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Resumo Geral

VITORIA, Jéssica Silveira. Boas Praticas em Servigos de Alimentagao de escolas
publicas e condigdes higienicossanitarias das maos dos manipuladores. 2017.
104f. Dissertagao (mestrado) — Programa de Pés-Graduagao em Nutrigao e
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas.

A alimentagdo escolar deve ofertar alimentos seguros quanto a sua condigao
higienicossanitaria buscando a protecdo e promogédo da saude dos escolares. O
objetivo deste estudo foi avaliar as condi¢gdes higienicossanitarias de escolas
municipais da cidade de Pelotas - RS por meio da aplicacdo de uma lista de verificagédo
e de analises microbiolégicas do ar ambiental, da superficie de manipulagdo de
alimentos, da agua, de preparagdes alimenticias e das m&os de manipuladores de
alimentos. Além disso verificou-se a presenca de genes produtores de enterotoxinas
estafilocdcicas classicas (A, B, C, D e E) nos isolados de Staphylococcus spp. Foram
realizadas visitas em 15 escolas municipais com aplicacdo da lista de verificagao e
coleta das amostras para as analises microbiologicas. Realizaram-se contagens de
bactérias aerdbias mesodfilas e bolores e leveduras nas amostras de ar ambiental,
contagens de coliformes termotolerantes e bactérias aerébias mesdfilas em amostras
de superficies de manipulagdo e contagem de coliformes totais e Escherichia coli em
amostras de agua. Nas mé&os dos manipuladores foram realizadas analises de
coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp. Nas preparacgdes alimenticias foram
realizadas analises de coliformes termotolerantes, Bacillus cereus, Staphylococcus
spp. € Salmonella spp. Os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos a
técnica de reagdo em cadeia da polimerase multiplex a fim de verificar a presenca dos
genes codificadores de enterotoxinas estafilococicas classicas. Os resultados obtidos
a partir da lista de verificagdo apontaram alto percentual de ndo conformidades, sendo
que duas das 15 escolas apresentaram "grau de risco sanitario alto" e todas as outras
foram classificadas como “situag&o de risco sanitario regular’. Em relagédo as analises
microbiolégicas, a qualidade do ar ambiental foi satisfatoria em todas as escolas
avaliadas. Entretanto, foram encontradas contagens acima do permitido para
bactérias aerdbias mesdfilas em superficies de manipulagdo de alimentos e coliformes
totais e Escherichia coli em amostras de agua. As maos dos manipuladores e as
preparagdes alimenticias apresentaram contagens acima do recomendado para
Estafilococos coagulase positiva e coliformes termotolerantes. Em trés isolados de
Staphylococcus spp. verificou-se a presencga de genes codificadores de enterotoxina
estafilococica B. Pode-se concluir que as escolas que fizeram parte da pesquisa nao
apresentam padrées higienicossanitarios adequados, pois foram encontradas
inadequacdes tanto na avaliacado pela lista de verificagdo como nos resultados das
analises microbiologicas.

Palavras-chave: alimentagdo escolar; analise microbiologica; boas praticas de
manipulagédo; multiplex PCR; enterotoxina estafilococica



Abstract

VITORIA, Jéssica Silveira. Good practices of public schools Food Services and
sanitary conditions of hands of food handlers. 2017. 104f. Dissertacdo (mestrado)
— Programa de P6s-Graduagao em Nutrigdo e Alimentos. Universidade Federal de
Pelotas.

School feeding should provide safe food for their hygienic and sanitary conditions,
seeking to protect and promote the health of students. The aim of this study was to
evaluate the sanitary conditions of municipal schools in the city of Pelotas - RS, through
the application of a checklist and microbiological analyses of air, food handling surface,
water, food preparations and hands of food handlers. In addition, the presence of
classical EE genes (A, B, C, D and E) in Staphylococcus spp. was verified. Visits were
carried out in 15 municipal schools with application of the checklist and sample
collection for microbiological analyses. Counts of mesophilic aerobic bacteria and
molds and yeasts in the air samples, counts of thermotolerant coliforms and aerobic
mesophilic bacteria in samples of manipulation surfaces and counting of coliforms and
Escherichia coli in water samples were carried out. In the food handlers’ hands were
counts of thermotolerant coliforms and Staphylococcus spp. In the food preparations,
counts of thermotolerant coliforms, Bacillus cereus, Staphylococcus spp. and
Salmonella spp. were realized. Isolates from Staphylococcus spp. were submitted to
the multiplex polymerase chain reaction technique in order to verify the presence of
genes coding for classical staphylococcal enterotoxins. The results obtained from the
checklist indicated a high percentage of nonconformities, and two of the 15 schools
presented a "high sanitary risk situation" and all others were classified as "regular
sanitary risk situation". Regarding the microbiological analyses, the air quality was
satisfactory in all schools evaluated. However, counts above that allowed for counting
of mesophilic aerobic bacteria in food and total coliform surfaces and Escherichia coli
in water samples were found. Food handlers’ hands and the food preparations
presented counts above the recommended for Staphylococcus coagulase positive and
thermotolerant coliforms. In three isolates of Staphylococcus spp. the presence of
staphylococcal enterotoxin B encoding genes was verified. It can be concluded that
the schools that were part of the research did not present adequate hygienic and
sanitary standards, since inadequacies were found both in the evaluation by the
checklist and in the results of the microbiological analyses.

Keywords: school feeding; microbiological analyses; good handling practices;
multiplex polymerase chain reaction; Staphylococcal enterotoxin
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1 Introducgao Geral

A adequacao da alimentagao pode ser compreendida sob diversos aspectos e,
entre estes, a qualidade sanitaria dos alimentos. Entre os principais desafios a serem
alcancados pela saude publica, esta a garantia da oferta de alimentos seguros a
populagdo. Embora os governos de todo o mundo estejam trabalhando para melhorar
a seguranga do abastecimento alimentar, a ocorréncia de doencgas transmitidas por
alimentos (DTA) continua sendo um significativo problema de saude em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2006; BRASIL, 2010).

Pistore e Gelinskib (2006) afirmam que houve um aumento gradativo da
ocorréncia de surtos de DTA especialmente nas escolas, e salientam que um alto
numero de criancas recebe a alimentagédo escolar como unica refeicdo diaria. Além
disso, esta populagao caracteriza-se por uma maior suscetibilidade a infec¢des, pois
passam por constantes mudangas como as do sistema imunolégico (REYES, 2007).

No contexto brasileiro, deve-se aliar a vulnerabilidade das criangcas a outro
dado, as creches e escolas representam o terceiro local de maior ocorréncia de surtos
de DTA segundo descrito pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2015). Apesar da
existéncia de regulamentos especificos, as medidas de seguranga tomadas durante a
preparagao da refeicdo nas escolas ainda sao insuficientes, ja que a maioria das
escolas nao levam em consideragao os requisitos sanitarios especificos necessarios
para os varios estagios da produgao de alimentos (SANTANA et al., 2009).

As condigbes higienicossanitarias dos alimentos produzidos em Unidades de
Alimentacgéao e Nutricdo (UANs) escolares estao relacionadas com fatores importantes,
como o processo de producdo deste alimento, deficiéncia na refrigeracdo, técnica de
preparo, higiene dos manipuladores e utensilios, temperatura e tempo de preparo,
cocgao, distribuicdo e estocagem (DANIELS et al., 2002). Esses fatores contribuem
tanto para a contaminagao dos alimentos, como para proliferagao e sobrevivéncia de
micro-organismos (SILVA JR, 2014).

Estima-se que Staphylococcus aureus colonize de 30 a 50% da populagao
humana, sendo as narinas seu principal reservatério, embora também possa ser
encontrado nas maos (GELATTI et al., 2009; VASCONCELOS & CUNHA, 2010).
Manipuladores de alimentos estdo entre as principais fontes de contaminacéo, e seu
papel na preparagdao de refeicbes € crucial na determinacdo da qualidade
higienicossanitaria do produto final (BHATIA & ZAHOOR, 2007; KAMAL et. al., 2013).
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A ingestao das toxinas pré-formadas por estirpes enterotoxigénicas presentes
em alimentos conduz frequentemente ao desenvolvimento de intoxicagdo alimentar
(HENNEKINNE et al., 2010). A lavagem das maos foi identificada como um dos
aspectos mais importantes para evitar a propagacao bacteriana (SOARES et al.,
2012). Assim, torna-se relevante a avaliagéo da presencga de S. aureus nas maos dos
manipuladores, pois podem ser uma importante fonte de contaminagao alimentar por
meio de secregdes respiratorias ou contato direto via m&os durante o preparo e/ou
manuseio de alimentos (SCOTT, 2003; KAMAL et al., 2013; FERREIRA et. al., 2014;
OLIVEIRA & GONCALVES, 2015).

1.1 Justificativa

Considerando que os escolares fazem parte de um grupo de reconhecida
suscetibilidade a DTA, o objetivo deste estudo foi avaliar as condigdes
higienicossanitarias na producéo de refei¢des por meio da aplicagdo de uma lista de
verificacdo de Boas Praticas e analises microbioldgicas que forneceram informagdes
sobre a ocorréncia de contaminagao fecal, sobre a presenga de patdégenos ou sobre
a deterioragcdo dos alimentos. Almejou-se contribuir com informagdées para o
melhoramento de instalagdes fisicas e conscientizacdo da importancia dos
manipuladores na produgdo de alimentos indécuos, a fim de que adquiram
conhecimentos necessarios aos cuidados higiénicos, as condigdes operacionais e ao
preparo da alimentagdo, por meio de treinamentos periédicos pautados no
atendimento as Boas Praticas e aos requisitos normativos pertinentes, para que sejam
aplicadas medidas preventivas e corretivas, garantindo aos escolares alimentos

seguros.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar as condi¢gbes higienicossanitarias no preparo da alimentagdo em
escolas municipais de Pelotas, RS, por meio da aplicagao de uma lista de verificagao
de boas praticas e analises microbiologicas.

1.2.2 Objetivos especificos
- Avaliar a adocéo de boas praticas em servicos de alimentacdo de escolas,

utilizando uma lista de verificacdo em boas praticas;
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- Quantificar a presenca de bactérias aerdobias mesofilas e de bolores e
leveduras no ar ambiental;

- Quantificar a presenca de coliformes termotolerantes e bactérias aerdbias
mesofilas em superficies de manipulacao de alimentos;

- Verificar a presenca de coliformes totais e Escherichia coli na agua coletada
das torneiras dos servigcos de alimentacéo escolares;

- Quantificar a presencga de coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp.
nas amostras de maos de manipuladores de alimentos.

- Verificar e quantificar a presenga de coliformes termotolerantes, Salmonella
spp., Bacillus cereus e Staphylococcus spp em preparagdes alimenticias servidas nas
escolas municipais;

- Verificar a presenga dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas
cepas de Staphylococcus spp. isoladas de preparagdes servidas nas escolas e das

maos dos manipuladores.

1.3 Hipoteses

- Existe alto percentual de ndo conformidades no preparo dos alimentos nos
servigos de alimentagao das escolas municipais de Pelotas.

- Existe contaminagao por micro-organismos no ar ambiental, nas superficies
de manipulagéo, na agua coletada nas torneiras, nas maos de manipuladores e nas
preparacdes alimenticias servidas.

- Os isolados de Staphylococcus spp., provenientes de maos de manipuladores

e de preparacdes alimenticias podem ser produtores de enterotoxinas estafilocécicas
classicas (A, B, C, D e E).



2 Revisao bibliografica

2.1 Programa Nacional de Alimentacao Escolar

A assisténcia alimentar no ambiente escolar vem sendo preocupacao dos
orgaos educacionais em nivel mundial (OCHSENHOFER, 2006), pois os programas
voltados para a alimentagao escolar acarretam efeitos positivos tanto no crescimento,
quanto na aprendizagem dos alunos (GEENNHALGH et al., 2007).

O Programa Nacional de Alimentagdo Escolar (PNAE), popularmente
conhecido como alimentagdo escolar, é gerenciado pelo Fundo Nacional de
Desenvolvimento da Educacdo (FNDE) e foi implantado em 1955, visando a
transferéncia, em carater suplementar, de recursos financeiros aos estados, ao Distrito
Federal e aos municipios destinados a suprir, parcialmente, as necessidades
nutricionais dos alunos. E o mais antigo programa do governo brasileiro na area de
alimentagcdo escolar e de Seguranga Alimentar e Nutricional (SAN), sendo
considerado um dos maiores e mais abrangentes do mundo, no que se refere ao
atendimento universal a escolares e de garantia do direito humano a alimentagéo
adequada e saudavel (FNDE, 2015).

Assegurado pela Constituicdo de 1988, o PNAE tem carater universal e,
segundo o FNDE, atendeu em 2015 cerca de 42,6 milhdes de estudantes da educacéo
basica e de jovens e adultos, durante os dias letivos, com investimentos na ordem de
R$ 3,8 bilhdes (FNDE, 2015). Atendendo todos os alunos matriculados na educagao
basica das escolas publicas, federais, filantrépicas, comunitarias e confessionais do
pais, segundo os principios do Direito Humano a Alimentagao Adequada (DHAA) e da
SAN (FNDE, 2015).

Segundo a Resolugdo n°® 38, de 23 de agosto de 2004, que estabelece os
critérios para execugédo do PNAE, o cardapio da alimentag&o escolar sera elaborado
por nutricionista habilitado, que devera assumir a responsabilidade técnica do
programa de modo a suprir, no minimo, 15% das necessidades nutricionais diarias
dos alunos matriculados em creche, pré-escola e ensino fundamental, e, no minimo,
30% das necessidades nutricionais diarias dos alunos das escolas indigenas, durante
sua permanéncia em sala de aula. Dessa forma, a alimentagcdo escolar atende as
necessidades nutricionais dos alunos e contribui para a formagdo de habitos
alimentares saudaveis durante sua permanéncia em sala de aula. Ainda, colabora
para o crescimento, desenvolvimento, aprendizagem, rendimento escolar e a

formacgao de habitos alimentares saudaveis dos alunos, ndo s6 por meio da oferta da
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alimentacdo escolar, mas também por meio de a¢des de educagao alimentar e
nutricional (BRASIL, 2006).

2.2 Seguranca dos alimentos

Em 15 de setembro de 2006, foi publicada a Lei N° 11.346, conhecida como Lei
Orgéanica da Seguranga Alimentar e Nutricional (LOSAN), que passa ao poder publico
o dever de adotar politicas e agées necessarias a promogao e garantia da seguranca
alimentar e nutricional da populagédo. A seguranga alimentar abrange, entre outros
aspectos, a garantia da qualidade bioldgica, sanitaria, nutricional e tecnolégica dos
alimentos, bem como seu aproveitamento, estimulando praticas alimentares e estilos
de vida saudaveis que respeitem a diversidade étnica, racial e cultural da populagao
(BRASIL, 2006). Ja a segurancga de alimentos refere-se aos alimentos seguros ou a
inocuidade dos alimentos (WHO, 2013).

Existem aproximadamente 250 tipos de DTA e, dentre elas, muitas sao
causadas por micro-organismos, 0S quais Sao responsaveis por serios problemas de
saude publica e expressivas perdas econdmicas (CDC, 2006). As DTA sao causadas
pela ingestdo de alimentos que podem estar contaminados com perigos fisicos,
quimicos ou bioldgicos, ou que possuem em sua constituicdo estruturas naturalmente
toxicas (SILVA Jr, 2014). Doencas diarreicas matam cerca de 2,2 milhdes de pessoas
anualmente, a maioria das quais sao criangas. A diarreia € o sintoma de DTA mais
comum, mas outras consequéncias graves incluem insuficiéncia renal e hepatica,
disturbios neurais, artrite reativa e morte (WHO, 2013).

