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RESUMO

Coliformes fecais sao definidos como coliformes capazes de fermentar a lactose com producao de gas em 48 h a 45°C. Escherichia
coli, juntamente com algumas cepas de Enterobacter e Klebsiella, podem apresentar essas caracteristicas. Entretanto, apenas
a presenca de Escherichia coli em alimentos indica contaminacao fecal por ser encontrada em grande quantidade no trato
gastrointestinal do homem e animais de sangue quente, nao sendo isolada normalmente em outros nichos. A denominacao classica
de coliformes fecais foi alterada para coliformes a 45°C, na Resolucao n°® 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a presenca de E. coli entre os coliformes a 45°C e comparar a eficiéncia das técnicas dos tubos multiplos
e Petrifilm EC na deteccao de coliformes totais e E. coli em queijo Minas, lingiiica frescal, hortalicas e fuba. Petrifilm EC mostrou-
se mais sensivel na deteccao de E. coli em relacao ao método de tubos miiltiplos, o qual apresentou resultados falso-negativos ou
contagens subestimadas de E. coli, principalmente para amostras de alimentos de origem animal. Petrifilm EC foi o mais eficiente
e pratico, sendo um método alternativo adequado para a enumeracao de coliformes totais e E. coli em alimentos.
Palavras-chave: coliformes totais, E. coli, Petrifilm, técnica dos tubos miltiplos.

SUMMARY

COLIFORMS AT 45°C AND COMPARISON OF MOST PROBABLE NUMBER METHOD AND PETRIFILM EC FOR ENUMERATION
OF TOTAL COLIFORMS AND Escherichia coli OF FOODS. Fecal coliforms are defined as coliforms that ferment lactose with gas
production within 48 hours at 45°C. Escherichia coli and some strains of Enterobacter and Klebsiella show these same characteristics.
However, only the presence of E. coli can indicate fecal contamination of foods, because it is abundantly found in the intestinal
tract of all warm-blooded animals, including the humans, and it is not usually found in others niches. The classic denomination of
fecal coliforms was changed to coliforms at 45°C in the Resolution n°® 12/2001 of the National Surveillance Agency of Brazil. The
objectives of this study were to analyse the presence of E. coli among the coliforms at 45°C and to compare the methods of Most
Probable Number Method (MPN) and Petrifilm EC in their efficiency to detect E. coli in Minas cheese, sausage, fresh vegetables
and corn flower samples. Petrifilm EC was more accurate method than MNP method, which presented false negative results or
underestimation of E. coli. In conclusion, Petrifilm EC was an efficient and practical method to detect E. coli. Therefore, it may be

alternatively used for enumeration of total coliforms and E. coli in foods.

Keywords: total coliforms, E. coli, Petrifilm, MNP method.

1 - INTRODUCAO

A denominacao coliformes fecais foi utilizada durante
muitos anos para descrever coliformes que fermentavam
a lactose com producao de gas a 44,5°C. Escherichia coli
e algumas cepas de Klebsiella e Enterobacter apresentam
esta caracteristica de termotolerancia, porém, somente E.
coli tem como habitat priméario o intestino humano e de
animais [17]. Klebsiella e Enterobacter podem ser encon-
trados em outros ambientes, como vegetais e solo, onde
persistem por tempo superior ao das bactérias patogénicas
de origem intestinal [13]. Portanto, nao € correta a relacao
direta da presenca de coliformes termotolerantes em ali-
mentos e agua com contaminacao de origem fecal, o que
levou a necessidade de modificar, na legislacao brasileira,
a denominacao coliformes fecais para coliformes a 45°C.
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O Ministério da Saude, através da Resoluciao n® 12, de
2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) [9] adotou a denominacao coliformes
a 45°C, considerando os padroes “coliformes de origem
fecal” e “coliformes termotolerantes” como equivalentes
a coliformes a 45°C.

