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RESUMO

Técnicas alternativas aos métodos de plagueamento em &gar para enumeracéo de bactérias e fungos tém
sido desenvolvidas, buscando-se rapidez e ssimplicidade, mas sem comprometimento da sensibilidade e
exatidéo. O objetivo deste estudofoi investigar aeficaciae aplicabilidade de Petrifilm® AC paraaenumeracdo
de bactérias e de Petrifilm® YM para enumeragdo de bolores e leveduras em 90 amostras de drogas
vegetais, comparando-se as contagens obtidas com a utilizagdo dos sistemas Petrifilm® com aquelas
obtidas com astécni cas de semeaduraem profundidade em mei os de cultura. Os coeficientes de correl agdo
obtidos foram 0,9833 e 0,9231 para as contagens de bactérias e fungos, respectivamente. As contagens
obtidas ndo mostraram diferencas significativas entre os métodos empregados. Os resultados sugerem a
aplicabilidade do sistema Petrifilm® como alternativaao método convencional de plagueamento.
Palavras-Chave. qualidade dos medicamentos, contaminagdo de medicamentos, plantasmedicinais, métodos
microbiol égicos, Petrifilm®, plaqueamento.

ABSTRACTS

Alternative techniquesto agar plating methods for enumerating of bacteriaand fungi counting have been
developed, in order to get faster and simpler techniques without producing any effect on analytical
sensibility and precision. The objective of the present study was evaluate the performance of Petrifilm®
AC for enumeration of bacteria and of Petrifilm® YM for enumeration of yeasts and molds in ninety
samples of herbal drugs, by comparing the enumeration obtained from both Petrifilm® systems, and that
one achieved from conventional agar plating methods. Correlation coefficients of 0,9833 and 0,9231 were
observed for enumeration of bacteriaand fungi respectively. Theresults suggest that Petrifilm® issuitable
as an alternative technique to conventional methods for microorganisms counting.

Key Words. drug qudity, drug contamination, medicind plants, microbiologica methods, Petrifilm®, plating.

INTRODUCAO

Os métodos de plagueamento em agar para enumeracao
de bactérias e fungos tém sido tradicionalmente utilizados na
avaliacédo microbiol égicadaqualidade de produtosfarmacéuti cos,
no entanto, técnicas alternativas tém sido desenvolvidas,
buscando-se rapidez e smplicidade, sem comprometimento da
sensibilidade e exatiddo. Entre as novastecnol ogias desenvolvidas
paraenumeracao demicrorganismos, o SstemaPetrifilm® temganho
aceitacdo como alternativa aos métodos convencionais de
plagueamento em meio de cultura, pelafacilidade, smplicidadee
maior facilidade em evidenciar o crescimento microbiano. Consiste

em sistema pronto de meio de cultura, composto por um cartdo
coberto com agar nutriente suplementado ou ndo com antibi6ticos
e um filme pléstico que protege 0 meio antes dainoculacdo e a
amostra apés a inoculagdo. O sistema incorpora um agente
gelificante solivel em &guafriaeindicador detetrazdlio parafacilitar
avisualizacdo e enumeracdo de colbnias.

Embora pouco utilizados na &rea farmacéutica, sdo
Varios os estudos comparativos entre os sistemas Petrifilm® e
os métodos convencionai s paraenumeragao de microrganismos
aerdbios, coliformes e Staphylococcus aureus em produtos
alimenticios, sendo metodologia oficializada paraa avaliagdo
de contaminac&o microbiana em vérias matrizes de alimentos
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pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) ea
American Public Health Association (APHA).

O objetivo deste estudo foi avaliar a aplicabilidade de
Petrifilm® AC edePetrifilm® Y M como alternativas aos métodos
convencionais de semeadura em profundidade em meios de
cultura paraenumeragéo de bactérias e fungos em amostras de
drogas vegetais.

