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'Resumo

Nas ultimas décadas ocorreu um aumento na atuacéo de estabelecimentos que
produzem refei¢cdes para trabalhadores, como as Unidades de Alimentagao e
Nutricdo (UANs). No Brasil, este segmento de mercado € reconhecido como
um local de grande ocorréncia de surtos alimentares, sendo o micro-organismo
Staphylococcus aureus o0 segundo maior agente causal. O objetivo deste
estudo foi avaliar as condi¢cdes higiénico-sanitarias e a presenca de
Staphylococcus sp. em UANSs de grande porte e atuantes na cidade de Porto
Alegre. Participaram desta pesquisa 7 UANs de grande porte (> 500
refeicbes/dia). A aplicacdo da Lista de Verificacdo das Boas Praticas constatou
que todas as UANSs tiveram atendimento insatisfatorio a este quesito. Foi
realizada analise para potabilidade da agua, 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 presenca de
Staphylococcus sp. nas médos e na cavidade nasal. A 4gua se mostrou
adequada para producdo de alimento em todas as UANs. A qualidade
higiénico-sanitaria foi inadequada na maioria dos pontos analisados, sendo
constatada a presenca de E. coli no processador de legumes apenas de uma
UANs. Nas sete UANs foi observado auséncia de Listeria sp. Todos os
alimentos, equipamentos e ambiente de manipulacdo 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 presenca 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 gendtipos para a presenca de genes das
enterotoxinas classicas, sendo que oito genotipos apresentaram combinacgéo
de mais de um gene. Estes resultados mostram que os padrdes de higiene sao
inadequados e que Staphylococcus sp. portadores de genes que codificam
enterotoxinas classicas estdo disseminados nas UANs estudadas. Assim, &
clara a necessidade de implementacdo de Boas Praticas para o controle da
disseminacdo de patogenos, producdo de alimento seguro e promoc¢ao da
saude da populacéo atendida pelas UANSs.

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (101 p.) Agosto, 2012.



Assessment of the hygienic and sanitary conditions in Food and Nutrition
Units, and genotypic analysis of Staphylococcus sp.
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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 INTRODUCAO

O controle da qualidade higiénico-sanitaria tem recebido muita
atencdo em pesquisas e debates da area da saude, por ser um item de
fundamental influéncia na disseminacdo de doencas transmitidas por
alimentos. Os procedimentos de contagem de micro-organismos indicadores e
isolamentos de patdgenos sdo muito eficientes como critérios para a avaliacao
de higiene em producdo de alimentos. Entre os micro-organismos utilizados
como indicadores de higiene destacam-se os coliformes a 35°C, coliformes a
45°C e a Escherichia coli. Outros patdégenos também podem ser veiculados por
alimentos como Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. A espécie
bacteriana Listeria monocytogenes é um patégeno ubiquo que se destaca por
apresentar caracteristicas de crescimento e sintomatologia da infeccdo, muito
particulares e causar infeccdo grave em pessoas com baixa imunidade. Ao
género Staphylococcus sp. pertencem mais 45 espécies. Estes podem fazer
parte da microbiota humana que, por intermédio de técnicas inadequadas de
producdo de refeicdes e por falhas nos processos de higiene por parte dos
manipuladores, podem ser transmitidas aos alimentos. Staphylococcus aureus
€ a espeécie mais recorrente em casos de surto alimentar no Brasil. Uma das
caracteristicas desta espécie € a capacidade de produzir toxinas. Estas toxinas
podem permanecer viaveis mesmo apds os alimentos serem submetidos a
tratamento térmico e causam disfuncbes gastro-intestinais. Entre as toxinas
estafilococicas ja descritas, destacam-se aquelas enterotoxinas mais
frequentemente encontradas em surtos, chamadas classicas e denominadas A,

B, C, D e E. Os sintomas da intoxicacdo se desenvolvem apés um periodo de
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incubacédo de quatro a oito horas, podendo resultar em gastroenterite severa. A
presenca, de quaisquer dos micro-organismos citados acima, em alimentos
prontos para consumo ou equipamentos de producédo de refeicdes denota
deficiéncia nos requisitos de Boas Praticas (BP) na producédo de alimentos.
Para o controle da qualidade higiénico-sanitaria na producdo de alimentos os
estabelecimentos devem fazer uso de algumas ferramentas de auxilio. As BP
sdo procedimentos operacionais necessarios para garantir a qualidade dos
alimentos produzidos, pois utilizam principios basicos de higiene. A utilizacéo
de BP na producéo de alimentos esta determinada em legislacdo por 6rgaos
competentes no Brasil. Este estudo pretendeu avaliar as condi¢des higiénico-
sanitarias de Unidades de Alimentacéo e Nutricdo de grande porte, atuantes na
cidade de Porto Alegre — RS. Igualmente, pretendeu isolar e identificar
Staphylococcus sp., assim como verificar a presenca de genes produtores das

enterotoxinas classicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A producéao de alimentos e refei¢cOes

Os estabelecimentos produtores de refeicées para coletividades séao
tecnicamente denominados Unidades de Alimentacédo e Nutricdo (UANS), mas
comumente conhecidos como restaurantes comerciais ou institucionais. Varias
etapas fazem parte dos processos de producdo de alimentos em UANS.
Primeiramente, se estima a média das necessidades nutricionais dos usuarios.
A seqguir ha o planejamento do cardapio a ser servido por estes
estabelecimentos, onde ha consideracdes de alguns pontos basicos: (i) habitos
alimentares e regionais, (i) o numero de refeicbes que serdo servidas, (iii)) a
logistica de entrega dos géneros pereciveis, (iv) sazonalidade de alimentos, (V)
area fisica, contemplando a disponibilidade de equipamentos e de funcionarios,
(vi) além de quesitos financeiros necessarios para o exercicio e manutencao de
todas as atividades pertinentes a este segmento de mercado. Concluida a
etapa de confeccdo do cardapio, parte-se para o processo de compras,
seguido pelo recebimento e armazenamento das mercadorias (géneros
alimenticios, descartaveis e de limpeza). Ao término destas etapas € que se
pode partir para a producdo de alimentos e refeicbes propriamente dita.
Subsequente a producdo tem-se o processo de distribuicdo do produto final
que ocorre através da exposi¢cdo dos alimentos prontos para consumo, aos
usuarios, nas linhas de distribuicdo de refeicbes, mais conhecidas como bufé.
Todas essas etapas devem ser controladas a fim de minimizar a existéncia de

pontos passiveis de contaminacdo, ja que a transmissdo de micro-organismos
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aos usuarios pode ocorrer através dos alimentos (Mesquita et al., 2006;
Capunzo et al., 2005; Cho & Hooker, 2009).

Véarios fatores inerentes a producdo de alimentos influenciam
diretamente na qualidade higiénico-sanitaria da refeicdo ou alimento produzido.
Problemas nas fases de recebimento, estocagem, producéo e distribuicao,
podem resultar em alimentos ndo seguros para consumo. Destacam-se alguns
fatores causais na producdo de alimentos ndo seguros: o controle inadequado
de temperatura durante o0 cozimento, 0s processos de resfriamento de
alimentos prontos para consumo, a estocagem e a distribuicdo do produto final,
higiene pessoal insuficiente (manipulador de alimentos), contamina¢éo cruzada
e 0 monitoramento inadequado de todas as etapas do processo produtivo
(Akatsu et al., 2005; Bas et al., 2006). Segundo a portaria nimero (n.) 58 de
1993 do Ministério da Saude do Brasil, define-se a ocorréncia de contaminacao
cruzada quando: “objeto, materiais ou mesmo alimentos ou qualquer
substancia contaminada que sirva de conduto intermediario possa contaminar o
alimento a ser consumido e se constituir num fator de risco a saude” (Brasil,
1993). Dentre os principais problemas para a seguranca de alimentos
destacam-se o reaquecimento e refrigeracao inadequados e o grande tempo de
espera entre a preparacao e o consumo dos alimentos (Weingold et al., 1994;
Bas et al., 2006). A condicao higiénica dos equipamentos, utensilios e de todas
as superficies que entram em contato com os alimentos, em quaisquer etapas
da producdo, também merecem grande atencdo na prevencdo de
contaminacgao cruzada e na producdo de alimento seguro (Vlkova et al., 2008).
A ma higienizacdo de superficies pode levar ao depdsito de matéria organica,

servindo de nutrientes a micro-organismos, e proporcionando a formacéo de
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biofilmes. Quando células microbianas se desprendem destes biofilmes, podem
contaminar os alimentos causando riscos a saude dos usuarios (Gelli et al.,
2005; Pires et al., 2005).

Considera-se alimento apto para o consumo humano, aquele que
atende ao padrdo de identidade e qualidade pré-estabelecido, quanto aos
aspectos higiénico-sanitarios e nutricionais (Brasil, 1997). Assim, alimentos que
contemplam os quesitos higiénico-sanitarios podem ser denominados “alimento
seguro” (OMS, 2006). O controle microbiolégico € um ponto que merece
destaque na producédo de alimentos, pois objetiva assegurar que os alimentos
sejam veiculo de saude e ndo potencialmente de doencas pela presenca de
patdgenos e toxinas. Consideram-se doencas transmitidas por alimento
(DTAs), as doencas originadas pela ingestdo de alimentos contaminados com
micro-organismos ou toxinas. S&8o catalogados varios agentes etiolégicos de
DTAs. Alguns dos principais causadores de doencas alimentares sdo 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 nao
seguros, as UANSs utilizam ferramentas que assessoram o controle do processo
produtivo. As Boas Praticas (BP) sdo os procedimentos mais basicos, eficazes
e necessarios para manipulacédo segura de alimentos. As BP séo importantes,
pois enfatizam procedimentos basicos de higiene e manipulacdo, além da
fiscalizacdo dos protocolos de execucdo objetivando reduzir pontos passiveis
de contaminacao na linha de producao de alimentos e refeicoes. Apesar de sua

grande relevancia, muitos servicos de alimentacdo apresentam caréncia na
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implementacédo das BP, resultando em restaurantes com riscos em potencial a

saude de seus usuarios (Réglier-Poupet et al., 2005).

2.2 Micro-organismos indicadores de contaminacdo em
alimentos
Micro-organismos indicadores sao rotineiramente utilizados para
avaliar as condicfes de seguranca 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
contaminacdo de origem fecal, a possivel presenca de patégenos ou grau de
deterioracdo. Um micro-organismo indicador deve apresentar algumas
caracteristicas especificas:
a) Ser detectavel de forma facil e rapida,;
b) Ser facilmente distinguivel de outros membros da microbiota
do alimento;
c) Possuir um histérico de associacfes constantes com o
patdgeno cuja presenca visa indicar;
d) Estar presente sempre quando o patbgeno de interesse
estiver presente;
e) Ser um micro-organismo cujos numeros sejam relacionados
as quantidades do patdgenos de interesse;
f) Possuir caracteristicas e taxas de crescimento equivalentes a

do patégeno;
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g) Possuir uma taxa de mortalidade que seja ao menos
semelhante a do patdégeno e, de preferéncia, que persista
mais tempo do que este Ultimo;

h) Estar ausente dos alimentos que sé&o livres de patdgenos,

com excecao de numeros minimos.

Além de micro-organismos que indicam a seguranca dos alimentos,
outros fatores também podem auxiliar na avaliagdo das condi¢des de higiene
de um ambiente. A avaliacdo da presenca e quantidade de material organico
também pode ser utilizada como um indicio da situacao higiénica de ambientes
e superficies que entram em contato direto com alimentos (Sherlock et al.,
2009). A deposicdo de material organico e outros tipos de residuos em
superficies podem servir de fonte primaria de adesdo ou mesmo de nutrientes
para micro-organismos, podendo abrir precedentes para formacao de biofilmes
(Pires et al., 2005). Ambientes e superficies mal higienizados que entram em
contato com alimentos podem caracterizar um risco em potencial para
contaminac¢do do alimento, disseminacdo de micro-organismos e ocorréncia de
DTAs. Para verificacdo da deposicdo de matéria organica em superficies se
emprega a técnica da luminescéncia, pelo uso do luminémetro, mostra-se
bastante eficiente (Saquet, 2005; Aycicek et al., 2006; Sherlock et al., 2009).
Este tipo de técnica usa como principio determinar a quantidade de trifosfato de
adenosina (ATP), seja de origem microbiana ou ndo. O ATP é encontrado em
varios organismos vivos, em residuos organicos e alimentares. Assim, sua

presenca em superficies pode indicar a ineficiéncia dos processos de
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higienizacdo, onde superficies higienizadas devem conter baixa concentracao

de ATP.

2.3 Coliformes e Escherichia coli

Os grupos coliformes, e dentro deles a espécie Escherichia coli, sdo
considerados micro-organismos indicadores das condicfes de higiene de um
alimento ou ambiente. Portanto, a verificacdo e quantificacdo da sua presenca
podem ser utilizadas como monitoramento dos padrfes higiénico-sanitario de
producao de refeicdes.

Este grupo € dividido em coliformes totais e coliformes
termotolerantes. Coliformes totais, também conhecidos como coliformes a 35
graus Celsius (°C), compreende um grupo de micro-organismos amplamente
distribuido no ambiente e no intestino de animais de sangue quente. Estas
bactérias sdo caracterizadas como bastonetes Gram negativos, aerobios e
anaerobios facultativos, apresentam metabolismo fermentativo de glicose com
producdo de gas entre 24 e 48 horas, a 35°C. A enumeracao deste grupo de
micro-organismos €é comumente realizada para determinacdo do padrdo
higiénico 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 nao entérica. Portanto, ndo € o grupo mais indicado para
referir contaminacgéo fecal, mas é considerado um indicador de contaminagéo
ambiental. A presenca das bactérias deste grupo em agua potavel e alimentos

processados indica a ocorréncia de contaminacdo pOs-processamento, 0 que
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caracteriza praticas de higiene insatisfatérias (Lecrerc et al., 2001; Gottardi et
al., 2008; Sood et al., 2008).

