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¹Resumo 
Nas últimas décadas ocorreu um aumento na atuação de estabelecimentos que 
produzem refeições para trabalhadores, como as Unidades de Alimentação e 
Nutrição (UANs). No Brasil, este segmento de mercado é reconhecido como 
um local de grande ocorrência de surtos alimentares, sendo o micro-organismo 
Staphylococcus aureus o segundo maior agente causal. O objetivo deste 
estudo foi avaliar as condições higiênico-sanitárias e a presença de 
Staphylococcus sp. em  UANs de grande porte e atuantes na cidade de Porto 
Alegre. Participaram desta pesquisa 7 UANs de grande porte (>  500 
refeições/dia). A aplicação da Lista de Verificação das Boas Práticas constatou 
que todas as UANs tiveram atendimento insatisfatório a este quesito. Foi 
realizada análise para potabilidade da água, contagem e isolamento de 
coliformes termotolerantes, Escherichia coli, Listeria sp. e Staphylococcus sp. 
em equipamentos, ambientes e alimentos produzidos pelas UANs. 
Manipuladores de alimentos também foram analisados para presença de 
Staphylococcus sp. nas mãos e na cavidade nasal. A água se mostrou 
adequada para produção de alimento em todas as UANs. A qualidade 
higiênico-sanitária foi inadequada na maioria dos pontos analisados, sendo 
constatada a presença de E. coli no processador de legumes apenas de uma 
UANs. Nas sete UANs foi observado ausência de Listeria sp. Todos os 
alimentos, equipamentos e ambiente de manipulação foram ausentes para 
Estafilococos coagulase-positiva. Foram isolados 121 cepas de 26 diferentes 
espécies de Staphylococcus sp. Dentre os 21 manipuladores analisados, 
observou-se a presença de 16 diferentes espécies de Staphylococcus sp. onde 
predominou Staphylococcus epidermidis. O gene da enterotoxina B foi o mais 
prevalente, sendo encontrado em 70,8% dos Estafilococos coagulase-negativo. 
Foram encontrados doze genótipos para a presença de genes das 
enterotoxinas clássicas, sendo que oito genótipos apresentaram combinação 
de mais de um gene. Estes resultados mostram que os padrões de higiene são 
inadequados e que Staphylococcus sp. portadores de genes que codificam 
enterotoxinas clássicas estão disseminados nas UANs estudadas. Assim, é 
clara a necessidade de implementação de Boas Práticas para o controle da 
disseminação de patógenos, produção de alimento seguro e promoção da 
saúde da população atendida pelas UANs. 
 
 
 
 
 
 
 
¹Tese de Doutorado em Microbiologia Agrícola e do Ambiente, Instituto de Ciências Básicas da Saúde, Universidade 
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (101 p.) Agosto, 2012. 
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²Abstract 
In recent decades, there has been an increase of establishments that provide 
meals for workers, such as the Nutrition and Food Units (NFU). In Brazil, this 
market segment is recognized as a place of food outbreaks, and the micro-
organism Staphylococcus aureus is the second largest causative agent. The 
objective of this research is to evaluate the hygienic and sanitary conditions and 
the presence of Staphylococcus sp. in NFU that act in the city of Porto Alegre. 
Seven large foodservices participated in this research (> 500 meals / day). The 
application of Good Practice Checklist found that all food services had a poor 
attendance on this item. Analysis was performed for drinking water, counts and 
isolation of thermotolerant coliform, Escherichia coli, Listeria monocytogenes 
and Staphylococcus sp. in equipments, environments and foods produced by 
foodservices. Food handlers were also analyzed for presence of 
Staphylococcus sp. on the hands and nasal cavity. The water proved to be 
suitable for food production in all food services. The sanitary quality was 
inadequate in most of the points analyzed. The presence of E. coli in the 
vegetables processor was confirmed in only one foodservice. In seven 
foodservices was observed the absence of Listeria sp. All food, equipment and 
environment of manipulation were found clear of coagulase-positive 
staphylococci. 121 strains of Staphylococcus sp. of 26 different species were 
isolated. It was observed the presence of 16 different species of 
Staphylococcus sp. between 21 handlers analysed, being the microorganism 
Staphylococcus epidermidis the predominated specie. The enterotoxin B gene 
was the most prevalent, being found in 70.8% of coagulase-negative 
staphylococci. Twelve genotypes were found for presence of gene encoding 
classical enterotoxins and eight genotypes with combination of more than one 
gene. These results show that hygiene standards are inadequate and 
Staphylococcus sp. that carry genes encoding classical enterotoxins are 
dispersed in the NFU studied. Thus, there is a clear need to implement Good 
Practice for controlling the spread of pathogens, production of safe food and 
promote the health of the population served by the NFU. 

 

 

 

²Doctoral Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology, Health Basic Sciences Institute, Federal University of 
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. (p 101). August, 2012. 
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1  INTRODUÇÃO 

 

O controle da qualidade higiênico-sanitária tem recebido muita 

atenção em pesquisas e debates da área da saúde, por ser um item de 

fundamental influência na disseminação de doenças transmitidas por 

alimentos. Os procedimentos de contagem de micro-organismos indicadores e 

isolamentos de patógenos são muito eficientes como critérios para a avaliação 

de higiene em produção de alimentos. Entre os micro-organismos utilizados 

como indicadores de higiene destacam-se os coliformes a 35ºC, coliformes a 

45ºC e a Escherichia coli. Outros patógenos também podem ser veiculados por 

alimentos como Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. A espécie 

bacteriana Listeria monocytogenes é um patógeno ubíquo que se destaca por 

apresentar características de crescimento e sintomatologia da infecção, muito 

particulares e causar infecção grave em pessoas com baixa imunidade. Ao 

gênero Staphylococcus sp. pertencem mais 45 espécies. Estes podem fazer 

parte da microbiota humana que, por intermédio de técnicas inadequadas de 

produção de refeições e por falhas nos processos de higiene por parte dos 

manipuladores, podem ser transmitidas aos alimentos. Staphylococcus aureus 

é a espécie mais recorrente em casos de surto alimentar no Brasil. Uma das 

características desta espécie é a capacidade de produzir toxinas. Estas toxinas 

podem permanecer viáveis mesmo após os alimentos serem submetidos a 

tratamento térmico e causam disfunções gastro-intestinais. Entre as toxinas 

estafilocócicas já descritas, destacam-se aquelas enterotoxinas mais 

frequentemente encontradas em surtos, chamadas clássicas e denominadas A, 

B, C, D e E. Os sintomas da intoxicação se desenvolvem após um período de 
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incubação de quatro a oito horas, podendo resultar em gastroenterite severa. A 

presença, de quaisquer dos micro-organismos citados acima, em alimentos 

prontos para consumo ou equipamentos de produção de refeições denota 

deficiência nos requisitos de Boas Práticas (BP) na produção de alimentos. 

Para o controle da qualidade higiênico-sanitária na produção de alimentos os 

estabelecimentos devem fazer uso de algumas ferramentas de auxílio. As BP 

são procedimentos operacionais necessários para garantir a qualidade dos 

alimentos produzidos, pois utilizam princípios básicos de higiene. A utilização 

de BP na produção de alimentos está determinada em legislação por órgãos 

competentes no Brasil. Este estudo pretendeu avaliar as condições higiênico-

sanitárias de Unidades de Alimentação e Nutrição de grande porte, atuantes na 

cidade de Porto Alegre – RS. Igualmente, pretendeu isolar e identificar 

Staphylococcus sp., assim como verificar a presença de genes produtores das 

enterotoxinas clássicas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 A produção de alimentos e refeições 

Os estabelecimentos produtores de refeições para coletividades são 

tecnicamente denominados Unidades de Alimentação e Nutrição (UANs), mas 

comumente conhecidos como restaurantes comerciais ou institucionais. Várias 

etapas fazem parte dos processos de produção de alimentos em UANs. 

Primeiramente, se estima a média das necessidades nutricionais dos usuários. 

A seguir há o planejamento do cardápio a ser servido por estes 

estabelecimentos, onde há considerações de alguns pontos básicos: (i) hábitos 

alimentares e regionais, (ii) o número de refeições que serão servidas, (iii) a 

logística de entrega dos gêneros perecíveis, (iv) sazonalidade de alimentos, (v) 

área física, contemplando a disponibilidade de equipamentos e de funcionários, 

(vi) além de quesitos financeiros necessários para o exercício e manutenção de 

todas as atividades pertinentes a este segmento de mercado. Concluída a 

etapa de confecção do cardápio, parte-se para o processo de compras, 

seguido pelo recebimento e armazenamento das mercadorias (gêneros 

alimentícios, descartáveis e de limpeza). Ao término destas etapas é que se 

pode partir para a produção de alimentos e refeições propriamente dita. 

Subsequente à produção tem-se o processo de distribuição do produto final 

que ocorre através da exposição dos alimentos prontos para consumo, aos 

usuários, nas linhas de distribuição de refeições, mais conhecidas como bufê. 

Todas essas etapas devem ser controladas a fim de minimizar a existência de 

pontos passíveis de contaminação, já que a transmissão de micro-organismos 
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aos usuários pode ocorrer através dos alimentos (Mesquita et al., 2006; 

Capunzo et al., 2005; Cho & Hooker, 2009).   

Vários fatores inerentes à produção de alimentos influenciam 

diretamente na qualidade higiênico-sanitária da refeição ou alimento produzido. 

Problemas nas fases de recebimento, estocagem, produção e distribuição, 

podem resultar em alimentos não seguros para consumo. Destacam-se alguns 

fatores causais na produção de alimentos não seguros: o controle inadequado 

de temperatura durante o cozimento, os processos de resfriamento de 

alimentos prontos para consumo, a estocagem e a distribuição do produto final, 

higiene pessoal insuficiente (manipulador de alimentos), contaminação cruzada 

e o monitoramento inadequado de todas as etapas do processo produtivo 

(Akatsu et al., 2005; Bas et al., 2006). Segundo a portaria número (n.) 58 de 

1993 do Ministério da Saúde do Brasil, define-se a ocorrência de contaminação 

cruzada quando: “objeto, materiais ou mesmo alimentos ou qualquer 

substância contaminada que sirva de conduto intermediário possa contaminar o 

alimento a ser consumido e se constituir num fator de risco à saúde” (Brasil, 

1993). Dentre os principais problemas para a segurança de alimentos 

destacam-se o reaquecimento e refrigeração inadequados e o grande tempo de 

espera entre a preparação e o consumo dos alimentos (Weingold et al., 1994; 

Bas et al., 2006). A condição higiênica dos equipamentos, utensílios e de todas 

as superfícies que entram em contato com os alimentos, em quaisquer etapas 

da produção, também merecem grande atenção na prevenção de 

contaminação cruzada e na produção de alimento seguro (Vlková et al., 2008). 

A má higienização de superfícies pode levar ao depósito de matéria orgânica, 

servindo de nutrientes a micro-organismos, e proporcionando a formação de 
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biofilmes. Quando células microbianas se desprendem destes biofilmes, podem 

contaminar os alimentos causando riscos à saúde dos usuários (Gelli et al., 

2005; Pires et al., 2005). 

Considera-se alimento apto para o consumo humano, aquele que 

atende ao padrão de identidade e qualidade pré-estabelecido, quanto aos 

aspectos higiênico-sanitários e nutricionais (Brasil, 1997). Assim, alimentos que 

contemplam os quesitos higiênico-sanitários podem ser denominados “alimento 

seguro” (OMS, 2006). O controle microbiológico é um ponto que merece 

destaque na produção de alimentos, pois objetiva assegurar que os alimentos 

sejam veículo de saúde e não potencialmente de doenças pela presença de 

patógenos e toxinas. Consideram-se doenças transmitidas por alimento 

(DTAs), as doenças originadas pela ingestão de alimentos contaminados com 

micro-organismos ou toxinas. São catalogados vários agentes etiológicos de 

DTAs. Alguns dos principais causadores de doenças alimentares são as 

Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes e Escherichia coli (Filho & Filho, 2000; Bergamini et al., 2007; 

Malheiros et al., 2007; Soares et al., 2008).  

A fim de minimizar falhas que possam resultar em alimentos não 

seguros, as UANs utilizam ferramentas que assessoram o controle do processo 

produtivo. As Boas Práticas (BP) são os procedimentos mais básicos, eficazes 

e necessários para manipulação segura de alimentos. As BP são importantes, 

pois enfatizam procedimentos básicos de higiene e manipulação, além da 

fiscalização dos protocolos de execução objetivando reduzir pontos passíveis 

de contaminação na linha de produção de alimentos e refeições. Apesar de sua 

grande relevância, muitos serviços de alimentação apresentam carência na 
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implementação das BP, resultando em restaurantes com riscos em potencial à 

saúde de seus usuários (Réglier-Poupet et al., 2005).  

 

2.2 Micro-organismos indicadores de contaminação em 

alimentos 

Micro-organismos indicadores são rotineiramente utilizados para 

avaliar as condições de segurança e higiene alimentar do produto final e a 

higiene empregada em seu processamento (Sant’ana et al., 2003). Quando 

presentes em um alimento, estes micro-organismos podem indicar 

contaminação de origem fecal, a possível presença de patógenos ou grau de 

deterioração. Um micro-organismo indicador deve apresentar algumas 

características específicas: 

a) Ser detectável de forma fácil e rápida; 

b) Ser facilmente distinguível de outros membros da microbiota 

do alimento; 

c) Possuir um histórico de associações constantes com o 

patógeno cuja presença visa indicar; 

d) Estar presente sempre quando o patógeno de interesse 

estiver presente; 

e) Ser um micro-organismo cujos números sejam relacionados 

às quantidades do patógenos de interesse; 

f) Possuir características e taxas de crescimento equivalentes à 

do patógeno; 
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g) Possuir uma taxa de mortalidade que seja ao menos 

semelhante à do patógeno e, de preferência, que persista 

mais tempo do que este último; 

h) Estar ausente dos alimentos que são livres de patógenos, 

com exceção de números mínimos. 

