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RESUMO

Os Métodos da Diluigdo de Uso (MDU) e da Suspensdo da AOAC sao oficialmente aceitos no
Brasil na avaliacdo da eficiéncia antimicrobiana de desinfetantes, para fim de registro
comercial. O estudo teve como objetivo determinar a eficiéncia antimicrobiana das solucgdes de
hipoclorito de sodio nas concentracdes 5, 100 e 200mg/L e de cloreto de benzalcénio a 77 e
10.000mg/L e avaliar os processos de higienizacdo das maos e botas dos manipuladores e das
caudas de lagosta, como matéria-prima, em um Entreposto de Pescado na cidade de Fortaleza-
CE. Os testes aplicados aos desinfetantes foram MDU (INCQS/POP N965.3210.007) que utiliza
as cepas padrao Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis e Escherichia coli e
Suspensao (AOAC 960.09) que testa os desinfetantes contra S. aureus e E.coli. Foi verificada
a eficcia dos procedimentos de higienizacdo das méos e botas dos manipuladores e das caudas
de lagostas através da reducédo decimal (RD) das bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC), de
amostras colhidas durante o processamento. Procedeu-se a contagem bacteriana através do
método de Contagem Padrdo em Placas (CPP) pelas técnicas pour plate (maos e botas) e spread
plate (caudas), utilizando-se Agar Extrato Glicose Triptona (TGEA), e os resultados foram
expressos em UFC/m3o, UFC/cm? e UFC/cauda. As solucdes de hipoclorito de sodio foram
reprovadas pelo MDU nas concentracdes 5, 100 e 200 mg/L e aprovadas (RD > 5 ciclos
logaritmicos) em pelo menos uma repeticdo para o teste da Suspensdo. As solucgdes do cloreto
de benzalconio foram aprovadas nos dois testes apresentando melhor eficiéncia microbiolégica
para o teste de suspensao (RD >5 ciclos logaritmicos) na concentra¢do 10.000 mg/L. As RD
das maos e das botas dos manipuladores e das caudas de lagosta foram respectivamente < 0,8,
< 0,6 e < 0,6 ciclo logaritmico. O MDU e o Método da Suspensdo mostraram concordancia
parcial na aprovagdo antimicrobiana das solucGes tendo esse ultimo maior nimero de
aprovacOes. A carga microbiana inicial definiu a boa eficiéncia do processo de higienizagédo
para a matéria-prima e maos e a ineficiéncia para as botas no Entreposto de Pescado. As RD
encontradas para as cepas padrao (Staphylococcus aureus e Escherichia coli), analisadas pelo
método da Suspensao testando hipoclorito de sddio e cloreto de benzalcdnio foram maiores do
que aquelas RD encontradas para BHC ap0s o processo de higienizacdo das maos, botas e

caudas de lagosta.

Palavras-chave: Diluicdo de uso. Suspensdo. Desinfetante. Manipuladores. Lagosta.



ABSTRACT

The AOAC use-dilution method (UDM) and suspension method are officially accepted in
Brazil for the evaluation of the antibacterial efficiency of disinfectants when applying for
product registration. The purpose of this study was to determine the antibacterial efficiency of
solutions of sodium hypochlorite at 5, 100 and 200mg/L and benzalkonium chloride at 77 and
10,000mg/L, and to evaluate the procedures employed to disinfect raw material (lobster tails)
and the hands and boots of handlers at a seafood processing facility in Fortaleza city. The
disinfectants were tested with UDM (INCQS/POP N°%65.3210.007) using standard strains of
Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis and Escherichia coli, and with the suspension
method (AOAC 960.09) using S. aureus and E. coli. The hygienization procedures for hands,
boots and raw material were evaluated by decimal reduction (DR) of aerobic mesophiles in
samples collected during processing. The bacteria were quantified by standard plate count (pour
platefor hands and boots; spread plate for tails) in Tryptone Glucose Extract agar, and results
were expressed as CFU/hand, CFU/cm?and CFU/tail. The sodium hypochlorite solutions failed
the UDM test at all concentrations, but were approved (DR >5) in the suspension test for at
least one repetition. The benzalkonium chloride solutions were approved with both methods,
with the best performance observed for the suspension method (DR >5log) at 10.000 mg/L. DR
values were <0.8 (hands), <0.6 (boots) and <0.6 (tails). The two methods (UDM and
Suspension) were in partial agreement regarding the approval of solutions, but the latter method
yielded a greater number of approvals. Due to differences in the initial bacterial load, the
hygienization procedures were efficient for hands and lobster tails but inefficient for boots. DR
values were significantly higher for standard strains (S. aureus and E. coli) tested with the
suspension method using sodium hypochlorite and benzalkonium chloride than for aerobic
mesophiles following the hygienization of hands, boots and lobster tails sampled at the seafood

processing facility.

Key words: Use-dilution method. Suspension method. Disinfectant. Handlers; Lobster.
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1 INTRODUCAO

A palavra sanitizac3o é derivada do latim sanitas que significa sadde. E considerada
uma ciéncia aplicada devido a sua importancia para a protecdo da saude humana relacionada
aos fatores ambientais. As aplicacfes dessa ciéncia referem-se as praticas higiénicas designadas
para manter ambientes limpos e saudaveis para a producéo, processamento e armazenamento
de alimentos (MARRIOTT; GRAVANI, 2006).

Os micro-organismos sdo as formas de vida mais difundidas na natureza. Sua
presenca tem efeitos positivos e negativos para a vida do homem, consequentemente, seu
controle é fundamental para evitar os efeitos indesejaveis a salde, ao meio ambiente e aos bens
que fazem a qualidade de vida do ser humano (BRASIL, 2007a).

As industrias que processam alimentos pereciveis, como 0s Entrepostos de pescado,
trabalham em ambientes imidos nos quais as condi¢des sdo mais favoraveis a proliferacéo
microbiana e seguem protocolos particulares de higieniza¢cdo.Os programas de higienizacdo
industrial envolvem limpeza e desinfeccdo. A limpeza tem como objetivo principal a remocéo
de residuos organicos e minerais aderidos as superficies e utiliza 4gua e detergente. A etapa
posterior de desinfeccdo objetiva eliminar micro-organismos patogénicos e reduzir o nimero
dos deterioradores para niveis considerados seguros, de modo a produzir um produto de boa
qualidade higiénico-sanitaria (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

A higienizacdo se insere nos Procedimentos Padrdes de Higiene Operacional
(PPHO) que criam as condicdes para a implantacdo do programa Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), visando obter alimentos seguros, sob o0s aspectos relacionados
as contaminacOes com agentes quimicos, fisicos e microbioldgicos (BRASIL,1998). Assim um
programa de sanitizacdo efetivo é essencial para aumentar a qualidade do produto e a sua vida
util porque a populacdo microbiana pode ser reduzida.

A premissa dos programas de higienizagdo industrial fundamenta-se na
responsabilidade dos estabelecimentos de garantir a qualidade higiénico-sanitaria e tecnologica
dos seus produtos, através de um Sistema de Controle de Qualidade capaz de se antecipar ao
aparecimento dos perigos a saude publica e de outros atributos de qualidade, gerando registros
e informac0es, de forma que o Sistema possa sofrer, continuamente, a verificagdo do Servico
Oficial de Inspec¢éo de Produtos de Origem Animal.

Os sanitizantes quimicos comerciais usados nos entrepostos de pescado tém
aprovacdo e registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da

Saude (MS), conforme o Regulamento Técnico para Produtos Saneantes com Acao
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Antimicrobiana (BRASIL, 2007a). As mudancas de uso das substancias quimicas deverao ser
comunicadas ao 6rgdo de fiscalizacdo sanitaria do Departamento Nacional de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal (DIPOA) do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA).

As comprovagdes da eficiéncia microbioldgica dos sanitizantes quimicos s&o
necessarias, e uma das formas de se verificar é através de testes laboratoriais. As anélises com
0 objetivo de aprovacdo de registro comercial devem ser realizadas no Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), na rede
oficial de laboratérios do MAPA, ou em laboratérios credenciados especificamente para este
fim, obedecidos os métodos e procedimentos preconizados pelo INCQS/FIOCRUZ
(ANDRADE; CARELLI; MARTINS, 2008).

No Brasil, os produtos com acdo antimicrobiana deverdo ter sua eficacia
comprovada mediante a metodologia recomendada pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA)
dos Estados Unidos e adotada pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) ou
pelos métodos adotados pelo Comité Europeu de Normalizacdo (BRASIL, 1999). Sao
considerados como oficiais para a determinacédo da eficacia antimicrobiana desses produtos 0s
métodos da Dilui¢do de Uso (MDU) AOAC 955.14 com o uso de Salmonella enterica, AOAC
955.15 com Staphylococcus aureus, AOAC 964.02 com Pseudomonas aeruginosa e o método
da Suspensdo (AOAC 960.09), cuja principal diferenca entre eles é a forma como 0s micro-
organismos sdo expostos a acdo do desinfetante (BRASIL, 2007a).

Baseado nas metodologias da diluicdo de uso da AOAC, o INCQS elaborou o
Procedimento Operacional Padronizado aplicado na analise da eficiéncia antimicrobiana dos
desinfetantes. Os micro-organismos teste especificados para as industrias alimenticias sdo
Staphylococcus aureus INCQS N°00039 (ATCC 6538), Salmonella Choleraesuis INCQS N2
00028 (ATCC 10708) e Escherichia coli INCQS N° 00032 (ATCC 11229) (BRASIL, 2009a).

O MDU tem sido constantemente questionado por alguns pesquisadores desde sua
adocdo no Brasil pelo Ministério da Saude, em 1985. No inicio, muitos desinfetantes de uso
hospitalar, institucional e doméstico foram desqualificados por ndo atingirem os padrdes de
atividade antibacteriana. A metodologia pode qualificar, ou ndo, um mesmo produto,
dependendo do laboratorio que realiza o rigoroso e trabalhoso método (TIMENESTSTKY,
1990; TIMENESTSTKY, 2002).

Ao longo dos anos, um grande numero de pesquisadores relata que um dos
principais fatores causadores da variabilidade dos resultados inter e entre laboratorios é a

auséncia de procedimentos do metodo para assegurar a densidade celular do inoculo e a falta
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de padronizacéo da populagdo microbiana aderida aos cilindros carreadores. Essa variabilidade
foi significativamente minimizada pela inclusdo de uma simples etapa de dilui¢do da cultura.
Alguns trabalhos também mostram que a adesao das células bacterianas aos cilindros varia de
acordo com a cultura empregada, o material e a disparidade fisica dos cilindros (ARLEA et al.,
2008; COLE; RUTALA; CARSON,1987; OMIDBAKHSH, 2012; TOMASINO; FIUMARA;
COTTRILL, 2006; TOMASINO; PINES; HAMILTON, 2009; TOMASINO; PINES;
HAMILTON, 2012).

O Método da Suspensdo e também usado para a comprovacdo da eficiéncia
antimicrobiana de sanitizantes. E um método quantitativo, mais simples, menos trabalhoso e
mais barato do que o MDU. Os resultados sdo apresentados na forma de reducbes decimais
(RD) da populacdo microbiana de Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Escherichia coli
(ATCC 11229), enumerando-se 0s micro-organismos sobreviventes apds o contato com o
desinfetante, ndo exigindo a elimina¢do completa como ocorre com o MDU. Esse teste é
amplamente aceito nos paises europeus (ANDRADE; CARELLI; MARTINS, 2008) e por ter
sua execucao mais simples, o torna mais indicado aos laboratorios publicos e privados que
fazem avaliacdo da eficiéncia microbioldgica de desinfetantes (OKAZAKI, 2003). Esse método
deve ser aplicado para os sanitizantes a base de quaternario de amonia, em concentragdes < 200
mg/L, pois em valores superiores a etapa de neutralizacdo do desinfetante se torna mais critica.
Okazaki (2003) adaptou o método para cloreto de benzalcbnio substituindo a etapa de
neutralizacdo por filtragdo com subsequente enxdgue das membranas com neutralizante
(lecitina + tween 80) ou tampéo fosfato.

A reprodutibilidade dos testes empregados no MDU da AOAC para atividade
bactericida de desinfetantes, requerida pela EPA desde 1953 para fins de regulamentagéo tem
sido questionada por varios pesquisadores (OMIDBAKHSH, 2012). Considerando que é um
dos métodos usados no Brasil e ainda, diante da limitacdo do Método da Suspensdo para
solugdes de quaternario de amonia > 200mg/L, procurou-se verificar a resposta desses testes,
qualitativo e quantitativo, para as solugcfes sanitizantes utilizadas, rotineiramente, no Entreposto
de Pescado escolhido para este estudo por representaras condigOes das plantas industriais
exportadoras do Estado do Ceard, quanto ao cumprimento das normas higiénico-sanitarias e
quanto ao uso dos principios ativos dos desinfetantes comerciais.

Dessa forma, objetivou-se determinar e comparar a eficiéncia antimicrobiana das
solugdes sanitizantes de hipoclorito de sddio e de quaternério de amoénia através do MDU da
AOAC (INCQS/POP N265.3210.007) e do Método de Suspensdo (AOAC 960.09) e avaliar a

eficiéncia do processo de higienizacdo das maos e botas dos manipuladores e das caudas de
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lagostas como matéria-prima, através das RD das bactérias heterotréficas cultivaveis em um

Entreposto de Pescado em Fortaleza-CE.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Entreposto de pescado e Programas de qualidade

Entreposto de Pescado e Derivados € uma das classificacfes adotadas para
estabelecimentos de pescado. Por definicdo, sdo as indUstrias dotadas de dependéncias,
instalacGes e equipamentos adequados ao recebimento, lavagem, manipulacgéo, fracionamento,
acondicionamento, frigorificacdo, estocagem, distribuicdo ou comercializacdo do pescado e
derivados, dispondo ou ndo de instalacBes para o aproveitamento de produtos ndo comestiveis
(BRASIL, 2010a). Entende-se por pescado, 0s peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, répteis,
equinodermos e também gastrépodes terrestres destinados a alimentacdo humana (BRASIL,
2010b).

No Estado do Ceard estdo incluidos nessa classificacdo doze estabelecimentos,
habilitados para a comercializagéo interestadual e internacional com registro no Servico de
Inspecdo Federal (SIF), desenvolvendo atividades proprias para obtencdo de produtos de

pescado frescos ou congelados (Quadro 1).

Quadro 1 — Entrepostos de Pescado do Estado do Cear& com registro no Servigo de Inspecéo Federal (SIF).

SIF Razéaosocial Localidade
349 IPESCA INDUSTRIA DE FRIO DE PESCA S.A Fortaleza
971 ICAPEL — ICAPUI PESCA LTDA. Icapui
1768 PESQUEIRA MAGUARY LTDA. Camocim
2370 INTERFRIOS — INTERCAMBIO DE FRIOS S.A. Fortaleza
2674 M.A. de LIMA LOIOLA Acaral
2736 CARCINICULTURA GALVAO Jaguaruana
3108 LA MAREA IND. E COMERCIO LTDA Fortaleza
3218 MONTEIRO INDUSTRIA DE PESCADO LTDA Itarema
3465 COMPESCAL COMERCIO DE PESCADO DE Aracati
ARAQATIENSE LTDA.
3992 R&B COMERCIO AQUACULTURA Sao Gongalo
do Amarante
4164 CAJUCOCO AQUACULTURAE Itarema
AGROINDUSTRIA LTDA.
4492 MARICULTURA Acaral

Fonte: Servigo de Inspecdo Federal (SIF) — Superintendéncia Federal de Agricultura no Estado do Ceara (SFA-
CE), MAPA (SFA — CE,2012).
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Costuma-se identificar por siglas, os departamentos, servigos ou divisdes federais
relacionados com pescado e derivados assim como os programas de qualidade que sdo gerados
por esses 0rgaos para serem implantados e seguidos pelos Entrepostos de Pescado (BRASIL,
2010a). Esses estabelecimentos seguem normas da legislacdo da Divisdo de Inspecdo de
Pescado e Derivados (DIPES) do Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(DIPOA) do MAPA, repassadas e orientadas através da Superintendéncia Federal de
Agricultura (SFA) dos estados federativos. As instrucées, publicadas na forma de portarias,
oficios, circulares, resolucdes e outros estdo em consonancia com acordos internacionais da
legislacdo dos paises importadores e da legislacdo nacional.

Existem outras entidades federais que colaboram com a legislacdo aplicada a
produtos industrializados de pescado como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) do Ministério da Saude (MS) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacgéo e
Qualidade Industrial (INMETRO) do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior (BRASIL, 2007a; BRASIL, 2010c).

O DIPOA estabeleceu a partir de 2010 os procedimentos e os modelos de
formulérios para a realizacdo dos registros para as verificac@es oficiais dos autocontroles dos
estabelecimentos de pescado e derivados, sob o regime do SIF. Foram revisadas e adequadas
as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e os Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional
(PPHO) que sdo pré-requisitos do programa APPCC (BRASIL, 1996; BRASIL, 1998;
BRASIL, 2009b).

Os programas de controle surgiram pelo desencadeamento de eventos de doencas
veiculadas por alimentos ocasionadas por micro-organismos chamados emergentes. A partir de
1996 os Estados Unidos passaram a exigir que as empresas produtoras de alimentos de origem
animal estabelecessem Sanitation Standard Operating Procedures (SSOP) ou PPHO, com o
objetivo de implementaro sistema de reducdo de patdgenos buscando assim, diminuir a
incidéncia de doencas veiculadas por alimentos de origem animal. A maioria dos casos de
enfermidades transmitidas por alimentos esta envolvida com praticas operacionais inadequadas
do ponto de vista higiénico-sanitario.

Os PPHO séo procedimentos descritos, desenvolvidos, implantados e monitorados,
visando estabelecer a forma rotineira pela qual o estabelecimento industrial de alimentos evitara
contaminacdo direta ou cruzada eadulteracdo do produto, preservando a sua qualidade e
integridade por meio da higiene antes, durante e depois das operagdes industriais.

