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Métodos alternativos para contagem de micro-organismos em carcagas suinas
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RESUMO

Micro-organismos estdo presentes em toda a cadeia
de processamento da carne, desde a matéria-prima até o produto
final e compete aos programas de qualidade industrial verificar
se existe contaminagdo na matéria-prima e nos produtos finais
para, dessa forma, garantir um produto seguro ao consumidor.
Para tanto, faz-se necessario utilizar metodologias alternativas a
convencional na rotina diagnéstica dos laboratorios para obtengdo
de resultados confidveis e em menor tempo possivel. Com objetivo
de verificar e comparar a correlagdo e o tempo de processamento,
da metodologia convencional com as metodologias alternativas
do sistema Petriflm™ (3M) e sistema Tempo® (bioMeriéux),
foi realizada contagem de micro-organismos mesdfilos, de
enterobactérias e de Escherichia coli. As amostras foram coletadas
da superficie de carcagas suinas em um abatedouro com Inspegdo
Federal no Estado de Santa Catarina, Brasil. A contagem de
micro-organismos mesdfilos, de enterobactérias e Escherichia
coli foi feita por meio de ensaios realizados com os métodos
alternativos Tempo®, Petrifilm™ e o método convencional de
contagem de micro-organismos em placas. Apés andlise estatistica,
o coeficiente de correlagio de Pearson (r) demonstrou fortes
correlagées, acima de 0.70 entre as metodologias utilizadas para
a contagem de enterobactérias e micro-organismos mesofilos,
porém demonstrou moderada correlagdo, entre 0.30 a 0.70, para
o diagnostico de Escherichia coli. O uso dos métodos alternativos
testados em substituigdo a metodologia convencional pode ser
utilizado para diagnostico de Escherichia coli, enterobactérias
e micro-organismos mesdfilos, por haver concorddncia entre os
resultados encontrados, acrescido da rapidez dessas metodologias
com beneficio direto para a induistria de carne suina.
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ABSTRACT

Micro-organisms are present throughout the meat
processing chain, from raw materials until finished product.

Industrial quality programs check for contamination in raw
materials and final products to ensure the safety of consumer
products; for this reason, the use of alternative methods instead of
the conventional methods used in routine diagnostic laboratories
is necessary to obtain reliable results in the shortest time possible.
Samples of pig carcasses were collected in a slaughterhouse
with Federal Inspection in the State of Santa Catarina,
Brazil.  Mesophilic  micro-organisms,  Enterobacteriaceae
and Escherichia coli were evaluated and tests performed by
alternative methods, Tempo®, Petrifilm™. and the conventional
method of counting micro-organisms in Petri dishes. After
statistical analysis, the Pearson correlation coefficient (r) showed
a strong correlation up to 0.70 between the methodologies used
for the enumeration of Enterobacteriaceae and mesophilic micro-
organisms, show a moderate correlation between 0.30 to 0.70,
for the diagnosis of Escherichia coli. The use of alternative
methods to replace the conventional method can be recommended
for diagnosis of  Escherichiacoli, Enterobacteriaceae and
mesophilic micro-organisms, because there was consistency
between the results and the speed was increased by the alternative
methodologies benefiting the pork industry.
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INTRODUCAO

A presen¢a de micro-organismos na carne
suina é o resultado da contaminagdo dos animais
vivos, dos equipamentos, dos manipuladores e
do ambiente de processamento(NESBAKKEN &
SKJERVE, 1996). Isso demostra a importancia em
se manejar os riscos associados a seguranga da carne,
desenvolvendo estratégias de controle dos patdogenos
em todas as etapas do processamento (SOFOS &
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GEORNARAS, 2010). Mostra também a necessidade
em se utilizar metodologias para a deteccdo de
micro-organismos de forma rapida e eficiente na
rotina diagnoéstica, com intuito de prover informagdo
adequada da possivel presenca de patégenos na
matéria-prima e nos produtos acabados no controle
do processo de produgdo e para o monitoramento de
praticas de higiene e limpeza industrial (BOER &
BEUMER, 1999).

Os métodos de deteccdo microbioldgica
sdo frequentemente categorizados em dois grupos:
convencionais ou tradicionais e rapidos ou
alternativos. Os métodos tradicionais caracterizam-se
por ser laboriosos, empregarem grandes volumes de
meios de cultivo e requererem um tempo consideravel
para a obtencdo de analises e resultados (JASSON et
al., 2010). Os métodos rapidos sdo alternativos aos
convencionais e sao projetados para obter o resultado
final em menor tempo. Isso ¢ altamente desejavel
na industria de alimentos, apesar das técnicas serem
mais caras e requererem pessoal com alto nivel de
treinamento (FORSYTHE, 2002).

