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RESUMO

O leite materno € um rico alimento e fonte de energia e nutrientes para criancas recém nascida,
e é recomendo como alimento exclusivo até os 6 meses de idade. O objetivo foi realizar a analise
microbioldgica do leite humano cru recebido pelo Banco de Leite Humano do Hospital
Universitario do Oeste do Parana, com o propdsito de rastrear as amostras contaminadas e
realizar devolutiva com as doadoras a respeito de instrugdes envolvidas no processo da ordenha,
a fim de evitar a contaminacdo do leite e seu conseguinte descarte. Foram analisadas 20
amostras de leite cru, que apresentaram acidez titulavel acima de 8,0° Dornic, quanto a
Contagem de Bactérias Aerdbias Mesofilas, Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes
e Contagem de Staphylococcus coagulase positivo. Os resultados das amostras analisadas
apontam contaminacao por Staphylococcus coagulase positiva, presenca de Coliformes Totais
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e Termotolerantes e Contagem de bactérias mesdfilas. A contaminacdo do leite mostra a
necessidade de informar as mdes a respeito dos cuidados necessarios durante a coleta e
armazenamento do leite, a fim de evitar o descarte.

Palavras-chave: aleitamento materno, técnicas microbiol6gicas, leite humano.

ABSTRACT

Breast milk is a rich food and source of energy and nutrients for newborn children, and is
recommended as an exclusive food until 6 months of age. The objective was to carry out the
microbiological analysis of raw human milk received by the Human Milk Bank of the Hospital
Universitario do Oeste do Parana, with the purpose of tracking contaminated samples and
giving feedback to the donors regarding instructions involved in the milking process, the in
order to avoid contamination of milk and its consequent disposal. From 20 samples of raw milk
with titratable acidity above 8,0° Dornic, they were analyzed for Count of Aerobic Mesophilic
Bacteria, Count of Total and Thermotolerant Coliforms and Count of positive coagulase
Staphylococcus. The results showed contamination for Total Count of aerobic mesophilic
bacteria, the presence of Total Coliforms. and Thermotolerants, and the presence of positive
Sthaphylococcus goagulase. Contamination of milk shows the need to inform mothers about
the necessary care during milk collection and storage, in order to avoid disposal.

Keywords: breast feeding, microbiological techniques, milk human.

RESUMEN

La leche materna es una rica fuente de energia y nutrientes para los recién nacidos, siendo
recomendada como alimento exclusivo hasta los 6 meses de edad. El objetivo fue realizar un
analisis microbiologico de la leche humana cruda recibida por el Banco de Leche Humana del
Hospital Universitario del Oeste de Parana, con el fin de rastrear muestras contaminadas y dar
informacion a las donantes sobre las instrucciones involucradas en el proceso de ordefio, para
evitar la contaminacién de la leche y su posterior eliminacion. Veinte muestras de leche cruda
con acidez titulable superior a 8,0° Dornic fueron analizadas para recuento de bacterias aerobias
mesofilas, recuento de coliformes totales y termotolerantes y recuento de estafilococos
coagulasa positivos. Los resultados de las muestras analizadas indican contaminacion por
estafilococos coagulasa positivos, presencia de coliformes totales y termotolerantes y recuento
de bacterias mesofilas. La contaminacion de la leche muestra la necesidad de informar a las
madres sobre los cuidados necesarios en la recogida y almacenamiento de la leche, para evitar
su descarte.

Palabras clave: lactancia materna, técnicas microbioldgicas, leche humana.

1 INTRODUCAO

O leite materno é o alimento mais importante para o recém-nascido. Recomenda-se que
seja exclusivo nos primeiros seis meses de vida e sua pratica incentivada até os dois anos de
idade ou mais associado a outros alimentos. O alimento € um importante aliado para a

prevencdo da mortalidade infantil, da redugéo de riscos de doencas crdnicas ao longo da vida e
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de quadros diarreicos e alérgicos, trazendo melhor qualidade de vida para recém-nascidos
(Brasil, 2015; Santos et al., 2021). Na primeira semana pos parto, o leite produzido é chamado
de colostro, posterior a esta fase, a composicdo do leite tende a mudar. O colostro é rico em
proteinas, alem de anticorpos como a imunoglobulina A, lactoferrina e antioxidantes como a
vitamina A e E, que sera fundamental no desenvolvimento do sistema imunoldgico do lactente
(Mizuno, 2019).

