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APRESENTACAO

Neste segundo volume apresentado em 26 capitulos, a obra “Qualidade de
Produtos de Origem Animal” é composta por abordagens cientificas que discorrem
principalmente sobre parametros de composicao e qualidade microbiolégica de
alimentos de origem animal.

As condicbes microbiologicas e a composicdo fisico-quimica séo fatores
determinantes para definir a qualidade final de um produto destinado a alimentacéao
humana. Os esforgos cientificos para verificar os parametros de qualidade de produtos
alimentares séo imprescindiveis. Tratando-se de um assunto de tamanha relevancia,
a ciéncia deve sempre trazer novas pesquisas a fim de elucidar as principais lacunas
que possam trazer solu¢des ou apresentar riscos ao consumo humano.

Neste sentido, os estudos que sdo apresentados aqui, alinham-se a estes
temas e trazem novas analises que condizem com as necessidades emergentes de
qualidade e seguranca de produtos de origem animal.

A Atena Editora que reconhece a importancia dos valiosos trabalhos dos
pesquisadores, oferece uma plataforma consolidada e confiavel para a divulgacao
cientifica, propiciando a estes autores um meio para exporem e divulgarem seus
resultados, enriquecendo o conhecimento académico e popular.

Por fim, esperamos que a leitura deste trabalho seja agradavel e que as novas
pesquisas possam propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva novas
solugdes, cuidados e desenvolvimento de produtos de origem animal.

Flavio Ferreira Silva
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CAPITULO 13
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RESUMO: Os Bancos de Leite Humano (BHL)
sao responsaveis pela promo¢ao do incentivo
ao aleitamento materno e pela coleta e controle
de qualidade do leite humano (LH). O objetivo do
trabalho foi avaliar a qualidade microbiolégica
do leite cru, de um BLH, descartado durante a
andlise inicial de acidez, para verificar a possivel
contaminagao microbianado produto pelasmaes
doadoras. Foram coletadas 25 amostras de LH
de carater acido, e realizado analises quanto a
contagem de bactérias mesofilas, de coliformes
totais e termotolerantes e Staphylococcus
coagulase-positiva. De 25 amostras analisadas,
40% apresentaram alta contagem de bactérias
mesoficas e 24% de coliformes totais. Nao
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houve presenca de Staphylococcus coagulase-
positiva. Os resultados mostraram um alto
grau de contaminacao no leite cru, que podem
ter ocorrido devido as condi¢cbes higiénicas
inadequadas durante o processo de coleta,
transporte e estocagem do mesmo.
PALAVRAS-CHAVE: andlise microbiologica;
leite materno; contaminacéo.

EVALUATION OF HYGIENIC-SANITARY
CONDITIONS OF SAMPLES FROM THE
MILK BANK OF A HOSPITAL IN THE WEST
OF PARANA

ABSTRACT: Human Milk Banks (HMB) are
responsible for promoting the encouragement of
breastfeeding and for the collection and quality
control of human milk (HM). The objective of
this study was to evaluate the microbiological
quality of raw milk from a HMB discarded during
the initial acidity analysis to verify the possible
microbial contamination of the product by donor
mothers. Twenty-five samples of acidic HM
were collected, and analyzes were performed
on the count of mesophilic bacteria, total and
thermotolerantcoliforms, and coagulase-positive
Staphylococcus. Of 25 samples analyzed, 40%
showed high mesophilic bacterial counts and
24% total coliforms. There was no presence
of coagulase-positive Staphylococcus. The
results showed a high degree of contamination
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in raw milk, which may have occurred due to inadequate hygienic conditions during its
collection, transportation and storage process.
KEYWORDS: microbiological analysis; breast milk; contamination.

11 INTRODUCAO

O leite € um fluido aquoso secretado pelas glandulas maméarias das fémeas
logo depois do parto. E um alimento fundamental por conter todas as substancias
necessarias ao crescimento e desenvolvimento dos recém-nascidos durante os
primeiros meses de vida. A composicdo quimica do leite humano tem a funcdo de
atender as necessidades nutricionais (suplementacao), de garantir a protecao para
o lactente, além de restringir e/ ou inibir o crescimento de bactérias patogénicas
(FREITAS et al., 2004; SOUZA & SILVA, 2010).

