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Capitulo 16

Avaliacao da microbiota e sanitizacdo de esponjas utilizadas em unidades de alimentacéo de
Montes Claros, MG
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Resumo

As esponjas utilizadas em unidades de alimentacdo podem ser veiculo de contaminacao cruzada por
transferirem microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes de superficies de utensilios para 0s
alimentos. Objetivou-se avaliar a eficiéncia de procedimentos de sanitizacdo de esponjas utilizadas
na higienizacao de utensilios e equipamentos de estabelecimentos comerciais de alimentacao, analisar
amicrobiota presente e identificar Escherichia coli nas esponjas analisadas. As esponjas naturalmente
contaminadas foram submetidas a quantificacdo de microrganismos presentes e a tratamentos de
fervura por 5 min, hipoclorito de sddio 200 mg.L* e hipoclorito de sodio submetido a sonicagio por
20 min. A avaliagdo de presencga e sobrevivéncia de microrganismos foi realizada quanto a contagem
de bactérias mesofilas aerobias (MA), coliformes a 45 °C (CF) e fungos filamentosos e leveduras
(FL). Todas as amostras apresentaram contaminacao inicial por MA, CF e FL. Uma das amostras
estava contaminada por Escherichia coli, a qual foi identificada por anélise protebmica com

99,9% de similaridade. Fervura foi o procedimento mais eficiente na redugéo da contagem inicial
dos microrganismos avaliados, por isso, foi o procedimento recomendado para a higienizacdo das
esponjas.

Palavras-chave: Escherichia coli. Contaminacéo cruzada. Desinfec¢do quimica. Desinfeccéo fisica.

Introducao

As doencas veiculadas por alimentos ainda continuam frequentes, podendo apresentar um

elevado risco a saude do consumidor. Um dos fatores mais importantes que podem contribuir para o
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aumento dessas doengas em servigos de alimentacao é a contaminagdo cruzada. Este termo € utilizado
para referir-se a transferéncia de microrganismos de alimentos contaminados para outro alimento,
atraves de superficies ou utensilios contaminados (ICMSF, 2015). Essa contaminacdo pode ser
oriunda de manipuladores, ambiente de producdo, equipamentos, moveis e utensilios (GREIG;
RAVEL, 2009).

As esponjas utilizadas na limpeza de superficies e utensilios possuem condi¢des que
favorecem o crescimento de microrganismos, pois apresentam pequenos orificios que facilitam a
retencdo de restos alimentares e umidade. Devido a essas condicdes, as esponjas podem ser veiculo
de contaminagdo cruzada por transferirem microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes de
superficies para os alimentos (ROSSI et al., 2012).

As esponjas podem estar contaminadas por algumas espécies bacterianas patogénicas como,
por exemplo, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella sp. Esses patdgenos podem
permanecer nas superficies por horas ou dias apds a contaminacgdo, podendo contaminar os alimentos
e provocar surtos alimentares (KUSUMANINGRUM et al., 2003). Por esses motivos, métodos de
desinfeccdo de esponjas utilizadas em unidades de alimentacdo, devem ser adotados a fim de diminuir
a contaminacao microbioldgica e reduzir o risco de contaminacdo cruzada (ROSSI et al., 2012).

Escherichia coli é um bastonete Gram-negativo, anaerobio facultativo, pertence a familia
Enterobacteriaceae, mesofilo capaz de se desenvolver entre 7 e 46 °C, tendo temperatura 6tima de 37°
C. E uma espécie patogénica muito comum em surtos alimentares (ICMSF, 2015).

Com isso, esta pesquisa objetivou avaliar a eficiéncia de procedimentos fisicos e quimicos de
sanitizacdo de esponjas utilizadas na higienizacdo de utensilios e equipamentos de estabelecimentos
comerciais de alimentacdo localizados na cidade de Montes Claros, MG. Além disso, objetivou
analisar a microbiota presente e identificar Escherichia coli nas esponjas analisadas.

Material e métodos

Foram coletadas 20 esponjas de poliuretano em unidades de alimentacéo na cidade de Montes
Claros — MG, tais como: restaurantes, bares, lanchonetes e padarias, com tempos de utilizagdo
diferentes. As esponjas foram acondicionadas em sacos plasticos esterilizados e transportadas a 6 °C
+ 2 °C, em caixas de isopor, para o Laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Agrarias
da UFMG.

