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A contaminacio dos alimentos servidos nos hospitais pode ocorrer durante o preparo, transporte,
armazenamento ¢ administracio. As férmulas infantis a base de leite sdo produtos, liquidos ou em po,
destinados a alimentacdo de criancas ou recém-nascidos quando ndo puder ser utilizado o leite materno ou
humano. No hospital, essas férmulas sdo geralmente manipuladas no lactirio ou em Unidades Centralizadas
de Producio terceirizadas. A manipulagio de férmulas infantis deve receber aten¢io especial considerando
que os pacientes a quem sio destinados sdo, geralmente, mais suscetiveis a infec¢Oes, a desidratacdo e suas
conseqiiéncias. O objetivo do estudo consistiu em avaliar a carga microbiana de férmulas infantis segundo
parametros da RDC 63 ¢ RDC 12 em diferentes intervalos de tempo e faixas de temperatura por até 40
horas ap6s o preparo. Os resultados mostraram que formulas preparadas em condi¢Oes higiénicas sanitarias
adequadas garantem a qualidade final das formula¢des por até 40 horas ap6s o horario de preparo, quando
mantidas sob-refrigeracio com temperaturas entre 2 a 8° C. E, as formula¢oes podem ficar até 6 horas a
temperatura ambiente média de 23 a 25° C. Podemos concluir que este estudo ratificou a necessidade da
aplicacio efetiva de pré-requisitos higiénico-sanitarios utilizados durante a cadeia produtiva de preparo das
férmulas infantis para lactentes resultando em um produto seguro do ponto de vista microbiolégico.

Palavras-chave: férmulas infantis, microrganismos, neonatologia, pediatria, processo.

Microbiological evaluation of infant formula manipulated in Centralized
Production Unit

Contamination of food served in hospitals may occur during preparation, transport, storage and
administration. Infant formulas are milk-based products, liquid or powder, for feeding of children or
infants when breast or breast milk can not be used. At the hospital, this formula is generally handled in a
lactarium or in an outsourced Centralized Production Unit. The preparation of infant formulas should have
special attention, since its users are generally more susceptible to infections, dehydration, and their
consequences. The aim of the study was to evaluate the microbial load of infant formulas within the
parameters of the RDC63 and RDC 12 in different time intervals and temperature ranges for up to 40
hours after their preparation. The results showed that formulations prepared in hygienic manner guarantee
sanitary quality for up to 40 hours after the time of their preparation when kept under cooling temperature
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between 20 C and 8° C. Thus, formulations may be up to 6 hours at room temperature of 23-25° C. In
conclusion, this study reinforces the need of using an effective implementation of hygienic-sanitary
prerequisites during the preparation chain production of infant formulas, resulting in a safe product in

microbiological terms.

Key-words: infant formula, microorganisms, neonatology, pediatrics, process.

INTRODUCAO

O trato gastrointestinal ¢ a melhor op¢ao para
alimentagio de pacientes hospitalizados inclusive
criangas, entretanto pode tornar-se importante via para
a entrada de patdgenos e estabelecimento de infec¢do
hospitalar. Os cuidados com detalhes como a
manutenc¢do da via de acesso apropriada, o preparo, a
conservacio, transporte e a administracio da dieta, sdo
responsaveis pelo sucesso da  prevencio das
complicacoes infecciosas quando se utiliza a nutricdo
enteral [,

As doengas transmitidas por alimentos (DTA)
afetam o bem estar e a saude de muitos individuos,
apresentando maior severidade em pessoas debilitadas,
notadamente as criangas hospitalizadas [!l.

No Brasil as DTAs siao notificadas ao
Ministério da Saude por meio de sistema informatizado
denominado SINAN - Sistema de Informacio de
Agravo de Notificagdo — sendo que de janeiro de 2007

a junho de 2011 foram notificados 12.272 casos de
intoxica¢bes por ingestdo de alimentos e bebidas 2. A
maior parte das DT'As que ocorre no Brasil ainda nio ¢é
notificada e as identificacdes do agente etiologico
aparecem descritas em poucos casos. Quando essas
doencas sdao evidenciadas, em ambiente hospitalar,
ocortre agravamento do quadro piorando o progndstico
clinico e nutricional do paciente podendo resultar em
sérias  complicagbes, aumento no tempo de
permanéncia hospitalar, seqlielas e até mesmo evoluir
para o 6bito Pl.

As férmulas infantis em pd a base de leite
também tém sido relacionadas com surtos de DTA,
ocorridos principalmente em ambiente hospitalar, onde
esse tipo de alimento ¢ freqlientemente administrado as
ctiancas internadas. A tabela a seguir (Tabela 1) mostra
alguns surtos de DTA cujas fontes de contaminacio
detectadas foram as férmulas infantis em po.

