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Resumo: Objetivo: testar e comparar o desempenho dos métodos membrana filtrante e espalhamento na
recuperacgao de culturas puras de E.coli K12 em solugao salina propositalmente contaminada. Metodologia:
foram realizadas diluigdes seriadas a partir de uma ampola, contendo uma concentracdo conhecida de
E. coli K12, para obtencdo de 3 concentragdes diferentes em solugdo salina, as quais foram analisadas
simultaneamente pelos dois métodos. Resultados: a taxa de recuperacao do método membrana filtrante
(98,0 + 1,5%) foi superior ao do método de espalhamento (24,0 + 47,6%), apresentando diferenga estatistica
significativa (p=0,0002) e linearidade (R2= 0,9805). A robustez do tempo de incubacao, também foi, aqui,
analisada, ndo havendo diferenca significativa nas contagens dos tempos 18, 21 ¢ 24 horas para ambos os
métodos. Conclusao: os resultados encontrados servirdo de linha de base para validagao de um método
microbiologico capaz de detectar baixas concentragdes de E.coli em amostras, oriundas de um processo
produtivo de uma industria biotecnologica. Outros parametros, como sensibilidade, especificidade, serdo

avaliados, e, para tal, o meio de cultivo, sera substituido por um meio cromogénico, seletivo e diferencial

para E. coli.
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Abstract:Objective: to test and compare the performance of membrane filtration and scattering methods
in the recovery of pure cultures of E. coli K12 in purposely contaminated saline solution. Methodology:
serial dilutions were performed from a well containing E. coli K12 concentration to obtain 3 different
concentrations in saline solution, which were analyzed simultaneously by the two methods. Results: the
recovery rate of the filter membrane method (98.0 = 1.5%) was higher than that of the scattering method
(24.0 £ 47.6%), presenting a statistically significant difference (p = 0.0002) and linearity (R2 = 0.9805).
The robustness of the incubation time was also analyzed here with no significant difference in the counts of
times 18, 21 and 24 hours for both methods. Conclusion: the results found here will serve as the baseline
for the validation of a microbiological method capable of detecting low concentrations of E. coli in samples
from a production process of a biotechnology industry. Other parameters such as sensitivity, specificity will
be evaluated and for this the culture medium will be replaced by a selective and differential chromogenic

medium for E. coli.

Keywords: Escherichia coli; GMOs; Detection; Spreading; Filter membrane; Recovery.
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INTRODUCAO

A determinagdo do numero de bactérias em
cultura ¢ essencial para a pratica cientifica e indus-
trial." A quantificagdo de bactérias em uma dada
amostra ¢ rotineiramente obtida pela contagem
total de unidades formadoras de colonias (UFCs)
crescidas em uma placa com agar, a partir de dilui-
coes seriadas, expressas em UFC por grama ou mL
da amostra original. Obtém-se, assim, uma estima-
tiva do numero de células presentes, baseado em
uma interpretagdo do nimero de colonias na placa.?
A importancia de dilui¢des seriadas e contagem de
coldnias sdo refletidas no numero de procedimentos
operacionais padrdo e guias regulatorios, que des-
crevem essa metodologia.’

O método de contagem em placas ¢ baseado
em contagem de células viaveis. Este método ¢
realizado diluindo a amostra original em tubos
de diluicao seriada, seguido de plaqueamento
de aliquotas das dilui¢gdes, preparadas em placas
de 4gar, apropriadas pelas técnicas de pour
plate ou spread plate (espalhamento). A técnica
espalhamento utiliza a adigdo ou espalhamento
da aliquota diluida de uma amostra em uma placa
de meio de cultura sélido, o qual ¢ incubado em
condigdes especificas.*

Outro método, baseado na enumeracao de
células viaveis, € o de filtragdo em membrana (MF).
O método MF ¢ conduzido pela filtragio de um
volume conhecido (tipicamente na faixa de 100 a
1000 mL) de uma amostra liquida, através de uma
membrana filtrante de poro tamanho 0,22 ou 0,45
pm. A membrana retera os micro-organismos, du-
rante a filtracdo da amostra liquida. Apés a filtra-
¢do, a membrana ¢ transferida para uma placa com

meio de cultura so6lido e incubada em condi¢des

especificas. O MF tem a vantagem de melhorar a
sensibilidade analitica de um ensaio, aumentando
o volume de amostra que pode ser testada em um
unico ensaio.*” Isto € particularmente importante,
quando o numero de organismos a serem detecta-
dos ou a prevaléncia de agentes patogénicos em
uma amostra sdo baixos.’

