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Resumo

O presente estudo teve como objetivo identificar microrganismos patogénicos presentes em
esponjas coletadas de estabelecimentos de manipulacéo de alimentos no bairro S&o Pedro, em
Teresina-Pl. Trata-se de uma pesquisa experimental, quantitativa e qualitativa, com esponjas que
estiveram em uso por pelo menos um dia e que serviam para higienizar utensilios que possuiam
contato direto com os alimentos. Foram coletadas 20 amostras de esponjas que foram colocadas
em meio Brain Heart Infusion (BHI) e posteriormente incubadas na estufa por 24 horas. As amostras
foram semeadas nos meios de cultura Agar Sangue, Agar MacConkey, Agar SS e Agar
Cromogénico. Apds crescimento, foram isoladas novamente e incubadas por 24 horas para
posterior identificacdo com a tecnologia Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of
Flight (MALDI-TOF). Houve o crescimento de 6 tipos de bactérias diferentes, sendo 4 Gram-
negativas e 2 Gram-positivas. Além de coliformes fecais, as esponjas estavam contaminadas com
Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae e Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos no teste mostraram a
necessidade de uma melhora nas condi¢des higiénicas das esponjas utilizadas nas cozinhas, pois
através delas se espalham microrganismos patogénicos.

Palavras-chave: esponjas; alimentos; bactérias; contaminacao cruzada.

Abstract

The aim of this study was to identify pathogenic microorganisms present in sponges collected from
food-handling establishments in the S&o Pedro neighborhood, Teresina-Pl. This is an experimental,
guantitative, and qualitative research involving sponges that had been in use for at least one day
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and were used to clean utensils that came into direct contact with food. Twenty sponge samples
were collected, placed in Brain Heart Infusion (BHI) medium, and then incubated in an oven for 24
hours. The samples were inoculated onto Blood Agar, MacConkey Agar, SS Agar, and
Chromogenic Agar media. After growth, they were re-isolated and incubated for another 24 hours
for subsequent identification using Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight
(MALDI-TOF) technology. Growth of six different types of bacteria was observed, including four
Gram-negative and two Gram-positive species. In addition to fecal coliforms, the sponges were
contaminated with Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter cloacae, and Staphylococcus aureus. The test results indicated a need
for improved hygienic conditions of sponges used in kitchens, as they serve as vectors for
spreading pathogenic microorganisms.

Keywords: sponges; food; bacteria; cross-contamination.

1. Introducgéo

As esponjas de poliuretano sdo empregadas na cozinha de restaurantes,
lanchonetes e outros pontos de venda de alimentos. Elas sdo usadas para lavar e
limpar lougas e objetos presentes na cozinha, com o objetivo de eliminar os restos
de alimentos, gorduras dentre outros resquicios presentes nos respectivos objetos.
Na maioria das vezes, essas esponjas sdo acondicionadas em recipientes que
contém umidade e restos de comida que podem ficar retidos em seus poros,
levando ao surgimento e proliferacdo de microrganismos causadores de doencas
(CARVALHO; SALES, 2017). A contaminagdo cruzada ocorre quando bactérias e
virus sao transferidos de alimentos contaminados para outros alimentos (LUBER,
2009), ela pode acontecer por meio de utensilios, manipuladores ou pelo préprio
ambiente de producéo (GREIG; RAVEL, 2009) contaminados previamente.

Nos ultimos anos, comecgou-se a evidenciar um grande aumento dos casos
de Doencas de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA), enfermidades causadas
pela ingestdo de agua e/ou alimentos contaminados (SES-MG, 2022) por bactérias
e suas toxinas, virus, parasitas intestinais oportunistas ou substancias quimicas.
Essas doencas sdo caracterizadas por sintomas como nausea, vOmito, dor
abdominal, diarreia e inapeténcia acompanhados ou nao de febre. O quadro
clinico das DTHAs depende do agente etioldgico envolvido e pode atingir quadros
extremamente sérios como desidratacdo grave, diarreia sanguinolenta,
insuficiéncia renal aguda e insuficiéncia respiratéria (SMS, [s.d.]).