 

Além de micro-organismos que indicam a segurança dos alimentos, 

outros fatores também podem auxiliar na avaliação das condições de higiene 

de um ambiente. A avaliação da presença e quantidade de material orgânico 

também pode ser utilizada como um indício da situação higiênica de ambientes 

e superfícies que entram em contato direto com alimentos (Sherlock et al., 

2009). A deposição de material orgânico e outros tipos de resíduos em 

superfícies podem servir de fonte primária de adesão ou mesmo de nutrientes 

para micro-organismos, podendo abrir precedentes para formação de biofilmes 

(Pires et al., 2005).  Ambientes e superfícies mal higienizados que entram em 

contato com alimentos podem caracterizar um risco em potencial para 

contaminação do alimento, disseminação de micro-organismos e ocorrência de 

DTAs. Para verificação da deposição de matéria orgânica em superfícies se 

emprega a técnica da luminescência, pelo uso do luminômetro, mostra-se 

bastante eficiente (Saquet, 2005; Aycicek et al., 2006; Sherlock et al., 2009).  

Este tipo de técnica usa como princípio determinar a quantidade de trifosfato de 

adenosina (ATP), seja de origem microbiana ou não. O ATP é encontrado em 

vários organismos vivos, em resíduos orgânicos e alimentares. Assim, sua 

presença em superfícies pode indicar a ineficiência dos processos de 
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higienização, onde superfícies higienizadas devem conter baixa concentração 

de ATP. 

 

2.3 Coliformes e Escherichia coli 

Os grupos coliformes, e dentro deles a espécie Escherichia coli, são 

considerados micro-organismos indicadores das condições de higiene de um 

alimento ou ambiente. Portanto, a verificação e quantificação da sua presença 

podem ser utilizadas como monitoramento dos padrões higiênico-sanitário de 

produção de refeições. 

Este grupo é dividido em coliformes totais e coliformes 

termotolerantes. Coliformes totais, também conhecidos como coliformes a 35 

graus Celsius (ºC), compreende um grupo de micro-organismos amplamente 

distribuído no ambiente e no intestino de animais de sangue quente. Estas 

bactérias são caracterizadas como bastonetes Gram negativos, aeróbios e 

anaeróbios facultativos, apresentam metabolismo fermentativo de glicose com 

produção de gás entre 24 e 48 horas, a 35ºC. A enumeração deste grupo de 

micro-organismos é comumente realizada para determinação do padrão 

higiênico de ambientes e alimentos (Silva et al., 2001; Rodriguez et al., 2011). 

Este grupo inclui aproximadamente 20 espécies de bactérias. Algumas de 

origem entérica (trato intestinal de animais de sangue quente) e outras 

bactérias de origem não entérica. Portanto, não é o grupo mais indicado para 

referir contaminação fecal, mas é considerado um indicador de contaminação 

ambiental. A presença das bactérias deste grupo em água potável e alimentos 

processados indica a ocorrência de contaminação pós-processamento, o que 
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caracteriza práticas de higiene insatisfatórias (Lecrerc et al., 2001; Gottardi et 

al., 2008; Sood et al., 2008). 

O grupo coliformes termotolerantes, também conhecido como 

coliformes a 45ºC, é formado por três gêneros de bactérias: Escherichia, 

Enterobacter e Klebsiella. Segundo a legislação brasileira sobre padrões 

microbiológicos para alimentos, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA) determina que a denominação de coliformes a 45ºC é equivalente à 

denominação de "coliformes de origem fecal" e de "coliformes termotolerantes" 

(Brasil, 2001). Estes fermentam lactose com produção de gás entre 24 a 48 

horas, na temperatura de 45ºC. A presença de quaisquer destes micro-

organismos em alimentos, acima do estabelecido pela legislação, indica 

contaminação fecal e denota despreparo do produtor sobre padrões mínimos 

de higiene (Silva et al., 2001). 

Dentro deste grupo, E. coli é muito frequentemente encontrada em 

alimentos e sua presença é o mais claro indicador de contaminação fecal 

utilizado. E. coli é uma enterobactéria Gram negativa, catalase positiva, 

oxidase negativa, produtora de indol a partir do triptofano e que não hidrolisa 

ureia. Esta bactéria pode crescer entre 7 e 46ºC, sendo 37ºC a temperatura 

ótima de crescimento  (Scheutz & Strockbine, 1986). 

Metodologias para isolamento e identificação destes micro-

organismos estão muito bem descritas pela legislação brasileira através da 

Instrução Normativa (IN) número 62/03 do Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2003). Porém, comercialmente, há alguns 

meios de cultura que utilizam os mesmos princípios descritos na legislação, 

tornando as análises mais rápidas, menos laboriosas e com alguma redução 
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nos custos financeiros. É o caso dos caldos de detecção rápida de coliformes 

totais, termotolerantes e de E. coli. Esses meios de cultura contêm substâncias 

cromogênicas que auxiliam na identificação dos micro-organismos. Os 

coliformes utilizam os compostos cromogênicos inseridos na formulação do 

meio de cultura resultando na mudança de coloração no tubo de ensaio. O 

composto cromogênico X-gal” (5-bromo-4-cloro-3 indoil ß-D-galactopironidase), 

adicionado ao meio, é o substrato que irá proporcionar a mudança de 

coloração se um micro-organismo possui a enzima ß-galactosidase, que é uma 

particularidade dos coliformes. Já um composto fluorogênico (MUG: 4-

metilumbeliferil–β-D-glicuronídeo) presente no meio, quando digerido pela 

enzima ß-D-glicoronidase produzidas por E. coli, mostram um resultado 

positivo através da emissão de luminescência ao se visualizar o tubo sob luz 

ultravioleta. Este meio também é utilizado para a detecção da produção de 

indol a partir do triptofano. Portanto, a associação de todos esses resultados 

auxilia na detecção e confirmação da presença ou ausência de coliformes e E. 

coli. 

 
2.4 Listeria monocytogenes 

Ao gênero Listeria pertencem dez espécies de bactérias: L. 

denitrificans, L. grayi, L. innocua, L. ivanovii, L. marthii, L. monocytogenes, L. 

murraiy, L. rocourtiae, L. seeligeri, L. welshimeri (Seeliger & Jones, 1986; Hain 

et al., 2007; Zhao, 2011; Euzeby, 2012). Destas espécies, L. monocytogenes 

está associada a patologias no homem e L. ivanovii está mais relacionada a 

patologias em animais. 

Listeria sp. são micro-organismos definidos como cocobastonetes 

regulares, Gram positivos, que não formam endósporo, apresentam flagelos 
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peritríquios e são móveis em temperatura entre 20 e 25ºC, aeróbio ou 

anaeróbio facultativo, catalase positivo e oxidase negativa. Apresentam 

metabolismo fermentativo para glicose e hidrolisam a esculina. O gênero 

Listeria cresce em uma faixa de pH de 4,1 até 9,6, apresentando melhor 

crescimento com valores de pH entre 6 e 8. São caracterizados como micro-

organismos psicro-tolerantes, pois crescem em temperaturas de 1 a 7ºC, 

apesar de a faixa ótima de crescimento ser entre 30 e 37ºC. O gênero Listeria 

sp. também é discriminado por diferenças antigênicas intra e entre espécies, o 

qual determina 17 sorovares. Dentre os sorovares de L. monocytogenes, os 

1/2a, 1/2b e 4b estão relacionados com mais de 90% dos casos endêmicos e 

esporádicos de listeriose (Seeliger & Jones, 1986; Silva et al., 2001; Hain et al., 

2007).  

A espécie L. monocytogenes é o agente etiológico da listeriose e é 

reconhecida como um patógeno para mamíferos. Esta infecção acomete 

preferencialmente pessoas que estejam em um “grupo de risco”, constituído 

por mulheres grávidas, fetos, neonatos, crianças, idosos e indivíduos com o 

sistema imune comprometido. Inicialmente, apresenta sintomas semelhantes a 

um resfriado, com febre baixa e mal estar. Com o avanço da infecção os 

sintomas podem progredir para meningite, endocardite, septicemia, aborto ou 

parto prematuro (Hof, 2003; Al-Adnani & Sebire, 2007; Antolín et al., 2008; 

Goulet et al., 2008). O período de incubação e a dose infectiva não estão bem 

definidos. Refere-se que o período de incubação pode variar de poucos dias a 

2 ou 3 meses e que pode levar a taxas de 20 a 30% de mortalidade para os 

indivíduos que pertencem ao grupo de risco (Giovannacci et al., 1999; 

Maclauchlin et al., 2004). 
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Todas as espécies de Listeria estão distribuídas no ambiente 

podendo ser encontradas no solo, no esgoto, em vegetação deteriorada, em 

fezes de animais e em silagens. Dentre os alimentos, os que mais 

frequentemente são encontrados com contaminação por L. monocytogenes 

são: leite cru, queijos, carnes frescas ou congeladas, frangos, frutos do mar, 

frutas, vegetais, além de embutidos como linguiça e presunto de peru. No 

Brasil há alguns relatos de isolamento de Listeria sp. obtidas de alimentos, de 

locais de processamento, de humanos e animais (Hofer et al, 1998; Araújo et 

al., 2002; Schwab & Edelweiss, 2003; Silva et al., 2004; Lemes-Marques et al., 

2007). 

Na produção de alimentos, o isolamento e a correta identificação de 

Listeria sp. mostram-se importantes para traçar rotas de contaminação nas 

plantas de processamento e contribuir com os dados epidemiológicos. Para tal, 

são muito utilizados os métodos convencionais de detecção, ou seja, técnicas 

de cultura bacteriana (Zaffari et al., 2007; Nalério et al., 2009). O método 

clássico de identificação de Listeria sp. em alimentos e ambientes baseia-se na 

pré-incubação em meio de enriquecimento, a fim de recuperar células 

injuriadas e no uso de meios de culturas seletivos e ou diferenciais, (Kabuki et 

al., 2004; Alessandria et al., 2010). Como Listeria sp. é um micro-organismo 

fastidioso, esta etapa é crucial, pois recupera células até então não cultiváveis. 

Toda a técnica convencional de isolamento de Listeria sp. (enriquecimento 

seletivo, isolamento em meio seletivo e testes bioquímicos) podem levar 

diversos dias até a emissão do resultado final (Jadhav et al., 2012). Esta 

técnica também apresenta algumas limitações. Entre estas, destacam-se (i) a 

não recuperação de células injuriadas; (ii) as condições ambientais, pois 
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podem influenciar a característica fenotípica das cepas; (iii) a presença de 

bactérias contaminantes, que são capazes de mascarar a presença do 

organismo alvo e (iv) a presença de cepas atípicas que podem expressar 

reações atípicas e então serem excluídas da seleção (Frece, et al., 2010; 

Jadhav et al., 2012). Alessandria, et al. (2010) usaram técnica convencional e 

molecular para investigar a presença de L. monocytogenes na planta de 

processamento, na salmoura para produção de queijos e também no próprio 

produto final. Foi observado que a técnica convencional subestimou a presença 

de L. monocytogenes em alguns pontos de análise. Diversas técnicas vêm 

sendo difundidas a fim de reduzir o tempo entre a coleta e o resultado final. 

Neste sentido, meios de cultura seletivos e diferenciais têm sido desenvolvidos, 

além de que técnicas moleculares e imuno-enzimáticas já estão amplamente 

difundidas (Jadhav et al., 2012). 

 

2.5 Staphylococcus sp. 

O gênero Staphylococcus é composto por 46 espécies e 24 

subespécies (Euzeby, 2012). A este gênero pertencem bactérias Gram-

positivas, que ocorrem em pares, cadeias ou cachos. São micro-organismos 

anaeróbios facultativos, não formadores de endósporo. São produtores de 

catalase. Apresentam um bom crescimento em concentrações de cloreto de 

sódio de até 10% e acima deste valor, o crescimento é relativamente baixo. A 

maioria das cepas apresenta crescimento entre 10 a 45ºC e em pH entre 4,2 e 

9,3. Em sua maioria apresentam metabolismo respiratório e fermentativo, tendo 

a capacidade de fermentar uma grande variedade de carboidratos. Não 

hidrolisam esculina e são redutoras de nitrato. São produtores da enzima 
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coagulase e termonuclease, sendo estas importantes para as rotinas de 

identificação de Staphylococcus aureus. Staphylococcus sp. encontram-se 

amplamente distribuídos na natureza e usualmente presentes na pele, 

cabelo/pelo, membranas mucosas, trato respiratório e intestinal de mamíferos e 

aves (Neves, 2007). 