A multiplicidade de agentes causais resulta em um numero significativo de
possibilidades para a ocorréncia das DTA, que podem se apresentar de forma cronica
ou aguda, com caracteristicas de surto ou de casos isolados, com distribuicdo
localizada ou disseminada e com formas clinicas diversas (BRASIL, 2010). Surtos sao
definidos por episdédios em que duas ou mais pessoas apresentam sinais e sintomas
semelhantes apés a ingestado de um determinado alimento (WHO, 2008).

A contaminag&o por micro-organismos que causam DTA ocorre pela ingestéo
de alimentos e/ou agua contaminados o que pode acontecer em toda a cadeia
alimentar, desde a produgao primaria até o consumo (plantio, manuseio, transporte,
cozimento, acondicionamento, etc.). Entre os alimentos mais frequentemente
envolvidos em surtos alimentares, estdo as preparagdes mistas em 14,1% dos casos,

ou seja, aquelas que incluem matéria-prima de origem vegetal e animal (como
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maionese e panquecas) e produtos a base de ovos em 7,8% dos casos (BRASIL,
2015).

Segundos dados do Ministério da Saude, no periodo de 2000 a outubro de
2015, ocorreram no Brasil 10.666 surtos de DTA, envolvendo 209.240 doentes e 155
obitos, sendo que, em 50,8% deles n&o foram identificados os agentes etioldgicos e
em 8,7% o local de ocorréncia foram creches ou escolas. A regido Sul apresentou
34,8% dos casos de surtos registrados neste periodo no pais, sendo que em 58,1%
dos casos, os agentes etioldgicos responsaveis pelos surtos ndo foram identificados
onde 14,4% provocados por Salmonella spp., 7,7% por Staphylococcus aureus, 6,5%
Escherichia coli e 3,1% por Bacillus cereus (BRASIL, 2015).

A suscetibilidade para ocorréncia de DTA € maior em grupos como criangas,
idosos, imunodeprimidos e pessoas com acloridria géastrica (BRASIL, 2010), com
metade dos casos ocorrendo em criangas, sendo a maioria com menos de 15 anos
de idade (CDC, 2009). Essa suscetibilidade se deve por muitas razées, como por
exemplo, a imaturidade do sistema imunoldgico por ainda estar em desenvolvimento,
0 que diminui a sua capacidade para combater infecgdes; as criangas tém peso
corporal menor, o que faz com que doses menores de um agente patogénico sejam
capazes de causar doenga; elas tém controle limitado sobre sua dieta, o que esta
relacionado com maior risco de seguranga dos alimentos; e ainda, a produgéao de
acido do estdmago é reduzida, diminuindo a sua capacidade para combater bactérias
patogénicas (PWG, 2009).

No contexto brasileiro, deve-se aliar a vulnerabilidade das criangas a outro dado
preocupante: as creches e escolas representam o terceiro local de maior ocorréncia
de surtos de DTA, segundo descrito pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2015). Assim,
para que o ambiente escolar seja um espaco pleno de formagao de sujeitos e exercicio
de direitos, é fundamental que se produza e distribua alimentos seguros e saudaveis
(CECANE, 2013).

Todos os servigos de alimentacgédo, inclusive as escolas, devem cumprir uma
série de determinacbes relacionadas aos processos e servigos, desde suas
instalagdes, aquisigcdo, armazenamento e manipulagéo dos alimentos até a definicao
de responsabilidades, documentacéo e registros incorporados em um Manual de Boas
Praticas (CECANE, 2013).
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2.3 Avaliacao das Boas Praticas

Considerando a necessidade de constante melhoria do controle sanitario, a
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou o
Regulamento Técnico de Boas Praticas em Servigos de Alimentacdo, Resolugdo RDC
n° 216 de 15 de setembro de 2004 (BRASIL, 2004). Conforme Antunes (2005), os
procedimentos de manipulacido dos alimentos e da saude dos manipuladores de
alimentos em si, sdo de fundamental importancia na epidemiologia de DTA. Essas
podem ser controladas com a adogao de Boas Praticas (BP) por estabelecimentos
produtores de alimentos.

As BP sdo procedimentos que devem ser adotados em unidades de
alimentagdo e nutricdo a fim de garantir a qualidade higienicossanitaria e a
conformidade dos alimentos com a legislagao sanitaria. A legislagao federal para BP
pode ser complementada por outras legislagdes municipais e estaduais com a
finalidade de incluir requisitos especificos do local e promover a melhoria das
condi¢des higienicossanitarias dos estabelecimentos (BRASIL, 2004). Quando o uso
das Boas Praticas ndo é rotina no estabelecimento, a contaminagdo dos alimentos
produzidos é mais provavel de ocorrer, 0 que pode levar a surtos de DTA (SACCOL,
et al.,, 2015).

Para implementar as BP, o primeiro passo € administrar uma lista de verificagdo
para avaliar as conformidades e nao-conformidades em todos os estagios da
producgao de alimentos. A partir dos resultados obtidos pela avaliagao inicial, um Plano
de Acédo devera ser criado de acordo com as nao conformidades encontradas, e em
seguida, os procedimentos corretos devem ser estabelecidos (SENAC, 2002). De
acordo com Tomich et al. (2005), a lista de verificagao é utilizada na produgao de
alimentos para subsidiar visitas de inspetores de saude e seguranga, bem como
verificagao pelo préprio estabelecimento.

No ambito da alimentacido escolar, desde novembro de 2006, o FNDE firmou
parcerias com Instituicbes Federais de Ensino Superior para criagdo de Centros
Colaboradores em Alimentagao e Nutricao do Escolar (CECANE). O objetivo dessa
parceria € o desenvolvimento de agbes que auxiliem na qualificacdo da gestdo e
execucao do PNAE. Com a necessidade de instrumentalizar os nutricionistas que
atuam no PNAE, foram desenvolvidas ferramentas com o intuito de auxiliar e otimizar
o trabalho desses profissionais (CECANE, 2013).

Neste sentido, o CECANE da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP),
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com o apoio do CECANE da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),
elaboraram e validaram uma “Lista de verificagcdo em boas praticas para unidades de
alimentagao e nutricdo escolares” tendo como base a legislagao brasileira e listas de
verificagdo utilizadas por nutricionistas de secretarias de educagdo de municipios
brasileiros. Assim, a ANVISA estimula a aplicacao desses instrumentos em prol de
uma alimentag&o mais segura destinada aqueles que hoje sdo beneficiarios de uma
politica publica e amanh& se tornardo consumidores mais criticos, conscientes e
saudaveis (CECANE, 2013).

As ferramentas para as BP na alimentagdo escolar materializam o carater
intersetorial, envolvendo érgéos do governo relacionados tanto a educag¢ao quanto ao
controle sanitario, que devem ter agdes de promoc¢édo de uma alimentagédo segura e
mostram-se instrumentos oportunos e relevantes que aliam o conhecimento cientifico,
a inovacgao tecnoldgica e as BP prescritas na legislagado sanitaria. Em conjunto, essa
ferramenta criada pelo CECANE auxilia na avaliagao das praticas aplicadas e indica,
a partir de uma classificagdo por grau de risco higienicossanitario, as melhorias
necessarias para a garantia de alimentos mais seguros (CECANE, 2013).

2.4 Indicadores higienicossanitarios e patogénicos

Abdul-Mutalib et al. (2012) identificaram a falta de conhecimento sobre higiene
e seguranca de alimentos durante a preparagao, processamento e armazenamento
como sendo a principal contribuicdo para a violagdo da higiene e inocuidade dos
alimentos. De tal modo, manter a qualidade sanitaria dos alimentos € uma das
condicbes essenciais para a promocdo e manutencido da saude, que deve ser
assegurada pelo controle eficiente de producédo em todas as etapas da cadeia
alimentar (FIGUEIREDO, 2011).

O conhecimento insuficiente por parte dos manipuladores de alimentos em
quesitos como higiene alimentar, praticas adequadas de higiene, atitudes adequadas
em saneamento e seguranga de alimentos, podem levar a multiplicagao de patégenos
(SANI & SIOW, 2014). Micro-organismos patogénicos podem entrar na cadeia
alimentar em diferentes etapas do processo, e como sao altamente versateis, podem
se adaptar ao ambiente produtivo, conseguindo sobreviver, multiplicar e/ou produzir
compostos toxicos (HAVELAAR, et al., 2009).

Micro-organismos indicadores sao utilizados para avaliar a qualidade
microbioldgica de alimentos, e quando presentes podem fornecer informagdes sobre
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a ocorréncia de contaminacgéo de origem fecal e também sobre a provavel presenca
de patogenos (SILVA; GALLO, 2003; FRANCO & LANDGRAF, 2008). Coliformes sao
indicadores das condi¢cdes de higiene dos processos de fabricagdo, membros da
familia Enterobacteriaceae, incluem os coliformes totais, os coliformes
termotolerantes e Escherichia coli, devido a sua presencga estar comumente associada
com bactérias patogénicas, é considerado um risco a saude dos consumidores (RALL
et al., 2008; SILVA et al, 2010).

Caracteriza-se como alimento contaminado aquele alimento que apresenta
uma caracteristica alterada, mas nem sempre perceptivel, pois a maioria dos surtos
tem sido relacionados a ingestdo de alimentos com boa aparéncia, sabor e odor
normais, sem qualquer alteragdo organoléptica. Alimentos contaminados por
pequenas quantidades de micro-organismos podem nao causar surtos alimentares,
porém se forem conservados em condigdes que permitam a multiplicacdo desses
agentes microbianos, as chances para a ocorréncia de surtos aumentam
significativamente. Isso ocorre porque a contagem de patdgenos necessaria para
causar uma DTA geralmente € menor que a quantidade de micro-organismos
necessaria para modificar as caracteristicas dos alimentos, dificultando a
rastreabilidade dos alimentos causadores de DTA (CDC, 2006; OLIVEIRA, et al.,
2010).

De acordo com Carmo et al. (2005), os surtos de DTA podem ser investigados
por meio da identificagdo etiologica laboratorial, exames clinicos, bromatologicos ou
por critérios epidemiologicos. Por esses métodos é possivel obter conclusdes sobre
0os agentes etioldgicos, veiculo, local de ocorréncia e demais caracteristicas
pertinentes. Estudos apontam as bactérias como as principais causadoras de DTA
(FIGUEIREDO, 2001; WELKER, et al., 2010; BRASIL, 2017), pois atuam sob
numerosos tipos de substratos, sob diferentes faixas de temperatura e de pH, bem
como de condigbes do meio ambiente (FIGUEIREDO, 2001). Salmonella spp. €
considerada uma das principais bactérias potencialmente patogénicas envolvidas em
surtos alimentares, estando associada normalmente ao consumo de produtos de
origem animal contaminados, como ovos, leite, seus derivados e produtos carneos
(SILVA et al., 2010).

Staphylococcus aureus é outro importante patégeno, que tem sido considerado
um risco de origem alimentar por muito tempo, sendo a terceira causa de DTA mais
importante no mundo (NORMANNO, et al., 2005; EFSA, 2013). Essa bactéria pode
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colonizar a pele e o interior de narinas de humanos e €& encontrada em uma
significativa parcela da populagdo (KLUYTMANS & WERTHEIM, 2005). A alta
prevaléncia de isolados coletados de manipuladores de alimentos com capacidade
enterotoxigénica tem sido relatada por alguns estudos (UDO, et al., 2009; RALL, et
al., 2010; WATTINGER, et al., 2012). A toxina é liberada durante a multiplicagédo do
micro-organismo no alimento e so6 afeta o consumidor quando o alimento contaminado
é ingerido (GUSTAFSON, et al., 2015).

Apesar dos manipuladores serem geralmente a principal fonte de contaminagao
dos alimentos, equipamentos e ambiente também podem ser fontes de contaminagéo
por S. aureus (GUSTAFSON, et al., 2015). Assim, as praticas de higiene apropriadas
devem ser respeitadas para as superficies de contato com os alimentos, bem como
para as maos dos manipuladores (SOSPEDRA et al., 2012).

Bacillus Cereus, assim como o S. aureus, acarreta intoxicagdo alimentar por
meio da producéo de toxinas pré-formadas nos alimentos manipulados de maneira
inadequada ou toxinfec¢do através da produgado de toxinas no trato gastrointestinal
ap6s o consumo de alimento contaminado (STEWART, 2005). Bacillus cereus é uma
bactéria Gram positiva, anaerdbia facultativa, formadora de esporos, associada com
intoxicagao alimentar em humanos (SCHNEIDER et al., 2004). Esse micro-organismo
esta em todo ambiente e € encontrado em baixos niveis em muitos alimentos frescos
e processados. O arroz € o principal alimento associado a contaminagédo por B.
cereus, mas massas, cremes, almdndegas, aves e carnes cozidas tém sido
associados a surtos (HPSC, 2012). Os esporos bacterianos sao resistentes ao
cozimento, e a manipulagdo inadequada do alimento permite que esse patdgeno se
multipligue e produza toxinas estaveis ao calor (BROWN, 2000). Assim, o
armazenamento do alimento pronto deve ser adequado (acima de 60°C ou abaixo de
10°C) antes do reaquecimento ou consumo, representando maior risco principalmente
em restaurantes e escolas onde existe um grande numero de consumidores (HPSC,
2012).
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Resumo

Entre os principais desafios a serem alcangados pela saude publica, esta a garantia
da oferta de alimentos seguros a populagdo. No Brasil, as creches e escolas
representam o terceiro local de maior ocorréncia de surtos de Doengas Transmitidas
por Alimentos. Deste modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar as condigbes
higienicossanitarias de preparacdes alimenticias e das maos de manipuladores de
alimentos de escolas municipais atendidas pelo Programa Nacional de Alimentac&o
Escolar em Pelotas-RS. Este sera um estudo transversal que avaliara 50% (n=15) das
31 escolas municipais em funcionamento, entre educacdo infantil e educagao
fundamental. Em cada escola sera aplicada uma lista de verificacdo da adequacao
das boas praticas, elaborada pelos Centros Colaboradores em Alimentacao e Nutricao
do Escolar (CECANE), coletadas amostras de preparagdes alimenticias e das maos
dos manipuladores, sendo realizadas trés visitas para repeticdo das coletas a fim de
explanar mais precisamente a realidade do local. Para tanto, sera realizada a
contagem de: coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp. das maos dos
manipuladores; coliformes termotolerantes, Salmonella spp., Bacillus cereus e.
Staphylococcus spp. das preparagdes alimenticias. Além disso, sera verificada a
presenga dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas cepas de
Staphylococcus spp. isoladas de preparagdes servidas nas escolas e das méos dos

manipuladores.

Palavras chave: doencgas transmitidas por alimentos; alimentacdo escolar, micro-

organismos indicadores, lista de verificagao.



1 Introducgao

A adequacao da alimentagao pode ser compreendida sob diversos aspectos e,
entre estes, a qualidade sanitaria dos alimentos. Entre os principais desafios a serem
alcancados pela saude publica, esta a garantia da oferta de alimentos seguros a
populagdo. Embora os governos de todo o mundo estejam trabalhando para melhorar
a seguranga do abastecimento alimentar, a ocorréncia de doencgas transmitidas por
alimentos (DTA) continua sendo um significativo problema de saude em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2006; BRASIL, 2010).

Pistore e Gelinskib (2006) afirmam que houve um aumento gradativo da
ocorréncia de surtos de DTA especialmente nas escolas, e salientam que um alto
numero de criancas recebe a alimentagado escolar como unica refeicdo diaria. Além
disso, esta populagao caracteriza-se por uma maior suscetibilidade a infec¢des, pois
passam por constantes mudangas como as do sistema imunolégico (REYES, 2007).

No contexto brasileiro, deve-se aliar a vulnerabilidade das criangcas a outro
dado, as creches e escolas representam o terceiro local de maior ocorréncia de surtos
de DTA segundo descrito pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2015). Apesar da
existéncia de regulamentos especificos, as medidas de seguranga tomadas durante a
preparagao da refeicdo nas escolas ainda sao insuficientes, ja que a maioria das
escolas nao levam em consideragao os requisitos sanitarios especificos necessarios
para os varios estagios da produgao de alimentos (SANTANA et al., 2009).

