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RESUMO

O leite materno é o alimento ideal ao bebé humano, porém, devido a diversos fatores, ndo sao
todas as mées que podem amamentar, sendo necessarios, assim, os Bancos de Leite Humano,
que sdo centros de coleta, tratamento e distribuicdo de leite materno. Este trabalho objetivou a
verificacdo da presenca de S. aureus, bem como suas toxinas, em leite materno cru (doado pelas
mées e que ndo sofreu nenhum processamento), pasteurizado e descongelado no lactario do
hospital. O Capitulo 1 compreende uma pequena revisdo bibliografica que abrange o assunto
trabalhado. O Capitulo 2 apresenta uma revisao sobre enterotoxinas estafilococicas presentes em
leite materno, sendo que esta revisao foi enviada a Revista Brasileira de Saide Materno Infantil.
Os dados obtidos, bem como as metodologias utilizadas, estdo relatados no Capitulo 3, que foi

elaborado segundo o modelo da Journal of Human Lactation.
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ABSTRACT

Breast milk is the ideal food for the human baby, although, due to several factors, some mothers
cannot breastfeed. Because of that, Human Milk Banks, which are center that collect, treat and
distribute donor milk, are necessary. The aim of this work was to verify the presence of S.
aureus, as well as its enterotoxins, in samples of raw milk (which was donated by the mothers
and wasn’t subjected to any treatment but freezing) pasteurized milk and milk that was thawed in
the hospital. Chapter 1 presents a small review that embraces the worked subject. Chapter 2
contains a review about staphylococcal enterotoxins that can be found in breast milk. The
contents of this chapter were sent to the Revista Brasileira de Saude Materno Infantil. The data
gathered, as well as the methods used in this project, are referred in Chapter 3, which was

elaborated according to the instructions of the Journal of Human Lactation.



Introducéo

1. INTRODUCAO

A importéncia do leite materno como principal alimento para o recém-nascido vem
crescendo a medida que se conhecem suas propriedades, assim como as necessidades
nutricionais e fisiologicas do metabolismo da crianca, trazendo tambem importantes vantagens
para as maes (Brasil, 1997; Brasil, 1998).

Nos paises em desenvolvimento o aleitamento materno é de grande importancia para a
sobrevivéncia de criangas nos primeiros anos de vida. Estima-se que cerca de 1 milhdo de
criancas morrem a cada ano de diarréia, infeccdes respiratdrias agudas e outras doencas
infecciosas, porque ndo foram adequadamente amamentadas ao peito (Brasil, 1997).

Para atender a necessidade de lactentes clinicamente impossibilitados de serem
amamentados pela propria mae, tornou-se crescente a necessidade de leite materno para suprir a
demanda, porém exigiu-se a utilizacdo de técnicas adequadas de coleta, processamento e
controle de qualidade. No Brasil, a legislacdo que regulamenta a implantacédo e o funcionamento
de Bancos de Leite Humano (BLH’s) é a Portaria n® 322/88 (Brasil, 1998).

O controle de qualidade tem como objetivo que um produto mantenha suas propriedades
desde a coleta até seu consumo, a baixo custo e com o minimo de risco para 0 consumidor.
Dessa forma, caso o leite materno seja coletado e armazenado sob condic¢Bes higiénico-sanitarias
insatisfatorias, o produto pode apresentar microrganismos, reduzindo o valor nutricional e a
qualidade do leite (Novak, 2001).

Entre os microrganismos que podem estar presentes no leite materno, encontra-se o
Staphylococcus aureus. Em 1999, Novak pesquisou a presenca de S. aureus resistentes a
meticilina em leite materno e detectou que certas cepas, além de apresentarem resisténcia ao
referido antimicrobiano, cresciam eficientemente no colostro humano, sendo também verificado
que estas liberavam enterotoxinas no leite.

A pesquisa de S. aureus, bem como de suas toxinas, faz-se necessaria uma vez que as
criancas envolvidas no consumo de leite humano ordenhado (LHO) normalmente sdo muito
jovens e com um sistema imunoldgico ndo completamente desenvolvido, o que pode ocasionar
varios problemas de salde até mesmo a morte (Novak, 1999). Assim, este trabalho tem como
finalidade a pesquisa de S. aureus e suas toxinas em amostras de leite materno provenientes do

Banco de Leite Humano de Blumenau.
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1.1 Leite Materno

O leite humano ¢ espécie-especifico, sendo o alimento ideal ao bebé humano (Brasil,

1997, Brasil, 1998; Heikkil4 e Saris, 2003; Bortolozo et al., 2004; Gartner et al., 2005; Rechtman

et al, 2006). Todas as formulagdes substitutas diferem dele, tornando-o superior para a

alimentagdo dos recém-nascidos (Sarkar, 2004; Gartner et al., 2005).

Como vantagens do leite materno, podem-se citar:

Nutricional e digestivamente completo (Brasil, 1997; Vinha, 1999; Rozolen et al., 2006);
Quando consumido diretamente do seio, encontra-se na temperatura certa (Vinha, 1999);
Facilmente digerivel, sendo mais rapidamente absorvido pelo bebé (Brasil, 1997; Vinha,
1999; Bortolozo et al., 2004; Rechtman et al., 2006);

A presenca de anticorpos e fatores antiinfecciosos protege contra infecg¢des, principalmente
diarréias e pneumonias (Brasil, 1997; Vinha, 1999; Heikkild e Saris, 2003; Salvini et al.,
2004; Gartner et al., 2005; Isaacs, 2005; Rouse et al., 2005);

Devido a presenga de fatores prebiodticos, promove o crescimento de bactérias que impedem
a instalacdo de microrganismos patogénicos no intestino da crianca (Bengmark, 2003;
Salvini et al., 2004; Magne et al., 2006);

Diminui as taxas da Sindrome da Morte Subita Infantil (SMSI) e reduz a incidéncia de
diabetes melitus, insulina dependente ou nao (Gartner et al., 2005);

Facilita a elimina¢do de meconio, diminuindo o risco de ictericia e protegendo contra
obstipagao (Brasil, 1997);

O ato de amamentar promove supressao de dor no lactente (Gartner et al., 2005);

O aleitamento afeta positivamente o desenvolvimento cognitivo das criancas (Anderson et
al., 1999; Gartner et al., 2005);

Criangas que receberam leite materno nos primeiros meses de vida possuem timo maior
(Pabst et al., 1997);

Aumenta o lago afetivo mae-filho (Brasil, 1997).

A Tabela 01 apresenta a concentracdo das principais proteinas do leite humano frente a do

leite de vaca.
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Tabela 01: Concentracdo das principais proteinas presentes no leite bovino e humano.

Concentracdo (g/L)

Proteina

Bovino  Humano
Caseinas totais 26,0 2,7
o-caseina 13,0
B-caseina 9,3
K-caseina 33
Proteinas totais do soro 6,3 67,3
B-lactoglobulina 3,2
o-lactoalbumina 1,2 1,9
Imunoglobulinas (A, M e G) 0,7 1,3
Albumina do soro 0.4 04
Lactoferrina 0,1 1,5
Lactoperoxidase 0,03
Lisozima 0,0004 0,1
Diversas 0,8 1,1

Fonte: Séverin e Wenshui (2005).

Os 4acidos graxos presentes no leite humano contribuem para suas propriedades
antimicrobianas (Rouse et al., 2005). Segundo Isaacs (2005) estes acidos graxos de inicio
somente apresentam atividade antibidtica in vivo ao serem digeridos no trato gastrintestinal,
sendo o acido oléico o principal acido graxo com atividade antimicrobiana liberado pelo leite
materno. No entanto, as caracteristicas antimicrobianas dos acidos graxos ndo sdo obtidas
isoladamente. Por exemplo, Escherichia coli é inativada por misturas de acidos graxos de cadeia
média, mas ¢ resistente a acidos graxos de cadeia longa. Também existem interagdes entre os
acidos graxos e peptideos e outros compostos que, de forma aditiva e sinergética, proporcionam
esta caracteristica antimicrobiana.

O leite humano ¢ muito rico em oligossacarideos nao digeriveis (somente o leite de
elefanta os possui em maiores concentracdes). Acredita-se que certos oligossacarideos, que
possuem similaridades estruturais com glicoconjugados da membrana de células
imunomodulatdrias, sejam responsaveis pela prote¢do conferida aos lactentes contra inflamagdes

e infeccdes. Além disso, estes oligossacarideos ndo digeriveis agem como prebidticos,
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estimulando o crescimento de uma microbiota ndo patogénica no intestino (Bengmark, 2003).
Segundo Salvini et al. (2004) e Sarkar (2004), o leite materno ¢ um exemplo natural de alimento
que contém prebioticos. Em criangas alimentadas somente com leite materno, Bifidobacterium
spp. eram dominantes na biota intestinal. No entanto, criangas alimentadas com férmulas infantis
apresentavam microbiota diversa, constituida por Bacterioides, enterobactérias, enterococos,
clostridios, além de Bifidobacterium spp. (Salvini et al., 2004; Magne et al., 2006).