O grupo coliformes termotolerantes, também conhecido como
coliformes a 45°C, é formado por trés géneros de bactérias: Escherichia,
Enterobacter e Klebsiella. Segundo a legislacdo brasileira sobre padrbes
microbiolégicos para alimentos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) determina que a denominacao de coliformes a 45°C é equivalente a
denominacédo de "coliformes de origem fecal" e de "coliformes termotolerantes”
(Brasil, 2001). Estes fermentam lactose com producédo de gas entre 24 a 48
horas, na temperatura de 45°C. A presenca de quaisquer destes micro-
organismos em alimentos, acima do estabelecido pela legislacdo, indica
contaminacdo fecal e denota despreparo do produtor sobre padrdes minimos
de higiene (Silva et al., 2001).

Dentro deste grupo, E. coli € muito frequentemente encontrada em
alimentos e sua presenca € o mais claro indicador de contaminacdo fecal
utilizado. E. coli € uma enterobactéria Gram negativa, catalase positiva,
oxidase negativa, produtora de indol a partir do triptofano e que nao hidrolisa
ureia. Esta bactéria pode crescer entre 7 e 46°C, sendo 37°C a temperatura
Otima de crescimento (Scheutz & Strockbine, 1986).

Metodologias para isolamento e identificagcdo destes micro-
organismos estdo muito bem descritas pela legislacdo brasileira através da
Instrugdo Normativa (IN) numero 62/03 do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2003). Porém, comercialmente, ha alguns
meios de cultura que utilizam os mesmos principios descritos na legislacao,

tornando as analises mais rapidas, menos laboriosas e com alguma reducéo
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nos custos financeiros. E o caso dos caldos de deteccéo rapida de coliformes
totais, termotolerantes e de E. coli. Esses meios de cultura contém substancias
cromogénicas que auxiliam na identificacdo dos micro-organismos. Os
coliformes utilizam os compostos cromogénicos inseridos na formulacdo do
meio de cultura resultando na mudanca de coloracdo no tubo de ensaio. O
composto cromogénico X-gal” (5-bromo-4-cloro-3 indoil 3-D-galactopironidase),
adicionado ao meio, € o substrato que ird proporcionar a mudanca de
coloracdo se um micro-organismo possui a enzima B-galactosidase, que é uma
particularidade dos coliformes. Ja um composto fluorogénico (MUG: 4-
metilumbeliferil-B-D-glicuronideo) presente no meio, quando digerido pela
enzima R-D-glicoronidase produzidas por E. coli, mostram um resultado
positivo através da emissdo de luminescéncia ao se visualizar o tubo sob luz
ultravioleta. Este meio também é utilizado para a deteccdo da producédo de
indol a partir do triptofano. Portanto, a associacdo de todos esses resultados
auxilia na deteccédo e confirmacao da presenca ou auséncia de coliformes e E.

coli.

2.4 Listeria monocytogenes

Ao género 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
estd associada a patologias no homem e L. ivanovii esta mais relacionada a
patologias em animais.

Listeria sp. sdo micro-organismos definidos como cocobastonetes
regulares, Gram positivos, que ndo formam endosporo, apresentam flagelos
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peritriquios e sdo moéveis em temperatura entre 20 e 25°C, aerdbio ou
anaerobio facultativo, catalase positivo e oxidase negativa. Apresentam
metabolismo fermentativo para glicose e hidrolisam a esculina. O género
Listeria cresce em uma faixa de pH de 4,1 até 9,6, apresentando melhor
crescimento com valores de pH entre 6 e 8. Sdo caracterizados como micro-
organismos psicro-tolerantes, pois crescem em temperaturas de 1 a 7°C,
apesar de a faixa 6tima de crescimento ser entre 30 e 37°C. O género Listeria
sp. também é discriminado por diferencas antigénicas intra e entre espécies, 0
qual determina 17 sorovares. Dentre os sorovares de L. monocytogenes, 0S
1/2a, 1/2b e 4b estdo relacionados com mais de 90% dos casos endémicos e
esporadicos de listeriose (Seeliger & Jones, 1986; Silva et al., 2001; Hain et al.,
2007).

A espécie L. monocytogenes € o0 agente etioldgico da listeriose e é
reconhecida como um patégeno para mamiferos. Esta infeccdo acomete
preferencialmente pessoas que estejam em um “grupo de risco”, constituido
por mulheres gravidas, fetos, neonatos, criancas, idosos e individuos com o
sistema imune comprometido. Inicialmente, apresenta sintomas semelhantes a
um resfriado, com febre baixa e mal estar. Com o avan¢o da infeccdo os
sintomas podem progredir para meningite, endocardite, septicemia, aborto ou
parto prematuro (Hof, 2003; Al-Adnani & Sebire, 2007; Antolin et al., 2008;
Goulet et al., 2008). O periodo de incubacao e a dose infectiva ndo estdo bem
definidos. Refere-se que o periodo de incubacéo pode variar de poucos dias a
2 ou 3 meses e que pode levar a taxas de 20 a 30% de mortalidade para os
individuos que pertencem ao grupo de risco (Giovannacci et al., 1999;

Maclauchlin et al., 2004).
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Todas as espécies de Listeria estdo distribuidas no ambiente
podendo ser encontradas no solo, no esgoto, em vegetacdo deteriorada, em
fezes de animais e em silagens. Dentre os alimentos, os que mais
frequentemente sédo encontrados com contaminacdo por L. monocytogenes
sao: leite cru, queijos, carnes frescas ou congeladas, frangos, frutos do mar,
frutas, vegetais, além de embutidos como linguica e presunto de peru. No
Brasil ha alguns relatos de isolamento de Listeria sp. obtidas de alimentos, de
locais de processamento, de humanos e animais (Hofer et al, 1998; Araujo et
al., 2002; Schwab & Edelweiss, 2003; Silva et al., 2004; Lemes-Marques et al.,
2007).

Na producéo de alimentos, o isolamento e a correta identificacdo de
Listeria sp. mostram-se importantes para tracar rotas de contaminacdo nas
plantas de processamento e contribuir com os dados epidemiolégicos. Para tal,
sdo muito utilizados os métodos convencionais de deteccdo, ou seja, técnicas
de cultura bacteriana (Zaffari et al.,, 2007; Nalério et al.,, 2009). O método
classico de identificacdo de Listeria sp. em alimentos e ambientes baseia-se na
pré-incubacdo 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. € um micro-organismo
fastidioso, esta etapa é crucial, pois recupera células até entdo nao cultivaveis.
Toda a técnica convencional de isolamento de Listeria sp. (enriquecimento
seletivo, isolamento em meio seletivo e testes bioquimicos) podem levar
diversos dias até a emissédo do resultado final (Jadhav et al., 2012). Esta
técnica também apresenta algumas limitacdes. Entre estas, destacam-se (i) a

nao recuperacdo de ceélulas injuriadas; (ii) as condicdes ambientais, pois
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podem influenciar a caracteristica fenotipica das cepas; (iii) a presenca de
bactérias contaminantes, que s&o capazes de mascarar a presenca do
organismo alvo e (iv) a presenca de cepas atipicas que podem expressar
reacoes atipicas e entdo serem excluidas da selecao (Frece, et al.,, 2010;
Jadhav et al., 2012). Alessandria, et al. (2010) usaram técnica convencional e
molecular para investigar a presenca de L. monocytogenes na planta de
processamento, na salmoura para producao de queijos e também no proprio
produto final. Foi observado que a técnica convencional subestimou a presenca
de L. monocytogenes em alguns pontos de analise. Diversas técnicas vém
sendo difundidas a fim de reduzir o tempo entre a coleta e o resultado final.
Neste sentido, meios de cultura seletivos e diferenciais tém sido desenvolvidos,
além de que técnicas moleculares e imuno-enzimaticas ja estdo amplamente

difundidas (Jadhav et al., 2012).

2.5 Staphylococcus sp.

O género Staphylococcus é composto por 46 espécies e 24
subespécies (Euzeby, 2012). A este género pertencem bactérias Gram-
positivas, que ocorrem em pares, cadeias ou cachos. SA0 micro-organismos
anaerobios facultativos, ndo formadores de enddsporo. S&o produtores de
catalase. Apresentam um bom crescimento em concentracbes de cloreto de
sodio de até 10% e acima deste valor, o crescimento é relativamente baixo. A
maioria das cepas apresenta crescimento entre 10 a 45°C e em pH entre 4,2 e
9,3. Em sua maioria apresentam metabolismo respiratorio e fermentativo, tendo

a capacidade de fermentar uma grande variedade de carboidratos. Nao

hidrolisam esculina e sao redutoras de nitrato. Sdo produtores da enzima
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coagulase e termonuclease, sendo estas importantes para as rotinas de
identificacdo de Staphylococcus aureus. Staphylococcus sp. encontram-se
amplamente distribuidos na natureza e usualmente presentes na pele,
cabelo/pelo, membranas mucosas, trato respiratério e intestinal de mamiferos e
aves (Neves, 2007).

Em analises microbiolégicas, as espécies que compdem 0 género
Staphylococcus sp. sao classificadas de acordo com sua capacidade de
produzir a enzima coagulase. Assim, séo divididas em Estafilococos Coagulase
Positivo (ECoP) e Estafilococos Coagulase Negativo (ECoN). Entre todas as
espécies do género, apenas sete sdo 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 fibrinogénio do plasma
sanguineo em fibrina. A capacidade de Staphylococcus sp. de produzirem
enterotoxinas (staphylococcal enterotoxin - SE), geralmente esta associada a
capacidade de producdo das enzimas termonuclease e coagulase. Entretanto,
ha ocorréncia de algumas espécies que nao produzem coagulase e/ou
termonuclease, mas produzem SE (Oliveira et al.,, 2011). Entre os ECoP S.
aureus é a espécie responsavel pela maioria das ocorréncias de surtos, apesar
de outras espécies coagulase positivas também possuirem potencial toxigénico
(Kluytmans, 1998; Michelin et al.,, 2006). Veras et al. (2008) relatam o
isolamento de espécies de ECoP e ECoN de produtos lacteos oriundos de
surto alimentar no estado de Minas Gerais. Dentre estes isolados, ha espécies
de ECoN com genotipo e fendtipo positivo para producdo de enterotoxinas,

porém o autor ndo os aponta como exclusivos agentes causais do surto (Veras
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et al., 2008). Apesar de ECoN néo terem sido associados diretamente aos
casos de intoxicacdo alimentar, seu potencial toxigénico é reconhecido por

estarem envolvidos em uma variedade de infeccbes em humanos e animais

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

2.5.1 Enterotoxinas estafilococicas

Entre os fatores de viruléncia que apresentam importante papel no
mecanismo de patogenicidade de Staphylococcus sp., ressaltam-se as SE. As
SE sdo proteinas extracelulares de baixo peso molecular, soliveis em &agua,
resistentes a enzimas proteoliticas e séo classificadas por suas caracteristicas
antigénicas. Essas toxinas sdo altamente termoestaveis, ou seja, resistem a
processos de aquecimento mesmo que a célula vegetativa bacteriana tenha
sido inativada (Franco & Landgraf, 2005). Estima-se que contagens de 10°-10°
unidades formadoras de colonia por grama de alimento (UFC/g) sejam
suficientes para a producdo de quantidades necessaria de SE para
desencadear uma intoxicagao (Novick, 2000; Ertas et al., 2010).

Até o momento, ja foram descritas 21 SE, identificadas de A a V
(Schelin et al., 2011). Entre estas, as toxinas A (SEA), B (SEB), C (SEC), D
(SED) e E (SEE) sdo as mais frequentemente relacionadas com surtos
alimentares (Letertre et al., 2003). As SE foram subdivididas de acordo com
propriedades fisico-quimicas e imunoldgicas e classificadas como, SEA (SEA1
e SEA2), SEC (SEC1, SEC2, SEC3, SEChoy, SECsheep’), SEG (SEG; e SEGy),
SEI (SEly), SEK (SEKy), SEU (SEIUy) (Cremonesi et al., 2005; Schelin et al.,
2011). Em torno de 95% dos surtos sado atribuidos as SE classicas: A, B, C,D e
E (Cremonesi et al., 2005).
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Dentro do género Staphylococcus, S. aureus é a espécie mais
relacionada aos casos de intoxicacdo alimentar devido a sua capacidade de
produzir SE. Porém, outras espécies como S. intermedius e S. hyicus, também
ja demonstraram ter esta habilidade (Sena, 2000). Em individuos susceptiveis,
a intoxicacdo pode ocorrer apés a ingestdo de alimento contendo entre 100 a
1000 nanogramas de SE (Bergdool, 1990). Estas ndo agem somente como
potentes toxinas gastrintestinais, sdo toxinas pirogéncicas e classificadas como
superantigenos. Estas duas funcdes estédo localizadas em diferentes dominios
da proteina (Balaban & Rassoly, 2000). Os sintomas da intoxicacao
estafilococica aparecem em até 8 horas apos a ingestdo de alimentos
contaminados, caracterizando-se por nauseas, vOmito, 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 sdo cromossomais, mas
podem estar presentes em outros elementos genéticos (Kuroda et al., 2001).
As SEA SEB, SEC, SED e SEE ja tiveram seus genes sequenciados e
caracterizados e estudos tém 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 expressédo das SE B, C e D € mediada por um sistema regulatorio
(agr) (Schelin et al.,, 2011). A expressdo do gene agr esta associada a
densidade de células vegetativas, por isso altas contagens (acima de 10°
Unidade Formadora de Colbnia - UFC) sdo determinantes para a producédo de

SE (Novick, 2000).
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A enterotoxina A é considerada a toxina mais comum na ocorréncia
de intoxicacdes. O gene sea é composto por 771 pares de base (pb), que
codifica uma proteina de 257 aminoacidos com peso molecular de 27.1 Quilo-
Dalton (KDa). Esta toxina € expressa na fase estacionaria e ndo ¢ modulada
pelo gene regulador agr (Balaban & Rassoly, 2000). A enterotoxina B €
codificada pelo gene cromossomal seb de 798 pb que codifica uma proteina de
266 aminoacidos com 31.4 KDa (Betley & Mekalanos, 1998). SEB ¢é
considerada uma arma biolégica em potencial, pois induz a uma resposta
imune muito severa (Shylaja et al., 2010). A enterotoxina C compreende um
grupo de proteinas altamente conservadas, distintas por seus antigenos. O
gene sec é cromossomal. Hu et al. (2005) referem que a maioria dos S. aureus
isolados de mastite bovina, sdo produtores de grandes quantidades de SEC. O
gene sed, que codifica a enterotoxina D, foi localizado em um plasmideo que
possui 0 gene da penicilase também. SED é uma toxina bastante agressiva,
onde 100 a 200 nanogramas sao suficientes para desencadear a doenca em
individuos imunocomprometidos (Kokan & Bergdool, 1987). A sequéncia
genética da SEE apresenta alta homologia com SEA (90%) (Balaban &

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

2.5.2. Staphylococcus sp. e a producao de refei¢coes

A producao de refeicdes € constituida pela utilizacdo de trés fatores
que podem ser fonte de contaminagé&o por Staphylococcus sp.: (i) insumos
organicos; (ii) planta de processamento, ou seja, area fisica representada por
equipamentos e ambientes que entram em contato com os alimentos; (iii)

manipuladores de alimentos. O controle destes trés fatores deve fazer parte
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das atividades diarias das Unidades de Alimentacdo e Nutricdo para garantir a
producédo de alimento seguro.