MATERIAIS E METODOS
Desenho experimental

O estudo foi realizado como comparacgdo pareada
entre os dois métodos de enumeracgdo, sendo que o

método de plagueamento em profundidade utilizando
Agar caseina de sojaeAgar Sabouraud com cloranfenicol
(0,5%) para enumeracdo de bactérias e fungos,
respectivamente, foi referéncianaavaliagédo do Petrifilm®
AC ePetrifilm®YM.

Todos os ensai os foram executados em triplicata.

Amostras

Foram avaliadas 90 amostras de drogas vegetais
compostas por 64 espécies vegetais, adquiridas em
estabelecimentos comerciais, conforme abaixo indicado. Em
alguns casos, foram avaliadas amostras de mais de um
fornecedor, sendo que 0 niimero de amostras analisadas aparece
indicado entre parénteses:

Nomeda Nome Nomeda Nome

Planta Cientifico Planta Cientifico
Abutua Chondrodendron platyphylum Funcho Foeniculum vulgare
Agoniada Plumeria lancifolia Ginkgo hiloba(4) Ginkgo biloba
Alcachofra(3) Cynara scolymus Guarana(3) Paulinia cupana
Alfazema(2) Lavandula officinallis Hipérico Hypericum perforatum
Alteia Althaea officinalis Hissopo Hyssopus officinalis
Angélica Angelica archangelica Ipéroxo Tabebuia avellanedae
Aquiléa Achillea millefolium Jaborandi Pilocarpus jaborandi
Bardana Arctium lappa Jalapa (2) Operculina sp
Boldo do Chile(2) Peumus boldus Jasmim Jasminum officinale
Caumba Jatrorrhiza palmata Jurubeba Solanum paniculatum
Camédrio Teucrium chamaedrys Losna Artemisia absinthium
Camomila(3) Matricaria recutita Macela Achyrocline satureoides
Capimcidréo Cymbopogon citratus Malva Malva silvestris
Cardo santo Cardus benedictus Marapuama Ptychopetalum olacoides
Carobinha Jacaranda caroba Mate torrado Illex paraguariensis
Carqugia(?2) Baccharis gaudichaudiana Mate verde Illex paraguariensis
Cascara-sagrada(3) Rhamnus purshiana Melissa(2) Melissa officinalis
Castanha-da-india Aesculus hippocastanum Préffia Pfaffia paniculata
Catuaba (2) Trichilia catigua Quassia(2) Quassia amara
Cavalinha Equisetum arvense Quebra pedra Phyllanthus niruri
Centaureamenor Erythraea centaurium Quinaamarela Chinchona calisaya
Chéade bugre Cordia ecalculata Raténia Krameria triandra
Chapéu de couro Echinodorus macrophyllus Ruibarbo Rheum palmatum
Cipo-prata Banistera argyrophylla Sabugueiro (3) Sambucus nigra
Condurango Marsdenia condurango Sene(2) Cassia angustifolia
Ervadoce Pimpinella anisum Stévia(2) Stevia rebaudiana
Escambnea Convolvulus scammonia Sucupira Bowdichia spp
Estigmademilho Zeamays Tilia Tilia cordata
Espinheira santa Maytenus ilicifolia Urucum Bixa orellana
Fava tonka Dipteryx odorata Uvaursi Arctostaphylos uva ursi
Frangula Rhamnus frangula Vaeriana Valeriana officinalisL.
Fucus (3) Fucus vesiculosus Verbasco Verbascum phlomoides
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Preparacéo daamostra

Porgdes de 10,0 g de amostra foram adicionadas a 90,0
mL de Agua Peptonada Tamponada (M ERCK), seguindo-se de
homogenei zacdo em agitador tipo vortex, por 2 minutos. A partir
desta diluicdo inicial, correspondente a diluigdo 10, foram
executadas dilui¢des decimais seriadas até a diluigéo 107, em
Agua Peptonada Tamponada (MERCK), com agitagdo em
agitador tipo vortex, por 2 minutos.