Além das proteinas principais, existem pequenas quantidades de outras proteinas e
peptideos, que apresentam diversas atividades fisiologicas, entre elas, a hormonal (Séverin e
Wenshui, 2005). Svanborg et al. (2005) citam, por exemplo, que além do papel na sintese de
lactose, a o-lactoalbumina também apresenta atividade inativadora de células neoplasicas.
Guillén et al. (2002) citam diversas funcdes fisiologicas atribuidas a lactoferrina presente no leite
humano, entre elas: amplo espectro antimicrobiano, atividades antiinflamatorias e
imunorregulatorias. A lactoferrina pode ainda ligar-se a ions ferro em areas de inflamacao,
indisponibilizando-o para o metabolismo microbiano. Segundo Bortolozo et al. (2004), estudos
clinicos demonstram uma diminui¢do nos casos de infec¢cdes nos bebés de baixo peso que foram
alimentados com leite humano.

O leite apresenta composi¢ao diferenciada dependendo do estagio de lactacao (Bortolozo
et al., 2004). Assim, o leite produzido nos primeiros dias ap6s o parto € o colostro, sendo este
substituido pelo leite de transi¢do e, por fim, pelo leite branco (Brasil, 1997; Vinha, 1999).

O colostro ¢ produzido, em média, até o sétimo dia apds o parto (Brasil, 1998). Possui
coloracio amarelada e ¢ mais grosso (densidade de 1,050 g/cm’) e produzido em menor
quantidade do que os outros leites (Brasil, 1997; Vinha, 1999). O colostro ¢ muito mais rico em
imunoglobulinas, peptideos com agdo antimicrobiana e fatores de crescimento do que o leite
branco. A lactoferrina e Imunoglobulina A (IgA) secretdria, juntas, somam 65% das proteinas
encontradas no colostro humano (Sarkar, 2004)

O leite de transi¢cao, como o nome diz, trata-se de uma mistura entre o colostro e o leite
branco, sendo prontamente substituido por este.

O leite branco, de acordo com Almeida (1986), possui pH préximo a neutralidade, pouco
odor e sabor adocicado. Apesar de parecer “fraco”, este leite supre todas as necessidades
nutricionais do lactente nos 4 a 6 primeiros meses de vida (Brasil, 1997; Vinha, 1999). Ainda,
20% de todas suas proteinas apresentam atividade antimicrobiana (Sarkar, 2004).

A producio de leite branco ocorre por agdo da prolactina, sendo que para sua formagao,

células secretoras dos alvéolos retiram do sangue agua, particulas de proteinas, globulos de
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gordura, lactose, sais minerais, vitaminas, anticorpos € outras substancias importantes (Vinha,

1999).

Além de variar com o tempo decorrido desde o parto, o leite também apresenta estrutura
diferente durante a mamada. Assim, inicialmente, este apresenta aspecto claro, sendo rico em
proteinas, lactose, vitaminas, dgua e sais minerais. Mais para o final da mamada, o leite
apresenta maior valor energético, devido a maior concentracdo de gordura. Desta forma, o total
esvaziamento de uma mama ¢ importante para que o lactente absorva todos os nutrientes
necessarios a sua formagao e em quantidades adequadas (Brasil, 1997).

Estima-se que a cada ano cerca de 1 milhdo de criangas de paises em desenvolvimento
morram vitimas de diarréia, infec¢des respiratorias agudas e outras doencas infecciosas devido
ao fato de ndo terem sido devidamente amamentadas ao peito (Brasil, 1997). O problema da ma
nutricdo ¢ tdo grave que a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) recomenda que maes
portadoras de HIV, que vivem em paises em desenvolvimento € ndo possuem recursos para
aquisi¢ao de formulas infantis, déem leite materno para seus filhos. No entanto, é recomendado o
aquecimento do leite de modo a inativar, pelo menos em parte, a carga viral (Israel-Ballard et al.,
2006). Esta pratica, no entanto, ndo é aconselhada em paises desenvolvidos, como os Estados

Unidos (Warner e Sapsford, 2004; Gartner et al., 2005)

1.2 Bancos de Leite Humano (BLH’s)

Apesar dos beneficios relacionados ao aleitamento, muitas maes nao podem, ou ndo
querem, amamentar seus filhos (Rechtman et al., 2006). Assim, para atender a necessidade de
lactentes impossibilitados de serem amamentados pela propria mae, tornou-se crescente a
necessidade de leite humano ordenhado para suprir a demanda, porém exigiu-se a utilizagdo de
técnicas adequadas de coleta, processamento e controle de qualidade (Brasil, 1998). Segundo
Almeida (1999), os BLH’s sao um dos 6rgaos mais importantes em favor da amamentagao. Estes
apresentam os seguintes objetivos:

— Coleta de leite materno para manutencdo de estoques regulares de modo a suprir as
necessidades dos lactentes;

— Distribui¢do do leite para maternidades e hospitais infantis, sempre respeitando a ordem de
prioridade;

— Orientagao as doadoras, no caso da coleta domiciliar;
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— Melhores condigdes de atendimento médico, nutricional e social as maes doadoras e seus
filhos, bem como atendimento de recém-nascidos prematuros, de baixo peso, criangas
imunologicamente deficientes e alérgicas a outro tipo de leite.

Os BLH’s foram criados no Brasil como uma forma de frear o desmame precoce, que
ocorria, principalmente, pela substituicdo do leite materno por férmulas comerciais (Almeida,
1999). O Brasil possui a maior rede de BLH’s do mundo, contando em 1° de agosto de 2007 com
185 bancos de leite e 17 postos de coleta cadastrados (Rede Brasileira de Bancos de Leite
Humano, 2007).

De modo a garantir a qualidade do leite fornecido as criangas, as doadoras devem ser
sadias e ter uma quantidade de secregdo lactea superior a necessidade de seu filho, além de doar
o excedente por livre e espontanea vontade (Brasil, 1998; Galhardo et al., 2002).

Existem trés técnicas de ordenha (extragao) do leite: a manual, com bomba ¢ mecanizada.
O tipo de técnica utilizada pode estar diretamente relacionada com a contaminagdo do leite
materno. O método manual, por exemplo, mesmo sendo mais simples de todos, pode vir a causar
fissuras nas mamas da doadora e se esta ndo possuir o habito de lavar as maos antes de coletar o
leite, pode contaminé-lo (Brasil, 1997).

Qualquer que seja o tipo de extracdo utilizado, esta deve sempre ser precedida de limpeza
das maos (lavagem com agua e sabao) e o material que ird receber o leite deve ser esterilizado. A
limpeza ¢ muito importante, pois, devido ao fato da pele humana conter intimeros
microrganismos, esta pode causar contaminac¢do secunddria do leite (Brasil, 1997).

Uma vez ordenhado, o leite materno pode ser armazenado por até 24 horas sob
refrigera¢do ou por até 15 dias caso congelado (Martins Filho, 1987; Brasil, 1998). Atualmente,
o uso de leite humano nao tratado, ou cru, ¢ praticamente inexistente. Uma exceg¢do seria o que
ocorre na Alemanha, onde a saude das doadoras ¢ monitorada pelos funcionérios do banco de
leite a cada 2 meses (Tully et al., 2001).

O controle de qualidade tem como objetivo obter um produto cuja qualidade permanega
desde a coleta até seu consumo, a baixo custo e com o minimo de risco para o consumidor.
Dessa forma, caso o leite humano ordenhado seja coletado e armazenado sob condi¢des
higiénico-sanitarias insatisfatorias, o produto pode apresentar microrganismos, reduzindo o valor

nutricional e a qualidade do leite (Novak, 2001).
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1.3 Biota contaminante

Da mesma forma que o leite materno constitui um alimento ideal para lactentes, uma vez
que a sua composicdo apresenta todos os nutrientes necessarios, este pode constituir um
excelente meio de cultura para os microrganismos, assim que esgotarem os fatores de defesa
antimicrobiana intrinsecos (Almeida, 1986; Jay, 1994, Rede Nacional de Bancos de Leite
Humano, 2004; Rozolen et al., 2006).

A microbiota do leite pode ainda ser classificada quanto a sua patogenicidade, em normal
(ou saprofita) e patogénica. A normal ou saprofita impede a instalacdo de microrganismos
patogénicos no organismo da crianca (Brasil, 1998). Bactérias da biota normal, juntamente com
as do grupo coliformes, E. coli, bolores e leveduras, podem ser consideradas como
microrganismos indicadores. Assim, quando presentes, podem indicar ocorréncia de
contaminagdo fecal, presenga de patdogenos ou estagio de deterioracao do leite. Também podem
indicar condi¢des higiénico-sanitarias inadequadas durante o processamento ou armazenamento
(Rozolen et al., 2006).

