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RESUMO
Introdução: As fórmulas infantis (FI) não conseguem reproduzir as propriedades imunológicas 
e de digestibilidade do leite materno, entretanto conseguem atender às necessidades 
nutricionais estimadas quando há impedimento do aleitamento materno. Por ser rico em 
nutrientes, o leite artificial é um ambiente propício para o crescimento de microrganismos. 
Objetivo: Realizar análise microbiológica de FI destinadas a bebês preparadas no lactário de 
um Hospital Universitário do Rio de Janeiro, após reconstituição e armazenamento. Método: 
Foram coletadas 60 amostras de FI reconstituídas em lactário, logo após o preparo (tempo 0 h) 
e depois de 18 h de armazenamento sob refrigeração (< 5ºC), em dois plantões diferentes A e 
B. Foi realizada a técnica do Número mais Provável (NMP) para o crescimento de coliformes 
a 35ºC e a 45ºC, contagem em placa de Bacillus cereus e Staphylococcus coagulase positiva 
(SCP) e análise qualitativa de presença de Salmonella spp. Resultados: As FI apresentaram 
valores de coliformes com crescimento a 35ºC < 0,3 NMP/mL e de B. cereus e SCP < 1 Unidade 
Formadora de Colônia (UFC)/mL, além de ausência de Salmonella spp./25 mL, nos dois 
momentos estudados. Conclusões: Não houve crescimento dos microrganismos analisados 
em 100% das amostras, provavelmente devido ao treinamento adequado dos manipuladores 
de alimentos do lactário do hospital estudado.

PALAVRAS-CHAVE: Fórmulas Infantis; Lactário; Análise Microbiológica; Controle de Qualidade

ABSTRACT
Introduction: Infant formulas (IF) fail to reproduce the immunological and digestibility 
properties of breast milk; however, they can meet the estimated nutritional needs when 
breastfeeding is prevented. Being rich in nutrients, artificial milk is an environment 
conducive to the growth of microorganisms. Objective: To perform microbiological 
analysis of IF intended for infants prepared in the lactary of a University Hospital of Rio de 
Janeiro, after reconstitution and storage. Method: 60 samples of IF reconstituted lactary 
were collected, immediately after preparation (time 0 h) and after 18 h storage under 
refrigeration (< 5°C), in two different shifts A and B. The Most Probable Number (MPN) 
for coliform growth at 35°C and 45°C and Plate Count of Bacillus cereus were calculated, 
and coagulase positive Staphylococcus (SCP) and qualitative analysis of the presence of 
Salmonella spp. were performed. Results: IF showed values   of coliforms with growth at 
35°C < 0.3 MPN /mL and B. cereus and SCP < 1 Colony Forming Unit (CFU)/mL, in addition 
to absence of Salmonella spp./25 mL at both times studied. Conclusions: There was 
no growth of the analyzed microorganisms in 100% of the samples, probably due to the 
adequate training of the food handlers of the studied hospital.
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INTRODUÇÃO

A Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda a amamen-
tação exclusiva durante os seis primeiros meses de vida e, a 
partir dessa idade, introdução de alimentos locais e ricos em 
nutrientes como complementação e a manutenção da amamen-
tação até dois anos de idade ou mais1. O aleitamento materno, 
entretanto, pode ser impedido por situações temporárias ou 
permanentes, tais como em algumas doenças infecciosas (vari-
cela, herpes com lesões mamárias, tuberculose não tratada, 
infecção pelo vírus da imunodeficiência humana), bem como 
pelo uso de medicamentos passíveis de liberação pelo epitélio 
alveolar mamário que sejam nocivos ao bebê. Outros fatores são 
devido à ocorrência de doenças metabólicas raras do bebê como 
a fenilcetonúria e a galactosemia2.

As fórmulas infantis (FI) não conseguem reproduzir as proprieda-
des imunológicas e de digestibilidade do leite materno, entre-
tanto elas atendem às necessidades nutricionais estimadas, 
segundo Codex Alimentarius3. Por isso, mesmo não substituindo 
os benefícios do aleitamento materno, as FI podem ser uma boa 
alternativa quando há impedimento deste4.

De acordo com o inciso I do artigo 6º da Resolução RDC nº 43, 
de 1o de setembro de 20115, FI para lactentes é o produto, em 
forma líquida ou em pó, utilizado sob prescrição, especialmente 
fabricado para satisfazer, por si só, as necessidades nutricionais 
dos lactentes sadios durante os primeiros seis meses de vida. No 
hospital, essas fórmulas são geralmente preparadas no lactário, 
unidade destinada ao preparo, higienização e distribuição das 
mamadeiras com leite e seus substitutos para alimentação de 
recém-nascidos e dos pacientes da pediatria6.