Enumeracéo de bactérias
Pela técnica de sesmeadura em profundidade

A técnica de plagueamento em profundidade foi
executada conforme indicado na Farmacopéia Brasileira?.
Aliquotasde 1,0 mL decadaumadasdilui¢des (101 al107) foram
transferidas, em duplicata, ao centro de placas de Petri, estéreis,
sobre as quais foram adicionados 25,0 mL de Agar caseina de
soja(MERCK). Apdshomogeneizacao das placase solidificacao
do agar, as placasforam incubadas em posicdo invertida, a34 +
2°C, por 48 horas. Ap6s o periodo deincubacao, foram realizadas
as contagens de colonias.

Pelo sistema Petrifilm® AC

Aliquotas de 1,0 mL de cada uma das diluic6es (10 a
107) foram transferidas, em duplicata, ao centro de placas
Petrifilm® AC (3M). Apdshomogeneizagao, com auxiliodeum
disco difusor, as placas foram incubadas, a 34 + 2°C, por 48
horas. Apds o periodo de incubagdo, foram realizadas as
contagens de colbnias.

Enumeracéo de fungos
Pela técnica de sesmeadura em profundidade

A técnica de plagueamento em profundidade foi
executada conforme indicado na Farmacopéia Brasileira?.
Aliquotas de 1,0 mL de cada uma das dilui¢des (10 a 107)
foram transferidas, em duplicata, ao centro de placas de Petri,
estéreis, sobre as quais foram adicionados 25,0 mL de Agar
Sabouraud com cloranfenicol (DIFCO). Ap6s homogeneizagéo
das placas e solidificagdo do agar, as placas foram incubadas
em posicao invertida, a26 + 1°C, por 7 dias. Ap6s o periodo de
incubagdo, foram realizadas as contagens de colénias.

Pelo sistema Petrifilm®YM

Aliquotas de 1,0 mL de cada uma das diluicbes (10 a
107) foram transferidas, em duplicata, ao centro de placas
Petrifilm®YM (3M). Apdshomogenei zagdo, com auxilio deum
disco difusor, as placasforam incubadas, a26 + 1°C, por 7 dias.
Ap6s o periodo de incubago, foram realizadas as contagens
de colbnias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cada uma das 90 amostras foi analisada em triplicata,
sendo calculadas as médias das contagens de bactérias e
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fungos/g de amostra correspondentes aos métodos
convencionais e Petrifilm® para cada uma das 64 espécies
vegetais. Em seguida, estes valores foram convertidos em
escala logaritmica para que assumissem distribuicéo normal.
Célculos estatisti cos foram executados com o uso do Microsoft
Excell 2000, utilizando intervalo de confianca de 95%. Para
comparar os dois métodos, convencional e Petrifilm®, foi
realizado estudo de regressao linear, com o célculo dos
coeficientes de correl agéo, coeficientes angul ares einterceptos.

As Figuras 1 e 2 apresentam os graficos de regressdo
linear obtidos naavaliacdo entre sistemas Petrifilm® e os métodos
convencionais para enumeracao de bactérias e fungos,
respectivamente. A Tabela 1 apresenta os dados da avaliagdo
estatistica entre os métodos convencional e Petrifilm® na
enumeracdo de microrganismos.

Na enumeracgdo de bactérias, foi observada alta
correlagcdo entre os métodos (r = 0,9833), evidenciando que a
contagem de bactérias utilizando as placas Petrifilm® AC foi
muito proxima aquela obtida com o método convencional. O
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Figura 1. Dados de regressdo linear entre os métodos de enumeragdo de
bactérias utilizango semeadura em profundidade (método convencional) e
sistema Petrifilm AC (n = 64, a = 0,05).
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Figura 2. Dados de regresséo linear entre os métodos de enumeragéo de
fungos utilizand% semeadura em profundidade (método convencional) e
sistema Petrifilm YM (n = 64, o = 0,05).
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Tabela 1. Dados da andlise estatistica entre os métodos de enumeracgdo utilizando semeadura em profundidade (método

convencional) e sistema Petrifilm®.