As condigbes higienicossanitarias dos alimentos produzidos em Unidades de
Alimentacgao e Nutricdo (UANs) escolares estao relacionadas com fatores importantes,
como o processo de producdo deste alimento, deficiéncia na refrigeracdo, técnica de
preparo, higiene dos manipuladores e utensilios, temperatura e tempo de preparo,
cocgao, distribuicdo e estocagem (DANIELS et al., 2002). Esses fatores contribuem
tanto para a contaminagao dos alimentos, como para proliferagao e sobrevivéncia de
micro-organismos (SILVA JR, 2014).

Estima-se que Staphylococcus aureus colonize de 30 a 50% da populagao
humana, sendo as narinas seu principal reservatério, embora também possa ser
encontrado nas maos (GELATTI et al., 2009; VASCONCELOS & CUNHA, 2010).
Manipuladores de alimentos estdo entre as principais fontes de contaminacéo, e seu
papel na preparagdo de refeicbes € crucial na determinacdo da qualidade
higienicossanitaria do produto final (BHATIA & ZAHOOR, 2007; KAMAL et. al., 2013).
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A ingestao das toxinas pré-formadas por estirpes enterotoxigénicas presentes
em alimentos conduz frequentemente ao desenvolvimento de intoxicagdo alimentar
(HENNEKINNE et al., 2010). A lavagem das maos foi identificada como um dos
aspectos mais importantes para evitar a propagacao bacteriana (SOARES et al.,
2012). Assim, torna-se relevante a avaliagéo da presencga de S. aureus nas maos dos
manipuladores, pois podem ser uma importante fonte de contaminagao alimentar por
meio de secregdes respiratorias ou contato direto via m&os durante o preparo e/ou
manuseio de alimentos (SCOTT, 2003; KAMAL et al., 2013; FERREIRA et. al., 2014;
OLIVEIRA & GONCALVES, 2015).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar as condi¢des higienicossanitarias de preparagdes alimenticias e das
maos de manipuladores de alimentos de escolas municipais atendidas pelo Programa
Nacional de Alimentagéo Escolar (PNAE) em Pelotas-RS.

1.2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a adocido de boas praticas em UANs de escolas publicas, tendo como

referéncia uma lista de verificagédo em boas praticas;

- Avaliar as condig¢des higienicossanitarias das maos dos manipuladores de alimentos,

por meio de contagens de coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp.

- Verificar e quantificar a presenca de coliformes termotolerantes, Salmonella spp.,
Bacillus cereus, Staphylococcus spp em preparagdes alimenticias servidos nas

escolas municipais;

- Verificar a presencga dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas cepas
de Staphylococcus spp. isoladas de preparacdes servidas nas escolas e das maos
dos manipuladores.



2 Material e Métodos

2.1 Delineamento experimental

Este sera um estudo transversal a ser realizado para avaliar as condi¢des
higienicossanitarias nas unidades de alimentagao e nutricdo (UAN) de escolas
publicas municipais da cidade de Pelotas - RS, atendidas pelo Programa Nacional de
Alimentacdo Escolar. Segundo os dados obtidos na Secretaria Municipal de
Educacao, Pelotas tem 31 escolas municipais em funcionamento, entre educagao
infantil e educacédo fundamental. Neste estudo serdo avaliadas por conveniéncia 15
escolas, escolhidas por meio de sorteio aleatério, representando 50% do total. Em
cada escola sera aplicada uma lista de verificacdo da adequagao das boas praticas,
serdo coletadas amostras de preparagbes alimenticias e das maos dos
manipuladores, sendo realizadas trés visitas para repeticdo das coletas, totalizando
no minimo 45 amostras de alimentos e de méos, a fim de explanar mais precisamente

a realidade do local.

2.2 Avaliacao da adogao das boas praticas

Para a avaliacdo da adocédo de boas praticas nas UAN das escolas sera
aplicada uma lista de verificacdo em boas praticas para UAN escolares, elaborada
pelos Centros Colaboradores em Alimentacdo e Nutricdo do Escolar (CECANE)
(Anexo A). A coleta desses dados sera realizada por meio de observacao direta no
local, questionamentos aos funcionarios e/ou responsaveis técnicos e analise da
documentacgéo do estabelecimento. Cada conformidade sera computada como SIM,
cada ndo conformidade como NAO e os itens considerados ndo pertinentes a
avaliacdo como NAO APLICAVEL (NA). A Lista de Verificagdo é composta por 99
questdes distribuidas em seis blocos tematicos.

Para cada uma das questdes da lista de verificacdo serdo atribuidas notas que
variam de zero a oito, conforme o grau de risco e importancia para a seguranca dos
alimentos. Todas as respostas assinaladas na alternativa “ndo”, que caracterizam a
nao conformidade do item as boas praticas, recebem o escore zero. Para cada escola
€ obtida uma pontuacao final e com base nessa pontuagao a escola € classificada por
bloco e/ou por pontuagéao total em grau de risco sanitario: Situagao de risco sanitario
muito alto (0 a 25 pontos), Situagao de risco sanitario alto (26 a 50 pontos), Situagao
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de risco sanitario regular (51 a 75 pontos), Situagao de risco sanitario baixo (76 a 90)

e Situacao de risco sanitario muito baixo (91 a 100 pontos).

2.3 Coleta das maos dos manipuladores de alimentos e analises microbioldgicas

A coleta sera realizada pelo esfregagco de suabe umedecido com agua
peptonada, passado de forma angular com movimentos giratérios nas duas méaos
imediatamente apds a higienizagdo. Prontamente apds a coleta o material sera
transportado sob refrigeracdo até o Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de
Nutricdo para execugao das analises. As analises microbioldgicas serao realizadas de
acordo com a metodologia recomendada no Bacteriological Analytical Manual (FDA,
2001).

Para a contagem de coliformes termotolerantes serdo realizadas trés diluicoes
decimais e 1ml de cada diluicdo sera inoculado em placas de Petri em duplicata. Apds
sera vertido o Agar Bile Vermelho Violeta Lactose (VRB) em dupla camada e as placas
serao incubadas invertidas a uma temperatura de 35°C por 48 horas. Apos o periodo
de incubagéo, das placas que apresentarem entre 15 e 150 colbnias tipicas (vermelho
purpura com 0,5 mm de didmetro rodeadas por um alo avermelhado de precipitacédo
de sais biliares) serao selecionadas quatro col6nias para serem repicadas em Caldo
Escherichia coli (EC), incubadas a 45°C em banho-maria por 48h, observando se ha
multiplicagdo com produgao de gas para confirmagao de coliformes termotolerantes.

Para o isolamento de Staphylococcus spp. sera inoculado 0,1 mL de cada
diluicdo em placas de Agar Baird Parker (ABP) com emulsdo gema de ovo e telurito
de potassio, pela técnica do espalhamento em superficie. As placas serao incubadas
a 37°C por 48 h e, apds esse periodo, as coldnias presuntivas tipicas e atipicas serao
contadas. Seréo consideradas coldnias tipicas aquelas circulares, lisas, convexas, de
2-3 mm de didmetro, negras com textura umida, bordas esbranquicadas e rodeadas
por uma zona opaca e frequentemente com um halo transparente. Para as col6nias
atipicas, serdo consideradas, aquelas negras ou acinzentadas com um ou dois halos
e também aquelas sem halos. Serdo selecionadas quatro colénias de cada tipo e
inoculadas em Caldo Infusdo Cérebro Coragao (BHI) que serdo incubadas a 37°C por
24h. Posteriormente, sera transferido 0,3 mL do cultivo em BHI para um tubo contendo
Coagulase Plasma EDTA 0,3 mL (teste coagulase), e este sera incubado a 37°C por
6 h. Aqueles que n&o formarem nenhum coagulo serdo considerados negativos, os

demais positivos.



2.4 Coleta das preparacdes alimenticias e analises microbiolégicas

Em cada escola sera coletada amostra de pelo menos uma preparagao
alimenticia, podendo este numero variar de acordo com o cardapio do dia. Ser&o
coletados em torno de 100 g de cada preparacdo em embalagens estéreis e com
auxilio de utensilio utilizado pelo proprio local. As embalagens ser&o identificadas e o
transporte das amostras sera realizado em isopor com gelo até o Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Nutricdo para a realizagdo das analises
microbiolégicas. A metodologia utilizada para as analises microbioldgicas sera a
recomendada pelo Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2001).

Para a quantificacdo de coliformes termotolerantes sera pesada 25 g da
amostra e adicionada a 225 mL de agua peptonada. A partir desta diluig&o inicial,
outras diluigbes decimais serdo preparadas para a contagem de coliformes pelo
método do Numero Mais Provavel (NMP - 3 tubos). Um mililitro de cada diluigéo sera
transferido para tubos contendo 10 mL de caldo Lauril Sulfato de Sdédio (LST) com
tubos de fermentagao, sendo incubados a 35°C por 48 horas. Uma al¢gada de material
de cada tubo positivo (turvacdo e formagdo de gas) sera transferida para tubos
contendo 10 mL de caldo Escherichia coli (EC) e tubos de Duhram invertidos, sendo
incubados a 45°C por 48 horas. Resultados de tubos positivos do caldo EC serao
utilizados para estimar as contagens de coliformes termotolerantes com o auxilio da
tabela do NMP.

Para o isolamento de Staphylococcus spp. sera inoculado 0,1 mL de cada
diluicdo em placas de Agar Baird Parker (ABP) com emulsdo gema de ovo e telurito
de potassio, pela técnica do espalhamento em superficie. As placas serao incubadas
a 37°C por 48 h e, ap0ds esse periodo, as coldnias presuntivas tipicas e atipicas serao
contadas. Seréo consideradas coldnias tipicas aquelas circulares, lisas, convexas, de
2-3 mm de didmetro, negras com textura umida, bordas esbranquicadas e rodeadas
por uma zona opaca e frequentemente com um halo transparente. Para as col6nias
atipicas, serdo consideradas aquelas negras ou acinzentadas com um ou dois halos
e também aquelas sem halos. Serdo selecionadas quatro colénias de cada tipo,
inoculadas em Caldo Infusdo Cérebro Coracao (BHI) e incubadas a 37°C por 24 h.
Posteriormente, sera transferido 0,3 ml do cultivo em BHI para um tubo contendo
Coagulase Plasma EDTA 0,3 ml (teste coagulase), e este sera incubado a 37°C por 6

h. Aqueles que ndo formarem coagulo serdo considerados negativos, os demais
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positivos.

Para a contagem de Bacillus cereus serao selecionadas trés diluicbes decimais
e 0,1mL de cada diluicéo sera inoculado em placas de Agar Manitol Gema de Ovo
Polimixina (MYP), em duplicata. Apos estas placas estarem secas elas serdo
incubadas invertidas a 32°C durante 24 horas. Depois serdo selecionadas para
contagem colbnias tipicas (esféricas, com bordas perfeitas, planas e secas,
translucidas ou levemente creme, rodeadas por um grande halo de precipitagdo e uma
coloragao rosea leitosa ao redor das colénias) bem isoladas para confirmacéo e sera
aplicado o teste confirmatorio rapido de Holbrook & Anderson. Para a realizacdo do
teste confirmatério, as colénias serdo repicadas em tubos com Agar Nutriente (NA)
inclinado e incubadas a 30°C por 24h. Apds, sera feito esfregago da cultura que sera
coberto com Solucédo Aquosa 5% de Verde Malaquita e corado a quente durante dois
minutos. Depois a lamina sera lavada e coberta com Solu¢gdo de Sudan Black por 20
min, apds a secagem, a lamina sera lavada com xileno (PA) e coberta com Solugao
de Safranina 0,5% por 20 segundos para posterior visualizagdo ao microscopio.

Para anadlise de Samonella spp., inicialmente sera realizado um pré-
enriquecimento em Agua Peptonada Tamponada incubando-se a 37°C por 24h. Apés
a incubacgao, sera transferido 1ml para o caldo Tetrationato, adicionado de 0,1mL de
verde brilhante e 0,2mL de iodo, outro 0,1mL da amostra sera inoculado em caldo
Rappaport-Vassiliadis, ambos seguidos de incubagao a 42°C por 24h. Esses meios
de enriquecimento seletivo serdo semeados em agar Hektoen (HE) e agar Xilose-
lisina-desoxicolato (XLD), seguido de incubagdo a 37°C por 24h. Colbnias
consideradas caracteristicas para HE (transparentes, verde-azuladas, com ou sem
centro preto) e XLD (cor de rosa escuro, com centro preto e uma zona avermelhada
levemente transparente ao redor) serdo submetidas a testes bioquimicos com Agar
Triplice Agucar Ferro (TSI), Agar Lisina Ferro (LIA) e teste de urease e testes

sorolégicos com soro polivante anti-Salmonella.

2.5 Verificagdo da presengca de genes codificadores de enterotoxinas
estafilococicas

As analises serao realizadas no Laboratorio de Imunologia Aplicada do Centro
de Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas. Os DNAs das cepas de

Staphylococcus spp. coagulase positiva e coagulase negativa isolados neste estudo
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serdo submetidas a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) a fim de
verificar a presenga dos genes das enterotoxinas estafilococicas (SEs)A, B, C,D e E
(SEA, SEB, SEC, SED e SEE). O DNA cromossomal sera extraido pelo uso de kit
comercial (PureLink Genomic DNA — K1820-01, Invitrogen).

Os produtos da PCR serao visualizados por eletroforese em gel de agarose
1,5% (Invitrogen) corado com brometo de etideo (Promega), em tampao TBE 0,5X,
sob luz ultravioleta e fotografados (Kodak Digital ScienceTM DC120). O controle
negativo das reagdes consistira da mesma composigcdo da reagao de PCR, porém
com agua Milli-Q estéril no lugar do DNA. Serao utilizados DNAs de S.aureus ATCCs
13565 (SEA), 14458 (SEB), 19095 (SEC), 23235 (SED) e 21664 (SEE) como controles
positivos.

2.6 Analise estatistica

O software SPSS (SPSS Inc, Chicago, verséo 17.0, 2008) sera usado para

construir um banco de dados para descricao dos dados e analise de variancia.

2.7 Aspectos éticos

Este estudo segue os principios éticos dispostos na Resolugédo n° 466, de 12
de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude (Conselho Nacional de Saude,
2012) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos,
via Plataforma Brasil sob o protocolo 958.126 de 28/01/2015.

Os manipuladores de alimentos das escolas serao convidados a participar do
estudo e aqueles que aceitarem deverao preencher o formulario de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) em duas vias, ficando uma copia para
0 pesquisador e uma copia para o participante. O acesso as escolas foi aprovado pela
Secretaria Municipal de Educagao (Apéndice B).

Aidentidade dos participantes sera preservada em sua totalidade, de forma que
a publicacao dos resultados do estudo nao permitira a identificagao dos individuos. O
estudo ndo apresenta riscos fisicos aos participantes, pois a coleta de material das
maos sera realizada por meio de um suabe contendo agua peptonada, e caso o
participante sinta qualquer desconforto, podera desistir de participar das coletas em

qualguer momento.
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Etapa

Atividades

Revisao Bibliografica

Elaboragao do projeto

Qualificagao

Coleta e analises
microbiolégica das
amostras

Analise Molecular

Digitacdo dos dados e
analise dos resultados

Elaboragao
Dissertacao e artigos

Defesa da dissertagao




4 Orgamento

Materiais Valor total (R$)
Meios de cultura para isolamento das bactérias 2.350,00
Plasticos (ependorfs, ponteiras, placas de Petri) 900,00

Material para PCR e eletroforese 2.500,00

Total 5.750,00

* Fonte dos recursos: PROAP/PPGNA e recursos de projeto com financiamento do orientador.

* Preparagbes serao coletadas mediante aprovagéo prévia da Secretaria Municipal de Educacéo.

