
devido a2 multiplicagao dos sobreviventes ao inves da reativagao

celular,

Todavia, varios pesquisadores tem demonstrado que as qé
lulas injuriadas possuem capacidade de regeneragao atraves do pro
cesso de reparo celular, tornando-se fisiologicamente ativas ca-
pazes de desenvolverem-se em meios seletivos comuns. Posterior-
mente, conhecimentos do mecanismo e limitagoes da recuperagao con
duziram a metodos improvisados de detecgao de reparo. Durante a
recuperagao as celulas tornam-se mais exigentes e seus requeri -
mentos nutricionais encontram-se elevados, sendo que MOSS & SPECK
(45) e RAY & SPECK (60) citam que certos peptideos de cadeia cur
ta e alguns aminoacidos sao capazes de promover a recuperacgao da

injuria,

A utilizagao de agar nutritivo como meio de recupera -
gao vem sendo evidenciada. Parece entretanto que a adigao de pep
tona ou extrato de levedura ao agar minimo tambem intensifica o
grau de reativagﬁo celular. MILBAUER & GROSSOWICZ (42) estudan-
do o efeito reativante do agar nutritivo para estabelecer quais
os ingredientes responsaveis pela intensificagao da taxa de so -
breviveéncia, verificaram que tanto a adigao de peptona como ex -
trato de levedura ao agar minimo aumentou a numero de sobreviven
tes, sendo que a mais alta reativagao celular ocorreu com a su -
plementacao com extrato de levedura. Ressaltam ainda que essas

contagens foram intensificadas quando realizadas as adigoes des-
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ses ingredientes em agar nutritivo. A adigao de peptona ou soli
dos do leite aos diluentes 3 baixa temperatura (4°C) @& apontado
por McFETERS et alii (40) por maximizarem a recuperagao de celu-
las injuriadas, principalmente por demonstrarem pouco efeito sob

as celulas nao danificadas.

2.7.1. Processo de reparo celular

Os fatores importantes na reativacgao encontrados no a-
gar nutritivo suplementado ou nao, podem exercer sua acao neutra
lizando o agente agressor (cloro, NaCl, etc.) ligado a celula,
fornecendo metabolitos pre-formados essenciais para recuperacgao
das injurias celulares. Certos componentes simples sao tambem
mencionados por facilitarem o reparc de injuria metabolica de E.
cofd (45, 59, 70). A eficiencia da enumerag3o das suspensoes de
E. cold, injuriadas ou nao, foram avaliadas por McFETERS et alii
(40) ao observarem o efeito dos diluentes na injidria nao - letal.
A diluigao das amostras sao geralmente exigidas, sendo que os di
luentes normalmente recomendados sao os fosfatos ou agua com 0,1
7 de peptona ou lactose (1, 3, 12, 13, 43, 67, 72). De acordo
com McFETERS et alii (40) os organismos injuriados quando subme-

tidos a diferentes diluentes a 24°C, variam amplamente na sua e-

fliciencia de recuperagao durante o periodo de 90 minutos.

A Tripticase foi mostrada por MOSS & SPECK (45) ser o

componente no TSA responsavel pela recuperagao de injuria sub-le
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tal. Segundo os autores, esse ingrediente contém cinco peptideos
que proporcionam a maior atividade bioldgica necessaria ao repa-
ro da injuria. A fungdao dos peptideos na recuperagao das celu -

las todavia nao esta definida.

A recuperagao em Trypticase Soy Agar (TSA) e Trypticase
Soy Broth (TSB) foi determinada por IANDOLO & ORDAL (30) usando
varias temperaturas de incubagio e valores de pH. Foi observado
que a temperatura minima de recuperagao ocorreu de 3 a 7°Ce a me
dida que esta era aumentada (30 - 37°C) obtinha-se uma rapida as-
sengao na taxa de recuperacao, onde o miximo era alcangado a 37°C.
Com relagao 2 agao do TSA e TSB como meio nutritivo de recupera-
Gao os autores citam que a mesma envolve a atividade enzimatica
dirigida ao processo de reparo celular, ressaltando que a cons -
tancia das contagens indicam que a recuperagao nao & dependente

da multiplicagao celular,

A recuperagao de celulas injuriadas em TSA & devida a
atividade da tripticase, considerado por STRAKA & STOKES (70) co
mo um digestor enzimatico de caseina. Outros digestores simila-
res foram tambem apontados como agentes ativos de reparo de inju
ria metabolica poréem a caseina acida hidrolizada foi inativa. Por
outro lado, peptideos podem ser substincias ativas na digestao en
zimatica da caseina e serem requeridas por celulas injuriadas pa
ra ressintese de proteinas essenciais desnaturadas em temperatu-
ras abaixo de zero, (30, 70). Ao que parece o enfraquecimento da

membrana celular com uma perda parcial de seus componentes, du -~
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rante o dano ocasionado pelo processamento ou adigao de agentes
agressores ao alimento, ocasiona simultaneamente a degradagao do
RNA tornando-o capaz de escoar atraves da membrana enfraquecida.
Para que ocorra a recuperagao, esses materiais devem ser ressin-
tetizados e reconcentrados alem de promover a reintegragao da mem

brana.

Alguns trabalhos tem relacionado a susceptibilidade da
celula 3 injuria ambiental com a fase de crescimento microbiano.
Estudos realizados por MACKEY et alii (37) resultados indicam que
as celulas em fase de latencia foram mais susceptiveis 3 lesao
sub-letal do que aquelas na fase estacionaria de crescimento, e-
videnciando tambem um aumento nesta fase durante o processo de
reparo, Estudos comparativos realizados por GILLILAND et alii
(23) com organismos psicrofilos confirmam que esses estendem sua

fase de latencia no periodo de recuperagao de injuria.

Geralmente, segundo CLARK et alii (9), 3 medida que o
meio de enriquecimento torna-se mais seletivo pela adigao de in-
sredientes adicionais, o tempo de latencia ou de recuperagao e
prolongado. Estas e outras informagoes conduzem ao consenso de

que durante esta fase prolongada, ocorre o reajustamento na for-

ma de reparo celular,

2.7.2. Perlodo de reparo (pre~-enriquecimento)

Para que a recuperagao de células metabolicamente inju
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riadas possa ocorrer antes que sejam expostas aos agentes seleti
vos inibitorios que impidem o reparo e subsequente proliferagao

dos organismos, diversos zutores sugerem que um periodo de rein-
teragao em meio nao seletivo nutricionalmente rico, seja forneci
do com o fim de permitir a recuperagao de injiria, resultando as
sim num aumento de detecgao e enumeragao de organismos indicado-

res (6, 20, 26, 50, 56, 62, 66),.

ORDAL et alii (50) evidenciam que o valor de um perio-
do de reparo anterior a tentativa para quantificar um patogeno [:]
riundo de alimentos, foi primeiramente reconhecido por North, ao
usar a lactose como caldo nao seletivo ou de pre-enriquecimento,
anterior ao enriquecimento seletivo em Selenite Cystine ou Caldo
Tetrationato, na detecgao de Salmonefla em produtos de ovo desse
cado. 0 sucesso deste método & corretamente atribuido 2 restau-
ragao de um grande nimero de células para um estado de crescimen
to ativo apos um periodo de latencia ou stress causado pelo pro-

cessamento,

Dos tres métodos comumente usados para enumeragao de
coliformes e coliformes fecais (plaqueamento por incorporagao e
superficie, NMP e membrana de filtro) varias modificagoes foram
propostas para melhorar a detecgao e enumeragao pelo processo de

reparo atraves de meios nao seletivos (20, 48, 59, 61, 66).

No procedimento de plaqueamento por incorporagao e su-

perficie, a recuperagao com meio nao-seletivo tem sido proposta
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pelo uso de TSA (9, 26, 30, 45, 60, 74) ou modificagoes destes,
suplementado com 0,37 de extrato de levedura e 0,57 de glicose (6,
57, 60), seguido de um periodo de incubagao para reparo variavel
entre 13 minutos a 2 horas apos o qual 5 ml do meio seletivo com
posterior incubagao a 35°C por 24 horas antes da contagem & suge
rido (6, 38, 66, 74). O VRBA e DLA sao normalmente aconselhados
comc meios sdlidos seletivos para revestimento das placas (6, 26,

38, 66).