O programa APPCC ou Hazard Analysis and Critical Control Points (HAACP),

como € internacionalmente conhecido, é adotado pelos principais mercados mundiais e
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basicamente assegura que os produtos industrializados sejam elaborados sem riscos a salde
publica, apresentem padrdes uniformes de identidade e qualidade e atendam as legislacdes
nacionais e internacionais, no que diz respeito aos aspectos sanitarios de qualidade e de
integridade econdmica. Esse programa controla os perigos fisicos, quimicos e bioldgicos,
através de sete principios: identificacdo e avaliacdo dos perigos, identificacdo dos pontos
criticos de controle (PCC), estabelecimento dos limites criticos, estabelecimento dos
procedimentos de monitoracdo, estabelecimento das agdes corretivas, estabelecimento dos
procedimentos de verificacdo e estabelecimento dos procedimentos de registros. Seu sucesso
esta, fundamentalmente, ligado a implantacdo de pré-requisitos (PPHO) que fornecem as
condicGes operacionais e ambientais basicas para a producédo de alimentos in6cuos e saudaveis.

A limpeza e a sanitizacdo sao itens especificos dos PPHO que fazem parte das BPF
e estdo sujeitos a verificacdo in loco, em fiscalizacdo de rotina do SIF local e a verificacdo
documental realizada, quadrimestralmente, pelas supervisdes e auditorias do DIPES/DIPOA
(BRASIL, 2009a).

Os cuidados com a higiene independem de se tratar de plantas industriais
higienicamente desenhadas ou antigas. Pelos nimeros dos registros no SIF (Quadro 1) observa-
se que existem Entrepostos de pescado modernos e antigos. Contudo, se as préaticas sanitarias
ndo sdo seguidas nos estabelecimentos podem acontecer no mercado consideraveis perdas
econdmicas e de reputacao.

Os Entrepostos de produtos de pescado e derivados contam com um amplo
referencial tedrico, sob a forma de ResolucBes, Portarias, Circulares, encaminhados pelo
DIPES/DIPOA, que da suporte a constante atualizacdo de seus programas de qualidade,

implantados em atendimento as exigéncias internacionais.

2.2 Sanitizantes usados no Entreposto de pescado

Os entrepostos de pescado cumprem programas higiénicos para controlar a
contaminagdo por micro-organismos, que sao 0s principais responsaveis pela deterioragdo dos
alimentos e transmisséo de doencas ao homem. As fontes de disseminagdo sdo principalmente
a matéria-prima e os manipuladores, que estdo em contato direto com o pescado.

A higienizagéo industrial € normalmente constituida de duas etapas: a limpeza,
responsavel por retirar compostos de origem inorgéanica e organica com o uso de detergentes, e
a sanitizagdo, realizada por meios fisicos ou quimicos, que visa remover 0S micro-organismos
até niveis compativeis com as exigéncias da Saude Publica (ANDRADE PINTO, ROSADO,
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2008). Para alcancar esses objetivos uma etapa € dependente da outra. Uma desinfec¢cdo sem
limpeza prévia resulta em um processo antiecondmico pela limitacdo da acdo do desinfetante,
e uma limpeza sem desinfeccdo posterior resulta em um processo higiénico insuficiente, por
ndo alcancar o controle microbiano.

Sanitizante é um agente/produto que reduz o nimero de bactérias a niveis seguros
de acordo com as normas de saude. Desinfetante € um produto que mata todos os micro-
organismos patogénicos, mas ndo necessariamente todas as formas microbianas esporuladas,
em objetos e superficies inanimadas (BRASIL, 2007a).

Como pode ser observado pelas defini¢cdes dos produtos com acéo antimicrobiana,
h& uma diferenca em reduzir e matar. Segundo Leitdo (2001), o objetivo de um programa de
sanitizacdo ndo é esterilizar as superficies de contato com o alimento e sim reduzir a populacéo
microbiana a niveis considerados seguros. Para as superficies que tocam diretamente o produto,
a destruicdo dos contaminantes deve ser de 99,999% (5 ciclos logaritmicos), apds 30 segundos
de contato (TOMASINO, 2007).

O programa de desinfeccdo de areas e superficies devera manter o nivel de
contaminacdo dentro dos limites de aceitacdo, determinados a partir de estudo prévio da escolha
adequada do produto, metodologia de uso e da analise dos pontos criticos de contaminacéo,
assim como do historico dasndo conformidades. Estas Gltimas sdo causadas por questdes
praticas de aplicacdo, e ndo por problemas da técnica ou de efetividade dos produtos escolhidos
para o processo de desinfeccdo (AMARAL; PASCHOAL; ROSSITTO, 2008).

Os produtos sanitizantes domissanitarios com acdo antimicrobiana sdo classificados
de acordo com sua finalidade e definidos em portarias da ANVISA. Para a indlstria de
alimentos os principios ativos autorizados para uso Sdo 0S compostos inorganicos e organicos
liberadores de cloro ativo, as substancias dos grupos quaternarios de amonio e o iodo e
derivados (BRASIL, 1988). Posteriormente outra portaria incluiu os compostos do grupo das
biguanidas e peroxido de hidrogénio (BRASIL, 1999).

2.2.1 Hipoclorito de sédio

Os sanitizantes a base de cloro sdo amplamente utilizados nos entrepostos de
pescado pela acdo antimicrobiana , facil aplicagdo e menor custo econdmico quando
comparados a outros produtos. Podem se apresentar naforma liquida, como o hipoclorito de
sodio (NaClO), sélida a exemplo do hipoclorito de calcio Ca(CIO),, ou gasosa como o cloro
gasoso (Clz) (LEITAO, 2001).
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Segundo Andrade; Pinto e Rosado (2008) subprodutos perigosos como os tri-
halometanos formados pela reagdo com a matéria organica na demanda de cloro s&o
considerados cancerigenos, como ocorre com o cloro gasoso e o hipoclorito de sédio. A Figura

1mostra as rea¢6es do cloro na agua no processo conhecido como cloracgéo.

Figura 1 — Esquema das rea¢Ges quimicas no processo de cloracdo da agua.

CLORO ADICIONADO
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|
Cloro residual combinado Cloro livre

¢

Monocloramina  Dicloramina Tricloramina Acido fon hipoclorito
NH:CI NHCI> NCIs hipocloroso ClO
HCIO

FONTE: Andrade; Pinto e Rosado (2008)

A determinagdo do cloro livre pode ser feita pelos testes do N, N, dietil-p-
fenildiamina (DPD) e orto-toluidina. Esse ultimo esta em desuso, sendo substituido pelo DPD,
visto que a orto-toluidina € suspeita de causar danos a saude humana (ANDRADE; PINTO;
ROSADO, 2008), além de ser um método de menor precisdo (NOLL; OLIVEIRA,
PESCADOR, 2000).

A 132 edicdo do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
foi a ultima em que o método orto-toluidina foi citado, pois experimentos realizados entre 64
laboratdrios nos EUA concluiram que além da orto-toluidina ser um reagente cancerigeno, o
método apresenta erros relativos na ordem de 20,2 % a 42,5 % nas leituras de cloro
subestimando os valores reais. Em estudo comparativo dos dois métodos os autores observaram
diferengas nas leituras entre 25% — 45%, a menor dos valores reais, quando o cloro é medido
pelo método da orto-toluidina. Em conclusdo, eles mostraram a desvantagem do uso desse
método (NOLL; OLIVEIRA; PESCADOR, 2000).
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A concentragdo de cloro é diferenciada de acordo com o objetivo da sanitizagdo. A
agua usada no abastecimento interno do Entreposto de Pescado é hiperclorada usando
hipoclorito de sédio (HCIO) a uma concentracdo maxima de 5 mg/L.

As formas inorganicas do cloro trazem grande preocupacdo de entidades
responsaveis pela seguranca dos alimentos. A principal preocupacdo esta associada com a
possivel captacdo pelo pescado, de subprodutos resultantes da cloragdo da &gua de lavagem,
como os trihalometanos e acidos trihaloacéticos. A cloragédo é usada mais para reduzir a carga
microbiana (higienizacdo) do que como um tratamento de descontaminacdo. O Codex
Alimentarius recomenda niveis de 10 mg/L de cloro livre na agua que entra em contato direto
com o pescado como forma de prevenir a contaminacao por patdégenos de veiculacdo hidrica e
reduzir a incidéncia de contaminacdo cruzada. O nivel de cloracdo da 4gua usada para lavagem
de equipamentos, utensilios, piso, paredes, varia de acordo com o grau de contaminacédo da
superficie. Nos locais onde séo usados altos niveis de cloro € pratica usual da industria fazer
enxague com agua potavel. E improvavel que os consumidores de produtos de pescado estejam
expostos a algum risco em decorréncia do uso da cloracdo da agua, usada na limpeza e
desinfec¢do, quando boas praticas de fabricacdo sdo seguidas (FAO/WHO, 2000).

Normalmente, as solugdes de cloro séo fornecidas pelo fabricante em concentragao
de 5 a 15%. Pela ABNT-11833:19910 hipoclorito de sodio deve conter, no minimo, 10% de
cloro ativo em massa, como Cl, (ABNT,1991).

2.2.2 Quaternario de amdnia

Os compostos de quaternario deamdnia sdo largamente utilizados como
antissépticos e desinfetantes devido a sua acdo surfactante e asua baixa toxicidade, aliado ao
seu poder microbiocida.

Os compostos do grupo quaterndrio de amonio sdo substancias tensoativas
catibnicas que contém em sua estrutura um atomo de nitrogénio pentavalente, ligado
covalentemente a quatro grupos alquila ou arila.

Em solucdo aquosa essas substancias se ionizam, produzindo ions orgéanicos
positivos, 0s quais sdo responsaveis pela reducéo da tensao superficial de liquidos. A Figura 2a
mostra a formula geral das aménias quaternarias e a 2b, a formula do cloreto de benzalconio
(cloreto de lauril-dimetil-benzil amdnio), que € um dos compostos mais utilizadoscomo agente
de desinfeccdo com propriedades bactericidas. Segundo a Portaria N° 15 da ANVISA

(BRASIL, 1988), que especifica 0s compostos de amonia quaternaria autorizados para uso
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como desinfetantes, os radicais alquila (R) estdo compreendidos entre Cg e Cig, sendo mais
efetivos os produtos resultantes da combinagdo Ci12 — Cia.

Figura 2 - Formula geral das amonias quaternarias (a) e férmula estrutural do cloreto de benzalconio (b).
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2.3 Acdo dos sanitizantes sobre os micro-organismos

Os quaternarios de amonia sdo substancias com propriedade germicida, ativos
particularmente contra bactérias Gram positivas, mas possuem baixa a¢do contra Gram
negativas. Sao pouco eficientes contra coliformes e bactérias psicrotroficas e ineficientes contra
esporos. Sao usados, normalmente, na sanitizacdo de pisos, paredes, equipamentos
(ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

O provavel mecanismo de acdo do quaternario de aménia sobre as bactérias é a
interferéncia nas propriedades de permeabilidade da membrana celular, levando ao
extravasamento de metabdlitos, interferéncia no metabolismo de proteinas, causando a
desnaturacdo proteica e a inibicdo enzimatica (ANDRADE et al., 2008; LEITAO, 2001).

Esses compostos apresentam tolerancia moderada na presenca de matéria organica,
s80 estaveis no armazenamento e eficientes em uma ampla faixa de pH. (LEITAO, 2001).

Os sanitizantes a base de cloro sdo amplamente utilizados contra bactérias Gram
positivas e negativas e esporos bacterianos. O poder biocida do cloro depende grandemente de
sua ndo dissociacdo em solucdo aquosa e esta diretamente relacionada ao pH.

Em contato com a agua, o cloro se hidrolisa formando acido hipocloroso (HCIO) e
ion hipoclorito (CIO"), de acordo com a varia¢do do pH. O pH alcalino aumenta a dissociacéo
do acido hipocloroso, produzindo ion hipoclorito, enquanto, o meio acido fortalece essa ligag&o.
O conhecimento desse fato € importante porque o acido hipocloroso e os ions hipoclorito
possuem eficiéncias germicidas muito diferentes. Por essa razéo, a desinfeccdo com cloro é
mais eficiente em valores baixo de pH, sendo inferior a 8, o recomendado para desinfeccéo
(MACEDO, 2004).
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O é&cido hipocloroso é a fracdo de cloro residual mais ativa como germicida,
apresentando-se 80 vezes mais bactericida do que a forma ndo dissociada. Isto, provavelmente,
se deve a semelhanca de sua formulacdo quimica com a agua (H20), ao seu baixo peso e
tamanho molecular e, principalmente, a auséncia de carga elétrica, ao contrario do ion
hipoclorito que possui carga negativa. Estas caracteristicas o fazem possuir elevada capacidade
de penetracdo através da membrana celular e, provavelmente, oxidar os grupos sulfidrilas (-SH)
de certas enzimas importantes da via glicolitica, inibindo-as (ANDRADE; PINTO; ROSADO,
2008).

A matéria organica é também uma variavel que pode afetar a eficiéncia do cloro. A
sua presenca na agua consome o cloro disponivel, reduzindo a sua atividade biocida, o que é
mais evidente nas solucBes com baixos niveis de cloro. De maneira geral, os residuos de
material organico ou a barreira fisica criada por sujidades diversas nas superficies tratadas
retardam ou inviabilizam o processo de desinfecgéo.

Zhang et al. (2009) estudaram a eficacia do hipoclorito de sédio 30 e 50 mg/L na
transferéncia de Escherichia coli O157:H7,durante a lavagem simultanea de folhas de alface
inoculadas (uma) e ndo inoculadas (cinco), com e sem matéria organica. O desinfetante reduziu,
significativamente, a transferéncia das bactérias nas folhas, porém a adicédo de 10% de matéria
organica na agua de processamento reduziu a eficacia do agente antimicrobiano.Os autores
concluem que éimportante compreendero impacto dacarga organicaao validara eficacia dos

tratamentos antimicrobianos.

2.4 Micro-organismos usados para avaliacdo da atividade antimicrobiana

Muitas doengas transmitidas por alimentos resultam de préticas improprias dos
manipuladores de alimentos. Se essas pessoas tivessem um maior conhecimento sobre o que
causa as enfermidades nos alimentos, talvez as doencgas tivessem menos impacto na sociedade,
quanto aos aspectos de saude publica e economia (HISLOP; SHAW, 2009). Huss (1994) relata
que as analises microbioldgicas ndo fornecem informacdes acerca do frescor do pescado, mas
permitem detectar a presenca de bactérias patogénicas, de micro-organismos indicadores de
contaminacéo fecal ou até de eventuais praticas de manuseio deficientes.

O programa de Reducédo de Patdgenos foi desenvolvido nos Estados Unidos em
1997. Ele surgiu em decorréncia do grande nimero de mortes por um problema conhecido como
Doencas de Transmissdo Alimentar (DTA), e pela constatagdo que os programas de garantia de

qualidade de alimentos ndo estavam sendo totalmente eficientes. O programa engloba Anélise
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de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), controle de Salmonella e de Escherichia
coli e Procedimentos Padronizados de Higiene Operacional (PPHO) (FIGUEIREDO, 2000,
MUTH; FAHIMI; KARNS, 2009).

Os padrBes microbiologicos da legislacdo brasileira para pescado e derivados
prevéem limites para as bactérias patogénicas causadoras de DTA. Para os crustaceos in natura
resfriados ou congelados consumidos crus, incluem-se as bactérias Staphylococcus coagulase
positiva/g e Salmonella sp./25 g e coliformes termotolerantes a 45°C para os produtos que
sofrem tratamento térmico (BRASIL, 2001).

As bactérias patogénicas causam grandes preocupagdes quanto ao aspecto sanitario
do pescado. A legislagdo da ANVISA relativa a comprovacao da eficiéncia antimicrobiana de
sanitizantes quimicos (BRASIL, 2007a), recomenda que os testes incluam Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella Choleraesuis.

A bactéria S.aureus € a principal representante do grupo das que possuem a enzima
coagulase. Esta relacionada com sintomas graves de intoxicacdo sendo o manipulador de
alimentos quem abriga a bactéria nas fossas nasais, na garganta, nos cabelos e na pele. A
presenca de S. aureus pode indicar falha no processamento e manuseio improprio do pescado e
a toxina formada é responsavel por DTA uma vez que é termorresistente (VIEIRA; TORRES,
2004). O controle das enterotoxinas é possivel desde que se observem as boas praticas sanitérias
de higiene nos estagios de obtencdo, producdo, estocagem e manuseio de alimentos (CUNHA-
NETO; SILVA; STAMFORD, 2002).

Embora S. aureus ndo seja um micro-organismo do ambiente marinho, ele pode ser
encontrado em pescado, através da contaminagdo cruzada entre utensilios e entre alimentos crus
e cozidos. Pessoas que trabalham na é&rea de beneficiamento de produtos pesqueiros muitas
vezes sdo responsaveis pela contaminacdo microbioldgica desses alimentos, sem que tenham
consciéncia, na maioria das vezes, do seu papel como veiculo de contaminagdo
(EVANGELISTA-BARRETO, 2004).

Evangelista-Barreto e Vieira (2003) isolaram e identificaram cepas de S. aureus a
partir de amostras das maos, cavidade nasal, cavidade orofaringea e saliva dos manipuladores
de alimentos, de duas industrias de pescado em Fortaleza, CE. Foi isolado S. aureus em 60 por
cento dos individuos pesquisados, sendo a area de maior ocorréncia a cavidade orofaringea,
seguida da saliva, cavidade nasal e maos.

Santos et al. (2002) detectaram coliformes nos equipamentos e utensilios
higienizados e ndo higienizados em duas linhas de processamento de camardo de uma industria

de pescadoem Fortaleza, CE.Foi possivel recuperar células viaveis de Escherichia coli das
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amostras de utensilios higienizados e ndo higienizados em solucdes de até 116 mg/L de cloro
livre. As cepas isoladas dos utensilios ndo higienizados ndo apresentaram resultados muito
diferentes daqueles obtidos para os utensilios higienizados.