Os alimentos mistos, ovos e produtos a base de ovos, doces e
sobremesas compdem o0s grupos de alimentos que estiveram mais
relacionados com o0s surtos neste mesmo periodo. Em relacdo aos locais de
maior ocorréncia dos surtos, 0s restaurantes e as padarias ocuparam a
segunda colocacdo. S6 perdendo para os episédios ocorridos em residéncias.
Entretanto, os casos de intoxicacao estafilocécica, no Brasil sdo subestimados,
pois ndo € uma doenca de notificacdo compulsoria (Brasil, 2006).

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2011, S. aureus destacou-se
como o segundo maior agente etiolégico de surto alimentar (Brasil, 2011). Uma
grande atencdo merece ser dada a presenca estafilococos nas linhas de
processamento de alimentos, pois pode estar associada a manipuladores de
alimentos. Estes podem ser portadores assintomaticos de estafilococos
enterotoxigénicos. Na Africa do Sul 88% dos manipuladores analisados em
uma “delicatessen”, eram portadores de S. aureus nas maos e 44% nos
aventais de trabalho (Lues & Tonder, 2007). Manipuladores de alimentos
também foram analisados em cozinhas industriais da cidade de Botucatu/ Sao
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 2x10® 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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provaveis fontes de contaminacdo do alimento. Assim, a deficiéncia de
procedimentos e habitos de higiene pessoal e 0 ndo cumprimento das BP
podem fazer do manipulador de alimentos, um veiculo de disseminacdo deste
patdgeno aos alimentos (Raddi et al., 1988; Lues & Tonder, 2007; Normanno et
al., 2007).

A identificagdo e/a quantificacdo da presenca de Staphylococcus sp.
nos alimentos € um indicio dos padrées de higiene. No Brasil, o Ministério da
Saude e a ANVISA definem limites maximos para a presenca de ECoP em
alimentos (Brasil, 2001). Onde os que apresentam contagem acima do definido
sdo potencialmente capazes de causar intoxicacdo. Portanto, a legislacéo
brasileira ndo preconiza a necessidade de identificacdo em nivel de espécie.
No Anexo | da Resolucdo 12/2001, consta a determinacdo dos valores
maximos para diversos grupos de alimentos (Brasil, 2001). O item 22 do Anexo
| traz os padrbes aceitos pela legislacédo brasileira para contagem de ECoP em
refeicbes preparadas por Unidades de Alimentacdo e Refeicdo e demais
estabelecimentos. A definicdo desta legislagdo merece grande atencdo uma
vez que se tem conhecimento de ECoN produtoras de enterotoxina, ou seja,

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

3.1 Objetivo geral
Avaliar as condicbes higiénico-sanitarias e a presenca de
Staphylococcus sp. em Unidades de Alimentac&o e Nutricdo de grande porte e

atuantes na cidade de Porto Alegre.

3.2 Objetivos especificos

— Verificar a adequacdo das Unidades de Alimentacédo e
Nutricdo as Boas Préticas e a regulamentacéo técnica vigente;

— Verificar e quantificar a presenca de coliformes
termotolerantes e Escherichia coli em Unidades de Alimentacdo e
Nutricao;

— Verificar a qualidade da agua utilizada para producao de
alimentos;

— Verificar e quantificar a presenca de Listeria
monocytogenes em Unidades de Alimentag&o e Nutri¢cao;

— Verificar, quantificar a presenca e identificar as espécies de
Staphylococcus sp. em Unidades de Alimentacéo e Nutri¢ao;

— Examinar a presencga de genes produtores de enterotoxinas

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

Os materiais e a metodologia especificos para cada um dos
experimentos utilizados no desenvolvimento desta pesquisa estdo
apresentados nos respectivos artigos que constam no capitulo 5
(RESULTADOS).

Este estudo foi realizado na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul. As coletas de dados e dos materiais para analise ocorreram no periodo

entre julho de 2009 e fevereiro de 2010.

35



5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de
artigos cientificos. Os subtitulos deste capitulo correspondem aos artigos
cientificos formatados de acordo com as normas das respectivas revistas, as
quais, foram submetidos ao exame de publicacéo.

Também foram desenvolvidos relatorios técnicos individuais para
cada uma das UANs que participaram deste estudo. Os relatérios
contemplaram os resultados da Lista de Verificacdo com sugestdo de
adequacao quando necessario, os resultados das analises microbioldgicas e
moleculares. Estes relatérios foram entregues as Concessionarias de
Alimentos, as quais sdo administradoras responsaveis pelas UANs. A redacao
dos relatérios teve como objetivo auxiliar os estabelecimentos na promocéao da

gualidade dos servicos prestados a populacao.
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5.1 Artigo 1

5.1.1 Avaliacdo das condicdes de higiene e da adequacao as

Boas Praticas em Unidades de Alimentacdo e Nutricdo no municipio de

Porto Alegre - RS

Artigo publicado na Revista Alimentos e Nutricdo — Brazilian Journal

of Food and Nutrition — Araraquara.
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AVALIAGAO DAS CONDIGOES DE HIGIENE E DA
ADEQUAGCAO AS BOAS PRATICAS EM UNIDADES DE
ALIMENTAGAO E NUTRIGAO NO MUNICIPIO DE PORTO
ALEGRE - RS*

BRESTAIC: As mmidades de alimenmgdo o mmrglo
(AN vim yementindo sua abmcio no mercado de refai-
pias coleths @ sdo cassificadas comn o hercedro mabor bo-
cal de ocominca de dosagas trenszaitidas por alimenios oo
Birasil. & faior primsordial para dimiseir a ccomincia destas
dosngas & om0 contimo das bom praticas, que sio proce-
dimenin: qoe comiribuem para a prodogie de um alimerrhe
wegure & de qualidads. Mt estads fod makada 2 adequa-
Ao de sem TAN:, de grande porte, & bom pragicas & ve-
rificada 2 higiems de superficies. A makapic d adequagio
a5 boas préficas ocomen por meio da aplicagdo da lista da
varificagiio com base za Porara TE0S-EE. A avaliscle da
higions das separficies, por meir da domica de Trdosfa-
10 de Adsmouing hichieinescdncia, spontou que 13 sote
as 39 suparficies azabizsdss foram clewificadss come -
satisfarcmias. Todas 25 TIAN: apresentarsm menns da 30%%
de conformmidade fente A B de verificagdo. Deacam-w
o e Higienimcio, Prpamcio do alimemin, Avmore-
mgum & trazspors do alimento preparado, come o itens
cof maioTes percanimis de ndo-conformvidades. Os imms
Abastecimenin ds agua o Comtrole de pragas forsm 100%:
conformes am todes as UAN:. Os msulindes demonstam
que & imprescindivel que estas AN revejam o5 procedi-
memins de higene ¢ sxeceiem de forma afethva as boas pr-
ticas mas rotnas de producic o distobuigdc de alimentes.

NPAL AVF AS-CHAVE: Avalisgio higdedoo-samdtiria; lis-
2 de verificacio; varvipo de alimemiacio

Texi Fagnndas ds MELLO#*
Sbals SCHNEIDER**+
Mateus Silva de LIMA s+
Toverson FRATZON#4es
Marisa da COSTA###+e+

INTRODUCAD

0 desenvrolvimenio mdnsinal oooerido o Brasil &
partir da meados do sécule 30 provocon mmdameas sociad
o nos kohitos alimentares da populagio brwdlen o @m-
bém na exparsdo dy amacln dow wervipos de elimeniacio
(AEUTSLY gt al, 2005} Segendo a Apéncia Maciomal do
Vigiltncia Saxdtimia (ANVIEA) tode estabeleciments code
o alimexdn & monipulade, proparado, aearanado oo sx-
posio & venda, & considerado mm servige de alimentacio
(AYCICEK ot al., 2008), Fameps paste dasss wegmantc, 3
Eryprusas de Alimermcio Colettra, que o adminicrade-
i de resteomamtes comarciain o instimriomads, As unidades
de trzhalhe onde sdo dessanohvidas 2 atividades de pro-
ﬂlﬁjidﬂﬁhﬁlﬁhﬁﬂﬂilpﬂlmwlﬂﬂ:ﬁ
cu wnfermas i denommades wxddadss de akmenagic o
mitriclo (AMN) (CONSELHO FEDFRAL DF WUTRI-
CIINISTAS, 2{75). O objetve principal das ANz & o
de formecar alimentacic ouimicicoaleente squilibrada a £m
de presercar o recuparar a samde dos sems comsmmideTes.
Diusta forma, & intrinseco 35 atividades das TAN: o comgai-
to da moonidade dos alimanios, represamado pels qualids-
de higiénicn-uanitina & prodocdo da alinsarhe segmro.

A Associacio Bl das Empresas de Rafaicfes
Coletivas sstfima qoe para o ano de 3013, esse segmemio
sima 11,7 milhdes de refeigles’'di no pas (ASEOCTA-
CAOC BRASILFIR A DAS EMPRESAS DE REFFICOES
COLFETTVAS, 20013). Assim, obwanva-se 2 shrmgéncia po-
pubicinnal desse wegmentc @ o MOpachy goe A OCNTADCA
do doances trammmitides por alimenios podaria acametr A
saide piblica (BREASIL, 2011; NUNES et ol 2010; OLI-

*Trabal chalboende Som apio de Frogeam Faleral RETTNT &8s CAFES
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VERA«al, 2010). Meste santido, ox drglos de wigilinca
sanitisia sxercem papel imporianie . egulamenizcio da
producio do alimemios (A0 PAULD, 2013; RID GRAN-
OE DO STL, 2005: BRASIL., 2004: 2002)

As obrigachen lagais, bams como a competithidads
do mercade de alicweniagdo @ & exigdngzs dos commmide-
e, mpralsicnarans o weovipos de alimentacio  busca da
forramentes que auxiEassem n implantacie ¢ contols da
innoridads da sees produtos (EACCOL atal | 2008). 4 44
VISA defing boxs praticas como todes o procedimentos
que iiam garantr @ qualidads bigitedoo-sanitns dos ali-
mezins @ 3 conformidads com a legislagdo sandtion (HRA-
SIL, 24, P dizgpesticar prelimmarmenie a adecdo 25
hoas praticas, a legislagdo brasileire indica a aplicagdo da
lista & varificacdo, code seus resniades peomitar identi-
ficar pontos de ndo conformidads & mediants iwo, s
apben cometives (GEINTA «f 21, 2003; BID GEANDE DO
SUL, 2009 A idendificacks de ens & verficagio aiticos
pode serviz de cooplemanio ao diagnoston da adequagdo
a5 leoas praticas am UAM:, pois esses ikos podens auxliar
m prevengio da ccomncia de sertos (ALMEIDA ot al,
B0, GENTA otal., 2005).

A cometa higiens de guabtgeer sperfices goe -
fam @m conlFm com o6 alimentes & e poato chave m
producis de alimento segeme (IWORLD HEATTH ORGA-
NIZATION, 2004). Falhes mos procewsos da himiens prowe-
cam ¢ acimle de esidecs orginicos que podem sent de
subsizio par o oesdmenin mbaobiane ¢ 3 COnsegEents
formagio de bioSlmes (SILVA et al., 2010 TEBEUTT ot

- 207y Estes o muicwcolinis tackaans: eovobeudas
por ema malx axopolhsacandica ¢ aderidss a o supar-
ficiw, do cnde ureo ver ectshalocdos tomamn-we resistanies
a defurgantes & sanmittramtes (SANDAST ot ol | 200E; TRA-
BULEL ALTERTHUM, 2005} A quandificacio do matioa

coginica pode senT & cozoplemesio 2 lish de weancagdo
m avaliagdo das condicles de higene dos sannigos de ali-
meziagdo. A téaoma ATF biclomingscéni detecta 2 quanii-
dade de Trifoafrm de Adenowing (ATF) que poda ser orum-
do de matdéna wgdnica de pcrv-organismes, alimendos ou
sujidades preseates am superficies (BARROS of all, 2007).
Portamtn, euua téomica pode ser nfilizads pars moaliar 2 qua-
lidade higidnica de suparficies sm mditis @ wervgos da
abimertacis (FIMO ot al | 200E; AYCICFE ot al, 2006

Com bass oo exposto, esse svmdo % coma ofje-
tve verficar 2 quantidads de ATP precsobe sm separfics
de amtdezies o equipamenios wilizados pan prodegdo de
mufsighes, aldm de awalar 2 adequagdo de UAN: & boas
pEaticas.