O ato de amamentar traz inUmeros beneficios a saude da crianga, repercutindo
no seu desenvolvimento cognitivo e emocional. Na vida da méae também ha
beneficios, que envolvem o fortalecimento do vinculo afetivo com o filho, protecao
contra o cancer de mama, reduc¢ao do risco de diabetes e recuperagcéo do Utero pos
parto, o que diminui o risco de hemorragias e nova gravidez. Em contrapartida, a
ndo amamentacéo e/ou a introducéo precoce de outros alimentos antes do periodo
minimo estabelecido, € associada a um numero expressivo de episddios de diarreia,
hospitalizacéo por doencas respiratorias e até mesmo risco de desnutricdo quando os
alimentos introduzidos tiverem valor nutricional inferior ao do leite materno (OLIVEIRA
et al., 2017).

A recomendacao do Ministério da Saude é que todos os recém-nascidos
sejam amamentados, sem alimentos complementares, de quatro a seis meses de
vida, ja a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a amamentagcéo, como
complemento, até o segundo ano de idade, pois é benéfica mesmo para criangcas
maiores (FREITAS et al., 2004).

Nas situacoes de recém-nascidos hospitalizados, que nao dispdem de condicdes
para sugar o leite materno, ou que estdo em situacoOes fisiologicas especiais como
prematuridade, neonatos de baixo peso, recém-nascidos infectados, portadores de
deficiénciaimunoldgica, de perturbagdo gastrica, aos alérgicos a proteinas heterologas
provenientes de outros tipos de leite e casos especiais, nos quais a mae encontra-se
impossibilitada de amamentar, houve a necessidade de criar uma alternativa segura
que garanta o desenvolvimento da criangca (ALMEIDA et al., 2012; SERAFINI et al.,
2003; NOBRE et al., 2015).

Para atender a necessidade desses lactentes, tornou-se crescente a utilizagéo
de leite humano ordenhado e pasteurizado para suprir a demanda, exigindo-se a
utilizacao de técnicas adequadas de coleta, processamento e controle de qualidade,
uma vez que quando o mesmo ndo € pasteurizado de maneira ineficaz, pode
apresentar micro-organismos, dentre eles o S. aureus, reduzindo o valor nutricional e
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a qualidade do leite (CARVALHO et al., 2018).

Os Bancos de Leite Humano (BLH) séo instituicbes especializadas, vinculado
a um hospital materno e/ou infantil, responsavel pela promoc¢éo do incentivo ao
aleitamento materno e execucéao das atividades da coleta, processamento e controle
de qualidade de colostro, leite de transicao e leite humano maduro, para posterior
distribuicao (NOBRE et al., 2015).

Acreditava-se que o leite humano era estéril, entretanto, sabe—se agora que ele
abriga uma comunidade microbiana que se altera de acordo com as caracteristicas
maternas como também ao longo da lactacdo (CODO, 2017). Por isso, todo leite
humano recebido pelo Banco de leite deve ser submetido a procedimentos iniciais de
selecao e classificacdo, como a verificacdo da embalagem, presenca de sujidades,
cor, off-flavor e Acidez Dornic. Os produtos que nao preencherem as especificacoes
determinadas quantos aos aspectos sensoriais, fisico-quimicos e microbiologicos,
deverao ser descartados (SOUZA & SILVA, 2010).

Uma grande preocupacgao dos BHL é manter estoques de leite suficientes para
atender a demanda, diminuindo o volume descartado apés as analises do leite cru.
Porém, o leite humano pode ser um meio de cultura para o desenvolvimento de varios
micro-organismos contaminantes, pois nao dispoe de barreira fisica que impeca a
penetracao destes (GRAZZIOTINI et al., 2010; SOUZA & SILVA, 2010).

Um grande problema dos Bancos de Leites é o controle bacterioldgico do leite
doado, pois o0 consumo de leite humano contaminado pode causar doencgas neonatais,
como septicemias, meningites, pneumonias, candidiase neonatal, entre outras. Por
isso, € importante o controle microbiol6gico do leite doado ao Banco de Leite Humano,
para reduzir a incidéncia dessas doencgas e, consequentemente, minimizar os indices
de mortalidade infantil (SANTOS et al., 2016).

