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Contaminacéo do leite humano ordenhado por fungos miceliais

Contamination of expressed human milk by mycelial fungi

Franz Reis NovaK, Jo&o Aprigio Guerra de

Resumo

Objetivo: caracterizar os géneros de fungos miceliais encontrj
dos em amostras de leite humano ordenhado, recebidas a parti
coleta domiciliar, pelo Banco de Leite Humano do Instituto Ferna
des Figueira.

Métodos foram estudadas 821 amostras de leite humano org
nhado, obtidas ao acaso, a partir de frascos coletados nos domic
pelas proprias doadoras. Foram realizadas pesquisas de bolor
leveduras e de microorganismos mesofilos. A partir das amostrag
leite humano ordenhado, foram isoladas 48 cepas de fungos mic|
ais, que foram identificadas por técnicas-padréo de laboratdrio.

Resultados as analises microbioldgicas revelaram a ocorrénc
de bolores e leveduras em 43 (5,2%) das amostras, com contad
atingindo a ordem de 8WFC/ml, e foram identificados os microor-
ganismosAspergillusGrupo Niger (6,3%)Aspergillus sp(4,2%),
Paecilomyces sg12,6%),Penicillium sp.(60,4%),Rhizopus sp.
(2,0%) eSyncephalastrum sfil4,5%). Quatro amostras apresenta
vam mais de um tipo de fungo micelial.

Concluséo a presenca de bolores e leveduras no leite huma
ordenhado nos domicilios sugere que as condi¢Bes higi€nicas
local de coleta podem contaminar o leite. Portanto, quando se trata
repasse do produto cru para bebés prematuros hospitalizado
fundamental observar as condi¢gfes de coleta, estocagem e transy
para evitar a presenca e as consequéncias da multiplicagcéo
contaminantes.

J Pediatr (Rio J) 2002; 78 (3): 197-20ikite humano, bancos de
leite, fungos miceliais, micotoxinas, aflatoxinas.
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Abstract

a- Objective: to characterize the genera of mycelial fungi detected
r dein expressed human milk received at the human milk bank of
- Instituto Fernandes Figueira after home collection.
Methods: we studied 821 expressed human milk samples ran-
e- domly obtained from flasks filled by the donors at home. The
liospossible presence of molds, yeasts and mesophilic microorganisms
es avas investigated. A total of 48 strains of mycelial fungi were isolated
de from the human milk bank samples and identified through standard
eli- laboratory techniques.
Results: microbiological analysis revealed the occurrence of
a molds and yeasts in 43 samples (5.2%), with counts reachig 10
ensCFU/ml. The following microorganisms were identifigbpergil-
lus niger group (6.3%)Aspergillussp. (4.2%),Paecilomycesp.
(12.6%), Penicillium sp. (60.4%),Rhizopussp. (2.0%), and
Syncephalastrursp. (14.5%). Four samples showed the presence of
more than one mycelial fungus type.
Conclusions the presence of molds and yeasts in human milk
no manually expressed at home suggests that the hygiene conditions of
do the collection site may contaminate milk. Thus, when hospitalized
dopremature babies receive the raw product, it is very important to
5, éobserve the collection, storage and transport conditions in order to
ortevoid the presence and consequences of contaminants increase.
de
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. Doutor em Microbiologia pela Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Professor nos Cursos de Mestrado e Doutorado em Salde da Mulher e
da Crianga do Instituto Fernandes Figueira - IFF / Fundacdo Oswaldo
Cruz. Membro da equipe do Banco de Leite Humano do IFF.

. Doutor em Saude Publica pelo Instituto Fernandes Figueira — IFF /
Fundacgéao Oswaldo Cruz. Professor nos Cursos de Mestrado e Doutora-
do em Saude da Mulher e da Crianga do Instituto Fernandes Figueira.
Chefe do Banco de Leite Humano do IFF.

. Doutorando em Micologia. Laboratério de Micologia do Centro de Pes-
quisa Hospital Evandro Chagas. Fundag¢édo Oswaldo Cruz.

. Doutor em Micologia. Chefe do Laboratério de Micologia do Centro de
Pesquisa Hospital Evandro Chagas. Fundacdo Oswaldo Cruz.

