PERFIL MICROBIOLOGICO DO LEITE MATERNO DO BANCO DA
MATERNIDADE EVANGELINA ROSA - TERESINA (PIAUI)

ANTONIO CHAVES DE ASSIS NETO *
MARIA MARLUCIA GOMES PEREIRA **
THEONAS GOMES PEREIRA ***
MARIA DO CARMO M. SANTOS ***

1

INTRODUCAO

Amostras de leite materno do banco da Maternidade
Evangelina Rosa, localizada em Teresina, Pl (Brasil)
foram avaliadas quanto a qualidade microbiolégica.
As amostras de leite cru apresentaram média de
5,7x10° UFC/mL na contagem de aerébios mesdfilos
e 6,0x10° UFC/mL na contagem de psicrotréficos.
Oito amostras (32%) tiveram valores de 10° a >300
X 10 UFC/mL para contagem de Staphylococcus
aureus. Na enumeracao de coliformes totais e fecais
os valores obtidos foram de <0,3 a > 240 NMP/mL.
O leite pasteurizado apresentou média de 1,0 x
10> UFC/mL para contagem de aerébicos mesdfilos.
Nenhuma das amostras apresentou coliformes
totais, fecais e S. aureus. A pasteurizacdo é de vital
importdncia para manutencdo da qualidade
higiénico-sanitaria em bancos de leite humano.

O leite materno assume fundamental papel como alimento para o recém
nascido. Os bebés alimentados apenas com leite materno encontram-se na
fase mais sadia de sua vida, pois este preenche perfeitamente suas
demandas de nutricdo e de higiene.

O numero de criangcas em estado de subnutricdo e desnutricdo no Brasil €
considerado bastante elevado, contribuindo significativamente para o
aumento da taxa de mortalidade infantil.
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Na india, 36% das criancas da area rural e 40% dos pobres urbanos sdo
alimentados exclusivamente ao peito até idade de 1 ano, e para um quinto
destas criancas a desmamentacédo s6 comeca depois de um ano e meio de
idade (UNICEF, 1984).

A composicdo quimica do leite humano atende as necessidades
nutricionais e as peculiaridades fisioldogicas do metabolismo do recém
nascido. Até o sétimo dia pos-parto, o produto de secrecao lactea da nutriz
€ o0 colostro. Este caracteriza-se como liquido espesso de coloragéo
amarelada, com densidade correspondente a 1.050 g/cm®, coagulavel a
72 °C e dispondo de globulos de gordura irregularmente distribuidos. O
colostro é gradativamente substituido pelo leite, liquido branco e opaco
com pouco odor, sabor levemente adocicado, com secrecdo neutra ou
levemente alcalina e densidade de 1.030 g/cm?® (3).

O Ministério da Saude vem promovendo e desenvolvendo estudos, visando
a busca de metodologias alternativas para o controle de qualidade na
rotina dos bancos de leite. A implantacdo do Programa Nacional de
Incentivo ao Aleitamento Materno (PNIAM) é de grande importancia para a
retomada da valorizacdo do fornecimento do mesmo, no entanto, este
programa tem gerado discussfes sob o ponto de vista da saude publica

(3).

O Banco de Leite Humano (BLH) é responsavel pela promocéo e incentivo
ao aleitamento materno, bem como pela execucgéo de atividades de coleta,
processamento e controle de qualidade de colostro, leite de transicdo e
humano maduro. A posterior distribuicdo do leite humano ocorre sob
prescricdo de médicos ou nutricionistas, obrigatoriamente vinculados a um
Hospital Materno e/ou Infantil. Trata-se de centro especializado, sem fins
lucrativos, sendo vetada a comercializacao dos produtos distribuidos (3).

As normas para implantacdo e funcionamento de Bancos de Leite
Humano, elaborados pelo INSTITUTO NACIONAL DE ALIMENTACAO E
NUTRICAO (INAN), dispdem sobre a pasteurizacédo do leite materno e
asseguram a obrigatoriedade deste procedimento, uma vez que o leite
materno ndo é estéril. A coleta deve ser realizada com cuidados de
assepsia para que nao haja contaminacao do leite com microrganismos
presentes nas por¢des mais externas da mama ou do ambiente.