Considerando-se que o Brasil ¢ um grande
exportadorde carnesuinaeconsiderando anecessidade
rapida de se conhecer a qualidade microbioldgica
desse produto, aliado a caréncia de pesquisas nessa
matriz, esse estudo teve como objetivo verificar o
tempo necessario para a execucdo das analises e a
correlacdo entre a metodologia convencional e as
metodologias alternativas do sistema Petrifilm™
(3M) e sistema Tempo® (bioMeriéux), para o
diagnostico de Escherichia coli, enterobactérias e
micro-organismos meso6filos na matriz de carne suina.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de mar¢o de 2010 a
marg¢o de 2011, foram analisadas 152 carcagas suinas,
coletadas no final da linha de um abatedouro sob
Inspecdo Federal e com abate diario de 4.500 suinos.
Cada amostra foi constituida de swabs de esponja,
colhidos em quatro pontos da carcaca (pernil, barriga,
lombo e papada) e acondicionados em um inico saco
de stomacher estéril. Os quatro swabs de esponja
juntos (100cm? cada) representam a amostragem
de uma area correspondente a 400cm? As amostras
das superficies das carcacas foram coletadas
pressionando-se a esponja, previamente umedecida
em 100mL de solugdo salina peptonada 0,1% estéril,
sobre moldes delimitadores esterilizados, na area a
ser amostrada (100cm?), por cerca de 20 segundos,
iniciando o procedimento no sentido vertical, depois
esfregando horizontalmente e, por fim, no sentido

diagonal. A esponja foi acondicionada em um saco
de stomacher estéril e mantida sob refrigeracdo a
4°C até¢ o momento da analise no laboratério, que
ndo ultrapassou 24 horas da coleta. Para o preparo
da amostra utilizada para todas as metodologias,
inicialmente, procedeu-se uma friccdo do saco de
stomacher contendo a esponja em agua peptonada
0,1% e, a partir desse homogeneizado, preparam-se
dilui¢des de 1:10 e 1:100 (BRASIL,2007).

Na metodologia convencional, a amostra
homogeneizada e diluida em 1:10 e 1:100 foi
inoculada em dagar (Oxo6id) especifico para cada
tipo de micro-organismo pesquisado, seguindo o
preconizado para a metodologia convencional para
0s micro-organismos mesofilos, enterobactérias e
Escherichia coli (MORTON, 2001; KORNACKI &
JOHNSON, 2001).

A metodologia alternativa Petrifilm™ ¢
um sistema de plaqueamento chamado all-in-one, no
qual a placa de Petrifilm™ faz uso de um fino filme
plastico que carrega o meio de cultura (JASSON et al.,
2010). Os ingredientes desse meio de cultura variam
para cada tipo de micro-organismo a ser identificado.
Para a contagem de micro-organismos mesoéfilos neste
sistema, inoculou-se ImL do homogeneizado e das
diluigdes 1:10 e 1:100 em cartdes Petrifilm™ AC e
incubou-se a36°C+1°C por 48 horas. Para contagem de
enterobactérias, inoculou-se 1mL do homogeneizado
e das diluigdes 1:10 e 1:100 em cartdes Petrifilm™
EB e incubou-se a 36°C+1°C por 24 horas. Para a
contagem de Escherichia coli, inoculou-se 1mL do
homogeneizado e das diluigdes 1:10 e 1:100 sobre
cartdes Petrifilm™ EC e incubou-se a 36°C+1°C por
24 horas.Apds a incubagdo, procedeu-se a contagem
das coldnias e o resultado foi registrado em UFCcm?
(KORNACKI & JOHNSON, 2001).