Coproculturas de criangcas amamentadas exclusivamente com leite materno indicam a
presenca de bactérias dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium (B. bifidum, B. longum e B.
infantis). Ja as criangas desmamadas, apresentam predominio de enterobactérias (Brasil, 1998).
Reviriego et al. (2005) citam que, normalmente, um pequeno espectro de bactérias gram
positivas ¢ isolado do leite materno. Estas incluem estafilococos, estreptococos, micrococos,
lactobacilos e enterococos. O fato dos mesmos grupos de bactérias serem isolados a partir do
leite de mulheres sadias de diferentes areas geograficas sugere que estes constituam a microbiota
natural deste fluido.

Os microrganismos patogénicos merecem destaque, principalmente quando se trata de
leite materno. Manipulagdo ou procedimentos higi€nico-sanitarios inadequados podem acabar
contaminando o leite, trazendo muitos prejuizos ao lactente (Brasil, 1998). Estas formas de
contaminagdo geralmente refletem condi¢des precarias de higiene durante a producao,
armazenagem e mesmo durante o manuseio doméstico (Franco e Landgraf, 2003). No caso de
bebés prematuros, infec¢des ocasionadas por microrganismos (Staphylococcus aureus e
Streptococcus spp.) transmitidos pelo leite humano ja foram relatadas (Warner e Sapsford,
2004).
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Gava (1985), Franco e Landgraf (2003) e Pelczar (1997) citam que as doengas de origem
alimentar, associadas a microrganismos, sdo divididas em duas categorias: as intoxicagdes
alimentares e as infec¢des alimentares.

As intoxicagdes ocorrem quando o alimento ingerido possui toxinas que foram
produzidas por microrganismos durante sua preparagao. Deste modo, o aparecimento de um
quadro de enfermidade ndo estd relacionado com a ingestdo de células vidveis, mas sim com a
ingestdo de alguma toxina (Gava, 1985; Franco e Landgraf, 2003; Pelczar, 1997). Um exemplo
seria a ingestdo da toxina produzida por S. aureus. Esta toxina ¢ termorresistente e, assim,
durante o processo de cozimento a bactéria pereceria, mas ela permanece ativa. Deste modo,
quem consumisse este alimento adoeceria mesmo nao havendo bactérias viaveis presentes nele.

A doenga seria causada pela toxina (Jay, 1994; Franco e Landgraf, 2003; Pelczar, 1997).

1.4 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus (de staphyle = uva) foi originalmente isolado do pus humano
por Robert Koch em 1878, sendo que em 1884, Rosemberg caracterizou o S. albus e o S. aureus
devido a caracteristicas de pigmentagdao que estas espécies apresentam (Evangelista, 1992). Até
1974 o género contava com apenas estas duas espécies, porém estudos de quimiotaxonomia e
hibridizacdo de 4cido nucléico revelaram a existéncia de 28 espécies e sete subespécies (Logan,
1994).

S. aureus sao cocos Gram-positivos nao-modveis, aparecendo sozinhos, em pares ou
formando tétrades ou agrupamentos semelhantes a cachos de uva. Também sdo catalase positivos
e coagulam o plasma, transformando a protrombina em trombina, ativando a formacgao de fibrina
a partir do fibrinogénio, ou seja, sdo coagulase positivos. Esta caracteristica ¢ utilizada como um
importante marcador de patogenicidade, que diferencia esta espécie das demais (Krieg et al.,
1984; Evangelista, 1992; Siqueira, 1995; Trabulsi, 1999; Franco e Landgraf, 2003). Entretanto,
nem todas as cepas coagulase positivas produzem toxinfecg¢des alimentares (Jay, 1994).

De acordo com Krieg et al. (1984), cepas incomuns que possuem capsulas ou
pseudocapsulas podem apresentar maior viruléncia do que cepas desprovidas deste involucro. Ja
Trabulsi (1999), cita que os seguintes fatores contribuem para a sua viruléncia: presenca de

capsula; peptidoglicano; acidos teicoicos; proteina A e adesinas.
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Anaerobios facultativos, crescem mais rapidamente sob condi¢des aerdbias. A maioria
das cepas desenvolve-se bem em meios contendo concentracdo de NaCl por volta de 10% e em
temperaturas entre 18 e 40°C (Krieg et al., 1984; Franco e Landgraf, 2003; Tortora et al., 2000).
Sao relativamente susceptiveis ao calor e a agentes desinfetantes. Deste modo, a presenca de S.
aureus ou de suas toxinas em alimentos processados ou em equipamentos de processamento,
normalmente indica problemas de higiene na fabricagdo ou manipulagdo (Bacteriological
Analytical Manual Online, 2007).

E o agente mais comum de infecgdes piogénicas (localizadas tanto na pele como em
regides mais profundas) além de causar varios tipos de intoxicacgdes, a partir de um processo
infeccioso, sindrome da pele escaldada, impetigo bolhoso, ou ndo, como intoxicacdo alimentar
ou sindrome do choque téxico (Evangelista, 1992; Trabulsi, 1999; Tortora et al., 2000; Sousa e
Lencastre, 2004). Segundo Novak et al. (2000), S. aureus emergiu recentemente como o mais
importante patdgeno humano.

Amplamente distribuido na natureza, S. aureus faz parte da microbiota normal da pele e
mucosas de mamiferos e aves (Evangelista, 1992; Logan, 1994; Trabulsi, 1999; Forsythe, 2002).
Em humanos, 10 a 40% apresentam esta bactéria na pele, sendo que ela se localiza,
principalmente, na vulva (60% das mulheres) e fossas nasais (50 a 70% dos que trabalham em
hospitais) (Roitman et al., 1988; Evangelista, 1992; Trabulsi, 1999). E também encontrado na
orofaringe de 35 a 40% dos seres humanos e na boca e saliva em cerca de 10 a 35% (Serafini et
al., 2003; Fagundes e Oliveira, 2004),

Segundo Fetherston (2003), S. aureus ¢ o organismo predominante nos quadros de
mastite. Sua presenga, porém, no leite materno pode ser interpretada como contaminagdo
secundaria a partir da pele e fossas nasais, ou por condi¢des higi€nicas ou sanitarias
insatisfatorias dos utensilios empregados (Serafini et al., 2003; Fagundes e Oliveira, 2004). Além
disso, o leite materno pode abrigar cepas de S. aureus resistentes a meticilina (Sousa e Lencastre,
2004).

A maior preocupacdo quanto a sua presen¢a, no entanto, incide sobre a ocorréncia de
cepas que produzem toxinas, que sdo resistentes a pasteurizacdo (Serafini et al., 2003; Fagundes

e Oliveira, 2004).
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1.5 Enterotoxinas estafilococicas (EST’s)

As enterotoxinas estafilococicas (EST’s) estdo entre as diversas proteinas extracelulares
de baixo peso molecular (25.000 a 30.000 daltons) sintetizadas por S. aureus. A intoxicacao
alimentar causada pelas EST’s ¢ provocada pela ingestdo de toxinas previamente formadas no
alimento contaminado e ndo mantido sob controle térmico apropriado (Trabulsi, 1999; Forsythe,
2002).

Segundo Novak (1999), as enterotoxinas estafilocdcicas sdo proteinas hidrossoluveis e
que apresentam caracteristicas de estrutura, composicdo de aminoacidos e atividades
farmacoldgicas semelhantes. No entanto, possuem resisténcia a enzimas proteoliticas e
propriedades imunoldgicas distintas. Assim, estas sdo divididas em cinco grupos imunologicos
distintos segundo Novak (1999), Trabulsi (1999) e Forsythe (2002): A, B, C, D e E. No entanto,
Jorgensen et al. (2005) citam que, atualmente, sdo conhecidos 18 grupos (SEA, SEB, SEC
[subgrupo SEC;, SEC,, SECs], SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO,
SEP, SEQ, SER e SEU), porém somente as primeiras 8 foram associadas a surtos de intoxicagdo
alimentar.

Diversos fatores influem na producdo das EST’s, como por exemplo, presenca de
microbiota competidora, atividade de 4gua, temperatura, pH, concentragdo de cloreto de sodio e
tensdo de O,. Cada uma destas caracteristicas apresenta valores especificos para cada EST
(Novak, 1999).

Os sintomas da intoxica¢do variam conforme a sensibilidade do individuo. Porém,
normalmente, ocorrem nduseas, vomitos e colicas abdominais. Quadros mais graves incluem
fezes mucossangiiinolentas, desidratagdo e choque (Novak, 1999).