Os microrganismos presentes no leite humano podem ser classificados
segundo a sua origem, como contaminantes primarios e secundarios. A
flora ou microbiota de contaminacéo primaria envolve microrganismos que
passam diretamente da corrente sangiinea para o leite, como o HIV,
enquanto que o0s contaminantes secundarios sao originarios da flora
normal da pele. A microbiota do leite humano pode ser ainda classificada,
quanto a sua patogenicidade, em normal ou saprofita e patogénica (12).
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A pasteurizacdo nédo é totalmente eficaz, pois experimentos realizados por
ALMEIDA (2) demonstraram que o tratamento térmico do leite humano, em
banho-maria, apresenta reducéo de 55,8% para mesofilos; 44,72% para
bolores e leveduras; 67,8% para psicotréficos e de 57,9% a 100% para
estafilococos.

Mesmo inativando alguns fatores nutricionais e protetores contidos no
colostro do leite, 0 método de pasteurizacdo € necessario ja que nao se
pode garantir que a coleta tenha ocorrido em condi¢cdes higiénico -
sanitarias adequadas. E mais seguro distribuir produto com niveis
nutricionais e protetores menores do que produto com microrganismos que
podem oferecer sérios riscos (12).

O processo de pasteurizacdo recomendado pela legislacdo brasileira
consiste em utilizar banho-maria regulado, de forma que a temperatura do
mesmo seja suficiente para aquecer o leite a 62,5 °C. Apds 0 pré-
aquecimento deve-se marcar 30 minutos e resfriar o leite, imediatamente,
por imersdo em agua e gelo, =5 °C (3).

A introducdo da embalagem e a manipulacdo do produto envolve os
contaminantes secundarios, advindos do meio ambiente. Isto torna
preocupante a qualidade sanitaria do produto, o que ndo acontece quando
se trata de amamentacdo direta. Mesmo dispondo de uma série de
substancias protetoras em sua composicéo, o leite materno ndo pode ser
encarado como absolutamente seguro (12). Em 78 amostras de leite
humano, congeladas e analisadas apos 24 horas foram observados na
contagem total (colonias/mL) valores <100 para 5 amostras, 100 — 1000
para 9, 1000 — 10.000 para 12, 10.000 — 100.000 para 22 e > 100.000 para
30 amostras. Os mesmos autores citam que, dentre as espécies de
microrganismos isolados em 110 amostras as mais frequientes foram
Staphylococcus epidermidis (23,7%), Staphylococus aureus (14,6%),
y- streptococci (16,2%) e Alcaligenes faecalis (14,6%) (14).

O numero desejavel de microrganismos em contagem total € de 2.000
células/mL, podendo atingir o indice maximo toleravel de 10.000 células
por mililitro. Isto quando associados a auséncia de patdégenos, tais como 0s
pertencentes aos grupos coliformes, estafilococos e salmonelas (8).

De acordo com experimento realizado por EYRES et al. (5), a contagem
inicial de Staphylococcus aureus de 2,8x10° UFC/mL foi totalmente
destruida apos pasteurizacao a 62,5 °C por 30 minutos.

Estudos realizados por ALMEIDA (2) com leite humano, recém coletado,
evidenciaram contagem de até 10’ UFC/mL para meséfilos, 10° UFC/mL
para coliformes, 10* UFC/mL para estafilococos e 10° UFC/mL para
psicotroficos. No leite pasteurizado, seguido de resfriamento rapido,
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encontrou as seguintes médias: 3,05 UFC/mL para mesofilos,
0,98 UFC/mL, para psicotréficos e auséncia por mL para estafilococos.

Avaliando a qualidade higiénica do leite humano pasteurizado em banco de
leite, OLIVEIRA et al. observaram auséncia de coliformes em 100% das
amostras e de 10° a 10° UFC/mL para contagem padrdo em placas,
referente a 0,2% das amostras analisadas (11).

Em trabalho efetuado por DHAR et al., o leite materno foi inoculado com
Escherichia coli (10° UFC/mL) e Staphylococcus aureus (10° UFC/mL),
sendo submetido a tratamento térmico a 71°C em volumes de 5,9, 12,3 e
18,9 mL/min. Ao término do processo verificaram completa inativacdo de
ambos 0s microrganismos (4).

Avaliando a destruicao térmica de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
em leite materno (9), MORGAN et al. determinaram os valores de D e Z
para estes microrganismos. O valor de D para E. coli a 60 °C foi 31,5 s e
para K. pneumoniae a 60 °C foi 1,3 s. O valor de Z para E. coli foi 3,2 °C e
para K. pneumoniae foi 2,8 °C.