Dados preliminares de um trabalho realizado no Labo-
ratério de Ciéncia de Alimentos da Universidade Estadual
de Londrina, utilizando o método de tubos multiplos,
mostraram que E. coli nao foi isolada de uma grande
percentagem de alimentos contaminados com coliformes
a 45°C, e a identificacdo bioquimica de E. coli foi necessa-
ria para a confirmacao de contaminacao fecal [12]. Nesse
trabalho, embora 16 (80%) das 20 amostras analisadas
apresentassem coliformes a 45°C, E. coli foi isolada em
apenas cinco amostras (31,1%). Além disso, para varios
alimentos a pesquisa de coliformes a 45°C apenas aumentou
o tempo de andlise, ndo acrescentando informacao sobre
as condicoes sanitarias do produto analisado.

As anélises microbiolégicas tradicionais empregadas
no controle de qualidade de alimentos foram desenvolvidas
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no final do século XIX e vém sendo utilizadas até hoje [31].
Porém, esses métodos requerem grande disponibilidade
de tempo e excessivo trabalho laboratorial.

Durante mais de duas décadas, os métodos rapidos tém
sido desenvolvidos com o objetivo de substituir a metodologia
tradicional, oferecendo resultados mais rapidos e sensiveis,
aumentando a produtividade do laboratério [26].

Um dos métodos rapidos mais utilizados para deteccao
de coliformes totais e E. coli em alimentos € o Petrifilm EC
(3M Company, St. Paul, MN, EUA). Alguns paises como Es-
tados Unidos, Canada, Australia, Coréia, Portugal, Noruega,
Italia, entre outros, desenvolveram trabalhos e estudos
colaborativos para avaliar a eficiéncia das placas Petrifilm
e de outros métodos rapidos em relacao aos métodos con-
vencionais [6, 7, 8, 11, 16, 19, 23, 24, 29].

Poucos trabalhos foram realizados no Brasil compa-
rando as placas Petrifilm com as técnicas convencionais.
Placas Petrifilm EC e HS mostraram ser valiosas e praticas
na pesquisa da qualidade da agua de abastecimento e de
efluentes da Ilha do Mel, Paran4, principalmente, quando
o método tradicional, ou mesmo outros métodos rapidos
que utilizam tubos, nao podem ser utilizados [3].

Por outro lado, BELOTI et al. [4], analisando amostras
de leite tipo A, B e C comercializados no Brasil, encontraram
resultados similares aos da técnica convencional apenas
com as amostras de leite tipo A e B, sugerindo que a mi-
crobiota contaminante presente no leite tipo C nao pode
ser detectada pelo método Petrifilm AC na sua totalidade.
Anteriormente, BELOTI et al. [5] ja haviam relatado que uma
alta percentagem de microorganismos encontrados em leite
pasteurizado, produzido em diferentes regioes do Brasil,
nao pode ser detectada por meio de técnicas laboratoriais
baseadas na reducao do cloreto 2,3,5-trifeniltetrazolio,
indicador utilizado em diferentes placas Petrifilm.

Portanto, trabalhos testando diferentes grupos de ali-
mentos e diferentes placas Petrifilm precisam ser realizados
no Brasil para que este método pratico e rapido possa
substituir com seguranca a técnica convencional.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a pre-
senca de E. coli entre os coliformes a 45°C e comparar
a eficiéncia das técnicas dos tubos multiplos e Petrifilm
EC na deteccao de coliformes totais e E. coli em alguns
alimentos de origem animal e vegetal.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Um total de 135 amostras de diferentes alimentos
de origem animal (lingiiica frescal e queijo minas frescal)
e vegetal (hortalicas e fuba) foram obtidos em feiras livres
da cidade de Londrina (PR), de fevereiro de 2003 a fevereiro
de 2004. As coletas foram feitas semanalmente, no periodo
da manha, em bancas aleatérias. Aliquotas de 100 g de
cada amostra foram coletadas em sacos plasticos estéreis
e transportadas em recipientes isotérmicos até o laboratoério.
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O tempo transcorrido entre a coleta e a analise laboratorial
foi de, no maximo, 2 h apés a coleta.