As EST’s unem-se, nos linfécitos T, ao MHC de classe II, agindo como superantigenos,
pois estimulam a mitose de linfocitos e 0o MHC de classe II (Novak, 1999, Langley et al., 2005).
Determinados fatores, como maior incidéncia de receptores para S. aureus em certas faixas
etarias (como o antigeno de Lewis), infecgdes virais e o fumo (no caso de criangas, passivo),
podem aumentar a ligacdo de S. aureus as células e, por conseqiiéncia, produg¢do de toxinas
(Blackwell et al, 2002).

Estas toxinas sdao termoestaveis, podendo veicular-se mesmo por alimentos cozidos
(Evangelista, 1992; Trabulsi, 1999; Forsythe, 2002). Segundo Novak et al. (2000), leite

processado de forma inadequada pode permitir um aumento nas contagens de S. aureus,
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possibilitando a producao de EST’s, que podem suportar temperaturas de 100°C por até 30
minutos. Assim, o leite pasteurizado pode estar livre de microrganismos, mas conter EST’s.

Em 1999, Novak pesquisou a presenga de S. aureus resistentes a meticilina em leite
materno ¢ detectou que certas cepas, além de apresentarem resisténcia ao referido
antimicrobiano, cresciam eficientemente no colostro humano, sendo também verificado que estas
liberavam enterotoxinas no leite.

Atualmente, as altas taxas de infec¢des adquiridas em hospitais por criangas recém-
nascidas, principalmente as prematuras, sdo de grande preocupacdo dos profissionais de saude.
Diversos fatores criticos tém-se mostrados associados a este problema, sendo o alimento
consumido por estas criangas, principalmente as formulas infantis e leite materno contaminados,
o veiculo principal de propagag¢do de patdégenos e metabdlitos microbianos nestes quadros
(Carneiro et al., 2004).

No caso do leite materno, a contaminagdo normalmente ocorre devido a infec¢des
maternas e/ou colonizagdo por bactérias oportunistas ou ainda por ordenha, manipulacdo ou
armazenamento erroneos (Carneiro et al., 2004).

Zorgani et al. (1999) e Blackwell et al. (2002) relatam que em mais da metade dos casos
da Sindrome da Morte Subita Infantil (SMSI) toxinas estafilococicas foram encontradas em
amostras de tecidos das criangas mortas. Além disso, Blackwell et al. (2002) citam que as cepas
isoladas de casos de SMSI produzem toxinas que variam conforme as areas pesquisadas. Assim,
na Escocia predominaram SEB e SEC, ja na Hungria, o predominio foi de SEA.

Blackwell et al. (2002) citam que a SMSI ¢ assim diagnostica quando ocorre morte
inesperada da crianga, ndo havendo histérico de doenca que a justifique, além dos exames post
mortem ndo identificarem uma causa da morte adequada. Apesar de todos os esforcos, SMSI ¢
ainda a principal causa de morte entre criancas de 1 semana e 1 ano de vida nos paises
industrializados. Em 86% das criangas que foram vitimadas pela SMSI, a presenga de S. aureus
foi detectada, enquanto que, em criangas sadias, esta percentagem ¢ de 56%.

No entanto, a substituicdo do aleitamento materno, pelas formulas infantis e/ou leites de
outras espécies que ndo a humana ndo ¢ aconselhavel. Esta substituicdo pode comprometer a
saude da crianca, quer nos paises desenvolvidos, com a ocorréncia de doengas alérgicas e
metabolicas, quer nos paises em desenvolvimento, com o aumento da morbidade e mortalidade

entre os menores de um ano (Nejar et al., 2004).
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Enterotoxinas estafilocdcicas em leite materno: Revisao

RESUMO

O leite materno, devido a suas caracteristicas intrinsecas, € um meio extremamente nutritivo para
microrganismos. Dentre eles, destaca-se o Staphylococcus aureus, que além de produzir
infec¢des no organismo humano, produz toxinas, muitas das quais sao termorresistentes. Desta
forma, o leite materno ordenhado que foi manipulado de forma erronea ou submetido a
condi¢gdes de armazenamento nao favoraveis, pode ndo s6 conter o microrganismo em questao,
mas também alguma de suas toxinas. Diversos estudos também fazem uma correlagdo entre
toxinas de origem microbiana com a chamada Sindrome da Morte Subita Infantil. Esta sindrome

caracteriza-se pela morte repentina e sem explicagao aparente de criangas saudaveis.

Palavras-chave: leite materno, Staphylococcus aureus, enterotoxina
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Revisao

O Brasil possui a maior rede de BLH’s do mundo, contando em 1° de agosto de 2007
com 185 bancos de leite e 17 postos de coleta cadastrados (1).

Apesar dos beneficios relacionados ao aleitamento, muitas maes nao podem, ou ndo
querem, amamentar seus filhos (2). Assim, para atender a necessidade de lactentes
impossibilitados de serem amamentados pela propria mae, torna-se crescente a necessidade de
leite humano ordenhado para suprir a demanda. Porém torna-se necessaria a utilizacdo de
técnicas adequadas de coleta, processamento e controle de qualidade (3).

De modo a garantir a qualidade do leite fornecido as criangas, as doadoras devem ser
sadias e ter uma quantidade de secrecdo lactea superior a necessidade de seu filho, além de doar
o excedente por livre e espontanea vontade (3; 4).

Qualquer que seja o método de extracao utilizado para a coleta do leite, esta deve sempre
ser precedida de limpeza das maos (lavagem com agua e sabdao) e o material que ira receber o
leite deve ser esterilizado (5). Uma vez ordenhado, o leite materno pode ser armazenado por até
24 horas sob refrigeracdo ou por até 15 dias caso congelado (3; 6). Atualmente o uso de leite
humano nao pasteurizado € praticamente inexistente. Uma excecdo seria o que ocorre na
Alemanha, onde a saude das doadoras ¢ monitorada pelos funcionarios do banco de leite a cada
dois meses (7).

O controle de qualidade tem como objetivo obter um produto cuja qualidade permanega
desde a coleta até seu consumo, a baixo custo e com o minimo de risco para o consumidor (8).
Da mesma forma que o leite materno constitui um alimento ideal para lactentes, uma vez que a
sua composi¢do apresenta todos os nutrientes necessarios, este pode constituir um excelente
meio de cultura para os microrganismos, assim que esgotarem os fatores de defesa

antimicrobiana intrinsecos (1; 9; 10; 11).
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Os microrganismos patogénicos presentes no leite materno merecem destaque, pois a
manipulagdo ou procedimentos higiénico-sanitarios inadequados podem contaminar o leite,
trazendo muitos prejuizos ao lactente (3). No caso de bebés prematuros, infeccdes ocasionadas
por microrganismos como Staphylococcus aureus e Streptococcus spp. que foram transmitidos
pelo leite humano ja foram relatadas (12).

Segundo Fetherston (13), S. aureus ¢ o organismo predominante nos quadros de mastite.
Sua presenga, porém, no leite materno pode ser interpretada como contaminagdo secundaria a
partir da pele e fossas nasais, ou por condi¢des higi€nicas ou sanitarias insatisfatorias dos
utensilios empregados (14; 15). Além disso, o leite materno pode abrigar cepas de S. aureus
resistentes a meticilina (16). Segundo Blackwell et al. (17), S. aureus ¢ o microrganismo mais
comumente isolado de criangas saudaveis entre 2-4 meses de vida. Destes, mais de 60%
produziu uma ou mais tipos de toxinas.

A maior preocupacdo quanto a presenga de S. aureus, no entanto, incide sobre a
ocorréncia de cepas que produzem toxinas, que sdo resistentes a pasteurizacao (14; 15). Assim,
as intoxicacgoes ocorrem quando o alimento ingerido possui toxinas que foram produzidas pelo
microrganismo durante o preparo. Deste modo, o aparecimento de um quadro de enfermidade
nao esta relacionado com a ingestdo de células viaveis, mas sim com a ingestao de alguma toxina
(18; 19; 20).

As enterotoxinas estafilococicas (EST’s) estdo entre as diversas proteinas extracelulares
de baixo peso molecular sintetizadas pelo S. aureus. A intoxicagdo alimentar causada pelas
EST’s ¢ provocada pela ingestdo de toxinas previamente formadas no alimento contaminado e
nao mantido sob controle térmico apropriado (21; 22). Estas toxinas sdo termorresistentes e
assim, durante o processo de cozimento a bactéria perece, mas as toxinas permanecem ativas

(10; 19; 20).
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Segundo Novak (23), estas enterotoxinas sao proteinas hidrossoluveis e que apresentam
caracteristicas de estrutura, composi¢ao aminoacidica e atividades farmacoldgicas semelhantes.
No entanto, possuem propriedades imunologicas distintas e resisténcia a enzimas proteoliticas.
Assim, estas sao divididas em cinco grupos imunologicos distintos: SEA, SEB, SEC, SED e SEE
(21; 22; 23). No entanto, Jergensen et al. (24) citam que atualmente sdo conhecidos 18 grupos
(SEA, SEB, SEC [subgrupo SEC,, SEC,, SECs], SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL,
SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU), porém somente as oito primeiras foram associadas a
surtos de intoxica¢ao alimentar.