Enumeracdo de Bactérias*

Enumeracdo de Fungos *

Convenciona Petrifilm®AC Convenciona Petrifilm® YM

Meédia+ Desvio padréo 3,79+1,29 387+128 277+125 2,77+123
Varidncia 1,66 163 15 152

Teste F Teste F
VaorF .. (p)** 1,0211(0,4671) 1,0246(0,4616)

Regressao linear Regressdo linear

Coeficientede correlacdo (r) 09833 09231
Coeficienteangular 09731 09120
Intercepto 01835 02534

* Valores expressosem Log,  UFC/g

sistema Petrifilm® AC apresentou alta sensibilidade para
deteccdo e quantificacdo de bactérias em relacéo ao método
convencional, evidenciada por coeficiente angular > 0,96 e
intercepto < 0,8(0,9731 e0,1835, respectivamente). Estesvalores
sd0 similares a outras comparacdes *1, que demonstraram
coeficientes de correlacdo entre 0,94 e 0,99 paraa enumeracao
de bactérias, embora se verifiquem trabalhos nos quais os
coeficientes de correlacdo sdo mais baixos, indicando baixa
sensibilidade 123,

As médias obtidas nas contagens utilizando o método
convencional e placas Petrifilm® foram 3,79 e 3,87,
respectivamente, ndo tendo sido verificada diferenca
significativa entre os métodos avaliados.

A combinacdo destes resultados sugere que as placas
Petrifilm® AC podem ser uma aternativa confiavel ao método
convencional de enumeracdo de bactérias em amostras de
drogas vegetais.

Em avaliagdes daperformance do sistemaPetrifilm® YM
em relacdo aos métodos convencionais de enumeracdo de
bolores e leveduras, verificaram-se contagens de fungos
menores, equivalentes ou maiores as obtidas pelos métodos
convencionais*?,

Embora alguns trabalhos'*1"? tenham demonstrado
coeficientes de correlacdo entre 0,96 e 0,99 paraa enumeracao
de fungos, neste estudo, foram observados coeficiente de
correlacdo, coeficienteangular einterceptoiguaisa0,9231, 0,9120
e 0,2534, respectivamente, indicando existir boa correlagdo e
sensibilidade do sistema Petrifilm® YM em relacdo ao método
convencional. Este resultado esta de acordo com o observado
por Taniwaki'® ¥ e Bovill®, que evidenciaram contagens
superestimadas ou ndo possiveis de serem realizadas com a
utilizacdo de Petrifilm® Y M em amostras com ata concentracéo
de fungos filamentosos.

Todos os métodos para enumeracdo de microrganismos
tém vantagens e desvantagens quando comparados a outros
métodos e o sistema Petrifilm® n&o é excegdo, apresentando

**F

calculado

<1,5183 (paran=64 e« =0,05)

vantagensem rel acdo ao método convencional como afacilidade
de uso, ndo exigir treinamento especifico para sua utilizacéo,
ndo exigir apreparacdo e esterilizacdo de meios de culturae de
placas de Petri, permitir melhor visualizacdo das colbnias e
utilizar 1/10 do espaco necessario para armazenamento e
incubac&o das placas. Embora o tempo de incubacdo seja
comparavel entre as duas metodol ogias, autilizacgo do sistema
Petrifilm® permite obter resultados maisrapidos por ndo haver a
necessidade da preparacdo de meios de culturaantes daandlise.

CONCLUSAO

Osresultados obtidosindicam que os sistemas Petrifilm®
para enumeracdo de bactérias e de fungos constituem-se em
aternativas aos métodos convencionais de plagueamento em
agar, paramedidas mai srdpidas em amostrasde drogas vegetais,
sem comprometer aconfiabilidade e sensibilidade.
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