As possiveis causas de elevagao da quantidade de micro-organismos no leite
humano podem estar relacionadas com as técnicas inadequadas, as condicbes de
higiene e ao armazenamento do alimento. (SOUZA & SILVA, 2010; FREITAS et al.,
2004). Convém ressaltar que € a qualidade do leite cru que determinara a qualidade do
leite pasteurizado, assim, um produto com uma contagem muito elevada de bactérias,
mesmo apds a pasteurizacao, ainda apresentara valores elevados (MESQUITA et al.,
2016).

A presenca de sujidades e o aumento da acidez do leite, resultante das
mas praticas de higiénicas e transporte, representa um desafio nos BLHs, sendo
responsavel pelo descarte de muitas amostras durante a analise inicial (NOBREL et
al., 2015).

Torna-se importante a obtencdo de mais dados epidemiol6gicos sobre a
contaminacado bacteriana de leite humano e o desenvolvimento de um trabalho
educativo com as maes, enfermeiras, técnicos de enfermagem, nutricionistas,
médicos pediatras e intensivistas, conscientizando-os sobre os riscos na preparacao
e consumo do leite humano (SERAFINI et al., 2003).
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Diante do exposto, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
qualidade microbiologica do leite cru recebido pelo BLH do Hospital Universitéario,
descartado durante a analise inicial de acidez, com a finalidade de verificar a possivel
contaminacao microbiana do produto, durante a coleta pelas méaes doadoras.

2| MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no periodo de fevereiro a outubro de 2018, em Cascavel,
utilizando-se amostras de leite humano do Banco de Leite Humano do Hospital
Universitario. A coleta domiciliar do leite humano e todos os procedimentos técnicos
foram realizados normalmente pela equipe do banco de leite. Apds a anélise de acidez
Dornic pela equipe, o leite coletado que ndo atendeu aos requisitos de qualidade, ou
seja, acidez Dornic fora do estabelecido pela RDC n° 171, foram selecionados para
analise de micro-organismos que indicam a qualidade higiénico-sanitaria da ordenha
e coleta do leite humano.

As amostras foram transportadas, sob refrigeracdo, para o laboratério de
microbiologia da Unioeste, para anéalise de Contagem de Bactérias Aerébias Mesofilas
e Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes e Contagem de Staphylococcus
coagulase positivo, segundo metodologia preconizada pela legislacdo (BRASIL,
2001).

Para o preparo de cada amostra foram realizadas diluicdes, onde a amostra
obtida corresponde a diluicdo 100. A partir desta, foi transferido, 25mL para um
erlenmeyer contendo 225 mL de agua peptonada 0,1%, correspondendo a diluicao
10-1. Em seguida, foram realizada diluicbes consecutivas.

Contagem de bactérias mesoéfilas aerdbias: Foram inoculados 0,1 mL das
diluicbes no Agar Padréo de Contagem (PCA) e espalhado pelo meio com uma alga
de Drigalski. Ap6s o procedimento, as placas foram incubadas a 35-37°C por 24-48
horas. Ap6s a incubacéo, foi realizada a contagem total de micro-organismos.

Contagem de Coliformes Totais pelo método do Numero Mais Provavel (NMP):
1,0 mL de cada diluicao foi inoculado 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 (turvacéo) e producédo de gas em meio LST — foi
transferida uma algada para tubos contendo 10,0 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.

Contagem e Identificacdo de Staphylococcus aureus coagulase positiva: foram
utilizadas placas de Petri contendo meio Agar Baird-Parker, onde foram inoculados 0,1
mL de cada diluicdo. Com o auxilio de uma alca de Drigalski, o indculo foi espalhado
sobre a placa. Apds, as mesmas foram incubadas por 48 horas a uma temperatura
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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 de Staphylococcus aureus. Apés, foram realizados as seguintes
provas bioquimicas para confirmagao da presenca do micro-organismo: Coloracéo de
Gram, Teste da Catalase, Teste da Coagulase e Teste da DNAse. Os resultados seréao
expressos em UFC/mL de alimento.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta o resultado das analises de 25 amostras de leite humano
quanto a contabem de bactérias meséfilas, de coliformes totais e termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positiva.