Em análises microbiológicas, as espécies que compõem o gênero 

Staphylococcus sp. são classificadas de acordo com sua capacidade de 

produzir a enzima coagulase. Assim, são divididas em Estafilococos Coagulase 

Positivo (ECoP) e Estafilococos Coagulase Negativo (ECoN). Entre todas as 

espécies do gênero, apenas sete são ECoP: S. aureus, S. delphini, S. hyicus, 

S. intermedius, S. pseudintermedius, S. lutrae, S. schleiferi, S. schleiferi 

subespécie coagulans, (Seeliger & Jones, 1986; MacFaddin, 2001; Euzeby, 

2012). A enzima coagulase age convertendo o fibrinogênio do plasma 

sanguíneo em fibrina. A capacidade de Staphylococcus sp. de produzirem 

enterotoxinas (staphylococcal enterotoxin - SE), geralmente está associada à 

capacidade de produção das enzimas termonuclease e coagulase. Entretanto, 

há ocorrência de algumas espécies que não produzem coagulase e/ou 

termonuclease, mas produzem SE (Oliveira et al., 2011). Entre os ECoP S. 

aureus é a espécie responsável pela maioria das ocorrências de surtos, apesar 

de outras espécies coagulase positivas também possuírem potencial toxigênico 

(Kluytmans, 1998; Michelin et al., 2006). Veras et al. (2008) relatam o 

isolamento de espécies de ECoP e ECoN de produtos lácteos oriundos de 

surto alimentar no estado de Minas Gerais. Dentre estes isolados, há espécies 

de ECoN com genótipo e fenótipo positivo para produção de enterotoxinas, 

porém o autor não os aponta como exclusivos agentes causais do surto (Veras 
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et al., 2008). Apesar de ECoN não terem sido associados diretamente aos 

casos de intoxicação alimentar, seu potencial toxigênico é reconhecido por 

estarem envolvidos em uma variedade de infecções em humanos e animais 

(Cunha, et al., 2006; Taponen & Pyörälä, 2009; Xu, et al., 2012).  

 

2.5.1 Enterotoxinas estafilocócicas 

Entre os fatores de virulência que apresentam importante papel no 

mecanismo de patogenicidade de Staphylococcus sp., ressaltam-se as SE.  As 

SE são proteínas extracelulares de baixo peso molecular, solúveis em água, 

resistentes a enzimas proteolíticas e são classificadas por suas características 

antigênicas. Essas toxinas são altamente termoestáveis, ou seja, resistem a 

processos de aquecimento mesmo que a célula vegetativa bacteriana tenha 

sido inativada (Franco & Landgraf, 2005). Estima-se que contagens de 105-106 

unidades formadoras de colônia por grama de alimento (UFC/g) sejam 

suficientes para a produção de quantidades necessária de SE para 

desencadear uma intoxicação (Novick, 2000; Ertas et al., 2010). 

Até o momento, já foram descritas 21 SE, identificadas de A à V 

(Schelin et al., 2011).  Entre estas, as toxinas A (SEA), B (SEB), C (SEC), D 

(SED) e E (SEE) são as mais frequentemente relacionadas com surtos 

alimentares (Letertre et al., 2003). As SE foram subdivididas de acordo com 

propriedades físico-químicas e imunológicas e classificadas como, SEA (SEA1 

e SEA2), SEC (SEC1, SEC2, SEC3, SECbov, SECsheep
c), SEG (SEG2 e SEGV), 

SEI (SElV), SEK (SEK2), SEU (SElUV) (Cremonesi et al., 2005; Schelin et al., 

2011). Em torno de 95% dos surtos são atribuídos as SE clássicas: A, B, C, D e 

E (Cremonesi et al., 2005).  
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Dentro do gênero Staphylococcus, S. aureus é a espécie mais 

relacionada aos casos de intoxicação alimentar devido à sua capacidade de 

produzir SE. Porém, outras espécies como S. intermedius e S. hyicus, também 

já demonstraram ter esta habilidade (Sena, 2000). Em indivíduos susceptíveis, 

a intoxicação pode ocorrer após a ingestão de alimento contendo entre 100 a 

1000 nanogramas de SE (Bergdool, 1990). Estas não agem somente como 

potentes toxinas gastrintestinais, são toxinas pirogêncicas e classificadas como 

superantígenos. Estas duas funções estão localizadas em diferentes domínios 

da proteína (Balaban & Rassoly, 2000). Os sintomas da intoxicação 

estafilocócica aparecem em até 8 horas após a ingestão de alimentos 

contaminados, caracterizando-se por náuseas, vômito, mal-estar, dor 

abdominal e alguns casos podem apresentar diarréia com ou sem sangue (Loir, 

et al., 2003; Normanno et al., 2007). Os sintomas perduram de 24 a 48 horas e 

a taxa de mortalidade é baixa (Franco & Landgraf, 2005). 

Os genes que codificam as SE geralmente são cromossomais, mas 

podem estar presentes em outros elementos genéticos (Kuroda et al., 2001). 

As SEA SEB, SEC, SED e SEE já tiveram seus genes sequenciados e 

caracterizados e estudos têm observado que algumas cepas de 

Staphylococcus sp. podem produzir mais de uma SE (Cohen et al., 1986; 

Rosec & Gigaud, 2002; Normano et al., 2005). 

A expressão das SE B, C e D é mediada por um sistema regulatório 

(agr) (Schelin et al., 2011). A expressão do gene agr está associada à 

densidade de células vegetativas, por isso altas contagens (acima de 105 

Unidade Formadora de Colônia - UFC) são determinantes para a produção de 

SE (Novick, 2000). 
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A enterotoxina A é considerada a toxina mais comum na ocorrência 

de intoxicações. O gene sea é composto por 771 pares de base (pb), que 

codifica uma proteína de 257 aminoácidos com peso molecular de 27.1 Quilo-

Dalton (KDa). Esta toxina é expressa na fase estacionária e não é modulada 

pelo gene regulador agr (Balaban & Rassoly, 2000). A enterotoxina B é 

codificada pelo gene cromossomal seb de 798 pb que codifica uma proteína de 

266 aminoácidos com 31.4 KDa (Betley & Mekalanos, 1998). SEB é 

considerada uma arma biológica em potencial, pois induz a uma resposta 

imune muito severa (Shylaja et al., 2010). A enterotoxina C compreende um 

grupo de proteínas altamente conservadas, distintas por seus antígenos. O 

gene sec é cromossomal. Hu et al. (2005) referem que a maioria dos S. aureus 

isolados de mastite bovina, são produtores de grandes quantidades de SEC. O 

gene sed, que codifica a enterotoxina D, foi localizado em um plasmídeo que 

possui o gene da penicilase também. SED é uma toxina bastante agressiva, 

onde 100 a 200 nanogramas são suficientes para desencadear a doença em 

indivíduos imunocomprometidos (Kokan & Bergdool, 1987). A sequência 

genética da SEE apresenta alta homologia com SEA (90%) (Balaban & 

Rassoly, 2000; Schelin et al., 2011). 

 

2.5.2. Staphylococcus sp. e a produção de refeições 

A produção de refeições é constituída pela utilização de três fatores 

que podem ser fonte de contaminação por Staphylococcus sp.: (i) insumos 

orgânicos; (ii) planta de processamento, ou seja, área física representada por 

equipamentos e ambientes que entram em contato com os alimentos; (iii) 

manipuladores de alimentos. O controle destes três fatores deve fazer parte 
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das atividades diárias das Unidades de Alimentação e Nutrição para garantir a 

produção de alimento seguro. 

Os alimentos mistos, ovos e produtos a base de ovos, doces e 

sobremesas compõem os grupos de alimentos que estiveram mais 

relacionados com os surtos neste mesmo período. Em relação aos locais de 

maior ocorrência dos surtos, os restaurantes e as padarias ocuparam a 

segunda colocação. Só perdendo para os episódios ocorridos em residências. 

Entretanto, os casos de intoxicação estafilocócica, no Brasil são subestimados, 

pois não é uma doença de notificação compulsória (Brasil, 2006).  

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2011, S. aureus destacou-se 

como o segundo maior agente etiológico de surto alimentar (Brasil, 2011). Uma 

grande atenção merece ser dada à presença estafilococos nas linhas de 

processamento de alimentos, pois pode estar associada a manipuladores de 

alimentos. Estes podem ser portadores assintomáticos de estafilococos 

enterotoxigênicos. Na África do Sul 88% dos manipuladores analisados em 

uma “delicatessen”, eram portadores de S. aureus nas mãos e 44% nos 

aventais de trabalho (Lues & Tonder, 2007). Manipuladores de alimentos 

também foram analisados em cozinhas industriais da cidade de Botucatu/ São 

Paulo, onde 75,6% apresentaram ECoN e 24,4% ECoP. Ainda, 46,8% dos 

isolados ECoN apresentaram genes para enterotoxinas (Rall et al., 2010a). 

Carmo et al. (2003) relataram um surto ocorrido na cidade de Passos/ Minas 

Gerais. Foram detectados 2x108 UFC de estafilococcos produtores de SEA, 

SEB, SED por grama de alimento analisado. Os manipuladores de alimentos 

também foram analisados e foi observado que estes eram portadores de 

estafilococos produtores das referidas toxinas, indicando os mesmos como 
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prováveis fontes de contaminação do alimento. Assim, a deficiência de 

procedimentos e hábitos de higiene pessoal e o não cumprimento das BP 

podem fazer do manipulador de alimentos, um veículo de disseminação deste 

patógeno aos alimentos (Raddi et al., 1988; Lues & Tonder, 2007; Normanno et 

al., 2007). 

A identificação e/a quantificação da presença de Staphylococcus sp. 

nos alimentos é um indício dos padrões de higiene. No Brasil, o Ministério da 

Saúde e a ANVISA definem limites máximos para a presença de ECoP em 

alimentos (Brasil, 2001). Onde os que apresentam contagem acima do definido 

são potencialmente capazes de causar intoxicação. Portanto, a legislação 

brasileira não preconiza a necessidade de identificação em nível de espécie. 

No Anexo I da Resolução 12/2001, consta a determinação dos valores 

máximos para diversos grupos de alimentos (Brasil, 2001). O item 22 do Anexo 

I traz os padrões aceitos pela legislação brasileira para contagem de ECoP em 

refeições preparadas por Unidades de Alimentação e Refeição e demais 

estabelecimentos. A definição desta legislação merece grande atenção uma 

vez que se tem conhecimento de ECoN produtoras de enterotoxina, ou seja, 

potencialmente patogênicas (Rall et al., 2010b; Park et al., 2011). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar as condições higiênico-sanitárias e a presença de 

Staphylococcus sp. em  Unidades de Alimentação e Nutrição de grande porte e 

atuantes na cidade de Porto Alegre.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 Verificar a adequação das Unidades de Alimentação e 

Nutrição às Boas Práticas e à regulamentação técnica vigente; 

 Verificar e quantificar a presença de coliformes 

termotolerantes e Escherichia coli em Unidades de Alimentação e 

Nutrição; 

 Verificar a qualidade da água utilizada para produção de 

alimentos; 

 Verificar e quantificar a presença de Listeria 

monocytogenes em Unidades de Alimentação e Nutrição; 

 Verificar, quantificar a presença e identificar as espécies de 

Staphylococcus sp. em Unidades de Alimentação e Nutrição; 

 Examinar a presença de genes produtores de enterotoxinas 

A, B, C, D e E nas cepas de Staphylococcus sp. isolados. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os materiais e a metodologia específicos para cada um dos 

experimentos utilizados no desenvolvimento desta pesquisa estão 

apresentados nos respectivos artigos que constam no capítulo 5 

(RESULTADOS).  

Este estudo foi realizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do 

Sul. As coletas de dados e dos materiais para análise ocorreram no período 

entre julho de 2009 e fevereiro de 2010. 
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5 RESULTADOS  

 

Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de 

artigos científicos. Os subtítulos deste capítulo correspondem aos artigos 

científicos formatados de acordo com as normas das respectivas revistas, às 

quais, foram submetidos ao exame de publicação. 

Também foram desenvolvidos relatórios técnicos individuais para 

cada uma das UANs que participaram deste estudo. Os relatórios 

contemplaram os resultados da Lista de Verificação com sugestão de 

adequação quando necessário, os resultados das análises microbiológicas e 

moleculares. Estes relatórios foram entregues às Concessionárias de 

Alimentos, às quais são administradoras responsáveis pelas UANs. A redação 

dos relatórios teve como objetivo auxiliar os estabelecimentos na promoção da 

qualidade dos serviços prestados à população. 
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5.1 Artigo 1 

 

5.1.1 Avaliação das condições de higiene e da adequação às 

Boas Práticas em Unidades de Alimentação e Nutrição no município de 

Porto Alegre - RS 

 

Artigo publicado na Revista Alimentos e Nutrição – Brazilian Journal 

of Food and Nutrition – Araraquara. 
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5.2 Artigo 2 

 

5.2.1 Sanitary quality, occurrence and identification of 

Staphylococcus sp. in food services 

 

 

 Artigo aceito para publicação no Brazilian journal of 

Microbiology em 03 de setembro de 2013. 
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Abstract 

Sanitary conditions are essential for the production of meals and control of the 

presence of pathogens is important to guarantee the health of customers. The aim of 

this study was to evaluate the sanitary quality of food services by checking the presence 

of thermotolerant coliforms, Staphylococcus sp. and evaluate the toxigenic potential 

from the latter. The analysis was performed on water, surfaces, equipment, ready-to-eat 

foods, hands and nasal cavity of handlers in seven food services. The water used in food 

services proved to be suitable for the production of meals. Most food, equipment and 

surfaces showed poor sanitary conditions due to the presence of thermotolerant 

coliforms (60.6%). Twenty-six Staphylococcus species were identified from the 121 

Staphylococcus isolates tested. Staphylococci coagulase-negative species were 
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predominant in the foods, equipment and surfaces. In food handlers and foods, the 

predominant species was Staphylococcus epidermidis. Twelve different genotypes were 

found after PCR for the classical enterotoxin genes. The seb gene (19.8%) was the most 

prevalent among all Staphylococcus sp. Both coagulase-positive and coagulase-negative 

Staphylococci showed some of the genes of the enterotoxins tested. We conclude that 

there are hygienic and sanitary deficiencies in the food services analyzed. Although 

coagulase-positive Staphylococci have not been present in foods there is a wide 

dispersion of enterotoxigenic coagulase-negative Staphylococci in the environment and 

in the foods analyzed, indicating a risk to consumer health. 