* Transporte dos pesquisadores até as escolas sera efetuado pelo setor de transportes da UFPel,
previamente aprovado.
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3 Relatério de Campo

No projeto de pesquisa estava previsto apenas as analises microbiologicas de
amostras de maos e de preparagdes alimenticias, mas devido ao fato deste trabalho
fazer parte de um projeto de extensdo maior, foram incluidas as analises
microbiolégicas de amostras de ar ambiental, agua e superficie de manipulagao de
alimentos das escolas. Assim, durante as trés visitas, ao todo, foram aplicadas 15
listas de verificacdo e coletadas 260 amostras, sendo: 45 de superficies de
manipulagéo, 45 de ar ambiental, 45 de agua, 51 de maos de manipuladores e 74 de
preparagdes alimenticias das escolas publicas municipais durante os anos de 2015 e
2016.

Houve alteragao do laboratério onde foram realizadas as analises moleculares,
estas ocorreram no Laboratério de Nutrigenémica e Metabologia (UFPel). Além disso,
foi incluida a verificagcdo das amostras de DNA no espectrofotdmetro e a PCR para
verificagdo do gene 16S para aferir a concentragao e presenca de DNA bacteriano a
fim de atestar a eficiéncia da extracao realizada nos isolados de Staphylococcus spp.
e posterior realizacdo da mPCR. Os produtos da PCR seriam visualizados por
eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo, mas devido as normas
de seguranca do laboratério onde foram realizadas as analises, utilizou-se como

corante Syber Safe (Invitrogen).

ApoOs a aprovacdo da dissertacdo pela banca examinadora, os resultados
obtidos serao enviados para Secretaria Municipal de Educacéo a fim de contribuir para

o melhoramento das unidades de alimentacao e nutricido escolares.
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Resumo

A producdo de refeicdes na alimentacdo escolar deve garantir a oferta de alimentos com
adequada condi¢do higienicossanitaria, visando a protecdo e promog¢ao da satde de criancas e
adolescentes. O objetivo deste estudo foi avaliar as condi¢des higienicossanitarias na produgao
de refei¢des em escolas municipais, por meio da aplicagcdo de uma lista de verificacdo e andlise
microbioldgica do ar ambiental, da superficie de manipulag@o de alimentos e da agua. O estudo
foi realizado em 15 escolas, onde foram aplicadas lista de verificagdo de adequacao das boas
praticas e realizadas coletas de amostras para as analises microbiologicas do ar ambiental, de
superficies da bancada de manipulacdo e da agua. Os resultados obtidos a partir da lista de
verificagdes apresentaram alto percentual de ndo conformidades, duas das 15 escolas
apresentaram "situacdo de risco sanitario alto" e as demais foram classificadas como “situagao
de risco sanitario regular”. A qualidade do ar ambiental na area de preparacdo de alimentos foi
satisfatoria em todas as escolas avaliadas. Do total de 45 amostras de superficies da bancada de
manipulagdo, 14 (31,1%) apresentaram resultados insatisfatorios para a contagem de bactérias
aerdbias mesofilas. Coliformes totais foram encontrados em 9 (20%) amostras de agua
coletadas nas torneiras das cozinhas das escolas e E. coli foi detectada em uma (2,2%) amostra
analisada. Conclui-se que as escolas visitadas ndo apresentam os padrdes higienicossanitarios
necessarios para a producdo de uma alimentagao segura.

Palavras-chave: alimentacdo escolar; analise microbioldgica; boas praticas de manipulagao
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Abstract

The meals’ production in production of meals in school feeding must guarantee the supply of
food with an adequate sanitary condition, aiming at the protection and promotion of the health
of children and adolescents. The aim of this study was to evaluate the hygienic and sanitary
conditions in the production of meals in municipal schools, through the application of a
checklist and microbiological analysis of the air, food handling surface and water. The study
was carried out in 15 schools, where a checklist for the adequacy of good practices was applied
and samples were collected for the microbiological analyses of air, handling surfaces and water.
The results obtained from the checklist showed a high percentage of unconformities, two of the
15 schools presented a "high sanitary risk situation" and all others were classified as "regular
sanitary risk situations". Air quality in the food preparation area was satisfactory in all schools
evaluated. From the total of 45 samples of manipulation surfaces, 14 (31.1%) presented
unsatisfactory results for the count of aerobic mesophilic bacteria. Coliforms were found in 9
(20%) water samples collected in the taps of the school kitchens and E. coli was detected in one
(2.2%) sample analysed. It is concluded that the schools visited did not reach the sanitary
conditions for the production of safe food.

Keywords: school feeding; microbiological analysis; good manipulation practices.
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Introduciao

A producao de refeicdes em Unidades de Alimentagdo e Nutricdo (UAN) escolares deve
atender as necessidades nutricionais dos alunos e ofertar alimentos seguros quanto a condi¢ao
higienicossanitaria visando a prote¢io e promogdo da saude de criangas e adolescentes'”. Para
atender essa demanda, foi criado o Programa Nacional de Alimentagdo Escolar (PNAE), que
determina aos municipios planejar os cardapios, adquirir géneros alimenticios e zelar pela
qualidade dos alimentos oferecidos aos alunos’.

No Brasil, entre os anos de 2007 e 2016, dos 6.632 surtos de doengas transmitidas por
alimentos (DTA) notificados, 7,9% ocorreram no ambito escolar, mesmo com a subnotificagao
sendo ainda comum®. Apesar disso, ndo existe uma legislagdo especifica para o ambito da
alimentacdo escolar. Atualmente a legislagdo brasileira dispde do regulamento técnico de Boas
Praticas (BP) que aplica-se a todos os tipos de servicos de alimentacdo. E segundo a legislagao
a primeira etapa para a implementacgao das BP ¢ a aplicacdo de uma lista de verificagdo com o
intuito de avaliar as ndo conformidades do local, sendo possivel propor intervencdes e planos
de agdo para as ndo conformidades observadas’.

Além da avaliagdo referente as instalagdes fisicas, deve-se observar a veiculagdo de
micro-organismos que podem colocar a saude do consumidor em risco, sendo necessario avaliar
constantemente as condi¢des microbiologicas dos ambientes de preparo dos alimentos®’.
Segundo Coelho et al.® alguns pontos de contaminagdo como o ar ambiental e as superficies de
manipulagdo sdo fontes potenciais de micro-organismos que podem permitir a contaminagao
cruzada. A transmissao de micro-organismos para os alimentos também pode ocorrer por meio
da 4gua contaminada utilizada durante o preparo e procedimentos de higienizagio’.

Estudos realizados em escolas publicas indicaram que a higiene e a ado¢ao das BP no
ambiente escolar ndo se mostraram adequadas, sendo necessario monitorar toda cadeia

envolvida na produgdo da alimentacdo. Os aspectos que mais contribuiram para este
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desempenho inadequado compreendem aqueles referentes a edificagdo, instalagdes, controle de
qualidade da agua, manipuladores e condi¢gdes gerais de higiene, que sdo determinantes a
inocuidade da alimentacio servida aos escolares''*'.

O publico atendido pelo PNAE compreende um grupo especial, de reconhecida
suscetibilidade as DTAs e vulnerabilidade social. Considerando a inexisténcia de legislacao
sanitaria especifica e a necessidade de instrumentalizar o nutricionista atuante no ambito
escolar, o Centro Colaborador em Alimentagdo e Nutri¢do do Escolar (CECANE), elaborou e
validou uma lista de verificagdo em boas praticas para UAN escolares, utilizando como base a

legislagdo sanitaria brasileira "'>",

Este estudo teve como objetivo avaliar as condigdes higienicossanitarias na producao
de refeigdes em escolas municipais, por meio da aplicagdo de uma lista de verificagdo e analise

microbioldgica do ar ambiental, da dgua e das superficies de manipulagio de alimentos.

Métodos
Delineamento experimental e amostragem

Segundo os dados obtidos na Secretaria Municipal de Educacdo, a cidade de Pelotas tem
31 escolas municipais em funcionamento, entre educacdo infantil e educa¢do fundamental.
Neste estudo foram avaliadas 15 escolas escolhidas por sorteio, representando 50% do total.
Em cada escola foi aplicada a lista de verificacdo de adog¢dao das boas praticas e coletadas
amostras do ar ambiental, superficie da bancada de manipulagdo de alimentos e da agua.

Com autorizagdo da Secretaria Municipal de Educacgdo, foram realizadas trés visitas,
entre setembro de 2015 e agosto de 2016, nos turnos da manha e tarde, nos horarios de
preparacdo ou distribuicdo das refeigdes, permitindo assim, uma avaliacdo global dos

procedimentos adotados.
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Avaliacio da adoc¢ao das Boas Praticas

Utilizou-se como instrumento de avaliacdo, uma lista de verificagdo em Boas Praticas
validada para UAN escolares, elaborada pelo CECANE das Universidades Federais do Rio
Grande do Sul (UFRGS) e de Sao Paulo (UNIFESP), com o apoio financeiro do Fundo Nacional
de Desenvolvimento da Educacdo (FNDE). A coleta de dados foi realizada por meio de
observagdo direta no local, questionamentos aos funcionérios e/ou direcdo da escola e analise
da documentac¢do do estabelecimento. Conformidades foram computadas como “sim”, ndo
conformidades como “ndo”, e itens ndo pertinentes a avaliacdo como “ndo aplicavel”. A lista
de verificagdo era composta por 99 questdes distribuidas em seis blocos tematicos: edificios e
instalacdes da area de preparo de alimentos, equipamentos para temperatura controlada,
manipuladores, recebimento, processos e producgdes e higienizagdo ambiental.

Para cada uma das questdes da lista de verificagdo foram atribuidas notas que variaram
de zero a oito e para cada um dos blocos foi estipulado um peso (k, igual a 10, 15, 25 ou 30)
conforme o grau de risco e importincia para a seguranca dos alimentos. Todas as respostas
assinaladas na alternativa “ndo”, que caracterizam a ndo conformidade do item receberam a
nota zero. Para o calculo dos pontos obtidos em cada bloco da lista de verificagdo foi aplicada
a seguinte formula:
PBx= (Zx /Px — ZNAX) kx
Onde:

PBx: Pontuagdo alcanc¢ada no bloco X (1 a 6)

¥ x: Somatorio das notas obtidas nos itens do bloco X

Px: Pontuagdo maxima possivel no bloco X

¥ NAx: Somatorio das notas das questdes ndo aplicaveis no bloco
kx: Peso atribuido ao bloco X

Ap6s o calculo de pontos obtidos em cada um dos blocos (PB), os resultados foram

somados. Com base nessa pontuagdo cada escola foi classificada de acordo com o grau de risco
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sanitario: situagdo de risco sanitario muito alto (0 a 25 pontos); situacdo de risco sanitario alto
(26 a 50 pontos); situagdo de risco sanitario regular (51 a 75 pontos); situacao de risco sanitario

baixo (76 a 90) e situagdo de risco sanitario muito baixo (91 a 100 pontos)'?.

Coleta das amostras para analise microbiologica

Em cada escola (n=15) foram realizadas 3 visitas, e em cada uma delas foi coletada uma
amostra do ar ambiental (n=45), por meio da técnica de sedimentagdo simples, onde placas de
Petri contendo agar para contagem total (PCA) e dgar batata dextrose (BDA) foram abertas e
expostas ao ambiente por 15 minutos, e uma amostra da superficie de bancada de manipulagao
dos alimentos por meio de um esfregaco de suabe em uma area de 50 cm? (n=45). As amostras
foram identificadas e transportadas sob refrigeracdo imediatamente apds a coleta até o
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Nutri¢cdo da Universidade Federal

de Pelotas (UFPel) para execu¢do das analises.

As amostras de dgua (n=45) foram coletadas da torneira das cozinhas, cerca de 100 mL
em embalagens plasticas esterilizadas, de acordo com o descrito no APHA'* ¢ foram
encaminhadas ao laboratério do Centro de Controle de Zoonoses da UFPel para serem

analisadas.

Analises microbioldgicas

Para a analise microbioldgica do ar ambiental, as placas de Petri foram incubadas a 37
°C por 48 horas para contagem de bactérias aerdbias mesofilas e a 25 °C por 5 dias para
contagem de bolores e leveduras, sendo realizadas a contagem de coldnias caracteristicas apos
esse periodo’™'°.
Para a andlise microbioldgica da superficie de bancada de manipulacdo foi realizada

contagem de coliformes termotolerantes, inoculando-se as amostras e dilui¢des em placas de

Petri, e apos vertido Agar Bile Vermelho Violeta Lactose, as placas foram incubadas a uma
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temperatura de 35 °C por 48 horas. Das placas que apresentaram colOnias tipicas foram
selecionadas quatro para serem repicadas em Caldo Escherichia coli (EC), incubadas a 45 °C
em banho-maria por 48 horas, para confirmag¢ao de coliformes termotolerantes. Para a contagem
de bactérias aerdbias mesoéfilas, as amostras e dilui¢des foram inoculadas em placas de Petri,
vertido agar PCA e as placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas para posterior contagem
das colonias'®.

Para a avaliagdo microbiologica da agua, utilizou-se a determina¢do do Numero Mais
Provavel (NMP) de coliformes totais e Escherichia coli por meio do método de substrato
cromogénico'®. Dez tubos de vidro contendo meio de cultura com substrato enzimatico
cromogénico fluorescente foram inoculados com a amostra. Ap6s 24 horas de incubagdo a 36
°C, contando-se o numero de tubos que apresentaram coloracdo verde-azulada e com ajuda de
uma tabela especifica, foi determinado o NMP por 100 mL de amostra de coliformes totais.
Contando-se o nimero de tubos que apresentaram colora¢do azul fluorescente ao incidir luz
ultravioleta a 366 nm de comprimento de onda, foi determinado o NMP por 100 mL de amostra

de Escherichia coli.

Resultados e Discussao
Avaliacdo da adocao das boas praticas

Das 15 escolas avaliadas, duas (13,3%) apresentaram situagdo de risco sanitario alto,
enquanto as demais apresentaram situagio de risco sanitario regular (Tabela 1). Cardoso et al.'
também encontraram inadequagdes ao avaliar 235 escolas atendidas pelo PNAE na cidade de
Salvador, Brasil, onde 57,0% (n=134) das unidades apresentaram condi¢des insatisfatorias e
42,6% (n=100) mostraram-se regulares em relagdo aos itens avaliados por meio da RDC N°

216/04 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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Tabela 1. Percentual de adequagdo por bloco de avaliagdo e situacdo de risco sanitario das
escolas municipais. Pelotas, 2017.

Classificacao por bloco (%)

Escolas
Blocol Bloco2 Bloco3 Bloco4 Bloco5 Bloco6 Pontuagdo final

1 50,5 45,4 66,6 100 45,3 61,9 58,3 (regular)
2 55,4 42,8 75,0 100 384 56,7 57,9 (regular)
3 70,9 46,6 50,0 100 34,5 50,0 51,9 (regular)
4 74,7 46,6 75,0 100 41,3 50,0 60,6 (regular)
5 26,8 20,0 46,1 100 29,7 40,5 40,2 (alto)

6 68,3 46,6 84,6 100 49,1 54,7 65,2 (regular)
7 60,7 46,7 50,0 100 39,2 54,7 52,8 (regular)
8 41,3 46,6 75,0 100 54,2 59,2 62,1 (regular)
9 57,1 46,6 333 100 40,8 57,1 49,0 (alto)

10 74,0 333 58,3 100 40,8 59,5 55,2 (regular)
11 55,7 333 50,0 100 45,1 52,4 51,8 (regular)
12 67,1 46,6 83,3 100 42,9 53,6 62,8 (regular)
13 68,8 46,6 83,3 100 43,9 54,7 63,3 (regular)
14 46,8 333 58,3 100 45,4 57,1 53,6 (regular)
15 63,3 46,6 75,0 100 39,2 50,0 58,8 (regular)

Bloco 1: Edificios e Instalagdes da Area de Preparo de Alimentos; Bloco 2: Equipamentos para Temperatura
Controlada; Bloco 3: Manipulador; Bloco 4: Recebimento; Bloco 5: Processos e Produgdes; Bloco 6: Higienizagdo
Ambiental.