Os Bancos de Leite Humano surgiram como uma politica publica, Resolu¢do-RDC n.
171, de 4 de setembro de 2006, para a promocdo, protecdo e apoio ao aleitamento materno,
atuando no Sistema Unico de Saude (SUS) (Brasil, 2006). Além disso, fornece assisténcias as
maées e aos lactentes, que de alguma forma ndo podem receber o leite de sua mae, diretamente
do peito ou ndo (Figueiredo, 2015; Barros; Almeida; Rabuffetti, 2018).

O leite materno que é recebido no Banco de Leite Humano, admite um processo de
selecdo e andlise antes de ser pasteurizado e distribuido para recém-nascidos, prematuros, de
baixo peso ou em Unidade de Tratamento Intensivo Neonatal (Barros; Almeida; Rabuffetti,
2018). Antes da pasteurizacao, o leite passa pelo processo de selegcdo que envolve etapas como
analise das condicBGes da embalagem, presenca de sujidades, cor, off-flavor e acidez Dornic
(Santos, 2018).

O método utilizado no Brasil para medir de forma indireta o grau de contaminacdo do
leite humano é a Acidez Dornic ou acidez titulavel. Através da acidez titulavel, serd expresso a
carga microbiana inicial antes do processo de pasteurizacdo. Em condi¢Bes normais, a acidez
do leite humano varia de 1 a 4°D. J& em condic¢Bes em que ha producdo de acido latico pelas
bactérias fermentadores, o grau de acidez tende a aumentar (Borges, 2016). Se o leite for
reprovado nesta fase de sele¢do inicial, a pasteurizagdo ndo é realizada e o leite é descartado e
ndo repassado para os lactentes (Vazquez-Roman et al., 2013; Borges, 2016).

Devido ao leite humano ser facilmente suscetivel a contaminacédo, é considerado um
meio de cultura ideal para a proliferacdo de microrganismos (Fernandes, Terceiro, Papacosta,
2022). Quando ha a presenga de bactérias fermentadoras em excesso no leite humano, elas irdo
transformar a lactose em &cido latico, elevando a acidez do produto. A elevacéo da acidez do
leite humano, reduzindo os componentes nutricionais e imunoldgicos presente no produto,
desqualificando-se para o consumo (Vieira et al., 2018).

O grupo responsavel pela fermentacéo e, posterior acidificagdo do leite humano, séo as
bactérias mesodfilas. A presenca desse grupo ird indicar uma contaminagdo possivelmente

ocasionada por precariedade na higiene que é imprescindivel na hora da ordenha, como a
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limpeza da mama e dos frascos de coleta, além da refrigeracdo e do transporte de forma
adequada (Oliveira et al., 2016; Vieira et al., 2018).

A microbiota do recém-nascido é gerada de acordo com a situacdo em que S0 expostos,
como o tipo de parto, aleitamento e condi¢cdes ambientais. O Staphylococcus aureus ndo faz
parte da colonizagdo priméaria do recém-nascido, podendo atuar no organismo como patégeno
oportunista. O recém-nascido entra em contato com o S. aureus devido a sua presenga no corpo
da mée, como na nasofaringe e auréolas. Ao ordenhar o leite para coleta sem se atentar aos
cuidados, o S. aureus é transferido para o leite afetando a qualidade do mesmo (Carvalho et al.,
2018).

Uma vez que o LH é um excelente meio de cultura e ndo dispde de obstaculo para a
flora microbiana que esta associada com a disponibilidade e a qualidade do alimento, é de suma
importancia para a saide materno infantil que as boas praticas no processo de manipulagédo
sejam asseguradas para garantir a sua qualidade (Oliveira, Lopes-Junior, Sousa, 2022; Chaves
et al., 2022)

Diante do exposto, foi mostrado a importancia do leite humano para o recém-nascido e
que este seja um leite de qualidade e seguro para o lactente. Ao analisar uma por¢do do leite
cru, sem sofrer nenhum processo, é possivel verificar a qualidade do leite quanto as medidas
higiénicas que foram seguidas.

