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RESUMO

A necessidade de oferecer ao consumidor um alimento que ndo traga riscos a saude
aumenta o numero de analises microbiologicas necessarias para O monitoramento da
producdo. Dessa forma, métodos alternativos que contribuam com a diminuigdo de
procedimentos € oferecam resultados rapidos sao desejaveis. O objetivo desse estudo foi
correlacionar o método de analise tradicional em placas com 0$ métodos alternativos Petrifilm
¢ Compact Dry na enumeragao de coliformes totais e termotolerantes em amostras de carne
moida bovina. As metodologias alternativas foram comparadas para a enumeragao de
Iischerichia coli. Os resultados obtidos das correlagdes para coliformes totais e
termotolerantes foram considerados qatisfatorios, assim como O coeficiente de correlagao
entre o Compact Dry EC e 0 Petrifilm para enumeragao de I, coli. Porém, quando 0s
resultados da enumeracao de L. coli das diferentes temperaturas de incubacdo de cada método
foram comparados, os coeficientes encontrados foram inferiores. Considerando-s¢ que as

metodologias alternativas ¢ a tradicional para contagem de coliformes mostraram-se

equivalentes, pode-se sugerir a substitui¢ao dos métodos convencionais pelos sistemas

Petrifilm e Compact Dry.

Palavras-chave: coliformes, métodos rapidos, método tradicional.
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uso de enzimas cromogénicas que mudam de cor quando determinada atividade
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No sistema Petrifilm para coliformes totais e £. coli, o meio de cultivo contém um
meio nutritivo com os mesmos constituintes do VRBA e um indicador de atividade
glucoronidasica, o S5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucoronideo. As colonias de coliformes
apresentam-se vermelhas associadas a bolhas de gas devido a fermentagdo da lactose. De
acordo com instrucdes do fabricante, colonias sem gas ndo devem ser consideradas como
sendo coliformes. A £. coli produz a enzima glucoronidase que reage com o corante indicador
glucoronidasico formando um precipitado azul em volta da coldnia, alem da formagao de gas,
o que permite sua identificagdo visual (KINNEBER; LINDBERG, 2002).

O Compact Dry EC contém inibidores para bactérias Gram positivas e nutrientes
necessarios para o rapido crescimento dos coliformes. O meio contém enzimas cromogénicas
capazes de detectar atividades de beta-galactosidase (B-Gal) e beta-glucoronidase (X-Gal),
caracteristicas do grupo coliforme e de £. coli, respectivamente. Neste método os coliformes
formam colonias roseas a vermelhas e a L. coli produz coldnias azuis a azuis roxeadas.
Alternativamente, pode ser utilizado o Compact dry CF que € exclusivo para coliformes
totais. Este meio possui um indicador para produgdo de beta-galactosidase que deixam as
colonias de coliformes com coloracdo azul ou azul esverdeada e os resultados podem ser
obtidos em apenas 18 horas (KODAKA et al,, 2006).

Para que sejam inseridos como rotina ¢ ndo representem prejuizos na qualidade dos
resultados produzidos, os novos métodos devem ser submetidos € aprovados por Orgaos
internacionais de certificagio como a A.O.A.C. (Association Official Analytical Chemists)
(KODAKA et al., 2006). Para o uso no Brasil em analises de produtos de origem animal, 0s
métodos necessitam ainda, da aprovagdo do Ministério da Agricultura. A Instrucao Normativa
n° 62 de 26 de agosto de 2003 regulamenta sobre as técnicas de analise que devem ser
utilizadas nas industrias que produzem alimentos de origem animal (BRASIL, 2003).

Resultados de validagdes internacionais e nacionais de metodos de analise devem ser
interpretados com cuidado, pois eles ndo levam em consideragdo variagdes regionais da
microbiota dos alimentos (TAVOLARO et al, 2005). Dessa forma, testes internos por
comparagio com os métodos tradicionais de analise devem ser realizados, j4 que muitas
vezes, a matriz alimentar (caracteristicas intrinsecas) podem interferir nos resultados.