HACKNEY et alii (25), sugerem que dentre os metodos u-
suais para reparo e detecgao da densidade populacional de coli -
formes e ccliformes fecais, o plaqueamento por incorporagao usan
do TSA, seguido por 1 a 2 heras de incubagao para efeito de repa
ro, com subsequente revestimento com VRBA, mostrou ser um metodo
mais eficaz do que o metodo do NMP padrao, alem de permitir a e-
numeragao de células injuriadas, as quais poderiam permanecer sub
detectadas. RAY & SPECK (59) esclarecem que os componentes sele
tivos existentes no VRBA misturam-se completamente ao TSA crian-
do um meio no qual ambos repararao os coliformes injuriados, pos
sibilitando assim a multiplicagao e formagao de colonias tipicas.
Alem disso, WARSECK et alii (74) acrescentam que durante o meto-
io de plaqueamento com revestimento em superficie, € menos res -
trito o dano celular justificando assim o seu uso acima do meto-
do de incorporagao padrao, para melhor detecg3ao e enumeragao de

celulas.

Outro metodo de recuperagaoc atraves do emprego de meios
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solidos nao seletivos foi sugerido por SPECK & READ (66) consis-
tindo de plaqueamento difuso em superficie em placas com TSA in-
cubados por uma a duas horas a 25°C com subsequente revestimento
com VRBA. Do mesmo modo HARTMAN et alii (26) utilizando o meto-
do de reparagao por meio solido, propoem o plaqueamento em super
ficie de amostras de alimentos contendo coliformes injuriados em
VRBA elaborado sem os sais biliares e corantes seletivos. Este
metodo & acompanhado por um revestimento das placas com VRBA con
tendo dupla concentragao de sais biliares, vermelho neutro e cris
tal de violeta (VRB =~ 2=~ agar). O referido metodo foi tambem tes
tado por REBER & MARSHALL (62) num estudo comparativo onde o VRB-2
agar foi consideravelmente mais produtivo que o VRBA para os tes

tes de leite cru, sorvete e queijo "cottage”.

A exposigao de uma populagao de celulas injuriadas a
caldo nao-seletivo @ citada por BISSONETTE et alii (5) como ca -
paz de aumentar a proporgao de células capazes de recuperarem-se
de modo a tornarem-se insensiveis aos agentes inibitorios em mei
os seletivos. Procedimentos para detecgao de reparo usando mei-
os liquidos nao seletivos (métodos do NMP), envolve geralmente
trés caldos diferentes. O caldo nutritivo nao-seletivo mais cons
tante @ o TSB com ou sem suplementagao de extrato de levedura -

TSYB (25, 37, 46, 60, 74),

WARSECK et alii (74), usando informagoes derivadas de
estudos realizados por SPECK & READ (66), sugerem um método de

reparo e enumeragao de coliformes injuriados atraves da incuba -
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gao em TSB por uma hora a 25°C. Por outro lado, ORDAL et alii
(50), atribuem um aumento de vinte vezes na contagem de colifor-
mes em algumas amostras de alimentos quando submetidos a pré-in-

cubagao em TSB.

RAY & SPECK (56, 60) reportam que pelo menos 907 das
células injuriadas recuperaram-se e iniciaram multiplicagao apos
duas horas de incubagao em TSYB a 25°C. o grau de reparo quando
da utilizagao do meio modificado, foi considerado rapido e maxi-
mo. Nesses estudos o0s autores conclulram que a restauragao das
bactérias coliformes injuriadas deveria ser realizada antes que

tais celulas fossem expostas ao meio seletivo de enumeragao.

Um periodo de pre-incubag¢ao para reparo celular entre
uma a duas horas em banho-maria a 25°C & sugerida pela maioria dos
autores (5, 26, 50, 56). Para MACKEY et alii (37) a restauracgao
da injuria em meios liquidos nao seletivos ocorreu entre duas e
seis horas e foi quase sempre acompanhada por um aumento na con-
tagem viavel total, 0s caldos seletivos mais usados tem sido o
caldo lactosado (LC), caldo Verde Brilhante Biles (BVB) e Lauril
Sulfato Triptose (LST), contendo tubos de fermentagao num total
de 3 a 5 tubos em cada das 5 a 10 diluigoes decimais sucessivas,
seguindo-se um periodo de incubagao a 35°C por 24-48 horas (6, 37,

56, 60, 74).

Uma proposta pratica Para determinar o grau de reparo,

-

e sugerida por MACKEY et alii (37) quando as contagens em meio se
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letivo sao designadas "contagem real™ e o crescimento simultaneo
aumentado pelo metodo de detecgao e reparo reconhecido como de-
tecgao de celulas injuriadas. Assim a contagem real & tomada co
mo a contagem inicial em meio niao seletivo e o reparo e represen
tado pela diferenga decrescente entre este e a contagem em meio

seletivo,

O processo de detecgao e reparo proposto por SPECK &
READ (66) tem=~se mostrado eficiente, permitindo que organismos in
juriados se recuperem em um pequeno volume de meio nao seletivo.
Assim, um periodo de enriquecimento apresenta-se comoc um meio nao
toxico de ajustamento gradual e recuperagao celular, envolvendo
tempo e temperatura de reparo, antes que essas bacterias sejam ex

postas ao meio seletivo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1, Material

Um total de quinze amostras de queijo tipo Minas Fres-
cal foram obtidas em feiras livres no Municipio de Lavras - MG e
analisadas no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do Depar
tamento de Ciencia dos Alimentos da Escola Superior de Agricultu
ra de Lavras, no periodo de maio a dezembro de 1982, para enume-
ragao de coliformes e coliformes fecais, utilizando tecnicas pre

viamente selecionadas por RIBEIRO (63).

Foram utilizadas tecnicas de NMP (Numero Mais Provavel)
em caldos e CDP (Contagem Direta em Placas), em agar, acrescidas
de pre-enriquecimento para recuperacio de celulas lesadas, con-

forme discriminadas nos Quadros 1 e 2.
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para isolamento de coliformes to-

uso de pré-enriquecimento

- a - a - 1 a
Pre-enrique Incubagao Metodo de Incubagao Metodo de ncubagao
cimento °c (h) TFepicagem o (h) repicagem °c (h)
45,540,2 24-48
TSB 25 1 LST-BVB 351 24-48 EC
45,520,2 24-48
TSA 35 2 VRBA 35 24 CTABL 43,0£0,5 24-48

TSB = Trypticase Soy Broth; TSA = Trypticase Soy Agar; LST = Lauryl Sulfato
Tryptone; BVB = Caldo Verde Brilhante Bile; VRBA = Violet Red Bile Agar; EC=
Caldo EC; CTABL = Caldo Tamponado de Acido Borico Lactose.

QUADRO 2,

Tecnicas utilizadas para isolamento de coliformes to-

tais e fecais pelos metodos padroes

Incubagao
Meio de cultivo

. Incubacao
Melo de s

°c (h) repicagem °c (h)
44,5+ 0,2 24 - 48
LST~BVB 35+ 1 24 - 48 EC
45,5+ 0,2 24~ 48
VRBA 35 24 CTABL 43,0+ 0,5 24 - 48

LST = Lauryl Sulfato Tr
let Red Bile Agar; E
tose,

yptose; BVB = Caldo Verde Brilhante Bile; VRBA = Vio-
C = Caldo EC; CTABL = Caldo Tamponado de Acido Borico Lac
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3.2, Preparo da amostra

Dois tratamentos foram dados as amostras:

Foram pesadas 50 g da amostra e adicionadas a 450 ml de
agua peptonada a 0,17, homogeneizadas em liquidificador esteril,
sendo feitas posteriormente diluigoes decimais. Este processo foi
utilizado pars determinagao do NMP sem pré-enriquecimento, como
tambem para inoculag3o por incorporacio dos meios solidos, onde
era feito o enriquecimento por TSA (Trypticase Soy Agar) segundo
SPECK & READ (66) no proprio plaqueamento. As amostras repica -
das em caldos (NMP) foram pre-enriquecidas com 450 ml de TSB (Tryp
ticase Soy Broth) acrescidos de 50 g da amostra, homogeneizados,
incubados 2 25°C por uma hora, SPECK & READ (66) e diluidas para

analises posteriores, Figura 1.