Keywords: food service; sanitary quality, Staphylococcus sp.; Staphylococcal 

enterotoxin. 

 

Introduction 

The major objectives of food services are the production and distribution of 

foods with nutritional and sanitary quality. To achieve this quality, the World Health 

Organization recommends the adoption of good hygienic practices (31, 38). Most 

outbreaks are caused by the ingestion of contaminated food after inadequate hygiene 

practices, production, storage and/or distribution (17). The food services occupy the 

second position as a source of food intoxications/infections in Brazil, with Salmonella 

sp., Staphylococcus aureus and Escherichia coli being the main causative agents (11, 

14). 

Outbreaks of Staphylococcus sp. are related to the production of one or more 

enterotoxins (SE), and SEA, SEB, SEC, SED and SEE are together responsible for 95% 

of the cases (4, 25). Among these, SEB is the SE which has the highest thermostability 

and toxicity (5). Although Staphylococcus aureus is the most evident species in food-



49 

 

borne outbreaks, coagulase-negative Staphylococci (CoNS) can also be producers of SE 

(3, 23, 27, 35). 

Knowing and controlling the factors that can lead to the contamination of foods 

produced in a food service can minimize risks to the health of customers. This study 

aimed to evaluate the sanitary quality of food services, verify the presence of 

thermotolerant coliforms, Staphylococcus sp. and assessing the toxigenic potential from 

the latter.  

 

Materials and methods 

Food services and samples 

This study was conducted in seven large-scale food services (500 or more meals 

per day) and active in the city of Porto Alegre/Rio Grande do Sul - Brazil. Analyses 

were performed for thermotolerant coliforms and Staphylococcus sp. in: (I) ready-to-eat 

foods (raw salad, processed salad produced by processing or cooking, hot meal and 

dessert - total of 26 samples); (II) equipment (refrigerator, cutting board, gastronomical 

tank, blender, cutter and vegetable processor - total of 33 samples); and (III) surfaces 

(stainless steel bench - total of 7 samples). Before distribution of lunch in each food 

service, we collected aseptically 25 grams of each food in sterile plastic bag and stored 

under refrigeration until the time of analysis. Samples of equipment and surfaces were 

collected by swab smearing (50 cm²), moistened in saline (0.85%). At the time of 

sampling, all points had been cleaned/sanitized in accordance with the parameters of 

each food service. In the absence of any of these items, the collection point was deleted. 

Material from the hands and nasal cavities of 21 food handlers (3 handlers from each 

food service) was collected using a swab that was moistened with saline (0.85%), 

transported in Stuart medium (Laborclin) and used for Staphylococcus sp. enumeration. 
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We analyzed the drinkability of the water used for the sanitization of salads. This 

research was conducted according to ethical principles and was approved by the Ethics 

Council from the Federal University of Rio Grande do Sul (8). 

 

Microbiological analyses 

The dilution and homogenization of the samples as well as the analysis and 

identification of thermotolerant coliforms and Staphylococcus sp. were performed 

according to the Food and Drug Administration guidelines (13). The species of 

Staphylococcus isolates were identified by Gram staining, catalase testing, coagulase 

testing, growth on mannitol salt agar, anaerobic growth on mannitol, hemolysis, 

pigment, Voges-Proskauer test, nitrate, fermentation of maltose and mannitol, urease, 

oxidase, growth at 15ºC, 45ºC and in the presence of 15% NaCl (12, 18). Water 

(100mL) was analyzed by cultivation in Hicoliforme broth (Himedia), with prior 

inactivation of chlorine by adding sodium thiosulfate (10%). All isolates were 

maintained in brain heart infusion broth (Himedia) with 25% glycerol and stored at -

20°C. 

 

Parameters for the microbiological analysis 

The results of the analyses were compared to the criteria described in the 

Technical Regulation on Microbiological Standards for Foods of the National Agency 

for Sanitary Vigilance Committee (9). The study considered item 22, specific to ready-

to-eat meals, produced by food services or similar, where the presence of coagulase-

positive Staphylococci (CoPS) is considered non-compliant. The evaluation of water 

quality was guided by Ordinance No. 2914/11 of the Brazilian Ministry of Health that 

determines the absence of thermotolerant coliforms and E. coli in 100 mL of water (10). 
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For the analysis of surfaces and equipment, the standards of the Pan American Health 

Organization (PAHO) were considered, which state that up to 49 colony-forming units 

per square centimeter is considered as a regular hygiene condition (22). 

 

Detection of enterotoxin genes in the Staphylococcus sp. strains 

All strains of Staphylococcus sp. were subjected to polymerase chain reaction 

(PCR) for the presence of genes encoding the classical SE (sea, seb, sec, sed, and see). 

PCR reactions were performed in a final volume of 25 μL: 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM 

each dNTP, 0.2 mM of each primer, 1U Taq polymerase (Promega), 10 ng of DNA in a 

thermocycler Master Cycler Personal. The reaction was incubated for: 5 min at 94°C 

followed by 30 cycles of 1 min at 94ºC, 1 min at the annealing temperature according to 

Table 1, 1 min at 72°C and a final cycle of 5 min at 72°C. To confirm the absence of 

inhibitors in the PCR reaction, all negative reactions for some SE genes were subjected 

to a new PCR reaction with primers detecting the 16S rRNA-prokaryote gene (8f and 

925r) described by Liu et al. (1997) (16). The PCR products were visualized as 

described elsewhere (31). Sterile ultrapure water (Milli-Q) was used instead of DNA as 

a negative control. S. aureus ATCCs 13565 (sea), 14458 (seb), 19095 (sec), 23235 (sed) 

and 21664 (see) were used as positive controls. 
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Table 1. Nucleotide sequences, annealing temperature and expected size of the 

PCR products for Staphylococci enterotoxins. 

Gene  Primer Nucleotide sequence (5'-3')* Annealing 

temperature (
o
C) 

Amplicon (bp) 

sea sea1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG 56 102  

 

sea2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG 

 
 

seb seb1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 54 164  

 

seb2 CCAAATAGTGACGAGTTAGG 

 
 

sec sec1 AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 58.5 
451  

 

sec2 CACACTTTTAGAATCAACCG 

 

 

sed sed1 CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 49 278  

 

sed2 ATTGGTATTTTTTTTCGTTC 

 
 

see see1 AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 53 209  

  see2 CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC     

Legend: 1, primer forward; 2, primer reverse; bp, base pairs; ºC, Celsius degrees; *, nucleotide 

sequences described by Mehrotra et al. (2000) (19). 

 

Results  

Water analysis 

The water samples showed no thermotolerant coliforms or E. coli. The seven 

food services evaluated in this study used only water that was treated and distributed by 

the Municipal Water and Sewer Systems of Porto Alegre. 

 

Analysis of thermotolerant coliforms and Staphylococcus sp.  

In an overall evaluation of foods, equipment and surfaces, it was observed that 

60.6% of the points analyzed showed thermotolerant coliforms counts above the 

recommended (Table 2). 
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Table 2. Compliance of food services regarding the microbiological limits for 

thermotolerant coliforms. 

FS 
Salad Hot 

meal 
Dessert S. bench V. cutter Blender G.T. C. board 

V. 

processor 
Refrig. 

A B 

1 n + - + - - - n - - - 

2 + + + - - - - n - - + 

3 + + + + - n - + - + - 

4 - - + - - - n - - n + 

5 + - + n - n n + + - + 

6 - + - + + + n - - - - 

7 + + - - - - - n - - + 

Legend: FS, food service; Salad A, raw salad; Salad B, processed salad; S. bench, stainless steel 

bench; V. cutter, vegetable cutter; G.T., gastronomic tank; C. board, cutting board; V. processor, 

vegetable processor; Refrig., refrigerator; n, inexistent equipment or food in food service; +, compliant; -, 

non-compliant. 

 

All foods analyzed showed minimum number of CoPs, and these parameters are 

within of the standards set by Brazilian legislation. Of the 108 sampling points 

analyzed, 121 strains were distributed between 26 different species of Staphylococcus 

sp. (15 strains from foods, 36 from equipment/surfaces, 37 and 33 from hands and nasal 

cavities of handlers, respectively).  Among these strains, 105 were CoNS and 16 were 

CoPS. All of the CoPS were isolated from food handlers. All species isolated from 

foods (Table 3) were identified as CoNS. S. epidermidis was the most common species 

in foods, although it was not found in any of the equipment or surfaces analyzed. 

Thirty-six CoNS were isolated from equipment and surfaces, and 13 different species 

were identified. The species that was most frequently isolated from hands (9 of 37 

isolates) and from the nasal cavities (14 of 33) was also S. epidermidis. Among all of 

the isolates from hands, only four were CoPS, represented by Staphylococcus hyicus (1 

strain), S. lutrae (1 strain) and S. schleiferi (2 strains). Among the Staphylococcus sp. 

isolated from the nasal cavities, 17 were CoPS, and the second most common species 
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was S. schleiferi (10 out of 33 isolates). Among all handlers analyzed, nine were carriers 

of Staphylococcus sp. on their hands, and six harbored two or three different species. 

While twelve of the handlers showed Staphylococcus sp. in the nasal cavity, only three 

handlers were carriers of two different species in the same sampling. 

Table 3. Staphylococcus sp. isolated from foods, equipment, surfaces and food 

handlers of food services. 

Species Coag.¹ Source (n. of isolates) n. of isolates 

S. arlattae - Food (3); Food handler - hand (2) 5 

S. aureus + Food handler - nose (1) 1 

S. auricularis - Food (1); Food handler - hand (2), nose (1)  4 

S. capitis - Equipment (1) 1 

S. caprae - Food handler - hand (5) 5 

S. carnosus - Food (1); Equipment (1); Food handler - hand (1) 3 

S. caseolyticus - Equipment/surface (4) 4 

S. chromogenes - Food (1); Equipment (2) 3 

S. cohnii sub. 

urealyticus 

- Food handler - hand (1) 1 

S. epidermidis - Food (5); Food handler - hand (9), nose (14) 28 

S. equorum sub. 

equorum 

- Equipment (1) 1 

S. gallinarum - Food (1); Food handler - hand (1) 2 

S. haemolyticus - Food (1); Equipment/surface (5) 6 

S. hominis - Equipment (5); Food handler - hand (4) 9 

S. hyicus - Food handler - hand (1), nose (4) 5 

S. hyicus-

chromogenes 

- Food handler - hand (1) 1 

S. intermedius + Food handler - nose (2) 2 

S. lutrae + Food handler - hand (1) 1 

S. pasteuri - Food (1); Equipment (1); Food handler - hand (2), 

nose (1) 

5 

S. saccharolyticus - Equipment (5) 5 

S. saprophyticus - Equipment/ surface (3); Food handler - hand (4) 7 

S. schleiferi + Food handler - hand (2), nose (10) 12 

S. simiae - Food handler - hand (1) 1 

S. simulans - Food (1); Equipment (4) 5 

S. vitulinus - Equipment (3) 3 

S. warneri - Equipment (1) 1 

Total 121 
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Legend: 1, coagulase; -, coagulase-negative Staphylococci; +, coagulase-positive Staphylococci; 

n., number. 

 

Analysis of Staphylococcal enterotoxin 

The gene seb was the most prevalent, either alone (19.8%) or concomitant with 

other toxin(s) gene(s) (Table 4).  

 

Table 4. Genotypic profile of the enterotoxins genes in Staphylococcus sp. 

isolates from the food services. 

Genotype Number of isolates positive for genotypes (%) 

sea 4 (7.0%) 

seb 24 (42.1%) 

sec 1 (1.7%) 

sed 6 (10.5%) 

sea+seb 5 (8.8%) 

sea+sec 2 (3.5%) 

seb+sec 5 (8.8%) 

seb+sed 4 (7.0%) 

seb+see 1 (1.7%) 

sed+see 1 (1.7%) 

sea+seb+sed 1 (1.7%) 

seb+sec+sed 3 (5.3%) 

Total 57 (100%) 

Legend: (%) percentage; sea, seb, sec, sed, see, gene of Staphylococci enterotoxin A, B, C, D 

and E, respectively.  

 

The gene encoding seb was commonly found in both CoPS (29.2%) and CoNS 

(70.8%). This study revealed twelve different genotypes, consisting of four genotypes 

with single genes (sea, seb, sec e sed), six genotypes with combinations of two genes 

(sea+seb; sea+sec; seb+sec; seb+sed; seb+see; sed+see) and two genotypes with three 

genes (sea+seb+sed; seb+sec+sed). The enterotoxin E gene was present only in 

combination with another enterotoxin, rather than forming an individual genotype. 
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Among the 121 Staphylococcus sp. tested in this study, 57 (47.1%) were positive for 

any of the classical SE genes. Eighteen of the 26 species identified were positive for any 

of the SE genes. The species S. aureus (1), S. capitis (1), S. cohnii subspecies 

urealyticus (1), S. equorum subspecies equorum (1), S. lutrae (1), S. intermedius (2), S. 

simiae (1) and S. vitulinus (3) were negative for the presence of the genes tested. The 

genotype sea+seb are present in two strains of Staphylococcus sp. isolated from foods 

(Table 5). In contrast, among isolates of equipment, surfaces and handlers, the seb 

genotype was predominant. 

 

Table 5. Enterotoxin genes found in Staphylococcus sp. isolates from the food 

services.  