Em relacdo ao Bloco 4 (Recebimento), todas as escolas estavam em situacao de risco
sanitario muito baixo, no que se refere aos procedimentos relacionados ao transporte e
recebimento de matéria-prima, verificacdo das caracteristicas do alimento (aparéncia, cor, odor,
textura, consisténcia entre outros), embalagem e prazo de validade. Segundo Silva & Cardoso'’,
o recebimento dos alimentos constitui um ponto crucial de controle na cadeia produtiva e a
deficiéncia no seu monitoramento pode comprometer a qualidade das demais etapas do
processo e a inocuidade do produto final.

Em 86,7% (n=13) das escolas avaliadas, os manipuladores entrevistados afirmaram ja
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ter participado de algum treinamento em BP realizado pela Secretaria Municipal de Educacao,
no entanto, o Bloco 5 relativo aos Processos e Produgdes que se refere a aspectos como a higiene
adequada das maos e dos alimentos, armazenamento de matéria-prima e controle e registros,
caracterizou 93,3% (n=14) das escolas como situa¢do de risco sanitario alto. Cunha et al."’,
concluiram que, mesmo os manipuladores que receberam treinamento realizavam de forma
incorreta o procedimento de higiene de mados, ou seja, treinamentos enriquecem o0
conhecimento, porém nem sempre garantem efeitos nas atitudes e praticas.

Pode-se observar que na maioria das escolas o espago fisico ndo foi construido para
atender as necessidades de um servigo de alimentacao, sendo que muitos locais foram adaptados
sem a correcao necessaria nas inadequacdes das instalagdes fisicas e do ambiente. Assim, parte
do ndo cumprimento das BP pelos manipuladores de alimentos pode ser atribuido a falta de
estrutura adequada no local de trabalho, pois em nenhuma das escolas havia lavatorio equipado
e exclusivo para a higiene adequada das mios. Segundo Mezzari & Ribeiro'®, a detec¢do rapida
e a correcdo das falhas durante o processamento dos alimentos, assim como a adogdo de
medidas preventivas, sdo as principais estratégias para que se tenha a garantia de um alimento
seguro, onde o treinamento periddico dos manipuladores apresenta papel crucial, pois sdo os
responsaveis diretos pelo preparo da alimentagao escolar.

A avaliagcdo do Bloco 2, referente aos Equipamentos para Temperatura Controlada,
também demonstra situacao de risco sanitario alto ou muito alto em todos os locais. Isso se deve
principalmente porque o controle da temperatura durante o armazenamento ndo era realizado
em nenhuma das unidades escolares investigadas, pois ndo havia termometro nos locais e os
equipamentos ndo possuiam medidores de temperatura, conforme preconizado pela legislagao.
A falta de controle de tempo e de temperatura na conservagao da alimentagdo escolar tem sido
relatada em diferentes estudos, e esse controle ao longo da cadeia alimentar pode impedir o

. . g ~ . . L, . . 1.19.20
risco da multiplicagdo microbiana a niveis de risco ™ .
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Avaliacdo microbiologica

Na avaliacao do ar ambiental todos os resultados foram satisfatdrios para contagens de
bolores e leveduras e bactérias mesoéfilas aerdbias, de acordo com a recomendacdao da APHA,
que considera ambientes adequados ao processamento de alimentos aqueles que apresentam
contagem de ambos micro-organismos até 30 UFC/minuto'* (Tabela 2).

Tabela 2 Resultado das andlises microbiologicas de ar ambiental das escolas municipais.
Pelotas, 2017.

Bactérias aerobias mesofilas (UFC/min) ! Bolores e leveduras (UFC/min) !
Fcolas Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
1 0,40 1,13 2,26 0,07 0,13 0,33
2 1,67 1,06 0,73 <0,07 0,06 0,60
3 0,87 1,13 1,06 0,40 0,13 0,06
4 0,27 2,33 3,13 0,33 0,40 0,26
5 2,53 5,86 2,00 0,07 0,13 0,53
6 9,00 0,73 1,33 1,13 0,20 0,40
7 0,07 4,46 8,00 0,07 0,13 0,60
8 1,07 6,60 10,6 <0,07 0,53 <0,07
9 19,20 9,26 3,40 0,53 1,33 0,26
10 2,67 1,46 16,6 0,73 0,73 0,86
11 1,53 2,60 1,53 1,80 3,26 0,40
12 0,40 10,8 0,40 0,33 0,93 0,26
13 11,93 3,00 0,46 0,40 0,33 0,53
14 2,47 0,53 4,46 0,2 1,06 0,33
15 9,06 1,26 0,33 0,40 1,06 1,50

Legenda: 'UFC/min: Unidade Formadora de Col6nias por minuto.

Apesar dos resultados estarem adequados, nenhuma das escolas fazia uso de barreiras
fisicas, como telas nas janelas ou portas de protecdo e separagdo fisica das distintas areas de
manipulacdo de alimentos, o que poderia facilitar a contaminagao cruzada e a entrada de insetos

e vetores. Esse resultado difere de outros estudos nos quais foram encontrados niveis elevados
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de contaminacdo do ar ambiental, onde os autores apontam como possivel causa as
insuficiéncias observadas na estrutura fisica das escolas e salientam a importancia de
investimentos na area'>?'.

Do total de 45 amostras de superficies de manipulacdo de alimentos, 14 (31,1%)
apresentaram resultados insatisfatorios para a contagem de bactérias aerdbias mesofilas. Todas
as amostras apresentaram resultado satisfatorio para contagens de coliformes termotolerantes
(Tabela 3), uma vez que para ambos micro-organismos ¢ considerado resultado satisfatorio
quando ha contagens menores ou iguais a 50 UFC/cm? 7. Este resultado pode ser atribuido ao
fato de que na maioria das escolas as superficies das bancadas de manipulagdo de alimentos
eram constituidas de material inadequado, ou seja, ndo eram lisas, impermeaveis, lavaveis e
isentas de rugosidades, o que compromete a higieniza¢do das mesmas, tornando-as fontes de
contaminagao.

A legislagdo brasileira ndo estabelece padrdes microbiologicos para bactérias aerobias
mesofilas em superficie de manipulagio de alimentos. Para Silva Jinior’, que estabeleceu a
recomendacao utilizada, essas bactérias estdo presentes no ambiente, portanto sdo indicadores
das condig¢des higienicossanitarias do local de producdo. Assim, deve-se manter higienizadas
as superficies destinadas ao preparo dos alimentos, pois podem ser um reservatério de micro-

organismos ¢ potencial fonte de contaminagdo do alimento produzido, especialmente se o

mesmo for consumido cru ou se durante o aquecimento ndo atingir a temperatura adequada.
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Tabela 3 Resultado das andalises microbioldgicas de superficie de bancadas de manipulagdo de
alimentos de escolas. Pelotas, 2017.

Bactérias aerdbias mesoéfilas (UFC/cm?)!  Coliformes termotolerantes (UFC/cm?)!

Escolas

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
1 8,40 4,60 3,4 <0,02 <0,02 <0,02
2 3,2x 10 9,90 1,6 x 10 <0,02 <0,02 <0,02
3 4,8x 10 1,3 x 10? 0,4 <0,02 <0,02 <0,02
4 1,70 5,8x 10 1,7 x 107 <0,02 <0,02 <0,02
5 0,15 1,3 x 10? 9,0 <0,02 <0,02 <0,02
6 0,62 <0,02 1,1x10° <0,02 <0,02 <0,02
7 4,90 8 x 10 1,8x 10 0,73 <0,02 <0,02
8 0,16 <0,02 1,3x 10 <0,02 <0,02 <0,02
9 45x10 >13x107est. 52x10 <0,02 3,8x 10 <0,02
10 <0,02 1,20 7,10 <0,02 <0,02 <0,02
11 1,9x 10 1,3x 10° 2,2x 10 0,43 9,4 <0,02
12 1x10 8,4x 10 1,2x 10 6,60 <0,02 <0,02
13 8,70 1 x 10° 1,1 x 107 3,92 <0,02 <0,02
14 <0,02 1,4x 10 1,50 <0,02 <0,02 <0,02
15 4,5x 10 6,6 x 10 9,8 x 10 <0,02 <0,02 2,4x 10

Legenda: 'UFC/cm?: Unidade Formadora de Coldnias por centimetro quadrado de superficie. est: estimado.

Os padrdes microbiologicos da dgua para consumo humano sdo de auséncia de
coliformes totais e Escherichia coli (E. coli) em 100 mL **. Coliformes totais foram encontrados
em nove (20%) amostras de agua coletadas nas torneiras das cozinhas das escolas, e E. coli foi
detectada em uma (2,2%) amostra analisada (Tabela 4).

Em trés (20%) das 15 escolas a contaminagao persistiu, ou seja, em mais de uma visita
a agua coletada encontrou-se impropria para consumo. Uma vez que a agua ¢ empregada em
diversos procedimentos nos servigos de alimentacdo, a ndo conformidade nos padrdes
microbioldgicos aumenta a possibilidade de contamina¢do cruzada dos alimentos que serdo

consumidos crus, além de prejudicar a higienizacdo de maos e superficies de manipulagdo.



Tabela 4 Andlise microbioldgica da agua coletada em escolas municipais. Pelotas, 2017.
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Coliformes totais (NMP/ 100 ml)

E. coli (NMP/ 100 ml)

Escolas

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
1 presenca auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
2 auséncia presenca auséncia auséncia auséncia auséncia
3 presenca auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
4 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
5 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
6 auséncia presenca presenca auséncia auséncia auséncia
7 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
8 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
9 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
10 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
11 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
12 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia
13 presenca presenca auséncia presenca auséncia auséncia
14 auséncia presenca presenca auséncia auséncia auséncia
15 auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia auséncia

Legenda: '"NMP/100 ml: Numero mais provavel em 100 ml.

Embora a higienizagdo semestral das caixas da dgua tenha sido relatada em 80% (n=12)

das escolas, a técnica utilizada para a higiene pode ter sido incorreta. A presenga desses micro-

organismos indica uma possivel contaminacdo fecal nos reservatorios e a necessidade de

manutencdo para que a agua atinja os padrdes sanitarios ideais. Além disso, outras possiveis

causas devem ser consideradas: a contamina¢do da d4gua de abastecimento, em virtude de falhas

no tratamento e na distribui¢do, e até mesmo a contaminag¢ao no encanamento da propria escola.

Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo com 35 escolas da rede

publica da cidade do Recife (PE), onde foram identificadas 13 (37%) amostras de agua

improprias para o consumo de acordo com os padrdes microbioldgicos de potabilidade,

. .23 . . e~ .
contendo coliformes termotolerantes e E. coli . Rocha et al.** analisaram institui¢des de ensino
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do municipio de Teixeira de Freitas (BA), e das 36 escolas avaliadas 9 (25%) apresentaram-se

em desacordo.

Conclusiao

Os resultados obtidos pela aplicagdo da lista de verificagdo mostraram elevado risco
sanitario, principalmente em relagao aos equipamentos para temperatura controlada e processos
e producdo dos alimentos. As andlises microbiologicas realizadas nas superficies de bancada de
manipulagdo indicaram inadequagdes, assim como na agua utilizada para o preparo e higiene
de alimentos, instalagdes e manipuladores. E possivel concluir que de uma maneira geral, as
escolas visitadas ndo atingiram os padrdes higienicossanitarios adequados para a producdo de

uma alimentagdo segura.
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Condigoes higienicossanitarias no preparo da alimentagao escolar e verificagao
da presenca de genes enterotoxigénicos de Staphylococcus spp.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar as condigdes higienicossanitarias de maos
de manipuladores de alimentos e de preparagdes alimenticias de escolas municipais
e verificar a presenga de genes produtores de enterotoxinas classicas (A, B, C, D e E)
nos isolados de Staphylococcus spp. Foram realizadas trés visitas em cada escola, e
em cada uma delas foram coletadas as amostras de méaos de manipuladores (n=51)
para analise de coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp. e amostra de pelo
menos uma preparagao alimenticia (n=74), sendo realizadas analises de coliformes
termotolerantes, Bacillus cereus e Staphylococcus spp. e Salmonella spp. Entre as
amostras de maos de manipuladores, 11 (21,5%) apresentaram contagem acima do
recomendado para Estafilococos coagulase positiva e duas (3,92%) apresentaram
contagem elevada para coliformes termotolerantes. Entre as amostras de alimentos,
16,21% (n=12) apresentaram contagem acima do permitido pela legislagao brasileira
para Estafilococos coagulase positiva e quatro (5,4%) para coliformes
termotolerantes. Salmonella spp. e Bacillus cereus nado foram encontrados em
nenhuma das amostras. Entre os isolados de Staphylococcus spp. (23 ECP e 34 ECN)
submetidos a técnica de reacdo em cadeia da polimerase multiplex, enterotoxina
estafilococica B foi encontrada em 3 (5,26%) isolados de Estafilococos coagulase
positiva e negativa, provenientes da mesma escola, sendo duas amostras de

manipuladores e uma de arroz com carne moida. As condigdes higienicossanitarias
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das escolas mostraram-se inadequadas para as analises microbiologicas. Além disso,
foi verificada a presenga de genes produtores de enterotoxina estafilococica classicas
em trés isolados de Staphylococcus spp.

Palavras Chave: alimentagdo escolar, seguranga de alimentos, manipuladores de

alimentos, multiplex PCR, enterotoxina estafilococica.

Introducéo

O direito a alimentagdo adequada, do ponto de vista nutricional e
higienicossanitario, em que os padrdes de qualidade e de seguranga dos alimentos
devem ser cumpridos, esta previsto pelo Programa Nacional de Alimentagédo Escolar
(PNAE), que no ano de 2016 atendeu 40,3 milhdes de escolares em todo territorio
brasileiro (FNDE, 2016). A alimentagao escolar é destinada a uma populagédo com um
risco aumentado para doencgas transmitidas por alimentos (DTA). E apesar da
existéncia de regulamentagdes especificas, as medidas de seguranca tomadas
durante a preparagao dos alimentos ndo estdo completamente adequadas, uma vez
que a maioria das escolas ndo atende aos requisitos sanitarios necessarios nos
processos de preparagao alimentar (SANTANA et al., 2009; CASTRO et al., 2016).

A manipulacdo incorreta dos alimentos, comumente associada a higiene
deficiente dos manipuladores, incluindo a higiene das mé&os, € um dos fatores
frequentemente envolvidos como causa da contaminagéo alimentar (GREIG et al.,
2007; AGUIAR & KRAEMER, 2010; KAMAL et al., 2013). Isso ocorre devido a
frequente presencga de micro-organismos patogénicos nas maos de manipuladores de
alimentos (SHOJAEI, 2006; LUES & Van TONDER, 2007).

Staphylococcus spp. € um micro-organismo comumente encontrado na
microbiota da pele humana e vias nasais, sendo transportado por uma porgao
significativa da populagdo. Através da producdo de enterotoxinas, Estafilococos
coagulase negativa (ECN) e coagulase positiva (ECP) isolados de manipuladores
podem causar intoxicagao alimentar quando presentes nos alimentos (HANSON et al.,
2011; SILVA et al., 2015). Dentre as enterotoxinas produzidas, as enterotoxinas
estafilocécicas (EEs) classicas (A, B, C, D e E) s&o responsaveis por 95% dos surtos
(PELES, et al., 2007; CHIANG et al., 2008; CASTRO et al., 2016). Assim, o papel do
manipulador na preparagado dos alimentos € crucial para garantir a produgcéo de
alimentos seguros. Seu conhecimento, atitudes e praticas desempenham um papel
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importante na ocorréncia de casos de DTA (PATIL et al., 2005).

O objetivo deste estudo foi avaliar as condi¢des higienicossanitarias de maos
de manipuladores de alimentos e de preparacdes alimenticias de escolas municipais
de Pelotas - RS. Além disso, verificar a presenca de genes produtores de EEs
classicas (A, B, C, D e E) nos isolados de Staphylococcus spp.