Na metodologia utilizada para o sistema
Tempo®, para contagem total de micro-organismos
mesofilos (TVC), reconstituiu-se o meio TVC com
3,0mL de agua destilada esterilizada. Em seguida,
adicionou-se ImL da amostra homogeneizada
preparada sem diluigdo, completando 4mL de
volume total. Para a contagem de enterobactérias
(EB), reconstituiu-se o meio EB com 3,9mL de agua
destilada esterilizada, adicionando 0,1mL da amostra
homogeneizada, preparada sem dilui¢do. Para a
contagem de Escherichia coli (EC), reconstituiu-se
o meio EC com 3,9mL de 4gua destilada esterilizada
e, em seguida, adicionou-se 0,ImL da amostra
homogeneizada. Os frascos e os cartdes foram
colocados no interior do equipamento, em que
ocorreu a transferéncia do contetido do frasco para
o cartdo que contém 48 pocos com trés diferentes
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volumes (16x225ul; 16x22,5uL; 16x2,25uL).
Imediatamente apds o enchimento, os cartdes foram
selados. Essa operagdo ocorreu no interior da estacao
de trabalho denominada Tempo® preparo. Os cartdes
foram incubados em estufa por 24 horas, a 35°C para
EB e EC e, por 48 horas, a 35°C para TVC. Apos esse
periodo, realizou-se a leitura dos cartdes na estacdo
Tempo® leitora. Uma vez que a leitura foi concluida,
os resultados foram analisados automaticamente pelo
sistema, que determina quais os pogos que foram
positivos, gerando os resultados em UFC cm™.

Foi utilizada a analise de regressdo linear
na analise estatistica dos dados, determinando-se o
coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r), que
varia de -1 a 1, para quantificar a correlagdo entre
as metodologias utilizadas. Nesse intervalo, os
valores foram distribuidos, sendo considerado 0 para
inexisténcia de correlagdo, 0,30 a 0,70 moderada
correlagdo e de 0,70 a 1 forte correlagdao, ndo sendo
encontrado nenhum resultado de correlagcdo negativa
(-1). Os dados referentes aos micro-organismos
pesquisados foram analisados estatisticamente pelo
programa STATISTICA 7.0, sendo realizada Anélise
de variancia e teste de Tukey, em nivel de 95% de
confianca (ANDRADE & OGLIARI, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, pode-se observar a redugdo
do tempo de execugdo entre as metodologias
utilizadas. Para as enterobactérias, a redug¢do do
tempo desde o preparo da amostra até o resultado
final emitido pelo sistema Petrifilm™ e pelo sistema
Tempo® foi de 24 horas em relagdo a metodologia
convencional. Para a contagem de Escherichia coli,
houve uma redugdo de 144 horas dos dois sistemas
alternativos em relacdo a metodologia convencional.

Através dos resultados da contagem
de micro-organismos mesofilos, enterobactérias e
Escherichia coli, ¢ possivel observar que houve
concordancia entre as diferentes metodologias
utilizadas, ao se examinar o coeficiente de correlagao

(r) em que consta uma associa¢do linear positiva
entre as metodologias, conforme apresentado na
tabela 1, concordando com coeficientes encontrados
pelos autores CROWLEYet al. (2009), SOHIER et al.
(2007) e OWEN et al. (2010).

Com relagdo aos micro-organismos
mesofilos, pode ser verificado que estes foram
detectados em todas as metodologias utilizadas. Os
resultados médios de contagem foram semelhantes
entre as metodologias, sem diferenga estatistica entre
as médias, sendo encontrado 3,44log;, de micro-
organismos mesoéfilos para o método convencional,
3,47log;y de micro-organismos mesdfilos para o
Petrifilm™ e de 3,34log,, de micro-organismos
mesoéfilos para o Tempo®, com um desvio padrdo de
0,66 ; 0,63; e 0,66, respectivamente.

Escherichia coli foi detectada em todos os
métodos utilizados. A presenga da Escherichia coli
no Tempo® foi de 32,89% (50/152), no Petrifilm™ foi
de 38,82% (59/152) e no método convencional foi de
31,58% (48/152). As enterobactérias foram detectadas
em todos os métodos, sendo de 44,08% (67/152) no
Tempo®, de 61,84% (94/152) no Petrifilm™, e de
19,08% (29/152) no método convencional. Nao
houve diferenga significativa entre as médias dos
micro-organismos mesofilos, de Escherichia coli ¢
de enterobactérias, nos métodos testados.

CATTAPAN et al. (2007), JOHNSON
(2007), KUNICKA (2007) e SOHIER et al. (2007)
verificaram a reducdo de tempo em estudos de fluxo
de trabalho, que demonstraram uma reducdo de duas
a trés vezes no tempo de manipulacdo da amostra
com a utilizagdo do Tempo®, em compara¢do com
o método de referéncia ISO. Esses autores relatam
a reducdo e a otimizacdo do tempo de ensaio das
amostras, que se deve ao tipo de sistema utilizado
pelo equipamento Tempo®, totalmente automatizado
e baseado no metabolismo de substratos especificos
produzidos pelos micro-organismos. Esse sistema
miniaturizado utiliza o conceito da placa micro-
tituladora, que permite reduzir o volume reativo e o
meio a ser empregado nos ensaios. A otimizacdo do

