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Resumo Geral 
 
VITORIA, Jéssica Silveira. Boas Práticas em Serviços de Alimentação de escolas 
públicas e condições higienicossanitárias das mãos dos manipuladores. 2017. 
104f. Dissertação (mestrado) – Programa de Pós-Graduação em Nutrição e 
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas. 
 
 
A alimentação escolar deve ofertar alimentos seguros quanto à sua condição 
higienicossanitária buscando a proteção e promoção da saúde dos escolares. O 
objetivo deste estudo foi avaliar as condições higienicossanitárias de escolas 
municipais da cidade de Pelotas - RS por meio da aplicação de uma lista de verificação 
e de análises microbiológicas do ar ambiental, da superfície de manipulação de 
alimentos, da água, de preparações alimentícias e das mãos de manipuladores de 
alimentos. Além disso verificou-se a presença de genes produtores de enterotoxinas 
estafilocócicas clássicas (A, B, C, D e E) nos isolados de Staphylococcus spp. Foram 
realizadas visitas em 15 escolas municipais com aplicação da lista de verificação e 
coleta das amostras para as análises microbiológicas. Realizaram-se contagens de 
bactérias aeróbias mesófilas e bolores e leveduras nas amostras de ar ambiental, 
contagens de coliformes termotolerantes e bactérias aeróbias mesófilas em amostras 
de superfícies de manipulação e contagem de coliformes totais e Escherichia coli em 
amostras de água. Nas mãos dos manipuladores foram realizadas análises de 
coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp. Nas preparações alimentícias foram 
realizadas análises de coliformes termotolerantes, Bacillus cereus, Staphylococcus 
spp. e Salmonella spp. Os isolados de Staphylococcus spp. foram submetidos à 
técnica de reação em cadeia da polimerase multiplex a fim de verificar a presença dos 
genes codificadores de enterotoxinas estafilocócicas clássicas. Os resultados obtidos 
a partir da lista de verificação apontaram alto percentual de não conformidades, sendo 
que duas das 15 escolas apresentaram "grau de risco sanitário alto" e todas as outras 
foram classificadas como “situação de risco sanitário regular”. Em relação às análises 
microbiológicas, a qualidade do ar ambiental foi satisfatória em todas as escolas 
avaliadas. Entretanto, foram encontradas contagens acima do permitido para 
bactérias aeróbias mesófilas em superfícies de manipulação de alimentos e coliformes 
totais e Escherichia coli em amostras de água. As mãos dos manipuladores e as 
preparações alimentícias apresentaram contagens acima do recomendado para 
Estafilococos coagulase positiva e coliformes termotolerantes. Em três isolados de 
Staphylococcus spp. verificou-se a presença de genes codificadores de enterotoxina 
estafilocócica B. Pode-se concluir que as escolas que fizeram parte da pesquisa não 
apresentam padrões higienicossanitários adequados, pois foram encontradas 
inadequações tanto na avaliação pela lista de verificação como nos resultados das 
análises microbiológicas.  
 
Palavras-chave: alimentação escolar; análise microbiológica; boas práticas de 
manipulação; multiplex PCR; enterotoxina estafilocócica 
 
 
 
 
 
 



 

Abstract 
 

VITORIA, Jéssica Silveira. Good practices of public schools Food Services and 
sanitary conditions of hands of food handlers. 2017. 104f. Dissertação (mestrado) 
– Programa de Pós-Graduação em Nutrição 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 Introdução Geral 

A adequação da alimentação pode ser compreendida sob diversos aspectos e, 

entre estes, a qualidade sanitária dos alimentos. Entre os principais desafios a serem 

alcançados pela saúde pública, está a garantia da oferta de alimentos seguros à 

população. Embora os governos de todo o mundo estejam trabalhando para melhorar 

a segurança do abastecimento alimentar, a ocorrência de doenças transmitidas por 

alimentos (DTA) continua sendo um significativo problema de saúde em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2006; BRASIL, 2010). 

Pistore e Gelinskib (2006) afirmam que houve um aumento gradativo da 

ocorrência de surtos de DTA especialmente nas escolas, e salientam que um alto 

número de crianças recebe a alimentação escolar como única refeição diária. Além 

disso, esta população caracteriza-se por uma maior suscetibilidade a infecções, pois 

passam por constantes mudanças como as do sistema imunológico (REYES, 2007). 

No contexto brasileiro, deve-se aliar a vulnerabilidade das crianças a outro 

dado, as creches e escolas representam o terceiro local de maior ocorrência de surtos 

de DTA segundo descrito pelo Ministério da Saúde (BRASIL, 2015). Apesar da 

existência de regulamentos específicos, as medidas de segurança tomadas durante a 

preparação da refeição nas escolas ainda são insuficientes, já que a maioria das 

escolas não levam em consideração os requisitos sanitários específicos necessários 

para os vários estágios da produção de alimentos (SANTANA et al., 2009). 

As condições higienicossanitárias dos alimentos produzidos em Unidades de 

Alimentação e Nutrição (UANs) escolares estão relacionadas com fatores importantes, 

como o processo de produção deste alimento, deficiência na refrigeração, técnica de 

preparo, higiene dos manipuladores e utensílios, temperatura e tempo de preparo, 

cocção, distribuição e estocagem (DANIELS et al., 2002). Esses fatores contribuem 

tanto para a contaminação dos alimentos, como para proliferação e sobrevivência de 

micro-organismos (SILVA JR, 2014). 

Estima-se que Staphylococcus aureus colonize de 30 a 50% da população 

humana, sendo as narinas seu principal reservatório, embora também possa ser 

encontrado nas mãos (GELATTI et al., 2009; VASCONCELOS & CUNHA, 2010). 

Manipuladores de alimentos estão entre as principais fontes de contaminação, e seu 

papel na preparação de refeições é crucial na determinação da qualidade 

higienicossanitária do produto final (BHATIA & ZAHOOR, 2007; KAMAL et. al., 2013). 
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A ingestão das toxinas pré-formadas por estirpes enterotoxigênicas presentes 

em alimentos conduz frequentemente ao desenvolvimento de intoxicação alimentar 

(HENNEKINNE et al., 2010). A lavagem das mãos foi identificada como um dos 

aspectos mais importantes para evitar a propagação bacteriana (SOARES et al., 

2012). Assim, torna-se relevante a avaliação da presença de S. aureus nas mãos dos 

manipuladores, pois podem ser uma importante fonte de contaminação alimentar por 

meio de secreções respiratórias ou contato direto via mãos durante o preparo e/ou 

manuseio de alimentos (SCOTT, 2003; KAMAL et al., 2013; FERREIRA et. al., 2014; 

OLIVEIRA & GONÇALVES, 2015). 

 

1.1 Justificativa 
Considerando que os escolares fazem parte de um grupo de reconhecida 

suscetibilidade à DTA, o objetivo deste estudo foi avaliar as condições 

higienicossanitárias na produção de refeições por meio da aplicação de uma lista de 

verificação de Boas Práticas e análises microbiológicas que forneceram informações 

sobre a ocorrência de contaminação fecal, sobre a presença de patógenos ou sobre 

a deterioração dos alimentos. Almejou-se contribuir com informações para o 

melhoramento de instalações físicas e conscientização da importância dos 

manipuladores na produção de alimentos inócuos, a fim de que adquiram 

conhecimentos necessários aos cuidados higiênicos, às condições operacionais e ao 

preparo da alimentação, por meio de treinamentos periódicos pautados no 

atendimento às Boas Práticas 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 condições higienicossanitárias no preparo da alimentação em 

escolas municipais de Pelotas, RS, por meio da aplicação de uma lista de verificação 

de boas práticas e análises microbiológicas. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 
 - Avaliar a adoção de boas práticas em serviços de alimentação de escolas, 

utilizando uma lista de verificação em boas práticas; 
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- Quantificar a presença de bactérias aeróbias mesófilas e de bolores e 

leveduras no ar ambiental; 

- Quantificar a presença de coliformes termotolerantes e bactérias aeróbias 

mesófilas em superfícies de manipulação de alimentos; 

- Verificar a presença de coliformes totais e Escherichia coli na água coletada 

das torneiras dos serviços de alimentação escolares; 

- Quantificar a presença de coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp. 

nas amostras de mãos de manipuladores de alimentos. 

 - Verificar e quantificar a presença de coliformes termotolerantes, Salmonella 

spp., Bacillus cereus e Staphylococcus spp em preparações alimentícias servidas nas 

escolas municipais; 

 - Verificar a presença dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas 

cepas de Staphylococcus spp. isoladas de preparações servidas nas escolas e das 

mãos dos manipuladores. 

 

 1.3 Hipóteses 
 - Existe alto percentual de não conformidades no preparo dos alimentos nos 

serviços de alimentação das escolas municipais de Pelotas. 

- Existe contaminação por micro-organismos no ar ambiental, nas superfícies 

de manipulação, na água coletada nas torneiras, nas mãos de manipuladores e nas 

preparações alimentícias servidas. 

- Os isolados de Staphylococcus spp., provenientes de mãos de manipuladores 
e de preparações alimentícias podem ser produtores de enterotoxinas estafilocócicas 
clássicas (A, B, C, D e E).

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 Revisão bibliográfica 
 2.1 Programa Nacional de Alimentação Escolar 

 A assistência alimentar no ambiente escolar vem sendo preocupação dos 

órgãos educacionais em nível mundial (OCHSENHOFER, 2006), pois os programas 

voltados para a alimentação escolar acarretam efeitos positivos tanto no crescimento, 

quanto na aprendizagem dos alunos (GEENNHALGH et al., 2007). 

O Programa Nacional de Alimentação Escolar (PNAE), popularmente 

conhecido como alimentação escolar, é gerenciado pelo Fundo Nacional de 

Desenvolvimento da Educação (FNDE) e foi implantado em 1955, visando à 

transferência, em caráter suplementar, de recursos financeiros aos estados, ao Distrito 

Federal e aos municípios destinados a suprir, parcialmente, as necessidades 

nutricionais dos alunos. É o mais antigo programa do governo brasileiro na área de 

alimentação escolar e de Segurança 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 à alimentação 

adequada e saudável (FNDE, 2015). 

Assegurado pela Constituição de 1988, o PNAE tem caráter universal e, 

segundo o FNDE, atendeu em 2015 cerca de 42,6 milhões de estudantes da educação 

básica e de jovens e adultos, durante os dias letivos, com investimentos na ordem de 

R$ 3,8 bilhões (FNDE, 2015). Atendendo todos os alunos matriculados na educação 

básica das escolas públicas, federais, filantrópicas, comunitárias e confessionais do 

país, segundo os princípios do Direito Humano à Alimentação Adequada (DHAA) e da 

SAN (FNDE, 2015). 

Segundo a Resolução nº 38, de 23 de agosto de 2004, que estabelece os 

critérios para execução do PNAE, o cardápio da alimentação escolar será elaborado 

por nutricionista habilitado, que deverá assumir a responsabilidade técnica do 

programa de modo a suprir, no mínimo, 15% das necessidades nutricionais diárias 

dos alunos matriculados em creche, pré-escola e ensino fundamental, e, no mínimo, 

30% das necessidades nutricionais diárias dos alunos das escolas indígenas, durante 

sua permanência em sala de aula. Dessa forma, a alimentação escolar atende às 

necessidades nutricionais dos alunos e contribui para a formação de hábitos 

alimentares saudáveis durante sua permanência em sala de aula. Ainda, colabora 

para o crescimento, desenvolvimento, aprendizagem, rendimento escolar e a 

formação de hábitos alimentares saudáveis dos alunos, não só por meio da oferta da 
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alimentação escolar, mas também por meio de ações de educação alimentar e 

nutricional (BRASIL, 2006). 