Tabela 1. Surtos de DTAs relacionados com férmulas infantis em po

Local Ano de Ne de Ne de Agente etiologico | Ambiente Fonte
ocorréncia casos Obitos
Chile 1984 - - Bacillus cerens hospital Baston, 1997 1
Islandia 1989 3 1 Enterobacter sakazakii hospital Bierling, 1989 B3l
- 1989 4 - Enterobacter sakazakii - Simmons, 1989 (4]
Canada 1992 - - Salmonella - ICMSF, 1998 7
Alemanha 1994 - - Citrobacter freundii hospital Thurm e Gericke,

1994 18

As Unidades de Terapia Intensiva (UTI)
Neonatal tém aumentado a sobrevida de recém-
nascidos devido aos avangos na neonatologia. Porém,
com o aumento da permanéncia dos bebés nos
hospitais ¢ o aumento do uso de procedimentos
invasivos, comegaram a ser mais freqiientes os casos
de infecgbes hospitalares. Uma das mais freqlientes
fontes exdgenas responsaveis por surtos epidémicos

em UTI neonatal inclui o leite materno e as férmulas
infantis a base de leite BI.

A preocupagdo com a seguranca dos
alimentos vem aumentando ndo apenas para as
autoridades sanitarias, que estio mais proximas dos
dados de ocorréncias das DTAs, como também para
os produtores de alimentos, cujo programa de
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marketing inclui o termo “alimento seguro”, e mais
recentemente para os consumidores, que estio
adquirindo um pouco mais de informagio sobre as
DTASs através de meios educativos e de comunicagio.

Os principais problemas microbiolégicos
relacionados com leite em pé e produtos detivados,
como as férmulas infantis em pd, ocorrem devido a
contaminacdo acidental durante ou apds a
reconstituicdo do produto. A qualidade higiénico-
sanitaria das condi¢oes de processamento pode ser
monitorada pela analise do produto pronto utilizando
indicadores como a contagem de coliformes [l
Entretanto, a contaminacio dos alimentos servidos
nos hospitais pode ocorrer durante o preparo,
transporte, armazenamento e/ou administracio. A
matéria-prima também pode ser uma fonte de
contaminag¢do, sendo necessario o controle higiénico
sanitario, ndo apenas nos locais de manipulagio, mas
em todas as etapas do processo produtivo [:10],

As férmulas infants a base de leite sdo
produtos, liquidos ou em pd, destinados a alimentagdo
de criangas ou recém-nascidos, quando nio puder ser
utilizado o leite materno ou humano. No hospital,
essas formulas sdo geralmente preparadas no lactario,
unidade destinada ao preparo, higienizacio e
distribuicio das mamadeiras com leite e seus
substitutos para alimentacio infantil 111,

Hstdo disponiveis no mercado diversos tipos
de férmulas infantis em p6 a base de leite, que foram
elaboradas a partit de leite de vaca e de outros
mamiferos, visando a substituicio do leite humano.
Como as formulas infantis sdo, geralmente, as dnicas
fontes de nutrientes para ctiancas menores de um ano
internadas em hospitais, ¢ de extrema importancia que
esses alimentos sejam adequados as suas necessidades
nutricionais e que sejam seguros microbiologicamente,
uma vez que as infec¢des que ocorrem ao longo do
primeiro ano de vida sdo as principais causas da
elevacio do indice de motbi-mortalidade entre os
lactentes 121,

A ANVISA, por meio da RDC 63 de 6 de
julho de 2000, determina que a manipulagio da
nutricdo enteral deve ser realizada com técnica
asséptica, seguindo procedimentos escritos e validados
e estabelece a necessidade da existéncia de um
rigoroso acompanhamento das condi¢des de preparo,
o qual deve ser realizado por meio de controles
microbiologicos do processo. E o prazo de validade
das formulagoes pode ser baseado em informagdes de

avaliagbes da  estabilidade da composicio e
consideragoes sobre a sua qualidade microbioldgica e
ou através de realizacio de testes de estabilidade 131,

Assim, de acordo com as premissas
levantadas a maior relevancia deste trabalho é garantir
um processo de preparo seguro de férmulas infantis
em lactarios ou Unidades Centralizadas de Producio
terceirizadas de modo a evitar possiveis riscos a saide
de criangas, em situacOes clinicas especiais, que irdo
consumir os produtos ali preparados.

O objetivo do estudo consistiu em avaliar por
meio dos pardmetros determinados pelas normas da
ANVISA RDC 63 de 06 de julho de 2000 e RDC 12
de 01 de janeiro de 2001) [ a contagem de
microrganismos aerdbios mesofilos em amostras de
formulas lacteas e dietas enterais pediatricas no tempo
inicial, logo apds o preparo, e depois de 40 horas,
mantidas 34 horas sob refrigeracio e¢ 6 horas a
temperatura ambiente. Foi ainda avaliado se as
amostras  atendem  a  outros  parimetros
microbiologicos considerados como limite seguro
pelas legislacbes referenciadas para  Sabwmonela  sp.,
coliformes a 35 e 450 C, Staphylococcus anreus, contagem
Bacillus  cerens, Escherichia  coli, Yersinia enterocolitica,
Clostridium perfringens e Listeria monocytogenes.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado em trés ensaios (dias)
consecutivos sendo contemplado em cada ensaio 6
férmulas  distintas com um total de 18 amostras
analisadas. O petfodo do estudo que consistiu entre a
coleta, andlise e avaliacio das amostras levou cerca de
60 dias. As férmulas infantis foram selecionadas
considerando as seguintes classificacbes: prematuros;
férmulas de primeiro semestre; férmula hidrolisada;
férmula a partir de 1 ano; férmula infantil a base de
proteina de soja adicionada de médulos de proteina,
carboidrato e lipidio e dieta enteral pedidtrica. O
objetivo de diversificar os tipos de formulacdes se
fundamentou na necessidade de avaliar todos os
parimetros da RDC 12, ja que a mesma diferencia
margem de contagem para todos os microrganismos
de acordo com o tipo de formulacio analisada. Os
parimetros da RDC 12 e da RDC 63 utilizados na
analise microbiolégica das amostras estdo desctitos na
ficha padrio abaixo utilizada para identificar as
mesmas apOs O preparo.
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Figura 1. Ficha de identificagdo de amostra para analise microbiolégica