MATFRIATS F METODOS
Amastrazem
Participarae do estndo dnss empresas de grands

ports, prevtaderss de servigos oo amo de alimentagio para
colefividedes, smantes wm vards unidades fedeativas dio

Brasil. Foram submetidas 8 avalisclo higidnico-sanitaria

todas as UAN: administadas por essas duzs empresas, que
produsizm meds de 500 redftagles por dia cada ¢ que atu-
avam. zo exezmicipio de Porte Alegre (RS), perfazendo mm
totzl da sete ecizbalecimemdos,

Avaliac#io do ATP-binlminesctncia

Farz verificar a quantidade de martiia orgteica pre-
sante am suparficis fod utilizads o aparclbe “ATP Lemine-
et (Hymiena®, ShiemEURE L Capomille, United Sta-
tes) (FIYGIEMA, 3009, Forem malzades coletas am sein
squipamemies eparticies. Ssses eqopamentos supericiv
form categorimdes i (7)) agueles que fazem parts da
cedeia de producdo de alimeados (corizdor & processador de
legurss, phica de corle de cammes & bazcada de preparo de
cames) o () eqeeles gqoe faren parie da cadeia de disto-
buigdo e por iss0 pedem antor em contzin com o alimen-
to prozio pam consucss (bancada de mootagens de prades,
parte imtema do squipamaents de refizaacic da sobramesa
o dz cuba de distdbmigie 4o alimeontes).

A coleta & matwial pam sstz analise consivtm na
fricglo de meah proprio para o “ATP Leminomgter™ & umss-
decido =z sologle saliza 2 985 Foi coletedo materiz]
am om’ de superficie Dmpa ¢ desinfectade, de acordo
com o5 probocolos das WANL, pam ads amsbiente ou equi-
pamente 2maisade (MEMDES etal, 2011). Apos 2 fcgdn,
o reab foi imtroderids oo apamibe “ATF Lumdinometesr™
que emi msltde medizte. O reultados do sxprevee
am unidades mlstivas de bew (URL) manltamte da qoams-
dads 4 ATP presants no bocal de coleta. Ramitado: o at
150 URL configuram condicBes satishtonias de Mgons: do
131 a 300 UEL mdicam condicias 4 alarta am mlacis &
higiens d=s superfices & acimm de 3] 2 higiens & conside-
rada imeaticfateris (COSTA, J006)

Adequagho das TAN: 4z beas pradcas

A UAN: foram mvalindss quanto A sdequacdo &
boas priticas por msic da aplicagdo da Lista de verficacdn,
qus & parie misgremie da Portari Estadnad o™ T80%- ES,
com modificacies (EI0 GEANDE DO SUL, 2009). Algn-
o5 pargents da lisa de verficagdo foram suprimddas @
cutas foram re-sstutradas, ds modo  pricsizar itens orl-
ticos pama o controle da inoceidads dos alimentos. A vk de
warificacs aplicada mo presents sstedo comemply 85 e
de questicoamentes categorizados «m 12 gmpos de ava-
Hagla: (1) Bdificagdio, insalapies, squipamestos, mvais @
utenstlics: () Higisnimecls de imtalaghe., sqeipamenions,
sl @ wtensilios: (3) Controle inegrads de prages; (1)
Abastecimanto de amne; {¥) Mansjo de mestdues; (6] Mami-
pubidores; (7) Masinias-primas. ingrodisete: o ansbalagos:;
(B) Preparsgdo do alimenin; (%) Armammamendo « fans-
porie do almento prepanade; (100 Exposipdo av cons=mo
diz aliments preparade; {11) Dompwatagdo o mgsioe: {11)
Raspomabilidads técnica. Ok Teos em conformidade com
a lista dis verificagdio foram mgstados como condformes,
o4 %05 que ndo atendizm a0t questommemtes foram re-
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wstrados como odo comformes e os jeos ndo pertinanbes A
mualidede da TIAN foram regisoedos como nioe aplicinais.

As visits ocomaram nos hormes de maior deman-
da, com prdvic conhedmento de toda 2 equips das TRAME,
permitindo assios a constragio dos procedimenics & prati-
cas adotedos am cada esbelecimanto. O presochimento
da st de verificagdo oooeren na propria TAN por medo da
oitnervacio direta do foncioramente, obuenacio das it
lagBen fisicas, relatos de fonciomarios, afekgio de mepare-
s {emdosete digital Isstrutheems — TE-30) ¢ analise
doecunantal.

Avaliacho da lizts de veriSicacho

Concomitants 4 avalisgiio das boas praticas, ou mas-
mos Tems da lista de vestficagio da Portaris T8RS fo-
ram classificadon copse orficos de acordo com o grm da
TCo Joe Mpreseniam 3 sepuranca dos alimemdos, segumdo
Almgida ot al {DI0F). Ins imprescindeowis. pary prode-
Ao de alimente weguro, por auxiliarem oa profechs comima
a coormdncia de sorio, foram comniderados ottoos. Desta
fooma, demire os 55 ieos pertmentes 2 st de wenfagdo
wtiizada neste estado, 0 dele: forzm classificades como
criticos. O demads itens foram comidsrados ndo aiticos
om nio aplicineiz 3 malidads da LTAN.

Qe 1 - Mumaro de refsicfes

Avaliagiio doz itens critices

O estabalecimantos fomam avaliados mdbcddual-
maenhe quanio a0 parcentml de aemdimente & Evz de ve-
rificagio (aendimemio i boas pratices) o aos ikns ori-
cos. Realizon-we 3 divide do ol de fems conformas pelo
total da itens questionados {conformes e oo conformses),
descommiderando-ve ou itens sfle aplicdyais (GEMNTA et al,
2005). Modianie ou parcanmais de sdequagdo enconirados,
cada VAN foi chissificads como Gropo 1 (de 76 a 100%
de adequagdo)), Grupo I (unire 31 & TH% de adequagdo)) oo
Grupo 3 {ans 0% de adeqeacic) (BEASIL., 200E).

BEESULTAIMDE

Todas as UAM: gqoe participaram deste sstdo
apresaniaram pelo memcs um profissiomml metmiconisE @
miemarn de manipreladores de alimemios adeqnadaran di-
maensicmades ac mirmern de redficdes wervidas (Chuadro 1)
(COMEELHO FEDERAL DE NUTRICIOMISTAS, 2HI5)

05 reseltados da maliacio de ATP e superficies
wstio aprusentados m Tabela 1.

O resulindo global da aplicacio da lista de verifica-
plo mosia goe s UAN: analisadas apruseataram valoows
que vaziarens da 31,7 a 47,4% de atendirente dos qoesiios
mralizdos. Awam, fodas a5 UANS foramn classifcadss no

& matrigio nalnd.a:ﬂmPnth}..ﬂng'n—B.S. !I}l!

AN Fofsiclos pordia  Bamipuladores
1 350 15
2 S5 15
3 15045 il
- ie 15
5 Il 13
] 3T 41
7 T23 L&

Muinconisis Tacnico any moiraclo

Bt bl b gt he b g
[ e

Legenda: LIAN. [aidade de Alimentagln ¢ Hotrighs, - suscnic

Tabela | —Apaliacks de ATP-biclimingscdncia nos squipamestos o suparficies das unidades de abimeetacio &

mirigde avalizdss em Porto Alepm-ES, 2012,

Claszdficaclo das condiches de histene das superficies

Itens avaliade:

Satizfattrie

Nio possmd
. '
neemsiblio

Aleria Inzatizsfaiorie

Cortador da: legnosos* -
Phica da corte de carmsas”

Procassador de Jegumsass -
Bancada ds pregaro de camese -
Bancada ds pvomtagans de prans” -
Equipamesdo de refigaagio- 3
sohraomesa™

Cuba de distribuicic ds alirsentos” 4

,_
L I ]

s oA

i
[ITR T

Legenda: = equipsncnin superTices gque ol calrams sm SonkElo com almenlo Eonl) pars o, ¥ Squlparmenid i
periic gque podem cnlear an oonkila om alimmin pronko par consenn, - ecifeme supeioee clasilsads sede quesiia

40



MELLD, | F; SCHNEIDER, 3 LINA, M. 5. FRAZZON, J; COETA, M Avakbld di Rigens & dis bods pnilices e AN Aliss. Nitrs

Bear J. Food Net., « 34 nZ poos-ed el fun 2003

Goupoe 3, apreseantando ux alendmezio deficenis & boas
pratica & & legislacio vigent. Amaluands mdrdmimants
o doze grupos ds avaliacdic qoe comple a bsta de verifi-
cagdo (Tabela X}, chsarz-se que 2 medoma foi classificado
=0 Goupe 3.

Er todas as UAN: obeermon-se gos o parceamal da
condormidade para os fens criticos d mak elnado ue o da
lista do verificagdo (Figema 1). Ka mvalisc3o dos fens oiti-
o4 para prodogdio de alimento seguro obserrou-se gos seis
UANs apresextzram menos de 30% de adeqeagdc, sendo
classificadas no Graps 3.

Tabala 2 - Distribuic3n das mmidades de ali

DISCUSSA0

A bigisns do ambiani, equipamesivs o uieosilbos
temz relapdo dietz com 2 qualidade sanitana das UANs o
mfinencia @ mombdde dos alimestos proderidos ¢ 2 wade
dios consursidomes (MENDES otal., 2011; BARRDS atal,
2007). Ox altos ndices de TRL {Tabals 1) encontrados nas
diveras mperiicie: aaladas oeste sstndo, wdo de acor-
do com 2 dassificacis (Gropo 3) do iem Higenizacio de
matlacles, equipamentos, miveds & temsilics na paions
das AN

alimemacis o neticdo mraliades em Porto Alegre-BS (2012), qmnts aos
Fupos deverdicacic que complem 2 Portaria TEUS-ES.

Mamero de TUANz* por grape de verificagie segmndo

Grupa de verificapio dassificacie da ANVISA®
Grupa 1 Grops I Crupo 3
Edficagio. mutalag dec, squipamanton, monsds & 1 2 4
Higemagdo de nstalagdes, equpamentos, moneds . . 7
& ummsling
Controle inkgrado de prage 7 - -
Abartecimentn de amma 7 - -
Mangjo de mesiduos 1 - -]
Manigreladere - - T
Materix-primas, ingedietes & ambalagens - - T
Prepanagdo do alimento - - T
Armammemenio ¢ Tansporis o alimenio prepaado - - T
Expouigdo 20 consemo do aimenio preparade 1 2 4
Documentscio & regisiro 3 4 -
Reapomuahilidads: - 4 3
Legemls = Unidades de Almmeniscds ¢ Mulrspho, ® Apincis Maaenal & Vigilieia Sanitism, - scahems [TAM clessbceads
Al Yoo
.h.n.-:ﬂhlrh.u FHE L A

& W [ e i Bara Db

:

; Lot

-

=

-

-

£

=

£

a2

z

i

i

-

; L 1 L a1 v A VEH N PTT L HEMT

Uridades e ANmesiagio & Nmngaa

FIGURA 1 - Comparaglio dos percentuais

conformidade dos iens criticos o do

msliado geml da Gra de vedifcagdo aplicada em unidades de alimeatacio © oeingdo

avaliadas aos Porto Alegre-BLS (2012
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Dostacam-s o5 altos valomes de URL zas bancadas
de mamipulagio de carmes. Este prepo de alimsntos comtam
mizralmanie gends quentidads de ATF omundo de madi-
ria copdmica e'on de migo-orgamismeos (BABROS ef al,
BT, Indepandents da origem do ATP, o msnitade mos-
troe-4 insatisfairio par ambieates de aniprelacis do ali-
menios. Em conimpartids, 2 paionia des TTAMNG apresenton
condigden satsfabimas parm higmne mas placas de camses.
E mecomsndsdo goe st garmtida 2 sdequads higiene de
superiicies & £z de wvitar a eelipbicagdo ¢ dissammagdo
microbiana (SILVA; OLIVEIRA, 200%). A bancady da
montagen: & pratos promios pam consemc @ 3 pramkia
do squipamente refrigeado de ammazanzegnto de sohre-
mes fxem park da cadedz de distribuicde de alimente
FOOLI0 PAr commmo, mas ndo antrans ditetamente am coz-
t2i0 com o5 alimeins. [ndependente disso & moprescind:-
vel que apressotem condigles adequadas de higiens, pois
e45es ambiantos podem ser fonte de contaminagio cuzrads
(LEHTC atal | 2011} Algomas TTANs niibizrram bancadas
de monmgens de pratos. Meates casos, o chsoe olo mea-
12 2 linha do aetn-warvips o recebia nm prato previamants
montado pelos masdpuladores. Estes prabos permaneciam
dascobertos sohre 25 hamcadas ¢ s oopematm amstdcnte
abé vm monfager cozpletz, code o perede de tszpo
varidvel de acordo com a composiglo do cardipic. Estes
fatores alisdos a5 mds comdighes de higiems tormarm ssta
athidede oitica para inocuidade da refsicdo servida. Em
soimvist com Tesponsdveds par reveTantes comenciais,
Siha & Olivema (200%) obsenaram qoe 207 desconhe-
ciam o tarmo comtminacio cruzada.