3.3. Metodo de repicagem e interpretacgao dos dados

A enumeragao pelo uso de meios liquidos foi realizada
a2 partir da mistura da amostra em Trypticase Soy Broth (TSB), que
foram repicadas em Caldo Lauryl Sulfato Triptone (LST) e Caldo
Lactosado Bile Verde Brilhante (CLBVB) observando-se tratamento se

quencial do método padrao (2, 3, 15).

O pre-enriquecimento atraves de meio solido foi reali-
zado a partir da mistura com solugao tampcnada de peptona a 0,17,

tomando-se 1 ml das diluigoes seriadas e inoculadas em Agar Tryp



Pre-enriquecimento em meio liquide

50 g da amostra
-+

450 m1 de TSB

(25°C/1n)
T 1

o
Diluigdes (10~ ' a 107%)

Agua peptonada 0,17

1

Tecnica padrao

50 g da amostra
+

450 ml de citrato de sodio ZZ'
1

Diluigoes (10° ! a 10 %)

: Agua peptonada 0,1% :

l /
- LST r‘l A 4
(35°C/24-48h) Pre-enriquecimento LST VRBA
' L3 el -
T em melo solido (35 C/24-48h) (35°C/24h)
BVB TSA (35°C/2h)
1 [ ] A
(35°C/24-48h) | J
7 5 ! VRBA BVB
EC EC (35°C/24h) (35°C/24-48h)
(45,5%0,2°C/ (44,5:0,2°C/ ! S .
' EC EC
24 - 48h) 24 - 48h) CTABL (45,510,2°C/ (44,5%0,2°C/ °CTABL
(43°C/24-48h) 24-48h) 24-48h) (43 C/24—48h)’
t

Todos os tubos positivos repicados em EMB (35°C/24h)

|

Isolamento colonias puras regicadas em

agar padrao inclinado (37

C/24h);

coloragao de Gram e provas bioquimicas

LST = Lauryl Sulfato Triptose; EC = Caldo Escherichia cofi; TSB = Trypticase Soy Broth; TSA = Trypticase Soy
Agar; VRBA = Violet Red Bile Agar; CTABL = Caldo Tamponado de Acido Borico Lactose; EMB = Eosina Metil Bile

Agar.

FIGURA 1. Preparo e tratamento das amostras

oy
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ticase Soy (TSA) por incorporagao e incubagao a 35°C por duas ho
ras para permitir a recuperacao de celulas injuriadas. Apos in-
cubagao, foram adicionados 5 ml de Violet Red Bile Agar (VRBA).
Seguiu-se procedimento idéntico @ técnica padrao de enumeragao e

identificagac em meios solidos,

0 namero mais provavel (NMP) foi estimado pela série
de tres tubos, considerando-se aqueles que apresentavam cresci -
mento e produgao de gas em tubos de Caldo Lauryl Sulfato Tryptone
e confirmados em CLBVB, para enumeragao de coliformes totais, e
producac de gias em 24~48 horas quando confirmados em meio EC pa-
ra coliformes fecais, THATCHER & CLARK (71), NICKERSON & SINSKEY
(47). A contagem direta foi feita em placas, sendo selecionadas
aqualas que apresentaram de 30 a 300 coldnias tipicas ligeiramen
te elevadas, com 2-3 mm de diametro, topo plano ou concavo, cen-
tros escuros ¢ um brilho metalico esverdeado, SHARF (65), ou co-
lonjas escuras ou de centro éscuro com periferia transparente, mu

cleadas, com ou sem brilho metdlico, THATCHER & CLARK (71).

Colonias selecionadas em VRBA e transferidas para CTABL,
eram conrirmadas como E. ccfd, quando produziam turvagio e gas

em temperatura de 43°C, conforme descrito por SHARF (65).

3.4, 1lsolamento e provas bioquimicas

Todos os tubos considerados positivos e utilizados pa-

ra calculo do MMP, foram repicados em Agar Eosina Azul de Metile
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no, pelo processo de estrias. Apos incubagao a 35°C por 24 ho -
ras eram selecionadas de 3 a 5 colonias que apresentassem carac-
teristicas tipicas do grupo coliforme no meio isolado (11). Tam
bem, a partir dos tubos de Caldo Tamponado de Acido Bérico Lacto
se (CTABL) com turvagao e formagao de gas foi feito plaqueamento

para posterior isolamento de colonias (12, 65, 72).

Ap2s incubagio das placas as colonias selecionadas e -
ram transferidas para tubos contendo Agar Padrao inclinado, incu
bados 2 35°C por 24 horas para verificagao do grau de pureza e

posterior identificagiao.

A identificagao foi realizada pelo método classico ini
ciando-~se pela coloragao de gram e testes de citocromooxidase e

posteriores provas bioquimicas.

Foram feitas as seguintes provas bioquimicas: lisina,
ornitina, ureia, triptofano desaminase, dulcitol, malonato, feni
lalanina, indol, vermelho de metila, Vogues-Proskauer, citrato e
outrae provas complementares quando necessarias (7, 1C, 36, 43,
51, 69), Triple Sugar Iron Agar (TSI) foi usado como meio de tri
agem para Enterobacterias. ldentificagao de biotipos de E. col(
fecais foi realizada com base nos testes INViC tipicos (++--,

—+=-),
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3.5, Tratamento estatistico

Para verificar a significancia dos dados em relagao ao
uso do pre~enriquecimento dos coliformes totais e fecais, foi u-
tilizada uma analise estatistica atraves dos Testes de Friedman

e Comparagoes Multiplas conforme CAMPOS (8).

Os dados referentes a seletividade dos meios foram dis

cutidos atraves de calculos percentuais.

te

t

I



44

4. RESULTADOS E DISCUSSAD

4,1, Coliformes totais e fecais

Na fase de investigagao descrita neste trabalho, conta
gens comparativas de bactérias coliformes foram realizadas utili
zando meios solidos e liquidos nao seletivos para detecgao de re
paro celuliar acompanhados de repicagem em meios seletivos descri
tos nas tecnicas usuais de detecgao e enumeragao de organismos

coliformes.,

O estudo sobre a recuperacao de organismos coliformes
e coliformes fecais isolados de amostras de queijo tipo Minas
Frescal, mostrou algum grau de reparo de celulas injuriadas quan
do comparadas as tecnicas usuais com técnicas de pre-enriqueci -
mento (Tabela 1 e 2), Observa-se a partir dos testes presunti -
vos para determinagao de coliformes totais, os quais atuam geral
mente como enriquecimento seletivo, que o uso de meios 1liquidos
quando comparados aos meios solidos, forneceram menor enumeracgao,
fazendo supor que a utilizagao dos mesmos subestimam a detecgao

desses organismos
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TABELA 1. Valores médios de enumeragao de coliformes .totais a
pos 48 horas de incubagao em um meio liquido (NMP) e

24 horas em um meio solido (CDP)*

Meios utilizados

Coliformes NMP
Presuntivo totais modificado
confirmativo

Enriquecimento

colonias/g

TSB LST/BVB 2,30 . 107 2,35 . 10’
- LST/BVR 1,46 - 107 1,50 . 107
TSA VRBA 2,60 . 107 -
- VRBA 1,90 . 107 -

NMP = Numero Mais Provavel; TSB = Trypticase Sou Broth; TSA = Trypticase Soy
Agar; BVB = Bile Verde Brilhante; CDP = Contagem Direta de Placas; LST = Lau-
ryl Sulfato Triptose; VRBA = Violet Red Bile Agar,

* Foram usadas 15 unidades de queijos frescais considerados cada um como uma
repetigao,

Evidencias existentes sugerem que geralmente o plaquea
mento fornece maior reprodutividade na recuperagao de coliformes
do que o metodo do NMP (17, 25, 50, 74). Entretanto, BISSONETTE
et alii (6) esclarecem que, devido ao grande grau de variabilida
de observado no uso dos meios liquidos, certa precaugao @ aconse
lhavel quanto a comparagao entre os resultados obtidos atravées do
NMP e da contagem direta (CDP), devido ao estabelecimento de ten

deéncias nos Indices de NMP por tratar-se de um método indireto de
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avaliagao. Concomitantemente, OLSON (49) em seus estudos mostrou
que 0s testes presuntivos falso-negativos pelo metodo NMP subes-
timam a densidade populacional presente nas amostras analisadas,
sugerindo a modificagao do método com a inclusao de tuhos falso-

negativos em meios confirmativos para coliformes fecais.