Artigo submetido em 01.11.01, aceito em 10.04.02.

Introducéo

O banco de leite humano é um centro especializado
responsavel pela promocao do incentivo ao aleitamento
materno e execucao das atividades de coleta, processamen-
to e controle de qualidade de colostro, leite de transicdo e
leite maduro, para posterior distribuigéo, sob prescri¢cdo de
médico ou de nutricionista, a criangas que dele necessitam
como fator de sobrevivéndia
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O Brasil tem hoje a maior rede de bancos de leite microbiota fingica de interesse tecnolégico para preserva-
humano do mundo. Sdo 151 unidades, espalhadas em 2Z:do do leite humano ordenhado, o presente trabalho teve
estados, que beneficiaram, s6 no ano 2000, mais de 80.000como objetivo caracterizar os géneros de fungos miceliais
criancas prematuras e de baixo peso, tendo sido coletadosencontrados em amostras de leite humano ordenhado, vi-
mais de 90.000 litros de leite humano, com aproximada- sando contribuir para a redu¢éo dessa lacuna na literatura.
mente 60.000 doadoras cadastradas no territério nagional

Sob o ponto de vista tecnologico, o leite humano € um
alimento ndo estruturado, pois ndo dispde de nenhum tipo Métodos
de barreira fisica que sirva de obstaculo a penetracdo de O estudo emergiu das atividades de rotina do Banco de
microorganismos contaminantes. Apesar de constituir-se Leite Humano do Instituto Fernandes Figueira — BLH/IFF
no alimento ideal para os lactentes, uma vez que a suae buscou descrever aocorréncia de fungos miceliais em 821
composicéo apresenta todos os nutrientes em quantidade emostras individuais de leite humano ordenhado (LHO),
gualidade necessarios, o leite humano pode ser um excelenprovenientes de 20% das doadoras cadastradas no periodo.
te meio de cultura para toda sorte de microorganismos, umaAs amostras de conveniéncia foram obtidas de forma alea-
vez esgotados seus fatores de protég@deite materno toria, dentre os frascos recebidos de cada doadora ao BLH
obtido de doadoras sadias, submetidas a rigoroso controledo IFF, que se distribuiam por 262 localidades diferentes da
de higiene, é livre de microorganismos patogénicos. Estes, cidade do Rio de Janeiro, no periodo de outubro de 1998 a
guando ocorrem, encontram-se vinculados a fontes de con-janeiro de 2000.

taminag&o externds As doadoras foram orientadas a observar o protocolo
As evidéncias cientificas comprovaram a eficacia e higiénico-sanitario, estabelecido pelo Ministério da Saude,
seguranca da pasteurizacéo do leite humano como processalurante os procedimentos de orderthdma vez ordenha-
de inativacdo de agentes patogérfico®orém, a ocorrén- do, o leite era acondicionado em frascos previamente este-
cia de fungos miceliais em leite humano ordenhado pode serilizados a 121°C por 15 minutos e conservado sob conge-
tornar um problema, caso se destine a ser emprégado lamento entre —-6°C e —10°C, por no maximo 5 dias, no
natura guando se trata de leite da mée para o proéprio filho, congelador da geladeira ou no freezer da residéncia das
como acontece nas UTIs neonatais. doadoras e transportado em caixas isotérmicas, contendo
Os fungos constituem um grupo diversificado de orga- termometro, que registrava as temperaturas maxima e mini-
nismos que apresentam grande importancia ecolégica e Ma-
econdmica. Cerca de 70.000 espécies de fungos ja foram  No BLH-IFF, os frascos foram descongelados e aliquo-
descritas, entretanto, estima-se que o nimero total seja detas retiradas para analise de bolores e leveduras e de
aproximadamente 1,5 milhAdEsses organismos s&o con- mesdfilos. Como a coleta ndo foi acompanhada, informa-
siderados de grande importancia por varias razdes: sédo os;0es como horarios, periodos de lactacéo, e se o leite era de
decompositores primarios em todos os ecossistemas terresinicio ou de final da extragdo nédo foram considerados.