Data: Lote de Produgio:
Tipo de Leite /dieta: Lote/validade
Contagem de viaveis ( ) + RDC12: ( )itema ( )itemb ( )itemc ouRDC63 ( )
Volume da amostra:

Manipulador:
Embalagem de acondicionamento:

Ne da Amostra/T de analise
Horario de preparo:

Contagem de bactérias aerébias mesofilas viaveis com padrio de < 1000ufc/ml RDC 12 de 01 de Janeiro de 2001 de acordo
com grupo 25: Alimentos Infantis item A: Férmulas Infantis para criangas acima de 1 ano, exceto os que receberam tratamento
térmico em embalagens herméticas. (pesquisa de Salmonella sp. auséncia/25g ou mL; contagem de coliformes a 35°C < 20NMP/g ou mL,
contagem de coliformes a 45°C < INMP/g ou mL, contagem de Staphylococcus aurens < 50 ufc/g ou mL; contagem Bacillus cereus< 500
ufc/g ou mL. Alimentos Infantis item B: Férmulas Infantis para criancas até 1 ano, exceto os que receberam tratamento térmico em
embalagens herméticas. (pesquisa de Salmonella sp. auséncia/25¢ ou mL; contagem de coliformes a 35°C < 10NMP/g ou mL, contagem de
coliformes a 45°C ¢ contagem de Staphylococcus anrens auséncia/g on ml; contagem Bacillus cerens< 100 ufc/g ou mL. Alimentos Infantis
item C: Formulas Infantis para prematuros, exceto os que receberam tratamento térmico em embalagens herméticas. (pesquisa de
Salmonella sp. auséncia/25g ou mL; contagem de coliformes a 35°C <10NMP/g ou mlL, contagem de Staphylococcus anrens ¢ contagem de
coliformes a 45°C auséncia/g ou mL; contagem Bacillus cerens< 50 ufc/g ou mL. E a amostra de dieta enteral serd analisada segundo RDC
63: Contagem de Bacillus cerens < 1000 ufc/mlL, contagem de coliformes a 35, 45°C, Escherichia coli ¢ Staphylococcus anreus. < 3 NMP/mL,
contagem de Clostridium perfringens < 1000 ufc/mL, Salmonella sp., pesq. Listeria monocytogenes ¢ Yersinia enterocolitica auséncia/25 mL.

Fonte: RDC 63 — ANVISA, 2000 ¢ RDC 12 — ANVISA 2001 234,

A Resolugio RDC n? 12 de 01 de Janeiro de
2001 ndo estabelece padrio microbiolégico para
contagem de micro-otganismos aerébios mesofilos
totais para férmulas infantis Segundo o Compliance
Program Guidance Manual da Foodand Drug Administration
(FDA), a quantidade maxima aceitavel para mesoéfilos
totais em formula infantil é de 10.000 células por g ou
mlL de alimento '35l J4 a RDC 63 de 6 de Janeiro de
2000 preconiza uma contagem de até 1000 ufc/ml.
Para este estudo utilizamos esse dltimo parametro

outras 6 amostras foram armazenadas a temperatura
controlada de 2 a 8°C e analisadas, sucessivamente, 10
horas ap6s o preparo (Amostra 2 — T10), 28 horas
(Amostra 3 — T28) e 34 horas (Amostra 4 — T34).
Apbs34 horas sob-refrigeracio, as 3 amostras restantes
foram retiradas da refrigeracio e mantidas, em
laboratério, em temperatura ambiente média
controlada de 20 a 25° C e analisadas apds 2 horas —
36 horas ap6s o preparo (Amostra 5 — T2), 4 horas—
38 horas ap6s o preparo (Amostra 6 — T4) e 6 horas

como limite miximo para todas as amostras apos o preparo — 40 horas (Amostra 7 — T6).

analisadas.

Para cada formulagio foi preparado um lote
de 7 amostras identificadas como tempo zero
(Amostra 1 — T0), analisada logo apés o preparo. E, as
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Tabela 2. Desenho Experimental

Pereira et al.