Para uma deteccdo e quantificacdo confi-
avel de micro-organismos, um método analitico
apropriado ¢ necessario. A precisdao de um método
pode ser avaliada pela adi¢do de quantidades co-
nhecidas de um analito a um produto ou amostra e
sua recuperagdo dentro de uma faixa especificada,
dependendo da aplicagdo do método.” Para testes
de enumeragao microbiana, ¢ considerado um fator
de 2 para a taxa de recuperacao. Isto significa que o
nimero de coldnias recuperado deve ser ndo mais
que o dobro e ndo menos que a metade das colonias
recuperadas em um controle positivo. Este fator ¢
introduzido por levar em consideracdo a variacao
inerente ao método.*

A producdo de proteinas recombinantes
em industrias biotecnoldgicas pode ser realizada,
utilizando organismos geneticamente modificados
(OGM) como aqueles derivados de Escherichia coli
K12. A principal preocupagdo em relacdo a saude
e seguranca no uso de OGM esta relacionada com
o potencial da transferéncia de genes para outros
organismos, toxicidade, inducdo de resisténcia a
antibidticos e comprometimento da biodiversidade.
A liberacao acidental de OGM, nos ultimos anos,
tem aumentado, e, com isso, a preocupagdo com
a seguranca e a necessidade de métodos capazes
de detecta-los.” A industria biotecnoldgica, onde
este trabalho foi conduzido, produz uma proteina
recombinante em grande escala, utilizando um
OGM. Todo residuo liquido ou s6lido contaminado

¢ descontaminado antes de ser descartado, assim
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como todo material ou equipamento que tiver
entrado em contato com o OGM, conforme
legislacao vigente.'” Metodologias que permitam
a deteccdo de hospedeira e ou seus plasmideos
recombinantes proveem uma forma de monitorar
a dispersdo destes em estagdo de tratamento de
efluente ou em outros ambientes. "

Em trabalho anterior, realizado por este
grupo, foi desenvolvido um método molecular ba-
seado em PCR para detec¢dao de Escherichia coli
K-12 carreando gene de resisténcia a ampicilina em
lagoa de estacdo de tratamento de efluente.” O mé-
todo molecular desenvolvido foi antecedido por um
método microbioldgico, espalhamento em placa
dependente de cultivo, ja que a analise ¢ realizada
no intuito de monitorar a presenca de micro-orga-
nismos viaveis carreando o gene de interesse.'® Me-
todologias microbiologicas que permitam aumentar
o limite de deteccao da hospedeira Escherichia coli
K-12 sdo desejaveis.

O objetivo deste estudo foi realizar uma
andlise comparativa entre os métodos microbiol6-
gicos membrana filtrante e espalhamento na recu-
peragdo de Escherichia coli K12, propositalmente

inoculada em solug¢ao salina.

METODOLOGIA

Linhagem bacteriana

O micro-organismo utilizado, neste estudo,
foi a Escherichia coli W3110, transformada com
plasmideo pUC18 genotipada, conforme Simdes et
al.'" Culturas puras desse micro-organismo foram
previamente quantificadas (aproximadamente 5,0
x 10°UFC/ml/frasco) e preservadas em glicerol a
20% e estocadas a -80°C).

Meétodo de espalhamento
Foram realizadas dilui¢des seriadas, a partir

de um tubo criopreservado contendo o micro-or-

ganismo teste, a fim de que as concentracdes de 5
UFC/100 mL, 50 UFC/100 mL e 100 UFC/100 mL
pudessem ser obtidas nas suspensdes em solugdo
salina 0,9%. Em triplicata, foram inoculados 100
uL, utilizando-se pipeta automatica (Eppendorf
research), diretamente em placas contendo meio
TSA (BD, Difco ™), suplementado com ampicilina
(Sigma-Aldrich, 200pg/mL) das concentragdes de
SUFC, 50UFC e 100UFC. A aliquota foi espalha-
da em cada placa, utilizando-se alga para esfregaco
formato L descartavel e estéril (CRAL). Foi reali-
zado, também, um controle negativo, inoculando-se
100 pL da solugdo salina, utilizada diretamente em
placas, contendo meio TSA (BD, Difco ™) suple-
mentado com ampicilina (Sigma-Aldrich, 200ug/
mL).