Desta forma, considerando a importéncia de utilizagdo de métodos rapidos para
quantificagio de bactérias do grupo coliforme, o presente trabatho possuiu como objetivos
avaliar e correlacionar os métodos de analise tradicional em placas com os métodos

alternativos Petrifilm e Compact Dry na enumeragdo de coliformes totais, termotolerantes ¢

FEscherichia coli em carne bovina.



1. MATERIAL E METODOS

1.1. Coleta das amostras

As andlises comparativas foram realizadas em 20 amostras de carne moida adquiridas
em acougues da cidade de Uberlandia, durante o més de outubro de 2006. Apds a coleta, as
amostras foram acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo e transportadas
imediatamente para o Laboratério de Biotecnologia Animal da Faculdade de Medicina

Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (LABIO/FAMEV/UFU), onde foram

analisadas.

1.2. Preparo das amostras

No laboratério, as amostras receberam um niimero de identificagfio e a embalagem foi
sanitizada externamente com alcool etilico 70% e levadas para fluxo laminar onde foram
abertas assepticamente. Pesou-se 25g da amostra em um frasco contendo 225mlL da agua
peptonada 0,1% estéril (AP), e esta, foi considerada a dilui¢io 10", O contetido do frasco foi
homogeneizado e ficou em repouso por 5 minutos e, a partir desta, preparou-se dilui¢des

decimais seriadas em 9mL de AP.

1.3. Contagem de coliformes totais e fecais pelo método tradicional

Foi utilizada a contagem em placas com posterior confirmagdo, que € a metodologia
recomendada pelo Ministério da Agricultura na Instrugdo Normativa 62 para amostras em que
o limite méximo tolerado € igual ou superior a 100 UFC/g ou mL (BRASIL, 2003).

Foram inoculadas 1mL de cada diluigdo selecionada em uma placa de Petri estéril e,
em seguida, adicionado o 4gar cristal violeta vermelho bile (VRBA). Ap6s homogeneizagio,
as placas foram deixadas em superficie plana para completa solidificagio e apds, adicionado
uma sobrecamada para a prevengdo do crescimento e do espairamento de coldnias na
superficie do 4gar. As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas.

Para a leitura foram selecionadas as placas que continham entre 25 € 250 coldnias que

apresentavam morfologia tipica de coliformes, ou seja, coldnias rdseas, com 0,5mm a 2 mm



de diametro rodeadas ou nao por uma zona de precipitagdo da bile presente no meio. Trés a
cinco colonias foram selecionadas para confirmacao.

A presenga de coliformes totais foi confirmada pela inoculagao das colonias suspeitas
em caldo verde brilhante bile 2% lactose e posterior incubagdo a 35°C. Foram considerados
positivos os tubos que apresentavam gas nos tubos de Durham apds 48 horas de incubagéo.
Para confirmar a presenga de coliformes fecais as coldnias suspeitas foram inoculadas em
caldo EC e incubadas a 45°C por 48 horas. Os tubos que apresentavam gas nos tubos de
Durham apos 48 horas de incubagdo foram considerados positivos.

O resultado em UFC/g foi obtido pela formula:

R=Cxcxd: onde:
T

R = UF(C/g; C = numero de coldnias contadas; ¢ = numero de colonias confirmadas; d =

dilui¢do utilizada e r = nimero de colonias repicadas.

2.4.Contagem de coliformes totais e termotolerantes em Petrifilm

Placas de Petrifilm KC foram inoculadas com ImL das diluigdes selecionadas, no
centro do filme inferior. O filme superior foi abaixado evitando a entrada de bolhas de ar. Em
seguida, utilizou-se o difusor sobre o filme superior, pressionando com cuidado de forma a
distribuir o inoculo uniformemente pela area circular. O Petrifilm foi deixado em superficie
plana para que ocorresse geleificagao do meio de cultura. Uma placa foi incubada a 35°C por
48 horas, para detecgdo de coliformes totais e a outra, a 45°C por 48 horas, para enumeragao
de coliformes fecais.