Tempo de F1 F2 F3 F4 F5 F6
. , Foérmula infantil de Formula infantil a Férmula infantil a Férmula Infantil a Nutrigao Enteral
Validade Férmula para prematuro .. . . e
primeiro semestre partir de 1 ano - base de proteina de base de proteina Pediatrica
115,73 g 100,33 g LVE soja adicionada de hidrolisada 231g
91g + 35g + 21g médulo de LIP, PTN 100,33
e CH
102,67 g + 21mL +
3,58 + l4g
Amostra 1 T0 - 100mL TO - 100mL TO - 100mL TO - 100mL TO - 100mL TO - 150mL
T10 T10 T10 T10 T10 T10
Amostra 2 o o o o o0 o
(2 2 8°C) 50ml (2 2 8°C) 50ml (2 2 8°C)50ml (2 2 8°C)50ml (2 2 8°C)50ml (2 2 8°C) 50ml
T28 T28 T28 T28 T28 T28
Amostra 3 o0 o o o o o
(22 8°C) 50ml (2 2 8°C)50ml (2 2 8°C)50ml (2 2 8°C)50ml (2 2 8°C)50ml (228°C) 50ml
T34 T34 T34 T34 T34 T34
Amostra 4 (228°C) 100ml (2 2 8°C)100ml (2 2 8°C)100ml (2 2 8°C)100ml (2 2 8°C)100ml (2 2 8°C) 150ml
T2 T2 T2 T2 T2 T2
Amostra 5 (20 2 25°C) 50ml (20 a 25°C) 50ml (20 a 25°C) 50ml (20 2 25°C)50ml (20 a 25°C)50ml (20 a 25°C)50ml
T4 T4 T4 T4 T4 T4
Amostra 6 (20 a 25°C) 50ml (20 a 25°C) 50ml (20 2 25°C) 50ml (20 2 25°C) 50ml (20 a 25°C) 50ml (20 2 25°C) 150ml
T6 T6 6 T6
(20 a 25°C) (20 a 25°C) e (20 a 25°C) (20 a 25°C) e
a 25° a 25° a 25° a 25°
Amostra 7 (20 2 25°C) 100ml (20 2 25°C) 150ml
100ml 100ml 100ml 100ml

Legenda: F1 = Férmula 1, F2 = Férmula 2, F3 = Férmula 3, F4 = Férmula 4, F5 = Férmula 5, F 6 = Férmula 6, LIP = Lipidio, PTN= Proteina, CH=

Carboidrato

Para o preparo das formulagbes foi
considerada a diluicio padrio de cada produto
segundo informacao do fabricante. A Tabela 2 mostra
o desenho utilizado no prepatro das formulagdes numa
Unidade Centralizada de Producio terceirizada. As
formulacoes foram codificadas de 1 a 6 de acordo com
o tipo de produto utilizado e as 7 amostras preparadas
para cada tpo de foérmula foram devidamente
acondicionadas na embalagem propria utilizada
habitualmente no fornecimento dos produtos para as
unidades hospitalares. Depois foram armazenadas em
frasqueiras térmicas com temperatura controlada de 2
a 80 C e enviadas para o laboratério de analise com
tempo de transporte maximo de 30 minutos.

As analises foram feitas segundo o
Compendinm of Methods for the microbiological examination of
foods e realizada contagem de bactérias aerdbias
mesofilas pela técnica powr plare Agar padrio para
viaveis com padrao <1000ufc/mL [16 em todas as
amostras analisadas com objetivo de avaliar o perfil de
crescimento microbiano ao longo do tempo. Nos dois
exttemos TO e o T40 foram realizadas analises
microbiolégicas de acordo com os parimetros
definidos na RDC 12 por categoria de férmula infantil
como prematuros, primeiro ano de vida e a partir de 1

ano e dieta enteral segundo a RDC 63. Parametros
desctitos na ficha de identificacio acima (Figura 1),
que consiste na ficha de identificacio das amostras.

Para descartar qualquer desvio no processo
aplicado 2 validagio foram retiradas amostras de 50g
ou ml dos moédulos adicionais utilizados nas
formulages preparadas para andlise em paralelo
segundo técnica de contagem descrita acima.

Para cada férmula preparada, em cada ensaio,
foi utilizado um copo de liquidificador previamente
lavado e higienizado de acordo com técnica definida
em procedimento interno e validado na Unidade de
Producio. Antes da utlizagio dos mesmos, um
volume de 100 mL de 4gua peptonada foi adicionado a
cada copo de liquidificador levando-os a base e
deixando bater por cerca de 1 minuto para avaliar a
eficicia do processo de lavagem e sanitizagio. Depois
foi transferido o conteudo da 4dgua peptonada para o
frasco estéril para realizacio de analise microbiolégica
considerando contagem de microrganismos vidveis
com padrio <10 ufc/g ou mL.