Brum (2004) comparou a contaminacdo das maos de funcionarios de uma industria
de laticinios em Curitiba, antes e ap6s a higienizagdo e observou maior contagem de coliformes
a 35°C nas maos apds a lavagem, possivelmente pela ineficiéncia do sanitizante ou pela
contaminacdo da agua. O mesmo autor observou também que durante a realizacdo do trabalho
industrial houve aumento nas contaminacgdes por Enterobacteriaceae, coliformes a 35°C e E.
coli, indicando assim a entrada na industria de funcionarios que nao higienizaram as maos ou 0
fizeram de maneira inadequada e/ou insuficiente, ou ainda uma contaminacdo cruzada pela ma
higienizacdo de mesas e utensilios. Oliveira et al.(2008) também apresentaram resultados de
mas condicdes higiénico-sanitarias das maos de manipuladores, quando avaliaram cinco
estabelecimentos comerciais na cidade de Lavras-MG observando significativo aumento da
contagem de micro-organismos deteriorantes e patogénicos.

Cepas de Salmonella ndo tiféide sdo importantes causas de infeccdo de origem
alimentar reportadas na literatura. Em muitos casos, infeccdo por Salmonella pode estar
associada com manifestacdes extra-intestinal. A complicacdo mais temida de Salmonella é o
desenvolvimento de aneurisma micotico, que € um processo infeccioso causado por infeccéo
bacteriana ocorrendo dilatacdo na parede de um vaso podendo causar ruptura seguida de morte,
se ndo tratado apropriadamente. (CHIU; SU; CHU, 2004). Os aneurismas micéticos causam
significativa mortalidade sendo os causados por Salmonella de até 60% quando afeta a aorta
toraxica (SCHNEIDER; KRULLS-MUNCH: KNORIG, 1993). Orts et al. (2013) destacam a
potencial gravidade e a pouca frequencia desse quadro, sendo 0s casos reportados mais comum

em paises asiaticos.

2.5 Métodos para comprovacao da eficiéncia antimicrobiana de desinfetantes

Os produtos com ac¢do antimicrobiana para uso na indudstria de alimentos, hospitalar
ou de uso geral devem comprovar sua eficacia microbioldgica para efeito de registro e
comercializacdomediante as metodologias da AOAC -Association of Official Analytical
Chemists ou métodos adotados pelo Comité Europeu de Normatizagdo (CEN).

Na industria de alimentos eles sdo destinados a desinfeccdode objetos,
equipamentos e superficies inanimadas e ambientesonde se da o preparo, consumo e estocagem
dos géneros alimenticios (BRASIL, 2007a).
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Os testes do MDU da AOAC para atividade bactericida, AOAC 964.02, AOAC
955.14 e AOAC 955.15, tém sido requeridos pela EPA desde 1953, com propdsitos regulatérios
(COTTRILL; FIUMARA; TOMASINO, 2006; OMIDBAKHSH, 2012). Os protocolos
europeus descritos pelo teste francés (AFNOR NF T 72-190)e pelo teste alemdo DGHM da
German Society for Hygiene and Microbiology tém a mesma finalidade de registro dos produtos
quimicos para controle de micro-organismos que possam causar danos a saude humana
(TIMENETSKI, 2002).

No Brasil, foram oficialmente adotadas duas metodologias para avaliacdo
microbioldgica de desinfetantes, os métodos qualitativos de dilui¢do de uso (MDU) e 0 método
quantitativo da suspensao, todos padronizados pela AOAC. O Instituto Nacional de Controle e
Qualidade em Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) 6rgéo que faz parte do
sistema nacional de vigilancia sanitaria,padronizou e validou o MDU adotado no Procedimento
Operacional Padronizado (POP) N 65.3210.007 (BRASIL, 2009b).

H& algumas décadas, pesquisadores relatam sobre a falta de padronizacao
internacional para testes de desinfetantes. Os testes variam entre 0s que usam carreadores como
a maioria dos prescritos pela AOAC dos EUA, e os de suspensao microbiana do CEN. Nessas
metodologias ha& diferencas nas espécies microbianas utilizadas nos testes, na forma de
carreamento do indculo e no tempo de exposicdo microbiana ao desinfetante. E esperado que
essas variacBes de técnicas produzam diferentes resultados,podendo um desinfetante ser
qualificado em um pais e em outro ndo (REYBROUCK, 1991; TIMENETSKY, 2002).

Sdo muitos os métodos oficiais da AOAC para exame da atividade desinfetante e
suas aplicacdes abrangem diferentes classes de desinfetantes com agao bactericida, esporicidae
fungicida. Ao longo dos anos varios pesquisadores identificaram falhas nesses métodos e
muitos deles nunca foram finalizados e outros foram revogados e reiniciados
(SPRINGTHORPE; SATTAR, 2005). Sdo, na sua maioria, métodos qualitativos que usam
cilindros carreadores de diferentes materiais (aco inoxidavel, porcelana, vidro),como suporte
do in6culo microbiano,e uma diversidade de espécies testadas contradesinfetantes. O Quadro 2
mostra os métodos da AOAC mais citados nos trabalhos cientificos que avaliam a eficiéncia

antimicrobiana de desinfetantes.

Quadro 2 — Métodos Oficiais de Analises para desinfetantes quimicos da Association of Official Analytical Chemist
(AOAC).

Titulo do Método | Método AOAC
Método coeficiente fendlico — teste contra SalmonellaTyphi 955.11
Método coeficiente fendlico — teste contra Staphylococcus aureus 955.12
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Método coeficiente fendlico — teste contra Pseudomonas aeruginosa 955.13
Teste da diluig&o de uso — contra Salmonella Choleraesuis 955.14
Teste da diluicdo de uso — contra Staphylococcus aureus 955.15
Teste da diluigdo de uso — contra Pseudomonas aeruginosa 964.02
Atividade fungicida de desinfetante usando Tricophyton 955.17
mentagrophytes

Atividade esporicida de desinfetante 966.04
Teste da suspenséo - desinfetantes com acédo sanitizante germicida e 960.09
detergente '

Fonte: SPRINGTHORPE; SATTAR (2005).

Por muitas décadas vém sendo desenvolvidas pesquisas indicando falhas nos
procedimentos para avaliacdo de desinfetantes que causam uma grande variabilidade dos
resultados dos testes inter e entre laboratorios.

Mota e Albuquerque (1975) propuseram uma técnica para avaliacdo sumaria da
atividade dos desinfetantes usados na area de saude, visto que a inexisténcia de uma legislacédo
apropriada permitia ao comércio brasileiro o langamento de uma enorme variedade de produtos
rotulados como desinfetantes ou esterilizantes os quais quando testados na pratica ndo
alcangavam os objetivos desejados. A época ja estava sendo difundido o teste do coeficiente
fenolico e o da diluicédo de uso.

O teste de coeficiente fendlico (AOAC 955.11) foi um dos primeiros testes
executados para avaliacdo de desinfetantes. Este teste foi finalizado em 1964 e foi inicialmente
testado contra a bactéria Salmonella Typhi ATCC 6539, patdgeno de grande importancia
epidemioldgica. Com o passar dos anos, a metodologia recebeu varias propostas de modificacédo
permanecendo o fundamento basico de comparacdo da eficiéncia do sanitizante com uma
solucgéo padrdo de fenol ea inclusdo das culturas-teste de Staphylococcus aureus ATCC 6538
(AOAC 955.12) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 (AOAC 955.13). A metodologia
mostrou limitac6es quanto a precisdo, sendo necesséria a confirmacdo das diluigdes de uso do
sanitizante avaliado com outros testes, além de ser pouco reprodutivel (ANDRADE;
CARELLI; MARTINS, 2008; SPRINGTHORPE; SATTAR, 2005; TIMENETSKY;
ALTERTHUM, 1989).

Timenetsky e Alterthum (1989) analisaram os coeficientes fendlicos (CF) de 24
desinfetantes de uso hospitalar e/ou doméstico pelos métodos do coeficiente fendlico da AOAC
com modificacbes, tendo como pressuposto que um alto valor de CF para um determinado
desinfetante ndo representaria, necessariamente, uma melhor eficacia quando comparado com
outros de menor CF. A dilui¢do de uso do produto recomendada é importante para possibilitar
a comparacdoda agdo desinfetante. Os autores concluiram que os produtos desinfetantes
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analisados apresentaram CF diferentes, mas mesmo assim, ndo poderiam ser comparados
quanto a sua eficacia germicida. Timenetsky (2002) ratificou essa conclusdo comparando 0s
CF do élcool (0,24) e do fenol (1,0). Os valores poderiam levar a conclusdo de que o alcool
quando diluido em agua tem desempenho bactericida inferior ao do fenol, no entanto significa

que ele ndo permite a mesma diluicdo em &gua que o fenol para causar o mesmo efeito.

2.5.1 Método da diluicao de uso da AOAC (INCQS/POP N° 65.3210.007)

O método dadiluicdo de uso (MDU) é um teste amplamente aceito, reconhecido
como rigoroso e bem padronizado e tem como principais objetivos determinar a maior diluigdo
do sanitizante que ainda apresenta eficiéncia bactericida e avaliar as concentracGes
recomendadas pelos fabricantes (ANDRADE; CARELLI; MARTINS, 2008).

Os testes do MDU da AOAC sdo avaliados com trés espécies bacterianas,
Salmonella Choleraesuis (AOAC 955.14);Staphylococcus aureus (AOAC 955.15), e
Pseudomonas aeruginosa ( AOAC 964.02).

O POP N265.3210.007 do INCQS descreve o MDUe retine no mesmo teste as trés
bactérias sendo P. aeuruginosa substituida por Escherichia coli ATCC 11229, quando a analise
for aplicada para desinfetantes usados em industrias alimenticias. Essas bactérias
Staphylococcus coagulase positiva/g, coliformes termotolerantes a 45°C/g e pesquisa de
Salmonela sp.em25g constam na RDC N° 12 (BRASIL, 2001) por serem patdgenos com grande
possibilidade de presenca e desenvolvimento nos alimentos e em manipuladores, caso as
condig@es higiénicas ndo sejam adequadas.

O MDU consiste em contaminar por submersao 60 cilindros (carreadores) de ago
inoxidavel, padronizados e esterilizados com cada uma das suspensdes das bactérias teste e
submeté-los a acdo da solucdo de uso do desinfetante por 10 minutos. A resposta da eficiéncia
antimicrobiana é baseada na destruigdo dos micro-organismos teste em 59 dos 60 cilindros,
confirmada pela auséncia de turvagdo do meio de subcultivo (BRASIL, 2009).

Esse método é reconhecido como trabalhoso, sensivel para o operador e requer
laboratdrio e pessoal treinado para cumprir a metodologia (TIMENETSKY, 2002). Um aspecto
que exemplifica esses atributos ao teste assemelha-se ao que ocorre com o testepara atividade
esporicida AOAC 966.04 aplicado por Miner et al. (1997) para verificarem a atividade
esporicida de bactérias. Carreadores com bactérias teste sdo manualmente colocados em tubos
de ensaio de 25 mm x 150 mm contendo 10 mL de desinfetante. Se um cilindro ou a alca

transportadora, acidentalmente, contaminar as paredes do tubo, durante essa etapa, o cilindro
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esteril pode ser recontaminado durante a sua retirada do desinfetante teste. A presen¢a de mais
de um cilindro ndo estéril no total de 240 (para quatro cepas padréo) conduz a falha do teste e
dificulta determinar se o carreador contaminado foi devido a uma falha verdadeira ou a um
acidente técnico.

Reducbes no numero de carreadores empregados no MDU foram propostas por
pesquisadores, 0 que tornaria mais pratica a execucdo da metodologia. Andrade,Carelli e
Martins (2008) sugeriram, como adaptacdo desse testepara a industria de alimentos, o uso de
10 cilindros. O POPN®65.3210.007 do INCQS indica o uso de 60 cilindros no ensaio para as
trés cepas padrdo podendo em uma avaliacdo preliminar empregar 10 cilindros por cepa.
Timenetsky (1990) analisou as propriedades antimicrobianas de cinco desinfetantes quimicos
de uso domestico comparando o método qualitativo MDU padronizado pela AOAC, para efeito
de triagem, com 10 carreadores inoculados separadamente, e adaptou o mesmo método
inoculando todos os dez cilindros em frascos Erlenmeyer com 100 mL de meio de subcultivo.
Concluiu que os dez carreadores subcultivados, conjuntamente, ndo alterava os resultados em
relacdo ao método padronizado para efeito de triagem.

Muitas deficiéncias tém sido identificadas nos métodos da AOAC para verificar
atividades de desinfetantes quimicos sobre superficies hospitalares e ambientais
(SPRINGTHORPE; SATTAR, 2005). Um maior numero de questionamentos tem sido sobre a
grande variabilidade de resultados entre laboratérios que desenvolvem as metodologias
padronizadas. Pesquisas tém sido conduzidas para identificar etapas criticas dos métodos que
possam causar as variacdes e algumas modificacGes tém sido propostas.

Segundo Cole, Rutala e Carson (1987), duas possiveis falhas nos MDU da AOAC sdo as
diferencas entre marca e materiais usados nos cilindros e a variabilidade do numero de micro-
organismos fixados sobre as superficiesdos carreadores. Foi observada uma variacdo
consideravel na lisura das superficies internas e externas dos cilindros de ago inoxidavel, de
porcelana (usado para teste esporicida) e de vidro. O numero de bactérias padrdo (Salmonella
Choleraesuis, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) recomendado pelo método
teve diferentes graus de adesédo para os trés diferentes materiais. Alfano, Cole e Rutala (1988)
testaram as mesmas bactérias padrdo usando o MDUe também verificaram grau de adesédo
diferenciado quando introduziram uma etapa de lavagem dos cilindros de aco inoxidavel com
solucdo tampdo fosfato para recuperar as celulas viaveis das bactérias.A variabilidade do
namero de células viaveis recuperadas no meio de crescimento entre as trésbactérias,devido ao
desprendimento de células dos cilindros, pode ser um factor significativo na variabilidade do
MDU
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Cole, Rutala e Samsa (1988) em um estudo inicial, encontraram uma extrema
variabilidade nos resultados dos testes do MDU ao avaliarem desinfetantes hospitalares
idénticos em 18 laboratdrios. Um segundo estudo com modificacdes no método para determinar
se a variabilidade dos resultados dos testes interlaboratoriais seria reduzida para um nivel
aceitdvel como MDU modificado. Os resultados mostraram que a variacao entre laboratorios
ndo foi significativamente reduzida para nenhum dos trés micro-organismos teste (Salmonella
Cholerasuis, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa) de modo que o0s autores
questionaram o uso do MDU, original ou modificado, para fins de registro.

O POP N°© 65.3210.007 do INCQS é bastante rigoroso nas recomendacdes do uso
dos cilindros carreadores para 0 MDU. A metodologia determina marcas especificas de
fabricantes, material, dimens@es, cuidados no preparo e forma de conduzir a triagem para a
utilizacdo dos cilindros nos ensaios. A dificuldade na obtencdo de fornecedores e da
manutencdo da integridade desse material podera levar alguns laboratérios a elaborarem os
proprios cilindros, baseados nas especifica¢des descritas.

Um estudo colaborativo envolvendol18 laboratdrios que realizam rotineiramente o
MDU foi realizado para avaliar o grau de variabilidade dos resultados dos testes de eficacia de
desinfeccdo. Foram testadas amostras idénticas de seis desinfetantes (trés fendlicos e trés
quaternarios de amonia) para uso hospitalar registrados na EPA. Os resultados de aprovacgéo
foram: 80% contra Salmonella Choleraesuis ATCC 10708, 66% contra Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e 38% contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Estes resultados mostraram
a incapacidade de se reproduzir as recomendacdes bactericidas real¢adas pelos fabricantes nos
rétulos dos desinfetantes contra as trés bactérias testadas (RUTALA; COLE, 1987).

Tomasino (2005) e Tomasino e Hamilton (2006) conduziram estudos para
colaborar na modificacédo oficial do método AOAC 966.04, referente a avaliacdo esporicida de
desinfetantes, com o objetivo de eliminar e/ou reduzir a variabilidade associada com etapas
importantes da metodologia. Dentre outros parametros investigados, esses autores sugeriram
uma etapa no procedimento capaz de possibilitar a quantificacdo da populacdo microbiana do
indculo por carreador que entre em contato com o desinfetante, propondo um limite minimo de
2 x 10%e um méaximo de 1 x 108 esporos por carreador. A proposta de logaritmizar os dados da
contagem microbiana seria para estimar a reducgéo logaritmica do controle e comparar com a
resposta qualitativa do teste.

Corroborando com os estudos conduzidos sobre enumeracdo da populagdo
microbiana nos carreadores usados nos MDU, Tomasino, Fiumara e Cottril (2006) compilaram

e analisaram 78 testes conduzidos pelo Laboratorio de Microbiologia dos Programas Oficiais
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de Pesticida durante seis anos, investigando os métodos (AOAC 955.15 e AOAC 964.02). O
logaritmo da contagem média dos carreadores foi 6,6 (4,0 x 10°® UFC/carreador) e 95% dos
valores médios mostraram repetibilidade. Concluiram que o procedimento para enumeracgéo e
contagem da populacdo microbiana dos carreadores aumenta a reprodutibilidade dos MDU e
melhora a qualidade dos dados.

Arlea et al. (2008) também conduziram pesquisa com o MDU testando desinfetante
a base de quaternario de aménia contra Pseudomonas aeruginosa. Os autores relataram que
esse teste tem sido bastante criticado devido a extrema variabilidade dos resultados, que foi
significativamente minimizada pela inclus&o de uma etapa de dilui¢do do indculo. Participaram
da pesquisa quatro laboratorios envolvendo mais de 6015 carreadores.