O perfil bacteriolégico do leite humano de doadoras individuais e de um
pool de amostras de banco de leite comercial foi analisado (7). Todas as
amostras mostraram-se negativas para coliformes e na contagem total de
aerdbios os valores variaram de < 1,0 a 5,5 x 10° UFC/mL, com média de
1,5x10° UFC/mL. No pool de amostras a contagem de coliformes alcancou
valores de <1,0 a 3,4 x10° UFC/mL, tendo como média 6,8 x 10* UFC/mL.
A contagem total de aerébios foi 2,7 x 10° a 1,4 x10° UFC/mL com média
de 2,9 x 10° UFC/mL. Os microrganismos isolados das doadoras
individuais foram identificados como Staphylococcus, sendo 82% de S.
epidermidis e 10% S. hominis e S. aureus, além de outras espécies
detectadas em apenas 1% das amostras. Dos organismos isolados do pool
de amostras, 39% eram S. epidermidis, 11% Klebsiella pneumoniae, 11%
Citrobacter spp, 7% Serratia liquefaciens, 5% Gram negativos néao
identificados e 3% Pseudomonas paucimobilis.

Mediante tratamento térmico do leite materno, MUSGROVE et al. (10)
observaram reducdo no numero de microrganismos viaveis, bem como
mudanca do tipo de microrganismo. No leite pasteurizado foram
detectadas bactérias ndo patogénicas, comuns a pele, mas o leite “in
natura” apresentou Pseudomonas e outras bactérias Gram negativas,
incluindo bactérias potencialmente patogénicas.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade do leite

materno do banco de leite da Maternidade Evangelina Rosa, localizada em
Teresina (Piaui).
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Leite materno do Banco de leite da Maternidade Evangelina Rosa,
Teresina, PI.

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram analisadas 40 amostras de leite, sendo 25 de leite “in natura” e 15
de leite pasteurizado. As amostras de 10 mL cada foram coletadas em
tubos de ensaio esterilizados, acondicionadas em caixa de isopor com gelo
e encaminhadas ao laboratorio de Microbiologia do Nucleo de Estudos,
Pesquisas e Processamento de Alimentos (NUEPPA), do Centro de
Ciéncias Agréarias, da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

2.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiologicas foram realizadas de acordo com métodos do
ICMSF (6).

2.3.1 Determinacdo do numero mais provavel de coliformes totais e
coliformes fecais (NMP/mL)

Usando-se a técnica dos tubos multiplos transferiu-se, assepticamente,
1 mL das diluicges 10°, 10" e 10% de amostra, previamente
homogeneizada, para uma série de 3 tubos, contendo 10 mL de caldo
verde brilhante bile a 2% (CVBB) e tubinhos de Durhan invertidos, os quais
foram incubados a 35 °C por 24-48 horas. Os tubos positivos foram
considerados confirmativos para coliformes totais. Para a confirmacéo de
coliformes fecais os tubos foram repicados em caldo EC, com incubacéo a
44,5 °C, durante 24-48 horas, sendo considerados positivos os tubos que
apresentaram turvacdo e producdo de gés nos tubinhos de Durhan. A
determinacdo do numero mais provavel de coliformes totais e fecais foi
realizada mediante Tabela de Hoskins e o0s resultados expressos em
NMP/mL.

2.3.2 Contagem total de aerobios mesofilos e psicrotroficos

Utilizou-se a técnica de plagueamento para contagem padréo de bactérias,
sendo inoculados 1 mL das diluicdes 10" e 10% em placas de Petri
(duplicata) esterilizadas. Adicionou-se em cada placa, 15 mL de Agar
Padréo para Contagem (PCA) e apoés solidificagdo do agar, as placas
foram incubadas invertidas em estufa a 35x1 °C, por 48 horas (mesofilas) e
a 7 x1 °C (psicrotréficas) por 7 dias. Os resultados foram expressos em
unidade formadora de colénia por mL (UFC/mL).
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2.3.3 Contagem de Staphylococcus sp

A técnica de plagueamento também foi utilizada para a contagem de
Staphylococcus sp, sendo inoculados 0,1 mL das diluicées 10" e 102 na
superficie de placas de Petri (duplicata), contendo Agar Baird Parker. Em
seguida, cada porc¢do foi dispersa na superficie com o auxilio de alca de
Drigasky e as placas incubadas invertidas em estufa a 35+1 °C por 48
horas. As coldnias caracteristicas de Staphylococcus foram inoculadas em
5 mL de caldo cérebro coracdo, incubadas a 37 °C por 24 horas e
submetidas as provas de catalase e coloracdo de Gram. As colbnias
catalase positiva e cocos Gram + foram consideradas Staphylococcus sp e
os resultados expressos em UFC/mL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises microbioldgicas do leite “in natura” (Tabela 1)
revelaram a ocorréncia de contagem para meséfilos variando de <10%a 9,1
x 10° UFC/mL e média de 5,7 x 10° UFC/mL.