2.2 - Preparo de amostras

Aliquotas de 25 g de cada amostra de alimento foram
assepticamente pesadas em sacos plasticos estéreis e
homogeneizadas com 225 mL de agua peptonada 0,1%
esterilizada durante 1 min. (Seward Stomacher 400 Lab
System, Inglaterra). Dilui¢ées decimais a partir da dilui¢ao
10! foram preparadas em tubos contendo 9,0 mL de 4gua
peptonada 0,1%.

2.3 - Técnica dos tubos miiltiplos

Para todas as amostras de alimentos analisadas,
a determinacdo do ntiimero mais provavel de coliformes
pelo método dos tubos miultiplos foi realizada utilizando
Caldo Lauril Sulfato de S6dio-CLS (Biobras S.A., Montes
Claros, Minas Gerais, Brasil) e Caldo Lactosado Bile Ver-
de Brilhante-CLBVB (Biobras S.A.). Para determinacao
de coliformes a 45°C foi empregado Caldo E.C. (Biobras
S.A.). Aliquotas de 1,0 mL de cada diluicao, preparadas
conforme Item 2.2, foram transferidas para séries de trés
tubos contendo CLS com tubos de Durham invertidos. Os
tubos foram incubados a 35+ 1°C durante 24 e 48 h, e uma
algada de cada tubo apresentando crescimento e producao
de gas foi semeada em tubos contendo 10 mL de CLBVB e
E.C., com tubos de Durham invertidos.

Os tubos contendo CLBVB foram incubados a 35°C
por 24 e 48 h, enquanto tubos de E.C. foram incubados
por 24 e 48 h a 45°C em banho Maria. A formacao de gas
nos tubos de CLBVB indicou a presenca de coliformes
totais, sendo o resultado expresso em NMP de coliformes
totais por grama de alimentos. Para contagem de E. coli,
os tubos de E.C. com gas foram repicados para placas
contendo Agar Eosina Azul de Metileno-EMB (Merck, Sao
Paulo, Sao Paulo, Brasil) e incubadas a 35°C. Apés 24 h,
colénias negras com ou sem brilho metalico, suspeitas de
E. coli, foram identificadas bioquimicamente. As placas de
EMB positivas para E. coli, correspondentes aos tubos de
EC positivos com gas, foram consideradas para o calculo
de E. coli por grama de alimento.

2.4 - Identificacao bioquimica de Escherichia coli

A identificacdo bioquimica de E. coli foi realizada
utilizando-se as provas de Triplice Agar Ferro, Citrato
de Simmons, Indol, Vermelho de Metila e Teste de Voges-
Proskauer [32].

2.5 - Sistema Petrifilm™

Placas Petrifilm™ EC (3M Company, St. Paul, MN, EUA)
foram inoculadas com aliquotas de 1,0 mL das diferentes
diluic6es dos alimentos, preparadas conforme Item 2.2,
seguindo as instrucoes do fabricante. Apds incubacao das
placas a 35°C por 24 e 48 h, colonias azuis e vermelhas com
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bolhas foram consideradas colénias de E. coli e coliformes
totais, respectivamente. O resultado foi obtido pela contagem
das colonias e expresso em UFC/g. Para confirmacao de E.
coli, colénias azuis com bolhas de gas foram submetidas
as provas bioquimicas, descritas no Item 2.4.

2.6 - Analise estatistica

Os resultados das contagens de coliformes totais e E.
coli foram convertidos em log,, Os dados obtidos foram
submetidos a analise de regressao linear, empregando-
se o programa ORIGIN, para determinar a correlagao
entre os dados dos diferentes grupos de alimentos.
[6, 28, 29, 33].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Avaliacao da presenca de E. coli entre
os coliformes a 45°C

A Tabela 1 apresenta o numero de amostras positivas
pela técnica dos tubos multiplos das 135 amostras de
alimentos analisadas quanto a presenca de coliformes a
45°C e E. coli. Embora 42 amostras (31,1%) apresentas-
sem coliformes a 45°C, E. coli foi isolada em 25 (18,5%)
amostras.