Reybrouck (1992) questiou em que medida o valor de uma preparacdo para a
desinfeccdo de superficies pode ser previsto com os testes usuais in vitro, na qual o desinfetante
é diluido em agua destilada, esterilizada, com a dureza corrigida ou adicionado de uma solucao
de 0,2% de albumina, imitando a presenca de matéria organica. Testes praticos sdo, portanto,
necessarios para a avaliacdo dos desinfetantes de superficie, ndo sendo suficientes, per si, 0s
testes desenvolvidos com protocolos laboratoriais.

Nos estudos colaborativos desenvolvidos por pesquisadores, hd décadas, observa-
se a tendéncia das propostas de modificacdes nos MDU, pelas constatacfes da variabilidade
nos resultados em suas aplicagdes. OMIDBAKHSH (2012) conduziu estudo do MDU, do ponto
de vista estatistico, avaliando a probabilidade do resultado aprovar ou falhar e questiona o uso
desse método como proposito de registro de desinfetantes com acdo antimicrobiana.
Recomenda que o uso desses métodos para esse objetivo seja extinto, 0 mais rapidamente
possivel, e melhores métodos sejam adotados como os usados no Canada e Australia.

Foram revisados e aprovados em julho de 2012 os métodos AOAC 955.14
(Salmonella Choleraesuis); AOAC 955.15 (Staphylococcus aureus); AOAC 964.02
(Pseudomonas aeruginosa) e em outubro de 2011 o0 método AOAC 960.09 (Teste da Suspensao
- Desinfetantes com acdo de sanitizante germicida e detergente) pelo comité dos métodos do
teste de eficacia antimicrobiana, para refletirem mudancgas (editorial e revisdes dos
procedimentos) para a 192 edi¢cdo (LATIMER, 2012) do Official Methods of Analysis — AOAC.

2.5.2 Método da Suspenséo (AOAC 960.09)

O método da suspensdo (AOAC 960.09) avalia a eficiéncia de sanitizantes quimicos

através da reducdo de uma populagio microbiana em suspensdo. E recomendado pela AOAC
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para avaliar sanitizantes empregados em superficies ndo porosas, previamente limpas, que
entram em contato com os alimentos (ANDRADE; CARELLI; MARTINS, 2008).

Os testes desse método sdo mais simples, menos trabalhosos e mais baratos do que
0os MDU da AOAC (SILVA et al., 2003). Neste método uma suspensdo bacteriana, de
populacdo conhecida, é adicionada a solu¢do desinfetante permanecendo 30 s e apds a
exposicéo verifica-se, através de meio de crescimento, se o inoculo foi morto ou reduzido. E
um método quantitativo em que o numero de micro-organismos sobreviventes é contado
(Contagem Padrédo em Placas) e comparado com o namero da populagdo inicial. As cepas
padrdo empregadas para avaliacdo da atividade antimicrobiana sdo Staphylococcus aureus
ATCC N 6538 e Escherichia coli ATCC N2 11229.

Os resultados dos testes sdo apresentados na forma de Redu¢6es Decimais (RD) na
populacdo das duas bactérias teste, levando em conta o tempo de exposicdo (30 s) e a
concentracdo do sanitizante. A RD é a diferenca entre o logaritmo decimal do total de micro-
organismos na suspensdo bacteriana inicial e o logaritmo decimal da populagdo sobrevivente
(RD = log Ni-Ns). O critério de aprovacao do teste é quando a RD é maior ou igual a 5 que
corresponde a uma reducéo de 5 ciclos logaritmicos. O Quadro 3 mostra um exemplo de um
resultado de aprovacao do teste utilizando um desinfetante clorado 100 mg/L de cloro residual
total (CRT). (ANDRADE; CARELLI; MARTINS, 2008). O logaritmo da populacéo inicial (2
x 10°) é 9,30 e da populacdo final (2 x 10%) ¢ 4,30, portanto houve uma RD igual a 5.

Quadro 3 — Exemplo de um resultado da avaliacdo de um desinfetante utilizando-se 0 Método da suspenséo.

Produto clorado 100 mg/L CRT, pH 9,5
Micro-organismo Escherichia coli
Numero inicial do in6culo 2 x 10° UFC/mL
Numero de sobreviventes 2 x 10* UFC/mL
% reducao 99,999
RD 5,0
Concluséo Sanitizante aprovado

Fonte: ANDRADE; CARELLI; MARTINS(2008).
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2.6 Substancias neutralizantes da acao dos desinfetantes

A neutralizacdo dos ingredientes ativos de desinfetantes € uma das mais importantes
etapas nos testes de eficacia antimicrobiana, assim como a seguranca da ineficacia
bacteriostatica do prdprio neutralizante ou de sua interacdo com o desinfetante, contra as
bactérias teste (TOMASINO; HAMILTON, 2006).

O uso de substancias neutralizantes é considerado fundamental, principalmente,
para o método (AOAC 960.09), considerando que a quantidade de desinfetante incorporada ao
meio de cultivo é maior que no MDU. Essas substancias tém o objetivo de cessar ou neutralizar
o efeito do sanitizante apds o tempo de contato com 0 micro-organismo teste, ndo permitindo
dessa forma, que continue a sua acdo no meio de cultura (ANDRADE; CARELLI; MARTINS,
2008; OKAZAKI, 2003). Dependendo do principio ativo do desinfetante testado ha uma

recomendacéo de uso do neutralizante adequado, como mostra 0 Quadro 4.

Quadro 4 — Substancias neutralizantes para uso em desinfetantes de acordo com o principio ativo.

Principio ativo do desinfetante | Neutralizante
Compostos  inorganicos ou  organicos Tiossulfato de sédio
liberadores de cloro; Compostos iodados

Compostos tensoativos catibnicos Lecitina + Polissorbato 80 (Tween 80)
(quaternarios de amonia); Clorohexidina

Composto fendlico Polissorbato 80 (Tween 80)

Aldeido Sulfito de sodio
Fonte: BRASIL, 2009b.

A neutralizacdo pode envolver uma reagdo quimica simples, quando se usa, por
exemplo, tiossulfato de sodio para controle da acdo de compostos clorados ou iodados, ou
complexa quando uma mistura de substancias neutralizantes entra em contato com partes
lipofilicas dos sanitizantes, inativando-os (ANDRADE; CARELLI; MARTINS, 2008).

O caldo nutritivo Lethen (Difco) associa 0 meio de cultivo e a mistura dos
neutralizantes lecitina de ovo e Tween 80, sendo indicado no MDU (INCQS/POP
N965.3210.007) quando se testa desinfetantes a base de quaternario de amonia (BRASIL,
2009b).

No MDU a forma de exposi¢do dos micro-organismos ao desinfetante é através de

um cilindro contaminado e seco antes da incubacdo em meio de cultivo com o neutralizante,
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para detec¢cdo dos sobreviventes. Nesse caso, a quantidade de desinfetante carreada é minima,
podendo ser usada uma pequena quantidade de neutralizante. A etapa de neutralizacdo é mais
critica no método da suspensdo pela maior quantidade retirada do indculo suspenso no
desinfetante, que entra em contato com o neutralizante (OKAZAKI, 2003). Nesse método o
procedimento de neutralizacdo estd padronizado somente para compostos de amonio
quaternério, em concentra¢des menores ou iguais a 200 mg/L (TOMASINO, 2007).

A diluicdo e a neutralizacdo quimica, normalmente, sdo as técnicas mais usadas
para inativar o efeito tardio de desinfetantes, podendo ser usadas conjuntamente ou
individualmente. Outra forma usada é a lavagem das células microbianas, consistindo na
inativacdo fisica dos sanitizantes por meio de centrifugacdo ou filtracdo em membrana. Os
filtros de ésteres de celulose com porosidade 0,45 pm permitem a retencdo das células
microbianas na membrana filtrante e o emprego de fluido de lavagem adequado € requerido
para a eliminacdo de residuo de agentes antimicrobianos (ANDRADE; CARELLI; MARTINS,
2008).

Okazaki (2003) adaptou o método de suspensdo para determinacdo da atividade
bactericida de desinfetantes a base de cloreto de benzalcénio em concentracdes acima de
200mg/L, substituindo a neutralizacdo por filtracdo com subsequente enxague das membranas
com neutralizante (0,2% de lecitina + 1,5% de tween 80) ou com tampé&o fosfato. A autora
verificou que os dois modos de enxdgue foram suficientes para eliminacdo dos micro-

organismos testados.

2.7 Gabinete de higieniza¢do dos manipuladores nos Entrepostos de pescado

Gabinete de higienizacao ¢ o local, de passagem obrigatdrio para a area limpa do
recinto industrial, onde é realizada a higienizacdo das botas e das maos dos manipuladores.
Entende-se por area limpa o local destinado a execucéo das etapas tecnolégicas do fluxograma
do produto a ser elaborado, a partir do recebimento da matéria- prima ja lavada (BRASIL,
2007b).

Os manipuladores ao entrarem na area de higienizacdo seguem protocolos

determinados pela industria para a lavagem e sanitizacdo das méos e das botas utilizando agua
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corrente clorada, detergente antisséptico, papel toalha descartavel, escova e sanitizantes
quimicos.

Os gabinetes de higienizacdo dos entrepostos de pescado cearenses sdo muito
semelhantes com relacdo aos equipamentos disponiveis para a higiene dos manipuladores, pois
sdo instalados para cumprirem o mesmo objetivo. Diferem em alguns pontos como area, forma
de acionamento das torneiras dos lavatorios das maos, localizagdo do pediluvio, tipo de lava
botas (manual ou automatico) e capacidade de higienizacdo simultanea de manipuladores.

As pessoas sdo partes muito importantes em um programa de higienizacdo nos
entrepostos de pescado.Séo elas que estabelecem, seguem e também quebram as regras de
saneamento, determinadas pela vontade e esfor¢o pessoal. O cumprimento das regras de higiene
previstas na legislacdo, a preparacdo das solugdes e o uso correto dos sanitizantes quimicos
aprovados pela ANVISA (BRASIL, 2007b) sdo realizados por pessoas que muitas vezes
ignoram a importancia da limpeza e sanitizacdo em um entreposto de pescado bem como a
relagdo custo-beneficio, visto que os resultados desta atividade ndo sdo economicamente de
facil mensuracdo (SOUSA et al., 2011).

2.8 Higienizacao das maos e botas dos manipuladores no entreposto de pescado

As maos constituem a principal via de transmissdo de micro-organismos
patogénicos ou ndo, que podem ser transferidos de uma superficie para outra, por meio de
contato direto ou indireto através de objetos e/ou superficies contaminadas. A lavagem das
maos com agua e sabdo tem a finalidade de remover as bactérias que colonizam as camadas
superficiais da pele tais como Escherichia coli, assim como outras sujidades que contribuem
para a permanéncia e a proliferagdo dos micro-organismos. O ato de lavar as maos é simples,
individual e quando realizado adequadamente tem grande eficacia para reduzir a chance de
contaminacéo do alimento com micro-organismos. Lucet et al.(2002) citam que o procedimento
da técnica correta, particularmente com relagdo a duracdo, ndo é frequentemente praticado.

A higienizacdo das mé&os dos manipuladores no entreposto de pescado em estudo
inicia com a lavagem com &gua e sabonete bactericida (Diversey Jonhson) cujo principio ativo
é o triclosan (Figura 3). Esta substancia é efetiva contra bacterias Gram negativas e positivas e.

esta presente na formulagdo em baixa concentracao (0,5%).

Figura 3 — Formula estrutural do triclosan (éter 2,4,4 tricloro hidroxidifenilico).
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Cl OH

Cl Cl

O sabonete possui formulagédo rica em substancias tensoativas e pH entre 7,0 —
8,0, caracteristica que confere boa toleréncia para uso na pele. Os tensoativos sdo conhecidos
também como surfactantes ou emulsificantes visto que diminuem a tensdo superficial em
interfaces liquido-liquido, liquido-gas ou sélido-liquido. Essa propriedade esta relacionada
com a constituicdo da molécula que apresenta grupos polares (hidrofilicos) e apolares
(hidrofébicos). A higiene das maos é complementada com o gel higienizador (Ecolab
Quimica Ltda.) a base de alcool. A friccdo das mdos com o uso de alcool gel tem a finalidade
de reduzir a carga microbiana das maos (ndo ha remocdo de sujidades) remanescente da
lavagem, dessa forma é uma etapa que complementa a outra.

As substancias antissépticas (sabdo bactericida e alcool gel) empregadas na
higienizacio das maos dos manipuladores estéo fora do alcance do Regulamento da ANVISA
que compreende os produtos com a¢do antimicrobiana, destinados ao uso em objetos, sobre
superficies inanimadas e em ambientes (BRASIL, 2007a).

O beneficiamento de pescado nos entrepostos cearenses € muito semelhante quanto
a elaboracdo de produtos frescos ou congelados, crus ou cozidos, consistindo em trabalho
essencialmente manual, fato que justifica um maior esforco no cumprimento das normas
higiénicas implantadas para reducdo da carga microbiana das maos e das botas dos
manipuladores.

Muitas pesquisas demonstraram a participacdo dos manipuladores nas avaliagfes
das condicBes higiénicas de estabelecimentos de alimentos que pelo contato direto e por
apresentarem condicdo inadequada de higiene podem ser transmissores de DTA. A avaliagéo
microbiologica de méos, luvas e unhas sao alvos de investigacdes em diferentes pesquisas e em
diferentes locais, inclusive em ambientes da area de saude (ALMEIDA et al., 1995;
ANDRADE; SILVA; BRABES, 2003; CARELLI et al., 2003; LUCET et al.,2002; SOUSA et
al., 2011; POERNER et al., 2009; VARGAS; QUINTAES, 2003).

Almeida et al.(1995) procederam uma pesquisa microbioldgica com manipuladores
de alimentos e atribuiram ao nivel educacional relativamente baixo dos operarios o

aparecimento de toxinfecgdes alimentares associadas aos servicos de alimentacdo. Souza et al.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Triclosan.svg

41

(2011) consideraram que a ndo aplicacdo correta dos PPHO de uma industria de pescado,
localizada em Séo Jodo de Pirabas-PA foi responsavel pela baixa qualidade microbiol6gica das
mé&os dos manipuladores.

Vieira et al. (2000) analisaram a influéncia das condi¢c6es higiénico-sanitarias no
processo de beneficiamento de tilapias Oreocrhomis niloticus em filés congelados, produzidos
em um frigorifico de uma fazenda de criacdo de peixes, situada em Campina Grande-PB . Os
resultados evidenciaram falhas higiénicas por parte dos manipuladores na industria,
necessitando de melhorias em todo o processamento, principalmente, na filetagem e retirada da
pele, etapas nas quais as amostras se apresentaram mais contaminadas por Staphylococcus
aureus.

A Dbactéria E. coli € a principal representante do grupo das coliformes
termotolerantes e sdo causadoras de doencas entéricas. Todd et al. (2009) descreveram o papel
dos manipuladores de alimentos relacionado a DTA. Patdgenos na area da preparacdo de
alimentos podem ser originados de trabalhadores infectados, que contaminam alimentos,
superficie de contato com alimentos ou outros manipuladores. A mais frequente contaminacgéo
pelo manipulador € a rota fecal-oral e estudos tém indicado que a toalete com papel pode ndo
ser suficiente para impedir a transmissao de patdgenos pelas maos.

Na mesma linha de investigacdo a literatura cita pesquisas das condigdes higiénicas
das méos de trabalhadores da area da salde. Lucet et al.(2002) conduziram trabalhos em
unidades de tratamento intensivo de um hospital, baseados em observagdes sobre a transmissédo
de patdgenos entre pessoas, que ocorre nesses ambientes. As analises microbioldgicas foram
usadas para verificacdo da eficicia de antissépticos antes, e depois de diferentes técnicas de
higiene das mé&os.

Assim como ocorre com as maos, a lavagem e a sanitizagdo das botas é realizada
pelos manipuladores no gabinete de higieniza¢do.Os calgados de borracha, préprios para o
trabalho em industrias molhadas como os entrepostos de pescadorequerem cuidados de
higienizacdo, pois constituem potenciais veiculos no transporte de patdgenos para o piso da
area de processamento.

A limpeza ¢ iniciada pela lavagem manual, feita em lavador coletivo, com nimero
variavel de torneiras com acionamento por pedal para a saida da 4gua e com as respectivas
escovas de cabo longo para fricgdo do sabonete liquido. Em seguida os operarios atravessam o
pediltvio contendo solucdo de quaternario de amdnia com o objetivo de desinfeccao de botas.

Originalmente, a palavra pedilavio significa o local apropriado para lavar pés

humanos ou patas animais. Nos entrepostos de pescado essa denominacéo é relativa a um local
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de piso rebaixado normalmente retangular, localizado no gabinete de higienizacdo préximo a
entrada da area de producéo.

Todos os entrepostos de pescado do Estado do Ceard usam nos pediltvios produtos
comerciais tendo como principio ativo quaternario de aménia (SFA, 2012).

Poucos entrepostos cearenses possuem lavadores de botas automaticos, cuja
limpeza é feita por escovas rotativas cilindricas que permitem lavar completamente as botas,
incluindo sola, superficie superior e cano. Nesse caso, as escovas da maquina sdo dispostas de

modo a permitir o contato com as laterais e com a sola das botas do manipulador.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do trabalho

As amostras para a realizacdo deste estudo foram provenientes de um Entreposto
de Pescado com registro no Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), localizado na cidade de Fortaleza-CE. E um
estabelecimento habilitado para exportacéo e tem implantados os programas Analise de Perigos
e Pontos Criticos de Controle (APPCC) e seus pré-requisitos Boas Praticas de Fabricacdo (BPF)
e Procedimentos Padrdes de Higiene Operacional (PPHO).

Os testes de eficacia antimicrobiana dos desinfetantes e a avaliacdo microbiologica
dos processos de higienizacdo dos manipuladores e da matéria-prima foram realizados no
Laboratdrio de Microbiologia Ambiental e do Pescado, do Instituto de Ciéncias do Mar
(LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara.

3.2 Definicéo das solugbes dos desinfetantes usadas

Foi feita uma avaliagéo preliminar sobre os sanitizantes usados na no Entreposto de
pescado através de consulta da ficha técnica e certificados de compra, de entrevista com pessoas
responsaveis pelo setor, da identificacdo do local de uso dentro da planta industrial, do modo
de preparo das solucdes sanitizantes e do acompanhamento dos procedimentos de higienizacédo
pessoal e ambiental.