A presenga de coliformes foi determinada pela produgdo de colonias vermelhas
associadas as bolhas de gas. A presenga de Escherichia coli foi confirmada pela producao de
um precipitado azul em torno da colonia associada a bolha de gas. O resultado foi expresso
como UFC/g de E. coli. As coldnias vermelhas e azuis com bolhas foram somadas ¢
multiplicou-se o resultado pela reciproca da dilui¢do utilizada. O resultado foi expresso como
UFC/ g de coliformes totais, para as placas incubadas 2 35°C, ou como UFC/g de coliformes

termotolerantes, para as placas incubadas a 45°C.
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2.5.Contagem de coliformes totais e termotolerantes em Compact Dry EC e CF

As placas de Compact Dry EC e Compact Dry CF foram inoculadas com ImL das
diluicdes selecionadas. Uma das placas de EC e uma de CF foram incubadas a 35°C por 24
horas. A outra placa de EC e a outra de CF foram incubadas a 45°C por 24 horas.

Foram contadas nas placas de EC, incubadas a 35°C, as colonias azuis. Apos a
multiplicagio pela reciproca da diluigdo utilizada, o resultado foi expresso como UFC/g de L.
coli. As coldnias vermelhas ou cor-de-rosa foram somadas as colonias azuis e foi feita a
multiplicagdo pela reciproca da diluigdo utilizada. O resultado foi expresso como UFC/g de
coliformes totais. A contagem nas placas incubadas a 45°C foi feita da mesma forma, porém,
a soma das colonias vermelhas e azuis foi expressa como UFC/g de coliformes fecais.

Nas placas CF incubadas a 35°C e 45°C foram contadas as colonias azuis ou verdes. O
total de colonias foi multiplicado pela reciproca da diluigdo utilizada e o resultado foi

expresso como UFC/g de coliformes totais ou termotolerantes, respectivamente.

2.6.Analise dos resultados

Os diferentes resultados das contagens foram tabulados e transformados em logaritmo
de base 10 (logo). Utilizou-se analise de regressdo linear e calculo do coeficiente de
correlagio (R?) para a comparagdo dos resultados obtidos nos diferentes métodos.

Na analise estatistica foram utilizados os critérios tradicionais de equivaléncia entre
dois métodos que sdo: coeficiente angular proximo de 1,0, coeficiente linear proximo de 0,0 e

coeficiente de correlagdo >0,9 (FONSECA; MARINS, 1993).



2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em alimentos, a ocorréncia de coliformes totais é utilizada para avaliar as condi¢des
higiénicas, sendo que altas contagens significam contaminagdo pés-processamento, limpeza e
sanificacdo deficientes, tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicagdo microbiana devido
as condi¢des de armazenamento e estocagem (SILVA; SOUSA, 2004). A presenca de
coliformes fecais e, principalmente, E. coli evidencia informagdes sobre as condig¢des
higiénico-sanitarias e melhor indicagdo da presenga de enteropatégenos em ambientes ou
produtos alimenticios (TRABULSI et al., 1999).

A RDC (Resolugdo da Diretoria Colegiada) n°12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria, ndo estabelece padrdes microbiolégicos para coliformes
totais em carne bovina moida (ANVISA, 2001). No entanto entre as amostras analisadas, 90%
(18/20) apresentaram contaminagdo pelos coliformes totais, em diferentes niveis, indicando
falhas higiénicas no processamento da matéria-prima. As contagens nestas amostras variaram
de 107 a 10* UFC/g (Tabela 1).