Materiais e Métodos
Amostragem

Este estudo foi realizado em Unidades de Alimentacédo e Nutrigdo (UANs) de
escolas municipais de educacgao infantil e fundamental atendidas pelo PNAE no
municipio de Pelotas - RS. Segundo os dados obtidos na Secretaria Municipal de
Educacéo (SMED), durante o periodo da coleta, 31 escolas municipais estavam em
funcionamento, sendo avaliadas 50% do total (n=15) escolhidas por meio de sorteio.

Foram realizadas trés visitas, entre setembro de 2015 e agosto de 2016, nos
turnos da manha e tarde, nos horarios de preparagao e/ou distribuicao das refeigdes.
Os manipuladores de alimentos que aceitaram fazer parte da pesquisa assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos com o protocolo 958.126 de
28/01/2015.

Em cada visita, foram coletadas amostras das méos dos manipuladores (n=51),
por meio da técnica de esfregago de suabe umedecido com agua peptonada, passado
de forma angular com movimentos giratorios nas duas maos imediatamente apos a
higienizacdo e posteriormente foram realizadas analises de coliformes
termotolerantes e Staphylococcus spp.

Foram coletados em torno de 100g de pelo menos uma preparagao alimenticia
(n=74), e estas foram acondicionadas em embalagem estéril, identificadas e
transportadas sob refrigeragdo imediatamente apds a coleta até o Laboratorio de
Microbiologia da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de Pelotas. Foram
realizadas analises de coliformes termotolerantes, Bacillus cereus e Staphylococcus
spp. e Salmonella spp., de acordo com a metodologia recomendada no Bacteriological
Analytical Manual (FDA, 2001).

Para a analise dos resultados, os alimentos servidos nas escolas foram
agrupados de acordo com a classificagdo hierarquica de risco de veiculagdo de
agentes causadores de surtos de DTA, segundo Greig e Ravel (2009).
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Analises Microbiolégicas

A contagem de coliformes termotolerantes nas amostras das mé&os foi realizada
pelo método de plaqueamento por profundidade com Agar Bile Vermelho Violeta
Lactose (VRB) em dupla camada e as placas incubadas a 35°C/48h. Coldnias tipicas
foram selecionadas para o repique em Caldo Escherichia coli (EC) e incubadas a
45°C/48h, para confirmacao de coliformes termotolerantes.

Para o isolamento de Staphylococcus spp. de maos e de alimentos foi utilizada
a técnica de espalhamento em superficie em Agar Baird Parker (ABP) com emulsao
gema de ovo e telurito de potassio e as placas incubadas a 37°C/48 h. Foram
selecionadas duas coldnias presuntivas tipicas e duas atipicas e submetidas a
coloracdo de Gram e ao teste da coagulase, sendo considerados positivos quando
houve formacgao de coagulo e negativos quando n&do houve. Todos isolados ECP e
ECN foram armazenados e submetidos a analise molecular para verificagdo da
presencga de genes das EE.

Para a quantificagao de coliformes termotolerantes nos alimentos foi utilizada a
técnica do Numero Mais Provavel (NMP) com o teste presuntivo no Caldo Lauril
Sulfato de Sédio (LST) contendo tubos de fermentagao e incubagéao a 35°C/48h. De
cada tubo positivo (turvagao e formagao de gas) foi transferida uma algada para tubos
contendo caldo Escherichia coli (EC) e tubos de Duhram invertidos a 45°C/48 horas.
Resultados de tubos positivos do caldo EC foram utilizados para estimar as contagens
de coliformes termotolerantes com o auxilio da tabela do NMP.

Para a contagem de Bacillus cereus em alimentos foi utilizada a técnica de
espalhamento em superficie em Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP) com
placas incubadas a 32°C/24 h. Colbnias tipicas foram confirmadas pelo teste rapido
de Holbrook & Anderson.

Para pesquisa de Samonella spp., inicialmente foi realizado um pré-
enriquecimento em Agua Peptonada Tamponada incubando-se a 37°C/24h. Apos, foi
realizado o enriquecimento seletivo nos caldos Tetrationato e Rappaport-Vassiliadis,
ambos seguidos de incubacao a 42°C/24h. A partir destes caldos foi realizado o
plaqgueamento nos meios de enriquecimento seletivo Agar Hektoen (HE) e Agar
Xilose-lisina-desoxicolato (XLD), seguidos de incubagao a 37°C/24h. Colbnias
consideradas caracteristicas para HE e XLD foram submetidas a testes bioquimicos
com Agar Triplice Agucar Ferro (TSI), Agar Lisina Ferro (LIA) e teste de urease e
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testes sorologicos com soro polivalente anti-Salmonella.

Verificagdo da presenga de genes codificadores de enterotoxinas estafilocécicas

O DNA cromossomal foi extraido de 57 isolados de Staphylococcus spp. (23
ECP e 34 ECN) utilizando kit comercial (PureLink Genomic DNA - K1820-01,
Invitrogen®). Para verificar a concentragéo e presenga do DNA bacteriano extraido,
foram realizadas leituras de todas as amostras por meio de espectrofotbmetro e
posteriormente a amplificacdo do gene rRNA 16S utilizando primers universais 27F
(5-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5'- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3’) (LANE, 1991). Foram preparadas reag¢des contendo 17 pL de mistura especial para
PCR (GoTaqg- Promega, Madison, WI USA), 1 ul de cada primer, 1 uL da amostra de
DNA e 1 yL de agua ultrapura (Milli-Q), totalizando 20 yL de volume final. A PCR foi
realizada em termociclador utilizando o seguinte protocolo térmico: desnaturagao
inicial de 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos (95°C — 0,5’; 50°C — 1" e 72°C - 1") e
extensdo final a 72°C por 7min. Os produtos amplificados pela PCR foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com Syber Safe
(Invitrogen®).

O DNA extraido dos Staphylococcus spp. foram submetidos a técnica de
reagdo em cadeia da polimerase multiplex (mPCR) a fim de verificar a presenca dos
genes codificadores de EEs A, B, C, D e E. Os primers para identificagcdo dos genes
das EEs foram os definidos por Mehrotra, Wang, & Johnson (2000). Foram preparadas
reagdes contendo 50 uyl de PCR SuperMix (Invitrogen®), 3 uyl da combinagao de
primers de acordo com Mehrotra, Wang, & Johnson (2000) e 2ul da amostra de DNA,
totalizando 55 pl de volume final. A PCR foi realizada em termociclador utilizando o
seguinte protocolo térmico: desnaturagéo inicial de 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos
(94°C - 2'; 54°C - 2" e 72°C — 1’) e extensao final a 72°C por 7min.

Os produtos da PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 2%
(Invitrogen) corado com Syber Safe (Invitrogen), em tampao TBE 0,5X, sob luz
ultravioleta e fotografados (Kodak Digital ScienceTM DC120). O controle negativo das
reagdes consistiu da mesma composigéo da reagao de PCR, porém com agua Milli-Q
estéril no lugar do DNA. Foram utilizados DNAs de Staphylococcus aureus ATCCs
13565 (SEA), 14458 (SEB), 19095 (SEC), 23235 (SED) e 21664 (SEE) como controles
positivos.



66

Resultados e Discusséo

Entre as 51 amostras de maos de manipuladores de alimentos, 11 (21,5%)
apresentaram contagem de ECP acima do recomendado e duas (3,92%)
apresentaram presencga de coliformes termotolerantes. No Brasil ndo existe uma
legislagdo com recomendagdes para limites microbiolégicos para maos, por isso
utilizou-se o recomendado por Silva (2010), que considera satisfatorio para ECP até

102 UFC/mao e auséncia de coliformes termotolerantes (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados das anadlises microbiolégicas, que apresentaram contagem acima do
recomendado, realizadas nas maos dos manipuladores de alimentos de escolas municipais. Pelotas,
2017.

Manipulador Estafilococos coagulase positiva (UFC/mao)’
1 1,7 x 10°
7,4 x 10°
1,4 x 10°
8x10°
9,9 x 10
6,2 x 10
7,5x10
1,3 x 10
1x10°
7x10°
1,6 x 10
Coliformes termotolerantes (UFC/mao)’
12 1,3 x 10°
13 1,5 x 10

Legenda: 'UFC/m3o: Unidade Formadora de Col6nias por m3o.
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Resultado semelhante foi encontrado em um estudo realizado em 28 creches
municipais da cidade de Juazeiro do Norte - CE, onde S. aureus esteve presente em
14,29% das amostras de maos de manipuladores de alimentos (OLIVEIRA &
GONGCALVES, 2015). Cunha et al. (2012) ao realizarem uma revisédo sistematica da
literatura, em relagdo a analise microbiologica de maos de manipuladores,
observaram a presenga principalmente de S. aureus. Campos et al. (2009),
observaram praticas inapropriadas de lavagem das maos em manipuladores de 27
escolas municipais de Natal - RN, detectando coliformes termotolerantes em 55,6%
das amostras, onde a incorreta higiene das maos refletiu significativamente na

contaminagao encontrada.
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Durante as visitas as escolas da cidade de Pelotas - RS, foi possivel observar
a auséncia de local exclusivo e adequado para a correta higienizagdo das méos, falha
esta que poderia facilitar a contaminagao por micro-organismos. Estudos apontam
higiene inadequada de maos e contato com as m&os desprotegidas em alimentos
prontos para 0 consumo como principais causas de surtos alimentares (CDC, 2007;
CUNHA et al., 2012; TAN et al., 2013). Tan et al. (2013) averiguaram que mesmo 0s
manipuladores que passavam por programas de treinamento realizavam de forma
incorreta o procedimento de higiene de maos, ainda relataram que 89,4% dos
manipuladores de alimentos afirmaram sempre praticar procedimentos adequados de
lavagem das maos, porém, observaram que 100% dos manipuladores de alimentos
nao higienizavam as méos utilizando técnicas adequadas.

Foram coletadas 74 amostras de alimentos produzidos e servidos nas escolas
de Pelotas - RS. O numero de amostras coletadas por escola variou de acordo com
as preparagoes servidas. Segundo a classificagdo proposta por Greig e Ravel (2009),
o0 maior numero de amostras coletadas nas escolas de Pelotas foi classificada no
grupo de bolos, bolachas, biscoitos e paes, seguido do grupo de frutas e verduras
(Tabela 2).

Tabela 2. Alimentos coletados nas escolas municipais, distribuidos de acordo com a classificacédo

proposta por Greig e Ravel (2009). Pelotas, 2017.

Categorias Subcategorias
(N° de preparagées coletadas) (N° de preparagdes coletadas)
Carne Bovina (2) Carne moida (1) Carne com molho (1)
Produtos Lacteos (15) Leite (2) Leite com achocolatado (8) Café com leite (5)

Multi-ingredientes Produtos lacteos (4) Arroz com leite (2) Leite com cereal (1) Sagu com leite

(1)

Frutas e Verduras (10) Salada de alface e bergamota (1) Couve-flor (1)
Beterraba (1) Banana (2) Bergamota (3) Goiaba (1)
Cenoura (1)

Cereais e Leguminosas (9) Arroz (1) Feijao (6) Cereal doce (2)

Multi-ingredientes cereais e carnes (6) Massa com carne (3) Arroz com carne moida (1)
Pao com frango (1) Risoto de frango (1)

Bebidas (6) Suco de fruta em po6 (5) Café (1)

Bolos, bolachas, biscoitos e paes (20) Bolo (2) Bolacha doce (7) Bolacha salgada (6)
Cuca (3) Pao (2)

Doces sem leite (2) Sagu (2)
Total 74
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Todos os alimentos analisados apresentaram auséncia de Salmonella spp. em
25 gramas de alimento e contagem de Bacillus cereus dentro do permitido pela
legislacdo brasileira (10° UFC/g) (BRASIL, 2001). A Tabela 3 expde os alimentos que
apresentaram contagem acima do permitido para ECP, onde 16,21% (n=12) do total
de amostras estavam inadequadas, sendo que trés escolas apresentaram
contaminagdo em mais de um alimento (BRASIL, 2001). A legislagao brasileira nao
prevé padrées microbioldgicos para contagem de ECP em frutas frescas, como a
bergamota, e suco em po, entretanto esses alimentos apresentaram contagens entre

1,3 x 10% e 6,9 x 10* UFC/g, o que pode ser considerado elevado.

Tabela 3. Contagem de Estafilococos coagulase positiva (ECP) acima do permitido em amostras de
alimentos coletadas em escolas municipais. Pelotas, 2017.

Alimentos Contagem obtida (UFC/g ou ml) Parametros Iegislagéo2
Carne com molho 6,7 x10° até 10°
Café com leite 1,7 x 10° até 10°
Café com leite 6,9 x 10° até 10°
Bergamota 2,9 x 10° *
Bergamota 1,3 x 10° *
Risoto de frango 2,5x 10° até 10°
Arroz com carne moida 9,2x10* até 10°
Suco em po 6,9 x 10* *
Suco em pé 6,6 x 10° *
Bolacha doce 2,9 x 10° 5 x 10°
Bolacha doce 6,7 x 10* 5 x 10°
Bolacha salgada 8,9 x 10* 5 x 10°

Legenda: "UFC/g ou ml: Unidade Formadora de Coldnias por grama; “RDC 12/2001. * alimentos que n3o apresentam padrio
microbiolégico para ECP

Alguns estudos relataram inadequada conservagdo das preparagbes no
periodo pds-cocgao, devido a auséncia de equipamentos para conservacao a quente,
condicao que favorece a multiplicagdo de micro-organismos (ROSA et al., 2008;
SANTANA et al., 2009). Durante as visitas as escolas, foi possivel observar que nao
haviam equipamentos para conservacdo adequada dos alimentos quentes prontos
para o consumo. Demonstrando falhas durante a conservagao das refei¢cdes, o que

pode sugerir uma contaminag&o pos-processamento térmico nas amostras de café
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com leite, risoto de frango, arroz com carne e carne com molho.

Observou-se também a contaminacao de sucos em p6 por ECP, o que pode
indicar a contaminagao durante o preparo ou o uso de agua em desacordo com 0s
padrées microbiologicos. Nas amostras de bolachas e bergamota com presenca de
ECP possivelmente tenha ocorrido contaminagao cruzada, por meio de manipulagao
inadequada. Estes alimentos eram servidos em um recipiente onde todos os escolares
serviam-se diretamente, sem a utilizagdo de utensilios como colheres ou pegadores.
Bolachas apresentam baixa atividade de agua, o que nao favorece a multiplicagao
bacteriana, sendo considerada um alimento de baixo risco. Ja as bergamotas, eram
servidas descascadas e o contato direto das maos de manipuladores e escolares ou
recipientes contaminados podem ser uma fonte de contaminagcdo de bactérias
(GREIG et al., 2007).

Dentre as 74 amostras analisadas, quatro (5,4%) apresentaram quantificagao
de coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislagdo, sendo trés
preparacdes com leite e uma com fruta e verdura (Tabela 4) (BRASIL, 2001). Salienta-
se que esses micro-organismos sdo um importante indicador das condigbes de
higiene dos processos de produgdo, comumente associado com bactérias
patogénicas, o que indica a ocorréncia de contaminagao fecal dessas preparagoes,
sendo considerado um risco a saude dos consumidores (FRANCO & LANDGRAF,
2008; SILVA et al, 2010).

Tabela 4. Alimentos coletados em escolas municipais com contagem de coliformes termotolerantes
acima do permitido pela legislagédo. Pelotas, 2017.

Alimentos Contagem obtida (NMP/g)'  Parametros Iegislagéo2
Leite com chocolate >1,0 x 10° até 10
Café com leite 4,6 x 10° até 10
Café com leite 9,3x10 até 10
Salada de alface com bergamota 4,6 x 10° até 102

Legenda: '"NMP/mao: Numero mais provavel por mao; °RDC 12/2001.