Essas observagdes permitiram eleger os sanitizantes avaliados neste trabalho e
ajudaram a definir as concentragdes das solucdes para avaliacdo da eficiéncia microbioldgica
dos desinfetantes e os pontos de coleta das amostras da matéria-prima e das maos e botas dos
manipuladores.

O Entreposto de pescado faz 0 monitoramento do teor de cloro residual livre na
agua de abastecimento (maximo 5mg/L) utilizando o teste de ortotoluidina (2-amino-1-
metilbenzeno) de 5 segundos, cuja leitura é feita em uma escala padrdo de cores do cloro
residual livre, numa freqiiéncia de quatro vezes ao dia colhendo amostras das se¢des: recepcao
da matéria prima, saldo de beneficiamento e na fabrica de gelo. Simultaneamente, é feita a
leitura do pH no mesmo “kit” por comparagdo de cores. Verificou-se durante seis meses (maio
a outubro/2012), em registros da inddstria, valores de pH entre 7,4 (minimo) a 8,2 (maximo),

tendo a média se mantido em 7,6.
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O valor de Cloro Residual Livre do hipoclorito de sédio declarado pelo fornecedor
serve de base para a industria preparar as soluc¢des, durante o tempo de duragdo do estoque, que
segundo a informacao do encarregado de compra é aproximadamente trinta dias, armazenado a
temperatura ambiente.

Foram coletadas cinco amostras de hipoclorito de sddio no entreposto de pescado e
analisados o teor de cloro residual livre (CRL) e os valores de pH no Laboratério de Quimica
do Nucleo de Tecnologia do Ceard (NUTEC), sendo o CRL determinado pelo método
iodométrico (ABNT, 1991) e o pH em potenciémetro modelo m PA-210, Tecnopon.

As concentragdes das solucbes de hipoclorito de sédio foram preparadas de acordo
com aquelas usadas na industria: 5mg/L (dgua de lavagem da matéria prima recebida,
fabricacdo de gelo e de uso no saldo de beneficiamento); 100 mg/L e 200 mg/L (desinfeccdo de
pisos, superficie de paredes, equipamentos e utensilios).

Outro sanitizante utilizado no Entreposto de Pescado é o Cloreto de Benzalconio
(cloreto de alquil-dimetil-benzil amonio), um composto a base de quaternario de amonio. E
usado no pediltvio localizado no gabinete de higienizacdo e nas tesouras e escovas utilizadas
na etapa de evisceracdo das caudas de lagostas. O produto comercial é adquirido em embalagens
plasticas de 25 litros e as substancias do principio ativo e as suas concentragcdes podem variar
de acordo com o fabricante.

Foi determinada a concentracdo de uso do cloreto de benzalcdnio no pedildvio
usando a equacdo 1. Os dados V1, V2 e Cy foram obtidos, respectivamente, medindo o volume
do pedilavio, pela informacdo sobre o volume do sanitizante adicionado nesse local e pela
concentracdo do principio ativo declarado na embalagem. As solugdes usadas para anélise da
eficiéncia antimicrobiana do cloreto de benzalconio foram 77 mg/.L e 10.000 mg/L (1%) que

representam respectivamente, a preparada na industria e a recomendada pelo fabricante.

Equacao 1: C; X V; = C, XV,

C1= concentracdo do sanitizante
V1= volume usado do sanitizante,
C2= concentragdo da solucao

V2= volume da solucdo.
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3.3 Meétodos utilizados para verificagdo da eficiéncia antimicrobiana das solucdes
desinfetantes.

3.3.1 Método da Diluigédo de Uso (INCQS/ POP N° 65.3210.007)

As solugOes desinfetantes foram avaliadas pelo Procedimento Operacional
Padronizado (POP) N2 65.3210.007 do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
da Fundagédo Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ) (BRASIL, 2009b).

3.3.1.1 Solugdes desinfetantes

As solucgbes de hipoclorito de sddio e quaternario de aménia nas concentracoes de
5, 100 e 200 mg/L e 77 e 10.000 mg/L, respectivamente, foram preparadas uma hora antes do
inicio do experimento, usando agua destilada, esterilizada em autoclave a 121°C por 20 min.,
cujo pH médio foi 8,97.

O MDU foi aplicado para a agua sanitaria de uso domiciliar com teor de cloro ativo
declarado 2,0 a 2,5%, dentro do prazo de validade e com recomendagdo de uso pura para
desinfeccdo de ralos e vasos sanitarios, com o objetivo de testar o método para alta concentracao
de cloro ativo.

3.3.1.2 Micro-organismos teste

Foram usadas as bactérias Staphylococcus aureus INCQS N° 00039 (ATCC 6538),
Salmonella Choleraesuis INCQS N200028 (ATCC 10708) e Escherichia coli INCQS N° 00032
(ATCC 11229) recomendadas na metodologia para uso dos desinfetantes em industria
alimenticias. As cepas padrdo foram provenientes do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade e Saude (INCQS) da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.3.1.3 Preparo dos cilindros carreadores

Foram utilizados cilindros de aco inoxidavel tipo 304, polidos, medindo 10 mm de
comprimento e 8 mm e 7,5 mm de didmetros externo e interno, respectivamente. Foi feita uma
triagem dos cilindros selecionando-se aqueles sem danos aparentes. Antes do uso foram

fervidos em agua durante 10 minutos, imersos em solugédo de hidroxido de sédio 1M por 12
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horas, lavados abundantemente com &gua destilada e colocados em tubos de vidro rosqueados,
em autoclave a 121°C por 20 minutos.

Os controles recomendados na metodologia do MDU foram executados com
relacdo a viabilidade e a esterilidade do meio de cultura, esterilidade da adgua destilada, das

pipetas e dos cilindros carreadores.

3.3.1.4 Preparo do in6culo

As suspensdes bacterianas de cada uma das culturas teste Staphylococcus aureus,
Salmonella Choleraesuis e Escherichia coli foram preparadas a partir das culturas liofilizadas
conforme recomendacdo da metodologia. A cultura estoque foi mantida em &gar nutriente
(Difco) inclinado, em temperatura de 20°C. Para sua ativacdo foram feitos trés repiques
sucessivos de 24 h e incubados a 35°C £1°C em caldo nutriente (Difco). No quarto repique de

48 h foram preparados trés tubos com a suspenséo bacteriana (Figura 4).

Figura 4 - Preparo do indculo da cultura teste para 0 método da dilui¢do de uso (INCQS/POP N° 65.3210.007).

Micro-organismo no 1° Repique 2° Repique 3° Repique
meio de manutengéo Caldo Nutriente (35°C/24n) (35°C/24h) 4° Repique
(35°C /24 ) Série de 3 tubos

(35°C / 48 h)

3.3.1.5 Procedimento da analise

A andlise foi realizada segundo o INCQS/POPN? 65.3210.007 simplificado
(BRASIL, 2009), usando-se 10 cilindros carreadores para cada bactéria padrdo (ANDRADE;
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CARELLI; MARTINS, 2008; TIMENETSKY, 1990; TIMENETSKY; YANAGUITA;
SILVA, 1992).

Esse € um método qualitativo em que o resultado € observado pela presenca ou
auséncia de crescimento bacteriano, atraveés da turvacdo do meio de cultura como mostra a
Figura 5. Neste trabalho foi assumido como prova negativa a auséncia de turvagdo em 100%
dos 30 tubos. Na Figura 6 esté& apresentado o esquema do procedimento para cada bactéria teste.

Figura 5 — Aspecto dos tubos de ensaio evidenciando presenca (P) e auséncia(N) de turvacdo no método da diluicdo
de uso (INCQS/POP N° 65.3210.007).
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A placa de Petri foi esterilizada com duas folhas de papel de filtro Whatman n° 2
para absorcdo do excesso da suspensdo da bactéria teste para recebimento dos 12 cilindros de
aco inoxidavel (2 reservas) contaminados, dispostos em posicdo vertical, isolados, e secos
posteriormente em estufa a 35°C + 1°C por 40 minutos (Figura 7a). Os dez carreadores foram
colocados individualmente em contato com a solugdo desinfetante a intervalos de 1 minuto,
cronometradamente, por um tempo de contato de 10 minutos (Figura 7b).

Na Figura 8 esta detalhado o esquema das transferéncias dos cilindros apés o
contato com o desinfetante para os tubos das duas séries de subcultura. O meio usado para
inoculacéo dos carreadores foi o caldo nutriente (Difco) adicionado do neutralizante tiossulfato
de s6dio 0,6% para as solucdes de hipoclorito de sodio. Para as solucdes a base de quaternario
de amonia 0 meio de subcultura foi preparado com caldo Letheen (Difco) que é um caldo
nutriente contendo os neutralizantes lecitina e polissorbato 80 (tween 80).

Os tubos permaneceram 48h na estufa a 35°C + 1°C. A leitura dos resultados foi
feita pela observacdo da presenca (P) ou auséncia (N) do crescimento bacteriano, através da

turvacdo do meio de cultura.
Figura 6 — Fluxograma do procedimento do método da dilui¢do de uso (INCQS/POP N2 65.3210.007).
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1*Etapa: Indculo bacteriano
crescidoem Caldo Nutriente

(4° repique de 48h a 35°C)
| l /
E
f—A

2*Etapa: Cilindros
esterilizados a 121°C por
15 min. emtubo de ensaio

\!

4*Etapa: Cilindrosdispostes
emplaca dePetrie secos em

cilindrospeloinaculo estufa 2 35°C por 40 min
bacteriano (15 min.).

7
Q

3*Etapa:
Contaminagio dos

S*Etapa: Cilindrosinseridos em 6*Ftapa: Cilindrono  7*Etapa: Cilindrono Caldo
tubos de ensaio com desinfetants Caldo de subcultivo dere-subcultivo com
emantidopor 10min. comneutralizante neutralizante (ap6s 40 min.)

Figura 7 —Placa de Petri com cilindros de ago inoxidavel contaminados e secos(a) e tubos de ensaio com cilindros
em contato com solugdo desinfetante (b).
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Figura 8 — Esquema das transferéncias dos cilindros (carreadores) da solucdo desinfetante para os tubos de
subcultivos.
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3.3.2 Método da suspensao (AOAC 960.09)

A eficiéncia antimicrobiana das solucdes desinfetantes foi avaliada segundo o
Método da AOAC 960.09 (Germicidal and Detergent Sanitizing Action of Disinfectants)
(TOMASINO, 2007) e o Método AOAC 960.09 adaptado (OKAZAKI, 2003) para
determinacéo da atividade antimicrobiana de desinfetantes a base de quaternario de aménia em

concentragOes acima de 200 mg/L.
3.3.2.1 Solucgdes desinfetantes

As solucbes utilizadas foram preparadas com hipoclorito de sodio nas
concentragdes 5 mg/L, 100 mg/L e 200 mg/L e com quaternario de aménia (cloreto de
benzalcdnio) a77mg/L e 10.000 mg/L.

3.3.2.2 Micro-organismos teste

Foram usadas as duas culturas de bactérias padrdo recomendadas na metodologia:
Staphylococcus aureus INCQS N° 00039 (ATCC 6538) e Escherichia coli INCQS
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NC00032(ATTCC 11229). As cepas foram provenientes do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade e Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

3.3.2.3 Preparo da suspensao bacteriana

O preparo das suspensdes bacterianas empregadas no ensaio estd descrito no
método AOAC 960.09 e esquematizado na Figura 9. Foram usadas placas de Petri 90 x 15 mm
descartaveis, contendo agar nutriente (Difco). Usou-se solucdo salina 0,85% para ressuspender
as células na placa e fazer o ajuste da populacdo bacteriana. Foram feitas dilui¢des para alcancar
uma populagdo microbiana de aproximadamente 1x10° UFC/mL comparando-se a turbidez
com o tubo 0,5 da escala de McFarland (HINDLER; JORGENSEN, 1995).

Figura 9 — Preparo do in6culo da cepa padrédo para o uso no método da suspensdo (AOAC 960.09).

| \A v | v
1° Etapa: 2° Etapa: 3° Etapa: 4° Etapa:
Micro-organismo no 1° Repique 2° Repique 3° Repique em Agar na
meio de manutengéo (35°C /24 h) (35°C /24 h) Placa de Petri
(35°C /24 h)
|
52 Etapa:
5 mL de salina 0,85%
sobrepostos a cultura
em placa
62 Etapa: 72 Etapa: 82 Etapa:
Ressuspenséo do Inéculo inserido em um Ajuste do inéculo inicial a
inéculo com auxilio de tubo de ensaio uma concentragao bacteriana
uma alca de Drigalsky de 1,0x10° UFC / mL

3.3.2.4 Procedimento da analise
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A Figura 10 mostra o procedimento do método da suspensdo para as solucgdes de
hipoclorito de sddio (5, 100 e 200 mg/L) e quaternario de amonia em concentragdes < 200
mg/L.

Figura 10 — Procedimento do método da suspensdo (AOAC 960.09) para os desinfetantes hipoclorito de sodio (5,

100 e 200 mg/L) e cloreto de benzalconio (77 mg/L) contra as cepas padréo Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Escherichia coli ATCC 11.229.
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Para a solucéo de cloreto de benzalconio 10.000 mg/L utilizou-se 0 método da
suspensdo adaptado (OKAZAKI, 2003. Nessa técnica a neutralizacdo do desinfetante foi
substituida pelo processo de filtracdo com enxagle da membrana com tampao fosfato (Figura
11). Para os dois métodos da suspensdo os resultados foram expressos em Reduc6es Decimais
(RD) da populacéo da bactéria teste, usando-se como pardmetro de aprovacdo para a eficiéncia

antimicrobiana a RD maior ou igual a5 ciclos logaritmicos.

Figura 11 — Procedimento do método da suspensdo adaptado (OKAZAKI, 2003) para desinfetante a base de
quaternario de amdnia com concentragdo > 200 mg/L.

1mL 1mL

99 mL de solucéo
Suspensdo bacteriana desinfetante
99 mL de Tampéo (Concentragdo Inicial:

Fosfato 10x10°UFC/mL)
(Diluigdo de 102)

l 100 mL v
1mL
103 [ <
1
- -

08
Diluigdes em 107 o
Tampao Fosfato 10° _ ) )
Tampdo Fosfat Filtrac&o a vacuo
ampao Fostato em membrana
estéril de 0,45 um
Enxague 3 v
(3 x 100 mL)
! Membrana ;
= 0,45 um
107 108 10°
Plagueamento em quadruplicata
em Agar TGE (107 a 10°9)
(35°C /48 h)

Contagem da Populacéo Inicial

(N) Membrana sobreposta
' ao Agar TGE
l (35°C/48h)
Contagem dos Sobreviventes
(N

Reducdo Decimal :
logN; — logNg,




53

3.4 Metodos para verificacdo de bactérias heterotroficas cultivaveis nas maos e nas botas
dos manipuladores e nas caudas de lagosta

3.4.1 Pontos de coletas das amostras das méaos e das botas dos manipuladores

Em funcéo da disposicdo dos equipamentos da sala de higienizacdo do entreposto
de pescado mostrados no fluxograma (Figura 12) a coleta das amostras foi feita em trés pontos,
em tempos distintos: maos e botas antes da lavagem (1), méos apds a lavagem e secagem e

botas ap6s lavagem e desinfeccdo (2) e mao ap0s desinfecgdo (3).

Figura 12 — Fluxograma do procedimento de higienizacdo e pontos de coletas das amostras das méos e das botas
dos manipuladores em um Entreposto de Pescado em Fortaleza, Cearé.

1 > | > > > 2 > 3
——— ’
Antes da [; [; Q Q Q Apos
Higienizac&o F F F Higienizac&o
Desinfecgao
Swab nas méos | Torneiras para Pediltvio para Piaspara | Secagemdas A Swab nas méos das mdos Swab nas
e botas dos lavagem das desinfeccéo das lavagem das mé&os e botas  (Gel méos
funcionarios botas botas méos higienizador)

3.4.2 Analise microbioldgica das méaos e das botas dos manipuladores

A amostragem foi feita mediante sorteio, de modo que o numero de manipuladores
correspondeu a 20% do numero médio de operarios envolvidos no trabalho diario de
beneficiamento de pescado. Em cada coleta participaram trés manipuladores, de maneira que,
de cada um foram retiradas trés amostras das méos e duas das botas. Os funcionarios foram
previamente esclarecidos sobre o trabalho e deram seu consentimento.

As amostras das méos dos manipuladores foram coletadas através da friccdo de um
swab em movimentos giratorios na palma de uma das maos de cada manipulador iniciando o
movimento descendente e ascendente desde 0 antebraco até a ponta dos dedos e em seguida na
borda das méos e entre os dedos, antes da lavagem (M1), apds a lavagem e secagem em papel
toalha (M>) e apds desinfeccdo das maos com gel higienizador (Ecolab Quimica Ltda.) (Ms).

As regides das coletas das méos estdo mostradas na Figura 13.
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Figura 13 — Regides de coleta por swab na méo: (a) swab do antebrago até a palma da mao, (b) swab no dedo e (c)
swab no entorno da méo.

(@) (b) (©)

As amostras das botas de borracha foram coletadas passando um s6 swab em quatro
regides (laterais interna e externa, dorso e sola) de uma das botas do manipulador. Para cada
regido foi delimitada a area de 50 cm? (5 x10 cm?) totalizando 200 cm? por bota. As coletas
foram feitas antes da lavagem (B1) e apés a lavagem e sanitizacdo (Bz2). O responsavel pela
coleta foi orientado para fazer a troca das luvas antes e ap0s a higienizacdo das botas para evitar
contaminacgdo cruzada. As regides das coletas nas botas sdo mostradas na Figura 14. Apos a
coleta o swab foi colocado em tubos de ensaio contendo 9mL de solugdo salina 0,85% estéril
e as amostras foram transportadas em caixas isotérmicas com gelo onde permaneceram
refrigeradas até o momento da analise no LABOMAR/UFC.

