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RESUMO

Os métodos rapidos de analise microbioldgica de alimentos apresentam vantagens sobre os ensaios
convencionais no que se refere a simplificagdo do trabalho no laboratorio e a redugdo de tempo na
obtengdo de resultados. O objetivo deste estudo foi de comparar os testes rapidos Petrifilm® EC e
Compact dry® EC e CF com a técnica de analise convencional realizada em placas na enumeracio de
coliformes totais ¢ coliformes termotolerantes em amostras de carne moida bovina e avaliar as
metodologias alternativas para quantificagdo de Escherichia coli nas temperaturas de 35°C e 45°C. A
analise de regressdo linear dos dados mostrou alta correlagéo entre as contagens de coliformes totais e
coliformes termotolerantes (R*>0,9). A correlagdo entre as contagens de Escherichia coli em Petrifilm®
e Compact dry® foi também positiva e significativa (R*>>0,9). Todavia, quando foi feita a comparagdo
entre os resultados da enumeragdo de E. coli a temperaturas de 35°C e 45°C, houve decréscimo no
coeficiente de correlagdo em ambos os sistemas (R?<0,9). Considerando-se que os métodos rapidos e a
metodologia convencional para contagem de coliformes mostraram-se equivalentes, os resultados sugerem
a aplicabilidade dos sistemas Petrifilm® e Compact dry® como técnicas alternativas ao método
convencional de plaqueamento.

Palavras-chave. coliformes, Petrifilm®, Compact dry®, método tradicional.

ABSTRACT

Rapid techniques for microbiological analysis of foods show advantages when compared with the
conventional methods, as the former are easy-to-performer and no time-consuming assays in getting the
results. The aim of this study was to compare the performance of the rapid techniques Petrifilm® EC and
Compact dry® EC and CF with the standard method for counting the coliform group in bovine raw
minced meat samples. The performances of rapid tests were compared for quantifying Escherichia coli
at 35°C and 45°C. Simple regression analysis of data showed a strong correlation between Petrifilm®
and Compact dry® for determining the number of coliforms, as well as for quantifying E. coli. However,
when the results of E. coli counting at 35°C and 45°C by means of the same technique were compared,
the correlation factors were lower. This analysis suggests that rapid techniques are suitable to be employed
as alternative techniques for microorganisms counting in raw minced meat.
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INTRODUCAO

A carne e seus produtos derivados apresentam uma alta
suscetibilidade as contaminagdes microbianas, que podem
resultar na reducdo de suas propriedades nutritivas e alteragdes
organolépticas (cor, odor, sabor e textura). Além disso,
dependendo da natureza da contaminagdo, o consumo desse
alimento pode resultar em risco a saude'.

Os coliformes sdo os bioindicadores mais utilizados para
verificar as condi¢des higiénico-sanitarias de alimentos®. Sua
presenga ¢ considerada uma evidéncia de praticas de higiene
inadequadas para obter os padrdes requeridos para o processamento
de alimentos®. Os coliformes dividem-se em dois grupos, os
coliformes totais e os coliformes fecais ou termotolerantes®.

A pesquisa de Escherichia coli, espécie pertencente ao
grupo dos coliformes termotolerantes, fornece com maior
seguranca, informacdes sobre as condi¢des higi€nicas dos
alimentos ¢ melhor indicagdo de eventual presencga de
enteropatogenos. Isso porque a E. coli existe exclusivamente no
trato gastrointestinal de homens e animais, sendo, portanto,
utilizado como microrganismo indicador de contaminagdo fecal’.

Os métodos de plaqueamento em agar para enumeragio
de bactérias tém sido tradicionalmente utilizados na avalia¢do
microbiolégica da qualidade de alimentos, no entanto, técnicas
alternativas t€m sido desenvolvidas, buscando-se rapidez e
simplicidade, sem comprometimento da sensibilidade e
exatiddo®. Entre as novas tecnologias desenvolvidas para
enumeragdo de microrganismos como alternativas aos métodos
convencionais de plaqueamento estdo os sistemas Petrifilm® e
Compact dry®, que apresentam simplicidade na manipulagéo e
maior rapidez na enumeragio®.

O Petrifilm® consiste em um sistema pronto para uso
contendo meio de cultura desidratado e enzimas cromogénicas
em um cartao coberto com filme plastico’. O sistema Compact
dry® contém meio de cultura com inibidores de enzimas
cromogénicas incorporadas, que sdo capazes de detectar
atividades dos microrganismos pesquisados*. Ambos contém
agentes solidificantes em agua fria.