A legislagdo brasileira na resolugdo n°® 12 de 02/01/2001 também ndo preconiza
padrOes para contagem méxima para coliformes termotolerantes em carne moida (ANVISA,
2001). A contagem de coliformes fecais foi observada em 80% (16/20) das amostras de carne
moida analisadas (Tabela 2). Esses resultados permitem classifica-las como inaceitaveis para

0 consumo, além de indicar sua contaminag¢?o direta ou indireta com matéria fecal.



Tabela 1 - Coliformes totais (UFC/g ') em amostras de carne bovina moida coletadas no comércio da cidade de
Uberlandia — MG, analisadas por trés diferentes metodos.

~Métodos de analise
Amostra Compact Dry EC ~ Compact Dry CF Petrifilm KC Tradicional

1 1.6x10° 2,0x107 2,0x10? 1.0x10°
2 1,0x10? 4,0x10° 1,0x10° 5,2x10°
3 4.2x10° 5,2x10° 4.6x10° 5,4x10’
4 5,0x10 9,0x10? 4,0x10 2,0x10°
5 1.2x10* 1,5x10* 5.7x10° 1,2x10"
6 2.9x10° 5.8x10° 2.8x10° 1.1x10*
7 Zero Zero Zero Zero

8 6,0x10” 5,0x10° 5,0x10° 6,0x10°
9 1,9x10° 2,0x10° 1,0x10° 4,0x10°
10 8,0x10% 2.3x10° 3.0x10? 4 4x10?
11 2.6x10° 1.4x10° 6.0x10* 5.6x10°
12 Zero Zero Zero Zero

13 Zero Zero Zero Zero

14 7.9x10* 8.3x10" 9,0x10* 4.0x10°
15 3,6x10° 3,8x10° 2,6x10° 1,3x10*
16 5.0x10? 1,7x10° 1,5x10° 1.3x10°
17 1.5x10* 2.3x10° 1,3x10* 3,8x10°
18 Zero Zero - Zero

19 3.1x10° 1.6x10° -- 2.1x10°
20 5,0x10° 2,0x 10° - 9,2x10

-- ndo realizada.
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Tabela 2 — Coliformes fecais (UFC/g ) em amostras de carne bovina moida coletadas no coméreio da cidade de
Uberlandia — MG, analisadas por trés diferentes métodos.

Métodos de anélise
Amostra Compact Dry EC  Compact Dry CF Petrifilm KC Tradicional

1 1,0x10° 2,0x10° 6.0x10 6,3x107
2 1,0x10° 1,0x10° 2,0x10° 1,7x10°
3 6,1x10’ 3,5x10° 4,0x10° 5.4x10°
4 9.0x10° 9.0x10 7.0x10° 5,2x10°
S 8.0x10 8,0x10 3.2x10° 7,2x10°
6 2,0x107 2,0x10° 2,5x10° 4,6x10°
7 Zero Zero Zero Zero

8 3,0x107 6,0x10 5,0x10° 1,2x10°
9 1.1x10° 1,0x10° 9,0x10” 2.0x10°
10 2.0x107 6,0x107 4,0x10° 2,6x107
11 3.0x10° 3,0x107 9,0x107 1.1x10°
12 Zero Zero Zero Zero

13 Zero Zero Zero Zero

14 2,0x10" 1,8x10" 1.2x10* 3,2x10*
15 5,0x10° 1,0x10* 2,0x10° 1,3x10"
16 2.0x10° 3.0x10° 1,0x10’ 1,3x10°
17 1,9x10° 1.8x10° 6.8x10’ 3.8x10°
18 Zero Zero - Zero

19 1,4x10° 1.2x10° - 7.2x10
20 5.0x10° 4.0x10° - 9.2x10>

-- ndo realizada.
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A ocorréncia de E. coli foi observada em 41% (7/17) das amostras. Em uma dessas
amostras, a contaminagdo por L. coli foi detectada somente na temperatura de incubagdo a
45°C, tanto em Compact dry EC quanto no Petrifilm KC. Nas demais amostras a
contaminacdo foi positiva para as duas temperaturas de incubag@o utilizadas, ou seja, 35°C e
45°C, e em ambos 0s métodos analisados. Os indices de contaminacio foram todos da ordem
de 10 UFC/g (Tabela 3).