As analises microbioldgicas das maos e das botas dos manipuladores foram feitas
através do método de contagem padrdo em placas (CPP) de bactérias heterotroficas cultivaveis
(BHC) (VIEIRA; TORRES, 2004) usando as dilui¢des decimais de 10 a 10° e 10*a 10°

Srespectivamente.
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Figura 14 — Regibes de coleta das botas por swab: (a) dorso (1) e laterais (2 e 3) e (b) sola.

(5%10cm)

50 cm?

() (b)

Tanto para as amostras das maos quanto das botas foram semeadas aliquotas de
ImL em placas de Petri descartaveis em duplicata utilizando a técnica pour plate em Tryptone
Glicose Extrato Agar (TGEA). As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. Foram
selecionadas aquelas que continham entre 25 e 250 colbnias para a contagem, e determinada
pela multiplicacdo do nimero médio de colbnias das duas placas vezes o inverso da dilui¢do
inoculada. O resultado foi expresso em Unidade Formadora de Colonias (UFC/mé&o) das méos
e (UFC/cm?) das botas.

Os resultados das contagens de BHC para as maos e botas foram distribuidos nas
faixas estabelecidas como mostra 0 Quadro 5. Devido a falta de padrdo nacional e/ou
internacional para comparar os resultados obtidos foram seguidas as sugestfes de Andrade,
Brabes e Silva (2003), Poerner et al. (2009) para micro-organismos mesofilos aerébios nas
méaos dos manipuladores. Também ndo foi encontrada na literatura parametro que definisse o

limite de aceitacdo de bactérias heterotroficas, aceitaveis para as botas higienizadas.

Quadro 5 — Faixas de contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis das médos (UFC/méo) e das botas (UFC/cm?)
dos manipuladores.

Faixas de contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis
Amostra
1 \ 2 | 3 y 4 | 5
Maos <10? >10%e<10®  >10%e<10* >10%e<10®  >10°<10°

Botas <10t >10%e<10® >10°e<10® >108e<10 >107<108
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3.4.3 Analise microbioldgica das caudas de lagosta

As amostras das caudas de lagosta foram coletadas dentro das caixas isotérmicas
com gelo na ocasido da chegada da matéria-prima (L1) e depois da lavagem (L>) realizada pelos
manipuladores, simultaneamente com a selecdo, no setor de recepcéo do Entreposto.

Foi passado um swab na carapaca, no abdémen e na musculatura exposta da lagosta,
préxima ao cefalotérax, em triplicata. Este procedimento foi realizado retirando nove caudas
de trés diferentes caixas isotérmicas, de modo a formar uma amostra composta por trés swabs.
O material foi imerso em tubo de ensaio contendo 9mL de solucdo salina 0,85% esterilizada. O
mesmo procedimento de coleta foi feito ap6s a lavagem das caudas de lagosta que ficavam
distribuidas em monoblocos de polietileno de alta densidade prontas para entrarem no saldo de
beneficiamento. O processo foi repetido dez vezes, em dias diferentes de recebimento da
matéria-prima.

Foram previamente definidas as dilui¢bes que seriam usadas na inoculacdo das
placas para as amostras colhidas antes e depois do procedimento de lavagem na inddstria,
ficando assim definidas, respectivamente 102 a 10*e 101 a 1073,

Foi utilizado o método de contagem padrdo em placas, pela técnica de spread plate
usando-se aliquota de 0,1 mL das diluicdes sobre placas de Petri contendo Triptone Glicose
Extrato Agar (TGEA). As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas, e os resultados
expressos em Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/cauda).

O célculo das Unidades Formadoras de Coldnias das caudas de lagosta foi feito
multiplicando-se o nimero de coldnias pelo inverso da diluicdo x 10. O resultado era dividido
por 9.

Os resultados das CPP das amostras das méos, das botas e das caudas de lagosta
foram transformados em logaritmo decimal (logio0UFC/m&o; logi0UFC/cm?; logioUFC/cauda),
para o célculo das redugdes decimais (RD) das populagdes microbianas.

As RD para as méos, as botas e as caudas foram determinadas pela diferenca entre
os logaritmos das contagens das populaces iniciais e finais das superficies analisadas em cada

etapa dos procedimentos de higienizagdo (RD = log N — log N¥).
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3.5 Analise estatistica

Os resultados das contagens das BHC foram submetidos a andlise estatistica
utilizando o Programa Statsoft Statistica 7.0. As contagens das UFC das mé&os dos
manipuladores (M1, M2 e Ma3) foram submetidas a analise de variancia (ANOVA),
considerando-se o = 0,05, complementada com o teste de Tukey, em caso de rejeicdo da
hipdtese de nulidade. Para as analises estatisticas das UFC das botas (B1 e B:) e das caudas de

lagosta (L1 e L>) foi realizado o teste t de Student, considerando-se o = 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Eficiéncia antimicrobiana das solu¢des de hipoclorito de sédio utilizando 0 método da
diluigdo de uso (INCQS/POP N965.3210.007)

A Tabela 1 mostra os resultados dos testes do MDU para as solugdes de hipoclorito
de sddio (HCIO) nas concentracdes de 5mg/L pH 8,68; 100mg/L pH 10,09 e 200mg/L pH 10,38
evidenciando que ndo houve eficiéncia antimicrobiana na eliminacdo das trés bactérias padréo
testadas. Nos ensaios em concentragdes de 5, 100 e 200 mg/L , 100% dos tubos apresentaram
turbidez e somente em uma das repeti¢des os 30 tubos apresentaram-se negativos. Supde-se que
essa discrepancia esteja relacionada a um erro de operador, uma vez que, s& em uma
concentracdo maior ocorreu crescimento das cepas o ldgico seria que em concentracdes
menores este fato também fosse observado.

O MDU é um método qualitativo e trabalhoso requerendo recursos humanos
especializados para cumprir apenas essa metodologia (TIMENETSKY, 1990; TIMENETSKY,
2002). Segundo Omidbakhsh (2012), certos aspectos do método exige sensibilidade do
operador. O autor exemplifica que, a colocacdo dos cilindros nos tubos de ensaio com caldo de
crescimento requer muita habilidade e firmeza nas méos.

Quando se aplicou o MDU utilizando-se agua sanitaria com teor de cloro ativo
declarado, 2,0 a 2,5%, ndo houve crescimento das cepas testadas, confirmando sua eficiéncia
na desinfeccdo de ralos e vasos sanitarios conforme atesta o rotulo do produto. Timenestky et
al.(1992) verificaram que a &gua sanitaria (cloro ativo 2,8%) atingiu os padrbes do teste da
diluicdo de uso quando diluida a 1:200 (0,5% ou 5000 mg/L). Teixeira, Daher e Oliveira (2012)
avaliaram a acdo antimicrobiana de hipoclorito de sodio a 3%, contra cepas padréo de S. aureus,
S. Choleraesuis, P. aeruginosa, pelo MDU utilizado em uma industria quimico-farmacéutica
no Estado do Ceara e concluiram que o desinfetante mostrou eficiéncia antimicrobiana. E
aceitavel entdo que, as concentracOes das solugdes testadas no MDU, sendo muito inferiores a
essas concentracOes,poderiam apresentar resultados negativos, isto €, serem ineficazes no seu
objetivo bactericida.

A eficiéncia bactericida do cloro é afetada pela concentracdo, pelo tempo de
exposicao sobre a superficie, pela concentragdo de micro-organismos e pelo pH da solucéo. No
MDU concentracdo e tempo séo padronizados e controlados no preparo das solu¢des por um
tempo de contato pré-determinado de 10 minutos. No entanto, a populacdo do indculo em

contato com o desinfetante ndo é ajustada como ocorre no teste quantitativo da suspensao
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(AOAC 960.09). Além do que, ndo ha uma padronizagdo do numero de bactérias aderidas a
superficie dos cilindros ap6s a contaminagao e secagem em estufa. Alfano, Cole e Rutala (1988)
mostraram que ha diferencas nas retencGes das bactérias teste aos cilindros, quando
quantificaram Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Salmonella Choleraesuis na

aplicacdo do MDU.

Tabela 1 — Resultados dos tubos positivos para as bactérias padrdo: Staphylococcus aureus, Salmonella
Choleraesuis e Escherichia coli, utilizando-se solug6es de hipoclorito de sédio (5, 100 e 200 mg/L) em 10 tubos
por cepa no Método da Diluicdo de Uso (INCQS/POP N265.3210.007).

Concentracao Tubos positivos por cepa padréo

das solugges PH S.aureus  S. Choleraesuis  E coli Resultado do teste
(mg/L)

1/10 0/10 3/10 4/30 (P)
10/10 10/10 7/10 27/30 (P)
5 8,68 0/10 10/10 0/10 10/30 (P)
10/10 10/10 0/10 20/30 (P)
10/10 10/10 0/10 20/30 (P)
1/10 0/10 3/10 4/30 (P)
0/10 0/10 3/10 3/30 (P)
100 10,09 0/10 0/10 0/10 0/30 (N)
0/10 5/10 8/10 13/30 (P)
2/10 4/10 0/10 6/30 (P)
1/10 0/10 0/10 1/30 (P)
4/10 0/10 1/10 5/30 (P)
200 10,38 1/10 1/10 1/10 3/30 (P)
0/10 4/10 2/10 6/30 (P)
1/10 0/10 7/10 8/30 (P)

(P) presenca de crescimento bacteriano (reprovada); (N) auséncia de crescimento bacteriano (aprovada).

Segundo Tomasino (2007), os MDU que avaliam a atividade antimicrobiana de
desinfetantes usando cilindros tém sido criticados com relacdo a extrema variabilidade nos
resultados. A falta de procedimento para enumeracdo da populagdo microbiana aderida aos
cilindros € uma das limitagdes dos métodos, incluindo os que avaliam atividade esporicida. Essa
observacgdo justificou a conducdo de véarios estudos colaborativos para a padroniza¢do dos
métodos, aumento da reprodutibilidade nos laboratorios e melhoria da qualidade dos dados
(ARLEA et al., 2008; OMIDBAKHSH, 2012; TOMASINO; FIUMARA; COTTRILL, 2006;
TOMASINO, HAMILTON, 2006; TOMASINO; PINES; HAMILTON, 2012; TOMASINO;
SAMALOT-FREIRE, 2007).

Tomasino (2007) propds que adensidade bacteriana maxima por carreador fossel x
10’UFC como requisito de validade para os MDU da AOAC 955.15 (S.aureus) e AOAC 964.02
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(P. aeruginosa). Alguns autores propuseram uma modificacdo do meétodo para permitir a
diluicdo das culturas de ensaio final, com contagens entre 10°e 10’ UFC. O estabelecimento
desse intervalo ajudaria a melhorar a confiablidade do método e permitiria resultados mais
consistentes entre e inter laboratérios (ARLEA et al., 2008; TOMASINO; PINES;
HAMILTON, 2012).

Timenetsky (2002) citou que cada cilindro, quando contaminado, apresentaria
aproximadamente 10° UFC de bactérias, portanto em 60 cilindros haveria cerca de 6 x 10’ UFC
de bactérias. Se sobrevivesse uma unica célula em um cilindro, 0 meio turvaria e poderia
desqualificar o desinfetante. Por outro lado, se nenhum cilindro permitisse a recuperacéo de
bactérias sobreviventes, segundo o autor, haveria a reducao de pelo menos 7 ciclos logaritmicos
(99,99999%) de uma populacdo microbiana. ReducGes menores ndo seriam possiveis ser
detectadas pelo MDU.

Como se trata de um método qualitativo que avalia o resultado pela presenca ou
auséncia de turvacao, pelos resultados obtidos neste trabalho, a totalidade das amostras testadas
com hipoclorito de sodio estariam desclassificadas. A baixa reprodutibilidade do MDU,
explicitado por varios pesquisadores, ndo ocorreu com as solucdes de hipoclorito testadas,
talvez porque as concentragdes usadas foram suficientemente baixas ndo sendo mesmo capazes
de eliminar as cepas bacterianas testadas. Omidbakhsh (2012) cita que a natureza qualitativa do
método requer a concentracdo do ingrediente ativo do desinfetante suficientemente elevada para
assegurar que todos os carreadores, ou pelo menos um do total, deva estar livre de quaisquer
organismos viaveis. 1sso ndo esta de acordo com as tendéncias atuais para a sustentabilidade, a
seguranca humana e a protecdo ambiental.

O hipoclorito de sodio (NaClO) é o agente quimico usado em maior quantidade e
frequéncia dentro do entreposto de pescado. E utilizado em solucdo na desinfeccdo de
equipamentos, superficies inanimadas, que entram em contato com o pescado e na agua de
abastecimento interno da industria.

As concentragdes das solucdes de NaClO, usadas sobre as diversas superficies do
entreposto determinam seu poder sanitizante e ndo esterilizante. O cloro confere toxicidade em
concentragdes elevadas além de ter cheiro forte, ser corrosivo e instavel (ANDRADE; PINTO;
ROSADO, 2008; LEITAO, 2002).

Outro aspecto questionado é com relacéo ao pH da solucéo de NaClO, determinante

para a eficiéncia da sanitizagdo, comprovado por Bremer; Monk e Butler(2002) e Lund et al.
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(2005). E uma verificagio importante, pois, dependendo do seu valor o cloro dissolvido na agua
ter4 maior ou menor acdo antimicrobiana.

Em pH mais acido, havera maior presenca de acido hipocloroso (HCIO) podendo
ser esperada, inclusive, a eficiéncia esporicida do cloro. Essa forma néo dissociada é cerca de
80 vezes mais bactericida do que a forma do ion hipoclorito (OCI"). Para que ocorra a
desinfeccdo € necessario que o pH esteja abaixo de 8,0 pois, nesse pH tem-se,
aproximadamente, 35% de &cido hipocloroso disponivel. Em pH 8,5, 9,0 e 9,5 tem-se
aproximadamente 12%, 5% e 2% de HCIO respectivamente, o que € insuficiente para o
processo de desinfeccdo (AKUTSU, 2001; ANDRADE; CARELLI; MARTINS, 2008).

As solucBes analisadas de hipoclorito de sodio preparadas com &gua destilada
estéril apresentaram valores médios de pH 8,68 para a solucdo de 5 mg/L; de 10,09 para a de
100mg/L, e, de 10,38 para a de 200mg/L. O MDU néo prevé o ajuste do pH das solucgdes,
portanto, os valores de pH podem ter influenciado a presenca de células microbianas nos tubos,
desclassificando as solugdes. Os resultados encontrados por Akutsu (2001) sugerem gue 0 USO
de hipoclorito de sédio corrigido para pH 8,0 ou 7,0 pode ser escolhido sem prejuizo da

eficiéncia do processo de higienizacao.

4.2 Eficiéncia antimicrobiana das solucbes de quaternario de aménia (cloreto de
benzalcdnio) usando método da diluicédo de uso (INCQS/POP N265.3210.007)

Os resultados dos testes da diluicdo de uso para as solugbes do desinfetante a base
de amdnia quaternaria mostraram variacGes (Tabela 2). Houve efetividade na eliminacdo do
crescimento bacteriano nos tubos, em duas repeti¢fes, das duas concentracfes testadas. Dessa
forma, somente as amostras 2 e 5 seriam aprovadas pelo MDU nas condi¢des avaliadas.

Apesar de o teste desqualificar o desinfetante pela presenca de turvacgao pelo menos
em um dos trinta tubos, como assumido neste trabalho, observa-se nos resultadosda presente
pesquisa que as amostras das solugdes com a maior concentracdo (10.000 mg/L) mostraram
menor nimero de tubos positivos.

Okasaki (2003) analisou solugdes de cloreto de benzalconio de varios desinfetantes
comerciais com concentragdes variando de 50 mg/L a 10.000 mg/L frente as cepas padréo S.
aureus, S. Choleraesuis e E. coli.pelo MDU da AOAC Para a maior concentragcdo seus
resultados aprovaram uma marca, para as bactérias S. Choleraesuis e S. aureus. Para as

concentragdes de 50 mg/L e 100 mg/L quando foram testadas quatro marcas, sanitizante.
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Tabela 2 — Resultado dos tubos positivos para as bactérias padrdo: Staphylococcus aureus, Salmonella
Choleraesuis e Escherichia coli, utilizando-se solucGes de cloreto de benzalconio (77 e 10.000 mg/L) em 10 tubos
por cepa no Método da Diluigdo de Uso (INCQS/POP N265.3210.007).

Concentracao Tubos positivos por cepa padréo
da?rsr(]);f;)es S. aureus S.Choleraesuis E.coli Resultado do teste

9/10 8/10 0/10 17/30 (P)

0/10 0/10 0/10 0/30 (N)

77 7/10 10/10 9/10 2630 (P)
7/10 9/10 10/10 26/30 (P)

0/10 0/10 0/10 0/30 (N)

1/10 2/10 0/10 3/30 (P)

0/10 0/10 0/10 0/30 (N)

10.000 4/10 4/10 4/10 12/30 (P)
1/10 1/10 0/10 2/30 (P)

0/10 0/10 0/10 0/30 (N)

(P) presenca de crescimento bacteriano (reprovada); (N) auséncia de crescimento bacteriano (aprovada)

Andrade, Carelli e Martins (2008) apresentaram uma sintese de varias pesquisas
nas quais foi estudada a resisténcia de Enterococcus faecium a varios agentes santitizantes,
dentre eles quaternario de aménia alcalino (1% pH 10,0) através do MDU da AOAC. O
resultado mostrou aprovacdo para o sanitizante, com 100% dos tubos negativos. O quaternario
de amdnia tem boa eficiéncia contra bactérias Gram positivas, porém no presente estudo essa
propriedade ndo foi realcada para Staphylococcus aureus.

