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RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo estudar e descrever ensaios microbioldgicos realizados com o kit
comercial Compact Dry. Os estudos e descricdo de novos métodos de andlises microbiologicas
requerem uma descri¢do e caracterizacao da relagdo a um método padrao, este processo de avaliagdao
e caracterizacdo denomina-se validagdo. Os resultados dos estudos técnicos sdo relevantes e
contribuem com as analises do desempenho do kit, bem como sdo satisfatorios e efetivos de acordo
com os parametros analisados e descritos por estudos, instituicdes de pesquisas e 6rgaos de validagao.
Desta forma, os dados levantados e descritos contemplam critérios técnicos das anélises e da descri¢do
com o novo kit comercial - Compact Dry, mostrando ser eficiente nas andlises microbiologicas de
agua.
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1 INTRODUCAO

De acordo com Carneiro (2022), a identificacdo de micro-organismos é, tradicionalmente,
baseada em culturas microbiologicas e em processos bioquimicos. Os avancos tecnologicos apontam
que, historicamente, a microbiologia tem sido responsavel por grandes avancos de estudos fisiologicos
e moleculares, dentre eles destacam-se o desenvolvimento de meios de cultura seletivos e diferenciais,
virologia, genética microbiana e metabolismo microbiano (Borin; Martins; Taketani, 2021).
Adicionalmente, segundo os autores, op. cit., os Kits de identificacdo de cepas vém sendo aprimorados
pela Era dos MMR -Métodos Microbioldgicos Répidos, especialmente, nas industrias alimenticias e
clinicas médicas, as quais vém apresentando consideraveis avangos com novas tecnologias.

Segundo Brito et al. (2021), nas analises microbiolégicas, existem os métodos de referéncia
oficiais (padrdo ouro) para deteccdo dos micro-organismos, bem como de seus metabdlitos, para 0s
diferentes tipos de amostras. Além disso, sdo em sua maioria de longa duracédo, envolvendo inimeras
etapas que, por vezes, demandam recurso humano qualificado einfraestrutura laboratorial.

Com o advento de novas técnicas cientificas surgem cada vez mais procedimentos
metodoldgicos que vém possibilitando a deteccdo de analitos mais rapidos, praticos e de baixocusto,
com igual ou superior sensibilidade nos resultados (Kumar et al., 2020; Jiang et al., 2021;Yang et al.,
2021).

Normalmente, o desenvolvimento e os avangos de novas técnicas de deteccdo decorremno
também desenvolvimento de novos produtos comerciais como Kits ou outros dispositivos, que
ocasionalmente sdo submetidos a estudos de validacdo por érgdos regulamentadores do Pais (Brito et
al., 2020; Lemos et al., 2020; Brito et al., 2021).

Das novidades tecnoldgicas concebidas para a realizacdo, em placas prontas, de ensaiostécnico-
cientificos que visam a deteccdo e quantificacdo microbioldégica em matérias-primas, alimentos e
ambiente, como uma op¢do as praticas convencionais, destacam-se as placas Compact Dry do
laboratdrio Cap-Lab. Nestas, a analise corresponde a um método rapido e simples, constituido por kits
de material descartavel (Branddo, 2015). Ademais, 0 meio de cultura presente nas placas, é constituido
por enzimas inibidoras cromogénicas que promovema identificacdo dos micro-organismos em cores
especificas; apresenta alta sensibilidade e proporciona uma eficiéncia maior quando comparada aos
métodos convencionais (Cesarotti; Paula; Rossi, 2007). Diante do exposto, esta pesquisa objetivou
realizar o estudo e descri¢do deensaios microbiologicos utilizando o kit Compact Dry em amostras de

agua do coérrego do lgarape da Penal de Porto Velho — RO.