U pomio 2 ser comsiderado para eaplicar o resuliz-
do global da lista de vesificagdo (rupo 3) apresentados por
todas & UTAM:, & a gqoestdo gersncial das eospowsas de e
fuiples coletwas. Com base am milztos soppinioes doante a
visita técmica a algnosss UAN:, chssrvoe-ss a pressn da
dificnldades decormmnizs de restgles crpamentiras, o qoe
limiton a meplandcds de melhorias & repamos sstubarais
& mamrtencdas periddicas ou cometivas de equipamentos.
Tambéen foi parcehida ema grande precmupacdo por paste
da toda eqeipe das UAN: am stingr metss organizacicnsis
finamrgiree. Esto @ um fator importaste para a sobreuivés-
cia g competitividade das enspresas, desde que odlo comgpre-
med o fore na predugdo de alimenin segpme. Azalizer indi-
vitnatments o5 gropos de werificacs que conpds a lista da
vertcagdo (Tatwla 1) propicia uma malbor compmesnsdo
don pontos que Decessitam de mador atwngdo para qoe as
UAMs possans se adequar a5 boxs praticas & 2 legislagdo
sanitimia,

Dontre as UAN: analisades, 37.1% ndo estvam
adequadas quazin a0 grapo Edificacdo, instalaglies, cquipe-
mextns, pxdvels @ wiemdlios. Bowuldo diferente dos apre-
santados por Coube et al. (3005) & 580 Josd et al. 2011 qoe
snconmtraram. T8% o T6% de adequacio pama eetes itkns am
mmidads hoteluire ¢ UAN:, mspectivament®. Mo pressote
estado, wma tmice unidade apresentou prodecio nas lomi-
marias da #rea do prodocidn de alimentns. Acidantes com
lumizdriz: podemn msulter o osco Ssico e alimendos,

come recidnes de vidro o metal & dscos de acidentes de
trabalhc.

Tioedas as UANs tieram wm men dessmmpeak: qoan-
to a0 gropo de verfcaclo Higienizadio de metalagle:,
equipameins, miTeis o TEoilios. Nenhuma TUAN apre-
santon mais de 10% de adequacio dos quesites que compde
wiin Eopo, onds 58 destoom mma Fands dificeldeds por
parie das UAN: am adepier o wse de espomjes, pancs de
limpera dascartiveds & nio descartaveis. bam como o am=-
rezaments comwte de produios sansantes a5 boas pratcas.
O processo de Mipievizacio & de crtrapa importéncia pam
conirole de matéria orginica dos pamos de limpema, pods
wises podens disseming mocrv-ooganisEyc: a0 azobisade @
aos alimentes (LEHTO ot 2l | 3011; EXTSUR AMTNGRIM
wtal, 2003).

Apezas 05 grupos de verficagdo Controle missrado
de pragas & Abastecimento de Az apresentzram 100%: da
adegecio ans todas as UAN:. O comtrole de pragas @ ve-
tores @ um item Importente am seviges de alimentacio. A
presanca devrtes represants risco e trazeissdo de dosmcas,
foco de dissemivacie de evico-orgamiseees @ sojidades.
Chitros esmdos t2mbde enconirarem elevada conformi-
dade meste item (BIARTAWO: MOTURA. 2008; AEUTSD
wtal, 2005; GENTA etal, 2M7). PFrovaselmenie 2 maicr
Scibideds de cmecegdo ¢ wocemzacio do semago sejam
fatores gqoe conirbuam parm adegmcic das UAN: nessa

quesibo (GEWNTA ot 2l 20073, O abasieomenio de &z am
mlmhpﬂhIhpmmMmq:ulhﬁgniE@mu
& & AN possuiam registoo de higienizacio paricdica do
reervatorio de gm. MNenhnma unidade aprecsenton nso de
fonin alematta de agua.

Ma avaliagdio do Mangjo de mestdecs, apena: mma
AN pousmia fodos s coletores de mstdecs das oo de
preparagdc ¢ amarenamenin de alimentes dotedos de tam-
pas acionadas sam contato mamual, idesntificadons, intmgres,
D DiEEern sufciente o tom s0 adequado. Apsoxs wma
AN apresenton ftlacle: mnioris dotadas de bvate-
rios & supndas de produtes destzados 2 higens pecsoal @
nenhnma guire possmia Tomedr com Acomansanie arhons-
tico parz kigieme das mios s fmas de manpmiscis de
alimaneos (BID GRANDE DD 071, 200%). A inadogm-
o destes fatores refletin no alto parcentual (100%) de
oo confommidade de algems procedimentos de higens dos
ranipealadorss do alimsantes malisdos pelo grope da verd-
tcagdo Manipuladores. Cnmibiang o al (2008) ¢ 530 Josd
etal. (201]) anstsies pootoaes madequacko neste seotido,
comiz falhss o eetrotrma Ssica @ nas mstalapies wnitria.

Foram wenfcades falhes neos procedicsentos « na
periodicideds de Mpisme das mios ¢ devouido com o Assedn
pessoal Uma dficnldade comues a5 UAN: fol 2 fala de
dizpomibilidads de afxstar da masipulacio do alimantos, o
funciondmios goe apressmizvam dosngas oo b depale
nas unhas. Eisa pratica ¢ unm atimde de risco una vez quo
a5 mdos dos panipeladores podem ser foco de dissemina-
o do doengas (LUES; TONDER, 2007). © conoole da
duas UAN: sob mesponsabibdade da meama umpresa. de ali-
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meantazio coletra. Nests ndo banda mgsoos de realimgio
de exames admivwionas ¢ pedadicos. O Programa de Coxr
tmole Medico de Sande Crupaciomal, meelamentade pale
Miniswric do Trebalhe & Engprege, determiza que a mequi-
sigdo de examos complamantangs & maliscio da somds de
manipulador fiqee a critdric do médico do tabalko (SAD
PALILD, 2013). Amds dentro do grupo do mvaliscio de Ma-
zdpuladores, chsamon-w que todas 2 TTAN: apresenizram

cmhmnbﬂnpmnﬁnsnhnbmpmmm

mamenty & Tansporie do aimexio preparade, rwultou
classificacio, de todas s AN, no Grepo 3. Fod oleenada
ez ands moondormidade nos procedimeaios « fempare-
tm de amarsrarente de catriz-prima & nos aimeins
pronics pam coosemo. Mos momentes ds maior prodogic
ds alimsntes, poadmilments o aquipamrenns oo comse-
Faiam mamter a5 temperytire: idzais 4 Fmorczaments. A
mamstencio parsdica destes equipamentos pode reliar a
minirmizar evtes problemes. O amarenamenin de mxabaria-
-priz=a @ alimentos proofos pam CODMIDC M0 D MEDO
squpamente W% mosron. citco am alguesas TAN:. Ooor-
rdncizs como aearsnamente de wobremesas sob cubas com
carme crux @ alimentos prontos e recipdemies aterios @ sAm
protepde denotem descuide neste processo. Chifro quesdte
critico pama controls miaohizne am alimentes prontes par
consemo & o mefiamente, de $0°C a 10MC, ap 2o mimime
1 horzs. Pordm, quande w tata de producic de alimeedos
s Fande ssczl ense cooiols se mwosta coooplezo. Em
mmitas UAN: s dificaldeds e mumentada pelz falta de
aspago oo ¢ egaipamenicns adeqmados para este £m.

Hos procedinsentes do hipiesdeacin de hortifre-
tigramjsines parcetsu-se disoepdnciz antre 3 desaigdo
do Mamml ds Boas Praticas, o melate dosn masdpmladores
& 2 obwervacdo m foco. BEm todas e TTAN:, eote hiamual
cootinhe a descngdo dos procedimendos de aconde com a
legnlagio. Mo mlzio dos mazdpuladomnss percebes-se mee-
Fang e afiremar a quanitideds de cloro o vohmme de &z
wtifzados. A obvarvagdo do procedimenio mosiron falhas
o processe da higemimgdo dos alimentos, oo ootk da
concentagde 4 clorn e & m mmtilismgde da solugde
da deainfaccin. Em todas AN visindas, a etiliragio da
ovos ohodecia aou critérios dasorites m Portana TEA0S-RS
(RIO GRANDE Dy SUL, 3100

0 mupo de malbglo Armazesamente ¢ amspor-
e do alimsoto preparade, verficou as condigles do arma-
zenamento da refuigdo prepamada ¢ do wstems de refudgde
tmansportadza, ou s, efsicio produrids em ema cozinka
cantral o diseibutds sm outre sstabelecimrsante. Demtre o
astabalecimenton visitadios, apemas geatro UAN: senviam
mfeicle: trensportadas. Todas apmseataram falkas no pro-
ceise de armmrezamente dos dimezics peparados. Em
apunz: uza UAN os aliesnbcos que agnandaeny temspor-
e ervan convizmeate dentficados com desimade do
prodeio, data de prepare o prazo de vakdade.

Ma maliagis da Expesicdo a0 consunss do alimendn,
tocdas LTAN: setavam adegmda: quanto 2 area de divirdbmi-
o dus refadgples. Bstan mresemtaam boas condighes de
higieme ¢ pwsincia de conamendos que coofl guressem fooie
de comtamminacdo aos alimenfos. Pomim, wom obwarvagdo
comum & vars AN fod a amincia & egeipenwato de
distribuigie de alimentns com temperahre de refhgemacdo.
As malades & sobmemwsas eram disthbuidas em baloles A
tempario amtiaie. A oparium @ o tempe de sxpe-
sigdo dos alimendos sdo moporanies fatomes de cootrole da
exahtiplicacio pxicrobiana (BAS o al | 2008).

Comcoptiands com o8 mass resuifades de bigieniz-
o, observou-se que oo grupe de warificagdc Diocamenta-
&0 & regiutro, apesar de todas s UAN: possatrem Manmal
de Boas Priticas, oenhuma possuta Procedizmento Cpara-
nmalhﬁmm&:(?ﬂﬁpmnhgmmﬂn:hmmhp!m
equipamenios, moveis o wheadlios. Em adicio, dums UTAN:
odo apresantarans POP sobre higiess & soude dos manipu-
ladors & cutras dms UAN: sobm controle nhegado de
weiores B prages whams, spesa de possaimo regsto da
realizagin deste comtrols. Silva & Clveim (20{) também
chasnazam que s dos mstauramies analisados, odo pos-
vaiam POP domoentados, coofiguresds descaso com =
boas priticas. A legizlacho brasilkeia « 2 Portena 7TE08-ES
tommam ohrigatdric, para os servicos de alisentacdio, 2 wxis-
tancia dastes trie procedimentos refarides., além do POP da
higieedracin do mesnaiteio do agme (EID GRANDE DO

e sm 1% das TAMs, o misponsavel ticzdco pelas ati-
vidades e manipalachs dos alimenios sz o metkdondst.
Ensas profisudoneds tambény poasaiam comprovagdo de ahu-
alizacdo sohre boas praticas pam senvigos de 2limentacdo,
sstando desta forma de acordo com a exiginei da Porta-
ra TEOE-RS. Outo fato comrem a todas a5 mnidades fod a
atitads fremte 2 powstveds coormineds & varton de dosscas
tansmitidas por alimemtos. 0% Tesponsaveds teonicos ade-
tIvam 3 pratica de convemicar apenas & sospresas S medii-
flen colstinas o oo de realizar notficaciic dinvtamants acs
ergdon oficizis de Vigilncia Sanitamis come o mecoowen-
dado pala Secretria do Sands do estado do Rio Grands
dir Sul. Esza prética pode implicar s falba: oo sistena de
notficacdo 4 surtes & svabagie de dados epidamiclogicn:
(BEASIL. X011}

Bm todas as UAN: oheervz-se qoe o perceminal
de cooformidads pam o5 itens crificos & mais elevado do
Q& o6 ens que comoplem a Deta de warificagdo da Poria-
ria TE0S-ES (Fumrz 1) Isso provovelmends s deovs 2 wsta
Portaria mqunemr diversos regivros & execngdo de ativida-
dies, cnenagies swobme procedimendos ¢ monitorameaio de
processcs (14 ikas), on quais sxglobam aividedes admi-
nistratves o de capacitagdo. Por o w0, a sxstlocia de =m
LOpTesss e TNpresenia o reEstro de tais atvidades oo &
considerada aitica pama segeranga dos alimentos porqoe a
exisbinciz ou ndo deste Impresso odo coloc wum rsoo a -
de do consumsdor. Pordes, o qoe malments & comadderado
critico & a malizgdo efvtiva da athddade relitada em @l re-
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Hstro. Os regsiros. sdo requisitos oporizades pam coozels
@ comprovacio dou proceusos o modnes des AN, alkie de
SR JEesiin pare mplaxbhicds de programms de gestio da
qubidsds como a Analise dos Pergos o Pomios Cribicos de
Conirola (BIBEERC-FUETIMNL, ABREL, 2006).

coMNcLTsio

A mocnidads dos alimsentos @ as condicBes higiani-
co-samitaring doo estabalecimentos produtomes de refidgies
astdo divtmeate mlacionadas oo 2 forma de execugdc o
e comirode dos proessos de produgde. Condderando-we os
mumiados obtdos, evidencir-we 2 ermems necesudade de
modificagies de dhverios prowmsses que sogloban a prode-
o de refsigles das TAN: que participaram deste estndoe.
Nastes eatzbslorimentos 2 adegmcie das praticas de higie-
=%, da preparagic o do armazeoamenio de mabdrixrprica
% alimenins promdos pare consume 30 os fens Quo mare
cem Ftengdo pricritmia, devido a0t pesigos que podem e
FreseziaT pama & waide do consemidor. A capaciagdo & o
treinaments dos manfpubdorss, asdm como 2 malizgdo
s confroles & regivros dow procesecs soomm athidades
Imprescmdivels aos sariges de 2limentecdo, pordm Fwsear-
tes nes [TANE que participarem deste sstado. A adesdo dos
sarvipos de alimenitacio 35 box priticas & opres cindival
pare parentr métndos saguros de prodocio da alimantos @,
por consequéncia, a gmlidads do prodeio final
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5.2 Artigo 2