Diversos fatores influem na producdo das EST’s, como por exemplo, presenca de
microbiota competidora, atividade de agua, temperatura, pH, concentragao de cloreto de sodio e
tensao de O,. Cada uma destas caracteristicas apresenta valores especificos para cada EST (23).

Os sintomas da intoxicagdo variam conforme a sensibilidade do individuo. Porém,
normalmente ocorrem nauseas, vomitos e colicas abdominais. Quadros mais graves incluem
fezes mucossangiiinolentas, desidratagao e choque (23).

As EST’s unem-se, nos linfocitos T, ao complexo principal de histocompatibilidade de
classe II, agindo como superantigenos, pois estimulam este complexo, além da mitose de
linfécitos (23; 25). Além disso, caso a resposta corporal as citosinas induzidas por estes
superantigenos ndo for controlada, ha possibilidade de ocorréncia de danos aos tecidos ou
mesmo morte (17).

Determinados fatores, como maior incidéncia de receptores para S. aureus em certas
faixas etarias (como o antigeno de Lewis), infec¢des virais ¢ o fumo (no caso de criangas,
passivo), podem aumentar a ligagdo de S. aureus as células e, por seqiiente, produgdo de toxinas
(17; 26).

Por serem termoestaveis, estas toxinas podem veicular-se mesmo por alimentos cozidos

(21; 22; 27). Segundo Novak et al. (28), leite processado de forma inadequada pode permitir um
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aumento nas contagens de S. aureus, possibilitando a produ¢do de EST’s, que podem suportar
temperaturas de 100°C por até 30 minutos. Assim, o leite pasteurizado pode estar livre de
microrganismos, mas conter EST’s.

Em 1999, Novak (23) pesquisou a presenga de S. aureus resistentes a meticilina em leite
materno e detectou que certas cepas, além de apresentarem resisténcia ao referido
antimicrobiano, cresciam eficientemente no colostro humano, sendo também verificado que estas
liberavam enterotoxinas no leite.

Atualmente, as altas taxas de infecgdes adquiridas em hospitais por criancas recém-
nascidas, principalmente as prematuras, sdo de grande preocupagao dos profissionais de saude.
Diversos fatores criticos tém-se mostrado associados a este problema, sendo o alimento
consumido por estas criangas, principalmente as formulas infantis e leite materno contaminados,
o veiculo principal de propagacao de patégenos e metabolitos microbianos nestes quadros (29).

No caso do leite materno, a contaminagdo normalmente ocorre devido a infecc¢des
maternas e/ou colonizagdo por bactérias oportunistas ou ainda por ordenha, manipulagdo ou
armazenamento erroneos (29).

Blackwell et al. (26), citam que a Sindrome da Morte Subita Infantil (SMSI) ¢ assim
diagnostica quando ocorre morte inesperada da crianga, nao havendo historico de doenga que a
justifique, além dos exames post mortem nao identificarem uma causa da morte adequada. No
entanto, Blackwell et al. (17), citam que ha evidéncias que bactérias toxigénicas possam
desencadear os eventos que levem a esta sindrome.

Apesar de todos os esforcos, SMSI ¢ ainda a principal causa de morte entre criangas de 1
semana ¢ 1 ano de vida nos paises industrializados. Em 86% das criancas que foram vitimadas
pela SMSI, a presenca de S. aureus foi detectada, enquanto que, em criancas sadias, esta

percentagem ¢ de 56% (26).
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Blackwell et al. (26) e Zorgani et al. (30) relatam que em mais da metade dos casos de
SMSI, toxinas estafilococicas foram encontradas em amostras de tecidos das criangas mortas.
Além disso, Blackwell et al. (26), citam que as cepas isoladas de casos de SMSI produzem
toxinas que variaram conforme as areas pesquisadas. Assim, na Escocia predominaram SEB e
SEC, j& na Hungria, o predominio foi de SEA.

No entanto, a substituicao do aleitamento materno, pelas férmulas infantis e/ou leites de
outras espécies que ndo a humana nao ¢ aconselhavel. Esta substituicdo pode comprometer a
saude da crianga, quer nos paises desenvolvidos, com a ocorréncia de doengas alérgicas e
metabolicas, quer nos paises em desenvolvimento, com o aumento da morbidade e mortalidade
entre os menores de um ano (31). Além disso, Blackwell et al. (17), citam que o leite materno
reduz significativamente a ligacdo de patogenos as cé€lulas epiteliais, além de conter IgA e outros

anticorpos especificos que afetam a ligacao das células bacterianas as epiteliais.
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Detecc¢éo de enterotoxinas estafilococicas em leite materno proveniente de Banco de Leite
Humano em Blumenau, Brasil

RESUMO

O leite materno € o alimento ideal ao bebé humano. Porém, devido a diversos fatores, ndo sdo
todas as mées que podem amamentar, sendo necessarios, assim, os Bancos de Leite Humano,
que sdo centros de coleta, tratamento e distribuicdo de leite materno. Este trabalho objetivou a
verificacdo da presenga de Staphylococcus aureus, bem como suas toxinas, em leite materno cru,
pasteurizado e descongelado no lactario. A presenca de estafilococos coagulase positiva
mostrou-se significativamente diferente (p<0,01) entre as amostras, com contagens variando de
7,0x10" a >6,50x10° UFC/mL; 1,0x10" a 1,0x10° UFC/mL e 1,0x10" a 6,0x10* UFC/mL no leite
cru, leite pasteurizado e leite coletado no lactéario, respectivamente. Das cepas isoladas para
identificacdo, S. aureus foi encontrado em 29,1% no leite cru; 27,3% no pasteurizado e em 60%
no coletado no lactario. Ndo foi detectada a presenca de enterotoxinas estafilococicas em
nenhuma das amostras das diferentes etapas. Porém, a contaminacdo do leite pasteurizado e do
lactario por S. aureus, ja é preocupante por si s6, sendo necessarias mais pesquisas para

determinar a real ocorréncia destas toxinas.

Palavras-chave: leite materno, Staphylococcus aureus, enterotoxina

Detecc¢do de enterotoxinas estafilocdcicas em leite materno proveniente de Banco de Leite Humano



Capitulo 3 30

INTRODUCAO

O leite humano, por ser espécie-especifico, € o alimento ideal ao bebé humano (Brasil,
1997; Brasil, 1998; Heikkil4 e Saris, 2003; Bortolozo et al., 2004; Gartner et al., 2005; Rechtman
et al., 2006). Todas as formulagdes substitutas diferem dele, tornando-o superior para a
alimentacdo dos recém-nascidos (Sarkar, 2004; Gartner et al., 2005). Nos paises em
desenvolvimento o aleitamento materno é de grande importancia para a sobrevivéncia de
criangas nos primeiros anos de vida. Estima-se que todo ano cerca de 1 milh&o de criangas
morram de diarréia, infeccBes respiratorias agudas e outras doengas infecciosas, porque nédo
foram adequadamente amamentadas ao peito (Brasil, 1997).

Apesar dos beneficios relacionados ao aleitamento, muitas maes ndo podem, ou ndo
querem, amamentar seus filhos (Rechtman et al., 2006). Para atender a demanda de lactentes
impossibilitados de serem amamentados pela prépria mée, ha a necessidade de leite humano
ordenhado e, assim, de Bancos de Leite Humano (BLH’s) (Brasil, 1998). O Brasil possui a maior
rede de BLH’s do mundo, contando em 11 de abril de 2007 com 181 bancos de leite e 12 postos
de coleta cadastrados (Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano, 2007). Para garantir a
qualidade do leite fornecido as criancas, as doadoras devem ser sadias e ter uma quantidade de
secrecdo lactea superior a necessidade de seu filho, além de doar o excedente por livre e
espontanea vontade (Brasil, 1998; Galhardo et al., 2002).

Da mesma forma que o leite materno constitui um alimento ideal para lactentes, uma vez
que a sua composicdo apresenta todos 0s nutrientes necessarios, este pode constituir um
excelente meio de cultura para 0s microrganismos, assim que esgotarem os fatores de defesa
antimicrobiana intrinsecos (Almeida, 1986; Jay, 1994, Rede Nacional de Bancos de Leite
Humano, 2005; Rozolen et al., 2006).