Além das amostras avaliadas quanto ao tempo
de prateleira os pontos de controle de processo, que
podem caracterizar desvio de qualidade, foram
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também analisados de acordo ctitérios

identificados abaixo:

com

e Anilise microbiolégica da 4gua de preparo
segundo Portatia 2914 117 ¢ RDC 12/2001 —
parametros:  coliformes  totais, Escherichia cli e
Psendomonas — aernginosa  auséncia em 100 ml;
contagem de bactérias heterotréficas <500
ufc/ml, Cloro tesidual livre 0,2 a 5 mg/l, Cor
Aparente <15 uH, Turbidez 5 UNT, Soélidos
Dissolvidos Totais 1000 mg/1 e pH 6 2 9,5;

e Placa de toque de manipulador — parametro <10
ufc/g ou ml,;

e Placa de superficie (Bancada de preparo e cuba de
higienizacio de utensilios) — parametro <10 ufc/g
ou mL (média de 5 pontos).

Os resultados foram analisados de acordo
com os padrbes das normas vigentes e submetidos a
tratamento estatistico por meio da ado¢do do zest T,
para amostras pareadas entre o tempo inicial e o final
para avaliacdio de diferencas quantitativas de
crescimento de microrganismos aerdbios mesofilos
considerando o grau de significancia p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contamina¢do de férmulas nutricionais,
incluindo as férmulas lacteas utilizadas como
substitutas do  leite materno em  ctiangas
principalmente hospitalizadas, tem sido implicada na
etiologia das infeccoes hospitalares, especialmente
quando administradas a pacientes
imunocomprometidos 181, Um dos fatores
diretamente relacionados a contamina¢ao é o processo
de manipulacio, ou seja, diluicdo destas formula¢oes
em ambientes inadequados assim como processos nao
validados e controlados.

Os laudos microbiolégicos de todas as
amostras avaliadas neste estudo, em diferentes tempos,
demonstraram  resultados  inferiores ao  valor
preconizado pela legislacao utilizada. Ao aplicar o fest T’
para amostras pateadas entre o TO e o T6 (40 horas)
verificou-seque ndo houve diferenca estatisticamente
significativa de crescimento microbiano entre as
amostras nos trés ensaios realizados.

Tabela 3. Resultados de Contagem de Bactérias Aerébias Mesoéfilas Viaveis em Amostras de Leite e Dieta

Enteral Pediatrica

Formulas /Ensaio Contagem de Bactérias Aerobias Mesofilas Viaveis (ufc/g ou ml)

2a8C 20 a 25°C
T6 (40
TO T10 T28 T34 T2 T4 horas apés
preparo)
Férmula 1 — 12 Ensaio <1 <1 3 3 2 4 3
Férmula 1 — 20 Ensaio 1 2 1 2 2 2 2
Férmula 1 — 3¢ Ensaio 2 3 2 2 2 2 2
Férmula 2 — 1¢ Ensaio <1 <1 <1 <1 2 4 3
Férmula 2 — 20 Ensaio 1 2 1 2 1 2 2
Férmula 2 — 3¢ Ensaio 1 1 2 1 3 2 2
Férmula 3 — 1¢ Ensaio <1 <1 1 1 1 1 1
Férmula 3 — 2¢ Ensaio 1 2 1 2 2 2 2
Férmula 3 — 3¢ Ensaio 1 1 2 1 1 2 2
Férmula 4 — 12 Ensaio <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Férmula 4 — 2¢ Ensaio <1 <1 1 <1 <1 <1 1
Férmula 4 — 3¢ Ensaio <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Continua
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Tabela 3. Continuagio

Férmulas /Ensaio Contagem de Bactérias Aerobias Mesofilas Viaveis (ufc/g ou ml)
2a8°C 20 a 25°C
T6 (40
TO T10 T28 T34 T2 T4 horas apos
preparo)
Foérmula 5 — 12 Ensaio <1 <1 <1 <1 1 1 <1
Foérmula 5 — 20 Ensaio <1 <1 1 <1 1 <1 1
Foérmula 5 — 3¢ Ensaio <1 <1 1 <1 1 1 1
Foérmula 6 — 12 Ensaio 3 3 5 5 4 4 5
Foérmula 6 — 20 Ensaio 1 2 2 3 3 3 3
Foérmula 6 — 32 Ensaio 5 5 7 8 7 6 7

Figura 2. Contagem de bactérias acrobias mesoéfilas viaveis nas formulagoes

BTO " T40horas

6
5 x -
- * * *
E_ 4 i
g3
=1 2 . . . . - .
1 1 ]
ol L0 0 RIRIRIRPE RN PR R PE R
Ensaio Ensaio Ensaio |Ensalo Ensaie Ensaio Ensalo Ensale Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio|Ensaio Ensaio Ensaie Ensaio Ensaio Ensaio
F1 F2 F3 F4 F5§ Fb
p>0,05