5.2.1 Sanitary quality, occurrence and identification of

Staphylococcus sp. in food services

e Artigo aceito para publicacdo 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-
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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: (1) ready-to-eat
foods (raw salad, processed salad produced by processing or cooking, hot meal and
dessert - total of 26 samples); (I1) equipment (refrigerator, cutting board, gastronomical
tank, blender, cutter and vegetable processor - total of 33 samples); and (l11) 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 cm?), 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, VVoges-Proskauer test, nitrate, fermentation of maltose and mannitol, urease,
oxidase, growth at 15°C, 45°C 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 uL: 1.5 mM MgCl,, 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 94°C, 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 Amplicon (bp)
temperature (°C)

sea se1  GGTTATCAATGTGCGGGTGG 56 102
e  CGGCACTTTTTTCTCTTCGG

seb seb  GTATGGTGGTGTAACTGAGC 54 164
seb,  CCAAATAGTGACGAGTTAGG

sec €1 AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 585 1
ez CACACTTTTAGAATCAACCG

sed sedi  CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 49 218
sed,  ATTGGTATTTTTTTTCGTTC

see see;  AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 53 209

See; CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC

Legend: 1, primer forward; 2, primer reverse; bp, base pairs; °C, 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 Dessert S.bench V.cutter Blender G.T. C. board V. Refrig.
A B meal processor

1 n + - + - - - n - - -
2 + o+ + - - - - n - - +
3+ 0+ + + - n - + - + -
4 - - + - - - n - - n

5 + + n - n n + + -

6 - + - + + + n - - - -
7 + 0+ - - - - - 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.t 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. - Food handler - hand (1) 1
urealyticus
S. epidermidis - Food (5); Food handler - hand (9), nose (14) 28
S. equorum sub. - Equipment (1) 1
equorum
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- - Food handler - hand (1) 1
chromogenes
S. intermedius Food handler - nose (2) 2
S. lutrae + Food handler - hand (1) 1
S. pasteuri - Food (1); Equipment (1); Food handler - hand (2), 5
nose (1)
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




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

genes (seatseb+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.
Source

Gene of
enterotoxins'  Food (26)2  Equipment/surface (40)2 Food handler (21

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 DISCUSSAO GERAL

O monitoramento da qualidade higiénico-sanitaria em UANs € de
suma importancia, tendo em vista a grande quantidade de pessoas que utilizam
estes servicos. Diversas entidades tém dedicado atencdo especifica para
difundir informacgdes e conhecimentos a todos os locais que exercem atividades
de producdo e comercializacdo de alimentos. No Brasil estas entidades sao
representadas pelo Ministério da Saude, ANVISA, Codex Alimentarius do
Brasil, além das secretarias estaduais e municipais de saude (Brasil, 2001;
Brasil 2004; OMS, 2006, Rio Grande do Sul, 2009). A partir da promulgacédo da
Resolucdo de Diretoria Colegiada n. 216/04, pela ANVISA, as UANSs tiveram
mais subsidios para nortear suas atividades embasadas nas BP (Brasil, 2004).
A Portaria 78/09 do estado do Rio Grande do Sul também auxiliou na difuséo
de informacfes e elucidacdo de alguns pontos especificos para producédo de
alimento seguro (Rio Grande do Sul, 2009). Procedimentos de avaliacdo do
cumprimento e da adesdo as BP se fazem relevante para monitorar o padrao
de higiene na producéo/ distribuicdo de refeicdes em UANSs. A avaliacdo geral
mostrou que todas as UANs que participaram deste estudo foram classificadas
como ruins em relacdo a adequacao as BP. Para saude publica, este resultado
€ bastante grave uma vez que cada uma destas UANs serve no minimo 500
refeicbes por dia. Os quesitos: higienizacdo, manipuladores, matéria-prima,
preparacao do alimento e armazenagem do alimento preparado apresentaram
100% de nao conformidade. Diversas questdes que compdem estes itens sao
consideradas criticas para a producdo de alimento seguro (Almeida et al.,

2009). Os resultados da avaliacdo da presenca de matéria organica nas
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superficies vém corroborar com o alto percentual de ndo adequacéo ao quesito
higienizacdo. Desta forma € evidente a necessidade de reorganizacdo de
diversos processos para que as UANs estejam em adequacédo a legislacao
sanitaria.

A agua utilizada pelas UAN para o preparo de alimentos se mostrou
potavel e adequada para este fim. Todos 0s quesitos para abastecimento de
agua nas UANs estavam totalmente conformes com a determinacéo legal. Isso
evidencia a efetividade do tratamento de agua do Sistema Municipal de Agua e
Esgoto da cidade de Porto Alegre e também a adocao de BP no cuidado com a
rede de abastecimento interna das UANS.

Dentre os 26 alimentos analisados para a presenca de coliformes foi
observado que 61,5% estavam com condicdes ideais de consumo. Os
alimentos que apresentaram contagens de coliformes acima do permitido
foram, em sua maioria, os alimentos mistos e aqueles que tiveram manipulacéo
ap0s a coccdo. Estes resultados estdo em concordancia com os dados
divulgados pelo Ministério da Salude — Brasil, onde os alimentos mistos séo a
classe de alimentos mais envolvida em DTA entre os anos de 2000 e 2011
(Brasil, 2011). Assim, torna-se evidente a importancia das BP para
manipulacédo de alimentos que ja passaram por algum processo de reducédo de
micro-organismos (OMS, 2006; Egan et al., 2007). A analise de coliformes das
superficies e equipamentos mostrou que o0s procedimentos de higiene
utilizados pelas UANs néo sédo efetivos para garantir a higiene, mesmo que a
ocorréncia de E. coli ndo tenha sido comum a todas as UANSs.

Todos os pontos analisados neste estudo apresentaram auséncia de

Listeria sp.. Este é um 6timo resultado para as UANs analisadas, uma vez que
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L. monocytogenes é um importante patdbgeno humano. A técnica utilizada para
andlise de Listeria sp. foi a descrita pela Food and Drug Administration (FDA).
Esta técnica prevé apenas uma fase de enriquecimento seletivo antes do
plagueamento diferencial. Ja a técnica descrita pela United States Department
of Agriculture (USDA) prevé um enriguecimento seletivo primério e outro
secundario antes da etapa de plagueamento (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. € um género ubiquo, porém ambientes hostis
podem tornar as bactérias injuriadas. Em UANs este fato pode ocorrer devido
ao uso constante de produtos quimicos em ambientes e equipamentos, além
de mudancas bruscas de umidade e temperatura. Tendo em vista esta
situacdo, provavelmente a técnica de isolamento de Listeria sp. em UANs deva
ser aguela que contemple mais de uma etapa de enriquecimento em meio
seletivo.

Dentre os 108 pontos analisados neste estudo, foi possivel isolar
121 cepas de Staphylococcus sp. Dentre estes, observa-se a ocorréncia de
uma grande diversidade de espécies (26). Nos alimentos, nas maos 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%). Ja entre 0s 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 ndo ser S. caseolitycus que é comumente

encontrado em laticinios, 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 disseminacdo desta bactéria do manipulador ao
alimento. Em servicos de alimentacdo o0s manipuladores assumem
responsabilidade redobrada uma vez que podem ser veiculos de patdégenos
aos alimentos (Lues & Tonder, 2007; Sospedra, et al.,, 2012). Desta forma,
destaca-se ainda mais a necessidade das BP nas praticas de higiene pessoal
do manipulador, assim como nos procedimentos de manipulacéo de alimentos.

A analise da presenca das enterotoxinas classicas evidenciou doze
gendtipos diferentes nos Staphylococcus sp. isolados. A metade destes
genotipos ocorreu pela combinacdo de dois ou mais genes. O mesmo
percentual de gendtipos foi encontrado por Rall et al. (2008) quando analisou a
presenca 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 ocorréncia 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). E comum Staphylococcus sp. apresentarem a
ocorréncia de mais de um gene que codifica as SE (Balaban & Rasooly, 2000;
Rall et al., 2010b).

Ha referéncias 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, refeicoes (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 bioldgica devido a sua rapida capacidade de dispersédo (Pinchuk et al.,
2010). Este interesse se origina pela baixa dose infectante. Apenas 0.004
microgramas/ quilo sédo suficientes para desencadear intoxicacdo. Enquanto
que 0,02 microgramas/ quilo podem ser letal (Gill, 1982). Os sintomas da
ingestdo da toxina sdo nauseas, vOmito, diarréia e choque anafilatico. Ja a
exposicao a aerossois pode causar febre, calafrios, dor de cabeca e tosse,
enquanto niveis elevados de exposicdo 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 ECoON também possuiam 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 sao produtores de SE. Mais estudos a
fim de elucidar esta relacdo sdo necessarios. A legislacdo brasileira prevé
apenas contagem de ECoP em alimentos (Brasil, 2001). Entdo, segundo esta
mesma legislacdo, 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 reacdo que evidenciou a
presenca de genes produtores de SE.

Desta forma, foram desenvolvidas diversas analises nas sete UANs
gue participaram desta pesquisa, bem como nos Staphylococcus sp. isolados.
Porém, é notdrio que as possibilidades de desenvolvimento de outros estudos
neste campo ndo se esgotaram. Baseado nos resultados observados neste
estudo, conclui-se que é evidente a onipresenca de Staphylococcus sp. em
alimentos, ambientes e equipamentos das UANs, que ha presenca de genes
das enterotoxinas classicas em ECoP e ECoN, assim como é evidente a

necessidade de real implementacdo das BP em todas as UANS analisadas.
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7 CONCLUSOES

- Todas as UANs avaliadas foram classificadas como ruim
em relacdo a adequacdo as BP prevista na legislagdo sanitaria para
servicos de alimentacdo do estado do Rio Grande do Sul. Os itens
Higienizacdo, Manipuladores, Matéria-prima, Preparacdo do alimento e
Armazenagem do alimento preparado foram os itens de maior inadequagéao
em todas as UANSs.

- A avaliagdo higiénico-sanitaria das UANs mostrou que
61,5% dos alimentos estavam adequados para consumo humano e que
75% das superficies e equipamentos apresentaram condi¢cdes de higiene
insatisfatorias.

- A agua utilizada pelas UANs estava de acordo com a
gualidade sanitaria necessaria para producao de refeicoes.

- As UANs analisadas apresentaram auséncia de Listeria
monocytogenes. Contudo, pode-se aconselhar a repeticdo das analises
com o emprego de técnica que contemple mais de uma etapa de
enriquecimento seletivo para entéo confirmacao do resultado.

- Foram isolados 121 Staphylococcus sp. distribuidos em 26
diferentes espécies;

- Os Staphylococcus sp. isolados neste estudo apresentaram
doze gendtipos diferentes para a presenca dos genes das enterotoxinas
classicas, 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 classicas.
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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 fendétipo de resisténcia a antimicrobianos. A resisténcia a meticilina e a
outros RB-lactdmicos é decorrente da aquisicdo do gene mecA, de origem nao
estafilocococa, que codifica uma proteina conhecida como proteina ligadora de
penicilina, ou do inglés penicillin binding protein (PBP2a) (Mehrota et al., 2000).
Esta proteina tem baixa afinidade por R-lactamicos, assim, mesmo na presenca
deste antimicrobiano a PBP2a assume as funcdes para garantia da biossintese
da parede celular e consequente manutencdo da estrutura bacteriana (Pinho,
et al., 2001). Entretanto, a expressdo da resisténcia a meticilina ndo esta
relacionada com a quantidade de PBP2a, sugerindo a acdo de outros fatores
neste mecanismo de resisténcia (Alborn, et al.,, 1996). Portanto, além deste,
outros genes também estdo relacionados com a resisténcia a meticilina.
Destacam-se 0s genes cromossomais fem (factor essentials for methicillin
resistence) ou gene aux (auxiliary) (Berger-Bachi & Tschierske, 1998). Trés
destes genes femX, femA e femB tém papel importante na formacdo da
estrutura do peptideoglicano na parede celular. Por este motivo sao
frequentemente, alvos da acdo de antimicrobianos.

Em relagdo a estrutura celular, os produtos dos genes fem promovem a
unido das ligacdes interpeptidicas através de composicdo de filamentos de
pentaglicinas. O produto do gene femX é o responsavel pela adigcdo da primeira
glicina no grupo amino ao lado da cadeia de lisina. Em seguida ocorre a adigdo
dos 2° e 3° residuos de glicina, devido a acdo do produto do gene femA. Por
fim h&a a adicdo do 4° e 5° residuo de glicina, é realizada pelo produto do gene

femB (Tschierske, et al., 1999). Esta ligacéo interpeptidica € fundamental para

84



conferir a estabilidade da parede celular em situacdes de variacdo osmotica
(Benson, et al., 2002). A delecéo dos genes fem é letal para a célula bacteriana
(Tschierske, et al., 1999). Cepas com mutacées nos genes femA e femB
apresentam modificacdo na estrutura do peptideoglicano. Isso, como
consequencia pode levar a uma leve reducdo no crescimento, diminuicdo na
autolise, hipersuscetibilidade a metilcilina e menor sensibilidade a lisostafina
por apresentar menor cadeia de glicinas (Berger-Bachi e Tschierske, 1998;
Sharif, et al., 2009).

O gene femA é essencial para a resisténcia a meticilina e presente em
todos os S. aureus resistentes a meticilina (MRSA — ou Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) (Gunaydin; Aslantas; Demir, 2011). Por esta razéo
este gene tem sido usado como um marcador molecular especifico de S.
aureus MRSA. Mehrota et al. (2000) utilizaram a técnica da reacdo em cadeia
da polimerase multiplex para avaliar o potencial enterotoxigénico 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
gueijo Minas Frescal, comercializados em Pelotas — RS, também apresentaram
0 mesmo gene (Zocche et al., 2007).