Contagem Contagem de Contagem de Sta%%,;};iggz; us
Amostras de Bagterlas Coliformes Coliformes coagulase-
Mesofilas totais termotolerantes positiva
(UFC/mL) (NMP/mL) (NMP/mL) (UFC/mL)
1 <102 <3 <3 <102
2 6,9.10* 3,0 <3 <102
3 1,9.108 1100 <3 <102
4 7,0.102 <3 <3 <102
5 <10? <3 <3 <10?
6 <10? <3 <3 <10?
7 1,8.10° 1100 1100 <102
8 6,3.10* 15 15 <102
9 1,1.10% <3 <3 <102
10 3,6.10* 460 <3 <102
11 2,0.108 460 3,0 <102
12 6,6.10° <3 <3 <102
13 9,9.10?2 <3 <3 <10?
14 1,3.10° 1100 <3 <10?
15 2,0.108 <3 <3 <10?
16 4,3.10? <3 <3 <10?
17 5,1.10* 3,0 3,0 <10?
18 4,0.10? <3 <3 <10?
19 1,0.102 <3 <3 <10?
20 3,0.102 <3 <3 <102
21 2,0.102 <3 <3 <10?
22 3,0.10° =2400 <3 <10?
23 1,5.102 <3 <3 <102
24 3,0.10° =2400 <3 <10?
25 3,0.10° >2400 <3 <10?

Tabela 1 — Contagem de bactérias mesofilas, de coliformes totais e termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positiva em 25 amostras de leite humano de doadoras do Banco de
Leite Humano do Hospital Universitario do Oeste do Parana.

Das amostras analisadas, 10 (40,0%) apresentaram contagem de bactérias
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mesofilas acima de 10* UFC/mL. A determinagdo da contagem total de bactérias
mesofilas é uma importante avaliacdo, pois funciona como indicador da qualidade
sanitaria do leite, visto que, a maioria das bactérias patogénicas de origem alimentar
€ mesofila. Valores elevados desta contagem indicam, de forma indireta, que a
qualidade do material analisado nao é satisfatéria (MESQUITA et al., 2016). Portanto,
a contagem de bactérias mesodfilas aerdbias € um parametro fundamental das
condicdes higiénico-sanitarias do LH que sera oferecido ao lactente.

De 25 amostras analisadas, aproximadamente 24% apresentaram coliformes
totais, com valores acimade 102 NMP/mL e uma amostra de coliformes termotolerantes.
A presenca de coliformes totais e termotolerantes nas amostras € indicativo de
condicbes higiénicas precarias e pode indicar contaminacéo, cruzada ou nao, de
material fecal. A coleta e manipulagdo s&o as principais causas da elevacdo da
quantidade de micro-organismos no leite humano (SOUSA & SILVA, 2010; ALMEIDA,
2003). Novak et al. (2008) avaliaram a presenca de coliformes totais em 343 amostras
de leite humano e obtiveram populagdes variando de 3,0 x 100 a 1,1 x 10* NMP/ml,
em 30% de amostras analisadas. Nobre et al. (2015) também observou o crescimento
de coliformes em amostras de leite humano cru, sendo que de 66 amostras, 19
apresentaram resultado positivo para coliformes totais e 12 para coliformes fecais.

Borrell et al. (2009) correlacionou a presenga de microrganismos em trés fases de
apresentacéo do leite humano — colostro, transi¢do e maduro — apds o armazenamento
e aquecimento a 4° e 55°C, respectivamente. Foi observado crescimento de coliformes
totais, sendo observado crescimento bacteriano mais uniforme entre os periodos de
preservacéo do leite humano. Nao houve presenca significativa de coliformes fecais
nas amostras coletadas.

Conforme observado na Tabela 1, ndo houve presenca de Staphylococcus
coagulase-positiva nas 25 amostras analisadas. Stapylococcus coagulase-positiva
sdo patogenos de importancia em alimentos, pois sdo 0s principais responsaveis
por intoxicacdo alimentar, causadas pela producao de enterotoxinas estafilocécicas.
Pode ser transmitido ao leite humano facilmente, uma vez que essa bacteria esta
presente na microbiota normal da mucosa nasal (Silva, 2017).

Sousa & Silva (2010) avaliaram a presenca de Stapylococcus coagulase-positiva
e outros microrganismos, em 20 amostras de leite humano, além de amostras de mao
de manipuladores e recipientes para armazenamento do mesmo. N&o foi detectado
a presenca de Stapylococcus coagulase-positiva no leite e méos de manipuladores,
sendo considerado similar se comparado ao presente estudo.

Em contrapartida, o estudo de Castro (2006) se contrapbs ao trabalho referido,
uma vez que 46,7% das 60 amostras de leite humano analisadas foram positivas para
Stapylococcus coagulase-positiva, sendo explicada por contaminagédo secundaria a
partir da pele e fossas nasais das doadoras.

