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Resumo

Objetivo: Avaliar a qualidade microbioldgica do leite humano pasteurizado proveniente de um Banco de Leite
Humano do Estado de Sao Paulo.

Métodos: Estudo descritivo conduzido com 29 amostras de leite humano ordenhado pasteurizado (LHOP)
obtidas entre julho de 2015 a margo de 2016 por meio da avaliagdo dos registros da acidez titulavel bem
como da quantificagdo da microbiota heterotréfica (mesdfilos, psicrofilos, termdfilos), coliformes totais e
termotolerantes, fungos filamentosos e leveduriformes e Staphylococcus spp. Realizou-se a avaliagdo dos
parametros fisico-quimicos por meio do potencial hidrogenidnico-pH, teor energético-K e acidez Dornic-°D.
Andlises estatisticas descritivas e bivariadas foram conduzidas.

Resultados: Evidenciou-se nas amostras a presenca de psicrofilos (17,24%), termdfilos (27,59%), mesdfilos
(55,17%), fungos filamentosos e leveduriformes (41,38%) e auséncia de Staphylococcus spp. Detectou-se a
presenca de 82,76% de coliformes no teste presuntivo. Ja no teste confirmativo VB constatou-se a presenca
de 54,16% de coliformes totais e no teste EC 33,33% de coliformes termotolerantes. Os valores de pH e
de K ndo apresentaram oscilagdes, enquanto que, na expressao da acidez entre 3° a 15°D detectou-se
crescimento microbiano. O microrganismo mesdfilo, apresentou correlagdo positiva com variavel da acidez
Dornic (r=0.44;p=0.01).

Concluséo: A partir da avaliagéo da qualidade microbioldgica das amostras de LHOP descartado e consideradas
impréprias para consumo no referido BLH, especificamente com relag&o aos indicadores microbioldgicos das
condicbes de higiene, sugere que a inviabilidade das amostras possam estar associadas as boas praticas de
manipulagéo do alimento.

Abstract

Objective: To assess the microbiological quality of pasteurized human milk from a Human Milk Bank in the
State of Sdo Paulo.

Methods: This is a descriptive study conducted with 29 pasteurized expressed human milk (PEHM) samples
obtained between July 2015 and March 2016 by assessing titratable acidity records as well as quantifying
heterotrophic microbiota (mesophiles, psychrophiles, thermophiles), total and thermotolerant coliforms,
filamentous and yeast-like fungi and Staphylococcus spp. The physical-chemical parameters were assessed
via hydrogen-pH potential, K-energy content and Dornic-°D acidity. Descriptive and bivariate statistical
analyzes were conducted.

Results: The presence of psychrophiles (17.24%), thermophiles (27.59%), mesophiles (55.17%), filamentous
and yeast-like fungi (41.38%) and absence of Staphylococcus spp were evidenced in the sample. The
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presence of 82.76% of coliforms was detected in the presumptive test. In the confirmatory VB test, the presence of 54.16% of total coliforms was found and,
in the EC test, we verified 33.33% of thermotolerant coliforms. The pH and K values did not show oscillations, whereas, in the expression of acidity between
3°and 15°D, microbial growth was detected. The mesophilic microorganism showed a positive correlation with the Dornic acidity variable (r=0.44; p=0.01).

Conclusion: Based on the microbiological quality assessment of the HMB samples discarded and considered unfit for consumption in the HMB, specifically
regarding the microbiological indicators of hygiene conditions, it suggests that the infeasibility of the samples may be associated with good food handling
practices.

Resumen
Objetivo: Evaluar la calidad microbioldgica de la leche humana pasteurizada proveniente de un banco de leche humana del estado de Séo Paulo.

Métodos: Estudio descriptivo realizado con 29 muestras de leche humana ordefiada pasteurizada (LHOP) obtenidas entre julio de 2015 y marzo de 2016
por medio de la evaluacion de los registros de acidez titulable, asi como de la cuantificacion de la microbiota heterdtrofa (mesdfilos, psicrofilos, termdfilos),
coliformes totales y termotolerantes, hongos filamentosos y levaduriformes y Staphylococcus spp. Se realizo la evaluacion de los parametros fisico-quimicos
mediante el potencial de hidrdgeno (pH), valor energético (K) y acidez Dornic-°D. Se llevaron a cabo andlisis descriptivos y bivariados.

Resultados: Se observd en las muestras la presencia de psicrdfilos (17,24 %), termdfilos (27,59 %), mesofilos (55,17 %), hongos filamentosos y
levaduriformes (41,38 %) y ausencia de Staphylococcus spp. Se detectd la presencia del 82,76 % de coliformes en la prueba presuntiva. Por otro lado, en la
prueba confirmativa VB se confirm¢ la presencia del 54,16 % de coliformes totales, y en la prueba EC se verificd el 33,33 % de coliformes termotolerantes.
Los valores de pH y de K no presentaron oscilaciones, mientras que se detectd crecimiento microbiano en la expresion de la acidez entre 3 y 15°D. El
microrganismo mesofilo presentd correlacion positiva con variable de la acidez Dornic (r=0.44; p=0.01).