As placas foram incubadas a 32,5 + 2,5°C,
durante 24 horas. Todo o procedimento foi realiza-
do em cabine de seguranca biologica (Telstar, Bio 11
Advance), prevenindo contamina¢des com micro-
-organismos do ar. Para determinacdo da robustez
do tempo de incubacdo, as placas foram lidas nos
tempos 18, 21 e 24 horas.'? Os resultados da leitu-
ra das placas em UFC foram registrados em uma
planilha Excel, programada para calcular automati-
camente a taxa de recuperagdo, conforme equacao,

citada anteriormente.

Método de membrana filtrante

Foram realizadas diluigdes seriadas, a partir
de um tubo criopreservado, contendo o micro-
organismo teste, a fim de que as concentracdes de 5
UFC/100 mL, 50 UFC/100 mL e 100 UFC/100 mL
pudessem ser obtidas nas suspensdes em solucdo
salina 0,9%. Em triplicata, foram filtrados 100 mL,
contendo SUFC, 50UFC e 100UFC, com auxilio
de um sistema de filtracdo a vacuo (bomba a vacuo
EZ-STREAM e manifold EZ-FIT TRES, Merck
Millipore), acoplada com uma membrana com
poro 0,45um. Apds filtracdo, as membranas foram

adicionadas diretamente em placas, contendo meio
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TSA (BD, Difco™), suplementado com ampicilina
(Sigma-Aldrich, 200pg/mL) e incubadas a 32,5 +
2,5°C, durante 24 horas.

A mesma metodologia foi seguida para o
controle negativo, em que foi filtrado 100 mL da
solugdo salina utilizada. Para determinagdo da ro-
bustez do tempo de incubagdo, as UFC, presentes
nas placas, foram contadas com o auxilio do conta-
dor de colonias (CP600 plus, Phoenix) nos tempos
18, 21 e 24 horas. Os resultados da contagem das
UFC nas placas foram registrados em uma planilha
Excel, programada para calcular automaticamente
a taxa de recuperagdo, conforme equagdo, citada
anteriormente.

Ambos os métodos de membrana filtrante
e espalhamento foram repetidos trés vezes e todas
com triplicatas para as diferentes concentragdes
do micro-organismo teste. Como controle positivo
para o calculo da taxa de recuperacdo, foram,
previamente, realizadas diluicdes seriadas em
soluc¢do salina 0,9%, a partir do mesmo tubo, para

quantificacdo do micro-organismo teste.

Cdlculo da taxa de recuperagado e faixa de trabalho

A taxa de recuperagdo do micro-organismo,
propositalmente inoculado em meio de cultivo TSA
(Tryptcase Soya Agar), foi calculada pela seguinte

equacao:

Média da placa teste x 100

Taxad do =
fxdae recuperacao Média daplaca controle

Foi estabelecido o critério de que a contagem
média do micro-organismo deveria estar no
intervalo de 50 a 200%, conforme procedimentos
internos do laboratdrio e em conformidade com USP
37 (8). Os valores obtidos da taxa de recuperagao
foram convertidos em escala logaritmica antes

de serem estatisticamente analisados. A faixa de

trabalho escolhida, para anélise da linearidade dos
métodos membrana filtrante e espalhamento, foi de
5 a 100 UFC em experimentos de contaminagdo e
recuperagdo do micro-organismo teste. O racional
para essa escolha foi o provavel uso deste método
para a deteccao de presenga de baixas concentracdes
de E.coli k12 em etapas do processo produtivo de
uma proteina recombinante produzida em escala

industrial.

Linearidade

A linearidade do método de membrana
filtrante foi avaliada para as faixas de trabalho de 5
a 100 UFC/100 mL de E. coli K12.

Robustez

Foi avaliada a robustez do periodo de
incubacdo de 21 + 3h. Para isso, nove amostras de
solugdo salina propositalmente contaminadas com
concentragdes de 5 a 100 UFC/100 mL de E. coli
K12 foram filtradas ou diretamente inoculadas em
triplicata em placas, contendo meio AST. Essas
amostras foram incubadas a 32,5 =+ 2,5°C e a

contagem de colonias foi realizada nos tempos de
18, 21 e 24h.