O aumento de surtos de DTHA ocorreu no Brasil entre os anos de 2012 a
2014, atingindo o seu pico no ano de 2014, chegando a aproximadamente 18.000

mil o nimero de doentes. Enquanto nos anos de 2020 e 2021 ocorreu uma queda

2




Revista Multidisciplinar do Nordeste Mineiro, v.12, 2024
ISSN 2178-6925

consideravel no numero de infectados, chegando a atingir no maximo 5.000 mil
pessoas (BRASIL, 2023).

Segundo dados do Ministério da Saude, as residéncias e 0s
restaurantes/padarias estdo entre os locais que mais contribuiram com a
ocorréncia de DTHA no Brasil, sendo responsaveis por 37,7% e 15,1%,
respectivamente, dos surtos registrados no periodo de 2012 a 2021. Esses
mesmos dados também apontam como agentes etioldégicos mais identificados nos
surtos de DTHA os de origem bacteriana, dentre eles, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp, Bacillus cereus, Clostridium perfringens e
Shigella spp (BRASIL, 2023).

O presente trabalho possui o objetivo geral de analisar a presenca de
microrganismos patogénicos em esponjas coletadas em locais de manipulacao de
alimentos nos arredores de uma Instituicdo de Ensino Superior (IES). Além dos
seguintes objetivos especificos: investigar o crescimento de microrganismos
patogénicos nos meios de cultura Agar MacConkey, Agar Sangue e Agar SS,
identificar os tipos de bactérias por meio da tecnologia MALDI-TOF (VITEK® MS),
verificar se existe variagcdo quantitativa dos microrganismos encontrados nas
esponjas de limpeza e evidenciar a importancia da descontaminacao correta das
esponjas e comprovar a necessidade de uma troca regular de tal instrumento de

limpeza.

2. Reviséo da Literatura
2.1 Bactérias

Sdo estudadas diversas caracteristicas de uma bactéria a fim de obter
informacdes que irdo auxiliar na sua identificacdo e classificacdo. A exemplo
estuda-se sua forma e arranjo (morfologia), suas necessidades atmosféricas,
exigéncias nutricionais, atividades bioquimicas e metabdlicas, enzimas produzidas,
reacdbes a corantes e patogenicidade (FADER; ENGELKIRK; DUBEN-
ENGELKIRK, 2021).

Quanto a sua forma, as bactérias podem ser esféricas, cilindricas ou
espiraladas. As esféricas sdo chamadas cocos e podem ser encontradas na forma

ovoide isolada ou ligadas a outras células. As bactérias cilindricas sdo chamadas
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bacilos ou bastonetes e as espiraladas ou helicoidais assemelham-se a um saca-
rolha, sendo chamadas de espirilos. Além de diferentes formas, as bactérias
podem também estar organizadas em variados arranjos, exceto as bactérias
espiraladas, que geralmente aparecem como células Unicas (PAIXAO et al., 2015).
De acordo com Neto et al. (2008) apud Campos (2012), ha também os vibrides,
gue sao bactérias com formato de virgula.

A parede celular € uma estrutura resistente que envolve as células bacterianas,
desempenhando papéis cruciais na manutencdo da forma celular e na protecao
contra a ruptura causada pelo excesso de entrada de agua. Esta parede varia em
espessura e composicao entre diferentes tipos de bactérias, e suas caracteristicas
estruturais sdo Uteis para a identificacao, classificacdo e também para explicar
como as bactérias reagem a técnica de coloracdo de Gram (PAIXAO et al., 2015).