A férmula 1 apresentou p= 0,23, a 2 p= 0,00,
a3 p=018 ea 6 p= 0,29. As férmulas 4 e 5 ndo
apresentaram nenhum tipo de crescimento entre o
tempo inicial e o final. A amostra que apresentou
maior crescimento foi a formula 6 com média de
contagem no tempo final de 5 ufc/mL entre os trés
ensaios; isto representa menos de 1% de crescimento
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comparado ao limite maximo preconizado para os
microtganismos aerébios meséfilos de 1000 ufc/mL.
Os resultados que estdo expressos na Tabela 3 e na
Figura 2 mostram que ndo ocorreu crescimento
microbiano significativo que comprometa a qualidade
final do produto.
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Figura 3. Padrio de crescimento das Férmulas Infantis de 1 a 5, de acordo com os critérios da RDC 12
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Salmonellasp- coliformesa35°C- coliformesa45°C- Staphylococcus contagem Bacillus
Ensaios1,2e 3 Ensaios1,2e 3 Ensaios1,2e3 aureus- Ensaios cereus-Ensaios

1,2e3 1,2e3

ufc/goumL

—4—padrao TO =—d=—T40h

A TFigura 3 representa a contagem especifica
por microorganismo segunda a RDC 12 e verificou-se
que ndo houve crescimento de nenhum dos patégenos
estudados.
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Tabela 4. Resultados das analises microbiolégicas de dietas enterais de acordo com a RDC 63

Microorganismos/
Ensaio F 6 — 12 Ensaio F 6 — 22 Ensaio F 6 — 32 Ensaio
TO T6 (40H) Padrio TO T6 (40H) Padrio TO T6 (40H) Padrio
Coliformes totais <0,3 <0,3 3 NMP/g ou <0,3 <0,3 3 NMP/g ou <0,3 <0,3 3 NMP/g ou
mlL ml ml.
Escherichia coli <0,3 <0,3 <3 NMP/mL <03 <0,3 <3 NMP/mL <0,3 <0,3 <3
NMP/mL
Salmonella sp. 0 0 Auséncia em 0 0 Auséncia em 0 0 Auséncia em
25g ou mL 25g ou mL 25g ou mL
Yersinia enterocolitica 0 0 Auséncia em 0 0 Auséncia em 0 0 Auséncia em
25g ou mL 25g ou mL 25g ou mL
Bacillus cerens <10 <10 <1000 UFC/g <10 <10 <1000 <10 <10 <1000
ou mL UFC/g ou UFC/gou
mlL ml,
Clostridinm perfringens <10 <10 <1000 UFC/g <10 <10 <1000 <10 <10 <1000
ou mL UFC/g ou UFC/gou
mlL ml,
Listeria monocytogenes 0 0 Auséncia em 0 0 Auséncia em 0 0 Auséncia em
25g ou mL 25g ou mL 25g ou mL.
Staphylococcus anrens <0,3 <0,3 3 NMP/g ou <0,3 <0,3 3 NMP/g ou <0,3 <0,3 3 NMP/g ou
ml. ml ml.
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A Tabela 4 mostra que os resultados
microbiologicos da formulagio 6 estdo de acordo com
os microorganismos especificados pela RDC 63.

No que se refere ao crescimento nao
significativo das amostras entre o TO e o T final apds
40 horas indica que o controle da temperatura média
de estocagem controlada entre 2 a 8°C é necessaria
para evitar o crescimento microbiano em solugdes
extemporaneas, como, por exemplo, as férmulas
infantis manipuladas. Vale ressaltar a seguranca do
processo utilizado, pois no estudo as formulagbes
foram mantidas 34 horas sob refrigeracio em
temperatura controlada, segundo a faixa descrita
acima, e mais 6 horas a temperatura ambiente média
de 23 a 250 C sem apresentar crescimento microbiano
expressivo que justificasse comprometimento na
utilizacdo das formulaces lacteas preparadas nestas
condicdes.

Dois estudos mostraram que o controle da
temperatura de estocagem deste tipo de formulagio é
realmente indispensavel para evitar crescimento
microbiano. O ptimeiro verificou uma reducio no
nimero de microrganismos mesofilos e coliformes
ap6s estocagem das formulas lacteas ja diluidas a 49 C
durante seis horas 1. E, o outro, indicou reducio
também dos mesmos micorganismos ap6s 20 horas de
estocagem na mesma temperatura média 2. Hssa
reducio pode ser justificada pela baixa temperatura ¢ a
sua capacidade de promover a morte celular em
microrganismos da familia das Enterobacteriaceas P!1.
Outra possivel causa seria a presenca de alta
concentragio de lactose nas férmulas infantis cujo
transporte para o interior da célula bacteriana podetia
causar a morte do microrganismo devido ao colapso
da forma quimiosmotica 122,

Figura 4. Analises microbioldgicas das superficies utilizadas no processo de validacio
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—— Contagem de Bactérias Aerobias Mesofilas Viaveis/média dos 3 ensaios
Padrao (Segundoprocesso de validacao ja realizado)

O ctescimento microbiano num tipo de
alimento como este, quando acima dos parimetros
sanitirios, pode estar diretamente relacionado ao
tempo e a temperatura de exposi¢io do produto ao
ambiente. Segundo Heuvelink em 2009 1231, evidéncias
indicam claramente que se a férmula é preparadaem
condi¢cbes de higiene adequada assim como
armazenadas em temperatura devidamente controlada
quando ndo destinadas ao consumo imediato, o risco
de ocorrer crescimento inesperado ¢ significativamente
menor. Isto corrobora com os resultados deste

trabalho no que tange a area produtiva de preparo das
amostras cujos resultados mostraram que tanto as
superficies de preparo das formulagSes nos trés
ensaios quanto a cuba de higienizagio dos utensilios
apresentaram contagem <1 ufc/mlL, mostrando uma
eficicia de quase 99,9% no processo de sanitizagio

desses pontos (Figura 4).