2 MATERIAIS E METODOS
Trata-se, inicialmente, de um estudo de carater descritivo baseado nas orientacdes de Bastos e

Keller (1995) no que diz respeito a “pesquisa cientifica que é uma investigagdo metodica [...]” e de
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Lakatos e Marconi (2003) e Gil (2002) para a pesquisa bibliografica. Assim, os levantamentos foram
elaborados em plataformas livres de pesquisas cientificas disponiveis na Rede Global de Computadores
Interligadas — Internet como google académico, Scielo, Ministério da Salude- MS; Revistas cientificas
como Biosensors & Bioelectronics; Plataforma Livres de Universidade e Institutos de Pesquisas, bem
como a do Laboratério de Tecnologia e Inovagdo: Cap-Lab, disponivel em: <https://cap-
lab.com.br/produto/compact-dry/>, entre outros consultados entre os anos de 2023 a 2024.

Na segunda etapa, as amostras foram conduzidas ao laboratério de microbiologia e
biotecnologia — MicroBiotec do Instituto Federal de Rondonia, campus Porto Velho Calama, no ano
de 2024, onde foram realizados ensaios microbioldgicos com amostras oriundas de 4guado Igarapé da
Penal de Porto Velho e de agua deionizada produzida no laboratério do campus,de acordo com as
normas técnicas e com uso do Kit cromogénico Compact Dry, lote:R057876121. O qual apresenta,
além do substrato nutritivo, as seguintes substancias enzimaticas: Magenta-Gal e X-Gluc, especificas
para identificagdo de E. coli e coliformes, de acordo com as orientagdes do fabricante.

Quanto & descricdo dos ensaios microbioldgicos, observado na descricéo e fluxograma,a seguir,
realizados com amostras para analise de agua, os mesmos seguiram, com adaptacdes,as orientacdes e
protocolos técnicos do fabricante. Assim, nos ensaios, utilizou-se 0s seguintes materiais e
equipamentos: garrafa de vidro transparente; caixa de isopor para o transporte da amostra; estufa
bacterioldgica; pipetas/ ponteiras estéreis; bico de Bunsen; Kit Compact Dry EC.

Os procedimentos técnicos realizados, ja especificados e orientados pelo laboratério fabricante,
foram desenvolvidos no laboratério MicroBiotec, com adaptacGes, seguindo as seguintes etapas:

a- O kit foi aberto o pacote laminado contendo as placas para separa-las (Figura 2 a);

b- Foi realizado a identificacdo das placas (Figura 2 ¢);

c- Realizou-se a diluicdo da amostra conforme procedimentos técnicos do laboratériopara

diluicdo seriada;

d- Retirou-se a tampa e foi inoculado 1mL da amostra na placa contendo o meio

desidratado (Figura 2 b);

e- Adicionou a placa do kit e incubou em estufa bacterioldgica a 35 + 2 °C por 24 + 2h

conforme procedimento técnico especifico;

f- Apo0s o periodo de incubacdo, supracitado, retirou-se a placa e analisou-seobservando

0s aspectos cromogénicos das colbnias.
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Figura 1 — Fluxograma evidenciando as principais etapas realizadas no processo de estudo
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os estudos resultaram na caracterizacdo do kit Compact Dry em ensaios microbiologicos
amostrais. O kit comercial apresenta-se em embalagens caracterizada em sachéde polimeros sintéticos,
lacradas, com tons cinza prateada, constituidas de 4 placas poliméricasrigidas com reservatorios
internos de 50 mm e espaco fosco para anotacdes. Neste reservatdrio,ha o meio nutritivo com dois tipos
de substratos cromogénicos enziméaticos embebidos em lengdis secos, Magenta-GAL e X-Gluc
(Figuras 2b, c e d).

Figura 2 - Kit Compact Dry utilizado nos ensaios microbioldgicos em 2024
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Fonte: Banco de imagens dos autores.

As imagens evidenciam as caracteristicas do Kit Compact Dry. Em (a) saché, em (b) placas
poliméricas, em (¢)placa evidenciando as atividades do substrato cromogénico e, em (d) lengois
desidratado constituinte do meio.

