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RESUMO

Para monitorar a eficicia do desinfetante hipoclorito de sédio como barreira sanitdria, foi avaliada a atividade
frente a 32 isolados de Staphylococcus aureus obtidos, no IPB-LACEN/RS, em alimentos envolvidos em
surtos de toxinfecgdes alimentares. Foi usado o teste de suspensdo com o seguinte delineamento: solu¢ao
com 200 ppm de cloro livre na auséncia e presen¢a de matéria organica (1% de leite integral); solucdo com
100 ppm de cloro livre; quatro tempos de contato (5, 10, 15 e 30 min). Como resultados: com 200 ppm,
na auséncia de matéria organica, todas os isolados foram inativados; com 200 ppm e matéria orgénica,
27 isolados permaneceram vidveis mesmo apds 30 min de contato; a solu¢do com 100 ppm necessitou de
30 min para que 24 isolados se apresentassem inativos. Concluiu-se que, para o uso deste desinfetante na
protecdo da satde de comensais frente ao género bacteriano confrontado, o recomendado é uma solu¢ao
com pelo menos 200 ppm de cloro livre, tempo de contato ndo inferior a 30 min e residuos organicos nas
superficies com niveis inferiores a 1%.

Palavras-chave. hipoclorito de sédio, desinfec¢do, doengas transmitidas por alimentos, Staphylococcus
aureus.

ABSTRACT

To monitor the efficiency of sodium hypochlorite as a sanitary barrier, was evaluated the activity against
32 strains of Staphylococcus aureus gathered from IPB-LACEN/RS from food implicated in foodborne
disease outbreaks. Suspension tests were carried out: a 200 ppm free chlorine solution in the absence and
presence of organic matter (1% whole milk); 100 ppm free chlorine solution; and four contact times (5, 10,
15 and 30 min). The results: at 200 ppm, in absence of organic matter, all strains were inactivated. At 200
ppm, with organic matter, 27 strains had remained viable even after a contact of 30 minutes. At 100 ppm it
was necessary a 30 min contact to 24 strains if presented inactive. In conclusion, to use this disinfectant in
protection from health of dinner companion, against bacterial genus confronted, must have at least 200 ppm
of free chlorine, contact time not lower than 30 min and levels of organic residues no higher than 1%.
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INTRODUCAO

No Brasil, de 1999 até 2008, 6.062 surtos de Doengas
Transmitidas por Alimentos (DTA) foram registrados
pela Secretaria de Vigildncia em Saude (SVS), com
acometimento de 117.330 pessoas e com 64 dbitos neste
periodo 1. No Rio Grande do Sul, estudo epidemioldgico
indica que os micro-organismos isolados com maior
frequéncia como causadores das DTA sdo Salmonella spp
e Staphylococcus aureus, sendo este responsabilizado por
11% do total de surtos 2.

O Staphylococcus aureus é o mais patogénico dos
estafilococos, produz toxinas que contribuem para a
patogenicidade da bactéria, entre elas uma enterotoxina
que causa vomitos e ndusea quando ingerida. Se os
Staphylococcus sao deixados incubar no alimento (abuso
de temperatura), reproduzem-se e liberam enterotoxina
estafilocécica no alimento. Os sintomas aparecem
rapidamente, em geral apds 4 a 6 horas e caracterizam-se
por vomitos intensos, diarreia, dor abdominal e, as vezes,
seguida de colapso °.

Entre as causas mais frequentes apontadas como
favorecedoras da contaminagao dos alimentos estao a falta
de qualificagao dos manipuladores no que diz respeito as
boas praticas de processamento, as precdrias condi¢oes
de manuseio e conserva¢do bem como a deficiente
higienizacao do ambiente onde esses alimentos sao
preparados. Quanto ao procedimento de higieniza¢ao,
ele estd dividido em etapas *: a limpeza (remogdo de
residuos) e a desinfec¢ao (agao sobre os micro-organismos
deteriorantes ou patogénicos).