TABELA 1 - Numero de amostras positivas pela técnica dos tubos
multiplos com amostras de queijo, hortalica, lingiiica e fuba
quanto a presenca de coliformes a 45°C e E. coli

N° de amostras

N° total de o N° de amostras
. positivas para o
Amostras amostras anali- Colif positivas para
sadas oliformes a E. coli
45°C

Queijo frescal 28 9 5
Hortaligas 26 7 0
Lingtiica 56 26 20
Fuba 25 0 0
Total 135 42 25

Nenhuma das amostras de fuba analisadas apresentou
coliformes a 45°C e, conseqiientemente, E. coli.

As sete amostras de hortalicas (26,9%) positivas para
coliformes a 45°C apresentaram contagens acima do valor
preconizado pela legislacao brasileira (102 NMP por grama).
Entretanto, em nenhuma das amostras E. coli foi isolada.
Assim sendo, essas sete amostras seriam consideradas
improéprias para o consumo humano sem apresentar conta-
minacdo de origem fecal, uma vez que somente a presenca
de E. coli indica contaminacao por fezes [25].

Das 28 amostras de queijo analisadas, nove (32,1%)
apresentavam contagens de coliformes a 45°C e dessas,
cinco (17,9%) estavam acima do padrao preconizado pela
legislacao brasileira (5x10° NMP/g) (Tabela 2). Na amostra
de nimero 19, nao foi detectado E. coli, porém, a amostra
seria considerada impropria para consumo pela legislagao
brasileira por apresentar contagem de coliformes a 45°C
acima do padrao (Tabela 2).
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TABELA 2 - Contagens de coliformes a 45°C e de E. coli das amos-
tras de queijo positivas pela técnica dos tubos multiplos

Amostras Coliformes a 45°C E. coli
queijo (NMP/g) (NMP/g)
1 2,3.10° 7,5.10%
2 2,4.108 2,4.108
4 4,3.10° 4,3.10°
19 9,0.10% Ausente
11 7,0.10% 7,0.108
9 3,0.10% Ausente
13 3,0.10% 3,0.10%
5 4,0.10° Ausente
16 4,0.10? Ausente

Em relacao aos resultados obtidos com as andalises
de lingliica, das 56 amostras analisadas 26 (46,43%)
foram positivas para coliformes a 45°C e dessas 20
(35,71%) apresentavam E. coli (Tabela 1). Das 26
amostras positivas para coliformes a 45°C, 13 (23,21%)
apresentavam contagens acima do preconizado pela le-
gislacao brasileira (5x10°NMP/g) e todas foram positivas
para E. coli (Tabela 3).

TABELA 3 - Contagens de coliformes a 45°C e de E. coli das
amostras de lingiiica que estavam acima do padrao preconizado
pela legislacao brasileira

Amostras Coliformes a 45°C E. coli
lingiiica (NMP/g) (NMP/g)
2 9,3.10° 3,9.104
3 7,0.10° 7,0.104
5 2,0.108 2,0.108
9 4,0.10° 3,0.10*
10 4,6.10* 9,0.102
17 2,3.10° 2,3.10*
36 2,4.10% 2,1.10%
40 7,0.10* 3,0.104
41 9,3.10% 4,0.102
43 7,0.10% 3,0.102
44 3,0.10° 7.0.102
46 2,1.10* 1,5.10°
49 2,3.10% 9,3.10°

Se for considerado que a legislacao brasileira utiliza
coliformes a 45°C como equivalente a denominacao colifor-
mes de origem fecal, os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que a utilizagao deste padrao para alimentos de
origem animal parece levar a erros menores de interpretacao
que os encontrados na analise de hortalicas.

Em 1996, nos Estados Unidos, a divulgacao na midia
de noticias sobre cha contaminado com coliformes fecais
gerou uma polémica histérica, que levou a discussao do
uso desta terminologia na analise de alimentos. Na época,
o cha passou a ser considerado um perigo para a saude,
por estar contaminado com fezes, e varias cadeias de res-
taurantes impediram a sua venda.

A Universidade da Georgia detectou cepas termotole-
rantes de Klebsiella e Enterobacter em varias amostras de
cha analisadas, nao encontrando amostra contaminada por
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E. coli [13]. Mais tarde, BRODSKY [10] sugeriu a extincao
do termo coliformes fecais da microbiologia.