tres, constituem importantes associa¢des simbidticas com  As analises microbioldgicas foram realizadas no labo-

plantas vasculares (micorrizas), constituem a avassaladoraratério de controle de alimentos do Instituto Fernandes

maioria dos patégenos de plantas, oferecem sistemas genéfigueira, e a identificagéo das cepas de fungos miceliais foi

ticos para os biologistas moleculares, e s&o cruciais para arealizada no laboratério de micologia do Centro de Pesqui-

biotecnologia industrid sa Hospital Evandro Chagas-CPqHEC, ambos da Fundagéo
Todavia, sdo indesejaveis nos alimentos, porque sdo Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro — RJ.

capazes de produzir uma grande variedade de enzimas que,  As pesquisas de bolores e leveduras foram realiziadas
agindo sobre os mesmos, provocam sua deterioracéo. Alémacordo com o método descrito por Marvin (1976). Aliquo-
disso, muitos fungos podem produzir metabolitos tOxicos  tas de 1,0 ml do leite e de suas diluigdes decimais foram
quando se multiplicam. Esses metabdlitos recebem a deno-semeadas em duplicata, pela técnigaale plate em agar
minagdo genérica de “micotoxinas” e, quando ingeridos dextrose batata (Merck). Apos a solidificacéo do meio, as
com os alimentos, causam alteracdes biologicas prejudici- placas foram incubadas a 25°C por cinco dias. Foram
ais, que véo desde alergias até a carcinog&nese contadas as coldnias, e os resultados expressos em unidades
Como os bolores ocorrem em grande escala na naturezaformadoras de coldnias por mililitro (UFC/ml).

asuapresengano leite humano ordenhado pode servircomo  As bactérias meséfilas foram pesquisadas de acordo
indicio de contaminag&o advinda do meio externo. A pre- com o método descrito r@ompendium of methods for the
senca desse grupo de microorganismos no leite traz consi-mjcrobiological examination of foo#& Aliquotas de 1,0
go, além do problema da deterioracdo, a possibilidade dam| do leite e de suas diluicdes decimais fram selecionadas
produgéo de micotoxinds e semeadas em duplicata, pela técnicpaie-plate em

A contagem de bolores e leveduras é usada como parteagar padrédo (Merck). Apos a solidificacdo do meio, as
do critério microbioldgico de alimentos lacteos em todo o placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. Foram conta-
mundd®. Como a literatura carece de informacdes sobre a das as colonias, e os resultados expressos em UFC/ml. As
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contagens de mesoéfilos foram realizadas por apresentaremamostras de leite humano ordenhado, que ndo ocasionou
relacéo direta com a populacéo total de microorganismos nenhuma alteragdo narotina das doadoras do banco de leite
presentes e que poderiam guardar uma certa proporcionali-do IFF, e as amostras foram utilizadas apenas para as
dade com a populacdo de fungos miceliais, caso amboscontagens microbianas e para o isolamento das cepas de
tivessem a mesma fonte de contamin&gao fungos miceliais.

O isolamento inicial dos fungos miceliais foi feito a Osdados referentes ao perfil sociocultural das doadoras
partir das placas com crescimento de bolores e leveduras.foram obtidos diretamente do cadastro eletrénico do BLH-
Foram selecionadas colbnias tipicas de fungos miceliais e IFF, ndo havendo necessidade de consulta aos prontuérios
feitas semeaduras em 4gar dextrose batata, incubando-se para coleta de dados adicionais, nem de contato entre os
25°C por 3-5 dias. As culturas puras isoladas foram manti- pesquisadores e as doadoras, de modo que elas nunca
das em tubos com 0 mesmo agar inclinado, até o momentofossem identificadas. Considera-se, portanto, que as doa-
da identificagéo. doras ndo foram submetidas a nenhum tipo de risco.

