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RESUMO

As esponjas utilizadas na limpeza de utensilios e superficies oferecem condicGes favoraveis
para o0 crescimento de microrganismos por apresentarem residuos alimentares e umidade,
representando veiculo de contaminacdo cruzada por transferirem microrganismos patogénicos
e/ou deteriorantes das superficies para os alimentos. Neste estudo avaliou-se a eficiéncia de
métodos quimicos e fisicos na descontaminacdo microbiologica de esponjas utilizadas na
higienizacdo de utensilios e equipamentos de unidades de alimentacdo da cidade de Montes
Claros — MG. Dez esponjas naturalmente contaminadas foram coletadas e divididas em quatro
partes, sendo que uma das partes foi submetida a analise inicial dos microrganismos presentes
e as demais partes foram submetidas aos tratamentos: fervura por cinco minutos, solucdes de
hipoclorito de sédio a 100 e 200 mg.L™ por 15 minutos. As analises foram realizadas quanto a
presenca de bactérias mesdfilas aerobias (MA), coliformes a 45 °C (CF) e fungos filamentosos
e leveduras (FL). Identificou-se o isolado de bactéria como Escherichia coli com 99,9% de
similaridade. Os resultados demonstram que os trés tratamentos reduziram a contagem inicial
dos microrganismos, porém, a fervura foi mais eficaz com reducdo de 94,52% para MA,
98,25% para CF e 93,90% para FL quando comparado a carga microbiana inicial. Embora
ambos os métodos de desinfeccdo avaliados tenham reduzido as contagens microbioldgicas, a
fervura foi mais eficaz quando comparada com as solu¢des de hipoclorito de sédio, além de ser

acessivel e de baixo custo, possibilitando seu emprego nas unidades de alimentacao.

Palavras-chave: Esponjas de poliuretano. Contaminacdo microbiologica. Métodos de
desinfeccéo.
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RESUMO: As esponjas utilizadas na limpeza de utensilios e superficies oferecem condicdes
favoraveis para o crescimento de microrganismos por apresentarem residuos alimentares e
umidade, representando veiculo de contaminacdo cruzada por transferirem microrganismos
patogénicos e/ou deteriorantes das superficies para os alimentos. Neste estudo avaliou-se a
eficiéncia de métodos quimicos e fisicos na descontaminacdo microbioldgica de esponjas
utilizadas na higienizacgdo de utensilios e equipamentos de unidades de alimentacdo da cidade
de Montes Claros — MG. Dez esponjas naturalmente contaminadas foram coletadas e divididas
em quatro partes, sendo que uma das partes foi submetida a analise inicial dos microrganismos
presentes e as demais partes foram submetidas aos tratamentos: fervura por cinco minutos,
solugbes de hipoclorito de sodio a 100 e 200 mg.L™? por 15 minutos. As analises foram
realizadas quanto a presenca de bactérias mesofilas aerdbias (MA), coliformes a 45 °C (CF) e
fungos filamentosos e leveduras (FL). Identificou-se o isolado de bactéria como Escherichia
coli com 99,9% de similaridade. Os resultados demonstram que os trés tratamentos reduziram
a contagem inicial dos microrganismos, porém, a fervura foi mais eficaz com reducdo de
94,52% para MA, 98,25% para CF e 93,90% para FL quando comparado a carga microbiana
inicial. Embora ambos os métodos de desinfeccdo avaliados tenham reduzido as contagens
microbiologicas, a fervura foi mais eficaz quando comparada com as solugdes de hipoclorito
de sddio, além de ser acessivel e de baixo custo, possibilitando seu emprego nas unidades de

alimentacéo.

Palavras-chave: Esponjas de poliuretano. Contaminacdo microbiolégica. Métodos de

desinfeccéo.



1. INTRODUCAO
As doencas veiculadas por alimentos (DVA) possuem natureza infecciosa ou toxica,

causadas pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados com agentes patolégicos. As DVA
podem ser provocadas por microrganismos comumente encontrados nos locais de
processamento de alimentos, equipamentos e utensilios, mdos de manipuladores, superficies
(BRASIL, 2017).