Reviriego et al. (2005) citam que normalmente um pequeno espectro de bactérias Gram
positivas € isolado do leite materno. Estas incluem estafilococos, estreptococos, micrococos,
lactobacilos e enterococos. Segundo Fetherston (2003), Staphylococcus aureus € 0 organismo
predominante nos quadros de mastite. Sua presenca, porém, no leite materno pode ser
interpretada como contaminacgdo secundaria a partir da pele e fossas nasais, ou por condi¢Bes
higiénicas ou sanitarias insatisfatdrias dos utensilios empregados (Serafini et al., 2003; Fagundes
e Oliveira, 2004). Além disso, o leite materno pode abrigar cepas de S. aureus resistentes a
meticilina (Sousa e Lencastre, 2004).

S. aureus € o agente mais comum de infec¢bes piogénicas (localizadas tanto na pele

como em regiGes mais profundas) além de causar varios tipos de intoxicagdes, a partir de um
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processo infeccioso, sindrome da pele escaldada, impetigo bolhoso, ou ndo, como intoxicacao
alimentar ou sindrome do choque toxico (Evangelista, 1992; Trabulsi, 1999; Tortora et al., 2000;
Sousa e Lencastre, 2004).

As intoxicagdes ocorrem quando o alimento ingerido possui toxinas que foram
produzidas por microrganismos durante sua preparacdo. Deste modo, o aparecimento de um
quadro de enfermidade ndo esta relacionado com a ingestdo de células viaveis, mas sim com a
ingestdo de alguma toxina (Gava, 1985; Franco e Landgraf, 2003; Pelczar, 1997). Um exemplo
seria a ingestdo da toxina produzida pelo S. aureus.

As enterotoxinas estafilocdcicas (EST’s) estdo entre as diversas proteinas extracelulares
de baixo peso molecular (25.000 a 30.000 daltons) sintetizadas pelos S. aureus. A intoxicacao
alimentar causada pelas EST’s é provocada pela ingestdo de toxinas previamente formadas no
alimento contaminado e ndo mantido sob controle térmico apropriado (Trabulsi, 1999; Forsythe,
2002).

Segundo Novak (1999), sdo proteinas hidrossollveis e que apresentam caracteristicas de
estrutura, composi¢do de aminoacidos e atividades farmacoldgicas semelhantes. No entanto,
possuem resisténcia a enzimas proteoliticas e propriedades imunoldgicas distintas. Assim, estas
sdo divididas em cinco grupos imunoldgicos distintos segundo Novak (1999), Trabulsi (1999) e
Forsythe (2002): A, B, C, D e E. No entanto, Jgrgensen et al. (2005) citam que atualmente s&o
conhecidos 18 grupos (SEA, SEB, SEC [subgrupo SEC,, SEC,, SECs], SED, SEE, SEG, SEH,
SEl, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER e SEU), porém somente as primeiras 8
foram associadas a surtos de intoxicacdo alimentar.

Diversos fatores influem na producdo das EST’s, como por exemplo, presenca de
microbiota competidora, atividade de &gua, temperatura, pH, concentracdo de cloreto de sodio e
tensdo de O,. Cada uma destas caracteristicas apresenta valores especificos para cada EST
(Novak, 1999).

Estas toxinas sdo termoestaveis, podendo veicular-se mesmo por alimentos cozidos
(Evangelista, 1992; Trabulsi, 1999; Forsythe, 2002). Segundo Novak et al. (2000), leite
processado de forma inadequada pode permitir um aumento nas contagens de S. aureus,
possibilitando a producdo de EST’s, que podem suportar temperaturas de 100°C por até 30
minutos. Assim, o leite pasteurizado pode estar livre de microrganismos, mas conter EST’s.

Zorgani et al. (1999) e Blackwell et al. (2002) relatam que em mais da metade dos casos

da Sindrome da Morte Subita Infantil (SIDS) toxinas estafilococicas foram encontradas em
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amostras de tecidos das criancas mortas. Nestes casos, as formulas infantis e o leite materno
contaminados sdo considerados o0s principais veiculos de propagacdo destes metabolitos
(Carneiro et al., 2004). Além disso, Blackwell et al. (2002) citam que as cepas isoladas de casos
de SIDS produzem toxinas que variaram conforme as areas pesquisadas. Assim, na Escocia
predominaram SeB e SEC, j& na Hungria, o predominio foi de SEA.

Assim, o objetivo deste trabalho foi 0 de pesquisar a presenca de S. aureus, bem como de
suas toxinas, em leite materno cru, pasteurizado e descongelado no lactario do Hospital Santo

Antdnio em Blumenau, Santa Catarina.

METODOS

As analises foram realizadas no Laboratoério de Microbiologia do Campus Ill da
Universidade de Blumenau (FURB).

Foram avaliadas todas as 40 mdes que doaram leite durante o periodo de execucdo das
analises (agosto a novembro de 2006). De cada doadora foram analisadas amostras de leite ndo
pasteurizado (leite cru), leite apds a pasteurizacdo e do leite descongelado oferecido as criancas
internadas no Hospital Santo Antonio de Blumenau, Santa Catarina.

As amostras do leite cru e pasteurizado foram coletadas no Banco de Leite Humano de
Blumenau e as do leite oferecido aos bebés foram obtidas no momento do descongelamento do
leite no lactario do Hospital Santo Antonio, também em Blumenau. Estas foram encaminhadas
imediatamente ao laboratorio. As amostras foram acondicionadas em embalagens estéreis
préprias dentro de caixas isotérmicas contendo gelo ecoldgico. Ao chegarem ao laboratério,
estas foram mantidas sob refrigeracdo até 0 momento da anélise, em no maximo 30 minutos.

N&o houve contato direto ou indireto (avaliacdo de dados cadastrais) entre o0s
pesquisadores e as doadoras. Isto ocorreu de modo a evitar conclusdes tendenciosas baseadas em
indicadores socio-econdmicos, idade, escolaridade, etc. Assim, todas as doadoras permaneceram

andnimas no tocante a pesquisa.

ANALISES MICROBIOLOGICAS

A anélise microbioldgica utilizou 0 meio de cultura Baird-Parker RPF (BP RPF; REF 44
003, bioMérieux), ocorrendo de acordo com as instru¢des providas pelo manual, normas NF EN
ISO 6888-2 (1999) e NF V 08-057-2 (2004). Este meio de cultura possui a mesma formulacéo do
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meio Baird Parker original, sendo suplementado com fibrinogénio de plasma de coelho (RPF),
que permite a deteccdo da atividade de coagulase.

Desta forma, foram realizadas diluicBes decimais do leite, até 10° para o leite cru e 10"
para o leite pasteurizado e do lactario. Foram transferidos, em duplicata, 1,0 ml de cada uma
destas diluicbes para placas de Petri, que entdo receberam o BP RPF ainda fundido (método
Pour-plate), sendo incubadas invertidas a 36+1°C por 24-48 horas. As unidades formadoras de
colbnia (UFC’s) com caracteristicas tipicas para Staphylococcus aureus foram submetidas a
testes posteriores de coloracdo de Gram e catalase.

Posteriormente, as cepas que obtiveram os melhores resultados para os testes acima
citados foram inoculadas em galerias ID 32 STAPH (REF 32 500, bioMérieux) segundo as
orientacGes do fabricante. Apds o periodo de incubacdo (36+1°C por 24 horas em condi¢oes
aerdbias), as galerias foram lidas com o auxilio do sistema mini API (bioMérieux).

ANALISES DE ENTEROTOXINAS ESTAFILOCOCICAS

Todas as amostras de leite foram pesquisadas para a presenca de enterotoxinas
estafilococicas (EST). Para tanto, foi utilizado o kit VIDAS Staph enterotoxin Il (SET2; REF 30
705, bioMérieux), capaz de identificar e discriminar sete destas enterotoxinas, a saber: SEA,
SEB, SEC,, SEC,, SEC3, SED e SEE. A preparacdo das amostras seguiu as orientacdes do
fabricante para produtos lacteos liquidos, sendo utilizada a concentragdo com acido
tricloroacético (TCA), a qual aumenta a sensibilidade do método de extracdo. Os resultados

foram lidos pelo aparelho mini VIDAS (bioMérieux).

ANALISES ESTATISTICAS

Devido ao fato de ndo serem aceitas contagens de patdgenos no leite apos a
pasteurizacdo, foi realizado o teste de qui-quadrado, que verifica presenca ou auséncia, para
avaliar as contagens nas trés diferentes etapas. Para tanto, utilizou-se nivel de significancia de
99% (p < 0,01) e o programa Statistica® (versdo 6.0). Os dados referentes a0 miniAPI e ao
miniVIDAS nao foram sujeitos a analise estatistica uma vez que estes sdo qualitativos e ndo

quantitativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
PESQUISA DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA
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A Tabela 01 apresenta os resultados para as contagens de estafilococos coagulase positiva
em meio BP-RPF.