Segundo Brooks et al. (2014), a maioria das bactérias é classificada como
Gram-positiva ou Gram-negativa, de acordo com sua resposta a coloracédo pelo
método de Gram. A coloracdo de Gram depende da capacidade de certas
bactérias (as bactérias Gram-positivas) de reter o complexo cristal de violeta (um
corante purpura) e iodo apdés breve lavagem com alcool ou acetona.

As bactérias Gram-negativas ndo retém o complexo corante-iodo e tornam-se
translicidas, podendo, assim, tomar a coloracdo de fundo com safranina ou
fucsina (um corante vermelho). Assim, as bactérias Gram-positivas aparecem na
cor purpura ao microscopio, e as Gram-negativas em vermelho. De acordo com
Harris (2003) apud Ribeiro et al. (2012), as bactérias Gram-negativas sdo mais
resistentes aos antibidticos do que as bactérias Gram-positivas. Elas possuem
uma membrana constituida por fosfolipidios, lipopolissacarideos (LPS) e proteinas
qgue conferem consideravel impermeabilidade aos agentes antibacterianos.

2.2 Microbiota Gastrointestinal

A composicdo da microbiota intestinal se inicia desde a fase fetal do ser
humano, se expandindo a fatores como: tipo de parto, idade gestacional em que
ocorre 0 nascimento do bebé, tipo de alimentacao inicial do recém nascido (leite
materno ou foérmulas), exposicdo a antibidticos, entre outros fatores. Os bebés

prematuros apresentam quantidade reduzida de bactérias anaerodbias, e niveis
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mais elevados de enterobactérias, até mesmo potenciais patdbgenos, como
Escherichia coli ou Klebsiella pneumoniae (ALVAREZ et al., 2021).

A homeostase da microbiota intestinal depende diretamente do estilo de
vida do individuo, desde o tipo de alimentagdo/dieta que ele possui, até fatores
genéticos, idade, estresse, uso de medicamentos e em especial os antibidticos,
histérico de cirurgias a nivel de trato gastrointestinal, quimioterapia e a presenca
de agentes infecciosos, causando uma alteracdo permanente ou transitoria no
ecossistema intestinal. Esses aspectos vao interferir na flora intestinal, produzindo
um equilibrio ou desequilibrio da mesma (SCHMIDT et al., 2017).

A microbiota gastrointestinal desempenha diversas funcdes no corpo
humano, entre elas se incluem os processos de defesa contra patdgenos,
realizado através dos mecanismos de resisténcia a colonizacdo microbiana e a
producdo de compostos antimicrobianos, além do desenvolvimento e manutencéo
dos encargos sensoriais e motores do sistema gastrointestinal, processos
metabdlicos e nutricionais (PEREIRA, 2019). Os microrganismos presentes em
grande maioria na microbiota sdo dos géneros Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus, Enterobacteriaceae, Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium,

Fusobacterium, Peptostreptococcus e Atopobium (SANTOS, 2018).

2.3 Doencgas de Transmisséo Hidrica e Alimentar (DTHA)

Doencas causadas por &gua e/ou alimentos contaminados com
microrganismos patogénicos sdo consideradas DTHAs. Mesmo que os alimentos
apresentem sabor, aspecto e odor caracteristico podem causar doencas se houver
falta de higienizacéo e preparacdo adequada. Da mesma forma, a qualidade da
agua que é utilizada para a lavagem e preparacdo dos alimentos interfere
diretamente na segurangca alimentar e saude dos consumidores (KLEIN;
BISOGNIN; FIGUEIREDO, 2017). No Brasil, considera-se que ha um surto de
DTHAs quando duas ou mais pessoas apresentam sinais e sintomas parecidos no
trato gastrointestinal (TGI), apds a ingestao de algum alimento ou agua de mesma
procedéncia (BRASIL, 2021).

As principais causadoras de DTHAs sdao do género Salmonella, sendo S.