Com isso, o objetivo do projeto foi realizar a analise microbioldgica do leite humano
cru recebido pelo Banco de Leite Humano do Hospital Universitario do Oeste do Paranad. O
propdsito foi rastrear as amostras contaminadas com a meta de realizar devolutivas com as
doadoras a respeito de todas as instru¢fes que estdo envolvidas no processo da ordenha, a fim

de evitar a contaminacéo do leite e seu conseguinte descarte.

2 METODOLOGIA

O leite humano coletado pelas mées doadoras foi transportado até o HUOP pela equipe
do BLH. Antes da pasteurizacdo, o LH foi submetido a andlise de acidez Dornic, pela equipe
do banco de leite. O critério de sele¢do das amostras deste trabalho, foi o leite cru com acidez
titulavel acima de 8°D, que conforme estabelecido pela RDC 171/06 (Brasil, 2006), devem ser
descartados e ndo poderdo ser utilizados para doagéo.

Assim, estas amostras foram separadas pela equipe do BLH, para posterior analises

microbidlogicas, que indicam as condi¢des higiénico-sanitarias do leite humano.
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As amostras foram transportadas, sob refrigeracdo, para o laboratorio de microbiologia
da Unioeste, para analise de Contagem de Bactérias Aerobias Mesofilas e Contagem de
Coliformes Totais e Termotolerantes e Contagem de Staphylococcus coagulase positivo,
segundo metodologia preconizada pela legislacdo IN 60/19 (Brasil, 2019).

O preparo de cada amostra foi realizado através de dilui¢c@es, onde 10mL desta amostra,
foi transferida a um Erlenmeyer contendo 90mL de agua peptonada 0,1%, correspondendo a

diluicdo 10 e assim, suscetivelmente, até 107,

2.1 CONTAGEM DE BACTERIAS MESOFILAS AEROBIAS

Foi inoculado 0,1 mL das dilui¢Bes no Agar Padrdo de Contagem (PCA) e espalhado
pelo meio com o auxilio de uma al¢a de Drigalski. Apds o procedimento, as placas foram
incubadas a 35-37°C por 24-48 horas. Apos a incubacdo, foi realizada a contagem total de

micro-organismos presentes e o resultado expresso em UFC/mL.

2.2 CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

A determinacdo foi realizada pelo Método do NUumero Mais Provavel (NMP). Foi
inoculado 1,0 mL de cada dilui¢do, em série de trés tubos contendo 9 mL do meio Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST) e tubos de Durhan invertidos, sendo incubados a 35-37°C por 24-48
horas. Dos tubos que apresentaram resultado positivo para coliformes totais — crescimento
(turvacdo) e producdo de gas em meio LST —foi transferido uma algada para tubos contendo 10
mL de caldo Escherichia coli (EC) e tubos de Durhan invertidos, sendo incubados em banho-
maria a 44,5-45,5°C por 24 horas. Os tubos com turvacéo e producéo de gas foram considerados

positivos e o resultado foi expresso em NMP/mL, utilizando tabela especifica.

2.3 CONTAGEM E IDENTIFICACAO DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA

Para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva foram utilizadas placas de Petri
contendo meio Agar Baird-Parker, onde foram inoculados 0,1 mL de cada diluigio. Com o
auxilio de uma al¢a de Drigalski, o indculo foi espalhado sobre a placa. Apds, ela foi incubada
por 48 horas a uma temperatura de 35-37°C. Posteriormente, foram selecionadas as placas com
crescimento de coldnias circulares, pretas, pequenas, rodeadas por um halo transparente, que

sdo as caracteristicas tipicas deste microrganismo. Apoés, foi realizado as seguintes provas
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bioquimicas para confirmacdo da presenga do micro-organismo: Coloracdo de Gram, Teste da
Catalase, Teste da Coagulase e Teste da DNAse. Os resultados foram expressos em UFC/g de

alimento.

3 RESULTADOS

Na tabela 1, encontram-se os resultados das analises para Contagem de Coliformes
Totais e Coliformes Termotolerantes, Contagem de bactérias mesofilas aerobias e contagem de
Staphylococcus coagulase positiva, de amostras de leite humano cru coletadas do Banco de

Leite Humano do Hospital Universitario do Oeste do Parana.