As esponjas (110 mm x 75 mm x 15 mm) foram cortadas assepticamente em quatro partes

iguais para aplicacdo dos seguintes tratamentos: (a) fervura por 5 min em 200 mL de &gua destilada
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esterilizada; (b) imersdo em 200 mL de solugdo de hipoclorito de sédio a 200 mg/L por 20 min, e (c)
imersdo em 200 mL de solu¢éo de hipoclorito 200 mg/L submetido a sonica¢do (QUIMIS®, Q335D)
por 20 min. Os procedimentos (b) e (c) foram realizados a 28 °C + 2 °C. Para a neutralizacdo do
hipoclorito de sédio, as amostras foram imersas em tiossulfato de sédio a 0,25 % por 20 min. Para
verificar a contaminacdo microbioldgica inicial de cada esponja, a parte restante foi analisada sem
nenhum tipo de tratamento.

A microbiota das amostras foi analisada quanto a presenca de bactérias mesoéfilas aerdbias
(MA), fungos filamentosos e leveduras (FL) e coliformes a 45 °C, conforme metodologias descritas
por Evancho et al. (2001). Os resultados foram expressos em log UFC/esponja.

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 producao de gas apos 24 h foram utilizados para o isolamento da espécie E.
coli. O isolamento consistiu na retirada de uma al¢ada das amostras presentes nesses tubos, seguido
de esgotamento em placas com Agar Eosina Azul de Metileno (HIMEDIA®, Mumbai, india) pela
técnica de estriamento. Estas placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, com posterior observacdo do
desenvolvimento de colbnias nucleadas com centro preto com brilho metalico, tipicas de E. coli .
Cinco colobnias tipicas foram selecionadas e incubadas em tubos de ensaio contendo meio Rugai
Modificado para triagem bioquimica presuntiva inicial conforme metodologias descritas por Pessoa
e Silva (1972). O procedimento consistiu na inoculagdo de uma col6nia tipica com o auxilio de alca
bacterioldgica. A al¢a foi introduzida até a parte inferior do tubo e ao retira-la, semeou-se a superficie
do meio realizando estria simples. As col6nias bioquimicamente compativeis com E. coli foram
submetidas a anélise molecular.

Para identificacdo de cepas isoladas realizou-se andlise protedmica 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 solucdo de etanol 75 %. A amostra foi centrifugada e o sobrenadante foi
removido. Foi adicionado 50 pL de acetronitrila, 4cido 11 formico e agua (50:35:15 v/v) ao pellet
formado, o qual sofreu agitacdo em vortéx durante 1 min para extracéo de células. Foi realizada uma
segunda centrifugagdo e 0,3 pL. de sobrenadante foi depositado em uma placa com trés pogos e este
foi seco em temperatura ambiente. Adicionou-se 0,3 pL de uma solugao saturada de alpha-ciano-4-
acidohidroxicianidrico, acetonitrila, &gua e acido trifluoroacetico TFA (50:47:5:2,5 v/v). A analise
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 identificag0es foram expressas por BioTyper
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Log (scores), indicando a similaridade da cepa desconhecida por MALDI TOF MS com o perfil
disponivel em bancos de dados.

O experimento foi conduzido segundo um Delineamento Inteiramente Casualizado com vinte
repeticdes, sendo cada esponja equivalente a uma repeticdo. Realizou-se analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando a significancia de 5% no programa
estatistico SISVAR (2011).

Resultados e discussao

As esponjas analisadas apresentaram contaminacdo média inicial por MA de 6,72 log
UFC/esponja (Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados por Kusumaningrum et al.
(2002). Esses autores encontraram contagens de MA de 6,00 log UFC/esponja em esponjas usadas
em cozinhas na Holanda. Com o emprego dos tratamentos, houve reducdo desta carga microbiana
inicial. Em esponjas submetidas a solugdo de hipoclorito de sédio a 200 mg/L, observou-se uma
contagem média de MA de 5,59 log UFC/esponja, e a hipoclorito de sédio a 200 mg/L associado a
sonicacao, a contagem média foi 5,36 log UFC/esponja. Verificou-se que ndo houve diferenca
significativa (p > 0,05) entre esses dois tratamentos quimicos (Tabela 1). No tratamento com fervura,
a contagem média de MA obtida foi de 2,36 log UFC/esponja, com reducdo de 4,36 log UFC/esponja
em relacdo a contaminacao encontrada sem nenhum tipo de tratamento. Observou-se que a aplicagdo
de fervura foi o procedimento mais eficiente (p > 0,05) na reducdo da contaminacdo por MA (Tabela
1).