Enteritidis e S. Typhimurium as mais comuns. No entanto, B. cereus, E. coli, S.
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aureus, C. perfringens e Shigella spp também podem provocar DTHAs. Essas
bactérias estao ligadas diretamente a doencas que se manifestam no TGI, que na

maioria dos casos, geram as toxinfec¢des alimentares (CEVS, 2013).

2.4 Higienizacéo e troca das esponjas como forma de conter DTHAS

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) dispde do
Regulamento Técnico de Boas Praticas para Servicos de Alimentacéo,
preconizado pela Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 216 de 15 de
setembro de 2004. Essa Resolucdo objetiva o constante aperfeicoamento das
acOes de controle sanitario na area de alimentos e a protecdo a saude da
populacdo, assim como a necessidade de elaboracdo de requisitos higiénico-
sanitarios gerais para servicos de alimentacdo presentes em todo o territorio
nacional.

A ANVISA define higienizacdo como a operacdo que compreende duas
etapas: a limpeza e a desinfeccdo. A limpeza € a operacdo de remocao de
substancias minerais e ou organicas indesejaveis, tais como terra, poeira, gordura
e outras sujidades. A desinfec¢cdo € caracterizada por uma operacao de reducéo,
por método fisico e ou agente quimico, do nimero de microrganismos em nivel
gue ndo comprometa a qualidade higiénico-sanitaria do alimento (BRASIL, 2005).

Em sua dissertacéo, Rossi (2010) avalia dois procedimentos de desinfec¢cao
em esponjas utilizadas em servicos de alimentacdo: fervura em agua potavel
durante 5 minutos e desinfeccdo com solucdo de hipoclorito de sédio 20 ppm, por
10 minutos, seguido de enxague com agua potavel. Em seus resultados, a autora
traz dados de que ambos os métodos foram eficazes em reduzir as quantidades
de contaminantes e que a fervura inativou um nimero maior de microrganismos.
Simon e Benedetti (2016) também realizaram um estudo avaliando a eficacia dos
métodos de descontaminacdo. Eles utilizaram a mesma metodologia que Rossi
(2010) e obtiveram resultados semelhantes. Almeida et al. (2015) realizou ambos
0s processos de descontaminacéo utilizados pelos autores citados anteriormente.
Entretanto, de modo contrario aos demais autores, Almeida et al. (2015) utilizou
uma concentracao diferente do hipoclorito de sédio, resultando na eficacia apenas

do método de fervura. O método de desinfeccdo por hipoclorito de sédio néao
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obteve atividade antibacteriana, provavelmente pela concentracao diferente que foi

utilizada.

3. Metodologia
3.1 Aspectos éticos

De acordo com a Resolugcdo CNS n° 466/12 e a Resolugcdo CNS n° 510/16,
“todas as pesquisas envolvendo seres humanos deverdo ser submetidas a
apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)’, para que, caso haja
aprovacdo, a coleta de dados possa ser iniciada, conforme estipulado na
resolucao.

Porém, esta pesquisa ndo se enquadra nesta resolucdo porque envolve

coleta de amostras de esponjas, logo ndo envolve seres humanos.

3.2 Desenho do estudo
Trata-se de um estudo experimental prospectivo de avaliacdo de locais de
alimentacdo, com abordagem quali-quantitativa de forma a contribuir com o

monitoramento de higiene alimentar.

3.3 Area de estudo

Foi realizada a coleta de amostras de esponjas em 20 locais de alimentagao
no bairro Sado Pedro, Teresina-Pl, aos arredores de uma IES para a avaliacdo da
higiene das esponjas presentes nos estabelecimentos e da periodicidade que

ocorre a troca desse material.

3.4 Sistematizacéo das coletas

Foi apresentado aos trabalhadores dos locais de alimentacdo um Termo de
Autorizacdo e Compromisso da Instituicdo Coparticipante Para Uso de Dados
(TCUD). Apo6s tomarem ciéncia da finalidade do uso das esponjas e da
confidencialidade do projeto, os trabalhadores doaram, mediante assinatura do

TCUD, as esponjas para a analise microbiana.