Conforme esperado para o leite cru, 100% das amostras apresentaram contagens para
estafilococos coagulase positiva, dados estes que diferem dos encontrados por Israel-Ballard et
al. (2006), onde apenas 6 das 38 amostras analisadas (15,8%) apresentaram-se positivas para S.
aureus.

O numero de UFC/mL apresentou grande variacdo entre as amostras, oscilando entre
7,0x10" a >6,5x10° UFC/mL. Esta variagdo é maior do que a encontrada por Pereira et al. (1995),
que, ao analisarem leite proveniente de 19 mulheres, das quais 9 eram consideradas sadias e 10
apresentavam sintomas clinicos de mastite, verificaram contagens na ordem de 10' a 10
UFC/mL. Osterman e Rahm (2000) ao também analisarem o leite de mulheres com sintomas de
mastite, encontraram contagens de S. aureus que variavam entre 10° a >10°.

A qualidade microbioldgica do leite materno, até 2006, era determinada pela Resolugéo —
RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (ANVISA, 2001). Esta preconizava, entre outros, a
auséncia de estafilococos coagulase positivos em 1 mL no leite pasteurizado. No entanto, com a
aprovacdo da Resolucdo — RDC n° 171, de 04 de setembro de 2006 (ANVISA, 2006), os
subitens referentes as andlises microbiologicas de estafilococos coagulase positiva, de
Salmonella spp. e de aerdbios mesofilos vidveis foram revogados. Assim, o Unico grupo de
microrganismos citado na RDC 171 é o grupo coliformes, ndo existindo padrbes de referéncia
para os estafilococos coagulase positivos. Porém, segundo a norma técnica BLH-IFF/NT- 34.05,
da Rede Nacional de Bancos de Leite Humano de 2005, o processo de pasteurizacdo deve
inativar 100% dos microrganismos patogénicos. Desta forma, qualquer contagem de
Staphylococcus spp. no leite pasteurizado o tornaria impréprio ao consumo.

Assim, a pasteurizagdo mostrou-se efetiva em 27 (67,5%) das 40 amostras de leite
pasteurizado. Nas 12 demais, esta reducéo variou de 98,4 a 99,9%, néo sendo, portanto, efetiva.
Com relacdo a amostra de numero 20, ndo foi possivel determinar a porcentagem de inativacao
de microrganismos, uma vez que as médias das contagens do leite cru foram >6,50x10°
UFC/mL. Porém, a presenca de 1,0x10° UFC/mL no leite pasteurizado ja é suficiente para
descarta-lo.

Ao utilizar o método flash-heat, processo similar a pasteurizagdo, no qual o frasco
contendo o leite € mantido dentro de um recipiente com agua até que esta entre em ebulicéo,
Israel-Ballard et al. (2006) ndo encontraram contaminagdo proveniente de S. aureus no leite

processado.
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Ainda de acordo com a Tabela 01, observa-se que em 11 das 13 amostras com contagens
no leite pasteurizado, ndo houve crescimento bacteriano nas amostras coletadas no lactéario,
incluindo a amostra de namero 20. Isto pode ser decorrente do efeito do congelamento pos-
pasteurizacdo, aliado a células bacterianas estressadas e ao sistema imune inato do leite. No
entanto, quatro amostras apresentaram contagens de estafilococos coagulase positiva, que
variaram de 1,0x10' a 6,0x10*> UFC/mL. Salles e Goulart (1997) reportam a presenca de uma
amostra proveniente de lactario, dentre as 24 analisadas, contaminada com S. aureus (1,0x10°
UFC/mL)

Das amostras contaminadas, houve contagens no leite pasteurizado nas de numero 02 e
23, sendo que os valores encontrados no leite pasteurizado foram menores que 0s encontrados no
leite coletado no lactéario. Este aumento no nimero de UFC/mL pode ter duas origens. Uma seria
0 crescimento bacteriano ocorrido entre a pasteurizacdo e o congelamento do leite no BLH ou
durante o descongelamento no lactario do hospital. A outra origem seria de contaminagdo pés-
pasteurizacdo mediada por portadores de Staphylococcus spp., que pode ter ocorrido tanto no
BLH quanto no lactario. No caso das amostras 03 e 32, que ndo apresentaram contagens no leite
pasteurizado, a Unica explicacdo possivel seria de contaminacdo pos-pasteurizacdo por meio de
portadores. Salles e Goulart (1997) ao analisarem as maos de manipuladores em dois lactarios de
Florianopolis, encontraram portadores de S. aureus em 1 dos 11 funcionarios do lactario A e em
1 dos 5 funcionarios do lactario B. Petzold (2005) também encontrou portadores de
Staphylococcus spp. ao analisar os funcionarios de um lactério.

Por meio do teste de qui-quadrado (p<0,01), observou-se que ha diferencas estatisticas
entre as amostras de leite dos diferentes tipos. Desta forma, os leites cru, pasteurizado e coletado

no lactéario foram diferentes quanto a presenca de estafilococos coagulase positiva.

DETERMINAQAO POR MINI API

De todas as amostras que apresentaram crescimento em BP RPF, isolou-se pelo menos
uma UFC para identificacdo com auxilio do sistema mini API, sendo analisadas 71 UFC’s
(Tabela 02).

Através da Tabela 02 pode-se observar que os organismos do género Staphylococcus
representaram a maioria das cepas identificadas. No total, 83,6% das cepas isoladas a partir do
leite cru, 90,9% das isoladas do leite pasteurizado e 100% das isoladas do leite coletado no
lactario pertencem a este género. Heikkild e Saris (2003), em um estudo sobre os efeitos
inibitérios da biota comensal do leite sobre S. aureus, detectaram que de 40 amostras de leite
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analisadas, 39 apresentavam-se contaminadas com bactérias do género Staphylococcus, fato
similar ao encontrado neste trabalho. Estes mesmos autores ainda relatam que, das 509 cepas
isoladas a partir do meio de cultura MRS para identificagcdo, 327 (64%) foram identificadas
como espécies pertencentes ao género Staphylococcus. Kawada et al. (2003) também reportam a
presenca de S. aureus no leite cru coletado, porém em apenas 3 das 8 (37,5%) mdes analisadas.
Com relacdo a outras espécies de Staphylococcus, estas foram isoladas em sete das oito maes.
Fetherston (2003) também encontrou baixa ocorréncia de S. aureus no leite de mulheres com
sintomas de mastite. Apenas 2 das 13 mées apresentavam este microrganismo. No entanto, a
presenca de espécies de estafilococos coagulase negativos deu-se em 12 das 13 mées analisadas.

No leite cru, a espécie S. aureus foi identificada em 29,1% dos casos e, a0 compararem-
se estes dados com os obtidos por Serafini et al. (2003), observa-se uma maior ocorréncia de S.
aureus do que os relatados por estes autores (7,3%). A mesma situacdo ocorre ao serem
analisados os dados obtidos por Rozolen et al. (2006), que ao avaliarem 90 amostras de leite cru,
encontraram apenas 5 (5,6%) contaminadas com S. aureus. Heikkild e Saris (2003) também
reportam valores baixos de S. aureus isolados a partir do leite cru, apenas 1,8%.

Com relacdo a presenca de S. epidermidis, os dados de Serafini et al. (2003) identificaram
este microrganismo em 20,6% das amostras isoladas e Heikkila e Saris (2003) os identificaram
em 50% das cepas.

Outras espécies do género Staphylococcus, como S. capitis, S. caprae e S. chromogenes,
também foram encontradas no leite cru. Heikkild e Saris (2003) identificaram S. capitis em 2,9%
das cepas.

Houve ainda a presenca Kocuria rosea, Micrococcus spp. € M. lylae (10,9% das cepas
isoladas). Kawada et al. (2003) citam a presenca de espécies de Micrococcus em 3 das 8 mées
investigadas. Petzold (2005) cita a presenga de manipuladores de leite em BLH portadores de
espécies de Micrococcus.

No tocante ao leite pasteurizado, 27,3% das cepas foram identificadas como S. aureus e
9,1% como S. intermedius. Esta espécie ndo havia sido identificada no leite cru e também nao foi
encontrada no coletado no lactério e os perfis fornecidos pelo MiniAPI mostraram-se duvidosos.
Isto indica possivel uso de cepa estressada ou de suspensdo ndao homogénea. Ainda foi
identificada no leite pasteurizado uma terceira espécie, a K. rosea

Similarmente ao que aconteceu com o leite cru, os dados de Serafini et al. (2003)

mostram niveis de S. aureus inferiores (2,7%) no leite pasteurizado aos encontrados no presente
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trabalho. Ainda segundo Serafini et al. (2003), foram encontrados S. epidermidis, em 20,6% das
amostras, e S. lugdenensis, em 2,7%.