O cloro, sob a forma de hipoclorito de s6dio, tem
sido o composto quimico mais utilizado para garantir
a qualidade microbiolédgica da dgua e dos alimentos.
Comparativamente com outros desinfetantes, ele é de baixo
custo e de facil acesso, estando amplamente disponivel no
comércio®. No entanto, a experiéncia com resisténcia
a antibiéticos e biocidas indica que nao hd agente
quimico antimicrobiano que nao possa, eventualmente,
selecionar ou induzir resisténcia nos micro-organismos.
Especificamente frente ao cloro, existem evidéncias de
que varios micro-organismos apresentam diferentes graus
de resisténcia a esse antimicrobiano °. J4 foi alertado,
também, que a eficicia da atividade antimicrobiana dos
desinfetantes sofre variagdes, dependendo de fatores
ambientais ou de manuseio .

Visando subsidiar as agoes da Vigilancia Sanitaria
na preven¢ao e no controle de doengas transmitidas por

alimentos, aplicando os desinfetantes como barreira
sanitdria nos locais de distribuicdo e de consumo de
géneros alimenticios, prop0s-se verificar as condi¢des de
eficicia do antimicrobiano de ambiente hipoclorito de
sodio frente a amostras de Staphylococcus aureus, isoladas
em alimentos envolvidos em surtos de toxinfecgdes.

MATERIAL E METODOS

Foram usados 32 isolados de Staphylcoccus aureus obtidos
de alimentos envolvidos em surtos de DTA no Rio Grande
do Sul, Brasil, no periodo de 2002 a2006. O isolamento
foi feito no Laboratdério Central de Saide Publica do
Instituto de Pesquisas Biolégicas (IPB-LACEN/RS), onde
permaneceram armazenadas mantidas congeladas (-20
°C) em caldo de infusao cérebro e coragao (BHI-DIFCO®)
e glicerol (na concentragao de duas partes de amostra e
uma parte de glicerol). Verificada a pureza das linhagens
cultivadas em Baird Parker, foram identificadas em provas
positiva de coagulase em tubo, catalase, termonuclease,
teste de hemolise e fermenta¢do da maltose e do manitol,
foram novamente semeadas em Agar Baird-Parker
(DIFCQO®) e incubadas por 24/48 horas a 35°C. De cada
amostra, uma colOnia foi retirada e colocada em 3 mL
de caldo BHI (DIFCO"), incubada por 24 horas a 35 °C,
tornando-se a “cultura-teste” (10° UFC/mL).

Para todas as provas de identifica¢do bioquimicas
realizadas, foi utilizado como controle positivo
Staphylococcus aureus ATCC 25.933.

No experimento, utilizou-se a concentragio de
200 ppm e 100 ppm de hipoclorito de sédio *° obtido
de dgua sanitaria com teor de cloro ativo de 2,38 % e
pH 10,09 no produto a 1%, conforme laudo quimico.
A dilui¢ao foi feita em dgua destilada estéril, tendo
o potencidmetro (Nova Técnica®, modelo NIpHM)
indicado o pH de 9,47. Para simular ambiente com
deficiéncia na limpeza, foi usado como matéria orginica
o leite integral, esterilizado em autoclave e adicionado
ao teste na dgua de dilui¢ao do hipoclorito a 200 ppm
na quantidade de 1 %.

A avaliagdo de eficdcia antibacteriana foi pelo
método de dilui¢do, com teste de suspensdo'’. Tubos de
ensaio contendo 10 mL do desinfetante na concentra¢ao
200 ppm sem e com matéria organica, e também, com
100 ppm receberam 0,1 mL da “cultura-teste” (isolados
bacterianos). Mantendo-se constante a temperatura
com ambiente climatizado no entorno de 25 °C, apds os
tempos de contato 5, 10, 15 e 30 min, foi retirada uma
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aliquota, por meio de alca bacterioldgica de platina com
10 pL e colocada em tubos de ensaio contendo 3 mL
do meio de cultura caldo BHI (DIFCQO®). Esses tubos
foram agitados, incubados a 35°C e as observagoes feitas
nas 96 horas.