A caracterizagcdo molecular de cepas coagulase negativa também
mostra a existéncia do gene femA nestas espécies. Vannuffel et al. (1999)
verificaram a presenca do gene femA em Staphylococcus hominis e
Staphylococcus saprophyticus, concluindo que o gene femA pode ser uma

regido conservada no género Staphylococcus. Estafilococos cogulase positivos

e negativos, isolados de produtos lacteos responsaveis por 16 surtos
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alimentares em Minas Gerais — Brasil, foram analisados quanto a presenca de
genes enterotoxigénicos 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 0os genes coa e femA. Andrade (2009) observou a presenca 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 género
Staphylococcus sp. ndo sendo indicado como marcador especifico e universal

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

Este estudo realizou analise molecular para verificar a presenca do gene
femA nas 121 cepas de Staphylococcus sp. isoladas nas UANs. Foi utilizado
um kit comercial para a extracdo do DNA total, PureLink Genomic DNA —
K1820-01, Invitrigen.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados, forward -
AAAAAAGCACATAACAAGCG e reverse — GATAAAGAAGAAACCAGCAG,
foram os descritos por Mehrotra, Gehua, Johnson (2000). Realizou-se a
Reacdo em Cadeia da Polimerase em um volume final de 25 uL: 1.5 mM
MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U
de Taq polimerase (Promega), 10 ng de DNA em termociclador (Master Cycler
Personal). A reacao foi incubada por: e 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 1
min a 94°C, 1 min com a temperatura de anelamento de 50°C, 1 min a 72°C e
um ciclo final de 5 min a 72°C. Os produtos da PCR foram visualizados em
eletroforese em gel de agarose 1.5% (Invitrogen), corados com brometo de
etideo (Promega) em tampdo TBE 0.5X, observadas sob luz ultravioleta e
fotografadas (Kodak Digital ScienceTM DC120). O controle negativo de cada
grupo de reacdes consistiu da mesma composi¢cao de reacdo de PCR, porém
com adicdo de agua 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 analises mostram que ocorreram amplificacdo do
gene femA tanto para ECoP como para ECoN. Vinte e sete (22,1%) dos
Staphylococcus sp. investigados foram positivos para amplificacdo deste gene

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

isolados dos servi¢cos de alimentacao.

Isolados que amplificaram

Espécies (n. isolados) com o gene femA (%)

. arlattae (5)
. epidermidis (28)
. gallinarum (2)
. haemolyticus (6)
. hyicus (5)
. intermedius (2)
. pasteuri (5)
. saccharolyticus (5)
. schleiferi (12) 8
Total* 27 (22,1%)

Legenda: n., niumero; *, espécies que ndo 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.

n nno unnnunmuunuon
R W N R WR N

A Unica cepa isolada de S. aureus, negativa para todas as SE testadas,
também foi negativa para o gene femA, indicando ndo ser uma cepa resistente
a meticilina. Resultado similar foi encontrado por Costa et al. (2010) quando
testaram uma chave de identificacdo de S. aureus empregando oS mesmos
oligonucleotideos iniciadores para femA, utilizados no presente estudo.

A sequencia de oligocnuleotideos do gene femA usada neste estudo foi
descrita como marcador para S. aureus MRSA (Mehrotra, Gehua, Johnson,
2000). Entretanto esta mesma sequéncia foi observada em outras espécies de
Staphylococcus sp. analisadas neste estudo. Este gene foi positivo para ECoP
e ECoN, com alta incidéncia em S. schleiferi (66,7%) e S. epidermidis (25%).
Possivelmente, a sequencia nucleotidica do gene femA testada neste estudo
tenha sofrido algum tipo de mutacdo na respectiva sequéncia nucleotidica, o

gue néo deve ter interferido na sua viabilidade.
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A fim de complementar esta discusséo, pode-se sugerir a realizacdo de
testes de avaliacdo 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 sequéncia génica
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 padrdo de

amplificacdo dos genes das enterotoxinas e gene femA

Exemplo dos padrbes de amplificacdo do gene femA nas diferentes
cepas de Staphylococcus aureus apos PCR e eletroforese em agarose 1.5%.

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

M a- a+ b- bt ¢c- ¢+ d- d+t e- e+ M

451 pb

278 pb

164 pb 209/pb
132 pb
102 pb

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 padrdo de
amplificagdo dos genes das enterotoxinas. Linha: M, marcador de peso
molecular (100 pares de base; Ludwuig Biotec); a-, controle negativo da PCR
a+; a+, amplificacdo do gene sea com S. aureus ATCC 13565; b-, controle
negativo da PCR b+; b+, amplificacdo do gene seb com S. aureus ATCC
14458; c-, controle negativo da PCR c+; c+, amplificacdo do gene sec com S.
aureus ATCC 19095; d-, controle negativo da PCR d+; d+, amplificacdo do
gene sed com S. aureus ATCC 23235; e-, controle negativo da PCR e+; e+,
amplificagéo do gene see com S. aureus ATCC 27664.
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9.4 Quantificacao de coliformes e Escherichia coli e adequacao aos limites microbioldégicos

SA Sal. 1 Proc. S. Prato Q. Sobremesa Refrigerador C.legumes Gastronorm Liquidificador Process. Placac. Bancada

1 C. term. na - 2,0x10? 0,7x10° - 2,5x10" na - 3,1x10°  2,2x10° -
Conf. na C NC C NC NC na NC NC NC NC

2 C. term. - - - 6,8x103 - 4,1x10? na - 5,0x103 - -
Conf. C C C NC C NC na NC NC NC NC

3 C. term. - - - - 0,7x10* na - - - - 9,7x10?
Conf. C Cc Cc C NC na C NC C NC NC

4 C.term. 4,4x10*  7,0x103 - 7,4x10° - - 6,0x10* na na - -
Conf. NC NC Cc NC C NC NC na na NC NC

5 C. term. - 2,0x108 - na - na - na 8,0x102 - 7,0x108
Conf. C NC C na C na C na NC** C NC

6 C.term. 2,1x10* 1,5x103 - 8,0x102 - 2,3x10* na 4,0x102  4,5x102 -
Conf. NC C NC C NC C NC na NC NC C

7 C. term. - - 1,0x103 2,0x103 - 1,0x10* na - - 9,0x10°  0,4x102
Conf. C C NC NC C NC na NC NC NC NC

Legenda: SA, servico de alimentagéo; A., amostra; M.O, micro-organismo, °C, graus Celsius; C. term., coliformes termotolerantes; Conf.: adequacao
dos alimentos a legislacao sanitaria (BRASIL, 2001) e dos equipamentos e superficies a Organizacdo Panamericana de Salde; 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: ndo
aplicavel devido a equipamento inexistente, C., conforme; NC., ndo conforme; **, isolamento de 3 cepas de E. coli; - ndo houve presenca da Coliformes

termotolerantes.



9.5 Espécies de Staphylococcus isolados de alimentos.

UAN? Amostra Espécie n. isolados®
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
Macarréao 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

a

Legenda: % Unidade de Alimentacdo e Nutricdo; *: numero de isolados; subsp.:

subspécie.



9.6 Espécies de Staphylococcus isolados de equipamentos e

ambientes.
UAN? Amostra Espécie n. isolados”

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: % Unidade de Alimentacdo e Nutricdo; : numero de isolados; sub.,
subespécie.
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9.7 Espécies de Staphylococcus isolados de manipuladores de

alimentos.

UAN? Fonte Amostra Espécie Coagulase n. isolados”

1 Mao  M2° S. lutrae ECoP 1

M3° S. pasteuri ECoN 1

S. schleiferi ECoP 2

S. hyicus ECoP 1

cve w1 S. intermedius ECoP 1

2 Mo wMm1 S. caprae ECoN 4

cve  m2° S. epidermidis ECoN 1

S. hyicus ECoP 3

M3° S. epidermidis ECoN 1

3 Mio M1 S. auricularis ECoN 2

S. epidermidis ECoN 1

M2¢ S. hominis ECoN 4

S. pasteuri ECoN 1

M3° S. epidermidis ECoN 2

S. gallinarum ECoN 1

S. caprae ECoN 1

cve M1 S. epidermidis ECoN 1

S. pasteuri ECoN 1

M2° S. schleiferi ECoP 6

4 Mao M2° S. epidermidis ECoN 6

S. cohnii sub urealyticus ECoN 1

S. simiae ECoN 1

S. hyicus-chromogenes  ECoN 1

S. saprophyticus ECoN 2

cV° M1’ S. epidermidis ECoN 4

5 Mido M3° S. saprophyticus ECoN 1

S. carnosus ECoN 1

S. arlattae ECoN 1

cve w1 S. aureus ECoP 1

S. intermedius ECoP 1

S. schleiferi ECoP 4

M2¢ S. epidermidis ECoN 1

S. hyicus ECoP 1

M3°¢ S. epidermidis ECoN 5

6 Ccv¢ M1 S. epidermidis ECoN 1

7 Mao M1 S. saprophyticus ECoN 1

S. arlattae ECoN 1

CcV° M3° S. auricularis ECoN 1

Total de isolados

70

Legenda: %, Unidade de Alimentac&o e Nutricdo; °, nimero de isolados; subsp., subspécie; ,
cavidade nasal; d, manipulador 2; € manipulador 3; f, manipulador 1; ECoP, Estafilococos coagulase
positiva; ECoN, Estafilococos coagulase negativa.
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9.8 Lista de Verificagdo em Boas Praticas para Servigcos de
Alimentagé&o Portaria n° 78/2009
— Adaptada e aplicada neste estudo —

Nome da UAN:
Responséavel:

Fone contato:

Data da visita:
Avaliador:

Avaliac&o [ s T N NA*

2. Edificacdo, Instalagdes, Equipamentos, Méveis e Utensilios

2.1. Edificagéo e instalagdes projetadas de forma a possibilitar o fluxo ordenado e sem cruzamentos em todas as etapas de
preparacéo de alimentos.

2.4. Existéncia de separagdes entre as diferentes atividades por meios fisicos ou por outros meios eficazes de forma a evitar a
contaminacgédo cruzada.

2.5. Piso de material de facil higienizacao (liso, impermedvel e lavavel) e em adequado estado de conservagéo.

2.6. Paredes com revestimentos lisos, impermeaveis, de cores claras, de facil higienizagcdo, sem cortinas e adequado estado de
conservacéao.

2.7. Teto de acabamento liso, impermeavel, de cor clara, de facil higienizagdo e adequado estado de conservagao.

2.9. Janelas de superficie lisa, de facil higienizagédo, ajustadas aos batentes com telas milimetradas removiveis para limpeza e
adequado estado de conservacéo.

2.13. Area interna do estabelecimento livre de objetos em desuso e da presenca de animais.

2.14. Area externa do estabelecimento livre de objetos em desuso e da presenca de animais.

2.16. Luminarias localizadas na area de preparagdo, armazenamento e dentro dos equipamentos que possam contaminar 0s
alimentos, apropriadas e protegidas contra exploséo e quedas acidentais.

2.21. A area de preparagéo do alimento dotada de coifa com sistema de exaustéo interna com elementos filtrantes ou sistema de
coifa eletrostatica.

2.23. Instalagdes sanitarias e os vestiarios sem comunicacéo direta com a area de preparacéo, armazenamento de alimentos ou
refeitorio.

2.24. Instalagdes sanitarias e os vestiarios mantidos organizados em adequado estado de conservagéo e portas externas dotadas
de fechamento automatico.

2.25. Instalagdes sanitarias dotadas de lavatérios e supridas de produtos destinados a higiene pessoal, como:
a. papel higiénico

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

2.2.5 c. papel toalha néo reciclado ou outro sistema higiénico e seguro de secagem de méaos.

2.27. Lavatérios dotados preferencialmente de torneira com fechamento automatico, exclusivos para higiene das méaos, nas areas
de manipulagdo em posicGes estratégicas em relagdo ao fluxo de preparo dos alimentos e em nimero suficiente, com sabonete
liquido inodoro anti-séptico ou sabonete liquido inodoro e produto antiséptico, toalhas de papel nédo reciclado, ou outro sistema
higiénico e seguro de secagem das méos e coletor de papel, acionado sem contato manual, higienizados sempre que necessario
e no minimo diariamente.

2.29. Superficies em contato com alimentos, lisas, integras, impermeaveis, resistentes a corrosao, de facil higienizagao e de
material ndo contaminante.

2.31. Existéncia de registro da manutencdo programada e periédica dos equipamentos e utensilios.

3. Higienizagéo de Instalagdes, Equipamentos, Mdveis e Utensilios

3.1. Existéncia de responsavel pela operacdo de higienizacdo comprovadamente capacitado.

3.2. Operag0es de higienizacéo das instalagdes realizadas com freqiiéncia que garanta a manutengdo das condigdes higi€nico-
sanitarias.

3.3. Existéncia de registros das operagdes de limpeza e/ou de desinfeccédo das instalacdes e equipamentos, quando ndo
realizadas rotineiramente.

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

3.11. Utensilios, equipamentos e materiais utilizados na higienizacéo, préprios para a atividade, conservados limpos, em nimero
suficiente e guardados em local reservado para essa atividade.

3.12. Panos de limpeza descartaveis, quando utilizados em superficies que entram em contato com alimentos, descartados a
cada 2 horas, ndo excedendo 3 horas, ndo sendo utilizados novamente.

3.13. Panos de limpeza nédo descartaveis, quando utilizados em superficies que entram em contato com alimentos, trocados a
cada 2 horas, ndo excedendo 3 horas.

3.14. Panos de limpeza néo descartaveis limpos através de esfregacédo com solucéo de detergente neutro, desinfetados através
de fervura em &gua por 15 minutos ou solugdo clorada a 200ppm, por 15 minutos, enxaguados com agua potavel e corrente.