Teixeira; Daher e Oliveira analisaram, pelo MDU, desinfetante a base de
quaternario de aménia a 1% (10.000 mg/L) utilizado em uma industria quimico-farmacéutica,
contra as cepas padrdo S. aureus, S. Choleraesuis e P. aeruginosa, e concluiram que o
desinfetante ndo teve eficiéncia antimicrobiana na concentracdo testada. Esse resultado
assemelha-se ao encontrado nesse trabalho quanto a ineficiéncia e a turvagédo dos tubos com a

bactéria Gram positiva S. aureus.

4.3. Eficiéncia antimicrobiana das solugdes de hipoclorito de sodio utilizando o0 método da
suspensdo (AOAC 960.09)

Os resultados obtidos com relacdo as reducbes decimais da populacdo bacteriana
apresentadas nos testes com solugdes de hipoclorito de sédio encontram-se na Tabela 3. Houve
variacao dos resultados nas repeticoes das trés concentracdes das solucdes analisadas contra as
cepas testadas. No entanto, a solugdo na concentracao de 200 mg/L apresentou 0 maior nimero

de amostras aprovadas (60%), se for considerada a RD de 5 ciclos logaritmicos, como preconiza
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0 método. Silva et al. (2003) avaliaram a resisténcia ao hipoclorito de sédio pelo método da
Suspensdo AOAC 960.09 e observaram que os tratamentos com 100 e 200 mg/L do sanitizante
mostraram-se eficazes contra a cepa padrdo de E. coli ATCC 11229, promovendo mais de 5
reducdes decimais na populacdo alvo. Se fosse considerada apenas essa cepa, 0s resultados
deste estudo teriam apresentado eficacia em 80% das repeti¢bes para a solu¢ao na concentracao
de 200 mg/L.

Mesmo néo atingindo o critério de aprovacdo de 5 ciclos logaritmicos, a maioria
das solugdes nas concentracdes de 5mg/L, 100mg/L e 200 mg/L atingiram RD entre 4 e 5. Sdo
valores que ndo merecem ser desprezados, se for considerado esses resultados na aplicagéo
pratica do processo de sanitizacdo, pois significam uma reducdo decimal da populacdo
microbiana entre 99,99% e 99,999%.

Tabela 3 — Redugdes Decimais (ciclos logaritmicos) da populacdo bacteriana quando testadas solugdes de

hipoclorito de sédio em concentracfes 5, 100 e 200 mg/L contra cepas padréo Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, utilizando-se o Método da Suspensdo (AOAC 960.09).

Concentracao Reducdes Decimais
das solugges Staphylococcus aureus Escherichia coli Resultado
(mg/L)

6,49 6,81 (A)

4,90 517 (R)

5 5,00 5,60 (A)

4,03 5,37 (R)

5,40 3,45 (R)

6,30 7,66 (A)

7,04 4,57 (R)

100 5,00 4,55 (R)
4,77 5,80 (R)

2,46 1,45 (R)

6,59 7,19 (A)

5,25 5,18 (A)

200 5,00 5,96 (A)
4,35 5,30 (R)

6,40 2,15 (R)

(A) Aprovada; (B) Reprovada

4.4 Eficiéncia antimicrobiana das solucbes de quaterndrio de aménia (cloreto de

benzalcdnio) utilizando 0 método da suspensdo (AOAC 960.09)

Os resultados das RD na populagdo bacteriana, obtidos quando se usa solugdes de
quaternario de aménia encontram-se na Tabela 4. Os resultados entre as repeticdoes foram

praticamente semelhantes quanto a aprovagéo ou reprovacao nas duas concentragdes testadas.
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Somente uma repeticdo das solucBes de quaternario de aménia 77mg/L foi aprovada. Deve-se
considerar que mesmo as que ndo foram aprovadas, seus valores apresentaram- se muito
préximos de 5 ciclos logaritmicos. Quando a concentracdo foi 10.000 mg/L, quatro repeticoes
das amostras foram aprovadas, conforme o método preconiza para as reduc6es decimais (acima
de 5 ciclos logaritmicos) em um tempo de 30s. Essa é a concentragdo recomendada pelo
fabricante do cloreto de benzalconio para uso em pediluvio.

Tabela 4 — ReducBes Decimais (ciclos logaritmicos) da populacdo bacteriana quando testadas solucdes de
quaterndrio de amonia (cloreto de benzalcdnio) em concentracfes 77 e 10.000 mg/L contra cepas padrdo
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, utilizando-se 0 Método da Suspensdo (AOAC 960.09).

Concentragéo das Reducgdes Decimais

s(or:]ug(,}ol_e)s Staphylococcus aureus Escherichia coli Resultado

6,90 6,44 (A)

6,00 0,97 (R)

77 4,80 4,10 (R)

4,66 6,91 (R)

4,36 5,33 (R)

6,72 7,32 (A)

7,04 3,74 (R)

10.000 7,46 8,92 (A)

7,44 6,91 (A)

7,36 6,33 (A)

(A): Aprovado; (B): Reprovado.

4.5 Repetibilidade dos Métodos: Dilui¢éo de uso e Suspensao

Nas Tabelas 5 e 6 sdo comparados os resultados obtidos através do MDU
(INCQS/POP N°© 65.3210.007) e do Método da Suspensdo (AOAC, 960.09) com relacdo a
porcentagem de concordancia na aprovagdo ou reprovacdo das amostras quando utilizado

hipoclorito de sddio e quaternario de amonia (cloreto de benzalconio).

Tabela 5 — Comparagdo dos resultados obtidos através do Método da Diluicdo de Uso (INCQS/POP N2
65.3210.007) e o Método da Suspensdo (AOAC, 960.09) com relagcdo a porcentagem de concordancia na
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aprovagado ou reprovacdo das amostras quando utilizadas as concentracdes de hipoclorito de sddio (5, 100 e 200
mg/L).

Concentracdo da Teste diluicdo de  Teste da suspensao Concordancia
solucdes (mg/L) uso (RD) (%0)
(P) >5
(P) <5
5 (P) >5 60
(P) <5
(P) <5
(P) >5
(P) <5
100 (N) <5 60
(P) <5
(P) <5
(P) >5
(P) >5
200 (P) >5 40
(P) <5
(P) <5

Critérios de aprovagdo: MDU: (N) auséncia de crescimento bacteriano (aprovada). Método Suspensdo: RD >5
ciclos logaritmicos

Tabela 6 — Comparagdo dos resultados obtidos através do Método da Diluicdo de Uso (INCQS/POP N2
65.3210.007) e o Método da Suspensdo (AOAC, 960.09) com relacdo a porcentagem de concordancia na
aprovagdo ou reprovagdo das amostras quando utilizadas as concentracfes de quaternario de amonia (cloreto de
benzalconio) (77 e 10.000 mg/L).

Concordancia

Concentracédo das Meétodo da diluicdo Meétodo da (%)
solucdes(mg/L) de uso suspenséo (RD)
(P) >5
(N) <5
77 P <5 40
(P) <5
(N) <5
(P) >5
(N) <5
10.000 (P) >5 20
(P) >5
(N) >5

Critérios de aprovacdo: MDU: (N) auséncia de crescimento bacteriano (aprovada). Método Suspensdo: RD>5
ciclos logaritmicos.

As tabelas 5 e 6 mostram que quando foi comparado os resultados dos dois métodos
para as solucbes de hipoclorito de sddio para as concentrages 5 e 100 mg/L o grau de
concordéncia (60%), pela ndo aprovacao, foi maior do que a comparacao feita para as solucoes
de quaternario de amdnia 77 e 10.000 mg/L. Observa-se que a ndo uniformidade dos resultados

obtidos das repeticdes empregando-se MDU em relacdo a maior repetibilidade do método da
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suspensdo contribuiu para um grau de concordancia mais baixo. Segundo Tomasino (2007), a
falta de procedimento para enumeracdo da popula¢do microbiana aderida aos cilindros € uma
das limitacGes dos MDU da AOAC.

Okazaki (2003) fez uma avaliacdo comparativa entre 0 método de suspensdo
modificado (AOAC 960.09 para concentracdo de quaternario de amonia >200mg/L) e o método
de diluicdo de uso da AOAC para duas marcas de desinfetantes a base de quaternério de aménia
em concentracdo 10.000 mg/L e mostrou concordancia de 100 % para as bactérias S. aureus e
E.coli respectivamente para cada uma das marcas. O resultado (20%) desse trabalho para as

solucBes de 10.000 mg/L considera as duas bactérias teste do método da suspenséo.

4.6. Contagem Padrédo em Placas (CPP) das bactérias heterotroficas cultivaveis nas maos

e nas botas dos manipuladores e nas caudas das lagostas

4.6.1 Contagem Padrdo em Placas (CPP) das méos e das botas dos manipuladores

As Tabelas 7 e 8 mostram os resultados das contagens de bactérias heterotroficas
cultivaveis nas maos dos manipuladores antes (M1) e ap6s a lavagem (M) e apds a sanitizagao
(M3) e as porcentagens de acordo com as faixas em que foram distribuidas.

Ndo ha padrbes ou especificacdes para contagens microbianas nas maos de
manipuladores de alimentos (ANDRADE; BRABES; SILVA, 2003; ANDRADE et al., 2008;
POERNER et al., 2009) e nem para as botas. Andrade et al. (2008) sugerem que a industria de
alimentos proponha limites de seguranca para garantir que o procedimento de higienizacéo seja
efetivo e o que for estabelecido seja alcangado. Os autores propdem que a contagem de
mesofilos aerdbios nas maos de manipuladores seja inferior a 10* UFC/mo e este foi o padréo
comparativo usado nesta pesquisa, para se afirmar se houve eficiéncia no processo de
higienizagdo das mé&os dos manipuladores no Entreposto de Pescado, analisado em Fortaleza-
CE.

As contagens de bactérias heterotréficas cultivaveisapos a lavagem (M) atingiram
até 10° UFC/méo. Oitenta e sete por cento (87%) das maos dos manipuladores apresentaram
contagens iguais ou inferiores a 10* UFC/mao ap0s a lavagem e cem por cento (100%) apds a
sanitizacdo. Considerando como referéncia o valor preconizado pelos autores citados
anteriormente, os resultados nas contagens bacterianas das maos dos manipuladores, obtidos
neste trabalho apo6s a higienizagdo completa (lavagem e sanitizacdo) foram considerados

satisfatorios.
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Tabela 7 — Contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis (UFC/m&o) das méos dos manipuladores, antes (M1)

e apos (M) a lavagem e ap0s a sanitizagao (M3) no Entreposto de Pescado, Fortaleza-CE.

Contagens de bactérias heterotroficas cultivaveis(UFC/mao)

Manipulador Antes da lavagem Apos a lavagem (M2)  Apos a sanitizacao
(M) (Ma)

1 1,36 x 10° 5,7 x 10? 2,75 x 103
2 8,0 x 10* 5,0 x 10* 1,0 x 10*
3 1,35 x 10? 8,1 x 10° 7,0 x 10!
4 4,35 x 102 7,9 x 10 3,9 x 102
5 2,0 x 10! 1,0 x 10t 8,0 x 10*
6 3,6 x 10° 7,25 x 10? 1,55 x 10?
7 3,2x 10* 9,0 x 10! 4,5 x 10?
8 1,35 x 10° 4,5 x 102 3,05 x 10?
9 1,1x 10* 1,5x 10° 8,8 x 10°
10 2,85 x 10? 2,85 x 10? 1,0 x 10*
11 3,25 x 102 1,16 x 10° 1,04 x 103
12 1,42 x 10* 1,31 x 10* 1,75 x 10°
13 4,55 x 10* 6,6 x 10° 2,1 x 102
14 6,05 x 10? 5,3 x 102 2,95 x 10?
15 3,45 x 102 6,05 x 102 1,0 x10

Tabela 8 — Valores percentuais das faixas de contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis(UFC/mao) ap6s 0s
procedimentos de lavagem(M.) e de sanitizacdo (Ms) das maos dos manipuladores, no Entreposto de Pescado,

Fortaleza-CE.

Procedimentos

Faixas de contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis

<10? >102e<10°  >10°e<10* >10%e<10° >10°e<10°
Lavagem 20,0 20,0 6,6
Sanitizacao 33,3 26,6 -

Esses valores foram superiores aos encontrados por Andrade, Brabes e Silva (2003)

ao avaliarem as condicGes higiénicas em 12 restaurantes industriais e encontrarem contagens

de até 10* UFC/m&o, para mesofilos aerdbios, em 67,56% de amostras colhidas de mé&os

consideradas higienizadas pelos manipuladores. Maiores ainda foram os valores encontrados

por Almeida et al.(1995) em mé&os de manipuladores no setor de coc¢do de carnes de uma

cozinha universitaria, em niveis de até 10’'UFC/mao.

As contagens elevadas das pesquisas referidas podem ser justificadas em parte pela

ndo implantacéo obrigatdria dos Procedimentos Padrbes de Higiene Operacional (PPHO), como

ocorre nos Entrepostos de pescado. No entanto, a ndo aplicagdo correta dos PPHO nesses

estabelecimentos pode resultar em contagens altas de mesoéfilos aerébios como constataram

Sousa et al. (2011) ao avaliarem a qualidade microbiologica de superficies, equipamentos e
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luvas em uma inddstria de processamento de pescado e verificarem que as luvas ndo
descartaveis apresentavam contagens variando de 3,3 a 6,8 logioUFC/luva.

Apds a lavagem 66,7% das maos dos manipuladores tiveram uma RD média da
carga bacteriana de 0,62 ciclo logaritmico. Apds a sanitizagéo, os resultados aumentaram para
80% e 0,73 ciclo logaritmico, respectivamente (Tabela 9). Os valores observados apds a
higienizagdo completa revelaram RD baixas. Esses resultados mostraram na sua grande
maioria, valores abaixo de 1ciclo logaritmico (0,62 e 0,73), com somente dois manipuladores
apresentando valores de RD (1,85 e 2,34), bem superior a media.

Almeida et al. (1995) também encontraram varia¢es nas RD quando analisaram as
maos de manipuladores de uma cozinha universitaria em Campinas-SP, antes e apds a aplicacao
de medidas corretivas para lavagem. O tempo de cada etapa foi controlado e os elementos de
limpeza foram &gua, sabonete liquido neutro e solucdo iodéforo. Encontraram RD variaveis de
0,3 a 2,6 entre os manipuladores, tendo a maioria apresentado valores acima de 1 log UFC/méo.

A prética de lavagem das mé&os reduz as sujidades e a microbiota transitéria da pele
guando o procedimento € executado corretamente pelos manipuladores, e a industria fornece os
saneantes ideais nas quantidades necessarias. As maos sdo partes sensiveis do corpo e essa
condicdo aumenta a necessidade de limpeza, porém é um trabalho individual e se ndo ocorre
um monitoramento visual do processo, 0 bom resultado fica a mercé da vontade de cada
manipulador cumprir as orienta¢cdes do treinamento recebido. O uso de sabao antisséptico, cujo
principio ativo é triclosan (0,5%), e a desinfeccdo posterior com, alcool gel, na higienizacéao
das maos dos manipuladores do entreposto, mostraram leve efetividade, observada através das
RD da carga bacteriana.

Paulson et al. (1999) avaliaram a eficcia de quatro programas de lavagem de mao
de manipuladores na reducdo de micro-organismos transitorios da pele e concluiram que a
maior eficacia no controle antimicrobiano, no setor alimenticio, foi a lavagem das mdos com
sabdo antisséptico, seguida da aplicacdo de alcool gel. Eficacia semelhante desse processo de
higienizacéo foi relatada pelos autores Penna, Mazzola e Martins (2001).

Da mesma maneira que a higienizacdo das maos faz parte do processo de PPHO na
indUstria, também participam desse item, a lavagem e desinfeccéo das botas de borracha usadas
pelos manipuladores. As tabelas 11 e 12 mostram que 93,2% das botas avaliadas apresentaram
contagem de bactérias heterotrdficas cultivaveisentre 10* e 108 UFC/cm? ap0s a sanitizago, que
66,7% das botas ndo apresentaram RD e que tiveram RD média 0,559.
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Tabela 9 — Contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis (logUFC/méo) das méos dos manipuladores no
Entreposto de Pescado, Fortaleza-CE, antes (M1) e apds (M) a lavagem e ap6s a sanitizagdo (Ms) e Redugdes
Decimais (RD) das contagens bacterianas ap0s a lavagem e a sanitizacéo.

Contagens de bactérias heterotréficas

cultivaveis (logUFC/mao) RD
Manipulador  Antes da Apbs a Apobs a Apds a Apds a
lavagem lavagem  sanitizacdo lavagem sanitizacao
(My) (M2) (M3) [Mi1— M2] [M1— Ms]
1 3,133 2,756 3,439 0,377 NRD
2 1,903 1,699 1,000 0,204 0,903
3 2,130 2,908 1,845 NRD 0,285
4 2,638 3,897 2,591 NRD 0,047
5 1,301 1,000 1,903 0,301 NRD
6 2,556 2,866 2,190 NRD 0,366
7 4,505 1,954 2,653 2,551 1,852
8 3,130 2,653 2,484 0,477 0,643
9 4,041 3,176 3,944 0,865 0,097
10 2,455 2,190 1,000 0,265 0,455
11 2,512 5,066 3,017 NRD NRD
12 4,152 4,117 3,243 0,035 0,909
13 4,658 3,819 2,322 0,839 2,336
14 2,782 2,724 2,470 0,244 0,312
15 2,538 2,782 1,000 NRD 0,538
RD
Minima 0,035 0,047
Maxima 2,551 2,336

Média £ Desvio padrao 0,616 £0,73 0,726 £0,70

NRD — ndo houve reducdo logaritmica

Os altos valores das CPP de bactérias heterotréficas cultivaveise do percentualdas
botas que ndo tiveram suas contagens reduzidas, ou apresentaram baixas RD, sugerem que 0
procedimento de higienizacdo néo foi eficiente.