TABELA 2. Valores médios de contaminagao fecal obtidos atraves
de diferentes téecnicas de enumeragao do grupo colifor

mes fecals¥

Meios utilizados Coliformes

Tecnicas Configgativo fecais
Enrigq. Presuntivo (colonias/g)
1 TSB LST-BVB EC 45,5 2,0 . 10’
2 LST-BVB EC 45,5 1,2 . 10’7
3 TSB LST-BVB EC 44,5 2,1 . 10’
4 LST-BVB EC 44,5 1,3 . 10’
5 TSA VRBA CTABL 43,0 2,5 . 10’
6 VRBA CTABL 43,0 1,7 . 107

TSB = Trypticase Soy Broth; TSA = Trypticase Soy Agar; EC = Caldo EC; LST =
Lauryl Sulfato Triptose; BVB = Bile Verde Brilhante; CTABL = Caldo Tamponado
de Acido Borico e Lactose.

* Foram utilizadas 15 unidades de queijo frescal consideradas cada uma co-
mo uma repetigao,

Tentativas para obter uma melhor enumeragdo de organis
mos coliformes, foram realizadas neste trabalho observando a mo-

dificagao proposta por OLSON (49) para o metodo de NMP., Como po
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de ser observado na Tabela 1, a transferencia de tubos presunti-
vos que apresentaram crescimento sem produgao de gas, apos 48 ho
ras de incubagao a 35°C, para meios confirmativos de coliformes
fecais, nao apresentou diferenga significativa, como comprovado

pelo autor em amostras marinhas. Estes dados, contudo, encon -~

tram-se em conformidade com aqueles apresentados por DEXTER (14),

0 método TSA/VRBA recuperou cerca de 30,8% mais celulas
que o metodo de incorporagao padrao (Tabela 1), Segundo HACKNEY,
RAY & SPECK (25), a baixa contagem em VRBA (a 35 ou 45°C) quando
comparada as contagens em TSA/VRBA, indicam a presenga de celulas
injuriadas na amostra. A concordancia entre esses e outros auto
res e os resultados obtidos, sustenta a validade dos dados regis
trados. Por outro lado, as contagens obtidas pelo metodo de de-
tecgao e reparo com TSB e TSA foram similares indicando que celu
las injuriadas foram recuperadas por estes metodos, embora algu-

mas vezes as contagens em TSA tenham sido mais elevadas.

0 uso do metodo de detecgao e reparo pelo TSA, com re-
vestimento de 5 ml de VRBA apos incubagao a 35°C por duas horas,
fornece um ligeiro aumento nas contagens totais, com subsequente
confirmagao de elevagao da densidade populacional de coliformes
fecais e isolamento de E. cofi em caldo CTABL (Tabelas i, 2 e 3).
Os testes de Friedman e comparagoes multiplas, confcrme CAMPOS
(8), foram usados para localizar as diferengas entre os tratamen
tos utilizados. Contudo, a partir destes nao foram verificadas

diferengas significativas na utilizagao das técnicas de pre-enri



i
quecimento para coliformes totais e fecais a niveis ‘inferiores a
20% de probabilidade, apresentando um nivel significativo apenas
a 257. Vale ressaltar que devido a grande variabilidade na den-
sidade populacional das amostras (10% a 10%) as medias obtidas pro
duziram frequentes oscilagoes que dificultaram as comparagoes es
timadas atraves dos testes estatisticos embora sejam detectados
percentuais de 33,37, 38,07 e 407 de recuperagao celular pelo u-

so das tecnicas CTABL/ 43°C, EC/44,5°C e EC/45°C respectivamente

para coliformes fecais.
4,2, 1Isolamento e enumeragao de Escherichia coli

A estimativa do NMP para E, cof{ (Tabela 3) mostrou a-
cima de tudo uma tendencia a valores mais baixos com o aumento da
temperatura de 43°C para 44,5°C e 45,5°C, concordando com os re-
sultados obtidos por WEISS et alii (75) com amostras de agua de
esgoto, leite cru e carne. Estes autores comentam que esta ten-
dencia de valores de NMP inferiores com o aumento da temperatura
de incubagao foi maior quando somente a producao de gas foi con-
siderada, fato tambem comprovado neste trabalho. MAXCY (38) tam
bém admite nas suas investigagdes uma redugao na populagio total
pelo aumento do tratamento termico. Tambem, WEISS et alii (75),
observaram que o efeito do tempo de duragao da incubacgao (24 e 48
horas) na proporgao de E, cofi por coliformes fecais foi mais pro
nunciado a 45,5°C, o que nao foi registrado em nossos estudos. DEX

TER (14) & de opinido que provavelmente o mascaramento de cresci

\
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mento de coliformes fecais e produgao de gas na leitura de 24 ho
ras resultou da presenga de organismos competitivos. Alguns tra
balhos ao longo dessa linha evidenciam o carater competitivo de
organismos coliformes com relagao ao binomio tempo x temperatura.
PISHBEIN et alii (21) e FISHBEIN & SURKIEWICK (22) mostraram que
embora o indice de coliformes fecais cresga ligeiramente a 44,5
e 45,4°C a seletividade decresce com o tempo de incubagao, origi

nando a presenga de reagoes falso-positivas para E. col«.

TABELA 3. Valores medios de coliformes fecais e E. coli obtidos
atraves de diferentes tecnicas de enumeragao de coli-

formes fecais

Total de coli Total de Percentual de

Tecnica* Tempiﬁftura formes fecais E. coli** produtividade
(NMP) (NMP) de E. cofik**

1 45,5 2,0 . 107 3,7 . 10° 18,5

2 45,5 1,2 . 107 4,3 . 10° 35,8

3 44,5 2,1 . 107 3,6 . 10° 17,8

4 44,5 1,3 . 107 3,8 ., 10° 27,7

5 43,0 2,5 . 107 1,0 . 107 40,0

6 43,0 1,7 . 10’ 5,8 . 10° 34,1

% Teeniecas de nimeros 1, 3 e 5 com pre-enriquecimento.
Téenicas de numeros 2, 4 e 6 sem pre-enriquecimento.