Tabela 1: Resultados da analise de Contagem de Coliformes Totais, Termotolerantes, Bactérias aerdbias
mesofilas e Staphylococcus coagulase positiva em 48 amostras de leite acido.

Amostras Colifor_mes Coliformes Contager_n de Staphylococc_:u_s
Totais Termotolerantes Bactér_las coagulase positiva
(NMP/mL) (NMP/mL) Mesoéfilas (UFCl/g)
(UFC/mL)
1 21 <3,0 5x10? <102
2 >2400 <3,0 3 x10° <102
3 3 <3,0 3 x10° <102
4 9 <3,0 7 x10° <102
5 >2400 <3,0 3x10? <102
6 14 <3,0 3x108 <102
7 >2400 <3,0 3x108 <102
8 11 <3,0 2x107 <102
9 23 <3,0 3x108 <102
10 <3 <3,0 4x108 <102
11 64 <3,0 3x10? <102
12 15 <3,0 8X10? <102
13 210 <3,0 4x108 <102
14 >2400 <3,0 2x10? <102
15 >2400 <3,0 3X108 <102
16 <3 9,2 2,5x10? <10?
17 93 150 3x108 <102
18 <3 <3,0 9x10° <102
19 >2400 15 2x10° 5x10°
20 150 15 3x10? <102
Fonte: Os autores
4 DISCUSSAO

Todas as amostras analisadas foram positivas para bactérias aer6bias mesofilas e uma
apresentou contagem alta, acima de 10” UFC/g (Tabela 1). Castro (2006) também realizou

analise a partir de amostras de leite cru e de 60 amostras, apenas duas ndo foram positivas para
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a presenca de bactérias aerobias mesofilas, e ainda, 32 amostras obtiveram contagem acima de
10* UFC/qg.

A alta contagem de bactérias aerdbias mesofilas implica na qualidade do leite e oferece
riscos ao consumidor final. Com isso, ressalta-se a importancia da analise prévia do leite e
tratamento, como a pasteuriza¢do. Porém, se houver um valor muito elevado na contagem
inicial, na pasteurizacdo havera reducdo da carga microbiana, mas muitos microrganismos
permanecerao e o leite ainda apresentara contaminacgéo (Nobre et al., 2015, Chaves et al., 2002).

Segundo Oliveira, Lopes-Junior, Sousa (2022) a presenca destes microrganismos esta
relacionada as técnicas inadequadas de coleta, higiene precaria em relacdo a doadoras e dos
utensilios bem como manutencéo do leite fora da cadeia de frio.

Em todas amostras foram encontradas a presenca de Coliformes Totais, mas somente
quatro apresentaram Coliformes Termotolerantes (Tabela 1). No estudo de Nobre et al. (2015),
em um Hospital de Araguaina - TO, de 66 amostras analisadas, 23 (18%) foram positivas para
coliformes termotolerantes.

No trabalho de Araujo et al. (2010), 40 das 430 amostras estavam contaminadas pelo
grupo de coliformes. Embora o autor e seus colaboradores ndo tenham realizado a anélise
quantitativa de coliformes, o fato do resultado positivo de coliformes torna o leite improprio
para bebés recém nascidos, independente da contagem.

A presencga de coliformes, tanto totais quanto termotolerantes indica deficiéncia na
higiene e contaminacdo. A higiene pode estar relacionada durante a ordenha, com o
manipulador ou com os frascos e utensilios de acondicionamento do leite (Souza et al., 2008;
Oliveira, Lopes-Junior, Sousa, 2022). A contaminagdo pode ser de procedéncia fecal, embora
n&o necessite que a contaminacgéo seja de forma direta para que isso ocorra (Sousa, Silva; 2010).

No trabalho de Fernandes, Terceiro, Papacosta (2022), foi pesquisada a presenca ou
auséncia de Escherichia coli no epitélio da mama de lactantes e no leite materno e a
contaminac&o por este microrganismo foi ausente.