Para que sejam inseridos como rotina € ndo representem
prejuizos na qualidade dos resultados produzidos, os novos
métodos devem ser submetidos e aprovados por érgdos
internacionais de certificagdo como a A.O.A.C. (Association
Official Analytical Chemists)®.

Para o uso no Brasil em analises de produtos de origem
animal, os métodos necessitam ainda, da aprovag¢do do Ministério
da Agricultura. A Instrucdo 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®.

Validagdes internacionais ¢ nacionais de métodos de
analise podem e devem ser repetidas para verificar se ha
interferéncia de varia¢des regionais da microbiota ou da matriz
alimenticia nos resultados obtidos. Testes internos por
comparagdo com os métodos tradicionais de analise devem
ser realizados, ja que muitas vezes, caracteristicas intrinsecas
dos alimentos podem interferir nos resultados.

O presente estudo teve como objetivos avaliar e compar
os teste rapidos Petrifilm® EC e Compact dry® EC e CF com a
técnica de analise convencional realizada em placas na
enumeracao de coliformes totais e coliformes termotolerantes
em amostras de carne moida bovina e avaliar as metodologias
alternativas para quantificagdo de Escherichia coli nas
temperaturas de 35°C e 45°C.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

As analises comparativas foram realizadas em 20 amostras
de carne moida adquiridas aleatoriamente em acougues da cidade
de Uberlandia, durante o més de outubro de 2006. Apos a coleta,
as amostras foram acondicionadas em caixa de isopor contendo
gelo e transportadas imediatamente para o Laboratorio de
Biotecnologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia (LABIO/FAMEV/UFU),
onde foram analisadas.

Preparo das amostras

No laboratério, as amostras receberam um nimero de
identifica¢@o e a embalagem foi higienizada externamente com
alcool etilico 70% e levadas para fluxo laminar onde foram abertas
assepticamente. Pesou-se 25g da amostra em um frasco contendo
225mL da agua peptonada 0,1% estéril (AP), e esta foi considerada
a diluicdo 10". O contetido do frasco foi homogeneizado
manualmente ¢ ficou em repouso por 5 minutos e, a partir desta,
preparou-se diluigdes decimais seriadas em 9mL de AP.

Contagem de coliformes totais e termotolerantes pelo
método tradicional

Foi utilizada a contagem em placas no agar VRBA com
posterior confirmagao, que ¢ a metodologia recomendada pelo
Ministério da Agricultura na Instrugdo 62 para amostras em
que o limite maximo tolerado ¢ 100 UFC.g"! ou mL™!°.

Contagem de coliformes totais e termotolerantes em
Petrifilm®

Aliquotas de 1,0mL de cada uma das dilui¢des (10
e 107%) foram transferidas ao centro de placas Petrifilm® EC
(3M Company, St. Paul, MN, EUA). Em seguida, utilizou-
se o difusor sobre o filme superior, pressionando com
cuidado de forma a distribuir o inéculo uniformemente pela
area circular. 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 enumeragdo de coliformes termotolerantes.

Ap6s o periodo de incubacdo a presenca de coliformes
foi determinada pela produgdo de coldnias vermelhas
associadas a bolhas de gas. A presenca de Escherichia coli
foi confirmada pela produgéo de um precipitado azul em torno
da coldnia associada a bolha de gas. O resultado foi expresso
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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 a 35°C,
ou como UFC.g! de coliformes termotolerantes, para as placas
incubadas a 45°C.

Contagem de coliformes totais e termotolerantes em
Compact dry® EC e CF

As placas de Compact dry® EC (Nissui Pharmaceutical
Co., Ltd., Tokyo, Japan) para contagem de coliformes e E. coli
e de Compact dry® CF (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo,
Japan) para contagem somente de coliformes foram inoculadas
em duplicata com 1mL das dilui¢des selecionadas (102 ¢ 10°%).
Uma série de placas de EC e de CF foi incubada a 35°C por 24
horas ¢ a outra (EC ¢ CF) a 45°C por 24 horas.

Foram contadas nas placas de EC, incubadas a 35°C,
as colonias azuis, ¢ apds a multiplicacdo pela reciproca da
diluigdo utilizada, o resultado foi expresso como UFC.g"' de
E. coli. Nesta mesma placa, as colonias vermelhas ou cor-de-
rosa foram contadas e somadas as coldnias azuis e apos
multiplicagdo pela reciproca da dilui¢do 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 termotolerantes.

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 dilui¢éo utilizada e o resultado foi expresso como
UFC.g"' de coliformes totais ou termotolerantes, respectivamente.