%% Poram considerados para calculos de NMP de E. cof{ somente tubos com pre
senca desta bacteria, quando repicados em EMB agar e identificados atra-
vés de provas bioquimicas,

##% Calculado sobre o nimero total de tubos positivos para coliformes fecais
apos 48 horas de incubagao.
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A Tabela 3 mostra o percentual de positividade de iso-
lamento para E. co{{ nas diferentes técnicas e temperaturas de in
cubagao (43°C, 44,5°C e 45,5°C). Todas as tres temperaturas de
incubagao produziram NMP de coliformes fecais e E. coli mais bai
X0 a 44,5°C e 45,5°C do que aquele obtido a 43°C, onde uma esti-
mativa de 3,6 . 10°% col/g, 3,7 . 10® col/g e 1,0 . 107 col/g res
pectivamente de E. cof{ pode ser observada pelo uso da tecnica de
detecgao e reparo (técnicas 1, 3, 5). O mesmo nao foi verifica-
do pelo uso de técnicas padroes onde os percentuais de enumera -

¢ao se equivalem a 45,5°C e 43°C (+35%) em detrimento de 27,77 a

44,5°,

A correlagao entre o grau de recuperagao numa mesma tem
peratura de incubagao reforgam a tendencia de maior detecgao de
coliformes fecais 3@ 43°C além de maior isolamento de E. cofi (Ta
bela 3). Verifica-se entretanto que com relagao 3as diferengas
percentuais de enumeragaoc e seletividade de E. cofi, tanto entre
meios liquidos quanto comparativamente pelo uso de meios solidos
ds temperaturas de 45,5°C, 44,4°C e 43°C, os resultados conduzem
preferencialmente a temperatura média (44,5°C) como mais seleti-
va, embora os percentuais de recuperagao entre as medias sejam ne

gativos,

De acordo com RAJ & LISTON (55), o meio EC nao & por
si 80 suficientemente inibitadrio para outros coliformes, esclare
cendo que a temperatura elevada de incubagao & o unico fator res

ponsavel para a suposta especificidade do meio, embora haja inu-
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meras evidéncias na literatura de que outros coliformes que n3io
E. coli fecal cresceram e produziram gas em meio EC a 44,5°C (16,

29, 53, 75).

Aparentemente, a redugao na enumeragao de Escherichia
coli pela tecnica de detecg3o e reparo a 44,5 e 45,5°C pode es -
tar correlacionada 3 recuperagao de organismos coliformes nao fe
cais que inibiram o crescimento e subsequente isolamento de E. co
Li. Alguns trabalhos ao longo desta linha, como os de RAJ & LIS
TON (55), confirmam esta suposigao ao enfatizarem que a baixa re
cuperagao de E, coli Tipo I (IMViC ++ --) pode ser devida ao ra-
pido crescimento por outros coliformes em tubo EC, antecipadamen
te ao da E. coli tipica. Em contrapartida, EVANS et alii (16),
afirmam que a redugdo de E, coli recuperados e isolados primaria
mente de tubos EC gas~-positivo e considerada resultante da compe
tigao pelas bactérias nio coliformes pelos nutrientes. Outras cau
sas sao ainda discutidas, como a produgao de produtos inibidores
por bactérias nao coliformes ¢ a falha dos meios seletivos em re
cuperar coliformes de tubos presuntivos gas-positivo (14, 28, 49,

55, 59).

A presenga de uma flora heterogénea em alimentos con -~
tendo uma amplas variedade de coliformes e, portanto, apontada co
mo capaz de por si 86 tender a desacreditar na especificidade do
teste EC, assim como subestimar os metodos de reparo pelo uso de
meios 1iquidos (20, 22, 29, 53, 55). Em adigao, muitos bacterio

logistas consideram que a presenca de materiais alimenticios, se
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melhantes aos aqui testados, em meios seletivos podem tender a al
terar suficientemente a composicao desses e reduzir sua seletivi

dade em temperatura elevada (48, 35, 75).

Verificando as reagoes INViC (++ -- e -+ --) dos bioti
pos E. coli{ denominados fecais 96,57 e 93,4% mostraram reagoes po
sitivas 3@ 45,4°C e 44,5°C respectivamente (Tabela 4), Estes va-
lores estao bem de acordo com aqueles encontrados em.investiga -
goes similares, realizadas por WEISS et alii (75) e conduzem 3 a
ceitagao da temperatura de 45,5°C para enumeragao de £. coli. En
tretanto, os autores acima referenciados, reproduzem;a informa -
gao segundo eles extraida do "CANADIAN HEALTH PROTECTION BRANCH",
de que uma temperatura de 45,0°C seria mais adequada para enume-
ragao de coliformes fecais, uma vez que esta concilia entre 44,5°C

(maior sensibilidade) e 45,5°C (maior seletividade).

4.3. Interferencia de organismos coliformes nao fecais na se

letividade da €. col«

Para permitir uma avaliagao 1imparcial dos resultados
obtidos, comparagoes entre os percentuais de detecgao de Eschenichia
cold e o grau de isolamento de coliformes nao fecais foram obser
vados pelo uso de diferentes tecnicas de detecgao e reparo (mei-

os liquidos e solidos) a diferentes temperaturas,

- . o -~ - - -
Varias experiencias tem correlacionado o grau de sele-

tividade de Es4chendichia ccli com a temperatura de incubacao e tem
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po de estocagem (22, 28, 33, 53, 62, 75). Na Tabela 5 observa-se
que uma elevagao da temperatura de incubagao proporcionou uma mai
or detecgao de E. col{ em meio liquido. Dentre as diversas cepas
de organismos coliformes isolados destacam-se a Escherdlchia cold
(60,79%), Enternobacter cloacae (13,82%), Enterobacten aerogenes

(12,447) e Klebsdiella pneumondiae (9,322).

A temperatura de 45,5°C, embora apresente grande nume-
ro de E. co{i isolados nao foi suficiente para suprimir outros
tipos de coliformes presentes nas amostras, como sugerido por FISH
BEIN (20) e WEISS et alii (75), embora o indice de redugao desses
organismos nao fecais sejam, muitas vezes, superiores a 70%. Res
pectivamente, E. cod{ teve significativamente mais celulas inju-
riadas recuperaveis que Klebsiella pneumoniae alem da sensivel re
dugao de Enterncbacter aerogenes e Enternobacter cloacae, assim co
mo ausencia de bactérias nEo—Enterobacteriaceas, quando do uso de
técnicas de reparo. REBER & MARSHALL (62) tecem algumas conside
ragoes sobre a extensao de injuria celular e grau de reparo, aler
tando que uma vez havendo diferencas nos graus de injuria entre
celulas individuais & obvio existirem diferengas nas taxas de re
paro entre as cepas de cada especie. Em seus experimentos cons-
tataram tambem que as cepas de E. coli testadas tiveram uma alta
percentagem de celulas moderadamente estressadas durante a esto-
cagem quando comparadas as cepas de Enterobacter aerogencs ou Kteb
sLiella pneumoniae. Estes resultados conduzem-nos ao consenso de

que celulas injuriadas sub-letalmente de E. coli presentes nas



TABELA 5.

Total de microorganismos isolados por técnicas com ou sem produgao de gas

Meios Temperaturas (°C) EC-45,5 EC~-44,5 CTABL=-43

Total
Mi Tecnicas* . 2 = 8 2 6

lcroorg.
isolados NQ (%) N© (%) NQ (%) NQ (7) NQ (%) NQ (7) NO (X
E. cloacae 5 3,40 10 6,80 21 11,17 37 21,51 22 18,33 28 24,14 123 13,82
4

E. achogenes 12 8,22 2]l « 14,28 29 15,42 29 16,66 3 2,50 17 14,65 111 12,47
E. Agglomercans - = - - - - - 2 1,66 - - 2 0,22
E. hafneac - - 2 1,36 - - 2 1,16 4 3,33 - - 8 0,89
C. frneudii 1 0,68 - - - - 2 1516 2 1,66 1 0,86 6 0,67
K. pneumoniae 12 B 22 7 4,76 13 6,19 14 8,14 20 16,66 21 18,10 83 932
K. ozaenae - - 1 0,68 - - - - - 3 2,60 4 0,45
Sernatia sp 1 0,68 - - - 3 1,60 4 2,32 1 0,83 - - 9 1,01
E. cold 115 78,80 105 71,42 122 64,90 83 48,25 66 55,0 46 39,65 541 60,79
‘Nao Entenobacteniaceae - - 1 0,68 - - 1 0,60 - - - - 2 0,22
Total 146 100 147 100 188 100 172 100 100 116 100 890 1040

120

* Tecnicas nimeros 1, 3, 5 com pré-enriquecimento.

Tecnicas nimeros 2, 4, 6 sem pra-enriquecimento.

Nota:

% calculada sobre o nimero de isolamentos para o genero e/ou especie.
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amostras, encontravam-se inibidas para produzirem respostas sig-
nificativas nos meios usuais, pela presenga competitiva de outros
organismos coliformes e/ou microorganismos nao Enterobacteriaceas,
tornando-se entretanto, potencialmente capazes apos periodo de re

paro em meios nutritivos.