Além do padrao coliformes a 45°C nao indicar conta-
minacao fecal [25, 27], resultados encontrados no presente
trabalho mostram que a analise deste grupo precisa ser
discutida em relacdo ao custo beneficio para alguns gru-
pos de alimentos. Os resultados obtidos com hortalicas
para coliformes a 45°C, por exemplo, nao acrescentaram
nenhuma informacao aquela fornecida pelo CLBVB.

Assim sendo, a sugestao apresentada no Bacteriologi-
cal analytical manual online do Center for Food Safety
& Applied Nutrition — 2002, poderia ser discutida pelos
o6rgaos competentes do Brasil para uma mudanca futura
da legislacao brasileira. Neste manual, os trés padroes sao
utilizados em diferentes aplicacoes.

O grupo coliformes totais € utilizado como indicador da
potabilidade da 4gua e como indicador geral das condic6es
higiénico-sanitarias do ambiente de processamento de
alimentos. A contagem de coliformes fecais continua a ser
um padrao de escolha para a analise de frutos do mar e da
4agua na qual esses alimentos sao cultivados. A contagem
de E. coli € utilizada como indicador de contaminacao fecal
recente ou de condicoes higiénico-sanitarias insatisfatérias
de processamento de alimentos [15].

Resultados obtidos durante a comparacao da técnica
tradicional de tubos multiplos e Petrifilm EC na deteccao
de E. coli, que serao apresentados a seguir, também rea-
firmam a necessidade da reavaliacao do padrao coliformes
a 45°C, na andlise de alimentos.

3.2 - Comparacao da eficiéncia do Petrifilm EC
para deteccao de coliformes totais e Escherichia
coli em relacao a técnica convencional dos
tubos muiltiplos

A comparacao entre a técnica convencional de tubos
multiplos e o Petrifilm EC para deteccao de coliformes
totais foi realizada para hortalicas, queijo, fuba e lin-
glica frescal.

Das 25 amostras de fuba analisadas, 12 (48%) apresen-
taram coliformes totais tanto pela técnica dos tubos multi-
plos quanto pelo Petrifilm EC, porém, com um coeficiente
de correlacao muito baixo. Neste caso, um niimero maior
de amostras, como também, diferentes tipos de farinha
precisam ser analisadas para que essa baixa correlacao
possa ser explicada.

Coliformes totais foram detectados pelos dois méto-
dos nas 26 amostras de hortalicas com um coeficiente de
correlacao de 0,76 (Figura 1). Em sete amostras (26,92%),
coliformes a 45°C foram isolados pelo método dos tubos
multiplos com contagens acima do valor preconizado pela
legislacao brasileira. Porém, como o Petrifilm nao detecta
coliformes a 45°C, e em nenhuma das amostras foi isolada
E. coli, nao foi possivel comparar a eficiéncia das duas
metodologias para estes padroes.
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FIGURA 1 - Dispersao dos resultados da contagem de coliformes
totais em amostras de hortalicas utilizando Petrifilm EC e a
técnica dos tubos multiplos (R:0,76)

O coeficiente de correlacao entre os dados obtidos
com os tubos multiplos e o Petrifilm EC para enumeracgao
de coliformes totais nas amostras de queijo e lingiiica foi
de 0,77 e 0,79, respectivamente (Figuras 2 e 3). Outros
trabalhos ja foram publicados analisando a eficiéncia
desses dois métodos para a contagem de coliformes
totais. NELSON et al. [22] obtiveram um coeficiente de
correlacao de 0,90, superior ao obtido neste trabalho,
ao analisarem amostras de leite cru. MATNER et al. [20]
encontraram resultados equivalentes entre Petrifilm EC
e tubos maultiplos quando avaliaram amostras de queijo,
carne de aves e vegetais.