As FI em pó à base de leite também têm sido relacionadas com 
surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTA), ocorridos 
principalmente em ambiente hospitalar, onde esse tipo de ali-
mento é frequentemente administrado às crianças internadas7. 
Ao ponderar sobre a segurança microbiológica das FI é impor-
tante salientar que o leite de vaca, componente base da maior 
parte delas, possui características que permitem que seja um 
excelente meio de cultura para a multiplicação de microrganis-
mos, principalmente devido à presença de gorduras emulsifica-
das, às concentrações fisiológicas de proteínas, ao conteúdo de 
sais e açúcares, além de pH em torno de 6,88.

As principais alterações microbiológicas relacionadas com leite em 
pó e produtos derivados, como as FI em pó, ocorrem devido à con-
taminação acidental durante ou após a reconstituição do produto9. 
Um dos fatores geralmente associados à contaminação é o processo 
de manipulação, ou seja, diluição destas formulações em ambientes 
inadequados assim como processos não validados e controlados7.

As DTA afetam o bem-estar e a saúde de muitos indivíduos, apre-
sentando maior severidade em pessoas debilitadas, notadamente 
as crianças hospitalizadas10. Uma das mais frequentes fontes exó-
genas responsáveis por surtos epidêmicos em Unidades de Terapia 
Intensiva (UTI) neonatal inclui as FI à base de leite11. A inadequada 
preparação e manipulação das FI reconstituídas proporcionam 

condições ideais para a multiplicação de microrganismos patogê-
nicos, o que aumenta substancialmente o risco de DTA. Contudo, 
o risco de doença pode ser reduzido se forem utilizadas boas prá-
ticas na preparação e manipulação das FI12.

Considerando os múltiplos fatores que podem levar a alterações 
nos padrões microbiológicos das FI reconstituídas em lactário, 
como os higienicossanitários e o período de armazenamento, 
além da relevância do impacto da alimentação na vida do bebê 
hospitalizado, a investigação da qualidade microbiológica desse 
alimento, após o processo de manipulação e armazenamento, 
torna-se necessária para minimizar esses riscos e garantir a qua-
lidade do produto.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi realizar 
análise microbiológica de fórmulas infantis destinadas a bebês 
preparadas no lactário de um Hospital Universitário no município 
do Rio de Janeiro, após reconstituição e armazenamento.

MÉTODO

Foram coletadas 60 amostras, durante 15 semanas (de abril a 
agosto de 2018), de FI destinadas a bebês, reconstituídas no lac-
tário de um Hospital Universitário localizado no município do Rio 
de Janeiro.

As coletas e análises foram realizadas quatro vezes por semana – 
em plantões diferentes A e B –, após os processos de preparo das 
FI (tempo 0 h) e após o armazenamento de 18 h em refrigerador 
do setor (tempo 18 h), sendo que elas foram transportadas sob 
refrigeração (< 5ºC) e imediatamente processadas no Laborató-
rio de Bacteriologia Clínica (LABAC).

Detecção de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada pelo método cultural 
clássico de presença/ausência. Este método qualitativo consistiu 
em três etapas, pré-enriquecimento em água peptonada a 1% 
(Peptona bacteriológica – OXOID, LTD., Basingstoke, Hampshire, 
Inglaterra), enriquecimento seletivo em caldo Rapapport Vassi-
liadis (OXOID) e plaqueamento seletivo diferencial em ágar XLD 
(OXOID) para detecção de colônias típicas. A cepa S. Typhimurium 
ATCC 14028 e a cepa Escherichia coli ATCC 25922 foram usadas 
como controle positivo e negativo do teste, respectivamente.

Foi realizado o pré-enriquecimento de 25 mL da amostra em 225 mL 
de água peptonada tamponada a 1% (OXOID) a 35 ± 2ºC/24 h. Após, 
alíquotas da cultura pré-enriquecida foram inoculadas em caldo 
Rapapport Vassiliadis (OXOID) seguido de incubação a 42ºC–43ºC/18 
a 24 h. Uma alçada deste caldo foi estriada em Agar XLD (OXOID) e 
incubado a 35 ± 2ºC/18 a 24 h.