Ja as cepas isoladas a partir do leite proveniente do lactario do Hospital Santo Antdnio,
100% pertenciam ao género Staphylococcus, sendo que 60% delas eram da espécie S. aureus.

DETERMINACAO DE TOXINAS

Todas as 120 amostras foram pesquisadas quanto a presenga de EST’s. Apesar das altas
contagens de UFC’s encontradas no leite cru, nenhuma amostra de nenhuma das etapas avaliadas
apresentou-se contaminada com estas toxinas.

Novak et al. (2000) estudaram 500 amostras de leite provenientes de 5 BHL’s brasileiros.
Destas amostras, isolaram 40 cepas de S. aureus resistentes a meticilina, das quais duas eram
produtoras de enterotoxina estafilocdcica B. Estes autores detectaram a presenca de
enterotoxinas estafilococicas em colostro humano, no entanto, este foi intencionalmente
inoculado com as cepas isoladas que produziam toxinas, de modo a determinar-se a viabilidade
do crescimento e producdo de toxinas no colostro. Assim, determinram que em 5 horas de
cultivo a 37°C as contagens ja atingiam 1,9x10°> UFC/mL, ocorrendo inclusive liberacdo de
enterotoxina no meio.

Novak et al. (2000) também salientam que a deteccdo de toxinas foi dependente do uso
de culturas frescas (nédo estressadas), de metodologia com grande sensibilidade (0,5ng/mL) e da
auséncia de competidores no colostro utilizado. Estes ainda afirmam que as cepas de S. aureus
produtoras de toxinas sdo extremamente variaveis no tocante a freqiiéncia de isolamento e tipo
de toxina produzida.

Vernozy-Rozand et al. (2004) avaliaram o método de precipitacdo baseado no TCA frente
ao método tradicional de concentragdo por dialise para diversos produtos lacteos. A deteccdo das
enterotoxinas foi realizada por dois métodos: VIDAS SET2 e Transia Plate. Os dados referentes
ao leite pasteurizado adicionado de concentracdes conhecidas de SEA, SEB, SEC,, SED e SEE
mostraram que o método do TCA utilizando o foi mais sensivel e reprodutivel do que o de
concentracdo por diélise. Este método, em conjunto com o VIDAS SETZ2, além de ter detectado
mesmo as menores concentracbes de enterotoxinas adicionadas ao leite, ndo apresentou
resultados falso-positivos, falso negativos ou mesmo discrepantes.

Hennekinne et al. (2006), ao avaliarem produtos lacteos utilizando outra metodologia de
extracdo, também citam a especificidade do Vidas SET2. Além disso, apontam o fato deste kit
n&o produzir resultados falso-positivos.
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Ao analisarem o leite de 73 mulheres, Harrison et al. (2004) detectaram que todas as
amostras foram positivas para IgA contra SEC. Também foi detectada uma correlacdo entre os
niveis de IgA no leite e na saliva dos bebés. Assim, uma diminui¢do da IgA no leite materno
acarretava uma aumentos nestes niveis na saliva, com uma espécie de compensacao.

Os anticorpos presentes no leite materno podem neutralizar a atividade de toxinas
bacterianas produzidas por patdgenos gastrintestinais, inibindo a ligacdo aos receptores
intestinais (Harrison et al., 2004).

Sabe-se que, apesar das EST’s serem produzidas principalmente por S. aureus, outras
especies coagulase negativas do género, como o S. intermedius e S. hyicus, também podem
produzi-las, ndo podendo sua presenca ser desconsiderada ou desvalorizada (Adesiyum et al.,
1984; Hirooka et al., 1988; Jargensen et al., 2005, Loncarevic et al., 2005). No caso da espécie S.
intermedius, em 1971, esta j& havia sido reconhecida como agente causadora de um surto
(Breckinridge e Bergdoll, 1971).

CONCLUSAO

As anélises microbiol6gicas mostraram niveis altos de S. aureus no leite cru. Apesar do
leite pasteurizado também ter apresentado contagens para o referido microrganismo, a
pasteurizacdo foi efetiva em 67,5% das amostras. JA o leite coletado no lactario apresentou
contaminacdo em apenas 4 amostras. Estatisticamente, todas as amostras diferiram entre si.

Com relagédo aos microrganismos identificados pelo sistema mini Api, 83,6% das cepas
isoladas a partir do leite cru, 90,9% das isoladas do leite pasteurizado e 100% das isoladas do
leite coletado no lactario pertenciam ao género Staphylococcus. A espécie S. aureus estava
presente em 29,1%; 27,3% e 60% das cepas isoladas dos leite cru, pasteurizado e do lactério,
respectivamente.

A pesquisa de enterotoxinas estafilococicas (EST’s) mostrou que, apesar da alta

contaminacéo inicial por S. aureus, nenhuma das amostras apresentava-se contaminada.
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Tabelas

Tabela 01: Valores médios das contagens de Staphylococcus coagulase positiva em meio BP-RPF, nas trés etapas de

processamento do leite materno.

N° Contagens (UFC/mL) N° Contagens (UFC/mL)

amostra Cru Pasteurizado - Lactario || amostra Cru Pasteurizado = Lactario
01 3,310* 6,0x10* 0 21 1,00x10° 0 0
5 4 ixio? 6 0x0! sooxic? | 22 2 21167 R — —
03 2,0x10° 0 1,50x10° | 23 1,39x10° 1,0x10° | 3,0x10"
5 50 5 . o 20:0° R —
05 2,8x10* 0 0 25 2,2310° 0 0
5 5 a0 3 000" . 2 5 70x00" SR — —
07 9,0x10° 9,0x10* 0 27 5,49x10* 0 0
o G 5 0x0! . 28 T33:00° oot [ —
09 1,5x10° 0 0 29 1,0710° 0 0
= 70 5 . % 3 0510° TR — —
11 2,5x10° 0 0 31 2,68x10* 1,0x10! 0
> 5 00" 5 . » 730" . oot
13 1,1x10° 0 0 33 4,53x10* 1,0x10! 0
14 5 607 5 . y o510 SR — —
15 1,8x10" 0 0 35 7,00x10" o | 0o
r 80" 5 . % T50:00° ooxist —
17 6,2x10° 0 0 37 3,30x10* 0 0
= 30 55107 . ” 2 30:10° SR — —
19 7,3x10 7,7x10° 0 39 6,01x10° o | 0o
5 S L Oxi0" . 4 > 50x10? TR—— —
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Tabela 02: Identificacdo das cepas isoladas do meio BP RPF de amostras de leite cru, pasteurizado e coletado no

lactério.
%
Microrganismo
Cru Pasteurizado Lactario
Kocuria rosea 3,6 9,1 --
Micrococcus lylae 10,9 - -
Micrococcus spp. 1,8 - -
Staphylococcus aureus 29,1 27,3 60,00
Staphylococcus capitis 3,6 - -
Staphylococcus caprae 3,6 - -
Staphylococcus chromogenes 3,6 -- --
Staphylococcus epidermidis 7,3 - -
Staphylococcus intermedius -- 91 -
Staphylococcus spp. 36,4 54,5 40,00
Legenda: --: microrganismo ndo encontrado nesta etapa
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CONSIDERACOES FINAIS

As andlises microbioldgicas mostraram niveis altos de contaminacao de S. aureus no leite
cru. Apesar do leite pasteurizado também ter apresentado contagens para o referido
microrganismo, a pasteurizacao foi efetiva em 67,5% das amostras. Ja o leite coletado no lactario
apresentou contaminacdo em apenas 4 amostras. Estatisticamente, todas as amostras diferiram
entre si.

Com relacdo aos microrganismos identificados pelo sistema mini Api, 83,64% das cepas
isoladas a partir do leite cru, 90,91% das isoladas do leite pasteurizado e 100% das isoladas do
leite coletado no lactario pertenciam ao género Staphylococcus. A espécie S. aureus estava
presente em 29,1%; 27,3% e 60% das cepas isoladas dos leite cru, pasteurizado e do lactério,
respectivamente.

A pesquisa de enterotoxinas estafilococicas (SET’S) mostrou que, apesar da alta

contaminacdo inicial por S. aureus, nenhuma das amostras apresentava-se contaminada.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar trabalhos com as doadoras de leite, de modo a informar as maneiras corretas de

expressar o leite e formas de evitar a contaminacao deste apds expressao.

Verificar a viabilidade econémica da implantacdo de testes de deteccdo de S. aureus do

leite materno oferecido aos bebés.

Pesquisar a presenca de enterotoxinas estafilococicas em mais amostras de leite materno,

por um maior periodo e provenientes de diferentes localidades.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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