Por outro lado, EVANS et al. [14] verificaram resul-
tados falso-negativos para coliformes ao empregarem o
método dos tubos multiplos na analise de agua potavel e
nao potavel. Entre as amostras analisadas, mais de 80%
foram negativas, porém, Citrobacter sp, Enterobacter
sp. Klebsiella sp e até mesmo E. coli foram recupera-
dos por outros métodos, concluindo que o método dos
tubos multiplos pode fornecer resultados falsos sobre
a qualidade da agua.
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FIGURA 2 - Dispersao dos resultados da contagem de coliformes
totais em amostras de queijo frescal utilizando Petrifilm EC
e a técnica dos tubos multiplos (R:0,77)

355



Petrifilm EC (log10)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Método Tradicional (NMP)
(log10)

FIGURA 3 - Dispersao dos resultados da contagem de coliformes
totais em amostras de lingiiica frescal utilizando Petrifilm EC
e a técnica convencional dos tubos multiplos. (R:0,79)

Nas duas metodologias utilizadas E. coli nao foi isolada
de nenhuma das amostras de hortalicas e fub4a analisadas.
Por essa razio, a avaliacdo da eficiéncia dos tubos multi-
plos e Petrifilm EC para a deteccao de E. coli foi feita para
queijo e lingtica.

A Resolucao n° 12 da Anvisa nao estabelece limite
maximo para contagens de E. coli. Portanto, as amostras
de alimentos sao consideradas improéprias para consumo,
devido a possivel contaminacao fecal, pela contagem de
coliformes a 45°C.

Das 28 amostras de queijo analisadas neste trabalho,
em 24 (85,7%) os resultados obtidos com os dois méto-
dos utilizados foram coincidentes, ou seja, independente
do método utilizado nao haveria erro na avaliacao das
condig¢oes higiénico-sanitarias desse produto. Em quatro
amostras (14,3%) as contagens foram divergentes (dados
nao apresentados).

Considerando como limite maximo para E. coli o
mesmo estabelecido pela Resolucao n° 12 da Anvisa para
coliformes a 45°C, duas amostras de queijo seriam consi-
deradas improprias para consumo pela técnica de tubos
multiplos e adequadas pelo Petrifilm EC. O contrario seria
considerado para as outras duas amostras. Infelizmente,
como o numero de amostras positivas para E. coli foi
insuficiente, ndo foi possivel fazer a correlacdo entres os
dados obtidos pelos tubos multiplos e Petrifilm EC para
determinacao de E. coli em queijo.

Das 56 amostras de lingiiica analisadas, em 37 (66,0%)
os resultados obtidos pelos dois métodos foram coincidentes
e ndo levariam ao erro na avaliacao das condicoes higiénico-
sanitarias. Considerando como limite maximo para E. coli
no Petrifilm o mesmo estabelecido para coliformes a 45°C,
como foi feito para a analise dos resultados obtidos com as
amostras de queijo, 13 amostras de lingiiica consideradas
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adequadas para o consumo humano pelos tubos multiplos
seriam condenadas pelo Petrifilm EC (Tabela 4).

TABELA 4 - Contagens de coliformes a 45°C pela técnica de tubos
multiplos e de E. coli pelo Petrifilm EC mostrando os resultados
divergentes obtidos em 13 amostras de lingiiica

Amostras Coliformes a 45°C E. coli
lingliica tubos multiplos (NMP/g)* Petrifilm (UFC/g)
18 9,0.102 1,0.10*
42 1,1.10° 1,6.10*
37 2,8.10° 6,0.10°
38 7,0.10% 1,3.10*
45 2,3.10% 1,4.10*
39 3,0.102 1,2.10*
4 Ausente 1,0.10°
14 Ausente 2,0.10¢
15 Ausente 2,0.10*
47 Ausente 3,7.10*
48 Ausente 2,8.10*
25 Ausente 7,3.10°
26 Ausente 6,0.10°

*Limite maximo estabelecido pela legislacao brasileira para coliformes a 45°C: 5x10%g

Fazendo essa mesma comparagao com as contagens
obtidas para E. coli nos dois métodos e considerando
como limite maximo o mesmo estabelecido para coliformes
a45°C, os resultados seriam ainda mais divergentes. Nesse
caso, 19 amostras seriam consideradas improéprias para
consumo pelo Petrifilm EC, porém, adequadas pela técnica
dos tubos multiplos (Tabela 5). Além disso, no Petrifilm
EC as contagens de E. coli foram superiores as estimadas
pelos tubos multiplos.