Apenas uma amostra foi positiva para Contagem de Staphylococcus coagulase positiva,
tendo valor de 5,1x10° UFC/mL. No estudo de Nobre et al. (2015), 16 amostras (55,17%) se
apresentaram positivas para Staphylococcus coagulase positiva. No estudo de Sousa et al.
(2008), realizado no Banco de Leite do Hospital Santa Casa de Misericordia, em Belém-PA, 3
amostras (20%) apresentaram cepas coagulase positiva para Staphylococcus. E ja no estudo de
Castro (2006), também trabalhando com amostras de leite cru, 46,66% de 60 amostras

obtiverem presenca de Staphylococcus coagulase positiva.
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Os parametros de qualidade do LH doado estabelecidos pelo Ministério da Saude no
Brasil referem-se ao leite apds seu processo de pasteurizagdo e na auséncia de uma
regulamentacdo nacional para o leite cru, torna-se interessante uma comparagdo com
parametros internacionais (Chaves et al., 2022). Os autores utilizaram legislacdo do Ministério
do Trabalho e Bem-Estar Social austriaco, onde contagem de Staphylococcus aureus no LH
deve ser <10* UFC/mL e encontraram uma contaminagio acima deste valor em grande parte
das amostras de seu estudo. Em nosso trabalho, uma amostra apresentou resultado acima deste
valor.

A maior preocupac¢do com a presenca destes microrganismos em altas concentragdes no
leite materno é a ocorréncia de cepas produtoras de toxinas, chamadas enterotoxinas, que sdo
resistentes a pasteurizacao. Neste caso, o tratamento térmico remove o0 microrganismo, mas ndo
a toxina excretada no leite antes da pasteurizacdo (Chaves et al., 2022).

Em analise microbioldgica da composicdo do leite humano, quando em condicdes
normais, a predominancia é do grupo de bactérias gram positivas, como por exemplo,
Staphyloccoccus e Streptococcus, em concentragdes menores que 3 log UFC/mL. Quando em
situacOes de contaminacdo devido a ma manipulacéo higiénica, a concentragdo mostra-se acima
de 6 log UFC/mL e predomina o grupo de bactérias gram negativas, como Enterobactérias e
Pseudomonas (Lundgren et al., 2019).

A contaminagdo por Staphylococcus coagulase positiva do leite humano cru, indica
contaminacdo por fatores externos como utensilios, equipamentos e manipuladores. Mesmo o
Staphylococcus aureus pertencendo a microbiota normal do corpo humano, sua transmissao e
contaminacdo, ndo se da durante o aleitamento. Por tanto, é necessario ressaltar o cuidado
durante o processo de ordenha, manipulando com luvas e mascara, a fim de evitar a
contaminacdo. (Nobre et al., 2015; Oliveira, Lopes-Junior, Sousa, 2022).

No Banco de Leite Humano a partir do qual foram obtidas as amostras, eram separadas
para as analises do presente estudo, amostras de leite humano cru acido, em que o valor da
acidez era maior que 8° Dornic. Por sua vez, Vieira et al. (2018) trabalharam com amostras
dentro do nivel aceitavel de acidez, ja nas analises de Silva, Abdallah e Oliveira (2008), de 265
amostras de leite cru, 68 apresentaram valores acima de 8° Dornic de acidez titulavel.

O leite humano ordenhado cru possui compostos como fosfatos e citratos que pode
resultar em uma acidez titulavel classificada como original. Outra classificacdo possivel € a
desenvolvida que é devido a presenca de bactérias que se desenvolvem produzindo &cido latico,

acidificando o leite. Além de que, técnicas incorretas durante a ordenha, higiene e
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armazenamento das amostras também podem agravar o nivel de acidez, desqualificando o leite
para o consumo (Vieira et al., 2018).

No estudo de Borges (2016) avaliaram a acidez titulavel e cultura microbiolégica de
amostras a partir da ordenha domiciliar e do banco de leite. Os resultados obtidos mostram que
ndo ha diferenga significativa relacionada ao local da coleta. Esse fato reforca a necessidade de
orientacdo as mées quanto a higiene no processo de coleta, de modo a evitar sujidades, odores
e acidez e contagem de bactérias elevadas.