Tabela 1 - Coeficiente de correlagio (r) entre as diferentes metodologias (Convencional, Petrifilm™ e Tempo®) na contagem de micro-
organismos mesofilos, enterobactérias e Escherichia coli da superficie de carcagas suinas no periodo de margo de 2010 a

margo de 2011.
Metodologias Mesofilos Enterobactérias Escherichia coli
Convencional x Tempo® r=0,6712 r=0,7535 r=0,6255
Convencional x Petrifilm™ r=0,7770 r=0,8368 r=0,3955
Petrifilm™ x Tempo® r=0,8118 r=0,7480 r=0,5379

Legenda: r = coeficiente de correlagdo de Pearson.
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tempo e a especificidade do ensaio, utilizando-se a
metodologia do sistema Tempo® também pode ser
verificada nos resultados deste estudo.

A reducao do tempo de ensaio e resposta
pelo sistema Petrifilm™ se deve a simplicidade de
manipulacdo e rapidez na contagem . O processo
de identificacdo dos micro-organismos ¢ realizado
utilizando sais de tetrazolio como indicadores. Esse
processo ¢ considerado um método alternativo
indireto para medir atividade respiratéria do
micro-organismo. A reducdo desse sal pela enzima
mitocondrial  succinato-desidrogenase leva a
formacao de um precipitado insoluvel de cor intensa.
Os sais de tetrazolium, o cloreto de trifeniltetrazolium
(TTC) e o cloreto de iodo-nitrofeniltetrazolium (INT)
utilizados sdo rapidamente reduzidos pela maioria
dos sistemas desidrogenases dos micro-organismos.
A transformagdo realiza-se somente em células
vivas e a quantidade do composto produzido ¢
proporcional ao numero de células presentes. SILVA
et al. (2006) recomendam o uso de Petrifilm™ EC
como metodologia sensivel e eficiente para contagem
de Escherichia coli em alimentos de origem animal,
em substituicdo a metodologia convencional. A
simplicidade e rapidez dessa metodologia puderam
ser verificadas nos ensaios deste estudo, realizados
com a metodologia do sistema Petrifilm™.

Houve uma moderada correlagdo entre
a metodologia convencional e o Tempo® (r=0,62)
para a Escherichia coli. Os resultados ainda
demonstram uma moderada correlacdo entre a
metodologia convencional ¢ o Petrifilm™ (r=0,39)
e entre as duas metodologias alternativas Tempo®
e Petrifilm ™ (r=0,53). A concordancia entre a
metodologia convencional e o0 Tempo® para detecgdo
de Escherichia coli neste estudo foi menor que a
concordancia encontrada nos ensaios realizados por
GREEN et al. (2007), sendo r=0,92 entre o método
Tempo® e a metodologia convencional em placa
para avaliagdo de Escherichia coli em amostras de
produtos carneos bovinos e de aves. A correlagdo
também foi menor que a encontrada nos estudos
comparativos realizados por DEVULDER et al.
(2007), r=0,99 em produtos a base de carne. Podemos
atribuir as diferengas de correlacdo dos diferentes
estudos na detec¢do da Escherichia coli, 3 qualidade
microbioldgica das amostras.

Estudos realizados por SOHIER et al.
(2007) demonstram niveis similares ou mais altos
de repetibilidade e reprodutibilidade pelo Tempo®,
comparados com o método padrdo de contagem em
placas. CROWLEY et al. (2010) mostram em seu
trabalho que, para a detec¢do de Escherichia coli, o

®

Tempo® EC possui, no meio de cultura, o substrato
fluorogénico, 4-metilumbelliferil-B-D-glucuronideo
(MUQG), que ¢ clivado pela enzima - glucoronidase,
produzida pela maioria das cepas da Escherichia
coli. Ao ser clivado, o MUG produz fluorescéncia,
sendo entdo detectada pelo Tempo® Reader. Dentre
os métodos utilizados neste estudo, a melhor
concordancia para deteccdo de Escherichiacoli
(r=0,62) foi verificada entre a metodologia
convencional ¢ o Tempo®, o que demonstra a
sensibilidade e especificidade de detec¢do do método,
confirmada pelos resultados encontrados neste estudo.