TABELA 5 - Contagens de E. coli pelos tubos miiltiplos e Petrifilm
EC mostrando os resultados divergentes obtidos em 19 amos-
tras de lingiiica, considerando o limite maximo para coliformes
a 45°C estabelecido pela legislacao brasileira

Amostras E. coli E. coli
lingiiica tubos multiplos(NMP/g)* Petrifilm (UFC/g)
4 Ausente 1,0.10°
14 Ausente 2,0.10*
15 Ausente 2,0.10*
25 Ausente 7,3.10%
26 Ausente 6,0.10°
39 Ausente 1,2.10*
47 Ausente 3,7.10*
48 Ausente 2,8.10*
10 9,0.102 3,0.10*
36 2,1.10° 1,0.10*
41 4,0.102 2,0.10*
43 3,0.10% 1,2.10*
44 7,0.10% 1,5.10*
46 1,5.10° 2,1.10*
18 4,0.10? 1,0.10*
42 3,0.10% 1,6.10*
37 9,0.10% 6,0.10°
38 4,0.10? 1,3.10*
45 2,3.10° 1,4.10*

*Limite maximo estabelecido pela legislacio brasileira para coliformes a 45°C:

5x10%g



O maior isolamento de E. coli nas placas Petrifilm
foi também verificado por LINTON et al. [19], que con-
sideraram as placas Petrifilm uma boa alternativa para
a deteccao de bactérias mesoéfilas aerdbias, coliformes
e E. coli em amostras de carne. A validacao do Petrifilm
EC como método oficial para contagem de coliformes e
E. coli em alimentos pela Association Official Analytical
Chemists (AOAC 991.14), também confirma a eficiéncia
deste método de analise.

RUSSEL [29] avaliou a técnica dos tubos multiplos e os
métodos Petrifilm EC, Simplate e condutancia na deteccao
de E. coli em alimentos. Esse autor obteve coeficientes de
correlacdo entre o método tradicional e Petrifilm EC de
0,95 e 0,93 para enumeracao de E. coli em carnes de frango
e de boi, respectivamente. Neste trabalho o coeficiente de
correlacao de 0,75, obtido para amostras de lingiiica, foi
menor, considerando somente as amostras positivas para
E. coli nos dois métodos (Figura 4).

Petrifilm EC (log10)

0 1 2 3 4 5 6 7

Meétodo Tradicional (NMP)
(log10)

FIGURA 4 - Dispersao dos resultados da contagem de E. coli em
amostras de lingiiica frescal utilizando Petrifilm EC e a técnica
dos tubos multiplos (R:0,75)

E importante ressaltar que 11 amostras de lingiiica
nao apresentaram E. coli pelo método dos tubos multiplos,
porém, foram detectadas pelo Petrifilm EC (Tabela 6). Es-
sas amostras nao foram utilizadas para determinacao do
coeficiente de correlacao entre os métodos citados.

Das 11 amostras que apresentaram contagens de E. coli
somente pelo Petrifilm EC, oito estavam acima do valor preco-
nizado pela legislacao, indicando, mais uma vez, a divergéncia
entre os métodos (Tabela 6).

Os resultados evidenciaram que, principalmente nos
alimentos de origem animal, o método tradicional de tubos
multiplos nao detectou E. coli em muitas amostras ou as
contagens estimadas foram superiores no Petrifilm EC. Além
disso, a técnica dos tubos multiplos tem as desvantagens
de ser trabalhosa, levar até uma semana para fornecer
resultados e necessitar de grandes quantidades de vidraria
e meios de cultura [2].
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TABELA 6 - Resultados das analises de lingiiica com contagens
de E. coli somente pelo Petrifilm EC, considerando o limite
maximo para E. coli equivalente a coliformes a 45°C

Amostras E. coli E. coli
lingiiica tubos multiplos (NMP/g)* Petrifilm (UFC/g)
4 Ausente 1,0.10°
14 Ausente 2,0.10*
15 Ausente 2,0.10¢
25 Ausente 7,3.108
26 Ausente 6,0.10°
39 Ausente 1,2.10¢
47 Ausente 3,7.10*
48 Ausente 2,8.10*
22 Ausente 1,0.10°
27 Ausente 1,0.10°
50 Ausente 3,0.10°8