Gene of 

enterotoxins¹ 

Source 

Food (26)² Equipment/surface (40)² 
Food handler (21)² 

Hand Nasal cavity 

sea  - 2 (5%) 1 (4.8%) 1 (4.8%) 

seb 1 (3.8%) 5 (12.5%) 5 (23%) 13 (62%) 

sec 1 (3.8%) - - - 

sed - 2 (5%) 4 (19%) - 

see - - - - 

sea+seb 2 (7.7%) 2 (5%) 1 (4.8%) - 

sea+sec - 1 (2.5%) 1 (4.8%) - 

seb+sec 1 (3.8%) 1 (2.5%) 3 (14%) - 

seb+sed - 1 (2.5%) 3 (14%) - 

seb+see - 1 (2.5%) - - 

sed+see - 1 (2.5%) - - 

sea+seb+sed - 1 (2.5%) - - 

seb+sec+sed - - 2 (9.5%) 1 (4.8%) 
Legend: 1, sea, seb, sec, sed, see, gene of Staphylococcal enterotoxin A, B, C, D and E, 

respectively; 2, Number of samples; ( ), percentage of presence of the gene; -: absence. 

 

Discussion  
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As no thermotolerant coliforms were found after the microbiological analysis of 

the water used by the food services, it was classified as satisfactory. This is a very 

important point since it can act as a vehicle for the transmission of pathogens and 

spoilage agents (37). Foods that presented results from non-compliance due to high 

count thermotolerant coliforms were those who had added some ingredients after 

cooking, suggesting post-processing contamination. This suggests a failure in the use of 

good hygienic practices and in the quality control of raw materials. The high percentage 

of poor sanitary conditions of the surfaces and equipment of food services is alarming. 

It is known that equipment and countertops can provide conditions for the growth of 

microorganisms on their surfaces forming biofilms, as well as the possibility for further 

cross contamination (15, 20, 34). In addition, the cross-contamination, post-processing, 

could be the explanation for at least 30% of the food analyzed in this study having 

levels of thermotolerant coliforms above the acceptable levels. 

Considering only the analysis of Staphylococcus sp. and the Brazilian 

legislation, the results of this study showed that all foods produced by food services 

were in agreement with that legislation (11). This legislation determines only the 

investigation of CoPS in foods because they are producers of toxins that are of 

considerable risk for human health. CoNS possessing SE genes have been isolated from 

foods by other authors, although they have not yet been identified as causative agents of 

food poisoning (29, 39). So far, in Brazil, studies searching for the presence of 

Staphylococcus sp. in foods produced by food services were not described. However, 

some studies showed the presence of Staphylococcus sp. in many foods (3, 4, 7, 23, 27, 

28). 

Equipment and surfaces can accommodate a diverse microbiota. In the food 

services this can be influenced by contact with food (raw or processed), food handlers 
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and by the processes of cleaning. Equipment and poorly sanitized environments may 

contain organic matter, which, combined with convenient extrinsic factors, can provide 

favorable conditions for the growth of microorganisms (29). Also, the contaminated 

equipment could be the source of microorganisms for foods prepared with them (20, 

21). With regard to the Staphylococcus sp. isolated in this study, except for S. 

caseolitycus, which is commonly found in dairy products, all other isolated species from 

equipment and surfaces may be part of human microbiota (6, 12). The handlers' hands 

can be vehicles of contamination, so care with personal hygiene is essential in the 

production of meals (30, 32). In this study it was also observed that the same handler 

could accommodate more than one species in their microbiota, as was also observed by 

other authors (1, 3).  

The most common gene in Staphylococcus sp. identified from food services and 

foods was seb. SEB is one of the most potent toxins and the expression of that gene in 

food can be a danger to the health of the customers (2, 33). The prevalence of SE genes 

in foods varies and depends on regional and human factors. Their frequency in foods 

has been described in other studies and the rate was variable between them (7, 24, 26, 

28, 36). In this study, 33% of the Staphylococcus sp. isolated from foods harbored one 

or two SE genes.  

Thus, it was observed that 61.5% and 100% of the food produced by food 

services in Porto Alegre showed counts of thermotolerant coliforms and Staphylococcus 

sp., respectively, which are within the limits defined by Brazilian legislation (9). This 

result of compliance does not consider the wider dissemination of CoNS in food 

services, or the toxigenic potential of these isolates. It was observed that the sanitary 

conditions of equipment and surfaces were inadequate (75%) for the production of 

meals; the enterotoxin B gene was the most prevalent among the Staphylococcus sp. 
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evaluated.  These results showed a risk to the customers of food services when exposed 

to food produced with inadequate hygiene practices and possessing thermotolerant 

coliforms and Staphylococcus sp. isolates with toxigenic potential. Thus, it is evident 

the necessity of the implementation and constant monitoring of programs of quality 

control in food services. 
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6 DISCUSSÃO GERAL 

 

O monitoramento da qualidade higiênico-sanitária em UANs é de 

suma importância, tendo em vista a grande quantidade de pessoas que utilizam 

estes serviços. Diversas entidades têm dedicado atenção específica para 

difundir informações e conhecimentos a todos os locais que exercem atividades 

de produção e comercialização de alimentos. No Brasil estas entidades são 

representadas pelo Ministério da Saúde, ANVISA, Codex Alimentarius do 

Brasil, além das secretarias estaduais e municipais de saúde (Brasil, 2001; 

Brasil 2004; OMS, 2006, Rio Grande do Sul, 2009). A partir da promulgação da 

Resolução de Diretoria Colegiada n. 216/04, pela ANVISA, as UANs tiveram 

mais subsídios para nortear suas atividades embasadas nas BP (Brasil, 2004). 

A Portaria 78/09 do estado do Rio Grande do Sul também auxiliou na difusão 

de informações e elucidação de alguns pontos específicos para produção de 

alimento seguro (Rio Grande do Sul, 2009). Procedimentos de avaliação do 

cumprimento e da adesão às BP se fazem relevante para monitorar o padrão 

de higiene na produção/ distribuição de refeições em UANs. A avaliação geral 

mostrou que todas as UANs que participaram deste estudo foram classificadas 

como ruins em relação à adequação às BP. Para saúde pública, este resultado 

é bastante grave uma vez que cada uma destas UANs serve no mínimo 500 

refeições por dia. Os quesitos: higienização, manipuladores, matéria-prima, 

preparação do alimento e armazenagem do alimento preparado apresentaram 

100% de não conformidade. Diversas questões que compõem estes itens são 

consideradas críticas para a produção de alimento seguro (Almeida et al., 

2009). Os resultados da avaliação da presença de matéria orgânica nas 
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superfícies vêm corroborar com o alto percentual de não adequação ao quesito 

higienização. Desta forma é evidente a necessidade de reorganização de 

diversos processos para que as UANs estejam em adequação à legislação 

sanitária.  

A água utilizada pelas UAN para o preparo de alimentos se mostrou 

potável e adequada para este fim. Todos os quesitos para abastecimento de 

água nas UANs estavam totalmente conformes com a determinação legal. Isso 

evidencia a efetividade do tratamento de água do Sistema Municipal de Água e 

Esgoto da cidade de Porto Alegre e também a adoção de BP no cuidado com a 

rede de abastecimento interna das UANs.  

Dentre os 26 alimentos analisados para a presença de coliformes foi 

observado que 61,5% estavam com condições ideais de consumo. Os 

alimentos que apresentaram contagens de coliformes acima do permitido 

foram, em sua maioria, os alimentos mistos e aqueles que tiveram manipulação 

após a cocção. Estes resultados estão em concordância com os dados 

divulgados pelo Ministério da Saúde – Brasil, onde os alimentos mistos são a 

classe de alimentos mais envolvida em DTA entre os anos de 2000 e 2011 

(Brasil, 2011). Assim, torna-se evidente a importância das BP para 

manipulação de alimentos que já passaram por algum processo de redução de 

micro-organismos (OMS, 2006; Egan et al., 2007). A análise de coliformes das 

superfícies e equipamentos mostrou que os procedimentos de higiene 

utilizados pelas UANs não são efetivos para garantir a higiene, mesmo que a 

ocorrência de E. coli não tenha sido comum a todas as UANs. 

Todos os pontos analisados neste estudo apresentaram ausência de 

Listeria sp.. Este é um ótimo resultado para as UANs analisadas, uma vez que 
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L. monocytogenes é um importante patógeno humano. A técnica utilizada para 

análise de Listeria sp. foi a descrita pela Food and Drug Administration (FDA). 

Esta técnica prevê apenas uma fase de enriquecimento seletivo antes do 

plaqueamento diferencial. Já a técnica descrita pela United States Department 

of Agriculture (USDA) prevê um enriquecimento seletivo primário e outro 

secundário antes da etapa de plaqueamento (Silva et al., 2001). Zaffari et al., 

(2007), utilizando a técnica da FDA, analisaram queijos artesanais e 

encontraram Listeria sp. em 16% das amostras, onde 3.7% eram L. 

monocytogenes. Listeria sp. é um gênero ubíquo, porém ambientes hostis 

podem tornar as bactérias injuriadas. Em UANs este fato pode ocorrer devido 

ao uso constante de produtos químicos em ambientes e equipamentos, além 

de mudanças bruscas de umidade e temperatura. Tendo em vista esta 

situação, provavelmente a técnica de isolamento de Listeria sp. em UANs deva 

ser aquela que contemple mais de uma etapa de enriquecimento em meio 

seletivo. 

Dentre os 108 pontos analisados neste estudo, foi possível isolar 

121 cepas de Staphylococcus sp. Dentre estes, observa-se a ocorrência de 

uma grande diversidade de espécies (26). Nos alimentos, nas mãos e na 

cavidade nasal dos manipuladores, a espécie mais comum foi S. epidermidis. A 

segunda espécie mais comum na cavidade nasal dos manipuladores foi a 

espécie coagulase positiva S. schleiferi (30,3%). Já entre os equipamentos e 

ambiente, as espécies mais comuns foram S. haemolyticus, Staphylococcus 

hominis e S. saccharolyticus (13,9% cada), seguido de S. simulans, S. 

caseolyticus (11,1%, cada).  A não ser S. caseolitycus que é comumente 

encontrado em laticínios, todas as demais espécies citadas, fazem parte da 
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microbiota humana (Seeliger & Jones, 1986; Bes & Brun, 2002). Assim, 

levanta-se a possibilidade de disseminação desta bactéria do manipulador ao 

alimento. Em serviços de alimentação os manipuladores assumem 

responsabilidade redobrada uma vez que podem ser veículos de patógenos 

aos alimentos (Lues & Tonder, 2007; Sospedra, et al., 2012). Desta forma, 

destaca-se ainda mais a necessidade das BP nas práticas de higiene pessoal 

do manipulador, assim como nos procedimentos de manipulação de alimentos. 

A análise da presença das enterotoxinas clássicas evidenciou doze 

genótipos diferentes nos Staphylococcus sp. isolados. A metade destes 

genótipos ocorreu pela combinação de dois ou mais genes. O mesmo 

percentual de genótipos foi encontrado por Rall et al. (2008) quando analisou a 

presença de SE (A – J) em S. aureus isolados de leite cru e pasteurizado. 

Oliveira et al. (2011) analisando Staphylococcus sp. isolados de leite cru 

também observaram a ocorrência de mais de um tipo de SE pela mesma cepa. 

Um estudo conduzido com ECoP e ECoN isolados de manipuladores de 

alimentos verificou que 19 dos 20 isolados foram positivo para pelo menos uma 

SE (Rall et al., 2010b). É comum Staphylococcus sp. apresentarem a 

ocorrência de mais de um gene que codifica as SE (Balaban & Rasooly, 2000; 

Rall et al., 2010b).  

Há referências de que SEA é a SE mais frequente entre 

Staphylococcus sp. e justamente a maior causadora de DTA (Balaban & 

Rasooly, 2000). Neste estudo observou-se uma realidade diferente, onde SEB 

foi a SE mais comum entre as cepas isoladas das UANs. SEB é altamente 

resistente ao calor e relacionada com surtos decorrentes de alimentos que 

requerem manuseio, como por exemplo, refeições (Le Loir et al., 2003; Khreich 
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et al., 2008). Atualmente a SEB tem sido estudada por seu uso potencial como 

arma biológica devido a sua rápida capacidade de dispersão (Pinchuk et al., 

2010). Este interesse se origina pela baixa dose infectante. Apenas 0.004 

microgramas/ quilo são suficientes para desencadear intoxicação. Enquanto 

que 0,02 microgramas/ quilo podem ser letal (Gill, 1982). Os sintomas da 

ingestão da toxina são náuseas, vômito, diarréia e choque anafilático. Já a 

exposição a aerossóis pode causar febre, calafrios, dor de cabeça e tosse, 

enquanto níveis elevados de exposição podem levar a edema pulmonar 

(Naimushin et al., 2002). 

Dentre todos os isolados obtidos neste estudo, tanto ECoN e ECoP 

apresentaram genes que codificam alguma das enterotoxinas testadas. 

Resultado semelhante foi encontrado por Rall et al. (2010b) que analisaram 

ECoN isolados de queijo Minas. Estes autores verificaram que 26,2% dos 

ECoN tinham genes das enterotoxinas, sendo  SEA a mais frequente. Outro 

estudo realizado com ECoP e ECoN isolados de um surto com queijo Minas 

mostrou que ECoN também possuíam genes das enterotoxinas. As mais 

comuns foram SEA e SEB, respectivamente (Veras et al., 2008). Zell et al. 

(2008) conduziram um estudo com ECoN isolados de alimentos e de cultura 

starter. Foi observado que 18 dos 35 isolados produziram pelo menos uma das 

toxinas testadas e que os genes de SED e SEH foram as mais comuns. 

Portanto, pesquisas referem que ECoN são produtores de SE. Mais estudos a 

fim de elucidar esta relação são necessários. A legislação brasileira prevê 

apenas contagem de ECoP em alimentos (Brasil, 2001). Então, segundo esta 

mesma legislação, os alimentos analisados neste estudo estavam aptos para 

consumo, pois estavam ausentes de ECoP. Entretanto, diversos ECoN 
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encontrados nos alimentos foram positivos para reação que evidenciou a 

presença de genes produtores de SE. 