Analise estatistica

A comparagado entre os parametros avaliados
nos procedimentos analiticos foi realizada, com
base em testes estatisticos T parecado e ANOVA
com nivel de significancia de 95%, utilizando-se
o software Minitab.V16. As tabelas e os graficos

foram gerados no Excel.

RESULTADOS

Aspecto macroscopico do crescimento colonias de

E.coli previamente genotipadas
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A Figura 1 mostra o aspecto macroscopico do crescimento das colonias de Escherichia coli,
obtidas pelos métodos de membrana filtrante e espalhamento de uma das rodadas dos 3 experimentos de

contaminag¢do e recuperagao.

T
L

L]
L3

Figura 1 - Aspecto do crescimento das colonias de Escherichia coli K12, obtidas pelos métodos membrana
filtrante e espalhamento. Painel A a C: Filtros de membrana propositalmente inoculados com as concen-
tracdes padronizadas de SUFC/100 mL, S0UFC/100 mL e 100UFC/100 mL, respectivamente, crescidos em
meio TSA. Painel D: Placa contendo meio TSA, inoculada diretamente com concentragdo padronizada de
100UFC/100 mL (método espalhamento).

Taxa relativa de recupera¢do

A taxa relativa de recuperagdo das colonias, obtidas pelos métodos de membrana filtrante
e espalhamento, foi de 98,0 = 1,5% e 24,0 + 47,6%, respectivamente (Tabela 1 e Figura 2). A andlise
comparativa da capacidade de recuperacgdo entre os métodos MF e espalhamento mostrou haver diferenca
estatisticamente significativa entre eles (p= 0,002). Nao houve crescimento microbiano nos controles

negativos realizados para ambos os métodos.

Tabela 1 - Caracteristicas do desempenho dos métodos membrana filtrante e espalhamento na
recuperacio de Escherichia coli K12.

Parametro Espalhamento Membrana Filtrante

Meédia da taxa de recuperagdo 24,0% 98,0%

Robustez do tempo de incubagao Auséncia de diferenca significativa nas contagens
nos tempos 18, 21 e 24 horas de incubacdo em
ambos os métodos
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Figura 2 — Percentual da taxa de recuperacgao de Escherichia coli k12 pelos métodos membrana filtrante e es-
palhamento. Os numeros 1, 2 e 3 indicam a taxa de recuperagdo, calculada nas trés rodadas do experimento
de contaminagao/recuperacdo. A média geral da recuperacdo, também, ¢ mostrada. As barras cinza escuro e
cinza claro representam, respectivamente, os resultados da recuperagdo pelo método membrana filtrante e
espalhamento. Os limites superiores e inferiores, especificados para a contagem, sao mostrados (50 a 200%).

Robustez do tempo de incubagdo

Robustez significa a tolerancia em relagao a
pequenas mudancas no procedimento ou no sentido
de variacoes inevitaveis em condi¢des do ambiente
de trabalho.!? Para investigar essa influéncia,
nove amostras de solucdo salina, propositalmente
contaminadas com concentracdes estabelecidas de
E.coli, foram filtradas ou diretamente inoculadas
em triplicatas de placas, contendo meio AST. Para
o método de espalhamento, ndo houve diferenca
significativa entre as contagens das placas nos
tempos 18, 21 e 24 horas (p=1,000). No método
membrana filtrante, foram observados os seguintes
aumentos na contagem das coldnias: 18 a 21 horas=
1,5 £ 2,8% (p= 0,138); 21 a 24 horas= 2,0 = 3,3%
(p=0,237); 18 a 24 horas = 3,7 + 5,5% (p=0,157).

Ainda que apresentando pequenas variagdes entre

as contagens nos 3 tempos estabelecidos para os
métodos MF e espalhamento, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre eles (p=0,517)
(Tabela 1).
Faixa de trabalho e linearidade do método
membrana filtrante

A linearidade ¢ definida como a capacidade
de um procedimento analitico em obter resultados
de um ensaio dentro de um determinado intervalo, os
quais sdo diretamente proporcionais a concentracao
do analito presente na amostra.'> A Figura 3 mostra
a linearidade do método membrana para as faixas
de trabalho 5 a 100 UFC/100 mL. Para o método
de espalhamento, ndo foi possivel determinar a
linearidade, uma vez que esse método falhou na

recuperagao das coldnias.
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Figura 3 - Linearidade do método membrana filtrante na recuperagdo de Escherichia coli K12, prop-
ositalmente inoculada em meio de cultivo. Os valores da média das contagens em UFC das trés roda-
das do experimento de contaminagdo/recuperagdo para as concentragdes de SUFC, SOUFC e 100UFC,

sdo mostrados: Escherichia coli K12.