Determinação de coliformes a 35ºC

A determinação de coliformes a 35ºC foi realizada por meio da 
Técnica do Número mais Provável (NMP). O ensaio foi realizado 
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em três séries de três tubos cada (3 x 3) contendo Caldo Lauril 
Sulfato (OXOID) com tubos de Durhan invertidos. Foram medidos 
25 mL de unidade analítica de cada amostra e homogeneizados 
em 225 mL de água peptonada a 0,1% (OXOID). As diluições utili-
zadas foram 10º, 10-1 e 10-2. Foi considerado como tubo positivo 
aquele que apresentou turvação e produção de gás. A cepa E. coli 
ATCC 25922 e a cepa Bacillus cereus ATCC 14579 foram usadas 
como controle positivo e negativo do teste, respectivamente.

Determinação de B. cereus

A determinação de B. cereus foi realizada pelo método de 
Contagem em Placa por Plaqueamento em Superfície. Foram 
transferidos 100 μL (0,1 mL) da diluição 10º para a superfície 
de ágar MYP (OXOID). As placas foram incubadas invertidas 
a 37ºC por 24 h a 48 h. A cepa B. cereus ATCC 14579 e a 
cepa E. coli ATCC 25922 foram usadas como controle positivo 
e negativo do teste, respectivamente.

Determinação de Staphylococcus coagulase-positiva (SCP)

A determinação de SCP foi realizada pelo método de Contagem 
em Placa por Plaqueamento em Superfície. Foram transferi-
dos 100 μL (0,1 mL) da diluição 10º para a superfície de Agar 
Vogel Jonhson (OXOID). As placas foram incubadas invertidas 
a 37ºC por 24 h a 48 h. As colônias presuntivas foram subme-
tidas ao teste da coagulase. Uma alíquota de cultura recente 
com o auxílio de alça bacteriológica esterilizada foi inoculada 
em 0,5 mL de plasma de coelho e incubada em banho-maria 
a 35ºC ± 2ºC. A leitura foi feita após 4 h de incubação. Os 
casos negativos foram reavaliados em 24 h de incubação. As 
cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228 foram usadas como controle positivo e 
controle negativo, respectivamente.

As análises quantitativas e qualitativas foram feitas seguindo o 
protocolo da American Public Health Association13. Os resultados 
foram descritos em percentuais e comparados com os padrões 
estabelecidos pela legislação vigente14.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados da análise microbiológica demonstraram que os 
microrganismos estudados não foram detectados em 100% das 
amostras, logo após a reconstituição (tempo 0 h) e após 18 h 
de armazenamento das preparações. Ressaltamos ainda que 
não houve crescimento de colônias características no ensaio de 
determinação de B. cereus e nem crescimento no Caldo Lauril 
Sulfato no ensaio de determinação de coliformes a 35ºC.

A RDC no 54, de 12 de novembro de 201215, baseada nas recomen-
dações do guia da OMS12, estabelece que, quando for necessário o 
preparo com antecedência, a FI reconstituída deve ser refrigerada 
à temperatura menor do que 5ºC, por no máximo 24 h. No lactá-
rio, do presente estudo, as FI eram armazenadas, no máximo, por 
18 h e por esse motivo, foram analisadas no tempo 0 e no tempo 
18 h, a fim de avaliar o crescimento de microrganismos durante 
esse período. O refrigerador utilizado para armazenamento era 

mantido em temperaturas inferiores a 5ºC e monitorado duas 
vezes por dia. Os manipuladores recebiam regularmente treina-
mento sobre paramentação e higienização das mãos e bancadas 
onde ocorria a reconstituição, o que contribuiu para a adequação 
das FI. Além disso, as fórmulas eram reconstituídas manualmente 
com o auxílio de utensílios de fácil higienização.

Horita et al.16, em trabalho realizado com lactários de seis unida-
des hospitalares, também obtiveram 100% de suas amostras, no 
que diz respeito a coliformes a 35ºC, em consonância com a RDC 
nº 12, de 2 de janeiro de 200114. Porém, esse resultado destoa 
dos achados de Rossi et al.17, que ao analisarem 30 amostras de 
FI reconstituídas e armazenadas sob refrigeração por até 24 h no 
lactário de um Hospital público, evidenciaram elevada estima-
tiva de coliformes a 35ºC. Isso pode ser explicado pelo fato de, 
no estudo desse grupo, as FI terem sido processadas em liquidifi-
cador, que foi considerado um equipamento que pode apresentar 
carga microbiana elevada.

No que diz respeito à contaminação advinda do uso de equipa-
mentos, Miyahira et al.18, em pesquisa conduzida em um Hospital 
Universitário do Rio de Janeiro, constataram que o liquidificador 
e a batedeira utilizados no preparo de alimentos eram veículos 
de contaminação por Staphylococcus spp. Tal resultado reforça a 
importância da correta higienização dos utensílios e equipamen-
tos antes dos processos produtivos.