3.5 Amostragem
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A coleta das amostras ocorreu no dia 19 de setembro de 2024, sendo que 9
esponjas foram coletadas no turno da manha, entre 08:00 e 10:00, enquanto 11
esponjas foram coletadas no turno da noite, entre 18:00 e 20:00. As esponjas
selecionadas foram aquelas que estavam em uso ha pelo menos um dia. Elas
foram colocadas em um saco plastico hermético, higienizado previamente com
alcool 70%, e em seguida foram armazenadas em um isolante térmico com gelo.
Por fim, foram encaminhadas ao Laboratério Central de Saude Publica do Piaui
Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI), onde ocorreu o processamento das amostras.

3.6 Procedimentos

Ao chegarem no setor de Microbiologia do LACEN-PI, as amostras foram
colocadas em frascos estéreis (com auxilio de uma tesoura esterilizada) contendo
meio Brain Heart Infusion (BHI), para 0 aumento do crescimento de possiveis
patdgenos e incubados na estufa por 24h. Posteriormente foram semeadas nos
meios de cultura Agar Sangue para possivel crescimento de bactérias gram-
positivas, no meio Agar MacConkey para o crescimento de bactérias gram-
negativas e no meio SS para determinacao de Salmonella e Shigella

De acordo com o seu crescimento, foram novamente isoladas em meio Agar
Cromogénico para cada tipo de bactéria e incubadas por 24h para crescimento.
Logo apods foram identificadas com a tecnologia MALDI-TOF (Matrix Associated
Laser Desorption-lonization — Time of Flight) através do equipamento VITEK® MS
onde foram colocadas em lamina juntamente com o reagente especifico e
colocadas no VITEK® MS para serem identificadas, entre um tempo de 10 a 15

minutos, sendo posteriormente coletados os dados.

3.7 Anélise de dados
Os dados foram coletados e apresentados através do Microsoft Excel® com

a utilizac&o de graficos para melhor demonstracdo dos mesmos.

4. Resultados e Discusséo
Houve o crescimento de 6 tipos de bactérias diferentes, onde 4 delas séo

bactérias Gram-negativas e 2 delas sdo bactérias Gram-positivas. Nas 20 amostras
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analisadas, houve o crescimento de pelo menos 2 bactérias diferentes em cada
amostra, onde na maioria delas houve o crescimento de 3 bactérias diferentes

(Grafico 1). No entanto, ndo houve crescimento de Salmonella e Shigella.

Gréfico 1. Quantidade de bactérias por amostra.

16
14
1z

10

Quantidade de amostras

1 Bactéria 2 Bactérias 3 Bactérias

Quantidade de bactérias

Fonte: Autores, 2024.

Houve prevaléncia de bactérias Gram-negativas em todas as amostras
testadas. Em cada amostra, foi observado um crescimento superior a 100.000
UFC/mL nos meios semeados. Ja as bactérias Gram-positivas apresentaram pouco

crescimento, conforme ilustrado no gréfico 2.
Gréfico 2. Tipos de bactérias.
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Fonte: Autores, 2024.

De acordo com o quadro 1, podemos observar os resultados obtidos nas

amostras contaminadas >100.000 UFC/mL, tendo a presenca de diferentes tipos

bacterianos e presenca de coliformes fecais em todas as amostras.

Quadro 1. Espécies bacterianas encontradas em cada amostra.

Amostras de esponjas

Bactérias encontradas

Local 1 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae
Local 2 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae
Local 3 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
Local 4 Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus
Local 5 Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus
Local 6 Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa
Local 7 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
Local 8 Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis

Local 9 Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
Local 10 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
Local 11 Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa

Local 12 Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa

Local 13 Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis
Local 14 Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis
Local 15 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
Local 16 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
Local 17 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
Local 18 Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis
Local 19 Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis

Local 20 Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis

Fonte: Autores, 2024.