3.15. Higienizagdo de panos de limpeza utilizados em superficies que entram em contato com alimentos realizada em local
proprio 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 superficies que entram em contato com alimentos, desinfetadas diariamente, por
fervura em agua, por no minimo 5 minutos ou outro método adequado.

4. Controle Integrado de pragas

4.5. Existéncia de registros que comprovam o controle de vetores e pragas urbanas, tais como relatério de avaliacdo das medidas
de controle realizado pela empresa especializada.

5. Abastecimento de Agua

5.1. Utilizacdo de agua potavel para manipulacdo de alimentos.

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

5.9. Registros da higienizacéo do reservatério de agua verificados, datados e rubricados.

6. Manejo de Residuos

6.2. Coletores de residuos das areas de preparagdo e armazenamento de alimentos dotados de tampas acionadas sem contato
manual, devidamente identificados, integros, sacos plasticos e em numero suficiente.

6.3. Residuos coletados na area de produgdo 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 periédicos de acordo com a legislagcdo especifica.

7.4. Manipuladores afastados quando apresentam doencas de pele, tais como micoses de unhas e maos, lesdes e ou sintomas
gue possam comprometer a qualidade higiénico-sanitéria dos alimentos.

7.5. Uniforme dos manipuladores de cor clara, limpo, em adequado estado de conservagdo, completo (protegéo 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 bot8es ou com botdes protegidos, calgcas compridas, calgados fechados), exclusivo a area de
preparacéo de alimentos e trocados, no minimo, diariamente.

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

7.8. Manipuladores higienizam cuidadosamente as méos antes da manipulagéo de alimentos, principalmente ap6s qualquer
interrupcao, troca de atividade e depois do uso de sanitarios.

7.9. Existéncia de cartazes de orientagdo aos manipuladores sobre a correta higienizagdo das méos e demais habitos de higiene,
afixados em locais apropriados.

7.11. Manipuladores supervisionados e capacitados periodicamente (com freqliéncia minima anual) em higiene pessoal,
manipulacdo de alimentos e em doencas transmitidas por alimentos.

7.13. Manipuladores capacitados na admissdo, abordando no minimo os seguintes temas: contaminagdo de alimentos, doengas
transmitidas por alimentos, manipulacéo higiénica dos alimentos e Boas Préticas em servicos de alimentacgéo.

7.15. Visitantes cumprem os requisitos de higiene e saude 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. 1. Alimentos refrigerados: 7° C ou inferior ou conforme rotulagem;

8.3 lll. Existéncia 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 indicagdes do fabricante
ou de acordo com 0s seguintes critérios:
I. Alimentos congelados: - 18° C ou inferior;

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

8.4. Ill. Existéncia de registros comprovando o controle de temperaturas no armazenamento, verificados, datados e rubricados.

8.7. Quando houver necessidade de armazenar diferentes géneros alimenticios em um mesmo equipamento:

1. Alimentos prontos colocados nas prateleiras superiores;

1. Alimentos semi-prontos e/ou pré-preparados nas prateleiras centrais; Ill. 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 5° C, no
caso de alimentos refrigerados, ou < a — 18°C, no caso de alimentos congelados.

8.12. Matérias-primas, ingredientes e embalagens armazenadas sobre paletes, estrados e/ou prateleiras, respeitando os espagos
minimos para adequada ventilagdo e higienizagéo.

9. Preparacao do Alimento

9.2. Existéncia de ado¢éo de medidas a fim de minimizar o risco de contaminacdo cruzada.

9.3. Produtos pereciveis expostos a temperatura ambiente pelo tempo minimo necessario para a preparacéo do alimento (maximo
30 minutos).

9.10. Descongelamento conduzido sob refrigeracdo a temperatura inferior a 5° C.

9.14. Existéncia de monitoramento, registro e acéo corretiva, da temperatura de conservacdo a quente.

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

9.17. Produtos preparados conservados em temperaturas de 4° C ou menos, conservados por 5 dias, ou em temperaturas
superiores a 4° 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 refrigeracéo ou congelamento.

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

9.22. Os procedimentos de higienizagéo dos alimentos hortifrutigranjeiros seguem os seguintes critérios:

I. Selecdo dos alimentos, retirando partes ou produtos deteriorados e sem condi¢cdes adequadas;

Il. Lavagem criteriosa dos alimentos um a um, com agua potavel;

1. Desinfeccéo: imersdo em solucéo clorada com 100 a 250ppm de cloro livre, por 15 minutos, ou demais produtos adequados,
registrados no Ministério da Saude,

liberados para esse fim e de acordo com as indica¢des do fabricante;

1IV. Enxaglie com agua potavel.

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

9.25. Ovos utilizados obedecendo aos seguintes critérios:

1. Utilizag&o de ovos limpos, integros e com registro no érgdo competente;

1. Dentro do prazo de validade, com conservagéo e armazenamento que ndo propicie contaminagéo cruzada e seguindo as
indicag6es da rotulagem;

11l. Ovos lavados com agua potavel corrente, imediatamente antes do uso, quando apresentam sujidades visiveis;

IV. N&o séo preparados e expostos ao consumo alimentos com ovos cris, Como maionese caseira, mousse, merengue, entre
outros;

V. Alimentos preparados somente com ovos pasteurizados, desidratados ou tratados termicamente, assegurando sua inocuidade;
VI. Ovos submetidos & cocgéo ou fritura apresentam toda a gema dura; VII. N&o séo 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 minimo a denominagéo e data da preparacdo, armazenadas
por 72 horas sob refrigeracéo, em temperatura inferior a 5° C, em cozinhas industriais, hotéis, escolas, instituicdes de longa
permanéncia para idosos e estabelecimentos de educacéo infantil e demais estabelecimentos a critério da autoridade sanitaria.

10. Armazenamento e transporte do Alimento preparado

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

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

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

11. Exposicdo ao Consumo do Alimento preparado

11.1. Area de exposicédo, consumacéo ou refeitério mantido organizado e em adequadas condicdes higiénico-sanitérias.

11.2. Manipuladores adotam procedimentos que minimizem o risco de contaminagao dos alimentos preparados por meio da anti-




sepsia das maos ou pelo uso de luvas descartaveis.

11.3. Equipamentos de calor e frio necessarios a exposigao ou distribui¢cdo de alimentos preparados sob temperaturas
controladas devidamente dimensionados e em adequado estado de higiene, conservagdo e funcionamento.

11.5. Registro da temperatura do equipamento de exposi¢éo ou distribuicdo de alimentos preparados verificado, datado e
rubricado.

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

11.8. Auséncia de ornamentos e plantas na area de produgéo e, quando presentes na area de consumo, ndo constituem fontes de
contaminagdo para os alimentos preparados.

11.9. Funcionarios responsaveis pela atividade de recebimento de dinheiro, cartées, ndo manipulam alimentos.

12. Documentagéo e Registro

12.1. Servigos de Alimentagéo dispde de Manual de Boas Praticas e de Procedimentos Operacionais Padronizados (POP)
disponiveis aos funcionarios envolvidos e a autoridade sanitéria.

12.2. Os POP contém instrugfes sequenciais das operagdes, a frequéncia de execucgao e as agdes corretivas, especificando o
cargo e ou a funcdo dos responséaveis pelas atividades e aprovados, datados e rubricados pelo responsével do estabelecimento.

12.3. Registros mantidos por periodo minimo de 30 dias contados a partir da data de preparacéo dos alimentos.

12.4. Servicos de Alimentacéo tém implementado Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) de:

a)Higienizacdo de instalacdes, equipamentos e moéveis.

b) Controle Integrado de Vetores e Pragas Urbanas.

c) Higienizacéo do Reservatério.

d) Higiene e Saude dos Manipuladores.

13. Responsabilidade

13.1. Responsavel pelas atividades de manipulagdo dos alimentos comprovadamente submetido a Curso de Capacitacdo em
Boas Praticas para Servigos de Alimentacéo, abordando no minimo: contaminagéo de alimentos, doengas transmitidas por
alimentos, manipulagéo higiénica dos alimentos e Boas Praticas.

13.3. Responsavel pelas atividades de manipulagdo dos alimentos atualiza-se, através de cursos, palestras, simpdsios e demais
atividades que se fizerem necessarias, pelo menos anualmente, em temas como: higiene pessoal, manipulagdo higiénica dos
alimentos e doencgas transmitidas por alimentos.

13.7. Responsavel pela manipulagéo dos alimentos em caso de surtos de doenca transmitida por alimentos realiza notificagao
compulséria aos Orgéos Oficiais de Vigilancia Sanitaria.

Legenda: S, sim; N, ndo; NA,n&o aplicavel.
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10.1 Termo de adesdo a pesquisa para as Empresas de Refei¢cdes coletivas

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA

AGRICOLA E DO AMBIENTE (PPGMAA)

AUTORIZACAO PARA EXECUCAO DE PESQUISA

A Empresa

O controle da qualidade higiénico-sanitaria tem recebido muita
atencdo em pesquisas e debates, na area da saude, por ser um item de
fundamental influéncia na disseminacdo de doengas transmitidas por
alimentos. O uso das boas préaticas de manipulacdo configura procedimento
operacional necesséario para garantir a qualidade dos alimentos produzidos,
pois utiliza principios basicos de higiene. Além disso, é necessario ter certeza
de que as técnicas higiénicas utilizadas na producdo dos alimentos estdo
sendo suficientes para minimizar ao maximo a microbiota patogénica da linha
de producado. Utilizam-se técnicas de microbiologia classica e molecular para
fazer rastreamento dos possiveis patbgenos que por ventura ainda
permanecam na linha de producdo e nos alimentos, mesmo com
procedimentos de controle de higiene instalados. Os alimentos, bem como
seus manipuladores, podem ver veiculos de disseminacdo de bactérias
patogénicas como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes. Para o controle da qualidade higiénico-sanitaria na producao
de alimentos, os estabelecimentos fazem uso de algumas ferramentas de
auxilio como as boas praticas. O uso desta ferramenta configura procedimento
operacional necessario para garantir a qualidade dos alimentos produzidos,
pois utiliza principios basicos de higiene.

A aluna de doutorado académico do Programa de POs—Graduagéo
em Microbiologia Agricola e do Ambiente da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Jozi Fagundes de Mello, vem por meio desta, solicitar a Vossa
Senhoria a autorizacéo e inclusao da Empresa
, ha realizacdo da pesquisa
intitulada ~ “AVALIAGAO  HIGIENICO-SANITARIA  DE  UNIDADES
ALIMENTACAO E NUTRICAO E ANALISE GENOTIPICA DE Staphylococcus
spp.”. Este estudo pretende verificar a microbiota presente em restaurantes e
detectar a presenca do patdgeno L. monocytogenes para realizar estudos de
determinacao do perfil genético das linhagens isoladas no Rio Grande do Sul.

A pesquisa se realizara em 10 diferentes restaurantes indicados pela
Empresa e mediante autorizagdo escrita. A pesquisadora, e um auxiliar irdo
preencher uma lista de verificacdo de boas praticas, segundo a PORTARIA
ESTADUAL SES/RS N° 78/09 publicada no Diario Oficial do Estado do Rio
Grande do Sul. Para analises microbiologicas serdo coletados materiais de
superficie ambiental, equipamentos, utensilios, alimentos prontos para
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consumo (100g de cada alimento a ser analisado), das méos e vestibulo nasal
dos manipuladores de alimentos. Os manipuladores de alimentos serdo
convidados a participar da pesquisa e somente serdo inclusos mediante
assinatura de um termo de consentimento informado. Os nomes das
Empresas, dos Restaurantes e de todos os funcionarios que participardo da
pesquisa, serao mantidos em sigilo absoluto.

Apds a conclusdo da pesquisa, todos o0s resultados serdo
repassados para a Empresa na forma de relatério, apresentacdo em forma de
seminario, além de orientacbes quanto a possiveis ndo conformidades
detectadas, sugerindo acfes corretivas na intencdo de promover praticas
saudaveis de higiene na manipulacdo de alimentos. Telefones de contato a
disposicdo para esclarecimentos adicionais, caso necessario: Comité de Etica
da UFRGS: 3308-3629; Doutoranda pesquisadora Jozi Mello e Professora. Dra.
Marisa da Costa — pesquisadora responsavel - 3308-3663 e 3308-4111.

Jozi Fagundes de Mello Profa. Dra. Marisa da Costa
Doutoranda PPGMAA Orientadora da pesquisa

Responséavel 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 CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA

AGRICOLA E DO AMBIENTE (PPGMAA)

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Eu, ,
aceito participar da coleta de material bioldégico necessario para o
desenvolvimento da pesquisa “AVALIACAO HIGIENICO-SANITARIA DE
UNIDADES ALIMENTAGCAO E NUTRICAO E ANALISE GENOTIPICA DE
Staphylococcus spp.”, que tem o objetivo de avaliar as condi¢des higiénico-
sanitarias e presenca do patégeno L. monocytogenes em restaurantes. A
coleta do material serd realizada através esfregaco de suabe na méao e
vestibulo nasal, os quais seréo coletados pelo proprio voluntario. A participacéo
no estudo é de total liberdade. Ndo serdo divulgados os nomes dos
estabelecimentos em estudo, bem como os nomes dos voluntarios. Os
voluntarios serdo comunicados sobre os resultados obtidos ao término da
pesquisa.

O estudo serd desenvolvido durante o ano de 2008 e 2009 pela
doutoranda do programa de PoOs-Graduacdo em Microbiologia Agricola e do
Ambiente da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Jozi Fagundes de
Mello, sob orientacdo da professora doutora Marisa da Costa. Telefones de
contato a disposicao para esclarecimentos adicionais, caso necessario: Comité
de Etica da UFRGS: 3308-3629; Doutoranda pesquisadora Jozi Mello e Profa.
Dra. Marisa da Costa — pesquisadora responsavel - 3308-3663 e 3308-4111.

Voluntario

Jozi Fagundes de Mello — Doutoranda PPGMAA

101