Na andlise de FL, a contagem inicial obtida foi 6,11 log UFC/esponja (Tabela 1). N&o foi
observada eficiéncia na aplicagdo dos tratamentos com hipoclorito 200 mg.L* e hipoclorito 200 mg.L-
! com sonicagdo quando comparados a contagem inicial de FL (p > 0,05). Contudo, ap6s 0 processo
de fervura, obteve-se uma reducdo média significativa (p < 0,05) com contagem média de FL de 3,67
log de UFC/esponja (Tabela 1).

Todas as esponjas analisadas apresentaram contaminacao por Coliformes a 45 °C. A contaminacao
inicial encontrada foi 3,58 log UFC/esponja. Esse resultado foi similar ao encontrado por Ojima et
al. (2002), os quais reportaram que a maior parte das esponjas coletadas no Japdo, apresentaram
contaminagé@o por coliformes. Houve reducdo da carga microbiana inicial apds a aplicacdo dos
tratamentos com hipoclorito de sodio 200 mg.L™ associado a sonicagio e fervura (Tabela 1), com
contagens de 2,80 e 0,47 log UFC/esponja (p < 0.05), respectivamente. Entretanto, o tratamento com

hipoclorito de s6dio 200 mg.L™* néo foi eficiente na redugdo da carga de Coliformes a 45 °C com
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contagem de 3,04 log UFC/esponja (p > 0.05). Dos procedimentos utilizados, observou-se que a
fervura foi o procedimento que mais reduziu (p < 0,05) a carga de coliformes nas esponjas (Tabela
1).

Tabela 1 — Contagens de microrganismos, expressas em log UFC/esponja, em amostras de esponjas
coletadas em unidades de alimentacéo, antes e ap0s tratamentos quimicos e fisicos de

sanitizacdo
Tratamentos
Microrganismos Hipoclorito de  Hipoclorito de sédio 200
(Log UFCl/esponja)  Controle  s6dio 200 mg.L mg.L! e sonicagdo Fervura
1
Mesofilos aerdbios 6,723+ 5,59° + 0,95 5,36°+ 1,35 2,36°+ 0,89
1,06
Fungos 6,11%+ 5,46%+ 1,24 5318+ 1,13 2,44°+ 0,77
filamentosos e 1,23
leveduras
Coliformesa45°C 3,587+ 3,042+ 0,85 2,80°+ 0,67 0,47°+ 0,00
1,07

Fonte: Dos Autores 2019.
Nota: Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Dentre os procedimentos de sanitizacdo utilizados, constatou-se que o método fisico de
fervura foi o mais eficiente na reducéo de MA, FL e CF, presentes na microbiota das esponjas. Esses
resultados corroboram com os encontrados por Rossi et al. (2012).

Apesar de ndo existirem padrdes microbiol6gicos para esponjas, a Portaria 78/2009, publicada
pela Secretaria Estadual de Saude do Estado do Rio Grande do Sul (BRASIL, 2009) afirma que
esponjas de limpeza quando utilizadas em superficies que entram em contato com alimentos, devem
ser sanitizadas diariamente, por fervura em &gua, por no minimo 5 min ou outro método adequado.
Contudo, nédo foi divulgado nenhum embasamento cientifico desse procedimento.

Apbs resultados de Coliformes a 45 °C positivos para a triagem bioquimica, constatou-se que
uma cepa isolada em estudo foi identificada por analise proteémica como Escherichia coli com 99,9%
de similaridade com o perfil disponivel no banco de dados. A presenca dessa espéecie é preocupante,
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visto que, a identificacdo de E. coli em um utensilio utilizado em unidades de alimentacdo pode

ocasionar contaminag&o cruzada por uma bactéria patogénica.

Conclusédo

A fervura foi o procedimento mais eficiente de sanitizagdo por ter provocado reducdo de
todos os microrganismos avaliados nas esponjas. A microbiota das esponjas foi composta de MA e
FL com concentracdes acima de 6,00 log UFC/esponja. Além disso, o grupo coliforme a 45 °C estava
presente nestes utensilios de limpeza e foi possivel identificar um isolado de E. coli. A presenca desta
espécie em esponjas é preocupante, visto que é um microrganismo patogénico envolvido em surtos
alimentares e pode ser transferido para outros utensilios durante a higienizacdo dos mesmos. Dessa

forma, faz-se necessario a fervura de esponjas utilizadas nas unidades de alimentacéo.
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