Os alimentos devem se enquadrar dentro de padrdes higiénicos satisfatdrios a fim
de obter condicGes essenciais para a ascensdo e a manutencdo da saude, sendo que a deficiéncia
nesse controle € um dos fatores responsaveis pela ocorréncia de surtos de doencas veiculadas
por alimentos (OLIVEIRA, 2003). Um dos fatores mais importantes que podem contribuir para
0 aumento dessas doengas em servigos de alimentacdo é a contaminacdo cruzada, que pode ser
originada pelos manipuladores, ambiente de producdo, equipamentos, moveis e utensilios
(GREIG; RAVEL, 2009).

Esse fato tem sido considerado como um dos fatores que mais contribuiram para o
aumento das taxas de doenca causadas por alimentos, uma vez que grande nimero de surtos é
atribuido ao consumo das refei¢cdes produzidas em larga escala (SMITH; FRATAMICO, 1997).

As esponjas utilizadas na limpeza de utensilios e superficies oferecem condi¢cbes
favoraveis para o crescimento de microrganismos por apresentarem orificios que facilitam a
retencdo de residuos alimentares e umidade. Devido a essas condi¢des, as esponjas podem ser
veiculo de contaminacdo cruzada por transferirem microrganismos patogénicos e/ou
deteriorantes de superficies para os alimentos. Por esses motivos, métodos de desinfeccdo
devem ser adotados a fim de diminuir a contaminagéo microbioldgica de esponjas o que diminui
0 risco de contaminagéo cruzada (ROSSI, 2012).

Este estudo objetivou avaliar a contaminacdo microbioldgica de esponjas utilizadas
para higienizacao de utensilios e equipamentos de estabelecimentos comerciais de alimentacéao

e verificar a eficiéncia de métodos fisicos ou quimicos na desinfec¢cdo dessas esponjas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e preparo das amostras
Foi coletado um total de dez esponjas de poliuretano de unidades de alimentagéo

na cidade de Montes Claros — MG, tais como: restaurantes, bares, lanchonetes e padarias, com
diferentes tempos de utilizacdo. As esponjas foram acondicionadas em sacos plasticos estéreis

e transportadas em caixas de isopor para o Laboratério de Microbiologia do Instituto de
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Ciéncias Agrérias da UFMG. Em seguida, foram cortadas assepticamente em quatro partes
iguais para aplicacdo dos seguintes tratamentos: fervura por cinco minutos em 300 mL de &gua
destilada esterilizada, imersdo em 300 mL de solucBes de hipoclorito de sédio a 100 e 200
mg-L* por 15 min a temperatura de 26 + 3°C. Para a neutralizagio do hipoclorito de sodio, as
amostras foram imersas em tiossulfato de sodio a 0,25 % por 15 min. Para verificar
contaminagdo microbioldgica inicial de cada esponja, a parte restante foi analisada sem nenhum

tipo de tratamento.

2.2. Analises microbioldgicas
As amostras foram analisadas quanto a presenca de coliformes a 45 °C, bactérias

mesdfilas aerdbias e fungos filamentosos e leveduras conforme metodologias descritas por

Evancho et al. (2001). Os resultados foram expressos em log UFC/esponja.

2.3. Isolamento de bactérias
Apos as analises das esponjas quanto a presenca de coliformes a 45 °C, os tubos

contendo caldo Escherichia coli (HIMEDIA®, Mumbai, india) considerados positivos, ou seja,
aqueles que apresentaram turvacdo e producdo de gas apds 24 h, foram utilizados para o
isolamento de bactérias. O isolamento consistiu na retirada de uma alcada das amostras
presentes nesses tubos, seguido de esgotamento em placas de Agar Eosina Azul de Metileno
(HIMEDIA®, Mumbai, india) pela técnica de estria. Estas placas foram incubadas a 37 °C por
24 h, com posterior observacdo do desenvolvimento de col6nias tipicas de E. coli (nucleadas
com centro preto com brilho metalico). Cinco col6nias tipicas foram selecionadas e incubadas
em tubos de ensaio contendo meio Rugai para triagem bioquimica presuntiva inicial conforme
metodologias descritas por Pessoa e Silva (1972). O procedimento consistiu na inoculagdo de
uma coldnia tipica com o auxilio de al¢ca bacterioldgica. A alca foi introduzida até a parte
inferior do tubo e ao retira-la, semeou-se a superficie do meio realizando estria simples. As
colonias bioquimicamente compativeis com Escherichia coli foram submetidas a analise

protedmica.