DISCUSSAO

Para a avaliagdo da eficacia dos métodos MF
e espalhamento, aqui estudados, foi necessario uti-
lizar um material de referéncia com um numero de
bactérias bem definido. Um banco de células cons-
tituido por uma cultura pura de E.coli, previamente
genotipada, foi utilizado nesta pesquisa. O uso da
cultura pura, previamente quantificada, assegura
a concentragdo do inoculo testada e permite uma
melhor avaliagdo do método de enumeragao bacte-
riana. O mesmo principio foi aplicado por Wohlsen
et al.'® que utilizaram culturas puras de bactérias
congeladas, de concentracdo conhecida, e fizeram a
enumeragdo dessas bactérias pelo método tradicio-
nal de contagem de coldnias recuperadas em placas
de agar. Nesta pesquisa, foram utilizadas diluigoes
seriadas que permitiram a contagem de coldnias
isoladas nas placas, conforme Herigstad et al. !’

Através da avaliacdo macroscopica das

coldnias, apds o periodo de incubagdo das placas

analisadas pelos métodos MF e espalhamento, foi
possivel observar a presenca do micro-organismo
alvo nas placas referentes ao método MF (Figura
1). Esse mesmo procedimento foi realizado por
Bogosian et al'* em experimentos de contaminagio
e recuperagdo, utilizando linhagens de Escherichia
coli K-12, em que ele determinou o limite de
deteccao para E. coli K12 em solo e agua, através
da inoculagdo pelo método de espalhamento
em meios de cultura especificos. O padrio de
crescimento, apresentado na Figura 1 para o método
MF, demonstra coeréncia com as concentragdes
inoculadas em cada placa, neste estudo (Figura 1,
Painéis A a C). No entanto, para as placas utilizadas
no método de espalhamento nao foi possivel
visualizar crescimento. (Figura 1, Painel D).

Para cada método, a média do numero de
coldnias recuperadas foi comparada com os valores
obtidos no controle positivo. Em nosso trabalho, os
valores obtidos para a taxa de recuperacdo em UFC
foram convertidos para escala logaritmica antes da

analise estatistica, visto que contagens microbianas
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ndo sdo dados normalmente distribuidos®'®. Con-
forme mostrado na Tabela 1, a taxa de recuperacao
para o micro-organismo, alvo no método MF, foi
elevada, bem como um desvio padrdao baixo. Em
contrapartida, o método de espalhamento apresen-
tou uma taxa de recuperagdo baixa, além de um
desvio padrao muito elevado, o que indica a baixa
confiabilidade e reprodutibilidade do método.

Os resultados da taxa de recuperacgao da E.
coli estiveram dentro dos limites superior e inferior
de controle (50 a 200%) para o método MF nos trés
experimentos realizados (97,6%, 97,6% e 98,9%),
enquanto que para o método de espalhamento, em
nenhum dos testes se obteve uma taxa de recupera-
¢ao dentro dos limites aceitaveis (Figura 2). O teste
2T pareado realizado confirmou a diferenca estatis-
tica significativa entre o método de espalhamento e
MF na recuperagao do micro-organismo em ques-
tao, sendo p<0,05.

Reasoner' descreve que a temperatura de
incubagdo tem um efeito significativo nos resulta-
dos de qualquer método de contagem em placas.
No entanto, a escolha da temperatura de incubagdo
pode ser ditada por guias regulatorios.'® Tendo em
vista que este estudo foi realizado, conforme pro-
cedimentos internos do laboratorio e em conformi-
dade com USP 37 (8), a temperatura de incubacao
utilizada foi aquela sugerida no estudo. O aspecto
de robustez, avaliado neste trabalho, foi a variacao
no periodo de incubagdo de 21 + 3h, o qual foi con-
siderado de maior relevancia para o laboratorio.

O aumento na contagem de colonias em um
periodo de incubacdo ¢ um fendmeno conhecido.
Porém, desde que o aumento na contagem, apds
todo o periodo de incubagdo, ndo seja excessivo,
por consideragdes praticas e operacionais, o perio-
do de incubagdo pode ser considerado aceitavel.'?
Os dados sobre o periodo de incubagdao em nosso

trabalho, analisados pelo teste ANOVA, revelaram

ndo haver variagao significativa na contagem das
colonias nos intervalos entre 18 e 21h e 21 e 24h.
Portanto, o tempo de incubacgao € robusto, nesta fai-
xa, para ambos métodos testados na faixa de tempe-
ratura utilizada.