Na amostra de café com leite, em que foi isolado ECP, também foi constatada
a presenca de coliformes termotolerantes. Essa foi a unica preparacéo no qual foram
isolados dois tipos de bactérias potencialmente patogénicas em um mesmo alimento.
Cardoso et. al. (2010), demonstraram em um estudo realizado em 83 escolas
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atendidas pelo PNAE em Salvador - BA, que 20,4% e 26,5% das preparagdes
alimenticias analisadas, apresentavam contagem em desacordo com os padrdes
brasileiros exigidos para coliformes termotolerantes e ECP, respectivamente. Em um
estudo realizado por Oliveira et al. (2013), onde foram analisados 196 alimentos de
120 escolas na cidade de Porto Alegre -RS, apenas dois tinham a presenca de ECP
e cinco alimentos com presenca de Escherichia coli.

Greig & Ravel (2009) encontraram como categoria de alimentos mais
frequentemente relatadas em casos de surtos de DTA, em locais como Estados
Unidos, Australia, Nova Zelandia, Canada e Unido Europeia, alimentos com multiplos
ingredientes, ovos, produtos agricolas e carnes. Cunha et al. (2012) associaram
alimentos mistos (ou preparagbes), ovos e produtos a base de ovos, doces e
sobremesas e carnes a surtos no Brasil. No presente estudo o grupo dos produtos
lacteos foi o que esteve mais envolvido com ocorréncias de contaminagao
microbioldgica nas escolas analisadas.

O leite € um alimento acessivel e importante fonte de nutrientes. Mas assim
como os produtos lacteos, devido a sua composicdo e propriedades unicas,
apresentam um o6timo meio para a multiplicagdo de microrganismos patogénicos e
deteriorantes (SOUZA, 2010). Segundo Angulo et al. (2009), sua contaminagéo pode
ocorrer devido as condigdes higiénicossanitarias inadequadas no ambiente de
producéo leiteira, que utiliza o processo de pasteurizagao para melhorar a seguranga
e prolongar a vida util do produto. Mas também por meio da contaminagao cruzada do
leite apds a pasteurizagdo, onde sua manipulagdo e estocagem séo realizadas de
maneira inadequada (JELICIC et al., 2009).

Apesar da legislagdo brasileira determinar padrbes microbiologicos apenas
para ECP em alimentos, por ser comumente relacionado a produgao de toxinas e
considerado de risco para a saude humana, alguns estudos relatam o potencial
toxigénico de ECN, sugerindo que este micro-organismo também pode ser um risco a
saude de humanos (BRASIL, 2001; RALL et al, 2010; CHAJECKA-
WIERZCHOWSKA, 2015; PODKOWIK et al., 2016).

Desse modo, foi realizada a verificagado da presenga dos genes codificadores
de EEs classicas (EEA, EEB, EEC, EED e EEE) em 57 isolados de Staphylococcus
spp., dos quais 31 isolados provenientes de manipuladores (11 ECP e 20 ECN) e 26
de alimentos (12 ECP e 14 ECN). Dentre os 57 isolados, apenas trés (5,26%) foram
positivos para EEB (Figura 1) sendo todos provenientes da mesma escola. Apesar da
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legislacdo brasileira determinar padrées microbiolégicos apenas para ECP em
alimentos, no presente estudo EE foi encontrada em isolados ECN e ECP: dois
isolados de manipuladores (um ECN e um ECP) e em um isolado de arroz com carne
moida (ECP). Os demais isolados (94,7%) nao apresentaram o gene codificador das
demais enterotoxinas testadas.
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Figura 1. Produtos da PCRm visualizados em gel de agarose 2%. Pista 1: marcador de peso molecular
100 pb Ladder. Pistas 2: isolados com amplificacdo SEB; Pistas 3: isolados negativos para EE; Pistas
4 a 8: controles positivos SEA (102 pb), SEB (164 pb), SEC (451 pb), SED (278 pb) e SEE (209 pb)

respectivamente; Pista 9: controle negativo.

Os principais sintomas causados pelas EE incluem vémitos e contragdes
gastrointestinais, que podem ser acompanhados de diarreia, fraqueza e tonturas (LE
LOIR et al.,, 2003). Michelin et al. (2006), relatam a ocorréncia de um surto de
intoxicacdo estafilococica veiculado através da merenda escolar do municipio de
Birigli - SP envolvendo 1800 pessoas, sendo que dessas, cerca de 1200 eram
criangas em idade escolar. ECP produtor de EEA foi isolado da farofa (contendo
farinha de milho, farinha de mandioca, ervilha, milho em conserva, linguica tipo
toscana e mortadela) em contagem superior a 8,5 x 10" UFC/g.

Carnes e preparagdes a base de carne foram um dos tipos de alimentos
frequentemente envolvidos em surtos por EE (HENNEKINNE et al., 2012; van LOO et
al., 2007). Zocche et al. (2009), ao analisar 50 isolados de S. aureus oriundos de

alimentos de origem animal, encontraram seis (12%) isolados com um ou mais genes



72

de EE, sendo que trés (6%) isolados continham SEB. Esse autor concluiu que a
prevaléncia de S. aureus portadores dos genes SEA, SEB, SEC e SED é baixa em
alimentos de origem animal, na regiao sul do Rio Grande do Sul e que a origem mais
provavel dos isolados de S. aureus nas amostras avaliadas sdo os manipuladores de
alimentos devido ao fato de SEB estar associada com contaminagdo de origem
humana (FUEYO et al., 2005).

Em alimentos, a presenca de Estafilococos oriundo da pele humana esta
associada principalmente a manipulagdo inadequada de alimentos cozidos ou
processados. Os manipuladores de alimentos podem contaminar matérias-primas,
equipamentos e produtos prontos por meio do contato manual ou de secrecdes
respiratorias (KADARIYA et al., 2014). Dablool & Al-Ghamdi (2011) ao analisarem 129
isolados de S. aureus oriundos das unhas, nariz e garganta de manipuladores de
alimentos de diferentes nacionalidades em Makkah, encontraram producéo de EEA
em 16 isolados, uma produziu EEB, 20 produziram EEC e apenas uma enterotoxina
EED. Hamza & Saeed (2016) avaliaram a presencga de S. aureus enterotoxigénico em
48 isolados provenientes do nariz e maos de manipuladores de alimentos. Dos quais
9 (18,7%) foram associados ao gene da EEA e 7 (14,5%) foram associados ao gene
EEB.

Concluséo

De maneira geral as condi¢gbes higienicossanitarias das UANs escolares
mostraram-se inadequadas, pois apesar de nao ter sido encontrado Salmonella spp.
e Bacillus cereus em nenhuma amostra de alimento, m&os de manipuladores e
preparagdes alimenticias apresentaram contagens acima do permitido para ECP e
coliformes termotolerantes. Além disso, foi verificada a presenga de genes produtores
de EE classicas em trés isolados de Staphylococcus spp. e apesar da legislagcao n&o
prever a analise de ECN, no presente estudo foram observadas EE em Estafilococos

coagulase positiva e negativa.
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6 Consideracgoes finais

Os resultados obtidos demonstraram alto percentual de nao conformidades,
sendo que duas das 15 escolas apresentaram "situagao de risco sanitario alto" e todas
as outras foram classificadas como “situagéo de risco sanitario regular”. Acredita-se
que, isso ocorreu em parte, devido ao fato de a maioria das escolas apresentarem um
espaco fisico que nao foi construido para atender as necessidades de um servico de

alimentagao.

Foram encontradas contagens acima do padrdo recomendado para bactérias
aerObias mesofilas em superficies de manipulagao de alimentos. Ja as contagens de
coliformes termotolerantes estavam dentro do padrdo recomendado para todas as

amostras.

A qualidade do ar ambiental na area de preparacao de alimentos foi satisfatoria
em todas as escolas avaliadas, para contagens de bolores e leveduras e bactérias
mesofilas aerdbias. Nao esperava-se encontrar este resultado, ja que nenhuma das
escolas fazia uso de barreiras fisicas, como telas nas janelas ou portas de protecéo,
o0 que poderia facilitar a contaminag&o por micro-organismos e refletir em numeros

maiores nas contagens.

Embora a higienizagdo semestral das caixas da agua tenha sido relatada na
maioria das escolas, coliformes totais foram encontrados em amostras de agua, assim
como E. coli., o que demonstra a necessidade de melhoria na manuteng¢ao dos locais
de armazenamento para que a agua atinja os padrbes sanitarios exigidos pela
legislagdo brasileira.

As amostras das méaos de manipuladores de alimentos apresentaram
contagens acima do recomendado para ECP e para coliformes termotolerantes. Além
disso observou-se que nenhuma escola possuia lavatorios adequados e exclusivos
para a higienizagao corretas das méos.

Todas as amostras de preparacdes alimenticias analisadas apresentaram
auséncia de Salmonella spp. e contagem de Bacillus cereus dentro do permitido pela
legislacdo. Porém, foram encontradas contagens acima do permitido para ECP e
coliformes termotolerantes. Possivelmente seja um reflexo das varias inconformidades

observadas ao longo da cadeia de producédo e que refletiram no produto final.



78

Apesar da legislagdo brasileira determinar padrbes microbiologicos apenas
para ECP em alimentos, por ser comumente relacionado a produgao de toxinas, no
presente estudo EEB foi encontrada em isolados provenientes de ECN e ECP, em
uma amostra de arroz com carne moida e duas amostras de manipuladores.

De modo geral, pode-se concluir que as escolas municipais da cidade de
Pelotas que fizeram parte da pesquisa ndao apresentaram padrdes higienicossanitarios
adequados, pois foram encontradas inadequacgdes tanto na avaliagao pela lista de
verificagdo como nos resultados das analises microbiolégicas.
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS - FACULDADE DE NUTRIGAO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada: BOAS
PRATICAS EM SERVICOS DE  ALIMENTACAO E CONDICOES
HIGIENICOSSANITARIAS DAS MAOS DOS MANIPULADORES, que tem o objetivo
de avaliar a adog¢ao de boas praticas em servigos de alimentacao de escolas publicas
e as condic¢des higienicossanitarias das maos dos manipuladores.
PROCEDIMENTOS: Fui informado (a) de que serao coletadas amostras das minhas
maos apods essas serem higienizadas, por meio de cotonete contendo solugéo salina.
RISCOS E POSSIVEIS REAGOES: Fui informado (a) de que n&o existem riscos
fisicos no estudo pois a coleta é realizada com substancia adequada (solugao salina),
e caso eu sinta qualquer desconforto poderei desistir da participacdo na pesquisa em
qualguer momento.

BENEFICIOS: O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os
resultados serdo incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a
situagbes de ensino-aprendizagem, além dos resultados servirem de base para
melhorias nas condigbes higienicossanitarias dos servigos de alimentacdo das
escolas.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA: A minha adesdo & pesquisa ocorrera de forma
voluntaria e nenhum tipo de penalidade sera aplicada caso ndo seja do meu interesse
participar.

CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que a minha identidade permanecera
confidencial durante o estudo e que os dados coletados sé serao utilizados para fins
de pesquisa e divulgados em material académico.

CONSENTIMENTO: Ciente das informacdes citadas anteriormente, eu concordo em
participar do estudo. Duas vias serdo assinadas, ficando uma com o pesquisador e
outra comigo.

ASSINATURA:

DATA: /120

ASSINATURA DO PESQUISADOR:

Prof®. Dr2. Kelly Lameiro Rodrigues - Universidade Federal de Pelotas/ Faculdade de
Nutricao - Telefone para informagdes: (53) 3921-1397
Comité de Etica em Pesquisa FAMED: (53)3221-3554 (53)3284-4960
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Anexo A - Lista de Verificagao em Boas Praticas para Unidade de Alimentacao
e Nutricao Escolares

Anexo Il - LISTA DE VERIFICACAO EM BOAS PRATICAS PARA UNIDADES DE
ALIMENTAGCAO E NUTRICAO ESCOLARES

Considera-se:

NA para condigdes/situagdes em que nao se aplica a observagao;

8 para condigoes/situagdes que permitem a multiplicagio de microrganismos;

4 para condigoes/situagdes que permitem a sobrevivéncia de microrganismos;

2 para condigdes/situagdes de contaminagao cruzada com contato direto com o alimento;
1 para condigoes/situagdes de contaminagao cruzada sem contato direto com o alimento;
0 para condigdes/situagdes de ndo conformidade.

‘-_ os arredores oferecem condigbes gerais de higiene e sanidade, evitando
| riscos de contaminagao? E essa area é ausente de lixo, objetos em desuso, 2 0 2
| animais, insetos e roedores?

- apresenta-se em bom estado de conservagao' e permite o nao actmulo de
sujidades e agua? 1 0
| * Integro, sem presenga de: sujidades. rachaduras, bolor e descolamento.

- os ralos sdo de facil limpeza, dotados de mecanismos de fechamento,

possuindo grelhas com protegao telada ou outro dispositivo que impega a 1 0 1
entrada de roedores e de baratas? (Nota: As canaletas devem obedecer 0s

mesmos critérios)

- é impermeavel, lavavel e de facil higienizagio (lavagem e desinfeccio)? 1 0 1

- as paredes e divisorias sao de cores claras, constituidas de material e
acabamento lisos, impermeaveis, lavaveis e em bom estado de conservacao
22

2 Sem presenca de: bolor, umidade, descascamento, descolamento e
rachaduras.

- apresentam acabamento iso, impermeavel, lavavel, de cor clara e em bom

estado de conservagao >? 1 0 3
3 sem presenga de: sujidades, umidade, bolor, descascamento e

descolamento.

- as portas sao de cores claras, constituidas de superficies lisas, nao

absorventes de facil limpeza, e dotadas de fechamento automatico, molas ou 1 0 1
sistema similar?

- possuem protecdo nas aberluras inferiores para impedir a enlrada de 2 0 2
insetos e roedores?

- as janelas_apresentam superficies lisas, lavaveis e em bom estado de

conservagio’? 1 0 1

7 sem presenca de: sujdades. umidade, bolor, descascamento e descolamento,

- as portas apresentam-se em bom estado de conservagao” e perfeitamente
ajustadas aos batentes?
¢ sem presenca de: sujidades, umidade, bolor. descascamento e descol to.




’- quando usadas para venlilagdo, sdo doladas de lelas milimétricas’

‘ faciimente r;:movivcis para limpeza e mantidas em bom estado de
‘ ‘ conservagao ? 2 0
" Telas com ospagos de 1 miimelrc ou menos entre os  fios.

L] ;
| * Sem a presonca de: furos, acdmulo de suiidades e gordura, descolamento da borda

- quando posicionadas sobre adreas de manipulagio de alimentos, as
| lampadas sao dotadas de sistema de seguranga contra quedas acidentais?

’ | - @ iluminagao € uniforme sem cantos escuros?

’ |- € garantida a inexisténcia de ventiladores e/ou aparelhos de ar
condicionado nas areas de manipulacio?

\ A agua ¢ ligada a rede publica ou a rede alternativa com sua potabilidade 8 0 8
, atestada por laudos?

|
]

l Ha presenca de reservatério de dgua? 8 0 8

|
[ O reservatorio de agua é edificado efou revestido de material que ndo
comprometa a qualidade da agua, conforme legislagdo especifica , e é livre 8 0 8
‘ de rachaduras, vazamentos, infiltragdes, descascamentos, em adequado
estado de higiene e conservacao e devidamente tampado?

O reservatério de agua é higienizado semestralmente, por empresa
especializada e pessoal capacitado e existe de registro que comprovam a 8 0

higienizagao?

E de uso exclusivo de funciondrios e apresentam-se em bom estado de

conservagao®? 1 0 1

Sem a presenca de. vazamentos, sujidades, acGmulo de Agua no chlo, rachaduras em
paredes e vasos, bolor ¢ umidade em portas, paredes e forro,
- sd0 conectados a rede de esgoto ou a fossa asséptica esvaziada 2 0 2
periodicamente?
- 0s banheiros sdo constituidos de vasos sanitarios com tampa e descarga 2 0 2
eficiente?