2.5. Identificacdo do isolado de bactéria
Para identificacdo da cepa isolada realizou-se andlise protedbmica seguindo o

protocolo de extracdo padrdo adaptado de Freiwald e Sauer (2009). Uma alcada de cultura
bacteriana pura foi ressuspendida em 1,2 mL de solugéo de etanol 75%. A amostra foi

centrifugada e o sobrenadante foi removido. Foi adicionado 50 pL de acetronitrila, 4cido
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férmico e 4gua (50:35:15 v/v) ao pellet formado, o qual sofreu agitacdo em vortéx durante 1
min para extracao de células. Foi realizada uma segunda centrifugagdo e 0,3 uL. de sobrenadante
foi depositado em uma placa com trés pocos e este foi seco em temperatura ambiente.
Adicionou-se 0,3 uL de uma solu¢do saturada de alpha-ciano-4-acidohidroxicianidrico,
acetonitrila, agua e acido trifluoroacetico TFA (50:47:5:2,5 v/v).

A andlise por Matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight — mass
spectroscopy (MALDI-TOF MS) foi realizada segundo Duskova et al. (2012), utilizando
Microflex TM MALDI-TOF MS (BrukerDaltonics, Billerica, Massachusetts, EUA). As
identificacOes foram expressas por BioTyper log (scores), indicando a similaridade da cepa
desconhecida por MALDI TOF MS com o perfil disponivel em bancos de dados.

2.4. Perfil de sensibilidade do isolado
Apbs isolamento e identificacdo, o isolado da bactéria foi submetido ao teste de

sensibilidade a antimicrobianos e hipoclorito de sdédio. O teste de sensibilidade a
antimicrobianos (TSA) foi realizado de acordo com 0 NCCLS (2005) e conduzido em duplicata.
Colénias das bactérias crescidas em placas contendo Agar padrdo para contagem de
microrganismos (PCA) (HIMEDIA®, Mumbai, india) foram suspensas em soluc&o de Cloreto
de Sddio (NaCl) a 0,85% até se obter uma turvacdo compativel com o grau 0,5 da escala Mac
Farland. Em placas de Agar Mueller-Hinton (HIMEDIA®, Mumbai, india) inoculou-se 200 pL
da suspensédo que foram espalhados com o auxilio de swabs estéreis. Sobre a superficie desse
meio adicionou-se discos de antimicrobianos: cloranfenicol 30 pg, gentamicina 10 g,
ciprofloxacin 5 pg, sulfazotrim 25 pg e norfloxacin 10 pg (NCCLS, 2005). As placas foram
incubadas em estufa BOD a 35°C por 24 horas e 0s diametros dos halos de inibicdo mensurados
em milimetros (mm), para que as bactérias fossem classificadas como resistentes ou sensiveis.
Além disso, foram testados juntamente com os discos de antimicrobianos, discos embebidos
com solugéo de hipoclorito de sodio, a titulo de comparacéo. Para isso, discos de papel filtro
com 5 mm de diametro foram autoclavados e impregnados com 20 pL de solucéo de hipoclorito

de sodio na concentragdo de 100 mg.L™ e 200 mg.L ™.