Estudando as caracteristicas microbiolégicas do leite humano recém
coletado, com o objetivo de assegurar a constancia de todos os fatores
ambientais capazes de influenciar a qualidade microbiolégica do leite,
ALMEIDA (2) conduziu a retirada de amostras em sala de coleta, no
proprio Banco de leite. Comparando-se os resultados obtidos para o leite
“in natura” com os dados do referido autor verificou-se que, os valores
encontrados para mesofilos foram inferiores, apesar da coleta ser realizada
ndo apenas na maternidade, mas também externamente. J4 os resultados
encontrados por LIN et al. (7) apresentaram valores superiores.

A contagem de psicrotroficos (Tabela 1) no leite “in natura” apresentou
média de 6 x 102 UFC/mL, mostrando-se inferior a obtida por ALMEIDA (2)
(10° UFC/mL). Os microrganismos psicrotréficos sdo capazes de crescer
em temperatura menor ou igual a 7 °C, independentemente do ponto 6timo
de crescimento. Para ocasionarem alteracbes no leite estas bactérias
devem apresentar contagens superiores a 10° UFC/mL. O aspecto
importante a ser observado é a producdo de enzimas proteoliticas e
lipoliticas extracelulares, as quais apresentam consideravel resisténcia
térmica, podendo ocasionar problemas mesmo na auséncia dos
microrganismos produtores (1).

Do total de amostras de leite “in natura” analisadas, 32% apresentaram
contagem de Staphylococcus sp com valores que variaram de 10° UFC/mL
a incontavel (diluicdo 10%). Os valores encontrados por ALMEIDA (2)
evidenciaram média de 10* UFC/mL. LIN et al. (1988), isolando
microrganismos em doadoras individuais, constataram que 82% das
bactérias isoladas pertenciam ao género Staphylococcus sp.
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TABELA 1- CONTAGEM TOTAL DE AEROBIOS MESOFILOS E
PSICROTROFICOS, NUMERO MAIS PROVAVEL DE
COLIFORMES TOTAIS E FECAIS E CONTAGEM DE
Staphylococcus sp EM LEITE HUMANO “IN NATURA”

Contagemtotal  Contagem  Staphylococcussp Coliformes Coliformes

de aerdbios total de (UFC/mL) totais fecais
Amostras  mesdfilos aerobios (NMP/mL) (NMP/mL)
m psi crotroficos
(UFC/mL) ' 5fi
(UFC/mL)

1 29x 10° <10 10° > 240,0 > 240,0
2 3,5x 10 <10 <10 <0,3 <0,3
3 9,1x 10° <10 >300x10 > 240,0 > 240,0
4 15x10* <10 <10 > 240,0 > 240,0
5 1,5x 10* <10 6x10" <0,3 <0,3
6 8,8x 10° <10 <10 24.0 <03
7 3,5x 10 <10 <10 0,4 <0,3
8 1,3x 10 <10 >300x10 4,3 11
9 1,9x 10* <10 <10? 9,3 23
10 1,7 x 10* <10 <10? 15 0,7
11 75x 10° <10 <10 24.0 24,0
12 5,5x 10 <10 <10° <03 <03
13 1,7x10° <10 <10° 9,3 <03
14 2,6 x 10°* <10 <10 <0,3 <0,3
15 1,8x 10° <10 <10 <0,3 <0,3
16 1,4x 10° 70 <10? > 240,0 <03
17 75x%x10° <10 <10? 0,9 <03
18 2,6 x 10* 1,5x10* <10? > 240,0 21,0
19 <10 <10 <10? <03 <03
20 5,5 x 10* <10 2,1x10* 4,3 <03
21 4,5x 10° <10 >300x10 > 240,0 > 240,0
22 2,6 x 10°* <10 <10 46 46
23 1,6 x 10°* <10 2 5x10* 24 24
24 1,1x 10° <10 <10? > 240,0 140,0
25 7,7 x 10 <10 2,5x10* 46 24.0

Os resultados da enumeracdo de coliformes totais e fecais (Tabela 1)
variaram de <0,3 a > 240 NMP/mL, enquanto que ALMEIDA (1986) obteve
média de 10®° UFC/mL. LIN et al. (1988) constataram auséncia de
coliformes em doadoras individuais e no pool de amostras valores que
variaram de <1,0 a 3,4 x 10° UFC/mL.