2 4 0 4

- s80 providos de agua corrente?
sao dotados de pia para lavagem de maos, sabdo e papel descartavel para
secagem e com lixeira para descarte de papel, em bom estado de 4 0 7
conservagao'™?

)

'os«na.. ¢a de: rachad e

- possuem sab&o adequado: liquido e inodoro, anti-séptico, papel toalha nao
reciclado ou outro sistema adequado para secagem de maos, lixeiras com 4 0 4
tampa, ambas com acionamento NAO manual, e torneira com desligamento

automatico ou acionamento NAO manual?
- séo dotados de dgua corrente?
- nas pias destinadas para manipulagdo elou preparo de alimentos, é 4

0 4
irantida a auséncia de sabdo e/ou anti-séﬁoo ﬁ ﬁiene das maos?

47
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- sdo dotadas de portas com fechamento automatico (mola ou similar) e 1

[protegéo contra roedores na abertura inferior? el i
[ QOI6S Na aVENWA WeNOTL

2 N "t . 7.
- 1ém janelas e qualquer aberturas protegidas com lelas milimétricas ? 1
: quigﬂgggos de 1 milimetro ou menos entre os fios,

- sdo dotadas de estrados fixos ou mdveis que permitam facil acesso para a 1
higienizagao''?

1"

___Estrados méveis, com altura minima de 25cm do chio e distincia de 10cm entre as pihas

- 0s alimentos estdo dispostos em prateleiras/ extremidades de forma que 1
permita a circulagao de ar entre as pilhas?

- as prateleiras sao lavaveis e impermeaveis?

|- é ausente de ventiladores com fluxo de ar direto sobre plantas e/ou 2

| alimentos?

|- as plantas, se existentes, sdo dispostas de forma a nao contaminar os
| alimentos durante a distribuicdo? Quando adubadas, usa-se adubo 2
inorganico?

€ exclusiva e isolada das areas de manipulacdo de alimentos?

Totais TS1( ) TNA1( )

NA: Nao se aplica

PB1: pontuagao do bloco 1

TS1: somatdria das notas sim obtidas

TNA1: somatoria das notas nao aplicaveis obtidas
K1: 91 (constante do bloco 1)

P1: 10 (peso do bloco)

PB1= TS1 xP1 PB1= (%) X0 PB1 = (
K1 — TNA1 91 -( )

)

- possui geladeiras ou camaras em numero suficiente e que mantenha os 4
alimentos em temperatura sequra?

- possui freezers (congeladores) em numero suficiente para manter a 8
temperatura congelada?

- A escola possui termdmetro aferido?

-geladeira e/ou cAmaras elou freezers apresentam-se em bom estado de 8
funcionamento, higiene e manutengao constante?

- 0 balcdo quente, para a distribuicdo, é regulado de forma a manter os 8
alimentos a no minimo 60 °C?

48




- as camaras elou refrigeradores sdo requlados de modo a manter os
| alimentos nas temperaturas:

- até 4°C para carnes, aves e pescados refrigeradas? g 0 8

- até 4°C para alimentos pré-preparados ou pds cocgdo por no maximo 3 8 0
| (trés) dias?

- o freezer é regulado, garantindo aos alimentos temperaluras entre -12°C a 8 0 8
18°C?

- nos equipamentos de refrigeracio e congelamento sao ausentes o acumulo
de gelo e obstrugdo nos difusores de ar? 8 0 8

Totais TS2( ) TNA2( )

NA: Nao se aplica

PB2: pontuagao do bloco 2

TS2: somatéria das notas sim obtidas

TNAZ2: somatéria das notas nao aplicaveis obtidas
K2: 68 (constante do bloco 2)

P2: 15 (peso do bloco)

PB2 = T1S2 xP2 PB2= (78) x15 PB2 = ( )
K2 - TNA2 68 -( )
2 - Sim Nao NA
todos 0s funciondrios estdo uniformizados’*? 2 0 2
Uniforme impo, com protegio para os cobolos, com sapatos fechados.
- exames médicos sfio renovados periodicamente ou pelo menos uma vez 4 0 4
por ano?
- 08 manipuladores trabalham sem afecgbes clinicas'*? 4 0 4
YFecidas, micoses, sangramentos, coriza, infecgbos respiratérias.
- ha auséncia de adornos '*? 2 0 2
124 Brincos, pulseiras, aliancas, reldgics, colares, anel, piercings.
- garante-se a auséncia de barba? 2 0 2
- 0s cabelos sdo totaimente protegidos? 0 a
- 0 candidato a0 emprego s6 é admitido apds a realizagio de exames 4 0 4
médicos e laboratoriais?
- todas as pessoas envolvidas no Servico de Alimentagéo participaram de 4 0 4
capacitagao envolvendo Seguranga de Alimentos?

Totais TS3( ) TNA3( )

NA: Ndo se aplica

PB3: pontuagao do bloco 3

TS3: somatéria das notas sim obtidas

TNA3: somatéria das notas ndo aplicaveis obtidas
K3: 26 (constante do bloco 3)

P3: 25 (peso do bloco)
PB3=__TS3_ xP3" 'PB3="_(" ) xi25 PB3 = ( )
K3 - TNA3 26 -( )

P Yo
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|No recebimento sao verficadas as caracteristicas dos alimentos como: 4 0 4
aparéncia, cor, odor, textura, consisténcia entre outros.
E verificada a integridade das embalagens dos alimentos no momento do 8 0 8
recebimento?
- 0s produtos reprovados sdo devolvidos no ato do recebimento ou 2 0 2
| segregados e identificados para providéncias posteriores?
l - @ verificado o prazo de validade nos rétulos dos alimentos no momento do 8 0 8
recebimento?
Totais TS4( ) TNA4( )
NA: Nao se aplica
PB4: pontuagéo do bloco 4
TS4: somatoéria das notas sim obtidas
TNA4: somatoria das notas ndo aplicaveis obtidas
K4: 22 (constante do bloco 4)
P4: 10 (peso do bloco)
PB4=__TS4 xP4 PB4=_ () x10 PB4 = ( )

K4 — TNA4 22 -( )

- os funcionarios higienizam as maos seguindo procedimento adequado e
utilizando produtos recomendados para lavagem e desinfecgao?
umedecer as maos e antebragos com dgua; lavar com sabonete liquido, neulro, inodoro;
enxaguar bem as mios e antebracos; secar as mios com papel toalha descartével ndo reciclado
ou qualgquer outro método de sec.gem que nio permita a recontaminacio das maos; aphcar
anti-séptico, d do secar natural ; 05 anti-séplicos uliizados, o ter registro no MS
para esta finalidade; pode ser utizado sabonete Bquido anti-s6ptico; neste Caso, Massagear as
mbos e antebr duranie © recomendado fabricante.

- Os alimentos sao retirados das caixas de papeldo e/ou madeira em que sdo

respeitada? (exceto quando a area é especifica para este fim)

recebidos? S&o substituidos por monoblocos limpos ou sacos plasticos 2 0 2
aj riados ndo necessario?

- ha inexisténcia de produtos com validade vencida? 4 0 4
- o empilhamento de sacarias € feito de forma alinhada, nao prejudicando o 2 0 2
produto, respeitando empilhamento méximo recomendado pelo fornecedor?

- @ auséncia de caixas de papeldo em areas de armazenamento sob ar frio é 4 0 4

- a retirada de produtos do estoque obedece ao sistema PEPS (Primeiro que

entra é o primeiro que sai) ou PVPS (Primeiro que vence é o primeiro que 4 0 4
salI’?
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| - os diferentes géneros alimenticios, quando sdo armazenados em um (nico |
| equipamento de refrigeragao, estdo dispostos de forma adequada ou seja
produtos prontos na parte superior, produtos pré-preparados e/ou semi- 4 0 4
prontos na parte intermediana e produtos crus na parte inferior. Nos
| compartimentos inferiores (tipo gaveta) apenas hortifruti.

As etiquetas contém: nome do produto, prazo de validade de acordo com a 2 0 2
| rotulagem original e prazo de utilizagdo de acordo com os critérios de uso?

- 0s alimentos prontos sao colocados nas prateleiras superiores?

4

- 08 semi-prontos e/ou pré-preparados nas prateleiras do meio? 4
|- e o restante dos alimentos, crus e outros, nas prateleiras inferiores? 4
4

racao sao mantidas fechadas?

rtas dos equipamentos de refri

|- as

- as verduras, os legumes e as frutas que serdo ingeridos crus e que serao
Imgeridos com casca sao desinfetados de forma adequada, isto é, imersos 8 0 8
| em solugao clorada (200 a 250 ppm) por 15 minutos, com enxague posterior
[ em agua potavel?

- as frutas manipuladas, verduras e os legumes ndo desinfetados sao
submetidos a cocgao (70°C no seu interior) ou permanecem imersas em
fervura por no minimo 1 minuto?

- 0 descongelamento é feito sob refrigera¢ao a 5°C ou forno de convecgao ou 8 0 8
microondas?

- Existe Manual de Boas Praticas na escola, de acesso aos manipuladores de 8 0 8
alimento?

Ha reqistro:

- do controle de temperatura ou caracteristicas dos produtos no ato do 8 0 8
recebimento?

- do controle de temperatura ou caracteristicas dos alimentos ou preparac¢des 8 0 8
durante a produgao?

- dos alimentos ou preparagoes durante a distribuicao? 8 0

- Existe na escola documento que comprove a potabilidade da agua?

Existe os 4 POPs (Procedimento Operacional Padronizado) obrigatérios na
escola, de acesso aos manipuladores de alimentos?

(POP Higienizagdo de instalagbes, equipamentos e moveis; POP Controle 8 0 8
integrado de vetores e pragas urbanas; POP Higienizagao do reservatério;
POP Higiene e saude dos manipuladores

Sao guardadas amostras (100g/100mL) de todos os alimentos preparados,
incluindo bebidas (100mL), em embalagens apropriadas para alimentos, de
primeiro uso, identificadas com no minimo a denominagdo e data da 1 0 1

., armazenadas por 72 horas sob refrigeragdo, em temperatura
inferior a 5° C?

dessalgue é realizado sob  condigbes  seguras?'
Agua a cada 4 h ou em agua aracao ou por meio de fervura

- cames, aves e peixes sdo cozidos completamente? (carnes e aves atingem
a cor cinza?

Sl
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- 0s alimentos na distribui¢do ndo ultrapassam duas horas a partir do término 8 0 8
do oreiaro ate d';stribuiiéo?
- 0s alimentos preparados obedecem a uma programacgao de quantidades 4 0 4
com © obl'et‘rvo de nao ocorrerem sobras?
- € inexistente a utilizagdo de ovos crus no preparo de pratos ndo submetidos 8 0 8
|8 cocgéo ?
- ovos cozidos, ou utilizados em preparagdes, passam por processo de 8 0 8
cocﬁo adiuado? iclara e iema durasi I‘_
- 0s veiculos de transporte s3o revestides de material impermeavel, lavavel e 2 0 2
atéxico?
e 3 2 0 2
- tais veiculos apresentam-se em boas condigdes de higiene e conservagao?
- as temperaturas dos alimentos transportados s3o monitoradas e 8 0 8
registradas?
- € assegurada a inexisténcia de pessoas ou animais no mesmo 2 0 2
compartimento onde sao transportados os alimentos?
- alimentos prontos refrigerados sdo transportados até 10°C? 8 0 8
- alimentos prontos sob aguecimento s30 transportados a 60°C ou mais? 8 0 8
- as refeigbes prontas para o consumo imediato s3o adequadamente 8 0 8
transportadas em recipientes hermeticamente fechados?
Totais TS5( ) TNAS( )
NA: Nao se aplica
PBS: pontuagao do bloco 5
TS5: somatodria das notas sim obtidas
TNAS5: somatoria das notas nao aplicaveis obtidas
K5: 201 (constante do bloco 5)
P5: 30 (peso do bloco)
PBS = TS5 xP5 PBS= ( ). x 30 PBS = ( )

K5 — TNAS 201 -( )

- 0 lixo é disposto adequadamente em recipientes constituidos de material de
facil limpeza, revestidos com sacos plasticos e tampados?

- a area de lixo externo é isolada ou tratada de forma a evitar contami ? 2 0 2

- 0 lixo é retirado diariamente e sempre que necessario? 2 0 2

- a higiene ambiental é mantida por meio de adequadas e aprovadas'
técnicas de limpeza, enxague e desinfec¢io? E realizado por meio de agua e A
sabao? 0 4
'® Utiizando #gua, sablo, desinfetante por 15minutos e enxdgue, ou ulilizar desinfeccBo por

calor 15 minutos

52
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|- sao utilizadas escovas e esponjas de material ndo abrasivo, as quais séo 4 0 4
| constituidas de fibras que nao se desprendem com o uso?

- 0s produtos de limpeza e desinfecgdo utilizados sdo registrados no 4 0 4
Ministério da Saude?

- 0s utensilios de limpeza (panos, rodos e elc.) que sao usados nas areas de

manipulagao e processamento sdo diferenciados dos panos de limpeza de 4 0 4
sanitarios? -

- nas areas de manipulacdo e processamento, é inexistente a prética de 2 0 2

varrer o piso a seco?

- quanqo sao utilizados rodos para secar superficies que entram em contato 2 0 2
com alimentos, estes sao exclusivos, ndo destinados para outros fins?

|- 0s produtos utilizados para limpeza e desinfecgdo sdo registrados no 4
Ministério da Saide?
-a desinteeq;éo quimica de utensilios e equipamentos é feita de forma
?Gdequada ?
com solugo clorada entre 100 a 250 ppm, com tempo minimo de contato de 15 minutos e 8 0 8

adequado enxé_goe final. E/ou com dlcool 70% pelo tempo suficiente para secar naturalmente ¢
sem enxdgue final? Efou a desinfecgdo é pelo calor? (15 minulos de imersao em agua fervente,
no minimo a 80*C, sem necessidade de enxdgue)

- s80 protegidos contra poeira, insetos e roedores? Sdo guardados sob

protecao? 4 0 3
- as bancadas e mesas de apoio sao higienizadas apds o retorno ao trabalho 4 0 4
e/ou troca de turno?
- 0s utensilios e equipamentos sdo secos naturalmente ou sem a utilizagdo 2 0 2
de panos?
Panos de limpeza descartaveis, quando utilizados em superficies que entram
em contato com alimentos, séo descartados a cada 2 horas, nao excedendo 8 0 8
3 horas, ndo sendo utilizados novamente?
Panos de limpeza ndo descartaveis, quando utilizados em superficies que
entram em contato com alimentos, sao trocados a cada 2 horas, nao
excedendo 3 horas e sao higienizados através de esfregagao com solugao de 8 0 8
detergente neutro, desinfetados através de fervura em &gua por 15 minutos
ou em solugado clorada a 200ppm, por 15 minutos, e enxaguados com agua
potavel e corrente?
As esponjas de louga sao fervidas diariamente durante 5 minutos? 4 0 4
- é feito controle de pragas por empresa terceirizada? 8
- sao ausentes as evidéncias de roedores, baratas e insetos entre as 4 0 A
aplicagdes?
- existe na escola documento que comprove o controle integrado de pragas e 4 0 A
vetores?

Totais TS6( ) TNA6( )

NA: N&o se aplica

PB6: pontuagao do bloco 6

TS6: somatéria das notas sim obtidas

TNAG: somatoria das notas nao aplicaveis obtidas

K6: 84 (constante do bloco 6)

P6: 10 (peso do bloco)

PB6 = TS6 xP6 PB6= ( ) x 10 PB6 = ( )

K6 — TNAG 84 -( )
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PE: pontuacio da Unidade de Alimentacao e Nutrigao Escolar
PE: PB1+ PB2+ PB3+ PB4+ PB5+ PB6

PE = (

)

Olﬁv

Situagao de risco sanitano muito alto

Situagao de risco sanitario alto
Situagao de risco sanitario regular

51a75
76 a 90
91a 100

Situagao de risco sanitario baixo
Situagao de risco sanitario muito baixo

e |