Considerando a relevancia dos kits utilizados na identificagdo microbiologica, Ferreira(2017)
cita que nas industrias, em especial a farmacéutica, utilizam-se majoritariamente: um método manual
que recorre a galerias API (indice analitico de perfil) e um método automatizadoque utiliza o sistema
Vitek. Além disso, recorre-se a estes métodos devido a facil e rapida execucgéo da técnica, e tambem
porque sdo facilmente adaptados a rotina de um laboratério de analises microbiologicas de produtos.

Sendo assim, as observagdes evidenciaram um kit compacto com as seguintes dimensdes: 77

mm de altura e 58 mm de largura. Possui, em sua estrutura, aparatos para os finsoperacionais propostos

™
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pelo laboratdrio fabricante. Dentre elas, ressalta-se, além da identificacdo do lote, validade do kit e do
analito, a presencga de um reservatorio com bordas sutilmente elevadas, tampa para o meio de cultura e
um espaco para anotacdes (Figura 2c).

Um dos aspectos relevantes dos Kits esta, além da economia e operacionalidade, na
identificacdo microbiana. Dados mostram que, nestes conjuntos de substratos, é possivel classificar
uma cepa isolada de acordo com sua familia, género e espécie, bem como realizar investigacGes mais
completas, determinando a sua origem, a natureza de eventos especificos decontaminagdo e conhecer a
biocarga presente naquele processo para tomada de medidas necessarias de acordo com o cumprimento
dos requisitos regulatdrios e legais (Easter, 2005; Brito, 2019; Challener, 2019).

No que se refere aos aspectos morfoldgicos e cromogénicos observados nas coldnias nos testes
realizados, tanto para coliformes totais quanto para E. coli, as mesmas apresentaramem sua maioria
formas arredondadas com dimensdes aproximadas de 0,41 mm a 1,48 mm de diametro e cores que
variaram em tons predominantemente vermelhos, magenta e azuis (Figura3a). As colonias identificadas
como E. coli sdo caracterizadas pela coloracao azul para purpura(Figura 3b) e as de coliformes totais
com cor avermelhada e/ou magenta (Figura 3c).

As coldnias de coliformes totais e E. coli normalmente séo observadas em funcdo da associacéo
dos processos metabolicos mediadas pelo substrato cromogénico enzimaticos,substancias organicas
caracterizadas como quimiorganotréficos, podem expressar-se em coresdiferentes, em condi¢des de
cultivo adequado, dependendo da espécie, como citado por Bouzon,Gargioni e Ouriques (2010) e

indicado nas referéncias para outros testes (BRASIL, 2013).

Figura 3 - Placa apresentando col6nias de E. coli e coliformes totais com cores ecaracteristicas observadas nos ensaios com
amostras de agua bruta
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Fonte: Banco de imagens dos autores.

Nas figuras 3a, b e ¢, na placa do kit, acima, sdo observados o crescimento de coldnias de E.

coli e coliformes totais obtidas com diluicio seriada a 10, Dados da literatura indicam que os
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resultados com testes convencionais podem ser ligeiramente diferentes daqueles obtidoscom sistemas
de testes bioquimicos rapidos devido ao uso de outros indicadores mais sensiveis,como 0s ja descritos
nos trabalhos de Over, Tii¢ e Soyletir (2000).

No entanto, nos Kits recentes, como o utilizado neste estudo e disponibilizado pelo laboratorio
Cap-Lab (2024), citam que o método permite uma perfeita absorcdo das amostras inoculadas, o qual
possibilita identificar e quantificar a maioria das bactérias de interesse para a industria alimenticia.
Adicionalmente, no substrato ha dois tipos de compostos cromogénicosenzimaticos, Magenta-GAL e
X-Gluc, que atuam permitindo a expressdao de aglomerados de bactérias com cores em tons
avermelhado (Magenta-GAL) e azulado (X-Gluc). Sendo assim, além das coloracGes ja descritas, no
processo de contagem das unidades formadoras de colonia

- UFC, o autor (op. cit.), descreve que o numero total de aglomerados de coliformes € a
somataria do total de col6nias vermelhas e azuis combinadas, como observado nos ensaios realizados
nas analises de agua desse estudo.