Analise dos resultados
Os diferentes resultados das contagens foram tabulados e
transformados em logaritmo de base 10 (log, ). Utilizou-se anélise
de regressdo linear e célculo do coeficiente de correlagdo (R?)
para a comparagao 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 préximo
de 0,0 e coeficiente de correlagdo > 0,9'°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando os resultados de coliformes totais obtidos foram
correlacionados, o coeficiente de correlagdo (R?) obtido entre
Compact dry® EC e método tradicional foi de 0,9567, entre o
Compact dry® CF e o tradicional foi de 0,9621, entre Petrifilm®
EC e o tradicional foi de 0,9445, entre o Petrifilm® EC e o Compact
dry® EC foi de 0,9512, ¢ entre o Petrifilm® EC e 0 Compact dry®
CF foi de 0,9435. A representagdo grafica com o coeficiente de
correlagdo e a equacdo da reta entre os diferentes sistemas pode
ser observada nas Figuras 1,2,3,4 e 5.

Os resultados encontrados mostraram coeficiente de
correlagdo superiores a 0,90 em todas as comparacgdes
indicando que os sistemas sdo equivalentes para enumeragao
de coliformes totais. Além disso, eles foram bem proximos
entre si. Os resultados obtidos neste estudo foram
semelhantes a outras comparagdes’!'!'2 que demonstraram
coeficientes de correlacdo entre 0,95 e 0,96 para Compact
dry® EC e CF, respectivamente.

Os indices de correlagdo entre o Petrifilm® EC e o
método tradicional na enumerag¢@o de coliformes totais em carne
bovina moida obtidos por Beloti et al.'* ¢ por Park et al.** foram
de 0,93 ¢ 0,91, respectivamente, portanto, bastante semelhantes
aos obtidos nesse estudo.

No entanto, os valores obtidos nesse estudo sio
superiores a outras comparagdes entre Petrifilm® EC e o método
tradicional que demonstraram coeficientes de correlagdo entre
0,83 ¢ 0,86 na enumeragdo de coliformes totais!>!7.

No presente trabalho a correlagdo entre os métodos
rapidos foi considerada satisfatoria. Ferreira!® comparou as
contagens de coliformes totais em cortes de frangos
utilizando o Compact dry® EC e o Petrifilm® EC e obteve
um coeficiente de correlagdo R*= 0,9235.
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Figura 1. Regressdo linear das contagens de coliformes totais obtidas em Compact dry® EC e no método tradicional em 20

amostras de carne bovina moida.
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Figura 2. Regressao linear das contagens de coliformes totais obtidas em Compact dry® CF e

amostras de carne bovina moida.
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Figura 3. Regressao linear das contagens de coliformes totais obtidas em Petrifilm® EC e no método tradicional em 17 amostras

de carne bovina moida.
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Figura 4. Regressdo linear das contagens de coliformes totais obtidas nos sistemas Petrifilm® EC e Compact dry® EC em 17

amostras de carne bovina moida.
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Figura 5. Regressao linear das contagens de coliformes totais obtidas nos sistemas Petrifilm® EC e Compact dry® CF em 17

amostras de carne bovina moida.
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Os métodos rapidos foram desenvolvidos para a
incubacdo a 35°C para a enumerag¢do de coliformes totais
e E. coli"?. Ainda ndo foram desenvolvidas placas
especificas dos sistemas Petrifilm® e Compact dry® para
a determinagdo de coliformes fecais, mas ¢ necessario
dispor de uma metodologia rapida para detecta-los ja que
diferentes legislacdes descrevem padrdes para esses
microrganismos?!. Quando Compact dry® EC e CF ¢ o
Petrifilm® EC foram incubados a esta temperatura para
verificar sua adequagdo para enumeracdo de coliformes
termotolerantes, os coeficientes de correlacdo obtidos

foram considerados satisfatérios (R?>>0,9) quando
comparados entre si e @ metodologia tradicional. Porém
os coeficientes foram ligeiramente inferiores aos
observados nas correlagcdes para enumeraciao de
coliformes totais e E. coli.