 

2.2 Segurança dos alimentos 

Em 15 de setembro de 2006, foi publicada a Lei Nº 11.346, conhecida como Lei 

Orgânica da Segurança Alimentar e Nutricional (LOSAN), que passa ao poder público 

o dever de adotar políticas e ações necessárias à promoção e garantia da segurança 

alimentar e nutricional da população. A segurança alimentar abrange, entre outros 

aspectos, a garantia da qualidade biológica, sanitária, nutricional e tecnológica dos 

alimentos, bem como seu aproveitamento, estimulando práticas alimentares e estilos 

de vida saudáveis que respeitem a diversidade étnica, racial e cultural da população 

(BRASIL, 2006). Já a segurança de alimentos refere-se aos alimentos seguros ou a 

inocuidade dos alimentos (WHO, 2013). 

Existem aproximadamente 250 tipos de DTA e, dentre elas, muitas são 

causadas por micro-organismos, os quais são responsáveis por sérios problemas de 

saúde pública e expressivas perdas econômicas (CDC, 2006). As DTA são causadas 

pela ingestão de alimentos que podem estar contaminados com perigos físicos, 

químicos ou biológicos, ou que possuem em sua constituição estruturas naturalmente 

tóxicas (SILVA Jr, 2014). Doenças diarreicas matam cerca de 2,2 milhões de pessoas 

anualmente, a maioria das quais são crianças. A diarreia é o sintoma de DTA mais 

comum, mas outras consequências graves incluem insuficiência renal e hepática, 

distúrbios neurais, artrite reativa e morte (WHO, 2013). 

A multiplicidade de agentes causais resulta em um número significativo de 

possibilidades para a ocorrência das DTA, que podem se apresentar de forma crônica 

ou aguda, com características de surto ou de casos isolados, com distribuição 

localizada ou disseminada e com formas clínicas diversas (BRASIL, 2010). Surtos são 

definidos por episódios em que duas ou mais pessoas apresentam sinais e sintomas 

semelhantes após a ingestão de um determinado alimento (WHO, 2008). 

A contaminação por micro-organismos que causam DTA ocorre pela ingestão 

de alimentos e/ou água contaminados o que pode acontecer em toda a cadeia 

alimentar, desde a produção primária até o consumo (plantio, manuseio, transporte, 

cozimento, acondicionamento, etc.). Entre os alimentos mais frequentemente 

envolvidos em surtos alimentares, estão as preparações 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 à base de ovos em 7,8% dos casos (BRASIL, 

2015). 

 Segundos dados do Ministério da Saúde, no período de 2000 a outubro de 

2015, ocorreram no Brasil 10.666 surtos de DTA, envolvendo 209.240 doentes e 155 

óbitos, sendo que, em 50,8% deles não foram identificados os agentes etiológicos e 

em 8,7% o local de ocorrência foram creches ou escolas. A região Sul apresentou 

34,8% dos casos de surtos registrados neste período no país, sendo que em 58,1% 

dos casos, os agentes etiológicos responsáveis pelos surtos não 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 ocorrência de DTA é maior em grupos como crianças, 

idosos, imunodeprimidos e pessoas com acloridria gástrica (BRASIL, 2010), com 

metade dos casos ocorrendo em crianças, sendo a maioria com menos de 15 anos 

de idade (CDC, 2009). Essa suscetibilidade se deve por muitas razões, como por 

exemplo, a imaturidade do sistema imunológico por ainda estar em desenvolvimento, 

o que diminui a sua capacidade para combater infecções; as crianças têm peso 

corporal menor, o que faz com que doses menores de um agente patogênico sejam 

capazes de causar doença; elas têm controle limitado sobre sua dieta, o que está 

relacionado com maior risco de segurança dos alimentos;  e ainda, a produção de 

ácido do estômago é reduzida, diminuindo a sua capacidade para combater bactérias 

patogênicas (PWG, 2009). 

No contexto brasileiro, deve-se aliar a vulnerabilidade das crianças a outro dado 

preocupante: as creches e escolas representam o terceiro local de maior ocorrência 

de surtos de DTA, segundo descrito pelo Ministério da Saúde (BRASIL, 2015). Assim, 

para que o ambiente escolar seja um espaço pleno de formação de sujeitos e exercício 

de direitos, é fundamental que se produza e distribua alimentos seguros e saudáveis 

(CECANE, 2013). 

Todos os serviços de alimentação, inclusive as escolas, devem cumprir uma 

série de determinações relacionadas aos processos e serviços, desde suas 

instalações, aquisição, armazenamento e manipulação dos alimentos até a definição 

de responsabilidades, documentação e registros incorporados em um Manual de Boas 

Práticas (CECANE, 2013). 
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2.3 Avaliação das Boas Práticas 

Considerando a necessidade de constante melhoria do controle sanitário, a 

Diretoria Colegiada da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) aprovou o 

Regulamento Técnico de Boas Práticas em Serviços de Alimentação, Resolução RDC 

n° 216 de 15 de setembro de 2004 (BRASIL, 2004). Conforme Antunes (2005), os 

procedimentos de manipulação dos alimentos e da saúde dos manipuladores de 

alimentos em si, são de fundamental importância na epidemiologia de DTA. Essas 

podem ser controladas com a adoção de Boas Práticas (BP) por estabelecimentos 

produtores de alimentos. 

As BP são procedimentos que devem ser adotados em unidades de 

alimentação e nutrição a fim de garantir a qualidade higienicossanitária e a 

conformidade dos alimentos com a legislação sanitária. A legislação federal para BP 

pode ser complementada por outras legislações municipais e estaduais com a 

finalidade de incluir requisitos específicos do local e promover a melhoria das 

condições higienicossanitárias dos estabelecimentos (BRASIL, 2004). Quando o uso 

das Boas Práticas não é rotina no estabelecimento, a contaminação dos alimentos 

produzidos é mais provável de ocorrer, o que pode levar à surtos de DTA (SACCOL, 

et al., 2015). 

Para implementar as BP, o primeiro passo é administrar uma lista de verificação 

para avaliar as conformidades e não-conformidades em todos os estágios da 

produção de alimentos. A partir dos resultados obtidos pela avaliação inicial, um Plano 

de Ação deverá ser criado de acordo com as não conformidades encontradas, e em 

seguida, os procedimentos corretos devem ser estabelecidos (SENAC, 2002). De 

acordo com Tomich et al. (2005), a lista de verificação é utilizada na produção de 

alimentos para subsidiar visitas de inspetores de saúde e segurança, bem como 

verificação pelo próprio estabelecimento. 

No âmbito da alimentação escolar, desde novembro de 2006, o FNDE firmou 

parcerias com Instituições Federais de Ensino Superior para criação de Centros 

Colaboradores em Alimentação e Nutrição do Escolar (CECANE). O objetivo dessa 

parceria é o desenvolvimento de ações que auxiliem na qualificação da gestão e 

execução 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 São 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 verificação em boas práticas para unidades de 

alimentação e nutrição escolares” tendo como base a legislação brasileira e listas de 

verificação utilizadas por nutricionistas de secretarias de educação de municípios 

brasileiros. Assim, a ANVISA estimula a aplicação desses instrumentos em prol de 

uma alimentação mais segura destinada àqueles que hoje são beneficiários de uma 

política pública e amanhã se tornarão consumidores mais críticos, conscientes e 

saudáveis (CECANE, 2013). 

As ferramentas para as BP na alimentação escolar materializam o caráter 

intersetorial, envolvendo órgãos do governo relacionados tanto a educação quanto ao 

controle sanitário, que devem ter ações de promoção de uma alimentação segura e 

mostram-se instrumentos oportunos e relevantes que aliam o conhecimento científico, 

a inovação tecnológica e as BP prescritas na legislação sanitária. Em conjunto, essa 

ferramenta criada pelo CECANE auxilia na avaliação das práticas aplicadas e indica, 

a partir de uma classificação por grau de risco higienicossanitário, as melhorias 

necessárias para a garantia de alimentos mais seguros (CECANE, 2013). 

2.4 Indicadores higienicossanitários e patogênicos 

Abdul-Mutalib et al. (2012) identificaram a falta de conhecimento sobre higiene 

e segurança de alimentos durante a preparação, processamento e armazenamento 

como sendo a principal contribuição para a violação da higiene e inocuidade dos 

alimentos. De tal modo, manter a qualidade sanitária dos alimentos é uma das 

condições essenciais para a promoção e manutenção da saúde, que deve ser 

assegurada pelo controle eficiente de produção em todas as etapas da cadeia 

alimentar (FIGUEIREDO, 2011). 

O conhecimento insuficiente por parte dos manipuladores de alimentos em 

quesitos como higiene alimentar, práticas adequadas de higiene, atitudes adequadas 

em saneamento e segurança de alimentos, podem levar a multiplicação de patógenos 

(SANI & SIOW, 2014). Micro-organismos patogênicos podem entrar na cadeia 

alimentar em diferentes etapas do processo, e como são altamente versáteis, podem 

se adaptar ao ambiente produtivo, conseguindo sobreviver, multiplicar e/ou produzir 

compostos tóxicos (HAVELAAR, et al., 2009). 

Micro-organismos indicadores são utilizados para avaliar a qualidade 

microbiológica de alimentos, e quando presentes podem fornecer informações sobre 
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a ocorrência de contaminação de origem fecal e também sobre a provável presença 

de patógenos (SILVA; GALLO, 2003; FRANCO & LANDGRAF, 2008). Coliformes são 

indicadores das condições de higiene dos processos de fabricação, membros da 

família Enterobacteriaceae, incluem os coliformes totais, os coliformes 

termotolerantes e Escherichia coli, devido a sua presença estar comumente associada 

com bactérias patogênicas, é considerado um risco à saúde dos consumidores (RALL 

et al., 2008; SILVA et al, 2010). 

Caracteriza-se como alimento contaminado aquele alimento que apresenta 

uma característica alterada, mas nem sempre perceptível, pois a maioria dos surtos 

tem sido relacionados à ingestão de alimentos com boa aparência, sabor e odor 

normais, sem qualquer alteração organoléptica. Alimentos contaminados por 

pequenas quantidades de micro-organismos podem não causar surtos alimentares, 

porém se forem conservados em condições que permitam a multiplicação desses 

agentes microbianos, as chances para a ocorrência de surtos aumentam 

significativamente. Isso ocorre porque a contagem de patógenos necessária para 

causar uma DTA geralmente é menor que a quantidade de micro-organismos 

necessária para modificar as características 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 identificação etiológica laboratorial, exames clínicos, bromatológicos ou 

por critérios epidemiológicos. Por esses métodos é possível obter conclusões sobre 

os agentes etiológicos, veículo, local de ocorrência e demais características 

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 condições do meio ambiente (FIGUEIREDO, 2001). Salmonella spp. é 

considerada uma das principais bactérias potencialmente patogênicas envolvidas em 

surtos alimentares, estando associada normalmente ao consumo de produtos de 

origem animal contaminados, como ovos, leite, seus derivados e produtos cárneos 

(SILVA et al., 2010). 

 Staphylococcus aureus é outro importante patógeno, 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 é encontrada em uma 

significativa parcela da população (KLUYTMANS & WERTHEIM, 2005). A alta 

prevalência de isolados coletados de manipuladores de alimentos com capacidade 

enterotoxigênica tem sido relatada por alguns estudos (UDO, et al., 2009; RALL, et 

al., 2010; WATTINGER, et al., 2012). A toxina é liberada durante a multiplicação do 

micro-organismo no alimento e só afeta o consumidor quando o alimento contaminado 

é ingerido (GUSTAFSON, et al., 2015). 

 Apesar dos manipuladores serem geralmente a principal fonte de contaminação 

dos alimentos, equipamentos e ambiente também podem ser fontes de contaminação 

por S. aureus (GUSTAFSON, et al., 2015). Assim, as práticas de higiene apropriadas 

devem ser respeitadas para as superfícies de contato com os alimentos, bem como 

para as mãos dos manipuladores (SOSPEDRA et al., 2012). 