As amostras que ndo sdo aprovadas pelas analises, precisam ser descartadas. Muitas
vezes 0s estoques de doacdo de leite materno nos Bancos de Leite Humano estdo em baixa, o
gue motiva a se atentar nas condigdes de higiene da amostra para que ela possa ser repassada
para o lactente que necessita receber o leite materno. As principais causas que reprovaram as
amostras foram pela existéncia de cabelos na amostra, sujidades, corpos estranhos, testes
imunolodgicos positivos (Schiessel et al., 2020), prazo de validade expirado, quantidade
insuficiente para o processamento, frasco quebrado e doadora sem cadastro (Vieiraetal., 2018).

A fim de diminuir o descarte do leite, € imprescindivel que profissionais sejam treinados
e habilitados para ensinarem as mdes doadoras as formas corretas de ordenha e 0s
procedimentos adotados logo ap6s. Procedimentos inadequados, como exposicdo a temperatura
ambiente, propicia a proliferagdo de microrganismos, aumentando a acidez e tornado o alimento
improprio para o consumo, sendo necessario descarte do leite (Schiessel et al., 2020).

Para Fernandes, Terceiro, Papacosta (2022), a realizacdo de palestras com enfoque na
correta higienizacdo das mamas € extremamente importante para a erradicacdo de
contaminacdes, as quais debilitam o estado de salde da lactante e do respectivo lactente.

Assim, foi confeccionado um folder para distribui¢éo para as maes doadoras (Figura 1).
Uma vez que as condi¢des higiénico-sanitarias sdo seguidas de forma correta, pode-se evitar a
contaminacdo do leite, o alto grau de acidez Dornic e crescimento microbiano. Assim, evita-se

o descarte do leite humano que foi doado e diminui o desperdicio.
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Figura 1: Folder formulado para as mées doadoras

- o - x
xx Orientacoes e cuidados x

COLETA

T—

Prender os cabelos e usar uma touca ou um lenco para cobri-los.

Lavar as m3os e os bracos ate o cotovelo com bastante agua e sabdo - Secar bem
com toalha limpa.

Coloque uma fralda de pano ou uma mascara sobre o nariz e boca.

Lavar as mamas apenas com agua - Secar bem com toalha limpa.

Escolher um local limpo e confortavel, sem animais por perto - Evitando banheiro.
Evite conversar durante a retirada do leite

e O leite deve ser retirado depois que o bebé mamar ou quando
as mamas estiverem muito cheias.
e Comece fazendo massagem suave e circular por toda a
extensao das mamas.
e Primeiro coloque os dedos polegar e indicador no local onde
comega a aréola (parte escura da mama); Firme os dedos e
empurre para tras em direcdo ao corpo;
e Comprima suavemente um dedo contra o outro, repetindo
esse movimento varias vezes até o leite comecar a sair;
- \/ e Despreze os primeiros jatos ou gotas e inicie a coleta no
{ frasco.
C e Utilize o frasco fornecido pelo Banco de Leite Humano. Caso
"“\ nao possua entre em contato com o fone (45) 33321-5243.

DEPOIS DA COLETA

e ApOds terminar a coleta, feche bem o frasco.

e Preencha a etiqueta fornecida pelo Banco de Leite Humano, com o seu nome,
data que retirou o leite, data do parto e idade gestacional. Colar a etiqueta no
frasco e levar ao freezer.

e Se o frasco ndo ficou cheio, vocé pode completa-lo em outro momento. Na
proxima vez que for retirar o leite, utilize outro recipiente esterilizado e ao
terminar acrescente este leite no frasco que esta no freezer ou congelador.

e Guarde imediatamente o frasco no freezer ou no congelador.

IMPORTANTE: ndo encher o frasco até a borda. Deixe um espaco de dois dedos do
leite até a borda.

® O leite pode ficar armazenado congelado por até 15 dias.

e Nao permanecer com o leite parado mais que 20 minutos.

Fonte: Os autores.

5 CONCLUSAO

Os resultados das amostras de leite humano do Banco de Leite Humano do Hospital
Universitario apontam presenca de Staphylococcus coagulase positiva, presenca de Coliformes
Totais e Termotolerantes e Contagem de bactérias mesofilas.
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A informagdo que esses resultados geram sdo necessérias e importantes para dar retorno
as maes doadoras a respeito da qualidade do leite que estd sendo doado. Assim, de forma
educativa, a fim de evitar o descarte e desperdicio de leite, pode-se conscientizar as mées sobre

os cuidados necessarios na hora da coleta e armazenamento do leite.
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