Desta forma, foram desenvolvidas diversas análises nas sete UANs 

que participaram desta pesquisa, bem como nos Staphylococcus sp. isolados. 

Porém, é notório que as possibilidades de desenvolvimento de outros estudos 

neste campo não se esgotaram. Baseado nos resultados observados neste 

estudo, conclui-se que é evidente a onipresença de Staphylococcus sp. em 

alimentos, ambientes e equipamentos das UANs, que há presença de genes 

das enterotoxinas clássicas em ECoP e ECoN, assim como é evidente a 

necessidade de real implementação das BP em todas as UANS analisadas. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 Todas as UANs avaliadas foram classificadas como ruim 

em relação à adequação às BP prevista na legislação sanitária para 

serviços de alimentação do estado do Rio Grande do Sul. Os itens 

Higienização, Manipuladores, Matéria-prima, Preparação do alimento e 

Armazenagem do alimento preparado foram os itens de maior inadequação 

em todas as UANs.  

 A avaliação higiênico-sanitária das UANs mostrou que 

61,5% dos alimentos estavam adequados para consumo humano e que 

75% das superfícies e equipamentos apresentaram condições de higiene 

insatisfatórias. 

 A água utilizada pelas UANs estava de acordo com a 

qualidade sanitária necessária para produção de refeições.  

 As UANs analisadas apresentaram ausência de Listeria 

monocytogenes. Contudo, pode-se aconselhar a repetição das análises 

com o emprego de técnica que contemple mais de uma etapa de 

enriquecimento seletivo para então confirmação do resultado. 

 Foram isolados 121 Staphylococcus sp. distribuídos em 26 

diferentes espécies; 

 Os Staphylococcus sp. isolados neste estudo apresentaram 

doze genótipos diferentes para a presença dos genes das enterotoxinas 

clássicas, onde o gene que codifica a enterotoxina B foi o mais frequente 

entre os Staphylococcus sp. isoladas das UANs. Tanto os ECoP quanto os 
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ECoN testados apresentaram genes que codificam alguma das 

enterotoxinas clássicas. 
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9 ANEXOS 
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9.1 Gene femA 

Com o passar dos anos muitas cepas de S. aureus foram selecionadas 

para o fenótipo de resistência a antimicrobianos. A resistência a meticilina e a 

outros ß-lactâmicos é decorrente da aquisição do gene mecA, de origem não 

estafilocócoca, que codifica uma proteína conhecida como proteína ligadora de 

penicilina, ou do inglês penicillin binding protein (PBP2a) (Mehrota et al., 2000). 

Esta proteína tem baixa afinidade por ß-lactâmicos, assim, mesmo na presença 

deste antimicrobiano a PBP2a assume as funções para garantia da biossíntese 

da parede celular e consequente manutenção da estrutura bacteriana (Pinho, 

et al., 2001). Entretanto, a expressão da resistência a meticilina não está 

relacionada com a quantidade de PBP2a, sugerindo a ação de outros fatores 

neste mecanismo de resistência (Alborn, et al., 1996). Portanto, além deste, 

outros genes também estão relacionados com a resistência à meticilina. 

Destacam-se os genes cromossomais fem (factor essentials for methicillin 

resistence) ou gene aux (auxiliary) (Berger-Bächi & Tschierske, 1998). Três 

destes genes femX,  femA e femB têm papel importante na formação da 

estrutura do peptídeoglicano na parede celular. Por este motivo são 

frequentemente, alvos da ação de antimicrobianos. 

Em relação à estrutura celular, os produtos dos genes fem promovem a 

união das ligações interpeptídicas através de composição de filamentos de 

pentaglicinas. O produto do gene femX é o responsável pela adição da primeira 

glicina no grupo amino ao lado da cadeia de lisina. Em seguida ocorre a adição 

dos 2º e 3º resíduos de glicina, devido a ação do produto do gene femA. Por 

fim há a adição do 4º e 5º resíduo de glicina, é realizada pelo produto do gene 

femB (Tschierske, et al., 1999). Esta ligação interpeptídica é fundamental para 
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conferir a estabilidade da parede celular em situações de variação osmótica 

(Benson, et al., 2002). A deleção dos genes fem é letal para a célula bacteriana 

(Tschierske, et al., 1999). Cepas com mutações nos genes femA e femB 

apresentam modificação na estrutura do peptideoglicano. Isso, como 

consequencia pode levar a uma leve redução no crescimento, diminuição na 

autólise, hipersuscetibilidade à metilcilina e menor sensibilidade a lisostafina 

por apresentar menor cadeia de glicinas (Berger-Bächi e Tschierske, 1998; 

Sharif, et al., 2009). 

O gene femA é essencial para a resistência a meticilina e presente em 

todos os S. aureus resistentes a meticilina (MRSA – ou Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus) (Günaydın; Aslantas; Demir, 2011). Por esta razão 

este gene tem sido usado como um marcador molecular específico de S. 

aureus MRSA. Mehrota et al. (2000) utilizaram a técnica da reação em cadeia 

da polimerase multiplex para avaliar o potencial enterotoxigênico de S. aureus 

MRSA e observaram que 100% das cepas apresentavam o gene femA. Estudo 

desenvolvido por Borges (2006) constatou que 76% dos S. aureus isolados de 

leite cru também eram portadores do femA. Todos os S. aureus isolados de 

queijo Minas Frescal, comercializados em Pelotas – RS, também apresentaram 

o mesmo gene (Zocche et al., 2007).  

A caracterização molecular de cepas coagulase negativa também 

mostra a existência do gene femA nestas espécies. Vannuffel et al. (1999) 

verificaram a presença do gene femA em Staphylococcus hominis e 

Staphylococcus saprophyticus, concluindo que o gene femA pode ser uma 

região conservada no gênero Staphylococcus. Estafilococos cogulase positivos 

e negativos, isolados de produtos lácteos responsáveis por 16 surtos 
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alimentares em Minas Gerais – Brasil, foram analisados quanto a presença de 

genes enterotoxigênicos e dos genes coa (coagulase) e femA (Veras et al., 

2008). Todos ECoP e 3 ECoN apresentaram o gene femA e uma cepa foi 

positiva para os genes coa e femA. Andrade (2009) observou a presença do 

gene femA em 16,4% das espécies de ECoN isolados de queijo coalho 

artesanal e industrial. Este autor indica que este gene é comum ao gênero 

Staphylococcus sp. não sendo indicado como marcador específico e universal 

para a espécie S. aureus. 
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9.2 Análise do gene femA 

Este estudo realizou análise molecular para verificar a presença do gene 

femA nas 121 cepas de Staphylococcus sp. isoladas nas UANs. Foi utilizado 

um kit comercial para a extração do DNA total, PureLink Genomic DNA – 

K1820-01, Invitrigen.  

Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados, forward - 

AAAAAAGCACATAACAAGCG e reverse – GATAAAGAAGAAACCAGCAG, 

foram os descritos por Mehrotra, Gehua, Johnson (2000). Realizou-se a 

Reação em Cadeia da Polimerase em um volume final de 25 μL: 1.5 mM 

MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 μM de cada oligonucleotídeo iniciador, 1U 

de Taq polimerase (Promega), 10 ng de DNA em termociclador (Master Cycler 

Personal). A reação foi incubada por: e 5 min a 94ºC, seguido de 30 ciclos de 1 

min a 94ºC, 1 min com a temperatura de anelamento de 50ºC, 1 min a 72ºC e 

um ciclo final de 5 min a 72ºC. Os produtos da PCR foram visualizados em 

eletroforese em gel de agarose 1.5% (Invitrogen), corados com brometo de 

etídeo (Promega) em tampão TBE 0.5X, observadas sob luz ultravioleta e 

fotografadas (Kodak Digital ScienceTM DC120). O controle negativo de cada 

grupo de reações consistiu da mesma composição de reação de PCR, porém 

com adição de água Milli-Q estéril no lugar do DNA. Foram usados como 

controles positivos S. aureus ATCCs 13565 (sea), 14458 (seb), 19095 (sec), 

23235 (sed) e 21664 (see). 

Os resultados destas análises mostram que ocorreram amplificação do 

gene femA tanto para ECoP como para ECoN. Vinte e sete (22,1%) dos 

Staphylococcus sp. investigados foram positivos para amplificação deste  gene 

(Tabela 1).  
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Tabela 1: Perfil genotípico do gene femA de Staphylococcus sp.  

isolados dos serviços de alimentação. 

Espécies (n. isolados) 
Isolados que amplificaram 

com o gene femA (%) 

S. arlattae (5) 1 

S. epidermidis (28) 7 

S. gallinarum (2) 1 

S. haemolyticus (6) 3 

S. hyicus (5) 1 

S. intermedius (2) 2 

S. pasteuri (5) 3 

S. saccharolyticus (5) 1 

S. schleiferi (12) 8 

Total* 27 (22,1%) 

Legenda: n., número; *, espécies que não amplificaram a sequencia do gene femA 
testada: S. aureus, S. auricularis, S. capitis, S. caprae, S. carnosus, S. caseolyticus, S. 
chromogenes, S. cohnii subespécie urealyticus, S. equorum subespécie equorum, S. hominis, 
S. hyicus-chromogenes, S. lutrae, S. saprophyticus, S. simiae, S. simulans, S. vitulinus, S. 
warneri. 

 

A única cepa isolada de S. aureus, negativa para todas as SE testadas, 

também foi negativa para o gene femA, indicando não ser uma cepa resistente 

a meticilina. Resultado similar foi encontrado por Costa et al. (2010) quando 

testaram uma chave de identificação de S. aureus empregando os mesmos 

oligonucleotídeos iniciadores para femA, utilizados no presente estudo.  

A sequencia de oligocnuleotídeos do gene femA usada neste estudo foi 

descrita como marcador para S. aureus MRSA (Mehrotra, Gehua, Johnson, 

2000). Entretanto esta mesma sequência foi observada em outras espécies de 

Staphylococcus sp. analisadas neste estudo. Este gene foi positivo para ECoP 

e ECoN, com alta incidência em S. schleiferi (66,7%) e S. epidermidis (25%). 

Possivelmente, a sequencia nucleotídica do gene femA testada neste estudo 

tenha sofrido algum tipo de mutação na respectiva sequência nucleotídica, o 

que não deve ter interferido na sua viabilidade.  



89 

 

A fim de complementar esta discussão, pode-se sugerir a realização de 

testes de avaliação da sensibilidade dos Staphylococcus sp. isolados neste 

estudo, a antimicrobianos, principalmente a meticilina. Contudo, mediante aos 

resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que esta sequência gênica 

também pode estar presente em outras espécies de Staphylococcus sp., 

sobretudo em ECoN. 
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9.3 Eletroforese em gel de agarose mostrando padrão de 

amplificação dos genes das enterotoxinas e gene femA 

 

Exemplo dos padrões de amplificação do gene femA nas diferentes 

cepas de Staphylococcus aureus após PCR e eletroforese em agarose 1.5%.  

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose mostrando padrão de 
amplificação dos genes das enterotoxinas e gene femA.  

 

 

 

Legenda: A. Linha: M, marcador de peso molecular (100 pares de base; 
Ludwuig Biotec); A, S. aureus ATCC 13565; B, S. aureus ATCC 14458; C, S. 
aureus ATCC 19095; D, S. aureus ATCC 23235; E, S. aureus ATCC 27664; N, 
controle negativo.  B: Eletroforese em gel de agarose mostrando padrão de 
amplificação dos genes das enterotoxinas. Linha: M, marcador de peso 
molecular (100 pares de base; Ludwuig Biotec); a-, controle negativo da PCR 
a+; a+, amplificação do gene sea com S. aureus ATCC 13565; b-, controle 
negativo da PCR b+; b+, amplificação do gene seb com S. aureus ATCC 
14458; c-, controle negativo da PCR c+; c+, amplificação do gene sec com S. 
aureus ATCC 19095; d-, controle negativo da PCR d+; d+, amplificação do 
gene sed com S. aureus ATCC 23235; e-, controle negativo da PCR e+; e+, 
amplificação do gene see com S. aureus ATCC 27664. 



9.4 Quantificação de coliformes e Escherichia coli e adequação aos limites microbiológicos 

SA 
 

Sal. 1 Proc. S. Prato Q. Sobremesa Refrigerador C. legumes Gastronorm Liquidificador Process. Placa c. Bancada 

1 C. term. na - 2,0x10² 0,7x10³ - 2,5x104 na - 3,1x105 2,2x104 - 

 
Conf. na C NC C NC NC na NC NC NC NC 

2 C. term. - - - 6,8x10³ - 4,1x10² na - 5,0x10³ - - 

 
Conf. C C C NC C NC na NC NC NC NC 

3 C. term. - - - - 0,7x10¹ na - - - - 9,7x10² 

 
Conf. C C C C NC na C NC C NC NC 

4 C. term. 4,4x104 7,0x10³ - 7,4x105 - - 6,0x104 na na - - 

 
Conf. NC NC C NC C NC NC na na NC NC 

5 C. term. - 2,0x10³ - na - na - na 8,0x10² - 7,0x10³ 

 
Conf. C NC C na C na C na NC** C NC 

6 C. term. 2,1x104 - 1,5x10³ - 8,0x10² - 2,3x104 na 4,0x10² 4,5x10² - 

 
Conf. NC C NC C NC C NC na NC NC C 

7 C. term. - - 1,0x10³ 2,0x10³ - 1,0x104 na - - 9,0x10³ 0,4x10² 

  Conf. C C NC NC C NC na NC NC NC NC 

Legenda: SA, serviço de alimentação; A., amostra; M.O, micro-organismo, ºC, graus Celsius; C. term., coliformes termotolerantes; Conf.: adequação 
dos alimentos à legislação sanitária (BRASIL, 2001) e dos equipamentos e superfícies à Organização Panamericana de Saúde; Sal 1.: salada crua 
higienizada; Sal. 2: salada cozida ou processada; C. legumes, cortador de legumes; Process., processador de legumes; Placa c., placa de corte; na: não 
aplicável devido a equipamento inexistente, C., conforme; NC., não conforme; **, isolamento de 3 cepas de E. coli; - não houve presença da Coliformes 
termotolerantes. 