A identificacdo dos fungos miceliais foi realizada a
partir das col6nias obtidas no isolamento primario, que
foram repicadas para agar Sabouraud e mantidas em tempe-
ratura ambiente. Apés a obtencao de crescimento, as colo-
nias com no minimo 10mm de diametro foram empregadas Resultados

para o preparo de laminas para microscopia direta, utilizan- -~ relacdo ao perfil sociocultural das doadoras, ob-

do-se como corante o lactofenol de Am;an elou azul de geryoy-se que o grupo era composto por nutrizes pertencen-
algodao, e como clarificante, NaOH a 10%. Desta forma, (e 4 diversas classes socioculturais, com idades variando

pode-se observar as estruturas morfologicas dos fungos. O pre 13 e 45 anos, das quais 2,1% apresentavam mais de 40
fragmentos foram observados sob microscopia, e as morfo—anos' e 13,7% tinham idades que variavam entre 13 e 19
logias comparadas com as descritas em publicagdo especiyngs. Ao considerar-se a escolaridade, observou-se que
alizada?®. 334 (40,7%) doadoras possuiam primeiro grau, 254 (30,9%)

A andlise estatistica foi dividida em duas etapasdo segundo grau, e 233 (28,4%) terceiro grau.
a primeira o estudo da distribuicdo de freqliéncia para se  pas 821 amostras de LHO analisadas, 43 (5,2%) apre-
estudar o perfil sociocultural das doadoras, e a segunda, 0Osentaram contaminaco com 48 cepas de fungos miceliais.
teste de correlacdo entre as analises das contagens derés amostras apresentaram duas cepas, € uma amostra trés
fungos miceliais e mesdfilos, empregando-software cepas, com aspectos macroscépicos diferentes.
System Analysis Statistic@BAS) versdo 6.11, do SAS Como pode ser observado na Figura 1, os resultados

Institute Inc., Cary, NC, EUA. revelaram a ocorréncia de bolores e leveduras, com conta-
Com relagéo aos aspectos éticosabalho foi baseado  gens atingindo a ordem de310FC/ml, e dos seguintes

nas diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisasnicroorganismosAspergillusGrupo Niger (6,3%)Asper-

envolvendo seres humanos (resolugdo CNS 198196) gillus sp.(4,2%),Paecilomyces sg12,6%),Penicillium

Apbs sua avaliagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa dosp. (60,4%),Rhizopus sp(2,0%) eSyncephalastrum sp.

Instituto Fernandes Figueira, deu-se inicio a obtencéo das (14,5%).

Log. UFC/ml
o = N W~ 0o O N

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43
Numero de amostras

‘ O Mesdfilos B Bolores e leveduras ‘

Figura 1 - Contagens de bolores e leveduras e de mesofilos encontrados nas amostras de
leite humano
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Ao estudar-se a correlacdo entre as contagens de bolo-presenca de bolores e leveduras em 11,7% das amostras
res e leveduras com as populacdes totais representadagstudadas.
pelas contagens de mesdfilos, o coeficiente de correlacdo
(r) encontrado foi igual a 0,55, com limite de confianca
95%: 0,32 <R < 0,72, ndo indicando uma forte correlacao
entre esses dois grupos.

No presente estudo, as ordenhas foram conduzidas
pelas proprias doadoras em suas residéncias, e pode-se
imaginar que as condi¢Bes higiénicas das doadoras ou do
local de coleta também tenham concorrido para a presenca
de tais contaminantes, uma vez que nao constitui motivo de
: ~ davida a influéncia que o meio ambiente exerce sobre a
Discussao . P :

. i qualidade do LHO, sendo essa influéncia amplamente dis-

O leite humano ordenhado, mesmo sendo obtido de cytiga por Assis, ja em 1981 No banco de leite humano
mulheres sadias, com todas as medidas de assepsia, podgo |nstituto Materno-Infantil de Pernambuco, a analise de
apresentar contaminantes considerados normais. Entretan- 143 amostras de LHO revelou uma melhor qualidade
to, a presencga de fungos miceliais de diferentes eSpéCieSmicrobiolégica do leite coletado no BLH em relagdo ao

sugere que as condices higiénico-sanitarias no momento|etado no alojamento conjunto e no domicilio das doado-
da obtencéo do leite ndo foram aquelas preconizadas. ral

Os resultados do presente estudo revelaram a presenca Almeida, em 198% observou a ocorréncia de bolores e
de bolores e leveduras em apenas 5,2% das amostras, CONkyeduras em 69,4% das amostras de LHO coletadas no
contagens atingindo a ordem dé LC/ml, 0 que sugere  |nqtityto Fernandes Figueira, com contagens atingindo a
que as doadoras, na sua grande maioria, estdo seguindo a§y4em de 16 UFC/mI. Foram efetuadas modificacdes na
recomendagoes de coleta e armazenamento do leite ordeygcnica de coleta e as contagens foram repetidas, revelando
nhado. reducéo naincidéncia desses microorganismos para 16,7%

E provavel que os esporos de fungos existentes nosdas amostras e contagens inferiores a 3,GJET/m.
alimentos manipulados pelas doadoras sejam a fonte dos
fungos encontrados no LHO, j& que eles sdo muito seme-
Ihantes aos encontrados por outros pesquisadores em dife
rentes alimentos.