Bacillus Cereus, assim como o S. aureus, acarreta intoxicação alimentar por 

meio da produção de toxinas pré-formadas nos alimentos manipulados de maneira 

inadequada ou toxinfecção através da produção de toxinas no trato gastrointestinal 

após o consumo de alimento contaminado (STEWART, 2005). Bacillus cereus é uma 

bactéria Gram positiva, anaeróbia facultativa, formadora de esporos, associada com 

intoxicação alimentar em humanos (SCHNEIDER et al., 2004). Esse micro-organismo 

está em todo ambiente e é encontrado em baixos níveis em muitos alimentos frescos 

e processados. O arroz é o principal alimento associado à contaminação por B. 

cereus, mas massas, cremes, almôndegas, aves e carnes cozidas têm sido 

associados a surtos (HPSC, 2012). Os esporos bacterianos são resistentes ao 

cozimento, e a manipulação inadequada do alimento permite que esse patógeno se 

multiplique e produza toxinas estáveis ao calor (BROWN, 2000). Assim, o 

armazenamento do alimento pronto deve ser adequado (acima de 60ºC ou abaixo de 

10ºC) antes do reaquecimento ou consumo, representando maior risco principalmente 

em restaurantes e escolas onde existe um grande número de consumidores (HPSC, 

2012). 
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Resumo 
 

Entre os principais desafios a serem alcançados pela saúde pública, está a garantia 

da oferta de alimentos seguros à população. No Brasil, as creches e escolas 

representam o terceiro local de maior ocorrência de surtos de Doenças Transmitidas 

por Alimentos. Deste modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar as condições 

higienicossanitárias de preparações alimentícias e das mãos de manipuladores de 

alimentos de escolas municipais atendidas pelo Programa Nacional de Alimentação 

Escolar em Pelotas-RS. Este será um estudo transversal que avaliará 50% (n=15) das 

31 escolas municipais em funcionamento, entre educação infantil e educação 

fundamental. Em cada escola será aplicada uma lista de verificação da adequação 

das boas práticas, elaborada pelos Centros Colaboradores em Alimentação e Nutrição 

do Escolar (CECANE), coletadas amostras de preparações alimentícias e das mãos 

dos manipuladores, sendo realizadas três visitas para repetição das coletas a fim de 

explanar mais precisamente a realidade do local. Para tanto, será realizada a 

contagem de: coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp. das mãos dos 

manipuladores; coliformes termotolerantes, Salmonella spp., Bacillus cereus e. 

Staphylococcus spp. das preparações alimentícias. Além disso, será verificada a 

presença dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas cepas de 

Staphylococcus spp. isoladas de preparações servidas nas escolas e das mãos dos 

manipuladores. 

 

 
Palavras chave: doenças transmitidas por alimentos; alimentação escolar, micro-

organismos indicadores, lista de verificação. 

 
 
 

 



 

1 Introdução  

A adequação da alimentação pode ser compreendida sob diversos aspectos e, 

entre estes, a qualidade sanitária dos alimentos. Entre os principais desafios a serem 

alcançados pela saúde pública, está a garantia da oferta de alimentos seguros à 

população. Embora os governos de todo o mundo estejam trabalhando para melhorar 

a segurança do abastecimento alimentar, a ocorrência de doenças transmitidas por 

alimentos (DTA) continua sendo um significativo problema de saúde em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2006; BRASIL, 2010). 

Pistore e Gelinskib (2006) afirmam que houve um aumento gradativo da 

ocorrência de surtos de DTA especialmente nas escolas, e salientam que um alto 

número de crianças recebe a alimentação escolar como única refeição diária. Além 

disso, esta população caracteriza-se por uma maior suscetibilidade a infecções, pois 

passam por constantes mudanças como as do sistema imunológico (REYES, 2007). 

No contexto brasileiro, deve-se aliar a vulnerabilidade das crianças a outro 

dado, as creches e escolas representam o terceiro local de maior ocorrência de surtos 

de DTA segundo descrito pelo Ministério da Saúde (BRASIL, 2015). Apesar da 

existência de regulamentos específicos, as medidas de segurança tomadas durante a 

preparação da refeição nas escolas ainda são insuficientes, já que a maioria das 

escolas não levam em consideração os requisitos sanitários específicos necessários 

para os vários estágios da produção de alimentos (SANTANA et al., 2009). 

As condições higienicossanitárias dos alimentos produzidos em Unidades de 

Alimentação e Nutrição (UANs) escolares estão relacionadas com fatores importantes, 

como o processo de produção deste alimento, deficiência na refrigeração, técnica de 

preparo, higiene dos manipuladores e utensílios, temperatura e tempo de preparo, 

cocção, distribuição e estocagem (DANIELS et al., 2002). Esses fatores contribuem 

tanto para a contaminação dos alimentos, como para proliferação e sobrevivência de 

micro-organismos (SILVA JR, 2014). 

Estima-se que Staphylococcus aureus colonize de 30 a 50% da população 

humana, sendo as narinas seu principal reservatório, embora também possa ser 

encontrado nas mãos (GELATTI et al., 2009; VASCONCELOS & CUNHA, 2010). 

Manipuladores de alimentos estão entre as principais fontes de contaminação, e seu 

papel na preparação de refeições é crucial na determinação da qualidade 

higienicossanitária do produto final (BHATIA & ZAHOOR, 2007; KAMAL et. al., 2013). 
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A ingestão das toxinas pré-formadas por estirpes enterotoxigênicas presentes 

em alimentos conduz frequentemente ao desenvolvimento de intoxicação alimentar 

(HENNEKINNE et al., 2010). A lavagem das mãos foi identificada como um dos 

aspectos mais importantes para evitar a propagação bacteriana (SOARES et al., 

2012). Assim, torna-se relevante a avaliação da presença de S. aureus nas mãos dos 

manipuladores, pois podem ser uma importante fonte de contaminação alimentar por 

meio de secreções respiratórias ou contato direto via mãos durante o preparo e/ou 

manuseio de alimentos (SCOTT, 2003; KAMAL et al., 2013; FERREIRA et. al., 2014; 

OLIVEIRA & GONÇALVES, 2015). 

 

1.2 Objetivos   

1.2.1 Objetivo geral 

Avaliar as condições higienicossanitárias de preparações alimentícias e das 

mãos de manipuladores de alimentos de escolas municipais atendidas pelo Programa 

Nacional de Alimentação Escolar (PNAE) em Pelotas-RS.  

 
1.2.2 Objetivos específicos 

- Avaliar a adoção de boas práticas em UANs de escolas públicas, tendo como 

referência uma lista de verificação em boas práticas;  

 

- Avaliar as condições higienicossanitárias das mãos dos manipuladores de alimentos, 

por meio de contagens de coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp. 

 

- Verificar e quantificar a presença de coliformes termotolerantes, Salmonella spp., 

Bacillus cereus, Staphylococcus spp em preparações alimentícias servidos nas 

escolas municipais; 

 

- Verificar a presença dos genes produtores de enterotoxinas A, B, C, D e E nas cepas 

de Staphylococcus spp. isoladas de preparações servidas nas escolas e das mãos 

dos manipuladores. 

 

 



 

2 Material e Métodos 

 2.1 Delineamento experimental 

Este será um estudo transversal a ser realizado para avaliar as condições 

higienicossanitárias nas unidades de alimentação e nutrição (UAN) de escolas 

públicas municipais da cidade de Pelotas - RS, atendidas pelo Programa Nacional de 

Alimentação Escolar. Segundo os dados obtidos na Secretaria Municipal de 

Educação, Pelotas tem 31 escolas municipais em funcionamento, entre educação 

infantil e educação fundamental. Neste estudo serão avaliadas por conveniência 15 

escolas, escolhidas por meio de sorteio aleatório, representando 50% do total. Em 

cada escola será aplicada uma lista de verificação da adequação das boas práticas, 

serão coletadas amostras de preparações alimentícias e das mãos dos 

manipuladores, sendo realizadas três visitas para repetição das coletas, totalizando 

no mínimo 45 amostras de alimentos e de mãos, a fim de explanar mais precisamente 

a realidade do local. 

 2.2 Avaliação da adoção das boas práticas 

Para a avaliação da adoção de boas práticas nas UAN das escolas será 

aplicada uma lista de verificação em boas práticas para UAN escolares, elaborada 

pelos Centros Colaboradores em Alimentação e Nutrição do Escolar (CECANE) 

(Anexo A). A coleta desses dados será realizada por meio de observação direta no 

local, questionamentos aos funcionários e/ou responsáveis técnicos e análise da 

documentação do estabelecimento. Cada conformidade será computada como SIM, 

cada não conformidade como NÃO e os itens considerados não pertinentes à 

avaliação como NÃO APLICÁVEL (NA). A Lista de Verificação é composta por 99 

questões distribuídas em seis blocos temáticos. 

Para cada uma das questões da lista de verificação serão atribuídas notas que 

variam de zero a oito, conforme o grau de risco e importância para a segurança dos 

alimentos. Todas as respostas assinaladas na alternativa “não”, que caracterizam a 

não conformidade do item às boas práticas, recebem o escore zero. Para cada escola 

é obtida uma pontuação final e com base nessa pontuação a escola é classificada por 

bloco e/ou por pontuação total em grau de risco sanitário: Situação de risco sanitário 

muito alto (0 a 25 pontos), Situação de risco sanitário alto (26 a 50 pontos), Situação 
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de risco sanitário regular (51 a 75 pontos), Situação de risco sanitário baixo (76 a 90) 

e Situação de risco sanitário muito baixo (91 a 100 pontos). 

2.3 Coleta das mãos dos manipuladores de alimentos e análises microbiológicas 

A coleta será realizada pelo esfregaço de suabe umedecido com água 

peptonada, passado de forma angular com movimentos giratórios nas duas mãos 

imediatamente após a higienização. Prontamente após a coleta o material será 

transportado sob refrigeração até o Laboratório de Microbiologia da Faculdade de 

Nutrição para execução das análises. As análises microbiológicas serão realizadas de 

acordo com a metodologia recomendada no Bacteriological Analytical Manual (FDA, 

2001). 

Para a contagem de coliformes termotolerantes serão realizadas três diluições 

decimais e 1ml de cada diluição será inoculado em placas de Petri em duplicata. Após 

será vertido o Ágar Bile Vermelho Violeta Lactose (VRB) em dupla camada e as placas 

serão incubadas invertidas a uma temperatura de 35ºC por 48 horas. Após o período 

de incubação, das placas que apresentarem entre 15 e 150 colônias típicas (vermelho 

púrpura com 0,5 mm de diâmetro rodeadas por um alo avermelhado de precipitação 

de sais biliares) serão selecionadas quatro colônias para serem repicadas em Caldo 

Escherichia coli (EC), incubadas a 45ºC em banho-maria por 48h, observando se há 

multiplicação com produção de gás para confirmação de coliformes termotolerantes. 

 Para o isolamento de Staphylococcus spp. será inoculado 0,1 mL de cada 

diluição em placas de Agar Baird Parker (ABP) com emulsão gema de ovo e telurito 

de potássio, pela técnica do espalhamento em superfície. As placas serão incubadas 

a 37ºC por 48 h e, após esse período, as colônias presuntivas típicas e atípicas serão 

contadas. Serão consideradas colônias típicas aquelas circulares, lisas, convexas, de 

2-3 mm de diâmetro, negras com textura úmida, bordas esbranquiçadas e rodeadas 

por uma zona opaca e frequentemente com um halo transparente. Para as colônias 

atípicas, serão consideradas, aquelas negras ou acinzentadas com um ou dois halos 

e também aquelas sem halos. Serão selecionadas quatro colônias de cada tipo e 

inoculadas em Caldo Infusão Cérebro Coração (BHI) que serão incubadas a 37ºC por 

24h. Posteriormente, será transferido 0,3 mL do cultivo em BHI para um tubo contendo 

Coagulase Plasma EDTA 0,3 mL (teste coagulase), e este será incubado a 37ºC por 

6 h. Aqueles que não formarem nenhum coágulo serão considerados negativos, os 

demais positivos.