A lavagem das botas no entreposto é realizada manualmente através do esfregaco
com uma escova de cabo longo, usando detergente e 4gua, acionada com o contato do pé. A
higienizacdo é¢ complementada quando o manipulador o imerge as botas na solucdo de
quaternario de aménia ao passar pelo pedilavio,

Algumas hipdteses poderiam explicar os altos valores da contagem de micro-
organismos aerdbios nas botas: em algumas coletas observou-se pouco ou nenhum detergente
disponivel, fato que limita a retirada dos residuos; lavagem negligente dos manipuladores;
lavagem manual das botas somente no dorso e laterais. Esse Ultimo fato, possivelmente
influenciou nos resultados uma vez que, a coleta com swab abrangia também o solado do

calcado.
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Tabela 10 — Contagens de bactérias heterotréficas cultivaveis (UFC/cm?) das botas dos manipuladores no
Entreposto de Pescado, Fortaleza-CE, antes da lavagem (B1) e apds a sanitizagdo (B>), e valores percentuais das
faixas de contagens bacterianas apds a sanitizacao.

Contagens de bactérias heterotroficas cultivaveis(UFC/cm?)

Manipulador Antes da lavagem (B1) Apos a sanitizacao (B:2)
1 2,65 x 10° 1,00 x 10*
2 4,25 x 10° 1,03 x 10°
3 4,25 x 10° 1,80 x 10°
4 4,20 x 10° 9,40 x 10°
5 7,75 x 108 1,18 x 10/
6 1,00 x10! 1,00 x 10*
7 4,25 x 10’ 5,15 x 10’
8 1,35 x 10° 7,10 x 10°
9 1,00 x 10! 1,25 x 10°
10 3,00 x 10* 3,50 x 10*
11 1,10 x 10° 2,15 x 106
12 5,00 x 10* 1,50 x 10*
13 2,00 x 10° 1,00 x 10°
14 1,00 x 10° 1,20 x 10°
15 1,50 x 10* 1,00 x 10*
Ezgg‘f’iii;so”tagens <10'  >10%<10° >10° <10®°  >106<107 >107<108
(%) apos a sanitizacao 6,8 26,6 40,0 13,3 13,3

Empresas fabricantes de equipamentos para industria de pescado disponibilizam
lavadores de botas mecanizados dotados de escovas rotativas cilindricas que permitem lavar as
botas completamente, sola, superficie do pé e cano. A evolucdo no desenvolvimento dessas
maquinas reflete a preocupagdo de uma higienizagao industrial mais completa do calcado usado
pelos manipuladores, com a finalidade de reduzir a carga microbiana na sola das botas
transportadas para a area de processamento.

A solucdo sanitizante de cloreto de benzalc6nio disposta no pedilvio € usada com
a finalidade de desinfeccéo das botas, para reducdo da carga microbiana remanescente apos a
lavagem. Alguns fatores podem ter influenciado na baixa a¢do do sanitizante como: limpeza
deficiente praticada no processo de lavagem das botas,seja pelos residuos organicos deixados,
por exemplo: proteinas ou substancias tensoativas anidnicas presentes nos detergentes, ambas
incompativeis com compostos de amonia quaternaria (ANDRADE, PINTO ROSADO, 2008);
concentracdo da solucdo usada no pediltvio e o periodo de exposicdo ao sanitizante que
segundo a recomendacéo do fabricante (Diversey Johnson) € de no minimo 1%, por 10 minutos.
O tempo de contato das botas com a solucéo € muito curto, alguns segundos, tempo suficiente
para 0 manipulador atravessar o pedilivio de 1,35m de comprimento. A recomendacdo do

fabricante é de 10 minutos, porém reconhece-se que esse tempo causaria grande transtorno no
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gabinete de higienizacdo pelo acimulo de operarios e em consequéncia atraso no turno de
trabalho.

Tabela 11 —Contagens de bactérias heterotroficas cultivaveis (logUFC/cm?) das botas dos manipuladores antes da

lavagem (B:) e ap0s a sanitizacdo (B2) e Redugdes Decimais (RD) ap6s a sanitizagdo no Entreposto de pescado,
Fortaleza-CE.

Bactérias heterotroficas cultivaveis(logUFC/cm?) RD apés a
Manipulador Antes da lavagem (B1)  Ap0s a sanitizacao (B2) sa[lglltl_zaéi?o
1 5,423 4,000 1,423
2 5,628 6,015 NRD
3 5,628 5,255 0,373
4 5,623 5,973 NRD
5 6,889 7,072 NRD
6 1,000 1,000 NRD
7 7,628 7,712 NRD
8 5,130 5,851 NRD
9 4,000 5,097 NRD
10 4477 4,544 NRD
11 5,041 6,332 NRD
12 4,699 4,176 0,523
13 5,301 5,000 0,301
14 5,000 5,079 NRD
15 4,176 4,000 0,176
RD
Minima 0,176
Maxima 1,423
Média = Desvio padrdo | 0,559 + 0,489

NRD - ndo houve reducéo logaritmica decimal

As solucdes de cloreto de benzalconio avaliadas no teste de suspensdo para a
concentracdo usada no pedilGvio (77 mg/L) mesmo as que ndo obtiveram aprovacdo de
eficiéncia antimicrobiana mostraram RD prdximas de 5 ciclos logaritmicos, valores bem acima
dos encontrados para as botas dos manipuladores,ap0s a desinfecgdo. Entdo se supde que todos
os fatores acima comentados podem interferir numa situacdo préatica de sanitizacdo de uma
planta industrial de pescado diferentemente do que ocorre quando se executa protocolos dos
testes em laboratorio. Os testes in vitro conferem apenas a atividade antimicrobiana de um
produto desinfetante, mas néo a real capacidade de desinfeccdo de uma superficie, que por sua
vez pode ter diversos fatores interferentes, prejudicando a atividade de um composto ativo
(TIMENETSKY; ALTERTHUM, 1989). Tanto para os tratamentos das maos (M1, M2 e Ms)
quanto para os das botas (B1 e B2) ndo houve diferenga significativa entre as contagens

bacterianas (p > 0,05).
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4.6.2 Contagem Padréo em Placas (CPP) das caudas das lagostas

As caudas de lagosta avaliadas apresentaram contagens de bactérias mesofilas antes
da lavagem entre 1,55x10° e 4,55x10* UFC/cauda e 1,37x10% e 1,0x10*UFC/cauda apos a
lavagem (Tabela 12). Estas contagens sdo consideradas baixas levando-se em consideragdo que
se trata da carga bacteriana presente na matéria-prima crua que carreia a microbiota do habitat
e a adquirida no manuseio, destacando-se a retirada do cefalotdrax, e no transporte.

A lagosta é um crustaceo que, imediatamente apds a captura, € imerso em solu¢do com
agua gelada contendo metabissulfito de sddio,com o objetivo de evitar o escurecimento
enzimatico e oxidativo (melanose). Esse aditivo € relatado como inibidor de crescimento
bacteriano. Goes et al. (2006) ao avaliarem a acdo antimicrobiana do metabissulfito de sédio
na pés-colheita do camardo Litopenaeus vannamei concluiram que decresceuo nimero de
unidades formadoras de colbnias nas sete espécies de vibrio isoladas, em funcdo do uso de
metabissulfito, ficando demonstrada a sua acdo inibitdria sobre as bactérias mesofilas aerdbias
devido a sua acdo antioxidante.

A quantificagdo de micro-organismos viaveis, aerobios e mesofilos de um alimento
(CPP) é um dos indicadores mais utilizados para se investigar se a limpeza, a desinfeccao e o
controle da temperatura foram adequadamente cumpridos durante o processamento industrial,
aliados ao transporte e ao armazenamento do produto. Além disto, pode-se inferir sobre
alteracBes incipientes, a provavel vida util daquele produto, e a falta de controle no
descongelamento ou desvios na temperatura pré-estabelecida de refrigeragdo (ICMSF, 1984).

Quando o alimento est4d em decomposicao e pode ser detectado por odor, gosto, ou
aparéncia a maioria dos alimentos apresenta mais do que 108UFC/g. Alguns alimentos podem
tornar-se inaceitaveis com 10’UFC/g, enquanto outros podem ser consumidos até com 108
(ICMSF, 1978).

A legislagdo da ANVISA (BRASIL, 2001) para pescado ndo limita micro-
organismos Vviaveis aerobios mesofilos para pescado uma vez que é sabido que quem tem
influéncia na decomposi¢do do pescado sdo os psicrofilos (SIMMONDS; LAMPRECHT,
1980). Este fato foi confirmado por Vieira (1986) quando correlacionaram caracteres sensoriais
e qualidade microbiologica de caudas de lagosta (Panulirus argus e P. laevicauda) estocadas
em gelo em laboratério e concluiram que o nimero de bactérias obtido a 35° C ndo apresentava
correlagéo linear com a Soma dos Caracteres Sensoriais (SCS) apresentando-se irregular ao

longo dos dias de estocagem.
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Tabela 12—Contagens de bactérias heterotroficas cultivaveis (UFC/cauda e logUFC/cauda) das caudas das lagostas
comercializadas no Entreposto de Pescado, Fortaleza-CE, antes (L1) e apds (L) a lavagem e Redugdes Decimais
(RD) apés a lavagem.

Contagens de bactérias heterotroficas cultivaveis RD apés a
Amostras Antes da lavagem (L1) Apbs a lavagem (L2) lavagem
UFC/cauda LogUFC/cauda UFC/cauda LogUFC/cauda [logLi—log
L2]
1 4,55x 10* 4,659 1,00 x 10* 4,000 0,659
2 7,89 x 10° 3,897 1,70 x 10° 3,230 0,667
3 1,49 x 10* 4,173 5,00 x 10° 3,699 0,474
4 1,67 x 10° 3,222 9,28 x 10° 3,967 NRD
5 1,33 x 10* 4,125 8,17 x 10° 3,912 0,213
6 6,72 x 10° 3,828 1,37 x 10° 3,136 0,692
7 9,00 x 10° 3,954 2,39 x 10° 3,378 0,576
8 1,55 x 10° 3,192 6,78 x 10° 3,831 NRD
9 1,12 x 10* 4,050 2,50 x 10° 3,398 0,652
10 3,61 x 10° 3,558 1,94 x 10° 3,289 0,269
RD

Minima 0,213

Méaxima 0,692
Média + Desvio padrdo | 0,525 +
0,189

NRD — ndo houve reducdo decimal

Jay (2005) compilou dados de alguns autores que estudaram a qualidade
microbioldgica de varios frutos do mar e mostraram que em um estudo de 1.315 caudas de
lagosta congelada crua, 74% das amostras foram satisfatorias quando apresentaram contagens
de aerdbios em placas < 108 UFC/g. Em pesquisa microbioldgica semelhante para camardo sem
casca, cru, 94% das 1.468 amostras foram satisfatorias quando apresentaram < 10’ UFC/g.

O procedimento de higienizacdo da matéria-prima tem caracteristicas diferentes
daquelas adotadas para as maos e botas dos manipuladores. O processo utilizado no setor de
recebimento inclui somente a lavagem com &gua hipercloradab mg/L, que cai através de
chuveiros, sem usar fricgéo.

As solugdes com essa concentracdo de cloro quando foram testadasa eficiéncia
antibacteriana pelo método da suspensdo mostraram valores de RD superiores ou muito
proximos de 5ciclos logaritmicos. No entanto, as baixas RD obtidas (< 0,6 logio0UFC/cauda)
das amostras de cauda de lagosta, colhidas numa situacdo pratica durante o processo de
beneficiamento, mostraram que houve leve diminui¢do das bactérias heterotroficas depois da

lavagem.
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Os teores de CRL analisados nas amostrasde hipoclorito de soédio colhidas no
entreposto de pescado e apresentados na Tabela 13 se mostraram inferiores daqueles declarados
pelo fornecedor.Considerando que esses sdo 0s valores que servem de base para a industria
proceder a cloracdo da agua de abastecimento supdem-se que a concentracdo da aguamanteve-
se, durante o periodo de coletas das caudas de lagosta, sempre inferior a 5 mg/L, diferente das
solugdes preparadas em laboratorio com a real concentragdo de CRL. Arlea et al. (2008),
Reybrouck (1992) e Timenetsky et al. (1992) citam que protocolos laboratoriais nédo
correspondem as reais condi¢cdes nas quais 0s produtos sdo usados, refletindo extrema

variabilidade nos resultados da ac&o antimicrobiana dos desinfetantes.

Tabela 13 — Concentragdes de cloro residual livre (CRL) das amostras de hipoclorito de sédio declaradas pelo
fornecedor e analisadas e pH analisados nas amostras.

Hipoclorito de sédio

Concentracdo de CRL
Coleta Valor declarado (variacdo) Valor analisado pH analisado
(%) (%)
12 N F* 5,50 13,07
28 10,65 (9 - 11) 5,60 12,59
3 10,44 (9 - 11) 8,13 13,07
42 10,33 (9 - 11) 9,44 13,15
52 10,95 (9 - 12) 8,19 12,86

* NF: N&o fornecido a industria.

O curto tempo de contato (alguns segundos) da matéria-prima com a agua no
processo de lavagem pode ter contribuido para a baixa RD da populagdo bacteriana das
caudasde lagosta. Outra possibilidade é que a matéria organica associada com esses crustaceos
pode neutralizar o cloro antes que a letalidade possa ser manifestada. Uma das desvantagens do
uso do cloro é a inativacdo pela matéria organica como afirmam Andrade, Pinto e Rosado
(2008).

E largamente reconhecido que a lavagem é usada principalmente como um processo
higiénico, muito mais do que como um tratamento de descontaminag&o, ndo tendo efetividade
sobre a morte de bactérias patogénicas da superficie do pescado. Quando camardes e lagostas
sdo mergulhados ou lavados em agua clorada os numeros de bactérias sdo, normalmente,
reduzidos. Contudo, a lavagem, mesmo somente, com agua potavel pode reduzir a carga
microbiana em torno de 90%. Quando a &gua clorada é usada ndo esté claro se a reducéo da
carga microbiana é devido ao efeito fisico da lavagem ou ao efeito desinfetante do cloro
(FAO/OMS, 2000).
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O efeito benéfico resultantes do uso de agua clorada para reduzir a carga microbiana
de alimentos aumentando a vida util é bastante citado na literatura.

O efeito de gelo clorado (5mg/L de cloro ativo) foi avaliadosobre os parametros
quimicos e microbioldgicos de carpa capim (Ctenopharyn godonidella) demonstrando que sua
vida-de-prateleira pode ser aumentada em, aproximadamente, trés dias se for utilizado cloro no
gelo de armazenagem (SCHERER et al., 2004). O tempo de contato do gelo clorado com o
peixe é superior ao contato da agua clorada no processo de lavagem, proporcionando, portanto
um maior efeito do cloro.

Outros setores da indUstria de processamento de alimentos principalmente com
relacdo a sanitizacdo de vegetais usam concentragcdes mais altas de cloro quando comparadas
com a agua de lavagem da matéria-prima do setor de pescado. Lund et al. (2005) usaram
hipoclorito de sodio nas concentracfes de 100 e 200mg/L por 15 minutosna reducdo da carga
microbiana de mandioca minimamente processada. Srebernich (2007) utilizou solugdo de
hipoclorito de sodio a 120 mg/L por 15 minutos no controle da microbiota acompanhante do
cheiro-verde minimamente processado. Berbari, Paschoalino e Silveira (2001) observaram o
efeito do cloro na dgua de lavagem para desinfeccéo de alface minimamente processada usando
as concentracgdes de 70, 100 e 130mg/L de cloro.

Os resultados desses trabalhos mostraram efetividade do cloro usado para

sanitizagdo, mostrando que a concentracdo influencia no efeito bactericida.
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5 CONCLUSOES

1. Nao houve eficiéncia antimicrobiana das soluc@es de hipoclorito de sodio (5, 100 e 200
mg/L) quando analisadas pelo Método da Diluicdo de Uso (ICNQS/POPN®65321.007) contra
as cepas testadas Staphylococcus aureus, Salmonella Choleraesuis e Escherichia coli, mas
houve aprovacdo em pelo menos uma repeticdo pelo Método da Suspensdo (AOAC 960.09)

para Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2. Foi comprovada eficiéncia antimicrobiana das solu¢fes de quaternario de amonia (77 e

10.000 mg/L) pelos dois métodos testados em pelo menos uma repeticao.

3. O grau de concordancia de eficiéncia antimicrobiana das solucdes dos sanitizantes testadas
foi variavel entre os Métodos da Diluicdo de Uso (ICNQS/POP N95321.007) e de Suspenséo
(AOAC 960.09) tendo esse Ultimo método mostrado maior nimero de aprovacdes.

4. Em funcdo dos baixos valores das Reducdes Decimais (RD) das bactérias heterotroficas
cultivaveis das superficies analisadas, a carga bacteriana inicial diferenciou a boa eficiéncia no

processo de higienizacdo das méos e a ineficiéncia das botas dos manipuladores

5. O processo de higienizacdo (lavagem) das caudas de lagosta foi eficiente mesmo
considerando as baixas RD em razdo da menor populacéo inicial das bactérias heterotroficas

cultivaveis

6. As Reducbes Decimais encontradas para as cepas padrdo (Staphylococcus
aureuseEscherichia coli), analisadas pelo Método da Suspensdo (AOAC 960.09),testando
hipoclorito de sodio e quaternario de amonia, foram discrepantes das RD encontradas para das
bacterias heterotroficas cultivaveis apds o processo de higienizacdo das méaos, botas e caudas

de lagosta no Entreposto de Pescado estudado.
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6 RECOMENDACOES

Considerando que os desinfetantes quimicos usados nos Entrepostos de Pescado
sdo aprovados por testes oficiais de eficiéncia antimicrobiana realizados em laboratorios
credenciados, as solucbes de uso preparadas com esses desinfetantes sdo de inteira
responsabilidade da industria, podendo sofrer desvios intencional ou acidental da
recomendacdo do fabricante. Portanto, recomenda-se que o entreposto de pescado proponha
limites de seguranca no ajuste das solucdes desinfetantes utilizadas, no sentido de garantir
sucesso nos procedimentos de higienizacdo dos manipuladores e para que 0s objetivos
planejados no Controle de qualidade do produto sejam alcancgados.
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