Esses resultados evidenciam esse tipo de alimento como um potencial problema de
saude publica (SOUZA; SILVA, 2004). Esta afirmacio ganha énfase, considerando-se que a
enumeracdo ndio permite conhecer se ha biotipos de [. coli patogéncicos, como E. coli
enteropatogénica, k. coli enteroinvasora, E. coli enterohemorragica, . coli enteroagregativa,

(MADIGAN et al., 2004).
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Tabela 3 — F. coli (UFC/g ') em amostras de carne bovina moida coletadas no coméreio da cidade de Uberlandia
— MG, analisadas por dois diferentes métodos.

Métodos de-analise

Amostras Compact Dry EC i Petrifilm KC 3$°C | Compact Dry EC Petrifilm KC 45°C
35°C 45°C
) 1 Zero Zero Zero Zero
- 2 Zero Zero Zero Zero
3 2,0x10? 1,0x107 1,0x10° 1,0x10°
) 4 Zero Zero Zero Zero
5 8.0x107 6,0x10 2,0x107 2,0x10°
6 2,0x10* 1,0x10° 1,0x10? 1,0x107
7 Zero Zero Zero Zgro
8 Zero Zero Zero Zero
9 3,0x10° 4,0x10? 3,0x10° 3,0x107
i 10 Zero Zero Zero Zero
i1 Zero Zero Zero Zero
) 12 Zero Zero Zero Zero
. 13 Zero Zero Zero Zero
14 Zero Zero 1,0x10° 3,0x10°
15 1,0x107 1,0x10° 1,0x10° 2,0x107
16 1,0x10? 1,0x10* 1,0x10* 1,0x10?

- 17 Zero Zero Zero Zero
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Quando os resultados de coliformes totais obtidos foram correlacionados, o coeficiente
de correlagdio (R?) obtido entre Compact Dry EC e tradicional foi de 0,9567, entre o Compact
Dry CF e o tradicional foi de 0,9621, entre Petrifilm e o tradicional foi de 0,9445, entre o
Petrifilm e o Compact Dry EC foi de 0,9512, ¢ entre o Petrifilm e o Compact Dry CF foi de
0,9435. A representagdo grafica com o coeficiente de correlagio e a equagio da reta entre os
diferentes métodos podem ser observadas nas figuras 1,2, 3, 4 e 5.

Os resultados encontrados mostraram coeficiente de correlagdo superior a 0,90
indicando que os métodos sdo equivalentes para enumeragio de coliformes totais. Além disso,
eles foram bem proximos entre si. Os resultados obtidos neste estudo foram semelhantes aos
obtidos por Kodaka et al (2006) realizaram enumeragéio de coliformes totais em carne bovina
moida e encontraram coeficiente de correlagdo de 0,96 quando compararam o Compact Dry
EC e o método tradicional e 0,95 entre o Compact Dry CF e o método tradicional.

O indice de correlagio entre o Petrifilm e o método tradicional na enumeragio de
coliformes totais em carne bovina moida obtido por Beloti et. al (2003) e por Park et al.
(2001) foram de 0,93 € 0,91, respectivamente.. A correlagio entre os métodos rapidos também
foi considerada satisfatoria. Ferreira (2006) comparando contagens de coliformes totais em

cortes de frangos, utilizando o Compact Dry EC e o Petrifilm, obteve R*= 0,9235.
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Figura 1 ~ Regressdo linear das contagens de coliformes totais obtidas nos métodos Compact Dry EC e
tradicional em 20 amostras de carne bovina moida.
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Figura 2 — Regressdo linear das contagens de coliformes totais obtidas nos métodos Compact Dry CF ¢
tradicional em 20 amostras de carne bovina moida.
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Figura 3 — Regressdo linear das contagens de coliformes totais obtidas nos métodos Petrifilm KC ¢ tradicional
cm 17 amostras de carne bovina moida.
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Figura 4 — Regressdo lincar das contagens de coliformes totais obtidas nos métodos Petrifilm KC e Compact Dry
EC em 17 amostras de carne bovina moida.
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Figura 5 — Regressdo linear das contagens de coliformes totais obtidas nos métodos Petrifilm KC e Compact Dry
CF em 17 amostras de carne bovina moida.