*Limite maximo estabelecido pela legislacao brasileira para coliformes a 45°C:
5x10%g

A técnica de tubos multiplos ja foi criticada por fornecer
resultados erroneos nas diferentes etapas da metodologia
[1, 14]. Apesar de ser considerado método padrao, esta
sujeito a varios tipos de interferéncias, tais como, presenca
de bactérias antagonistas e de inibidores naturais do meio
seletivo, uso de alta temperatura de incubagao e competicao
entre bactérias nao coliformes por lactose. Esses fatores
podem levar a nao deteccao ou detecgao subestimada de E.
coli [8, 14, 21], o que explicaria os resultados obtidos com
as amostras de lingiiica analisadas neste trabalho.

Outra possibilidade seria a interferéncia da matriz
alimentar, ja que a divergéncia nas contagens de E. coli
ocorreu com as amostras de lingiiica. Embora nao tenha
sido possivel saber quais os temperos utilizados na fabrica-
¢ao da lingiiica, esses ingredientes podem ter prejudicado
o crescimento de E. coli nos meios seletivos empregados
nos tubos multiplos.

Das 11 amostras de lingiiica nas quais E. coli nao foi
detectada pelos tubos multiplos, em 10 (90,90%) havia
auséncia de producao de gas no caldo EC. A auséncia de
gas no caldo EC pode estar relacionada a presenca de bac-
térias nao coliformes que competem pela lactose, levando
a producao insuficiente de gas, o qual nao seria detectado
nos tubos de Durham [14].

Bactérias antagonistas, como P aeruginosa, podem
estar presentes em alimentos de origem animal refrigerado
inibindo ou dificultando o crescimento de E. coli [14]. Outro
fator a ser considerado ¢ a atividade da enzima formiase,
responsavel pela producao de gas, que pode ser inibida
em meios de cultura com pH levemente acido ou alcalino.
Quando alimentos muitos contaminados sao cultivados em
meio contendo lactose, mesmo havendo utilizacao deste
acucar, o pH pode permanecer préximo da neutralidade
devido ao tamponamento que pode ocorrer pela degradagao
de peptonas presentes no meio [14, 18].

Alta temperatura e substancias tais como, sais biliares
e trifenil metano do verde brilhante, utilizadas para inibir
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microbiota competitiva nos meios seletivos para coliformes,
podem também inibir o crescimento de E. coli. MEADOWS
et al.[21] verificaram que a acao individual ou a interacao
entre esses fatores provocaram mais de 90% de inibicao
no crescimento e producao de gas por E. coli. Da mesma
forma SCHEUSNER et al. [30], ao submeterem culturas
de células injuriadas de E. coli ao corante verde brilhante,
verificaram que o corante inibiu o crescimento das células
injuriadas, mesmo apds enriquecimento, concluindo que
o meio Verde Brilhante nao é adequado para enumeracao
de E. coli.

4 - CONCLUSOES

A presenca de coliformes a 45°C nao prova, neces-
sariamente, contaminacdo de origem fecal. Esse padrao
precisa ser reavaliado, abrindo uma discussao urgente
sobre a necessidade de se analisar a presenca de coliformes
a 45°C em alimentos.

Petrifilm EC e o método convencional dos tubos multiplos
foram eficientes para a determinacgao de coliformes totais
nas amostras de alimentos analisadas. Porém, a técnica dos
tubos multiplos apresentou resultados falso-negativos para
E. coli ou, em algumas amostras de alimentos de origem
animal, contagens estimadas inferiores ao Petrifilm EC.

Petrifilm EC mostrou-se sensivel e eficiente para detec-
cdo de E. coli em alimentos, além de apresentar vantagens,
tais como, rapidez na obtenc¢ao de resultados, praticidade
na execucao e na contagem de colonias e possibilidade de
identificacao bioquimica complementar no maximo 48 h
ap6s incubacao.
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