2.5. Analise estatistica
O experimento foi conduzido segundo um Delineamento Inteiramente Casualizado

com dez repeticGes, sendo cada esponja equivalente a uma repeticdo. Os resultados foram
analisados por meio de ANOVA seguida de teste de Tukey para avaliar as médias das contagens
dos microrganismos nas esponjas. As analises estatisticas foram realizadas a 1% de
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probabilidade e os resultados foram analisados com o auxilio do programa Sistema de Anélises
Estatisticas — SAEG versdo 9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.Anédlises microbioldgicas
As esponjas analisadas apresentaram contaminacdo média inicial por

microrganismos MA de 9,1 log UFC/esponja (Figura 1). Com a aplicacdo dos tratamentos,
houve reducdo da carga microbiana inicial. Essa alta contagem de MA pode indicar presenca
de pat6genos, pois a maioria dos microrganismos patogénicos pertencem a esse grupo. Nos
tratamentos com hipoclorito 100 e 200 mg.L! a contagem média foi de 6,6 e 6,7 log
UFC/esponja respectivamente, no tratamento com fervura a contagem média obtida foi 0,5 log
UFCl/esponja, com reducéo de 8,6 log UFC/esponja em relacdo a contaminacao encontrada sem
nenhum tipo de tratamento. Esses resultados demonstram que a fervura foi o tratamento mais

eficiente na diminuicdo da contaminacdo por mesofilos aerdbios (Tabela 1).

Tabela 1 — Contagem de microrganismos (log de UFC/esponja) em esponjas coletadas em
unidades de alimentacdo antes e ap0s tratamentos de sanitizacdo. Letras iguais ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Contaminacdo  Hipoclorito 100  Hipoclorito 200  Fervura

inicial mg.L? mg.L?t
Mesofilos Aerdbios 9,1392 6,576" 6,69° 0,5¢
Fungos Filamentosos e 8,1972 6,637° 6,357" 0,5¢
Leveduras
Coliformes a 45 °C 5,7242 2,843P 2,78P 0,1¢

Fonte: Do autor, 2018.

Neste estudo, o resultado para contamina¢do média inicial por MA condiz com o
verificado por Rossi et al. (2012) em estudo com esponjas usadas em servicos de alimentacéo,
onde a média obtida foi 9,1 log UFC/esponja.

Considerando a analise de FL, a contagem inicial obtida foi 8,2 Log UFC/esponja.
Apobs o processo de fervura por cinco minutos, solugdes de hipoclorito a 100 e 200 mg.L™,
obteve-se uma reducdo média de 7,7; 1,8 e 1,6 log de UFC/esponja, respectivamente (Tabela

1). Observou-se entdo que a fervura promoveu maior reducao de FL nas esponjas.
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Todas as amostras avaliadas apresentaram contaminagdo por coliformes a 45 °C
com uma contagem inicial média de 5,7 log UFC/esponja. A presenca de CF nas esponjas pode
sugerir contaminacdo direta ou indireta por material fecal, onde microrganismos patogénicos
podem estar presentes, como por exemplo, a espécie Escherichia coli. Esse resultado foi
semelhante ao de estudos realizados por Josephson et al. (1997) e Ojima et al. (2002), que
relataram que a maioria das esponjas coletadas nos Estados Unidos e no Japéo apresentaram
contaminac&o por coliformes. Nos resultados obtidos para as soluc6es de hipoclorito 100 e 200
mg-L? o valor foi 2,8 log UFC/esponja. No tratamento com fervura, obteve-se 0,1 log
UFC/esponja (Tabela 1). Desta forma, analisando o valor da contaminacéo inicial das esponjas
por coliformes com as contagens encontradas ap6s aplicacdo dos tratamentos, pode-se afirmar
que a fervura obteve maior eficiéncia, com uma reducéo de 5,6 log UFC/esponja.

Apesar de ndo existirem padrdes microbiologicos para esponjas, a Portaria 78/2009
publicada pela Secretaria Estadual de Salde do Estado do Rio Grande do Sul afirma que
esponjas de limpeza quando utilizadas em superficies que entram em contato com alimentos,
devem ser desinfetadas diariamente, por fervura em agua, por no minimo 5 minutos ou outro
método adequado, contudo, ndo foi divulgado nenhum embasamento cientifico desse
procedimento (BRASIL, 2009).