A implicagao dos dados nas Tabelas 5, 6, 8, sugerem
que uma maior interferencia de outras bacterias do grupo colifor
me e observada quando utilizada a tecnica padrao CTABL/43°C, prin

cipalmente ao que se refere a Enterobacter cloacae.

4.4. Associagao de reagoes falso-negativas e falso-positi-

vas ao isolamento e recuperagao de E. cold

Do estudo realizado, mais de 75% das cepas de E. cold
produziram gas a 45,5°C em detrimento de cepas de Entenobacten
aerogenes que apresentaram-se reduzidas (Tabelas 6, 7, 8), fato
tambem comprovado por WEISS et alii (75) e FISHBEIN et alii (21)
em seus estudos com aerogenes responsaveis pela baixa deteccao de

E. coli em temperaturas elevadas seriadas de 44,5 a 46,5°C,

WEISS et alii (75) ao estimarem a densidade populacio-
nal da E, cofd{, detectaram uma alta taxa de reagoes falso-negati
vas a 45,5°C, refletida na baixa percentagem dos tubos EC gds po
sitivos para todos aqueles que mostraram crescimento. A partir des
ses resultados os referidos autores concluem que podemos estar

partindo da primicia errada ao julgarmos que a formagao de gas



TABELA 6.

- - - + - - -
Nimero de tubos gas-positovos (G ) relacionados com mocroorganismes isolados

Microorganismos isilados

(n? de isolamentos)

(5]
; - . N9 total N de 2 5 g i s | gl | 3 3 o | .3 2o
xmwnmnma_u. TEERL o tubos colonias g = o o) A et ot R P R I s = < b
("c) ca* AW ; Lo Lo o9 o a ) lei9 o -1 ©n b -0 = Se |(Wdu
CG ) isoladas p iy = g 21! J o ) e o o = w E o 2w [
woo wog ¥ S, WH D.w w_.r+\ .N+ S = 3 m M _M.M.M
3 S g |We= jue~ |WEl lwed | W = o 5 |3 9 9
L~ L o R
EC/45,5 1 72 143 5 11 - 110 1 - 1 1 1 12 - 1 -
EC/45,5 2 71 140 10 17 - a7 3 2 - 2 > 7 1 = 1
EC/44,5 3 77 165 11 . 18 - 114 - 3 4 1 - 13 - 1 -
EC/44,5 4 74 151 32 17 - 72 1 5 2 2 2 14 = 4 -
CTABL/43,0 5 103 103 17 - - 65 - - - 1 2 17 - 1 -
CTABL/43,0 6 92 92 23 4 - 44 - = - 1 - 20, - - -
Total 399 794 ° 98 67 8 5 83 1 7 1

e 502 .. .5 10 7

* Tecnicas numeros 1, 3, 5 com pre-enriquecimento.

Tecnicas numeros 2, 4, 6 sem pre-enriquecimento.

A% (GY) = gas—positivo; EC = Caldo Eschendichia coli; CTABL = Caldo

Tamponado de Acido Borico Lactose.



TABELA 7. Ninero de tubos gas-negativo (G7) relacionados com organismos colifecrmes isolados.

* * Nicroorganismos isolados (n? de isolamentos)
zemi WO total Total de o] w1 " * 3 gty
Heio(l"tce)np. T:::& de tudbos coldnias § § -1 § 5y '§H:~ .3 3 § § g 5 3
" (G isoladas - . . . o ol .~ .o . .
( ) sola wg mg. ‘”E w 03\: U:r Us ¥§ ;‘3 :e- %EE
3 S 3 @ |luer s < o N o gyo
o 3. (TR H\' ~~ E. (7 .E h
EC/45,S ‘1 3 3 - 1 - - 2 - - - - - -
EC/4S5,5 2 s 8 - 3 2 - - X - - - - -
EC/44,S 3 10 23 10 1 - - - - - - - 2 -
EC/44,5 & 11 21 5 12 2 - - L 3 - - - - 1
CTABL/43,0 S Ty 17 s T 3 3 2 - - - 3 - - -
\ .
I \ .
CTABL/43,0 6 24 . 28 5 13 - - - 1 b & 1 3 - -
' Total 70 96 26 44 8 .2 2 3 1 S .‘_J 2 1

* Tecnicas nimeros 1, 3, 5 com pre-enriquecimento. ,

Técnicas nimeros 2, &, 6 sem pré-enriquecimento.
U

{ -y - o
" (GT) = gas~negativo; EC = Caldo Eacherichia coli; CTABL = Caldo Tamponado de Keido BSrico Lactoge; (~) = ReagOes positivas débeia, oca-
sionalmente sdo encontradas para VP. ' ’



TABELA 8.

Bacterias associadas com teste NMP falso-positivo

Técnicas* e temperaturas de incubagao (°C)

Total de

Microorganismos isolados EC/45,5 EC/44,5 CTABL/43,0 colonias
isoladas
1 2 3 4 5
NQ de colonias
E. cloacae 5 10 11 32 1.7 23 98
E. aernogenes 11 17 18 17 = b 67
Citrnobacten freunddid 1 - - 2 2 - 5
K. pneumondiae 12 7 13 14 17 20 83
K. oczaenae = 1 = - - - 1
E. cofi Inter I (-+(=)+) - 2 3 5 - - 10
E. cold Inter II (++(-)+) 1 - 4 2 - - 7
E. coli Hp5" 1 2 1 2 1 1 8
Sennatia sp 1 - 1 4 1 - 7
Nao enterobacteriaceae = by - - - = 1
Numero total de tubos falso-
positivos 32 40 51 78 38 48 287
Z falso-positivos 11,14 13,94 18,34 27,17 13;24 16,67 100

* Tecnicas numeros 1, 3, 5 com pre-enriquecimento.

Tecnicas numeros 2, 4, 6 sem pre—enriquecimento.

NMP = Numero mais provavel; EC = Caldo Escherichia col<.

66
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nos caldos EC primarios (denominados estagio coliforme fecal), e
os tubos de Caldo EC secundarios (estagio de E, c0di), nao sao
simplesmente um criterio valido para determinar a presenga em po
tencial da E. cof{ ou para identificar os isolados presuntivos.

Ressaltam ainda ser valido um questionamento a cerca da adequa -
¢ao basica de determinagao da E. ccf{ pelo método do NMP dado o
fato de que as linhagens nao fermentativas e as fermentativas tar
dias de lactose sao perdidas no eétigio coliforme presuntivo. Pros
seguem ainda salientando que um isolado de E. coli que nao exiba
aerogenicidade em temperaturas elevadas podem nio ser um verda -
deiro nao-fermentador de lactﬁse, visto que o mecanismo de produ
¢ao de gas pode estar sendo afetado em temperatura acima de 45,0°C

mas nao a 35°C.

Andlises realizadas por FISHBEIN & SURKIEWICZ (22) in-
dicam o teste EC/45,5°C para produgao de gas por E. c0li, embora
os indices de recuperagao de celulas tenham sido ligeiramente mais
elevados em temperaturas inferiores, Observagoes similares fo -
ram aqui tambem efetuadas quando pelo uso da tecnica EC/44,5°C,
onde obtivemos um ligeiro aumento no grau de recuperagao de E.

coli contra uma maior seletividade pela técnica EC/45,5°C.