9.5 Espécies de Staphylococcus isolados de alimentos. 

 

UAN
a
 Amostra Espécie n. isolados

b
 

1 Salada de beterraba crua S. arlattae 1 

2 Salada de moranga crua S. arlattae 1 

3 Salada de repolho cru S. pasteuri 1 

4 Salada de alface S. haemolyticus 1 

 
Salada de alface S. epidermidis 2 

 
Salada de alface S. auricularis 1 

 
Salada de alface S. carnosus 1 

 
Macarrão S. epidermidis 2 

6 Salada de couve chinesa S. simulans 1 

7 Salada de alface S. epidermidis 1 

 
Salada de beterraba cozida S. gallinarum 1 

 
Salada de beterraba cozida S. arlattae 1 

 
Salada de beterraba cozida S. chromogenes 1 

 
  Total  15 

 Legenda: 
a
: Unidade de Alimentação e Nutrição; 

b
: número de isolados; subsp.: 

subspécie. 
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9.6 Espécies de Staphylococcus isolados de equipamentos e 

ambientes. 

 

UAN
a
 Amostra Espécie n. isolados

b
 

1 Cortador de legumes S. pasteuri 1 

 Processador de legumes S. saprophyticus 1 

 Placa de corte S. saccharolyticus 1 

 Refrigerador S. saccharolyticus 1 

 Refrigerador S. simulans 1 

2 Processador de legumes S. caseolyticus 1 

 
Bancada S. caseolyticus 2 

3 Gastronorm S. haemolyticus 2 

 
Gastronorm S. hominis 4 

 
Gastronorm S. vitulinus 3 

 
Gastronorm S. warneri 1 

 Processador de legumes S. carnosus 1 

 
Placa de corte S. saccharolyticus 2 

 
Refrigerador S. simulans 3 

 
Refrigerador S. saccharolyticus 1 

4 Placa de corte S. capitis  1 

 
Placa de corte S. caseolyticus 1 

 
Placa de corte S. equorum sub equorum 1 

 
Placa de corte S. hominis 1 

5 Bancada S. haemolyticus 3 

 Bancada S. saprophyticus 1 

7 Cortador de legumes S. chromogenes 2 

 Placa de corte S. saprophyticus 1 

  
Total  36 

Legenda: 
a
: Unidade de Alimentação e Nutrição; 

b
: número de isolados; sub., 

subespécie. 
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9.7 Espécies de Staphylococcus isolados de manipuladores de 

alimentos. 

 

UAN
a
 Fonte Amostra Espécie Coagulase n. isolados

b
 

1 Mão M2
d
 S. lutrae ECoP 1 

M3
e
 S. pasteuri ECoN 1 

S. schleiferi ECoP 2 

S. hyicus ECoP 1 

CV
c
 M1

f
 S. intermedius ECoP 1 

2 Mão M1
f
 S. caprae ECoN 4 

CV
c
 M2

d
 S. epidermidis ECoN 1 

S. hyicus ECoP 3 

M3
e
 S. epidermidis ECoN 1 

3 Mão M1
f
 S. auricularis ECoN 2 

S. epidermidis ECoN 1 

M2
d
 S. hominis ECoN 4 

S. pasteuri ECoN 1 

M3
e
 S. epidermidis ECoN 2 

S. gallinarum ECoN 1 

S. caprae ECoN 1 

CV
c
 M1

f
 S. epidermidis ECoN 1 

S. pasteuri ECoN 1 

M2
d
 S. schleiferi ECoP 6 

4 Mão M2
d
 S. epidermidis ECoN 6 

S. cohnii sub urealyticus ECoN 1 

S. simiae ECoN 1 

S. hyicus-chromogenes ECoN 1 

S. saprophyticus ECoN 2 

CV
c
 M1

f
 S. epidermidis ECoN 4 

5 Mão M3
e
 S. saprophyticus ECoN 1 

S. carnosus ECoN 1 

S. arlattae ECoN 1 

CV
c
 M1

f
 S. aureus ECoP 1 

S. intermedius ECoP 1 

S. schleiferi ECoP 4 

M2
d
 S. epidermidis ECoN 1 

S. hyicus ECoP 1 

M3
e
 S. epidermidis ECoN 5 

6 CV
c
 M1

f
 S. epidermidis ECoN 1 

7 Mão M1
f
 S. saprophyticus ECoN 1 

S. arlattae ECoN 1 

CV
c
 M3

e
 S. auricularis ECoN 1 

Total de isolados 70 

Legenda: 
a
, Unidade de Alimentação e Nutrição; 

b
, número de isolados; subsp., subspécie; 

c
, 

cavidade nasal; 
d
, manipulador 2; 

e
, manipulador 3; 

f
, manipulador 1; ECoP, Estafilococos coagulase 

positiva; ECoN, Estafilococos coagulase negativa. 
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9.8 Lista de Verificação em Boas Práticas para Serviços de 

Alimentação Portaria nº 78/2009  

 – Adaptada e aplicada neste estudo – 

Nome da UAN: 

Responsável: 

Fone contato: 

Data da visita: 

Avaliador: 
Avaliação S N NA* 

2. Edificação, Instalações, Equipamentos, Móveis e Utensílios 

2.1. Edificação e instalações projetadas de forma a possibilitar o fluxo ordenado e sem cruzamentos em todas as etapas de 
preparação de alimentos. 

   

2.4. Existência de separações entre as diferentes atividades por meios físicos ou por outros meios eficazes de forma a evitar a 
contaminação cruzada. 

   

2.5. Piso de material de fácil higienização (liso, impermeável e lavável) e em adequado estado de conservação.    

2.6. Paredes com revestimentos lisos, impermeáveis, de cores claras, de fácil higienização, sem cortinas e adequado estado de 
conservação. 

   

2.7. Teto de acabamento liso, impermeável, de cor clara, de fácil higienização e adequado estado de conservação.    

2.9. Janelas de superfície lisa, de fácil higienização, ajustadas aos batentes com telas milimetradas removíveis para limpeza e 
adequado estado de conservação. 

   

2.13. Área interna do estabelecimento livre de objetos em desuso e da presença de animais.    

2.14. Área externa do estabelecimento livre de objetos em desuso e da presença de animais.    

2.16. Luminárias localizadas na área de preparação, armazenamento e dentro dos equipamentos que possam contaminar os 
alimentos, apropriadas e protegidas contra explosão e quedas acidentais. 

   

2.21. A área de preparação do alimento dotada de coifa com sistema de exaustão interna com elementos filtrantes ou sistema de 
coifa eletrostática. 

   

2.23. Instalações sanitárias e os vestiários sem comunicação direta com a área de preparação, armazenamento de alimentos ou 
refeitório. 

   

2.24. Instalações sanitárias e os vestiários mantidos organizados em adequado estado de conservação e portas externas dotadas 
de fechamento automático. 

   

2.25. Instalações sanitárias dotadas de lavatórios e supridas de produtos destinados à higiene pessoal, como: 
            a. papel higiênico 

   

2.25    b. sabonete líquido inodoro anti-séptico ou sabonete líquido inodoro e produto anti-séptico    

2.2.5   c. papel toalha não reciclado ou outro sistema higiênico e seguro de secagem de mãos.    

2.27. Lavatórios dotados preferencialmente de torneira com fechamento automático, exclusivos para higiene das mãos, nas áreas 
de manipulação em posições estratégicas em relação ao fluxo de preparo dos alimentos e em número suficiente, com sabonete 
líquido inodoro anti-séptico ou sabonete líquido inodoro e produto antiséptico, toalhas de papel não reciclado, ou outro sistema 
higiênico e seguro de secagem das mãos e coletor de papel, acionado sem contato manual, higienizados sempre que necessário 
e no mínimo diariamente. 

   

2.29. Superfícies em contato com alimentos, lisas, íntegras, impermeáveis, resistentes à corrosão, de fácil higienização e de 
material não contaminante. 

   

2.31. Existência de registro da manutenção programada e periódica dos equipamentos e utensílios.    

3. Higienização de Instalações, Equipamentos, Móveis e Utensílios 

3.1. Existência de responsável pela operação de higienização comprovadamente capacitado.    

3.2. Operações de higienização das instalações realizadas com freqüência que garanta a manutenção das condições higiênico-
sanitárias. 

   

3.3. Existência de registros das operações de limpeza e/ou de desinfecção das instalações e equipamentos, quando não 
realizadas rotineiramente. 

   

3.10. Produtos saneantes identificados e guardados em local reservado para essa finalidade, sem contato com os alimentos.    

3.11. Utensílios, equipamentos e materiais utilizados na higienização, próprios para a atividade, conservados limpos, em número 
suficiente e guardados em local reservado para essa atividade. 

   

3.12. Panos de limpeza descartáveis, quando utilizados em superfícies que entram em contato com alimentos, descartados a 
cada 2 horas, não excedendo 3 horas, não sendo utilizados novamente. 

   

3.13. Panos de limpeza não descartáveis, quando utilizados em superfícies que entram em contato com alimentos, trocados a 
cada 2 horas, não excedendo 3 horas. 

   

3.14. Panos de limpeza não descartáveis limpos através de esfregação com solução de detergente neutro, desinfetados através 
de fervura em água por 15 minutos ou solução clorada a 200ppm, por 15 minutos, enxaguados com água potável e corrente. 

   

3.15. Higienização de panos de limpeza utilizados em superfícies que entram em contato com alimentos realizada em local 
próprio para esse fim, em recipientes exclusivos para essa atividade, separados de outros panos utilizados para outras 
finalidades. Secagem dos panos em local adequado. 

   

3.17. Esponjas de limpeza, quando utilizadas em superfícies que entram em contato com alimentos, desinfetadas diariamente, por 
fervura em água, por no mínimo 5 minutos ou outro método adequado. 

   

4. Controle Integrado de pragas 

4.5. Existência de registros que comprovam o controle de vetores e pragas urbanas, tais como relatório de avaliação das medidas 
de controle realizado pela empresa especializada. 

   

5. Abastecimento de Água 

5.1. Utilização de água potável para manipulação de alimentos.    

5.2. Quando utilizada fonte alternativa, a potabilidade atestada semestralmente mediante laudos laboratoriais.    

5.9. Registros da higienização do reservatório de água verificados, datados e rubricados.    

6. Manejo de Resíduos 

6.2. Coletores de resíduos das áreas de preparação e armazenamento de alimentos dotados de tampas acionadas sem contato 
manual, devidamente identificados, íntegros, sacos plásticos e em número suficiente. 

   

6.3. Resíduos coletados na área de produção e armazenamento de alimentos retirados frequentemente e estocados em local 
fechado e isolado. 
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7. Manipuladores 

7.2. Manipuladores realizam exames admissionais e periódicos de acordo com a legislação específica.    

7.4. Manipuladores afastados quando apresentam doenças de pele, tais como micoses de unhas e mãos, lesões e ou sintomas 
que possam comprometer a qualidade higiênico-sanitária dos alimentos. 

   

7.5. Uniforme dos manipuladores de cor clara, limpo, em adequado estado de conservação, completo (proteção para cabelos 
cobrindo completamente os fios, uniforme com mangas curtas ou compridas cobrindo a totalidade da roupa pessoal e sem bolsos 
acima da linha da cintura, sem botões ou com botões protegidos, calças compridas, calçados fechados), exclusivo à área de 
preparação de alimentos e trocados, no mínimo, diariamente. 

   

7.6. Manipuladores dotados de boa apresentação, asseio corporal, mãos higienizadas, unhas curtas, sem esmalte, sem adornos, 
sem barba ou bigode e cabelos protegidos. 

   

7.8. Manipuladores higienizam cuidadosamente as mãos antes da manipulação de alimentos, principalmente após qualquer 
interrupção, troca de atividade e depois do uso de sanitários. 

   

7.9. Existência de cartazes de orientação aos manipuladores sobre a correta higienização das mãos e demais hábitos de higiene, 
afixados em locais apropriados. 

   

7.11. Manipuladores supervisionados e capacitados periodicamente (com freqüência mínima anual) em higiene pessoal, 
manipulação de alimentos e em doenças transmitidas por alimentos. 

   

7.13. Manipuladores capacitados na admissão, abordando no mínimo os seguintes temas: contaminação de alimentos, doenças 
transmitidas por alimentos, manipulação higiênica dos alimentos e Boas Práticas em serviços de alimentação. 

   

7.15. Visitantes cumprem os requisitos de higiene e saúde estabelecidos para manipuladores.    

8. Matérias-primas, Ingredientes e Embalagens 

8.3. Controle da temperatura no recebimento de matérias-primas e ingredientes, de acordo com os seguintes critérios: 
             I. Alimentos congelados: - 12° C ou inferior ou conforme rotulagem; 

   

8.3.      II. Alimentos refrigerados: 7° C ou inferior ou conforme rotulagem;    

8.3     III. Existência de registros comprovando o controle de temperaturas no recebimento, verificados, datados e rubricados.    

8.4. Temperatura das matérias-primas, ingredientes e produtos industrializados armazenados conforme indicações do fabricante 
ou de acordo com os seguintes critérios: 
               I. Alimentos congelados: - 18° C ou inferior; 

   

8.4.        II. Alimentos refrigerados: inferior a 5° C;    

8.4.   III. Existência de registros comprovando o controle de temperaturas no armazenamento, verificados, datados e rubricados.    