Em estudo realizado em Campinas, foram obtidas 72 amostras antes da
pasteurizacdo (AP), 47 delas, ou seja, 65,3% estavam contaminadas. ApOs a
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pasteurizacdo foram obtidas 67 amostras das quais apenas uma (1) apresentou
contaminacéo, representando 1,5% (CODO, 2017).

Deve-se ressaltar que os microrganismos presentes no leite humano serao
eliminados no processo de pasteurizacdo, entretanto, a presenca dos mesmos
prejudica a qualidade do leite, diminuindo seu valor nutricional e outros fatores de
defesa, devido a utilizacdo desses componentes pelos microrganismos (FREITAS et.
al, 2004).

Scarso (2008) analisou 72 amostras de leite humano cru recebidas do Banco
de Leite do Conjunto Hospitalar de Sorocaba, sendo que 48 amostras tinham acidez
aceitavel (até 8° D) e outras 24 acidez acima desse limite. Nas amostras rejeitadas
(acidez > 8°D) as contagens maximas tanto para o grupo de mesoéfilos como de
bactérias lacticas foram da ordem 107 UFC/mL. Do total de amostras analisadas, o
grupo dos coliformes foi detectado em 52,94% das amostras acidas, destas 33,33%
apresentaram crescimento de E. coli.

Em um estudo foram coletadas 430 amostras de leite humano cru congeladas do
posto de coleta de leite humano do Hospital Santa Casa de Misericordia de Juiz de Fora
e Hospital Jodo Penido, Juiz de Fora, MG, sendo que 40 (9,3%) foram consideradas
impréprias para o consumo por apresentarem microrganismos pertencentes ao grupo
coliforme (ARAUJO et al., 2010).

O LHO por doadoras saudaveis é livre de microrganismos patogénicos, mas
quando presentes, estes podem ser provenientes de fontes externas de contaminacgéo.
Sendo assim, a qualidade de todo produto coletado, processado, armazenado e
distribuido pelos BLH deve ser resultado de um esfor¢co constante para se manter
controle rigido em todas as fases do processo, desde a captagao da nutriz doadora
até a administracdo do leite ao neonato (BORGES, 2016). A autora, em seu trabalho
avaliou a contaminacéo do leite ordenhado em domicilio e no BLH, identificando em
2% das amostras ordenhadas no BLH e em 6% das amostras ordenhadas no domicilio
a cultura microbiologica foi positiva para coliformes totais.

SANTOS et al. (2016) destacam, em seu trabalho, a importancia da pesquisa
microbiol6gica de amostras do leite néo pasteurizado, pois a mesma traz um indicativo
da qualidade da antissepsia realizada durante a coleta, armazenamento e transporte
do leite, direcionando a necessidade de orientacdo das mé&es no procedimento,
destacando a importancia de uma avaliagdo do processo, desde o contato inicial
com a mae, até a coleta do leite em sua residéncia. Todos esses aspectos merecem
atencao, pois, ao final irdo garantir que quantidades cada vez menores de leite sejam
descartadas durante a anélise sensorial.

Além disso, este alimento sera ministrado a recém-nascidos, que apresentam
resisténcia comprometida. Portanto, o processamento do LH necessita de um
rigoroso controle de qualidade em todas suas etapas de producgao, para assegurar a
integridade do produto desde a ordenha realizada pelas doadoras até a pasteurizacao

de distribuicdo aos recém-nascidos (SILVA et al., 2008).
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4|1 CONCLUSOES

Os resultados mostraram um alto grau de contaminacdo no leite cru,
principalmente de bactérias mesdfilas. Diante disso, acredita-se que as condicdes
higiénico-sanitaria durante o processo de coleta, transporte e estocagem do mesmo,
muitas vezes, ndo sédo adequadas.

Além de pesquisas que auxiliem na implementacéao de ag¢des para a promog¢ao,
protecéo, apoio e incentivo ao aleitamento materno e a doagéo de leite humano,
também s&o importantes medidas mais rigorosas de monitoramento da qualidade
do leite humano, bem como, praticas educativas junto as doadoras, que sao
imprescindiveis para garantir um alimento seguro, tendo em vista a vulnerabilidade
dos recém-nascidos.
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