 

2.4 Coleta das preparações alimentícias e análises microbiológicas 

Em cada escola será coletada amostra de pelo menos uma preparação 

alimentícia, podendo este número variar de acordo com o cardápio do dia.  Serão 

coletados em torno de 100 g de cada preparação em embalagens estéreis e com 

auxílio de utensílio utilizado pelo próprio local. As embalagens serão identificadas e o 

transporte das amostras será realizado em isopor com gelo até o Laboratório de 

Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Nutrição para a realização das análises 

microbiológicas. A metodologia utilizada para as análises microbiológicas será a 

recomendada pelo Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2001). 

Para a quantificação de coliformes termotolerantes será pesada 25 g da 

amostra e adicionada a 225 mL de água peptonada. A partir desta diluição inicial, 

outras diluições decimais serão preparadas para a contagem de coliformes pelo 

método do Número Mais Provável (NMP - 3 tubos). Um mililitro de cada diluição será 

transferido para tubos contendo 10 mL de caldo Lauril Sulfato de Sódio (LST) com 

tubos de fermentação, sendo incubados a 35°C por 48 horas. Uma alçada de material 

de cada tubo positivo (turvação e formação de gás) será 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 serão 

utilizados para estimar as contagens de coliformes termotolerantes com o auxílio da 

tabela do NMP. 

 Para o isolamento de Staphylococcus spp. será inoculado 0,1 mL de cada 

diluição em placas de Agar Baird Parker (ABP) com emulsão gema de ovo e telurito 

de potássio, pela técnica do espalhamento em superfície. As placas serão incubadas 

a 37ºC por 48 h e, após esse período, as colônias presuntivas típicas e atípicas serão 

contadas. Serão consideradas colônias típicas aquelas circulares, lisas, convexas, de 

2-3 mm de diâmetro, negras com textura úmida, bordas esbranquiçadas e rodeadas 

por uma zona opaca e frequentemente com um halo transparente. Para as colônias 

atípicas, serão consideradas aquelas negras ou acinzentadas com um ou dois halos 

e também aquelas sem halos. Serão selecionadas quatro colônias de cada tipo, 

inoculadas em Caldo Infusão Cérebro Coração (BHI) e incubadas a 37ºC por 24 h. 

Posteriormente, será transferido 0,3 ml do cultivo em BHI para um tubo contendo 

Coagulase Plasma EDTA 0,3 ml (teste coagulase), e este será incubado a 37ºC por 6 

h. Aqueles que não formarem coágulo serão considerados negativos, os demais 
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positivos. 

Para a contagem de Bacillus cereus serão selecionadas três diluições decimais 

e 0,1mL de cada diluição será inoculado em placas de Ágar Manitol Gema de Ovo 

Polimixina (MYP), em duplicata. Após estas placas estarem secas elas serão 

incubadas invertidas a 32ºC durante 24 horas. Depois serão selecionadas para 

contagem colônias típicas (esféricas, com bordas perfeitas, planas e secas, 

translúcidas ou levemente creme, rodeadas por um grande halo de precipitação e uma 

coloração rósea leitosa ao redor das colônias) bem isoladas para confirmação e será 

aplicado o teste confirmatório rápido de Holbrook & Anderson. Para a realização do 

teste confirmatório, as colônias serão repicadas em tubos com Ágar Nutriente (NA) 

inclinado e incubadas a 30°C por 24h. Após, será feito esfregaço da cultura que será 

coberto com Solução Aquosa 5% de Verde Malaquita e corado a quente durante dois 

minutos. Depois a lâmina será lavada e coberta com Solução de Sudan Black por 20 

min, após a secagem, a lâmina será lavada com xileno (PA) e coberta com Solução 

de Safranina 0,5% por 20 segundos para posterior visualização ao microscópio. 

Para análise de Samonella spp., inicialmente será realizado um pré-

enriquecimento em Água Peptonada Tamponada incubando-se a 37ºC por 24h. Após 

a incubação, será transferido 1ml para o caldo Tetrationato, adicionado de 0,1mL de 

verde brilhante e 0,2mL de iodo, outro  0,1mL da amostra será inoculado em  caldo 

Rappaport-Vassiliadis, ambos seguidos de incubação a 42ºC por 24h. Esses meios 

de enriquecimento seletivo serão semeados em ágar Hektoen (HE) e ágar Xilose-

lisina-desoxicolato (XLD), seguido de incubação a 37ºC por 24h. Colônias 

consideradas características  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) serão submetidas a testes bioquímicos com Ágar 

Tríplice Açúcar Ferro (TSI), Ágar Lisina Ferro (LIA) e teste de urease e testes 

sorológicos com soro polivante anti-Salmonella. 

 

2.5 Verificação da presença de genes codificadores de enterotoxinas 
estafilocócicas 

As análises serão realizadas no Laboratório 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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serão submetidas à técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) a fim de 

verificar a presença dos genes das enterotoxinas estafilocócicas (SEs) A, B, C, D e E 

(SEA, SEB, SEC, SED e SEE). O DNA cromossomal será extraído pelo uso de kit 

comercial (PureLink Genomic DNA – K1820-01, Invitrogen). 

Os produtos da PCR serão visualizados por eletroforese em gel de agarose 

1,5% (Invitrogen) corado com brometo de etídeo (Promega), em tampão TBE 0,5X, 

sob luz ultravioleta e fotografados (Kodak Digital ScienceTM DC120). O controle 

negativo das reações consistirá da mesma composição da reação de PCR, porém 

com água Milli-Q estéril no lugar do DNA. Serão utilizados DNAs de S.aureus ATCCs 

13565 (SEA), 14458 (SEB), 19095 (SEC), 23235 (SED) e 21664 (SEE) como controles 

positivos. 

2.6 Analise estatística 

O software SPSS (SPSS Inc, Chicago, versão 17.0, 2008) será usado para 

construir um banco de dados para descrição dos dados e análise de variância. 

2.7 Aspectos éticos 

Este estudo segue os princípios éticos dispostos na Resolução nº 466, de 12 

de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saúde (Conselho Nacional de Saúde, 

2012) e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos, 

via Plataforma Brasil sob o protocolo 958.126 de 28/01/2015. 

Os manipuladores de alimentos das escolas serão convidados a participar do 

estudo e aqueles que aceitarem deverão preencher o formulário de Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice A) em duas vias, ficando uma cópia para 

o pesquisador e uma cópia para o participante. O acesso às escolas foi aprovado pela 

Secretaria Municipal de Educação (Apêndice B). 

A identidade dos participantes será preservada em sua totalidade, de forma que 

a publicação dos resultados do estudo não permitirá a identificação dos indivíduos. O 

estudo não apresenta riscos físicos aos participantes, pois a coleta de material das 

mãos será realizada por meio de um suabe contendo água peptonada, e caso o 

participante sinta qualquer desconforto, poderá desistir de participar das coletas em 

qualquer momento.

 



 

3 Cronograma 

 

Etapa 2015 2016 2017 
Atividades A S O N D J F M A M J J A S O N D J F M A M J J 

Revisão Bibliográfica x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x 

Elaboração do projeto x x x x x x x x x                

Qualificação          x               

Coleta e análises 
microbiológica das 
amostras 

         x x x x x x          

Análise Molecular               x x x x       

Digitação dos dados e 
análise dos resultados                   x x     

Elaboração 
Dissertação e artigos                     x x x  

Defesa da dissertação                        x 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 Orçamento 

 
Materiais Valor total (R$) 
Meios de cultura para isolamento das bactérias 2.350,00 

Plásticos (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. 
* Preparações serão coletadas mediante aprovação prévia da Secretaria Municipal de Educação. 
* Transporte dos pesquisadores até as escolas será efetuado pelo setor de transportes da UFPel, 
previamente aprovado. 
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3 Relatório de Campo 

No projeto de pesquisa estava previsto apenas as análises microbiológicas de 

amostras de mãos e de preparações alimentícias, mas devido ao fato deste trabalho 

fazer parte de um projeto de extensão maior, foram incluídas as análises 

microbiológicas de amostras de ar ambiental, água e superfície de manipulação de 

alimentos das escolas.  Assim, durante as três visitas, ao todo, foram aplicadas 15 

listas de verificação e coletadas 260 amostras, sendo: 45 de superfícies de 

manipulação, 45 de ar ambiental, 45 de água, 51 de mãos de manipuladores e 74 de 

preparações alimentícias das escolas públicas municipais durante os anos de 2015 e 

2016. 

Houve alteração do laboratório onde foram realizadas as análises moleculares, 

estas ocorreram no Laboratório de Nutrigenômica e Metabologia (UFPel). Além disso, 

foi incluída a verificação das amostras de DNA no espectrofotômetro e a PCR para 

verificação do gene 16S para aferir a concentração e presença de DNA bacteriano a 

fim de atestar a eficiência da extração realizada nos isolados de Staphylococcus spp. 

e posterior realização da mPCR. Os produtos da PCR seriam visualizados por 

eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etídeo, mas devido as normas 

de segurança do laboratório onde foram realizadas as análises, utilizou-se como 

corante Syber Safe (Invitrogen). 

Após a aprovação da dissertação pela banca examinadora, os resultados 

obtidos serão enviados para Secretaria Municipal de Educação a fim de contribuir para 

o melhoramento das unidades de alimentação e nutrição escolares. 
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Resumo
 
A produção de refeições na alimentação escolar deve garantir a oferta de alimentos com 

adequada condição higienicossanitária, visando a proteção e promoção da saúde de crianças e 

adolescentes. O objetivo deste estudo foi avaliar as condições higienicossanitárias na produção 

de refeições em escolas municipais, por meio da aplicação de uma lista de verificação e análise 

microbiológica do ar ambiental, da superfície de manipulação de alimentos e da água. O estudo 

foi realizado em 15 escolas, onde foram aplicadas lista de verificação de adequação das boas 

práticas e realizadas coletas de amostras para as análises microbiológicas do ar ambiental, de 

superfícies da bancada de manipulação e da água. Os resultados obtidos a partir da lista de 

verificações apresentaram alto percentual de não conformidades, duas das 15 escolas 

apresentaram "situação de risco sanitário alto" e as demais foram classificadas como “situação 

de risco sanitário regular”. A qualidade do ar ambiental na área de preparação de alimentos foi 

satisfatória em todas as escolas avaliadas. Do total de 45 amostras de superfícies da bancada de 

manipulação, 14 (31,1%) apresentaram resultados insatisfatórios para a contagem de bactérias 

aeróbias mesófilas. Coliformes totais foram encontrados em 9 (20%) amostras de água 

coletadas nas torneiras das cozinhas das escolas e E. coli foi detectada em uma (2,2%) amostra 

analisada. Conclui-se que as escolas visitadas não apresentam os padrões higienicossanitários 

necessários para a produção de uma alimentação segura. 

Palavras-chave: alimentação escolar; análise microbiológica; boas práticas de manipulação 
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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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Introdução 

A produção de refeições em Unidades de Alimentação e Nutrição (UAN) escolares deve 

atender às necessidades nutricionais dos alunos e ofertar alimentos seguros quanto à condição 

higienicossanitária visando a proteção e promoção da saúde de crianças e adolescentes1,2. Para 

atender essa demanda, foi criado o Programa Nacional de Alimentação Escolar (PNAE), que 

determina aos municípios planejar os cardápios, adquirir gêneros alimentícios e zelar pela 

qualidade dos alimentos oferecidos aos alunos3. 