No Lactário do Hospital Universitário do Sul de Minas Gerais, 
Momesso et al.19 analisaram 16 amostras de FI, e os utensílios que 
eram utilizados na sua reconstituição. Apesar de o liquidificador 
e a colher terem apresentado carga microbiana elevada, todas as 
fórmulas estavam próprias para o consumo. Maurício et al.20 uti-
lizaram 21 amostras de FI para pesquisa da qualidade microbioló-
gica, e constataram que 19% delas estavam impróprias para o con-
sumo humano, devido ao crescimento de coliformes a 35ºC acima 
do máximo permitido pela legislação vigente (RDC n° 12/200113). 
A presença de coliformes totais em número elevado é um indica-
tivo de que as condições de preparo, armazenamento e as instala-
ções se encontram em condições sanitárias inadequadas21.

Em trabalho publicado em 2014, Reginato et al.22, ao investiga-
rem o crescimento de microrganismos aeróbios mesófilos, coli-
formes a 35ºC, coliformes a 45ºC e SCP, observaram que 53,8% 
(n = 26) das FI analisadas estavam impróprias para o consumo. Ao 
conduzirem uma pesquisa em lactário hospitalar, Guerra et al.23 
não encontraram contaminação por Salmonella spp. em nenhuma 
das amostras analisadas (n = 8). Porém, esses resultados não 
caracterizam as FI em questão, próprias para o consumo, visto 
que outras bactérias potencialmente patogênicas, como SCP e B. 
cereus, foram encontradas em 25% das amostras.

Ao analisarem 90 amostras de FI reconstituídas no Hospital Univer-
sitário Pedro Ernesto, no município do Rio de Janeiro, em dois plan-
tões de manipuladores (A e B), Carneiro et al.24 puderam constatar 
diferença de contaminação entre os dois plantões. Contagem de 
coliformes a 35ºC > 10 NMP/mL foi observada em 64,4% (n = 29) das 
FI reconstituídas pelo plantão A, enquanto no plantão B o cresci-
mento se mostrou de acordo com o previsto pela legislação.
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Salles e Goulart25, em um estudo realizado em dois lactários hos-
pitalares (A e B), avaliaram as condições microbiológicas de FI 
reconstituídas e das mãos dos manipuladores, e constataram que 
58,3% e 50,0% das preparações lácteas dos lactários A e B, res-
pectivamente, estavam impróprias para o consumo.

A literatura descreve a relação direta entre a contaminação dos 
alimentos e o treinamento de manipuladores26. Uma pesquisa 
implementada no Canadá demonstrou que o conhecimento 
de manipuladores de alimentos sobre o conceito de alimento 
seguro era maior quando os manipuladores recebiam treina-
mento especifico27.

Ressaltamos que a periodicidade da supervisão e o treinamento 
constante sobre temas relacionados às Boas Práticas dos lactaris-
tas do nosso estudo podem ter influenciado na qualidade micro-
biológica das FI. Além disso, o setor apresentava baixa rotati-
vidade de pessoal o que favorece a formação de uma equipe 
especializada. Por fim, a água utilizada para a reconstituição das 
FI era filtrada e fervida. O setor de controle de qualidade do hos-
pital realizava periodicamente análise microbiológica da água.

Em decorrência da sua composição, as FI são um bom meio 
de cultura para o crescimento de microrganismos. A revisão 
dos padrões microbiológicos existentes na legislação vigente, 

prevista pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária, por meio 

da Consulta Pública nº 542 de 201828, torna-se fundamental para 

garantir a qualidade microbiológica das FI. Devido às condições 

imunológicas dos neonatos hospitalizados, as infecções oportu-

nistas tornam-se frequentes. Desse modo, o controle higienicos-

sanitário deve se dar de forma ativa nos lactários, a fim de evitar 

essas consequências.

CONCLUSÕES

Os resultados obtidos demonstraram que não houve crescimento 

dos microrganismos pesquisados em 100% das amostras analisa-

das, tanto no momento da preparação, quanto após as 18 h de 

armazenamento em refrigerador, conferindo um risco microbio-

lógico a menos aos bebês.

O treinamento e a supervisão dos lactaristas são de extrema 

importância para o controle higienicossanitário do processo pro-

dutivo, o que contribui para a qualidade microbiológica do pro-

duto final.

Além disso, a literatura científica demonstra que a higienização 

dos equipamentos usados durante a reconstituição das fórmulas 

infantis tem relação direta com a contaminação dos alimentos.
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