Em 18 amostras houve o crescimento de Enterococcus faecalis, seguido de

Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae e logo ap6s de Pseudomonas aeruginosa.

As bactérias menos prevalentes sdo Enterobacter cloacae e Staphylococcus

aureus, com crescimento em apenas duas amostras. Dados detalhados no grafico

3 abaixo:

Gréfico 3. Prevaléncia das bactérias encontradas.
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As amostras de esponjas demonstram uma grande quantidade de bactérias,
demonstrando que se néo forem higienizadas corretamente antes das lavagens,
podem funcionar como transmissoras de bactérias patogénicas para 0s seres
humanos, com grande potencial infeccioso. Atualmente a legislacdo brasileira ndo
estabelece limites para contagem de microrganismos em superficies de
processamento de alimentos (COELHO, 2010).

O Brasil ndo possui um namero especifico de surtos e casos de doencas de
origem alimentar como a salmonelose, por conta da falta de notificacdo deste tipo
de patologia (MAGALHAES, 2021).

Em estudos, ja foram descritos 889 surtos de intoxicacdo alimentar no
estado do Rio Grande do Sul entre 1988 e 1997, e entre os casos, 299 foram
identificados como causados por alimentos com a presenca de Salmonella spp., em
um total de 33,63%. O estudo conclui que a ocorréncia de doencas alimentares ndo
é relatada, como acontece em todos os locais do mundo onde foi realizada a
revisdo bibliografica do trabalho (LUZ, 2020).

Estudos realizados em 2010 apresentaram 76,25% de coliformes fecais e
2,5% das amostras apresentaram producdo de Salmonella spp. e também
presenca de Staphylococcus coagulase positiva e presenca de fungos (TOMA,

2023).
11
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Em 2005 realizou-se um teste semelhante resultou na auséncia de
Salmonella spp., porém foram encontradas bactérias presentes em coliformes em
todas as amostras, com contagens elevadas variando entre 5,0 e 9,5 log UFC/ml
para total e <0,3 e 4,9 log UFC/ml para fezes, em determinada ordem (ROLIM,
2021).

Ao comparar as boas praticas de producdo de alimentos entre hotéis,
restaurantes e unidades de alimentacdo e nutricdo, constatou-se que 0s
restaurantes comerciais tiveram pior desempenho em termos de contaminagao
microbiana em comparacao as demais unidades analisadas. Nessas unidades de
alimentacédo, bem como o processo de manuseio das mesmas, devem seguir um
fluxo higiénico adequado e ininterrupto. A area destinada aos alimentos crus deve
ser separada da area destinada aos alimentos preparados, minimizando assim o
risco de contaminacéo (BLUME; RIBEIRO; 2022).

5. Concluséo

As esponjas analisadas estavam contaminadas com diversos tipos de
bactérias com prevaléncia de coliformes fecais, o0 que confirmou as suas condicdes
higiénicas incertas. Nas esponjas tiveram crescimento de Enterococcus faecalis
(18), Proteus mirabilis (14), Klebsiella pneumoniae (13), Pseudomonas aeruginosa
(7), Enterobacter cloacae (2) e Staphylococcus aureus (2) respectivamente.

Na maioria das vezes, as esponjas sado utilizadas para diversas funcdes na
cozinha, desde a limpeza de alimentos até a limpeza do fogao e outros utensilios.
Com isso, tornam-se um potencial disseminador de microrganismos causadores de
doencas. Nos testes realizados para fins de pesquisa de salmonelas, as esponjas
ndo estavam contaminadas.

Os resultados obtidos no teste mostraram a necessidade de uma melhora
nas condi¢des higiénicas das esponjas utilizadas nas cozinhas, pois através delas
se espalham microrganismos e apresentam persisténcia de bactérias. O que
nesses ambientes podem causar diversas doencas, principalmente gastroenterites,

gue podem representar risco a saude do manipulador e de seus clientes.
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