 No Brasil, entre os anos de 2007 e 2016, dos 6.632 surtos de doenças transmitidas por 

alimentos (DTA) notificados, 7,9% ocorreram no âmbito escolar, mesmo com a subnotificação 

sendo ainda comum4. Apesar disso, não existe uma legislação específica para o âmbito da 

alimentação escolar. Atualmente a legislação brasileira dispõe do regulamento técnico de Boas 

Práticas (BP) que aplica-se à todos os tipos de serviços de alimentação. E segundo a legislação 

a primeira etapa para a implementação das BP é a aplicação de uma lista de verificação com o 

intuito de avaliar as não conformidades do local, sendo possível propor intervenções e planos 

de ação para as não conformidades observadas5. 

 Além da avaliação referente às instalações físicas, deve-se observar a veiculação de 

micro-organismos que podem colocar a saúde do consumidor em risco, sendo necessário avaliar 

constantemente as condições microbiológicas dos ambientes de preparo dos alimentos6,7. 

Segundo Coelho et al.8 alguns pontos de contaminação como o ar ambiental e as superfícies de 

manipulação são fontes potenciais de micro-organismos que podem permitir a contaminação 

cruzada. A transmissão de micro-organismos para os alimentos também pode ocorrer por meio 

da água contaminada utilizada durante o preparo e procedimentos de higienização9. 

 Estudos realizados em escolas públicas indicaram que a higiene e a adoção das BP no 

ambiente escolar não se mostraram adequadas, sendo necessário monitorar toda cadeia 

envolvida na produção da alimentação. Os aspectos que mais contribuíram para este 
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desempenho inadequado compreendem aqueles referentes à edificação, instalações, controle de 

qualidade da água, manipuladores e condições gerais de higiene, que são determinantes à 

inocuidade da alimentação servida aos escolares1,10,11.  

O público atendido pelo PNAE compreende um grupo especial, de reconhecida 

suscetibilidade às DTAs e vulnerabilidade social. Considerando a inexistência de legislação 

sanitária específica e a necessidade de instrumentalizar o nutricionista atuante no âmbito 

escolar, o Centro Colaborador em Alimentação e Nutrição do Escolar (CECANE), elaborou e 

validou uma lista de verificação em boas práticas para UAN escolares, utilizando como base a 

legislação sanitária brasileira 1,12,13. 

Este estudo teve como objetivo avaliar as condições higienicossanitárias na produção 

de refeições em escolas municipais, por meio da aplicação de uma lista de verificação e análise 

microbiológica do ar ambiental, da água e das superfícies de manipulação de alimentos. 

 

Métodos 

Delineamento experimental e amostragem 

Segundo os dados obtidos na Secretaria Municipal de Educação, a cidade de Pelotas tem 

31 escolas municipais em funcionamento, entre educação infantil e educação fundamental. 

Neste estudo foram avaliadas 15 escolas escolhidas por sorteio, representando 50% do total. 

Em cada escola foi aplicada a lista de verificação de adoção das boas práticas e coletadas 

amostras do ar ambiental, superfície da bancada de manipulação de alimentos e da água. 

Com autorização da Secretaria Municipal de Educação, foram realizadas três visitas, 

entre setembro de 2015 e agosto de 2016, nos turnos da manhã e tarde, nos horários de 

preparação ou distribuição das refeições, permitindo assim, uma avaliação global dos 

procedimentos adotados. 
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Avaliação da adoção das Boas Práticas  

 Utilizou-se como instrumento de avaliação, uma lista de verificação em Boas Práticas 

validada para UAN escolares, elaborada pelo CECANE das Universidades Federais do Rio 

Grande do Sul (UFRGS) e de São Paulo (UNIFESP), com o apoio financeiro do Fundo Nacional 

de Desenvolvimento da Educação (FNDE). A coleta de dados foi realizada por meio de 

observação direta no local, questionamentos aos funcionários e/ou direção da escola e análise 

da documentação do estabelecimento. Conformidades foram computadas como “sim”, não 

conformidades como “não”, e itens não pertinentes à avaliação como “não aplicável”. A lista 

de verificação era composta por 99 questões distribuídas em seis blocos temáticos: edifícios e 

instalações da área de preparo de alimentos, equipamentos para temperatura controlada, 

manipuladores, recebimento, processos e produções e higienização ambiental. 

 Para cada uma das questões da lista de verificação foram atribuídas 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 importância para a segurança dos alimentos. Todas as respostas 

assinaladas na alternativa “não”, que caracterizam a não conformidade do item receberam a 

nota zero. Para o cálculo dos pontos obtidos em cada bloco da lista de verificação foi aplicada 

a seguinte fórmula: 

PBx= (Σx /Px – ΣNAx) kx 

Onde: 

PBx: Pontuação alcançada no bloco X (1 a 6) 

Σ x: Somatório das notas obtidas nos itens do bloco X 

Px: Pontuação máxima possível no bloco X 

Σ NAx: Somatório das notas das questões não aplicáveis no bloco 

kx: Peso atribuído ao bloco X 

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

somados. Com base nessa pontuação cada escola foi classificada de acordo com o grau de risco 
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sanitário: situação de risco sanitário muito alto (0 a 25 pontos); situação de risco sanitário alto 

(26 a 50 pontos); situação de risco sanitário regular (51 a 75 pontos); situação de risco sanitário 

baixo (76 a 90) e situação de risco sanitário muito baixo (91 a 100 pontos)12. 

 

Coleta das amostras para análise microbiológica 

 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 sedimentação simples, onde placas de 

Petri contendo ágar para contagem total (PCA) e ágar batata dextrose (BDA) foram abertas e 

expostas ao ambiente por 15 minutos, e uma amostra da superfície de bancada de manipulação 

dos alimentos por meio de um esfregaço de suabe em uma área de 50 cm² (n=45). As amostras 

foram identificadas e transportadas sob refrigeração imediatamente após a coleta até o 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Nutrição da Universidade Federal 

de Pelotas (UFPel) para execução das análises. 

As amostras de água (n=45) foram coletadas da torneira das cozinhas, cerca de 100 mL 

em embalagens plásticas esterilizadas, de acordo com o descrito no APHA14 e foram 

encaminhadas ao laboratório do Centro de Controle de Zoonoses da UFPel para serem 

analisadas.  

Análises microbiológicas 

 Para a análise microbiológica do ar ambiental, as placas de Petri foram incubadas a 37 

°C por 48 horas para contagem de bactérias aeróbias mesófilas e a 25 °C por 5 dias para 

contagem de bolores e leveduras, sendo realizadas a contagem de colônias características após 

esse período15,16. 

Para a análise microbiológica da superfície de bancada de manipulação foi realizada 

contagem de coliformes termotolerantes, inoculando-se as amostras e diluições em placas de 

Petri, e após vertido Ágar 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 colônias típicas foram 

selecionadas quatro para serem repicadas em Caldo Escherichia coli (EC), incubadas a 45 °C 

em banho-maria por 48 horas, para confirmação de coliformes termotolerantes. Para a contagem 

de bactérias aeróbias mesófilas, as amostras e diluições foram inoculadas em placas de Petri, 

vertido ágar PCA e as placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas para posterior contagem 

das colônias16. 

 Para a avaliação microbiológica da água, utilizou-se a determinação do Número Mais 

Provável (NMP) de coliformes totais e Escherichia coli por meio do método de substrato 

cromogênico14. Dez tubos de vidro contendo meio de cultura com substrato enzimático 

cromogênico fluorescente foram inoculados com a amostra. Após 24 horas de incubação a 36 

°C, contando-se o número de tubos que apresentaram coloração verde-azulada e com ajuda de 

uma tabela específica, foi determinado o NMP por 100 mL de amostra de coliformes totais. 

Contando-se o número de tubos que apresentaram coloração 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 Discussão 

Avaliação da adoção das boas práticas 

Das 15 escolas avaliadas, duas (13,3%) apresentaram situação de risco sanitário alto, 

enquanto as demais apresentaram situação de risco sanitário regular (Tabela 1). Cardoso et al.1 

também encontraram inadequações ao avaliar 235 escolas atendidas pelo PNAE na cidade de 

Salvador, Brasil, onde 57,0% (n=134) das unidades apresentaram condições insatisfatórias e 

42,6% (n=100) mostraram-se regulares em relação aos itens avaliados por meio da RDC No 

216/04 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária.  
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Tabela 1. Percentual de adequação por bloco de avaliação e situação de risco sanitário das 
escolas municipais. Pelotas, 2017.  

Bloco 1: Edifícios e Instalações da Área de Preparo de Alimentos; Bloco 2: Equipamentos para Temperatura 
Controlada; Bloco 3: Manipulador; Bloco 4: Recebimento; Bloco 5: Processos e Produções; Bloco 6: Higienização 
Ambiental.  

 

Em relação ao Bloco 4 (Recebimento), todas as escolas estavam em situação de risco 

sanitário muito baixo, no que se refere aos procedimentos relacionados ao transporte e 

recebimento de matéria-prima, verificação das características do alimento (aparência, cor, odor, 

textura, consistência entre outros), embalagem e prazo de validade. Segundo Silva & Cardoso17, 

o recebimento dos alimentos constitui um ponto crucial de controle na cadeia produtiva e a 

deficiência 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 já 

Escolas 
Classificação por bloco (%) 

Bloco 1 Bloco 2 Bloco 3 Bloco 4 Bloco 5 Bloco 6 Pontuação final 

1 50,5 45,4 66,6 100 45,3 61,9 58,3 (regular) 

2 55,4 42,8 75,0 100 38.4 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 33,3 100 40,8 57,1 49,0 (alto) 

10 74,0 33,3 58,3 100 40,8 59,5 55,2 (regular) 

11 55,7 33,3 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 33,3 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) 
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ter participado de algum treinamento em BP realizado pela Secretaria Municipal de Educação, 

no entanto, o Bloco 5 relativo aos Processos e Produções que se refere a aspectos como a higiene 

adequada das mãos e dos alimentos, armazenamento de matéria-prima e controle e registros, 

caracterizou 93,3% (n=14) das escolas como situação de risco sanitário alto.  Cunha et al.11, 

concluíram que, mesmo os manipuladores que receberam treinamento realizavam de forma 

incorreta o procedimento de higiene de mãos, ou seja, treinamentos enriquecem o 

conhecimento, porém nem sempre garantem efeitos nas atitudes e práticas. 

Pode-se observar que na maioria das escolas o espaço físico não foi construído para 

atender as necessidades de um serviço de alimentação, sendo que muitos locais foram adaptados 

sem a correção necessária nas inadequações das instalações físicas e do ambiente. Assim, parte 

do não cumprimento das BP pelos manipuladores de alimentos pode ser atribuído à falta de 

estrutura adequada no local de trabalho, pois em nenhuma das escolas havia lavatório equipado 

e exclusivo para a higiene adequada das mãos. Segundo Mezzari & Ribeiro18, a detecção rápida 

e a correção das falhas durante o processamento dos alimentos, assim como a adoção de 

medidas preventivas, são as principais estratégias para que se tenha a garantia de um alimento 

seguro, onde o treinamento periódico dos manipuladores apresenta papel crucial, pois são os 

responsáveis diretos pelo preparo da alimentação escolar. 

A avaliação do Bloco 2, referente aos Equipamentos para Temperatura Controlada, 

também demonstra situação de risco sanitário alto ou muito alto em todos os locais. Isso se deve 

principalmente porque o controle da temperatura durante o armazenamento não era realizado 

em nenhuma das unidades escolares investigadas, pois não havia termômetro nos locais e os 

equipamentos não possuíam medidores de temperatura, conforme preconizado pela legislação. 