Segundo a American Public Health Association
(APHA), a microbiota tipica do leite em po ¢é
composta por micrococostermoduricos, estreptococos
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termofilos e micro-organismos aerdbios formadores
de esporos, como o Baclluscerens. A presenca de
bactéria do grupo dos coliformes e bactérias
psicrotroficas neste  produto  pode  indicar
contamina¢do pos-processamento, transmitida pelo
manipulador, pela agua, pelo ar, por equipamentos e
utensilios 24,

Os principais problemas microbioldgicos
relacionados ao leite em pé e derivados, como as
térmulas  infantis em pd, ocorrem devido a

contaminacdo acidental durante ou apds a
reconstituicao do produto 4.

Deste modo, controlar as etapas envolvidas
diretamente na diluicio das férmulas é condicio
primordial para garantir a qualidade final do produto a
ser consumido pelas ctiangas.

Figura 5. Analises microbiologicas da polpa digital dos manipuladores
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Em todo o mundo, os individuos
responsavels pela preparacio das férmulas infantis no
lactirio dos hospitais foram considerados possiveis
portadores  assintomaticos de  microorganismos
patogénicos epodem representar uma fonte continua
de contaminacio 3. A lavagem das maoscom agua e
sabdo  (degermantes  especificos) éuma  das
medidasmais simples e eficazespara prevenir infec¢es.
O dlcool a 70% também podeser utilizado
comoumdesinfetante, de preferéncia apds a lavagem
das mios com o degermante para complementar anti-
sepsia 126, No estudo, os resultados de contagem de
bactérias aerdbias mesofilas viaveis na polpa digital da
mio dos colaboradores que prepararam as amostras
mostrou que a técnica validada e controlada
rotineiramente de ant-sepsia utilizada é adequada para
evitar qualquer tipo de desvio no processo de
qualidade final do produto (Figura 5). Segundo a
legislagdo vigente, ndo hd exigéncia para classificacdo

de area para producio de dietas enterais e férmulas
infantis. Entretanto, a area utilizada na manipulagio
das férmulas ¢ classificada como 100.000 (ISO 8) e, o
ponto de corte utilizado no processo validado de anti-
sepsia dos manipuladores de até 10 ufc/ml, bastante
seguro uma vez que para a USP  (United States
Pharmacopeia) 127 este valor ¢ utlizado como limite
maximo para areas classe 10.000.

A 4gua utilizada para o preparo de dietas
enterais também pode ser veiculo de microrganismos,
mostrando que as fontes de contaminagdo sio amplas
e vatiadas. Com base em revisio da literatura,
Freedlandetal em 1989 28] registraram uma taxa de 30%
a 90% de contaminacdo em sistemas de alimentacio
enteral, normalmente associada a falta de aten¢do dos
manipuladores para com as técnicas de higiene
adequadas do mesmo modo com utilizagdio de
sistemas de 4gua Imprépria para o consumo e
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utilizacdo neste tipo de formulagoes. Weisstaub 2012
) mostrou, em sua revisio, que a dgua é um dos
principais veiculos de contaminagio de férmulas.
Assim uma vez contaminada, se utilizada na diluicio
de férmulas infantis, o crescimento microbiano pode

duplicar em 20 a 30 minutos apds o preparo se
mantidas a temperatura ambiente.

Tabela 5. Resultados das Anilises Microbiolégicas da Agua Utilizada no Preparo das Formulacées

Microrganismos Analise de Agua Padrio — Portaria 2914 e RDC 12
1o Ensaio
Coliformes Totais Auséncia Auséncia em 100 mL
Escherichia coli Auséncia Auséncia em 100 mL
Psendomonas aeruginosa Auséncia Auséncia em 100 mL
Bactérias Heterotroficas <1 500 UFC/mL
Cloro Residual Livre 0,2 0,2 a5 mg/]
Cor Aparente <25 15uH
Turbidez 0,4 5 UNT
Sélidos Dissolvidos Totais 41 1000 mg/1
pH 7.0 6295
2¢ Ensaio
Coliformes Totais Auséncia Auséncia em 100 mL
Escherichia coli Auséncia Auséncia em 100 mL
Psendomonas aeruginosa Auséncia Auséncia em 100 mL
Bactérias Heterotroficas <1 500 UFC/mL
Cloro Residual Livre 0,5 0,2 a5 mg/1
Cor Aparente <25 15uH
Turbidez 0,4 5 UNT
Sélidos Dissolvidos Totais 41 1000 mg/1
pH 6.9 6295
3¢ Ensaio
Coliformes Totais Auséncia Auséncia em 100 ml.
Escherichia coli Auséncia Auséncia em 100 ml.
Psendomonas aeruginosa Auséncia Auséncia em 100 mL
Bactérias Heterotroéficas 2 500 UFC/mlL
Cloro Residual Livre 0,5 0,2 a5 mg/1
Cor Aparente <25 15uH
Turbidez 0,4 5 UNT
Solidos Dissolvidos Totais 39 1000 mg/1
pH 6.9 6295