Aleitura desses tubos indicava os resultados: nao-
turvacdo, considerado bactéria inativa (sensivel); turvacio,
bactéria ativa (resistente).

Na analise estatistica, utilizou-se a técnica nao-
paramétrica Teste Q de Cochran, com comparagdes
multiplas. Com nivel de significincia (p) < 0, 05, levou
em consideracao a relacao dos fatores: resultados bactéria
inativa e ativa versus concentracao de cloro livre versus
presenca/auséncia de matéria orgénica versus tempo de
contato. Formaram-se os seguintes niveis: A ou I; 200 ppm
de hipoclorito de s6dio sem matéria organica (C1S/M);
200 ppm de hipoclorito de sédio com matéria organica
(C1C/M); 100 ppm (C2), nos tempos de 5, 10, 15 e 30
minutos de contato. Deste modo, obteve-se a configura¢ao
de 12 niveis de tratamentos, como exemplo: C1C/M-5,
C1Cc/M-10, ....., C2-5, C2-10 ....

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser observado na Tabela 1, quando confrontados
por 30 minutos de contato com hipoclorito de sédio na
concentrag¢do de 200 ppm de cloro livre, sem a presenga de
matéria orgénica, 100% dos isolados foram inativados. Na
mesma concentragao, mas na presenca de matéria organica
1% de leite integral, 84,4% dos isolados apresentaram-se
ativos e na concentrag¢do de 100 ppm, 75% mostraram-se
inativos.

Para explicar a diferenca entre o total de isolados
inativados na presenga de 200 ppm e de 100 ppm de cloro
livre, parece correto pensar que uma maior concentra¢ao
de cloro livre na solu¢ao deve corresponder (mantendo
outros fatores intervenientes constantes) a um aumento da
atividade bactericida (desenhos de experimentos realizados
para demonstrar essa hipotese serdo apresentados mais
adiante, no texto).

Sobre a viabilidade do S. aureus na presenca
de matéria orgéanica, conforme informam Macédo e
Barra'!, desinfetantes liberadores de cloro livre tém sua
ac¢ao reduzida porque o cloro oxida primeiramente a
matéria organica, reduzindo assim sua disponibilidade
para a¢ao antimicrobiana. Anteriormente, Lasmanis et al.
(1953 apud Dychdala ©), usando solu¢ao de hipoclorito
com amostras de Staphylococcus (coagulase positiva e
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negativa), observaram que com 3% de leite desnatado
ndo foi obtida a completa morte dos organismos e que
pequenas quantidades de leite exibiram progressivamente
a diminui¢ao no efeito da ac¢ao bactericida. Também
Bessems'? fez semelhante verificagdo com quaterndrio de
amoénio e hipoclorito. Adicionando 0,3% de albumina
sérica bovina, a concentra¢do desses compostos e o
tempo necessarios para obter o mesmo efeito de reduc¢do
logaritmica do micro-organismo, em auséncia de proteina,
foi de pelo menos o dobro.

A presen¢a da matéria organica pode explicar em
parte a viabilidade bacteriana observada. Esse raciocinio,
no entanto, nao pode ser estendido ao caso da atividade
do hipoclorito de sédio frente aos isolados de S. aureus na
concentragdo de 100 ppm de cloro livre, posto que ausente
a matéria organica. Para dar conta da interpretacao desse
resultado parecem pertinentes os argumentos de Sander
et al. * quando informam que ao testar-se a sensibilidade
de um micro-organismo frente a um desinfetante deve-
se levar em considera¢do todos os fatores que possam
interferir na avalia¢ao, principalmente a situa¢ao problema
especifica, isto é, isolados bacterianos dentro de um mesmo
género e espécie tém diferentes graus de sensibilidade a um
mesmo desinfetante. Ou ainda, que 0 mesmo desinfetante
com formulag¢des similares, porém nao idénticas, apresenta
eficicia diferente contra a mesma bactéria. Com sentido
semelhante, pode-se assumir a observacao de Lee e Gilbert
(1918, apud Wickramanayake e Spoul ') para quem a
resisténcia aos antimicrobianos de micro-organismos
aparentemente similares, pode ser diferente.