O coeficiente de correlagdo obtido para contagem
de coliformes termotolerantes entre Compact dry® EC ¢
tradicional foi de 0,9137, entre o Compact dry® CF e o
tradicional foi de 0,9141, entre Petrifilm® EC e o tradicional
foi de 0,9539, entre o Petrifilm® EC e o Compact dry® EC
foi de 0,9123, ¢ entre o Petrifilm® EC ¢ o Compact dry®
CF foi de 0,9242 (Figuras 6, 7, 8,9 ¢ 10).
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Figura 6. Regressdo linear das contagens de coliformes termotolerantes obtidas em Compact dry® EC e no método tradicional

em 20 amostras de carne bovina moida
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Figura 7. Regressdo linear das contagens de coliformes termotolerantes obtidas em Compact dry® CF e no método tradicional

em 20 amostras de carne bovina moida.
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Figura 8. Regresséo linear das contagens de coliformes termotolerantes obtidas em Petrifilm® EC e no método tradicional em 17

amostras de carne bovina moida
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Figura 9. Regressio linear das contagens de coliformes termotolerantes obtidas nos sistemas Petrifilm® EC e Compact dry® EC

em 17 amostras de carne bovina moida.
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Figura 10. Regressao linear das contagens de coliformes termotolerantes obtidas nos sistemas Petrifilm® EC e Compact dry® CF

em 17 amostras de carne bovina moida.

Porém, o coeficiente de correlacdo para a analise de
coliformes termotolerantes obtidos entre Petrifilm® e o método
tradicional foi maior do que o encontrado
por Blackburn et al.??, que encontraram coeficientes que variaram
de 0,85 a 0,93 ao comparar essas metodologias na enumeracao
de coliformes termotolerantes em uma grande variedade de
alimentos. Em outros estudos os coeficientes de correlagio
encontrados entre o Petrifilm® ¢ o método tradicional na
enumeracdo de coliformes termotolerantes também foram
positivos e significativos®: 24,

Os sistemas Petrifilm® EC e Compact dry® EC foram
comparados entre si para a enumeracao de E. coli apds
incubagdo nas temperaturas de 35°C, recomendada pelos
fabricantes e 45°C. Neste estudo a enumeracdo de E. coli
ndo foi realizada pelo método tradicional.

O indice de correlagdo entre Petrifilm® EC e Compact dry®
EC a35°C foide 0,9925 e a 45°C foi de 0,9887 (Figuras 11 e 12).
Os indices obtidos indicam que os sistemas sao equivalentes para
contagem de E. coli em ambas as temperaturas. Porém, quando
foram realizadas comparagdes para contagem de E. coli entre

Compact dry® a 35°C e 45°C e entre Petrifilm® EC a 35°C e
45°C foi observado decréscimo nos indices de correlagao
calculados em 0,8041 e 0,7184, respectivamente (Figuras 13 e
14). A diminuigdo dos coeficientes mostra que existe diferenga
nas contagens de E. coli de acordo com a temperatura
de incubag¢do. Em ambos os sistemas as contagens de
E. coli foram menores quando as placas foram incubadas a 45°C.

Os resultados obtidos indicam que os métodos
rapidos analisados podem ser utilizados para a contagem
de E. coli, desde que a incubagido seja realizada a 35°C.
Os resultados das contagens de E. coli obtidos a 45°C
devem ser ignorados, devendo a diferenciagdo das
coldnias, somente ser considerada em placas incubadas a
35°C. Isso pode ser comprovado quando se compara os
resultados de contagens de amostras em duplicata
incubadas a 35°C e 45°C, em que se observa uma
diminuigdo significativa na contagem de E. coli (p<0,05)
nas placas incubadas a 45°C, quando comparadas com as
contagens a 35°C.
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Figura 11. Regressdo linear das contagens de E. coli obtidas nos sistemas Petrifilm® EC e Compact dry® EC a 35°C em 17
amostras de carne bovina moida.
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Figura 13. Regressdo linear das contagens de E. coli obtidas no sistema Compact dry® EC nas diferentes temperaturas de
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CONCLUSAO

As correlagdes encontradas entre as contagens de
coliformes totais e coliformes termotolerantes nos sistemas
Compact dry® e Petrifilm® EC e a metodologia tradicional
indicam que os resultados obtidos através desses métodos
rapidos sdo equivalentes aos obtidos pelo método de referéncia.

Os resultados obtidos pelos métodos alternativos
Compact dry® EC e Petrifilm® EC foram equivalentes na
enumeracio de E. coli, com coeficiente de correlagdo R*>0,9
nas amostras analisadas.

Considerando a boa correlagdo entre os resultados das
metodologias avaliadas ¢ que o Petrifilm® EC e o Compact
dry® sdo sistemas mais simples e praticos, os mesmos podem
ser usados como alternativas vidveis nas analises
microbiologicas de carne moida bovina, sem comprometer a
confiabilidade e a sensibilidade.
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