Os resultados das amostras de leite humano pasteurizado (Tabela 2) para
mesdfilos alcancaram média de 1,1 x 10> UFC/mL, com valores que
variaram de <10 a 1,2 x 102 UFC/mL. Os valores obtidos por OLIVEIRA et
al. (11) variaram de 1 a 10°® UFC/mL e ALMEIDA (1986) obteve média de
3,05 UFC/mL.
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TABELA 2 - CONTAGEM TOTAL DE AEROBIOS MESOFILOS E
PSICROTROFICOS, NUMERO MAIS PROVAVEL DE
COLIFORMES TOTAIS E FECAIS E CONTAGEM DE
Staphylococcus sp EM LEITE HUMANO PASTEURIZADO

Contagemtotal  Staphylococcussp Coliformes  Coliformes

Amostras de aerdbios (UFC/mL) totais fecals
mesofilos (NMP/mL) (NMP/mL)
(UFC/mL)
1 50 <10 <0,3 <0,3
2 10 <10 <0,3 <0,3
3 15 <10 <0,3 <0,3
4 35 <10 <0,3 <0,3
5 210 <10 <0,3 <0,3
6 <10 <10 <0,3 <0,3
7 25 <10 <0,3 <0,3
8 30 <10 <0,3 <0,3
9 <10 <10 <0,3 <0,3
10 15 <10 <0,3 <0,3
11 70 <10 <0,3 <0,3
12 <10 <10 <0,3 <0,3
13 15 <10 <0,3 <0,3
14 <10 <10 <0,3 <0,3
15 1200 <10 <0,3 <0,3

N&o foi constatada presenca de Staphylococcus sp, coliformes totais e
fecais no leite pasteurizado, resultados semelhantes aos obtidos por
ALMEIDA (2) e OLIVEIRA (11).

EYRES et al. (1978) a partir de contagem inicial de Staphylococcus de
2,8 x 10" UFC/mL conseguiram total inativacdo apds a pasteurizacao.
Resultados idénticos foram encontrados por DHAR et al. (4), os quais
inocularam E. coli (10° UFC/mL) e S. aureus (10" UFC/mL) no leite.
Comparando os dados do leite “in natura” com os do leite pasteurizado
verifica-se a importancia vital da pasteurizacdo, mesmo com diminuicao de
nutrientes.

4  CONCLUSAO

De acordo com os resultados do presente estudo pode-se concluir que:
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o leite humano “in natura” apresentou elevado indice de contaminacéo,
0 que pode representar risco a saude;

e 0 leite humano ap0s a pasteurizacdo apresentou indice de
contaminacdo bastante reduzido, com média de mesdfilos de
1,1 x 10> UFC/mL e auséncia de coliformes totais e fecais e de
Staphylococcus sp;

e 0 leite materno pasteurizado apresentou condi¢des higiénico-sanitarias
satisfatdrias e mesmo ocorrendo diminuicdo de nutrientes, 0 processo
representa papel vital na qualidade higiénico-sanitaria do leite materno;

e a coleta assume grande importancia na qualidade higiénico-sanitaria do
leite, tendo em vista que ndo se pode exercer controle absoluto desta,
principalmente na coleta externa.

Abstract

Maternal milk samples of "Maternidade Evangelina Rosa" bank, located in Teresina, Pl
(Brazil), were evaluated for its microbiological quality. It was observed that raw milk
samples displayed average counts of mesophilic aerobic of 5,7x 10° CFU/mL and
psicotrophics counts of 6,0x10° CFU/mL. Eight samples (32%) presented Staphylococcus
aureus counts that varied from 10° to >300x10" CFU/mL. In total and fecal coliforms
enumeration the values obtained varied from 0,3 to >24 NMP/mL. Pasteurized human milk
presented mesophilic aerobic average count of 1,1x10° CFU/mL. None of the analyzed
samples presented total, fecal coliforms and S. aureus. The pasteurization is of high
importance to maintain the hygienic-sanitary quality of human milk bank.
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