A falta de controle de tempo e de temperatura na conservação da alimentação escolar tem sido 

relatada em diferentes estudos, e esse controle ao longo da cadeia alimentar pode impedir o 

risco da multiplicação microbiana a níveis de risco1,19,20. 
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Avaliação microbiológica  

 Na avaliação do ar ambiental todos os resultados foram satisfatórios para contagens de 

bolores e leveduras e bactérias mesófilas aeróbias, de acordo com a recomendação da APHA, 

que considera ambientes adequados ao processamento de alimentos aqueles que apresentam 

contagem de ambos micro-organismos até 30 UFC/minuto14 (Tabela 2).  

 
Tabela 2 Resultado das análises microbiológicas de ar ambiental das escolas municipais. 
Pelotas, 2017. 

Escolas 
Bactérias aeróbias mesófilas (UFC/min) ¹ Bolores e leveduras (UFC/min) ¹ 

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: ¹UFC/min: Unidade Formadora de Colônias por minuto. 
 

 Apesar dos resultados estarem adequados, nenhuma das escolas fazia uso de barreiras 

físicas, como telas nas janelas ou portas de proteção e separação física das distintas áreas de 

manipulação de alimentos, o que poderia facilitar a contaminação cruzada e a entrada de insetos 

e vetores. Esse resultado difere de outros estudos nos quais foram encontrados níveis elevados 
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de contaminação do ar ambiental, onde os autores apontam como possível causa as 

insuficiências observadas na estrutura física das escolas e salientam a importância de 

investimentos na área13,21. 

Do total de 45 amostras de superfícies de manipulação de alimentos, 14 (31,1%) 

apresentaram resultados insatisfatórios para a contagem de bactérias aeróbias mesófilas.  Todas 

as amostras apresentaram resultado satisfatório para contagens de coliformes termotolerantes 

(Tabela 3), uma vez que para ambos micro-organismos é considerado resultado satisfatório 

quando há contagens menores ou iguais a 50 UFC/cm² 7. Este resultado pode ser atribuído ao 

fato de que na maioria das escolas as superfícies das bancadas de manipulação de alimentos 

eram constituídas de material inadequado, ou seja, não eram lisas, impermeáveis, laváveis e 

isentas de rugosidades, o que compromete a higienização das mesmas, tornando-as fontes de 

contaminação.		

A legislação brasileira não estabelece padrões microbiológicos para bactérias aeróbias 

mesófilas em superfície de manipulação de alimentos. Para Silva Júnior7, que estabeleceu a 

recomendação utilizada, essas bactérias estão presentes no ambiente, portanto são indicadores 

das condições higienicossanitárias do local de produção. Assim, deve-se manter higienizadas 

as superfícies destinadas ao preparo dos alimentos, pois podem ser um reservatório de micro-

organismos e potencial fonte de contaminação do alimento produzido, especialmente se o 

mesmo for consumido cru ou se durante o aquecimento não atingir a temperatura adequada.  
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Tabela 3 Resultado das análises microbiológicas de superfície de bancadas de manipulação de 
alimentos de escolas. Pelotas, 2017. 

Escolas 
Bactérias aeróbias mesófilas (UFC/cm²)¹ Coliformes termotolerantes (UFC/cm²)¹ 

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 3,2 x 10 9,90 1,6 x 10 < 0,02 < 0,02 < 0,02 

3 4,8 x 10 1,3 x 102 0,4 < 0,02 < 0,02 < 0,02 

4 1,70 5,8 x 10 1,7 x 102 < 0,02 < 0,02 < 0,02 

5 0,15 1,3 x 102 9,0 < 0,02 < 0,02 < 0,02 

6 0,62 < 0,02 1,1 x 103 < 0,02 < 0,02 < 0,02 

7 4,90 8 x 102 1,8 x 10 0,73 < 0,02 < 0,02 

8 0,16 < 0,02 1,3 x 10 < 0,02 < 0,02 < 0,02 

9 4,5 x 10 > 1,3 x 105 est. 5,2 x 10 < 0,02 3,8 x 10 < 0,02 

10 < 0,02 1,20 7,10 < 0,02 < 0,02 < 0,02 

11 1,9 x 10 1,3 x 102 2,2 x 10 0,43 9,4 < 0,02 

12 1 x 10 8,4 x 10 1,2 x 10 6,60 < 0,02 < 0,02 

13 8,70 1 x 102 1,1 x 102 3,92 < 0,02 < 0,02 

14 < 0,02 1,4 x 10 1,50 < 0,02 < 0,02 < 0,02 

15 4,5 x 10 6,6 x 10 9,8 x 102 < 0,02 < 0,02 2,4 x 10 
Legenda: ¹UFC/cm²: Unidade Formadora de Colônias por centímetro quadrado de superfície. est: estimado. 
 
   

Os padrões microbiológicos da água para consumo humano são de ausência de 

coliformes totais e Escherichia coli (E. coli) em 100 mL 22. Coliformes totais foram encontrados 

em nove (20%) amostras de água coletadas nas torneiras das cozinhas das escolas, e E. coli foi 

detectada em uma (2,2%) amostra analisada (Tabela 4).  

Em três (20%) das 15 escolas a contaminação persistiu, ou seja, em mais de uma visita 

a água coletada encontrou-se imprópria para consumo. Uma vez que a água é empregada em 

diversos procedimentos nos serviços de alimentação, a não conformidade nos padrões 

microbiológicos aumenta a possibilidade de contaminação cruzada dos alimentos que serão 

consumidos crus, além de prejudicar a higienização de mãos e superfícies de manipulação. 
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Tabela 4 Análise microbiológica da água coletada em escolas municipais. Pelotas, 2017. 

Legenda: ¹NMP/100 ml: Número mais provável em 100 ml. 
 
 

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

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

organismos indica uma possível contaminação fecal nos reservatórios e a necessidade de 

manutenção para que a água atinja os padrões sanitários ideais. Além disso, outras possíveis 

causas devem ser consideradas: a contaminação da água de abastecimento, em virtude de falhas 

no tratamento e na distribuição, e até mesmo a contaminação no encanamento da própria escola.  

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

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

impróprias para o consumo de acordo com os padrões microbiológicos de potabilidade, 

contendo coliformes termotolerantes e E. coli 23. Rocha et al.24 analisaram instituições de ensino 

Escolas 
Coliformes totais (NMP/ 100 ml) E. coli (NMP/ 100 ml) 

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 

1 presença ausência ausência ausência ausência ausência 

2 ausência presença ausência ausência ausência ausência 

3 presença ausência ausência ausência ausência ausência 

4 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 

5 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 

6 ausência presença presença ausência ausência ausência 

7 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 

8 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 

9 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 

10 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 

11 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 

12 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 

13 presença presença ausência presença ausência ausência 

14 ausência presença presença ausência ausência ausência 

15 ausência ausência ausência ausência ausência ausência 
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do município de Teixeira de Freitas (BA), e das 36 escolas avaliadas 9 (25%) apresentaram-se 

em desacordo. 

 

Conclusão 

 Os resultados obtidos pela aplicação da lista de verificação mostraram elevado risco 

sanitário, principalmente em relação aos equipamentos para temperatura controlada e processos 

e produção dos alimentos. As análises microbiológicas realizadas nas superfícies de bancada de 

manipulação indicaram inadequações, assim como na água utilizada para o preparo e higiene 

de alimentos, instalações e manipuladores. É possível concluir que de uma maneira geral, as 

escolas visitadas não atingiram os padrões higienicossanitários adequados para a produção de 

uma alimentação segura. 
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5 Artigo 2 

Condições higienicossanitárias no preparo da alimentação escolar e verificação 
da presença de genes enterotoxigênicos de Staphylococcus spp. 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar as condições higienicossanitárias de mãos 

de manipuladores de alimentos e de preparações alimentícias de escolas municipais 

e verificar a presença de genes produtores de enterotoxinas clássicas (A, B, C, D e E) 

nos isolados de Staphylococcus spp. Foram realizadas três visitas em cada escola, e 

em cada uma delas foram coletadas as amostras de mãos de manipuladores (n=51) 

para análise de coliformes termotolerantes e Staphylococcus spp. e amostra de pelo 

menos uma preparação alimentícia (n=74), sendo realizadas análises de coliformes 

termotolerantes, Bacillus cereus e Staphylococcus spp. e Salmonella spp. Entre as 

amostras de mãos 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 legislação brasileira 

para Estafilococos coagulase positiva e quatro (5,4%) para coliformes 

termotolerantes. Salmonella spp. e Bacillus cereus não foram encontrados em 

nenhuma das amostras. Entre os isolados de Staphylococcus spp. (23 ECP e 34 ECN) 

submetidos à técnica de reação em cadeia da polimerase multiplex, enterotoxina 

estafilocócica 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 moída. As condições higienicossanitárias 
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das escolas mostraram-se inadequadas para as análises microbiológicas. Além disso, 

foi verificada a presença de genes produtores de enterotoxina estafilocócica clássicas 

em três isolados de Staphylococcus spp. 

 

Palavras Chave: alimentação escolar, segurança de alimentos, manipuladores de 

alimentos, multiplex PCR, enterotoxina estafilocócica.  

 

Introdução 

 O direito à alimentação adequada, do ponto de vista nutricional e 

higienicossanitário, em que os padrões de qualidade e de segurança dos alimentos 

devem ser cumpridos, está previsto pelo Programa Nacional de Alimentação Escolar 

(PNAE), que no ano de 2016 atendeu 40,3 milhões de escolares em todo território 

brasileiro (FNDE, 2016). A alimentação escolar é destinada à uma população com um 

risco aumentado para doenças transmitidas por alimentos (DTA). E apesar da 

existência de regulamentações específicas, as medidas de segurança tomadas 

durante a preparação dos alimentos não estão completamente adequadas, uma vez 

que a maioria das escolas não atende aos requisitos sanitários necessários nos 

processos de preparação alimentar (SANTANA et al., 2009; CASTRO et al., 2016). 

A manipulação incorreta dos alimentos, comumente associada à higiene 

deficiente dos manipuladores, incluindo a higiene das mãos, é um dos fatores 

frequentemente envolvidos como causa da contaminação alimentar (GREIG et al., 

2007; AGUIAR & KRAEMER, 2010; KAMAL et al., 2013). Isso ocorre devido a 

frequente presença de micro-organismos patogênicos nas mãos de manipuladores de 

alimentos (SHOJAEI, 2006; LUES & Van TONDER, 2007). 

 Staphylococcus spp. é um micro-organismo comumente encontrado na 

microbiota da pele humana e vias nasais, sendo transportado por uma porção 

significativa da população. Através da produção de enterotoxinas, Estafilococos 

coagulase negativa (ECN) e coagulase positiva (ECP) isolados de manipuladores 

podem causar intoxicação alimentar quando presentes nos alimentos (HANSON et al., 

2011; SILVA et al., 2015). Dentre as enterotoxinas produzidas, as enterotoxinas 

estafilocócicas (EEs) clássicas (A, B, C, D e E) são responsáveis por 95% dos surtos 

(PELES, et al., 2007; CHIANG et al., 2008; CASTRO et al., 2016). Assim, o papel do 

manipulador na preparação dos alimentos é crucial para garantir a produção de 

alimentos seguros. Seu conhecimento, atitudes e práticas desempenham um papel 
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importante na ocorrência de casos de DTA (PATIL et al., 2005). 

 O objetivo deste estudo foi avaliar as condições higienicossanitárias de mãos 

de manipuladores de alimentos e de preparações alimentícias de escolas municipais 

de Pelotas - RS. Além disso, verificar a presença de genes produtores de EEs 

clássicas (A, B, C, D e E) nos isolados de Staphylococcus spp. 