Neste presente estudo, foi possivel observar que houve reducdo da carga
microbiana ap0s a aplicacdo de todos os tratamentos (Tabela 1). Observou-se ainda que ndo
houve diferenca entre os tratamentos com solugdes de hipoclorito de sodio a 100 e 200 mg.L™,
sendo assim, a elevacdo da concentracdo da solucdo de hipoclorito de sodio, ndo interferiu na
reducdo da contaminacdo inicial. A menor eficiéncia na reducdo de ciclos logaritmicos
verificada apds a utilizacdo desse sanitizante em ambas concentracfes pode ser explicada pela
presenca de matéria organica nas esponjas, bem como o tempo de uso médio (SHARMA;
EASTRIDGE; MUDD, 2009; KUSUMANINGRUM et al. 2002; KOTULA et al.,1997).

Comparando-se os tratamentos, nota-se que todos os métodos foram eficientes na
reducdo da contaminacdo, no entanto, a fervura foi mais eficaz na inativacdo de
microrganismos, confirmando o resultado obtido por Rossi et al (2012).

Park et al. (2006) e Sharma; Eastridge; Mudd (2009) atribuem a efetividade da
fervura na reducdo de microrganismos a dgua dentro das esponjas, a qual pode gerar vapor e
desnaturar proteinas que, consequentemente, ird destruir a integridade das membranas,
causando a morte das células microbianas. Segundo Rossi et al. (2012) durante a fervura em

agua, ocorre a movimentagdo da esponja dentro do liquido, o que possibilita a remocéao de boa
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parte da matéria organica e com isso, melhor penetracéo do calor. Enquanto o tratamento com
as solugdes de hipoclorito de sodio é realizado de maneira estética, sendo assim, a auséncia de
movimentacdo pode ter dificultado/influenciado na inativacdo de microrganismos. Segundo
Grezzi (2008) quando o cloro é adicionado a agua, forma acido hipocloroso (HCIO), que por
sua vez, tem a capacidade de penetrar na célula bacteriana e liberar o oxigénio, o qual oxida

componentes essenciais do protoplasma bacteriano, causando a morte celular.

3.2.1dentificacdo do isolado
Apbs resultado positivo para a triagem bioquimica em rugai, a cepa isolada em

estudo foi identificada por andlise protedbmica como Escherichia coli com 99,9% de
similaridade com o perfil disponivel no banco de dados. Este resultado é preocupante, visto
que, a identificacdo de E. coli em um utensilio utilizado em unidades de alimentacdo pode
ocasionar contaminacao cruzada.

3.3.Perfil de sensibilidade
A cepa de E. coli isolada das esponjas foi sensivel a todos os antimicrobianos

testados, exceto para o hipoclorito de sodio, cujos halos de inibi¢do estdo descritos na Tabela
2. Ranolfi (2014) ao analisar cepas de E. coli isoladas de alimentos de origem animal também
obteve sensibilidade bacteriana aos antibidticos Clorafenicol, Gentamicina, Ciprofloxacina e
Norfloxacina.

Tabela 2 - Média dos halos de inibicdo (mm) do crescimento bacteriano Escherichia coli

isolada de esponjas de poliuretano frente a antimicrobianos e hipoclorito de sodio

Antibidticos Isolado
Clorafenicol 30 pg 25,0
Gentamicina 10 pg 22,0
Ciprofloxacina 5 pg 32,5
Sulfazotrim 25 pg 24,0
Norfloxacina 10 pg 32,5

Hipoclorito de sédio 100 mg.L™* 0,0
Hipoclorito de sddio 200 mg.L™ 0,0

Fonte: Do autor, 2018.

E importante ressaltar que é de extrema importancia a continuidade deste trabalho,

no que diz respeito a quantificacdo de outros microrganismos patogénicos que podem estar
14



presentes nas esponjas. Por esse motivo, 0 processo de sanitizacdo das esponjas é muito
importante, visto que, contaminagdes cruzadas podem transferir microrganismos suficientes
para causar doencas veiculadas por alimentos ou ainda inconvenientes mais graves (SCOTT,;
BLOOMFIELD, 1990).

4. CONCLUSAO
Os métodos de desinfec¢do avaliados reduziram as contagens microbioldgicas,

mas a fervura foi mais eficaz quando comparada com as solucdes de hipoclorito de sodio, além

de ser acessivel e de baixo custo, possibilitando seu emprego nas unidades de alimentacéo.
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