Neste estudo, antes de cada ensaio foi
analisada a qualidade da Aguautilizada e esta se
mostrou adequada para o preparo das férmulas,
conforme mostra a Tabela 5, atendendo as
especificagdes da portaria 2914 ¢ da RDC 12. O
tratamento da 4gua utlizada no preparo das
formulagGes baseia-se num mecanismo de ultra
purificagdo que consiste de trés fases de filtragem, a
primeira etapa a dgua passa por um filtro de 25 micra
depois um de 5 micra e na etapa final, ou seja, na bica

de coleta da agua um filtro de 1 micron com sistema
final de refrigeragio permitindo que a dgua saia em
temperatura (2° a 8°C) prépria para o preparo das
formulagoes.
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Figura 6. Analises microbiol6gicas de liquidificadores utilizados no preparo das amostras
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No preparo de férmulas lacteas podemos
destacar que, dentro dos critérios de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC),
alguns pontos sao considerados ctiticos, quanto ao
ponto de vista microbioldgico, neste processo para a
garantia de qualidade final dos produtos. Neste
sentido, além da 4gua de diluicio das férmulasos
utensilios utilizados no preparo como, por exemplo,
os copos de liquidificadores. Nio existe na legislagio
da ANVISA limite seguro de carga microbiana para
este tipo de utensilio. Entretanto, podemos considerar
que os tresultados da contagem de microrganismos
aerébios mesoéfilos obtidos nos copos utilizados no
estudo apresentaram uma contagem baixa quando
comparado aos resultados obtidos em outros estudos

além de estar de acordo com as especificacOes
aprovadas pela ANVISA em processo interno da
Unidade Centralizada de Produgdo em questao (Figura
6). Estes dados diferem de outros trabalhos como o de
Rossi em 2010 [7 que avaliou o processo de
sanitizagdo de copos de liquidificadores e verificou que
estes apresentaram contagem de microrganismos
meso6filos totais muito acima do limite recomendado
pelo Servico de Saude Publica dos Estados Unidos
(100 ufc/equipamento) com valotes entre 4,7 x 103 ¢
6,2 x 107 ufc/equipamento.

Tabela 6. Resultados das analises microbiolégicas de amostras de produtos utilizados nas formulag&es

Produtos Contagem d’e Bacté‘r’ias ‘Aer(')bias Padrio RDC 63
Mesofilas Viaveis
Moédulo de lipidio <10
Cereal a base de arroz <10
Modulo de carboidrato <10 <1000ufc/mL
Leite em p6 integral <10
Moédulo de proteina <10
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A utilizagio de insumos proveniente de
fornecedores qualificados possibilita a qualidade final
destes tipos de formulagoes apés diluigdo. Estes tipos
de produtos sao utilizados mediante laudo analitico
que garante padrdo microbiolégico dentro das
especificagoes da legislagio vigente, entretanto, foram
avaliados os laudos analiticos dos produtos fornecidos
pelos fabricantes para verificar se os mesmos estavam
aprovados para serem utilizados. Aqueles produtos
que ndo tinham laudo analitico foram realizadas
analises segundo padrio de contagem de bactérias
aerébias mesdfilas com ponto de corte <1000 ufc/g
ou ml. Os resultados apresentaram contagem dentro
dos padrGes da legislagio vigente (Tabela 6).

Para finalizar, destaca-se que apesar das
amostras analisadas ndo apresentarem crescimento
microbiano expressivo nos diferentes intervalos de
tempo analisados e, ndo apresentarem crescimento
fora das especificagbes da RDC 12 e 63 quanto a
contagem de outros microrganismos indicadores de
qualidade, este fatondodiminui o risco que as férmulas
licteas infantis reconstituidas representam. E
necessario, neste tipo de segmento, controle
sistematico de processo com implantacio de
indicadotes de qualidade que promovam melhorias
continuas ao processo garantindo sempre produto
final dentro dos padrdes de qualidade exigidos
legalmente.

CONCLUSAO

Podemos concluir que a falta da aplicacio
efetiva dos pré-requisitos higiénico e sanitarios durante
o preparo das férmulas infantis para lactentes, resulta
em um produto microbiologicamente inseguro patra
criangas em estado de saude debilitado. Neste sentido,
foi evidenciado no estudo que o processo de preparo
das formulacoes infantis em Unidade Centralizada de
Produgio, que atende aos requisitos exigidos pelas
legislagbes vigentes, garante a qualidade final das
formulacbes por até 40 horas apds o horirio de
preparo  quando mantidas sob-refrigeracio, em
temperatura controlada de 2 a 8° C. As formulagGes
podem ficar até 6 horas a temperatura ambiente média
de 232 250C.
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