 

Materiais e Métodos 

Amostragem 

 Este estudo foi realizado em Unidades de Alimentação e Nutrição (UANs) de 

escolas municipais de educação infantil e fundamental atendidas pelo PNAE no 

município de Pelotas - RS. Segundo os dados obtidos na Secretaria Municipal de 

Educação (SMED), durante o período da coleta, 31 escolas municipais estavam em 

funcionamento, sendo avaliadas 50% do total (n=15) escolhidas por meio de sorteio.  

Foram realizadas três visitas, entre setembro de 2015 e agosto de 2016, nos 

turnos da manhã e tarde, nos horários de preparação e/ou distribuição das refeições. 

Os manipuladores de alimentos que aceitaram fazer parte da pesquisa assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa envolvendo Seres Humanos com o protocolo 958.126 de 

28/01/2015. 

Em cada visita, foram coletadas amostras das mãos dos manipuladores (n=51), 

por meio da técnica de esfregaço de suabe umedecido com água peptonada, passado 

de forma angular com movimentos giratórios nas duas mãos imediatamente após a 

higienização e posteriormente foram realizadas análises de coliformes 

termotolerantes e Staphylococcus spp. 

Foram coletados em torno de 100g de pelo menos uma preparação alimentícia 

(n=74), e estas foram acondicionadas em embalagem estéril, identificadas e 

transportadas sob refrigeração imediatamente após a coleta até o Laboratório de 

Microbiologia da Faculdade de Nutrição da Universidade Federal de Pelotas. Foram 

realizadas análises 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 análise dos resultados, os alimentos servidos nas escolas foram 

agrupados de acordo com a classificação hierárquica de risco de veiculação de 

agentes causadores de surtos de DTA, segundo Greig e Ravel (2009). 
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Análises Microbiológicas 

A contagem de coliformes termotolerantes nas amostras das mãos foi realizada 

pelo método de plaqueamento por profundidade com Ágar Bile Vermelho Violeta 

Lactose (VRB) em dupla camada e as placas incubadas a 35ºC/48h. Colônias típicas 

foram selecionadas para o repique em Caldo Escherichia coli (EC) e incubadas a 

45ºC/48h, para confirmação de coliformes termotolerantes. 

 Para o isolamento de Staphylococcus spp. de mãos e de alimentos foi utilizada 

a técnica de espalhamento em superfície em Agar Baird Parker (ABP) com emulsão 

gema de ovo e telurito de potássio e as placas incubadas a 37ºC/48 h. Foram 

selecionadas duas colônias presuntivas típicas e duas atípicas e submetidas à 

coloração de Gram e ao teste da coagulase, sendo considerados positivos quando 

houve formação de coágulo e negativos quando não houve. Todos isolados ECP e 

ECN foram armazenados e submetidos à analise molecular para verificação da 

presença de genes das EE. 

 Para a quantificação de coliformes termotolerantes nos alimentos foi utilizada a 

técnica do Número Mais Provável (NMP) com o teste presuntivo no Caldo Lauril 

Sulfato de Sódio (LST) contendo tubos de fermentação e incubação a 35ºC/48h. De 

cada tubo positivo (turvação e formação de gás) foi transferida uma alçada 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 auxílio da tabela do NMP. 

 Para a contagem de Bacillus cereus em alimentos foi utilizada a técnica de 

espalhamento em superfície em Ágar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP) com 

placas incubadas a 32ºC/24 h. Colônias típicas foram confirmadas pelo teste rápido 

de Holbrook & Anderson. 

 Para pesquisa de Samonella spp., inicialmente foi realizado um pré-

enriquecimento em Água Peptonada Tamponada incubando-se a 37ºC/24h. Após, foi 

realizado o enriquecimento seletivo nos caldos Tetrationato e Rappaport-Vassiliadis, 

ambos seguidos de incubação a 42ºC/24h. A partir destes caldos foi realizado o 

plaqueamento nos meios de enriquecimento seletivo Ágar Hektoen (HE) e Ágar 

Xilose-lisina-desoxicolato (XLD), seguidos de incubação a 37ºC/24h. Colônias 

consideradas características para HE e XLD foram submetidas a testes bioquímicos 

com Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI), Ágar Lisina Ferro (LIA) e teste de urease e 
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testes sorológicos com soro polivalente anti-Salmonella. 

 

Verificação da presença de genes codificadores de enterotoxinas estafilocócicas 

 O DNA cromossomal foi extraído de 57 isolados de Staphylococcus spp. (23 

ECP e 34 ECN) utilizando kit comercial (PureLink Genomic DNA – K1820-01, 

Invitrogen®). Para verificar a concentração e presença do DNA bacteriano extraído, 

foram realizadas leituras de todas as amostras por meio de espectrofotômetro e 

posteriormente a amplificação do gene rRNA 16S utilizando primers universais 27F 

(5’-AGATTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5’- TACGGYTACCTTGTTACGACTT-

3’) (LANE, 1991). Foram preparadas reações contendo 17 µL de mistura especial para 

PCR (GoTaq- Promega, Madison, WI USA), 1 µl de cada primer, 1 µL da amostra de 

DNA e 1 µL de água ultrapura (Milli-Q), totalizando 20 µL de volume final. A PCR foi 

realizada em termociclador utilizando o seguinte protocolo térmico: desnaturação 

inicial de 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos (95°C – 0,5’; 50°C – 1’ e 72°C – 1’) e 

extensão 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 extraído dos Staphylococcus spp. foram submetidos à técnica de 

reação em cadeia da polimerase multiplex (mPCR) a fim de verificar a presença dos 

genes codificadores de EEs A, B, C, D e E. Os primers para identificação dos genes 

das EEs foram os definidos por Mehrotra, Wang, & Johnson (2000). Foram preparadas 

reações contendo 50 μl de PCR SuperMix (Invitrogen®), 3 μl da combinação de 

primers de acordo com Mehrotra, Wang, & Johnson (2000) e 2μl da amostra de DNA, 

totalizando 55 μl de volume final. A PCR foi realizada em termociclador utilizando o 

seguinte protocolo térmico: desnaturação inicial de 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos 

(94°C – 2’; 54°C – 2’ e 72°C – 1’) e extensão 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 tampão TBE 0,5X, sob luz 

ultravioleta e fotografados (Kodak Digital ScienceTM DC120). O controle negativo das 

reações consistiu da mesma composição da reação de PCR, porém com água 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 Discussão 

 Entre as 51 amostras de mãos de manipuladores de alimentos, 11 (21,5%) 

apresentaram contagem de ECP acima do recomendado e duas (3,92%) 

apresentaram presença de coliformes termotolerantes. No Brasil não existe uma 

legislação com recomendações para limites microbiológicos para mãos, por isso 

utilizou-se o recomendado por Silva (2010), que considera satisfatório para ECP até 

102 UFC/mão e ausência de coliformes termotolerantes (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Resultados das análises microbiológicas, que apresentaram contagem acima do 
recomendado, realizadas nas mãos dos manipuladores de alimentos de escolas municipais. Pelotas, 
2017. 

Manipulador Estafilococos coagulase positiva (UFC/mão)1 

1 1,7 x 103 

2 7,4 x 103 

3 1,4 x 102 

4 8 x 103 

5 9,9 x 104 

6 6,2 x 104 

7 7,5 x 10 

8 1,3 x 102 

9 1 x 103 

10 7 x 103 

11 1,6 x 102 

 Coliformes termotolerantes (UFC/mão)1 

12 1,3 x 102 

13 1,5 x 102 
Legenda: 1UFC/mão: Unidade Formadora de Colônias por mão. 
 

 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 mãos de manipuladores de alimentos (OLIVEIRA & 

GONÇALVES, 2015). Cunha et al. (2012) ao realizarem uma revisão sistemática da 

literatura, em relação à análise microbiológica de mãos de manipuladores, 

observaram a presença principalmente de S. aureus. Campos et al. (2009), 

observaram práticas inapropriadas de lavagem das mãos em manipuladores de 27 

escolas municipais de Natal - RN, detectando coliformes termotolerantes em 55,6% 

das amostras, onde a incorreta higiene das mãos refletiu significativamente na 

contaminação encontrada. 
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 Durante as visitas às escolas da cidade de Pelotas - RS, foi possível observar 

a ausência de local exclusivo e adequado para a correta higienização das mãos, falha 

esta que poderia facilitar a contaminação por micro-organismos. Estudos apontam 

higiene inadequada de mãos e contato com as mãos desprotegidas em alimentos 

prontos para o consumo como principais causas de surtos alimentares (CDC, 2007; 

CUNHA et al., 2012; TAN et al., 2013). Tan et al. (2013) averiguaram que mesmo os 

manipuladores que passavam por programas de treinamento realizavam de forma 

incorreta o procedimento de higiene de mãos, ainda relataram que 89,4% dos 

manipuladores de alimentos afirmaram sempre praticar procedimentos adequados de 

lavagem das mãos, porém, observaram que 100% dos manipuladores de alimentos 

não higienizavam as mãos utilizando técnicas adequadas. 

 Foram coletadas 74 amostras de alimentos produzidos e servidos nas escolas 

de Pelotas - RS. O número de amostras coletadas por escola variou de acordo com 

as preparações servidas. Segundo a classificação proposta por Greig e Ravel (2009), 

o maior número de amostras coletadas nas escolas de Pelotas foi classificada no 

grupo de bolos, bolachas, biscoitos e pães, seguido do grupo de frutas e verduras 

(Tabela 2). 
Tabela 2. Alimentos coletados nas escolas municipais, distribuídos de acordo com a classificação 

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

Categorias  
(No de preparações coletadas)  

Subcategorias  
(No de preparações coletadas) 

Carne Bovina (2) Carne moída (1) Carne com molho (1) 

Produtos Lácteos (15) Leite (2) Leite com achocolatado (8) Café com leite (5) 

Multi-ingredientes Produtos lácteos (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) Feijão (6) Cereal doce (2) 

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

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

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

Doces sem leite (2) Sagu (2) 

Total 74 
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 Todos os alimentos analisados apresentaram ausência de Salmonella spp. em 

25 gramas de alimento e contagem de Bacillus cereus dentro do permitido pela 

legislação brasileira (103 UFC/g) (BRASIL, 2001). A Tabela 3 expõe os alimentos que 

apresentaram contagem acima do permitido para ECP, onde 16,21% (n=12) do total 

de amostras estavam inadequadas, sendo que três escolas apresentaram 

contaminação em mais de um alimento (BRASIL, 2001). A legislação brasileira não 

prevê padrões microbiológicos para contagem de ECP em frutas frescas, como a 

bergamota, e suco em pó, entretanto esses alimentos apresentaram contagens entre 

1,3 x 102 e 6,9 x 104 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) Parâmetros legislação2 

Carne com molho 6,7 x103 até 103 

Café com leite 1,7 x 103 até 103 

Café com leite 6,9 x 103 até 103 

Bergamota 2,9 x 103 * 

Bergamota 1,3 x 102 * 

Risoto de frango 2,5 x 103 até 103 

Arroz com carne moída 9,2 x 104 até 103 

Suco em pó 6,9 x 104 * 

Suco em pó 6,6 x 103 * 

Bolacha doce 2,9 x 103 5 x 102 

Bolacha doce 6,7 x 104 5 x 102 

Bolacha salgada 8,9 x 104 5 x 102 
Legenda: 1UFC/g ou ml: Unidade Formadora de Colônias por grama; 2RDC 12/2001. * alimentos que não apresentam padrão 
microbiológico para ECP 
 

Alguns estudos relataram inadequada conservação das preparações no 

período pós-cocção, devido a ausência de equipamentos para conservação a quente, 

condição que favorece a multiplicação de micro-organismos (ROSA et al., 2008; 

SANTANA et al., 2009). Durante as visitas às escolas, foi possível observar que não 

haviam equipamentos para conservação adequada dos alimentos quentes prontos 

para o consumo. Demonstrando falhas durante a conservação das refeições, o que 

pode sugerir uma contaminação pós-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 contaminação de sucos em pó por ECP, o que pode 

indicar a contaminação durante o preparo ou o uso de água em desacordo com os 

padrões microbiológicos. Nas amostras de bolachas e bergamota com presença de 

ECP possivelmente tenha ocorrido contaminação cruzada, por meio de manipulação 

inadequada. Estes alimentos eram servidos em um recipiente onde todos os escolares 

serviam-se diretamente, sem a utilização de utensilios como colheres ou pegadores. 