A partir dos tubos gas-negativos deste experimento, nao
foi isolada E., cofd tipica, biotipo I e II, suprimindo assim a
viabilidade de testes falso-negativos, A anilise dos resultados
apresentados na Tabela 7 sugere uma influéncia da temperatura de

incubagao no niimero de tubos gas-negativos (G ) detectados. As-
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sim, com o aumento da temperatura de incubagao observa-se uma re
dugao significativa no total destes tubos assim como, no numero
de colonias de especies nao fecais isoladas. Esta afirmagao @

tambem valida quando comparagoes sao realizadas entre meios soli
dos e liquidos, entre meios liquidos, ou ainda entre as técnicas
com uso do pre-enriquecimento e técnicas padrdes. Estes resulta
dos vem mais uma vez assegurar o uso da temperatura de 45,5°C pa

ra incubagao, como a mais seletiva dos organismos coliformes in-

dicadores de fecalidade.
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5. CONCLUSOES

A ocorrencia de injuria sub-letal em microorganismos co
liformes sao evidenciadas em condigoes comerciais. Assim, amos-
tras contendo celulas injuriadas, constituiram problema para a es
timativa da densidade populacional, tendo em vista que estas cée-

lulas sao incapazes de proliferarem em meios seletivos usuais.

Um reconhecimento das limitagoes dos meios seletivos,
auxilia a explicagao de algumas controversias surgidas no contro
le de qualidade com o uso regular dos testes para detecgao e enu

meragao de organismos coliformes.

O metodo de recuperagao pelo uso de TSA com subsequen-
te revestimento em Violet Red Bile Agar (VRBA), forneceu as mais
altas contagens de organismos coliformes totais e fecais, embora
os testes EC/44,5°C e EC/45,5°C tenham sido mais especificos pa-
ra E., coli, visto que uma boa separagao desses organismos de ou-
tros membros do grupo foi alcangada a essas temperaturas. Entre
tanto, em ambos o0s casos o grau de injuria refletiu a magnitude

de declinio na contagem de organismos viaveis, sugerindo que a
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detecgao de injiria de organismos coliformes & influenciada por

metodos de isolamento e temperaturas diferentes.

A injiria sub-letal foi estabelecida como um fator im-
portante para determinar a seguran¢a sanitaria dos alimentos ex-
postos a tratamentos fisicos e quimicos que danificam as bacteri
as indicadoras tais como coliformes fecais, e mais especificamen
te E. cold tipo I e II (IMViC ++ -- e -+ --) consideradas como

principais indices de fecalidade.

A presenga de especies desconhecidas de bacterias inju
riadas ou nao em alimentos soma - se as dificuldades de se obter
estimativas exatas de numeros viaveis tanto pelas técnicas comuns
como pelo método de detecgao e reparo., Assim, devido a variagao
no tempo requerido pelos organismos coliformes para reparo, pode
ocorrer a multiplicagao de certas celulas antes que outras mais
debilitadas possam restaurarem-se. Para evitar essa limitagao
tanto da enumeragao de celulas injuriadas quanto nao injuriadas
pelo carater competitivo de colonias nao coliformes, o método pe
lo uso de TSA seguido por revestimento de VRBA, assim como a re-
cuperagao com TSB nos testes do Numero Mais Provavel, podem ser
apontados como eficientes na detecgao de reparo de bacterias do
grupo coliformes. Contudo, sugerimos que em estudos posteriores
a tecnica de recuperagao por meios solidos seja efetuada atraves
do revestimento em superficie afim de averiguar os efeitos inibi
torios da temperatura do agar fundido a 45 * 1°C na detecgao des

ses organismos.
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Os resultados procedentes deste trabalho estao em con-
cordancia com os conceitos gerais presentes na literatura, nos
quais bacteérias coliformes sao recuperadas em meios ndo seleti -
vos. Esta concordancia & sustentadamente confirmada pela impli-
cagao de maior isolamento de E. coli em testes confirmativos de
coliformes fecais com o método de pré-enriquecimento, indicando
assim que uma contaminagao fecal recente encontra-se confirmada

no produto analisado.
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6. RESUMO

Analises microbiologicas de queijos tipo Minas Frescal,
utilizando tecnicas previamente selecionadas em trabalhos anteri
ores, acrescidas de pre-enriquecimento em Caldo Trypticase Soy
(TSB) e Agar Trypticase Soy (TSA) foram realisadas. O objetivo
deste trabalho foi verificar o real significado da utilizagao dos
meios de enriquecimento para recuperagao e enumeragao de colifor
mes totais e fecais, bem como discriminar a especificidade dos tra
tamentos em estudo no isolamento de Escherdichia cofi. Estas ana
lises mostraram que o meio seletivo pode falhar na detecgao des-
ses organismos, afetando desta maneira na avaliagao da qualidade

sanitaria do produto,

Maior reprodutividade foi obtida geralmente pelo pla-
queamento do que pelo méetodo do Numero Mais Provavel (NMP). O u
so do Caldo Lauryl Sulfato Triptose quando usado para verifica -
¢ao de coliformes fecais nao apresentou alteragoes significati -
vas quanto a modificagao do NMP (contagem media 1,46 . 107 e 1,59 .
. 107 respectivamente). Resultados similares também foram obti-

dos pelo uso do pré-enriquecimento (2,3 .10’ tanto para NMP-pa -
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drao quanto para NMP-modificado).

Diferengas foram observadas pela modificagao do metodo
de incorporacgao com pré-enriquecimento em TSA. As médias obti -
das,; 1,90, 107 /g & 2,60 .10?/g respectivamente, sugerem que coli
formes foram recuperados pelo uso da tecnica de reparo. Contudo,
as analises estatisticas atraves de comparagoes das medias nao
foram suficientes para demonstrar diferenga significativa a ni -

veis inferiores a 207 de probabilidade para qualquer das tecni -

cas usadas para detecgao de coliformes totais e fecais.

Isolamentos posteriores em Agar Eosina Azul de Metile-
no (EMB) de coldnias que apresentaram caracteristicas diferentes,
foram testados atraves de provas biogquimicas sendo o numero de
€. coli isolado comprovadamente maior em relagao aos demais orga
nismos do grupo coliforme. O carater competitivo de colonias co
liformes nao fecais foi evidenciado pelos testes IMViC, que suge
re a Enterobacter cloacae como maior oportunista e inibidor do ca
rater seletivo do meio EC, Foi verificado tambem a maior seleti

vidade da temperatura de incubagao a 45,5°C embora a mesma nao te

nha isolado o maior numero de E, cold,

Esses resultados por conseguinte conduzem-nos a concor
dancia quanto ao melhoramento da estimativa da densidade popula-
cional de coliformes totais e fecais atribuido ao uso das tecni-
cas de pre-enriquecimento, as quais aumentam a recuperacao de ce

lulas injuriadas em amostras de queijo frescal.
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7. SUMMARY

Microbiological analysis of cheeses type Minas Frescal,
employing technique previously srlected in earlier research,
inaddition to pre - enrichment techniques Trypticase Soy Broth
(TSB) and Trypticase Soy Agar (TSA). The objective of this study
was to verify the actual meaning of the utilizing enrichment
techniques in order to recover and enumerate total and fecal
coliforms as well discriminate the specificity of some treatments
in the isolation of Eschendichdia coli. It was shown that selective
techniques can fail to detect these microorganisms, thus affecting

the evaluation of the sanitary quality of the product,

Consistent results was generally obtained by plating
rather than by the MPN method. The use of Lauryl Sulfate Tryptose
Broth (LST) to verify fecal coliforms did not show significant
changes regarding the modification of MPN (average count 1,46
107 and 1.50 . 107 respectively). Similar results was obtained
when pre - enrichment technique was used (2.30 . 107 both for

standard MPN and modified MPN).

Slight differences were observed by the modification
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of the pre-enrichment method with incorporation on TSA. It was
obtained, 1.90 . 107 /g and 2.60 ., 107/g respectively, suggesting
that colliforms have been recovered by the repair technic.
Nevertheless, statistical analysis showed no significant difference
at levels inferior to 207 for any of the technics employed in

order to detect total and fecal colliforms.

Colonies isolated on Eosin Methylene Blue Agar (EMB)
of showing distinct characteristics, was tested through biochemical
assays being the number of E., cofi{ isolated greater than the other

organisms of the colliform group.

The competitive ability of the non-fecal coliform
colonies have been determined by IMViC assays, being E. cofdi as
the greatest opportunistic and inhibitory microorganism of the
selective EC medium. It was also observed the greatest selectivity
of the incubation at 45,5°C although this technique has not

isolated the highest population E. col{.