Quanto ao Magenta-Gal (C14 H15 BrCINOg), caracteriza-se por ser um composto usado como
alternativa ao X-Gal. Normalmente, no processo metabdlico, é hidrolisado pela - galactosidase para
produzir um precipitado vermelho que € insolGvel em alcool e xilenos, tornando-o adequado para
ensaios de imunotransferéncia e imunocitoquimicos. Desta maneira,coldnias bacterianas, como as de
coliformes totais, contendo f-galactosidase ativa produzem tons vermelhos quando cultivadas em
placas contendo Magenta-Gal, como descrito por GoldBio (2024) e observado nos resultados dos
ensaios realizados (Figuras 3a e c).

Para o substrato cromogénico X-Gluc (X-Glucuronide CHA Salt), este é utilizado em diversas
aplicacdes para a deteccdo da enzima S-glucuronidase, identificando o gene GUS (- glucuronidase),
um indicador preciso da presenca de E. coli em amostras de agua potavel, seu nome completo é sal de
ciclohexilamonio do acido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurdnico (C20H26BrCIN207). E um
composto aceito internacionalmente na identificacéo de E. coli e reportado como um bom redutor de
falsos positivos e negativos encontrados com outros métodos. Além disso, o substrato detecta a S-
glucuronidase e que, pelas caracteristicas bioguimicas do substrato e das células, ap6s a reducéo, o X-
Gluc, produz uma cor localizada tornando-o til na identificagdo da presenca do gene GUS, como ja
caracterizado pelo X-GlucDirect (2024) e observado a sua expressao fenotipica no presente estudo.

Os estudos e 0s ensaios amostrais operacionais realizados possibilitaram a descri¢do técnica
dos procedimentos com kit Compact Dry. O mesmo foi estruturado, a partir das orientacdes e
especificacOes técnicas do fabricante, com propriedades ja especificadas nos trabalhos de Ferreira
Junior (2002), Cesarotti, Paula e Rossi (2007) e com resultados caracteristicos aos presentes em outros
estudos como o de Hosakawa e Kodaka (2010) e Cardoso et al. (2019).
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O substrato cromogénico notadamente trata-se de uma opcéo de método para a realizacdo dos
exames bacterioldgicos da &gua e recai sobre um dos procedimentos que melhorse adequa as condi¢oes
do laboratorio (Brasil, 2013). Deve-se, no entanto, adotar como padrdoas metodologias, frequéncias e
interpretacdo de resultados estabelecidas e recomendadas pela legislagdo em vigor.

Dessa maneira, 0 Kit apresentou-se como um recurso promissor nas avaliagdes amostraisde

efluentes, com a identificacdo de coliformes totais e enterobactérias, em especial a Escherichia coli.

4 CONCLUSAO

Este estudo e descricdo de ensaios microbioldgicos utilizando o kit Compact Dry EC estruturou
dados com caracteristicas dimensionais operacionais, bem como demonstrou que o passa-a-passo para
a realizacdo dos testes é eficiente.

No Kit, o substrato cromogénico presente no meio de cultura possibilitou de maneira eficiente
a identificacdo e contagem de E. coli e do mesmo modo de coliformes totais, compativeis com os dados
presentes na literatura.

Nos ensaios, ndo houve a necessidade do uso de equipamento complementares ou auxiliares
para testes secundarios ou complementares. Além disso, o tempo de cultivo indicadopelo fabricante (24
+ 2 h), foi o suficiente para as anlises.

Desta forma, conclui-se que os ensaios com o Kit Compact Dry EC utilizam uma tecnologia
recentemente desenvolvida com uso de substratos cromogénicos embebidos em lengois secos, sendo

uma alternativa para analises microbiologicas de rotina em agua.
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