Bolachas apresentam baixa atividade de água, o que não favorece a multiplicação 

bacteriana, sendo considerada um alimento de baixo risco. Já as bergamotas, eram 

servidas descascadas e o contato direto das mãos de manipuladores e escolares ou 

recipientes contaminados podem ser uma fonte de contaminação de bactérias 

(GREIG et al., 2007).  

 Dentre as 74 amostras analisadas, quatro (5,4%) apresentaram quantificação 

de coliformes termotolerantes acima do permitido pela legislação, sendo três 

preparações com leite e uma com fruta e verdura (Tabela 4) (BRASIL, 2001). Salienta-

se que esses micro-organismos são um importante indicador das condições de 

higiene dos processos de produção, comumente associado com bactérias 

patogênicas, o que indica a ocorrência de contaminação fecal dessas preparações, 

sendo considerado um risco à saúde 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 legislação. Pelotas, 2017.  

Alimentos Contagem obtida (NMP/g)¹  Parâmetros legislação2 

Leite com chocolate >1,0 x 103 até 10 

Café com leite 4,6 x 102 até 10 

Café com leite 9,3 x 10 até 10 

Salada de alface com bergamota 4,6 x 102 até 102 

Legenda: 1NMP/mão: Número mais provável por mão; 2RDC 12/2001. 
 

 Na amostra de café com leite, em que foi isolado ECP, também foi constatada 

a presença de coliformes termotolerantes. Essa foi a única preparação no qual foram 

isolados dois tipos de bactérias potencialmente patogênicas 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 preparações 

alimentícias analisadas, apresentavam contagem em desacordo com os padrões 

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 presença de ECP 

e cinco alimentos com presença 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, Austrália, Nova Zelândia, Canadá e União Europeia, alimentos com múltiplos 

ingredientes, ovos, produtos agrícolas e carnes. Cunha et al. (2012) associaram 

alimentos mistos (ou preparações), ovos e produtos à base de ovos, doces e 

sobremesas e carnes a surtos no Brasil. No presente estudo o grupo dos produtos 

lácteos foi o que esteve mais envolvido com ocorrências de contaminação 

microbiológica nas escolas analisadas. 

O leite é um alimento acessível e importante fonte de nutrientes. Mas assim 

como os produtos lácteos, devido à sua composição e propriedades únicas, 

apresentam um ótimo meio para a multiplicação de microrganismos patogênicos e 

deteriorantes (SOUZA, 2010). Segundo Angulo et al. (2009), sua contaminação pode 

ocorrer devido as condições higiênicossanitárias inadequadas no ambiente de 

produção leiteira, que utiliza o processo de pasteurização para melhorar a segurança 

e prolongar a vida útil do produto. Mas também por meio da contaminação cruzada do 

leite após a pasteurização, onde sua manipulação e estocagem são realizadas de 

maneira inadequada (JELICIC et al., 2009).  

Apesar da legislação brasileira determinar padrões microbiológicos apenas 

para ECP em alimentos, por ser comumente relacionado à produção de toxinas e 

considerado de risco para a saúde humana, alguns estudos relatam o potencial 

toxigênico de ECN, sugerindo que este micro-organismo também pode ser um risco à 

saúde de humanos (BRASIL, 2001; RALL et al., 2010; CHAJECKA-

WIERZCHOWSKA, 2015; PODKOWIK et al., 2016).  

Desse modo, foi realizada a verificação da presença dos genes codificadores 

de EEs clássicas (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 três (5,26%) foram 

positivos para EEB (Figura 1) sendo todos provenientes da mesma escola. Apesar da 
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legislação brasileira determinar padrões microbiológicos 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 

moída (ECP). Os demais isolados (94,7%) não apresentaram o gene codificador das 

demais enterotoxinas testadas. 

 
 

Figura 1. Produtos da PCRm visualizados em gel de agarose 2%. Pista 1: marcador de peso molecular 

100 pb Ladder. Pistas 2: isolados com amplificação 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 vômitos e contrações 

gastrointestinais, que podem ser acompanhados de diarreia, fraqueza e tonturas (LE 

LOIR et al., 2003).  Michelin et al. (2006), relatam a ocorrência de um surto de 

intoxicação estafilocócica veiculado através da merenda escolar do município de 

Birigüi - SP envolvendo 1800 pessoas, sendo que dessas, cerca de 1200 eram 

crianças em idade escolar. ECP produtor de EEA foi isolado da farofa (contendo 

farinha de milho, farinha de mandioca, ervilha, milho em conserva, linguiça tipo 

toscana e mortadela) em contagem superior a 8,5 x 107 UFC/g. 

 Carnes e preparações à 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 
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de EE, sendo que três (6%) isolados continham SEB. Esse autor concluiu que a 

prevalência de S. aureus portadores dos genes SEA, SEB, SEC e SED é baixa em 

alimentos de origem animal, na região sul do Rio Grande do Sul e que a origem mais 

provável dos isolados de S. aureus nas amostras avaliadas são os manipuladores de 

alimentos devido ao fato de SEB estar associada com contaminação de origem 

humana (FUEYO et al., 2005).  

 Em alimentos, a presença de Estafilococos oriundo da pele humana está 

associada principalmente a manipulação 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 secreções 

respiratórias (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 produção de EEA 

em 16 isolados, uma produziu EEB, 20 produziram EEC e apenas uma enterotoxina 

EED. Hamza & Saeed (2016) avaliaram a presença de S. aureus enterotoxigênico em 

48 isolados provenientes do nariz e mãos de manipuladores de alimentos. Dos quais 

9 (18,7%) foram associados ao gene da EEA e 7 (14,5%) foram associados ao gene 

EEB. 

 

Conclusão 

De maneira geral as condições higienicossanitárias das UANs escolares 

mostraram-se inadequadas, pois apesar de não ter sido encontrado Salmonella spp. 

e Bacillus cereus em nenhuma amostra de alimento, mãos de manipuladores e 

preparações alimentícias apresentaram contagens acima do permitido para ECP e 

coliformes termotolerantes. Além disso, foi verificada a presença de genes produtores 

de EE clássicas em três isolados de Staphylococcus spp. e apesar da legislação não 

prever a análise de ECN, no presente estudo foram observadas EE em Estafilococos 

coagulase positiva e negativa. 
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6 Considerações finais  

 Os resultados obtidos demonstraram alto percentual de não conformidades, 

sendo que duas das 15 escolas apresentaram "situação de risco sanitário alto" e todas 

as outras foram classificadas como “situação de risco sanitário regular”. Acredita-se 

que, isso ocorreu em parte, devido ao fato de a maioria das escolas apresentarem um 

espaço físico que não foi construído para atender as necessidades de um serviço de 

alimentação. 

Foram encontradas contagens acima do padrão recomendado para bactérias 

aeróbias mesófilas em superfícies de manipulação de alimentos. Já as contagens de 

coliformes termotolerantes estavam dentro do padrão recomendado para todas as 

amostras. 

A qualidade do ar ambiental na área de preparação de alimentos foi satisfatória 

em todas as escolas avaliadas, para contagens de bolores e leveduras e bactérias 

mesófilas aeróbias. Não esperava-se encontrar este resultado, já que nenhuma das 

escolas fazia uso de barreiras físicas, como telas nas janelas ou portas de proteção, 

o que poderia facilitar a contaminação por micro-organismos e refletir em números 

maiores nas contagens. 

Embora a higienização semestral das caixas da água tenha sido relatada na 

maioria das escolas, coliformes totais foram encontrados em amostras de água, assim 

como E. coli., o que demonstra a necessidade de melhoria na manutenção dos locais 

de armazenamento para que a água atinja os padrões sanitários exigidos pela 

legislação brasileira. 

As amostras das mãos de manipuladores de alimentos apresentaram 

contagens acima do recomendado para ECP e para coliformes termotolerantes. Além 

disso observou-se que nenhuma escola possuía lavatórios adequados e exclusivos 

para a higienização corretas das mãos. 

Todas as amostras de preparações alimentícias analisadas apresentaram 

ausência de Salmonella spp. e contagem de Bacillus cereus dentro do permitido pela 

legislação. Porém, foram encontradas contagens acima do permitido para ECP e 

coliformes termotolerantes. Possivelmente seja um reflexo das várias inconformidades 

observadas ao longo da cadeia de produção e que refletiram no produto final.  
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Apesar da legislação brasileira determinar padrões microbiológicos apenas 

para ECP em alimentos, por ser comumente relacionado à produção de toxinas, no 

presente estudo EEB foi encontrada em isolados provenientes de ECN e ECP, em 

uma amostra de arroz com carne moída e duas amostras de manipuladores. 

 De modo geral, pode-se concluir que as escolas municipais da cidade de 

Pelotas que fizeram parte da pesquisa não apresentaram padrões higienicossanitários 

adequados, pois foram encontradas inadequações tanto na avaliação pela lista de 

verificação como nos resultados das análises microbiológicas.
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Apêndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS - FACULDADE DE NUTRIÇÃO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

Você está sendo convidado a participar da pesquisa intitulada: BOAS 
PRÁTICAS EM SERVIÇOS DE ALIMENTAÇÃO E CONDIÇÕES 
HIGIÊNICOSSANITÁRIAS DAS MÃOS DOS MANIPULADORES, que tem o objetivo 
de avaliar a adoção de boas práticas em serviços de alimentação de escolas públicas 
e as condições higienicossanitárias das mãos dos manipuladores. 
PROCEDIMENTOS: Fui informado (a) de que serão coletadas amostras das minhas 
mãos após essas serem higienizadas, por meio de cotonete contendo solução salina. 
RISCOS E POSSÍVEIS REAÇÕES: Fui informado (a) de que não existem riscos 
físicos no estudo pois a coleta é realizada com substância adequada (solução salina), 
e caso eu sinta qualquer desconforto poderei desistir da participação na pesquisa em 
qualquer momento.  
BENEFÍCIOS: O benefício de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os 
resultados serão incorporados ao conhecimento científico e posteriormente a 
situações de ensino-aprendizagem, além dos resultados servirem de base para 
melhorias nas condições higienicossanitarias dos serviços de alimentação das 
escolas. 
PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA: A minha adesão à pesquisa ocorrerá de forma 
voluntária e nenhum tipo de penalidade será aplicada caso não seja do meu interesse 
participar.  
CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que a minha identidade permanecerá 
confidencial durante o estudo e que os dados coletados só serão utilizados para fins 
de pesquisa e divulgados em material acadêmico. 
CONSENTIMENTO: Ciente das informações citadas anteriormente, eu concordo em 
participar do estudo. Duas vias serão assinadas, ficando uma com o pesquisador e 
outra comigo. 
 
ASSINATURA: 
_________________________________________________________ 
DATA: __ __ / __ __ / 20__ __ 
 
 
ASSINATURA DO PESQUISADOR: _________________________ 
 
Profa. Drª. Kelly Lameiro Rodrigues - Universidade Federal de Pelotas/ Faculdade de 
Nutrição - Telefone para informações: (53) 3921-1397 
Comitê de Ética em Pesquisa FAMED: (53)3221-3554 (53)3284-4960 
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Anexo A - Lista de Verificação em Boas Práticas para Unidade de Alimentação 
e Nutrição Escolares 
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