O grafico de linearidade, apresentado na
Figura 3 deste trabalho, mostrou que as colOnias de
E. coli puderam ser contadas de maneira confiavel
na faixa de 5 a 100 UFC, pelo método MF. O
numero de coldnias recuperadas foi diretamente
proporcional a concentracdo de micro-organismos,
propositalmente inoculada, nas amostras testadas.
Esse mesmo resultado foi obtido por Lange et al .
O coeficiente de correlacao obtido foi significativo
para o método, aqui testado (r’=0,9806) (Figura 3).
Coeficiente similar a este foi obtido por Dafale et
al Y na validagdo de um ensaio microbiologico para
quantificacao de ceftriaxone sédico.

O método de espalhamento, aqui testado, re-
velou ser mais laborioso do que o método MF, pois
requereu o espalhamento manual da amostra na su-
perficie do agar, utilizando al¢a estéril. Reasoner!*
sugere esse ponto como uma desvantagem do mé-
todo em questdo. O método de espalhamento, utili-
zado em nossa pesquisa, foi reproduzido, conforme
descrito no procedimento operacional padrao da
industria biotecnologica onde o teste foi realizado.
Para tal, um volume de amostra muito pequeno (0,1
mL) € analisado, o que reduz consideravelmente a
sensibilidade do método. Esse dado corrobora com
a obtencao de taxas de recuperagdo inferiores a fai-
xa de trabalho, aqui estabelecida para o método de
espalhamento (Figura 2).

O método MF ¢ um método flexivel para
contagem heterotrofica de placas.'* Apesar de re-
querer mais equipamentos, uma fonte de vacuo e
membranas especiais de tamanho de poro controla-
do, que o tornam relativamente mais oneroso, quan-

do comparado com o método de espalhamento, o
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método MF apresentou varias vantagens. A analise
de um grande volume de amostra ¢ uma delas, pois
leva a uma maior sensibilidade e confiabilidade."
Entretanto, o0 método MF possui algumas
limitagdes. Amostras que apresentam alta turbidez,
viscosidade ou ambos, podem inviabilizar o uso
do método de filtracdo, que ¢ mais aplicavel em
amostras com menores quantidades de particulas. O
método MF pode ser utilizado em amostras com alta
turbidez, desde que estas tenham carga microbiana
suficientemente alta, que permita diluicdo antes do

plaqueamento.®

CONCLUSAO

Este estudo avaliou a eficiéncia do método
de membrana filtrante, comparado ao método de
espalhamento na recuperacdo de E. coli K12 pro-
positalmente inoculada em meio de cultivo. Os re-
sultados revelaram que o método MF foi superior
ao método de espalhamento em relagdo a capaci-
dade de recuperar diferentes concentragdes de E.
coli, inoculas em amostras. Foi possivel calcular e
verificar a linearidade somente para método de MF.
A possibilidade de aumentar o volume da amostra,
a ser analisada pelo MF, resultard no aumento da
capacidade de deteccdo de micro-organismos, pre-
sentes em menor quantidade nessas amostras. Os
resultados, aqui encontrados, servirdo de linha de
base para validacdo de um método microbiolégico
capaz de detectar baixas concentragdes de E.coli
em amostras oriundas de etapas dowstream de um
processo produtivo de uma industria biotecnologi-
ca. Outros parametros como sensibilidade, especi-
ficidade e precisdo serdo avaliados nesta validacao,
e, para tal, o meio de cultivo serd substituido por
um meio cromogénico seletivo e diferencial para

E. coli. Tal substituicdo se faz vantajosa por per-

mitir uma alta recuperacdo do micro-organismo de
interesse dentre outros possiveis contaminantes,
que poderdo estar presentes em amostras, oriundas
de um processo fermentativo ou descarte aciden-
tal'> Colonias isoladas pelo método de membrana
filtrante em meio cromogénico, presuntivamente
consideradas como E.coli, serdo submetidas a iden-
tificagdo molecular para confirmag¢do e ou exclu-
sdo por se tratarem da linhagem Escherichia coli
W3110, contendo o plasmideo pUC18 !
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