8.7. Quando houver necessidade de armazenar diferentes gêneros alimentícios em um mesmo equipamento: 
I. Alimentos prontos colocados nas prateleiras superiores; 
II. Alimentos semi-prontos e/ou pré-preparados nas prateleiras centrais; III. Produtos crus nas prateleiras inferiores, separados 
entre si e dos demais produtos; 
IV. Todos os alimentos armazenados embalados ou protegidos em recipientes fechados e em temperaturas definidas neste 
regulamento. 

   

8.8. Equipamento regulado para o alimento que necessita temperatura mais baixa.    

8.9. Durante a limpeza ou descongelamento de equipamentos de frio, alimentos mantidos com temperatura inferior a 5º C, no 
caso de alimentos refrigerados, ou ≤ a – 18ºC, no caso de alimentos congelados. 

   

8.12. Matérias-primas, ingredientes e embalagens armazenadas sobre paletes, estrados e/ou prateleiras, respeitando os espaços 
mínimos para adequada ventilação e higienização. 

   

9. Preparação do Alimento 

9.2. Existência de adoção de medidas a fim de minimizar o risco de contaminação cruzada.    

9.3. Produtos perecíveis expostos à temperatura ambiente pelo tempo mínimo necessário para a preparação do alimento (máximo 
30 minutos). 

   

9.10. Descongelamento conduzido sob refrigeração à temperatura inferior a 5° C.    

9.14. Existência de monitoramento, registro e ação corretiva, da temperatura de conservação a quente.    

9.16. Temperatura do alimento preparado no processo de resfriamento reduzida de 60° C a 10° C em, no máximo, 2 horas.    

9.17. Produtos preparados conservados em temperaturas de 4º C ou menos, conservados por 5 dias, ou em temperaturas 
superiores a 4º C e inferiores a 5° C, conservados por menos de cinco dias. 

   

9.18. Produtos preparados congelados em temperaturas iguais ou inferiores a -18° C.    

9.19. Alimentos preparados embalados e identificados quando armazenados sob refrigeração ou congelamento.    

9.21. Registros das temperaturas de refrigeração e congelamento verificados, datados e rubricados.    

9.22. Os procedimentos de higienização dos alimentos hortifrutigranjeiros seguem os seguintes critérios: 
I. Seleção dos alimentos, retirando partes ou produtos deteriorados e sem condições adequadas; 
II. Lavagem criteriosa dos alimentos um a um, com água potável; 
III. Desinfecção: imersão em solução clorada com 100 a 250ppm de cloro livre, por 15 minutos, ou demais produtos adequados, 

registrados no Ministério da Saúde, 
liberados para esse fim e de acordo com as indicações do fabricante; 
IV. Enxágüe com água potável. 

   

9.24. Vegetais folhosos crus, corretamente higienizados e não adicionados de molho, maionese, iogurte, creme de leite ou demais 
ligas, preparados e prontos para o consumo, mantidos em temperatura ambiente por no máximo 1 hora ou conservados sob 
refrigeração por períodos maiores. 

   

9.25. Ovos utilizados obedecendo aos seguintes critérios: 
I. Utilização de ovos limpos, íntegros e com registro no órgão competente; 
II. Dentro do prazo de validade, com conservação e armazenamento que não propicie contaminação cruzada e seguindo as 
indicações da rotulagem; 
III. Ovos lavados com água potável corrente, imediatamente antes do uso, quando apresentam sujidades visíveis; 
IV. Não são preparados e expostos ao consumo alimentos com ovos crús, como maionese caseira, mousse, merengue, entre 
outros; 
V. Alimentos preparados somente com ovos pasteurizados, desidratados ou tratados termicamente, assegurando sua inocuidade; 
VI. Ovos submetidos à cocção ou fritura apresentam toda a gema dura; VII. Não são reutilizadas embalagens dos ovos para 
outros fins. 

   

9.26. Guarda de amostras (100g/100mL) de todos os alimentos preparados, incluindo bebidas (100mL), em embalagens 
apropriadas para alimentos, de primeiro uso, identificadas com no mínimo a denominação e data da preparação, armazenadas 
por 72 horas sob refrigeração, em temperatura inferior a 5º C, em cozinhas industriais, hotéis, escolas, instituições de longa 
permanência para idosos e estabelecimentos de educação infantil e demais estabelecimentos à critério da autoridade sanitária. 

   

10. Armazenamento e transporte do Alimento preparado 

10.1. Alimentos preparados mantidos na área de armazenamento ou aguardando o transporte protegidos contra contaminantes.    

10.2. Alimentos preparados aguardando o transporte identificados, com pelo menos, a designação do produto, data de preparo e 
prazo de validade. 

   

10.4. Controle de temperatura do alimento no transporte, com registro, verificação, data e rubrica.    

11. Exposição ao Consumo do Alimento preparado 

11.1. Área de exposição, consumação ou refeitório mantido organizado e em adequadas condições higiênico-sanitárias.    

11.2. Manipuladores adotam procedimentos que minimizem o risco de contaminação dos alimentos preparados por meio da anti-    
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sepsia das mãos ou pelo uso de luvas descartáveis. 

11.3. Equipamentos de calor e frio necessários à exposição ou distribuição de alimentos preparados sob temperaturas 
controladas devidamente dimensionados e em adequado estado de higiene, conservação e funcionamento. 

   

11.5. Registro da temperatura do equipamento de exposição ou distribuição de alimentos preparados verificado, datado e 
rubricado. 

   

11.7. Utensílios utilizados na consumação do alimento, tais como pratos, copos, talheres devidamente higienizados e 
armazenados em local protegido. 

   

11.8. Ausência de ornamentos e plantas na área de produção e, quando presentes na área de consumo, não constituem fontes de 
contaminação para os alimentos preparados. 

   

11.9. Funcionários responsáveis pela atividade de recebimento de dinheiro, cartões, não manipulam alimentos.    

12. Documentação e Registro    

12.1. Serviços de Alimentação dispõe de Manual de Boas Práticas e de Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) 
disponíveis aos funcionários envolvidos e à autoridade sanitária. 

   

12.2. Os POP contêm instruções seqüenciais das operações, a freqüência de execução e as ações corretivas, especificando o 
cargo e ou a função dos responsáveis pelas atividades e aprovados, datados e rubricados pelo responsável do estabelecimento. 

   

12.3. Registros mantidos por período mínimo de 30 dias contados a partir da data de preparação dos alimentos.    

12.4. Serviços de Alimentação têm implementado Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) de:    

        a)Higienização de instalações, equipamentos e móveis.    

        b) Controle Integrado de Vetores e Pragas Urbanas.    

        c) Higienização do Reservatório.    

        d) Higiene e Saúde dos Manipuladores.    

13. Responsabilidade 

13.1. Responsável pelas atividades de manipulação dos alimentos comprovadamente submetido a Curso de Capacitação em 
Boas Práticas para Serviços de Alimentação, abordando no mínimo: contaminação de alimentos, doenças transmitidas por 
alimentos, manipulação higiênica dos alimentos e Boas Práticas. 

   

13.3. Responsável pelas atividades de manipulação dos alimentos atualiza-se, através de cursos, palestras, simpósios e demais 
atividades que se fizerem necessárias, pelo menos anualmente, em temas como: higiene pessoal, manipulação higiênica dos 
alimentos e doenças transmitidas por alimentos. 

   

13.7. Responsável pela manipulação dos alimentos em caso de surtos de doença transmitida por alimentos realiza notificação 
compulsória aos Órgãos Oficiais de Vigilância Sanitária. 

   

Legenda: S, sim; N, não; NA,não aplicável. 
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10 APÊNDICES 
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10.1 Termo de adesão à pesquisa para as Empresas de Refeições coletivas 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS–GRADUAÇÃO EM MICROBIOLOGIA 
AGRÍCOLA E DO AMBIENTE (PPGMAA) 

 
 

AUTORIZAÇÃO PARA EXECUÇÃO DE PESQUISA 
 

À Empresa ________________________________________ 
 
 

O controle da qualidade higiênico-sanitária tem recebido muita 
atenção em pesquisas e debates, na área da saúde, por ser um item de 
fundamental influência na disseminação de doenças transmitidas por 
alimentos. O uso das boas práticas de manipulação configura procedimento 
operacional necessário para garantir a qualidade dos alimentos produzidos, 
pois utiliza princípios básicos de higiene. Além disso, é necessário ter certeza 
de que as técnicas higiênicas utilizadas na produção dos alimentos estão 
sendo suficientes para minimizar ao máximo a microbiota patogênica da linha 
de produção. Utilizam-se técnicas de microbiologia clássica e molecular para 
fazer rastreamento dos possíveis patógenos que por ventura ainda 
permaneçam na linha de produção e nos alimentos, mesmo com 
procedimentos de controle de higiene instalados. Os alimentos, bem como 
seus manipuladores, podem ver veículos de disseminação de bactérias 
patogênicas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria 
monocytogenes. Para o controle da qualidade higiênico-sanitária na produção 
de alimentos, os estabelecimentos fazem uso de algumas ferramentas de 
auxílio como as boas práticas. O uso desta ferramenta configura procedimento 
operacional necessário para garantir a qualidade dos alimentos produzidos, 
pois utiliza princípios básicos de higiene. 

A aluna de doutorado acadêmico do Programa de Pós–Graduação 
em Microbiologia Agrícola e do Ambiente da Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul, Jozi Fagundes de Mello, vem por meio desta, solicitar a Vossa 
Senhoria a autorização e inclusão da Empresa 
_____________________________________, na realização da pesquisa 
intitulada “AVALIAÇÃO HIGIÊNICO-SANITÁRIA DE UNIDADES 
ALIMENTAÇÃO E NUTRIÇÃO E ANÁLISE GENOTÍPICA DE Staphylococcus 
spp.”. Este estudo pretende verificar a microbiota presente em restaurantes e 
detectar a presença do patógeno L. monocytogenes para realizar estudos de 
determinação do perfil genético das linhagens isoladas no Rio Grande do Sul. 

A pesquisa se realizará em 10 diferentes restaurantes indicados pela 
Empresa e mediante autorização escrita. A pesquisadora, e um auxiliar irão 
preencher uma lista de verificação de boas práticas, segundo a PORTARIA 
ESTADUAL SES/RS Nº 78/09 publicada no Diário Oficial do Estado do Rio 
Grande do Sul. Para análises microbiológicas serão coletados materiais de 
superfície ambiental, equipamentos, utensílios, alimentos prontos para 
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consumo (100g de cada alimento a ser analisado), das mãos e vestíbulo nasal 
dos manipuladores de alimentos. Os manipuladores de alimentos serão 
convidados a participar da pesquisa e somente serão inclusos mediante 
assinatura de um termo de consentimento informado. Os nomes das 
Empresas, dos Restaurantes e de todos os funcionários que participarão da 
pesquisa, serão mantidos em sigilo absoluto. 

Após a conclusão da pesquisa, todos os resultados serão 
repassados para a Empresa na forma de relatório, apresentação em forma de 
seminário, além de orientações quanto a possíveis não conformidades 
detectadas, sugerindo ações corretivas na intenção de promover práticas 
saudáveis de higiene na manipulação de alimentos. Telefones de contato a 
disposição para esclarecimentos adicionais, caso necessário: Comitê de Ética 
da UFRGS: 3308-3629; Doutoranda pesquisadora Jozi Mello e Professora. Dra. 
Marisa da Costa – pesquisadora responsável - 3308-3663 e 3308-4111. 

 
________________________              _________________________ 
   Jozi Fagundes de Mello      Profa. Dra. Marisa da Costa 
     Doutoranda PPGMAA       Orientadora da pesquisa 
 
 
_____________________________________ 
           Responsável pela Empresa 
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10.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para 

manipuladores de alimentos 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 
INSTITUTO DE CIÊNCIAS BÁSICAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS–GRADUAÇÃO EM MICROBIOLOGIA 
AGRÍCOLA E DO AMBIENTE (PPGMAA) 

 
 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO 
 
Eu, ___________________________________________________, 

aceito participar da coleta de material biológico necessário para o 
desenvolvimento da pesquisa “AVALIAÇÃO HIGIÊNICO-SANITÁRIA DE 
UNIDADES ALIMENTAÇÃO E NUTRIÇÃO E ANÁLISE GENOTÍPICA DE 
Staphylococcus spp.”, que tem o objetivo de avaliar as condições higiênico-
sanitárias e presença do patógeno L. monocytogenes em restaurantes. A 
coleta do material será realizada através esfregaço de suabe na mão e 
vestíbulo nasal, os quais serão coletados pelo próprio voluntário. A participação 
no estudo é de total liberdade. Não serão divulgados os nomes dos 
estabelecimentos em estudo, bem como os nomes dos voluntários. Os 
voluntários serão comunicados sobre os resultados obtidos ao término da 
pesquisa. 

O estudo será desenvolvido durante o ano de 2008 e 2009 pela 
doutoranda do programa de Pós-Graduação em Microbiologia Agrícola e do 
Ambiente da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Jozi Fagundes de 
Mello, sob orientação da professora doutora Marisa da Costa. Telefones de 
contato a disposição para esclarecimentos adicionais, caso necessário: Comitê 
de Ética da UFRGS: 3308-3629; Doutoranda pesquisadora Jozi Mello e Profa. 
Dra. Marisa da Costa – pesquisadora responsável - 3308-3663 e 3308-4111. 

 
 
 
________________________________ 
Voluntário  
 
 
_______________________________ 
Jozi Fagundes de Mello – Doutoranda PPGMAA 
 
  

 

 