A incubagéio dos métodos rapidos a 45°C nfo é recomendada pelos fabricantes, pois
eles foram desenvolvidos para a incubagdo a 35°C para a enumeracdo de coliformes totais e
E. coli. A temperatura de 45°C é empregada como uma alternativa para facilitar a contagem
de coliformes fecais. Apesar disso, os coeficientes de correlagdo obtidos para coliformes
fecais entre os trés métodos também foram considerados satisfatorios, apesar de ligeiramente
inferiores aos observados nas correlagdes para enumeracio de coliformes totais e
termotolerantes.

O coeficiente de correlagdo obtido entre Compact Dry EC e tradicional foi de 0, 9137,
entre o Compact Dry CF e o tradicional foi de 0,9141, entre Petrifilm e o tradicional foi de
0,9539, entre o Petrifilm e o Compact Dry EC foi de 0,9123, e entre o Petrifilm e o Compact
Dry CF foi de 0,9242 (Figuras 6, 7, 8, 9 ¢ 10).

Schraft e Watterworth (2005), ao comparar Petrifilm com o método tradicional para a
enumeragdo de coliformes fecais em dgua, encontrou um coeficiente de correlagdo de 0,949
entre os dois métodos.

O coeficiente de correlagdo obtido entre Petrifilm e o método tradicional nesse

trabalho foi maior do que o encontrado por Blackburn et al (1996), que encontrou coeficientes

de 0,85 a 0,93 quando comparou estes métodos na enumeracio de coliformes fecais em uma

grande variedade de alimentos
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uma mudanga significativa na contagem e na correlagdo dentro de cada método analisado, ou
seja, no Compact dry 35°C e 45°C e Petrifilm 35°C e 45°C.

A partir desses resultados ¢ possivel observar que os métodos rapidos podem ser
utilizados para a contagem de coliformes fecais, mas o resultado da contagem de k. coli
obtido na temperatura 45° deve ser ignorado. Dessa forma, a contagem de F. coli por esses
métodos deve ser feita empregando-se 35°C como temperatura de incubagao, de acordo com
as instrugdes dos fabricantes.

O método tradicional de analise da L. coli envolve a inoculagdo em placas, purificagdo
de colonias e identificacdo bioquimica (SILVA et al., 1996). Além do tempo excessivo, estas
etapas podem levar a erros e, dessa forma métodos alternativos vém sendo implantados nas

industrias.
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Figura 11 - Regressdo linear das contagens de F. coli obtidas nos métodos Petrifilm KC ¢ Compact Dry EC a
35°C em 17 amostras de carne bovina moida.
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Figura 12 — Regressdo linear das contagens de /. coli obtidas nos métodos Petrifilm KC ¢ Compact Dry EC a
45°C em 17 amostras de carne bovina moida.



1%

4. CONCLUSAO

As correlagdes encontradas entre as contagens de coliformes totais e fecais tanto em
Compact Dry como no Petrifilm e 0 método tradicional foram positivas, significativas € muito
semelhantes indicando que os métodos rapidos testados sdo equivalentes ao meétodo de
referéncia.

Considerando a boa correlacio entre as metodologias avaliadas e que o Petrifilm e o
Compact Dry sdo métodos mais simples e praticos, os mesmos podem ser usados como

alternativas viaveis, muito mais praticas ¢ rapidas, nas analises microbiologicas de carne

moida bovina.
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