Elemento importante de ser anotado é sobre
a influéncia do potencial hidrogenidénico na atividade
bactericida de solugao com hipoclorito de sédio. Como
referido por Romao" e Andrade e Macédo®, a forma
mais ativa dos compostos liberadores de cloro é o dcido
hipocloroso (HOCI), o qual estd mais disponivel com o
pH da solugido entre 5 e 8. No entanto, nesse experimento
optou-se por nao fazer a correcio do pH, pois o objetivo
foi o de agregar informagdes sobre a eficdcia desse
antimicrobiano em cendrios epidemiolégicos concretos.

Fair et al. e Morris, citados por Dychdala¢,
reforcam a observac¢do de que a atividade do hipoclorito
depende do pH. Dychdala® também concorda que o
acido hipocloroso tem maior atividade antimicrobiana,
e que a sua presenca depende do pH da soluc¢ao, mas
argumenta que a experiéncia mostra que em solugdo
alcalina tanto o hipoclorito de sédio quanto de cilcio,
com pequena quantidade de dcido hipocloroso e grande
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do fon hipoclorito definitivamente possui propriedades
bactericidas, sugerindo que esse elemento também deve
exercer um papel importante na desinfec¢ao.

Uma consideragao sobre a técnica empregada. Em
testes de avaliacdo da atividade desinfetante, frequente-
mente é sugerido o uso de produtos quimicos para
neutralizar os residuos antimicrobianos que possam ser
carregados junto as subculturas de bactérias suspensas *°.
Como neutralizador do cloro, a indica¢do é o tiossulfa-
to de sédio a 0,6 %. No entanto ', esse composto pode
provocar inibi¢ao microbiana em organismos do género
Staphylococcus. Assim, optou-se por usar a técnica de neu-
tralizacao do cloro por diluicao até niveis subinibitdrios.
Esse procedimento foi realizado quando a aliquota retirada
com a al¢a de platina (10 pL) do tubo teste era inoculada
em tubo de ensaio contendo 3 mL de meio liquido caldo
BHI, o que significou uma dilui¢ao de 300 vezes.

Na Tabela 1 pode-se observar que na concentra¢ao
de 200 ppm de cloro livre do hipoclorito de sédio, sem a
presenca de matéria organica, nos primeiros 5 minutos de
contato 78,1% dos isolados de Staphylococcus aureus foram
inativados. Aos 10 minutos, e também aos 15 minutos,
96,9% dos isolados foram inativados. Ao tempo de
contato de 30 minutos 100% dos isolados apresentaram-
se inativos.

Quando os isolados de Staphylococcus aureus
foram confrontados com o hipoclorito de s6dio na

concentrac¢ao de 200 ppm de cloro livre na presenca de
matéria orgénica, tanto aos 5 quanto aos 10 minutos de
contato 100% permaneceram ativos/resistentes. Aos 15
minutos, 9,4% dos isolados foram inativados. Mesmo
com 30 minutos de contanto, quando presente a matéria
orgénica, apenas 15,6% foram inativados pelo desinfetante
ou, por outro lado, 84,4% apresentaram-se ativos.

No confronto dos isolados com a concentragao de
100 ppm, aos 5 minutos de contato observa-se que 21,9%
dos isolados foram inativados. Aos 10 minutos 34,4% dos
isolados foram inativados e aos 15 minutos 46,9% deles.
Aos 30 minutos 75% dos isolados estavam inativados, mas,
visto de outro modo, 25% dos isolados de Staphylococcus
aureus ainda estavam vidveis.