These results lead us to sugest that the estimation of
population density of total and fecal coliforms can be improved
by pre-enrichment tecniques which enhance the recovery of injuried

bacterial cells in frescal cheese samples,
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TABELA 1B. Determinag3ao do grau de significancia pelo teste de Friedman e comparagao
multipla dos diferentes tratamentos usados para coliformes totais em 15 a-

mostras de queijo

Tratamentos

Amos—
tras 15 Ly 1y 2y 5 6
1 11,0 (2,5) 11,0 (2,5) 24,0 (5,5) 24,0 (5,5) 23,0 (4,0) 7,2 (1,0)
2 1,1 (4,0) 0,24 (2,0) 24,0 (6,0) 11,0 (5,0) 0,25 (3,0) 0,05 (1,0)
3 0,023 (1,5) 0,023 (1,5) 2,4 (5,5) g4 (5,5 1,4 (4,0) 0,34 (3,0)
4 0,93 (2,0) 2,4 (4,0) 2,4 (4,0) 2,4 (4,0) 3,4 (6,0) 0,25 (1,0)
5 0,43 (2,0) 0,23 (1,0) 2,4 (6,0) 0,93 (4,0) 0,99 (5,0) 0,53 (3,0)
6 0,93 (3,0) 0,93 (3,0) 0,93 (3,0) 4,6 (6,0) 1,2 (5,0) 0,14 (1,0)
7 159 (139) 24,0 (4,5) 7.5 (1;9) 24,0 (4,5) 29,0 (6,0) 14,0 (3,0)
8 240,0 (6,0) 24,0 (2,0) 240,0 (2,0) 24,0 (2,0) 41,0 (5,0) 25,0 (4,0)
9 46,0 (5,5) 43,0 (4,0) 46,0 (5,5) 4,3 (2,0) 16,0 (3,0) 2,4 (1,0)
10 2.4 (1,5) 240,0 (5,5) 2,4 (1,5) 240,0 (5,5) 190,0 (3,0) 230,0 (4,0)
11 24,0 (5,0) 2,4 (1,5) 46,0 (6,0) 2,4 (1,5) 8,5 (3,5) 8,5 (3,5)
12 240,0 (3,5) 240,0 (3,5) 240,0 (3,5) 240,0 (3,5) 170,0 (1,0) 280,0 (6,0)
13 24,0 (1,5) 46,0 (3,5) 24,0 (1,5) 46,0 (3,5) 620,0 (6,0) 180,0 (5,0)
14 460,0 (2,5) 460,0 (2,5) 460,0 (2,5) 460,0 (2,5) 750,0 (6,0) 610,0 (5,0)
15 2.400,0 (5,5) 1.100,0 (1,5) 2.400,0 (5,5) 1.100,0 (1,5) 2.100,0 (4,0) 1.500,0 (3,0)
Total 47,5 42,5 59,5 56,5 64,5 44,5
() ordens |Ry =R2| = 5,0 |R2 -R3| =17,0 |Rs -Rs| = 5,0
XR = 8,33 (valor calculado) |R; -R3| =12,0 |R2 =Ry | = 14,0 |Rs =Re| = 15,0
xé o3 (V=5) = 9,24 (valor tabelado) R, -Ry| = 9,0 |R2 -Rs| =22,0 |Ry —Rs| = 8,0
525 (V=5) = 6,626 (valor tabelado) IRy -Rs| = 17,0 |R2 -Re| = 2,0 |Ry - Re| =12,0
|R1 -Re| = 3,0 |R3 -R4| = 3,0 |Rs - Rg | = 20,0

dmsqg (5 = 29,20
dl‘l‘lso 10 = 26,52
dmso,zﬂ = 23,42
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TABELA 1C. Analise estatistica atraves do emprego da diferenca minima significativa (dms)
calculada por testes nao parametricos (teste de Friedman e comparagao multi-
pla) dos diferentes tratamentos dados & 15 amostras de queijo para determina

gao de coliformes fecais

Tratamentos

Amos
tras 1 2 3 4 5 6
1 0,090 (4,0) 0,21 (5,0) 0,04 (3,0) 0,23 (6,0) 0,0 (1,5) 0,0 (1,5)
2 0,093 (3,0) 0,246 (6,0) 0,093 (3,0) 0,093 (3,0) 0,12 (5,0) 0,05 (1,0)
3 0,043 (5,5) 0,0 (2,5) 0,043 (5,5) 0,0 (2,5) 0,0 (2,95 0,0 (2,5)
4 0,093 (3,0) 0,246 (1,0) 0,043 (2,0) 0,46 (5,0) 2,8 (6,0) 0,2 (4,0)
5 0,0043 (2,0) 0,0023 (1,0) 0,24 (5,0) 0,11 (6,0) 0,2 (4,0) 0,053 (3,0)
6 0,46  (4,5) 0,24 (2,5) 0,46 (4,5) 0,24 (2,5 1,2 (6,0) 0,12 (1,0)
7 2,30  (1,0) 24,0 (5,0) 4,3  (2,0) 9,3 (4,0) 26,0 (6,0) 6,9 (3,0)
8 2,30 (3,0) 0,43 (1,5) 2,4 (4,0) 0,43 (1,5) 33,0 (6,0) 15,0 (5,0)
9 43,0 (5,0) 43,0 (5,0) 4,3  (2,0) 43,0 (5,0) 16,0 (3,0) 2,4 (1,0)
10 2,4 (1,5) 46,0 (3,0) 2,4 (1,5) 240,0 (6,0) 190,0 (4,0) 230,0 (5,0)
11 24,0 (5,5) 2,4 (1,5) 24,0 (5,5) 2,4 (1,5) 7,6 (3,0) 8,5 (4,0)
12 21,0 (1,0) 43,0 (2,5) 240,0 (6,0) 43,0 (2,5) 52,0 (4,0) 85,0 (5,0)
13 24,0 (1,5) 43,0 (3,5) 24,0  (1,5) 43,0 (3,5) 620,0 (6,0) 140,0  (5,0)
14 460,0 (2,5) 460,0 (2,5) 460,0 (2,5) 460,0 (2,5) 750,0 (6,0) 610,0 (5,0)
15  2.400,0 (5,5) 1.100,0 (1,5) 2.400,0 (5,5) 1.100,0 (1,5) 2.100,0 (1,5) 1.500,0 (3,0)

Total 48,5 53,5 53,5 53,0 42,0

P
&~
)

o

( ) ordens

Xg = 6,45 n.s. ao nivel de 257.
2

XO,ZS; (V=5) = 6,626.

N
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TABELA 2B. Numero de colonias isoladas relacionadas com a tempe

ratura de incubagao

Meio/temp. CTABL EC EC Fotal
43¢ 44,5°C 45 ,5%°C o

colonias

Técnica NO Z N©O A NO % B

Pre-enrique-
cimento 120 (26,4) 188 (41,4) 146 (32,2) 454
Padrao 146 (26,6) 172 (39,5) 147 (33,8) 435
Total

colonias 236 (26,5) 360 (40,5) 293 (33,0) 890

Nota: 7 de colonias isoladas por teécnica e temperatura de incubagao.
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TABELA 3A. Frequencia de cepas que apresentaram crescimento sem
produgao de gas por amostras de queijo, obtida atra-

ves de diferentes tecnicas

- R
i ’ ‘ Total
Amostras 1 0 3 4 5 6
1 1 =5 17 11 1 4 34
2 — " - A - - -
3 - 2 - 3 - = 5
4 2 - = = 3 2 7
5 - 6 - = 8 9 23
6 . - " 4 - - -
7 = - = 1 i 2 4
8 - - 6 5 2 4 17
9 . - - A - - 2
10 - - - - - = -
L1 - ~ - = 1 = 1
12 - - - 1 1 2 4
13 . - = - 1 1
14 - - - - - - -
15 - = - = = - “
Total 3 8 23 21 1.7 24 96

Tecnicas numeros 1, 3, 5 com pré-enriquecimento.

Tecnicas numeros 2, 4, 6 sem pré-enriquecimento,