Para as enterobactérias, houve forte
correlagdo entre a metodologia convencional e o
Tempo® (r=0,75), entre a metodologia convencional
e o Petrifilm™ (r=0,83) e entre as duas metodologias
alternativas Tempo® e Petrifilm™ (r=0,75). Em
estudo realizado por OWEN et al. (2010), foram
encontrados coeficientes de correlagdo equivalentes
(r=0,75 a 0,78) aos encontrados neste estudo, quando
avaliou o Tempo® EB em relagdo a técnica do
numero mais provavel e semeadura em superficie
e profundidade. A deteccdo de enterobactérias pelo
Tempo® foi demonstrada em estudo realizado por
SOHIER et al. (2007), com niveis similares ou mais
altos de repetibilidade e reprodutibilidade desse
método, quando comparado com o método padrio de
contagem em placas.

A especificidade do Tempo® EB para
deteccdo de enterobactérias pode ser entendida
pela reacdo que ocorre entre o micro-organismo e
o meio de cultura presente nos frascos que contém
uma molécula fluorescente, o 4-metil umbelliferone
(4MU), indicadora de pH (JOHNSON et al., 2008).
Quando o pH esta neutro, h4 emissao de fluorescéncia.
Os micro-organismos da familia Enterobacteriaceae
presentes no cartdo assimilam os nutrientes do meio
de cultura durante a incubagdo, resultando em um
incremento do pH. Quando ocorre a fermentagdo da
glicose por esses micro-organismos, ha acidificagdo
do reagente, que resulta em extin¢do da fluorescéncia
em tubos com reacdo positiva, conforme ja relatado
em estudos realizados por OWEN et al.(2010),
JOHNSON et al. (2009), COLON-REVELES et
al.(2008) e SILBERNAGEL & LINDBERGER
(2003). Esses pesquisadores obtiveram precisdo nos
resultados em estudo de repetitividade, em diversas
amostras de alimentos com o uso do Petrifilm™ e
a metodologia convencional, e recomendam o seu
uso na contagem de enterobactérias para diversos
alimentos, entre eles, carne preparada congelada.
Nesta pesquisa, foram obtidos resultados positivos
com r=0,83 de concordéncia entre o Petrifilm™ EB
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e a metodologia convencional para enterobactérias
em swab de carcaca suina, concordando com o
estudo feito por SILBERNAGEL & LINDBERGER
(2002), no qual o Petrifilm™ EB foi mais sensivel
e seletivo, se comparado a sensibilidade do método
convencional em placa com agar Violeta Vermelho
Bile Glicose (VRBG). Ambos os métodos alternativos
utilizados neste estudo foram sensiveis e especificos
na detecgdo das enterobactérias.

A correlagdo foi mediana entre a
metodologia convencional e o Tempo® (R=0,67) para
0s micro-organismos mesoéfilos. Esses resultados
representam menor correlagdo em relagdo ao estudo
de avaliacdo realizado por GREEN et al. (2007),
quando foi encontrado r=0,97 entre 0 método Tempo®
e o método convencional em placa para a contagem
de micro-organismos meso6filos. O mesmo resultado
foi observado em relacdo ao estudo realizado por
DEVULDER et al. (2007) e CROWLEY et al
(2009), que encontraram r=0,95 de concordancia
para as mesmas metodologias. Foi observada, neste
estudo, uma forte correlacdo entre a metodologia
convencional ¢ o Petrifilm™ (R=0,77) e entre as
duas metodologias alternativas Tempo® e Petrifilm™
(R=0,81).

CONCLUSAO

Embora algumas pesquisas com os métodos
alternativos estudados ja tenham sido publicadas, os
resultados deste estudo contribuiram para a avaliagdo
dessas metodologias em matriz de carnes suinas até
entdo ndo estudadas.

Neste estudo, as amostras foram
provenientes de swab de carcagas suinas processadas
emum abatedouro sob Inspe¢do Federal, com todos os
programas de Boas Praticas de Fabricacao e qualidade
implantadas, o que conferiu qualidade microbioldgica
as amostras e baixo numero de Escherichia coli
detectadas nas metodologias avaliadas.

A metodologia do sistema TEMPO® de-
monstrou vantagem em relagdo as demais metodolo-
gias avaliadas neste estudo, por processar um numero
maior de amostras por intervalo de tempo, reduzir o
volume de material e espaco necessario para reali-
zacdo dos ensaios e pela automatizacdo que confere
rapidez ao processo, porém a metodologia do siste-
ma Petrifilm ™ mostrou resposta ligeiramente melhor
com relagdo a contagem de micro-organismos meso-
filos e enterobactérias. Ambos os métodos podem ser
recomendados para a matriz de carne suina, benefi-
ciando assim a industria processadora que necessita
de respostas rapidas no seu processo produtivo.
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