Pode-se perceber que quanto maior o tempo
de contato, maior inativagdo de isolados. Para melhor
compreensdo desse evento recorre-se a Tortora ef al.’,
quando explicam que a taxa de morte estd na dependéncia
da carga populacional, das caracteristicas microbianas,
mas também do tempo de exposicao. Essa reflexao
igualmente coincide com a de Bessems'¢, segundo quem a
influéncia do tempo de contato no efeito antimicrobiano
de desinfetantes seria relatado com frequéncia na literatura
cientifica. Em se usando uma concentragdo constante
do antimicrobiano no teste, seu efeito aumentaria com
o0 acréscimo de tempo de contato, o que coincide com o
que foi encontrado neste experimento.

Tabela 1. Eficacia do hipoclorito de sédio, verificada pelo teste de suspensao, frente a 32 isolados de Staphylococcus
aureus obtidos no IPB-LACEN/RS entre 2002 e 2006, em alimentos envolvidos em surtos de DTA.

Tempo 200 ppm 200 ppm
dep auséncia de materia presenca de 100 ppm
contato organica matéria organica (C2)
(C1s/m) (c1c/m)
. | 25 0 -
5 min
7 32 25
. 31 0 1
10 min
{ 32 21
| 31 3 15
15 min
1 29 17
_ | 32 5 24
30 min
0 27 8

|= inativa; A= ativa.
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Verificando a eficdcia do hipoclorito de sédio
por tempo de contato e nas diferentes concentragoes
de cloro, mesmo a relagdo maior tempo de contato e
maior inativa¢ao dos isolados tendo ocorrido tanto no
modulo experimental com 200 ppm quanto com 100
ppm, observou-se que com concentracao de cloro livre
maior, menor foi o tempo de contato necessédrio para que
os isolados fossem inativados. A observac¢ao da relagdo
entre concentragao e atividade antimicrobiana jd havia
sido anotada anteriormente.

Com relagdo aos resultados da andlise estatistica
foi concluido que deve haver, para a maior parte das
comparagoes, diferenca significativa entre a relagdo dos
fatores concentra¢ao, auséncia ou presenca de matéria
organica e tempo de contato. Nao foram encontradas
diferengas significativas, ou seja, poder-se-ia usar um
ou outro, nos seguintes tratamentos: C1S/M-5 e C2-
30; C1S/M-10 e C1S/M-15; C1S8/M-10 e C1S/M-30;
C1S/M-15 e C1S/M-30; C1C/M-5 e C1C/M-10; C1C/
M-5 e C1C/M-15; C1C/M-5 e C1C/M-30; C1C/M-10
e CIC/M-15; C1C/M-10 e C1C/M-30; C1C/M-15 e
C1C/M-30; C1C/M-15 e C2-5; C1C/M-30 e C2-5; C2-5
e C2-10; C2-10 e C2-15.

Chama-se a atengao para o fato de que as relagoes
exclusivamente matemdticas podem ndo ser absolutas
na interpretacao dos resultados. Pode-se citar exemplos
onde os tratamentos C1S/M-5 versus C2-30, ou C1S/M-
10 e C1S/M-30 estatisticamente ndo apresentaram
diferenga significativa. No entanto, o sanitarista/higienista
pode ter um olhar diferente sobre o resultado. Mesmo
que a diferenca de uma amostra, para o “n” 32 usado
neste trabalho nao indique matematicamente diferenca
significativa, o higienista deve pensar que uma tnica
amostra vidvel ap6s confrontagao com o desinfetante tem
grande importancia, pois pode colocar em risco a seguranca
do alimento e consequentemente a satide dos comensais.

CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que, tomando como refe-
réncia o género bacteriano confrontado, o uso do
hipoclorito de sédio como barreira sanitiria em ambientes
de manipula¢do de alimentos promove maior seguranca
quando estiver com pelo menos 200 ppm de cloro livre,
tempo de contato por 30 min e residuos organicos nas
superficies com niveis inferiores a 1%.
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