A ocorréncia de fungos no LHO pode ter relacdo direta
com habitos culturais, mostrando que o simples ato de lavar
‘as maos de forma adequada ainda ndo € completamente
difundido em nosso meté.

d Em um e_sFu'dodsog[e ?Dmllcro?lpta;)de m%ntelgas veggr; A maioria das infec¢Bes cutaneas causadas por fungos
as ho municipio de >ao Faulo, 1ol 0bservado que €m 247 o 44 re|acionada com os dermatofitos, que incluem diferen-
das amostras foi detectada a presenc¢a dos seguintes fungosi'

. L X es espécies dos génengiicrosporum, Trichophytore
Cladosporiumem 18%Penicilliumem 12% Geotrichum . . . < -~
. . Epidermophytonque causam varias manifestacdes clini-
em 8% Aspergillusem 6%, €lrichodermaem 694°. P phyond ¢

cas, conhecidas como dermatofitoses ou thieBsngos
Alexandre et al. (1996) investigaram 71 amostras de desses géneros ndo foram encontrados no presente estudo.

frutas desidratadas comercializadas em Santiago do Chile e

observaram que 45 (73,8%) apresentavam desenvolvimen-

tos de fungos, dos quaispergillus, Rhizopus, Penicillium

e Mucorforam os mais encontrados.

Os dados obtidos demonstram a importancia do contro-
le da assepsia das maos das doadoras que estejam manipu-
lando alimentos imediatamente antes da coleta do LHO,
uma vez que os esporos dos fungos contidos nos alimentos
Taniwaki et al. (1989), ao analisarem 3 variedades de podem ser transferidos das maos das doadoras para 0 LHO.
magds produzidas no estado de Sao Paulo quanto a microTal afirmativa se baseia no fato de que os fungos identifica-

biota fungica, isolaranCladosporium sp Phoma sp dos no presente trabalho sdo compativeis com aqueles
Fusarium sp, Trichoderma sp Alternaria sp, Phompsia encontrados em diversos alimentos.
sp. ePenicillium sp, além de outros bolores néo identifica-

Apesar dos protocolos distribuidos pelos BLHs orienta-
rem e instruirem as doadoras, ndo pode ser esquecido o

De 30 amostras de farinha de mandioca adquiridas emvalor da orientagéo dada pelos profissionais num relaciona-
diferentes estabelecimentos comerciais de Niterdi, estado mento de presenca face-a-face, lembrando e demonstrando
do Rio de Janeiro, Kraemer et al. (1998) isolaram fungos pequenos detalhes, que sdo cruciais para o sucesso da coleta
filamentosos dos génerAspergillug36,5%) Penicillium do LHO.
(18,2%),Rhizopug10,5%),Paecilomyce$7,1%),Mucor
(5,4%),Neurospora(3,1%),Cladosporium(2,3%),Aure-
obasidium (1,4%), Syncephalastrun{1,1%), Metarrhi-

dos.

Se for considerado que o LHO seré pasteurizado e que
os fungos miceliais, sensiveis a este procedimento, desapa-
zium(0,8%) Trichoderma(0,3%), Trichosporon(0,3%) recerdo, o problema estaria terminado, mas, quando se trata

; o do repasse do produto natura para bebés prematuros
Humicola(0,3%). L .
_ _ . _ hospitalizados, torna-se fundamental observar as condi-
A0 examinarem mlcroblologlcamente 2.533 amostras g(jes de Co|eta, estocagem e transporte para que se possa

de leite de vaca procedentes de 32 propriedades de 18svitar a presenca e as consequiéncias da multiplicacédo de
municipios de S&o Paulo, Costa et(3986) revelaram a  tais contaminantes no LHO.
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