Conclusién: A partir de la evaluacion de calidad microbiologica de las muestras de LHOP descartadas y consideradas inapropiadas para consumo en el BLH
mencionado, especialmente respecto a los indicadores microbioldgicos de las condiciones de higiene, se sugiere que la inviabilidad de las muestras pueda

estar asociada con las buenas précticas de manipulacion del alimento.

Introducao

A literatura cientifica é bastante consistente ao rati-
ficar o Leite Humano (LH) como sendo a principal
fonte alimentar em recém-nascidos e lactentes.!~%
Dentre os beneficios desta pratica destaca-se o au-
mento da sobrevivéncia, por meio da promogao da
satide e do desenvolvimento infantil, além dos be-
neficios bioldgicos e psicossociais para o desenvol-
vimento do bebé.">” No LH, além de anticorpos,
encontram-se outros fatores com atividade antimi-
crobiana e imunomoduladora, como enzimas, cito-
cinas, componentes do sistema complemento, oli-
gossacarideos, nucleotideos, lipideos e horménios,
que contribuem para a imunidade e maturagio do
sistema imunoldgico do neonato.®'V

Estudiosos da drea de aleitamento materno e
LH apontam que em situagoes de vulnerabilidades
incluindo a prematuridade, internagdes recorrentes
dos recém-nascidos em unidades neonatais, bem
como doencas da mae, ou baixa produgio lictea,
podem gerar dificuldades no estabelecimento e na

71213 Nessas

manutencio do aleitamento materno.
situagdes, o uso do LH doado se transpoe como uma
eficiente op¢io para nutricdo dos recém-nascidos
em condigbes especiais®” e uma forma de manu-
tengao da produgio de leite pelas nutrizes doadoras.

619 Recente revisio sistemdtica que objetivou iden-
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tificar as atividades dos Bancos de Leite Humano
(BLH) evidenciou que as respectivas agdes neles
desenvolvidas repercutem positivamente na promo-
¢do da satide materno infantil, representando uma
estratégia importante de promogao ao aleitamento e
de apoio a amamentagao dos bebés que nao podem
mamar diretamente no peito."” Os autores tam-
bém apontaram que pesquisas sobre os BLH como
promotores da satide materno infantil sio escassas e
mais estudos sao necessdrios para subsidiar estraté-
gias de satide publica em prol da amamentagio."”

Para tanto, a existéncia e a operacionalizacio dos
BLH enquanto servi¢o especializado é crucial para
desencadear a¢oes de promogao, protegio e apoio ao
aleitamento materno bem como pela execugao de ati-
vidades de coleta do LH, processamento, controle de
qualidade e distribuicao."®!” Nesse sentido, o proces-
so da qualidade do leite humano ordenhado (LHO)
abrange desde a ordenha até sua administragio e é
resultante das condi¢oes higiénico sanitdrias adequa-
das. Tal processo é definido por intermédio da avalia-
¢ao conjunta de multiplos parimetros incluindo as
caracteristicas nutricionais, imunolégicas, quimicas e
microbioldgicas, a fim de proporcionar a verificagio
da seguranca do produto final."¢!®

As etapas que envolvem os procedimentos para
a coleta de LHO evidenciam riscos de contamina-
Gao e, portanto, necessitam ser criteriosamente mo-



nitoradas.’1°2» E de responsabilidade do BLH o
fornecimento de LHO invulnerdvel, in6cuo, e que
cumpra a sua fungio como alimento, j4 que a pasteu-
rizagdo inativa 95% dos agentes patogénicos.!'**2)
Em adicio, sua qualidade é circunscrita pelo controle
de inspe¢ao em teste fisico-quimico e microbiolégico
até a liberagao do produto final, sendo que as condi-
coes higiénicas sanitdrias é o parAmetro aceito para
viabilizar sua qualidade microbiolégica.?*2%

As causas de elevagao de microrganismos no LH
podem estar relacionadas as técnicas inadequadas
de coleta, as condigoes de higiene da doadora e dos
utensilios e a manutencio do leite fora da cadeia
de frio. O crescimento de bactérias no LH produz
acidificago e fermentagio o que pode levar a dimi-
nui¢io dos componentes nutricionais e imunoldgi-
cos devido a utilizagao de nutrientes do leite pela
microbiota contaminante e diminuicio dos fatores
imunoprotetores.

Uma vez que o LH é um excelente meio de
cultura e nio dispoe de obstdculo para a flora mi-
crobiana que estd associada com a disponibilidade
e a qualidade do alimento, é de suma importincia
para a sadde materno infantil que as boas préticas
no processo de manipulagao sejam asseguradas para
garantir a sua qualidade."”?>***” Dado a relevancia
do tema, somado a indefensabilidade materno in-
fantil no consumo do LH distribuido por BLH, ¢
que esta pesquisa se faz pertinente.

Embora existam dois estudos prévios, contudo,
ambos abordaram a gestdo do processo de trabalho
das atividades assistenciais e de processamento de
leite humano do BLH sob investigagao nessa pes-
quisa com foco na melhoria da qualidade.®**” No
entanto, ainda permanecem desconhecidas a ava-
liacdo e a qualidade microbiolégica do leite huma-
no pasteurizado do referido BLH. Somado a isso,
uma das diferencas deste estudo ¢ que avaliamos
o crescimento microbiano em diferentes tipos de
temperatura, permitindo a associa¢do da tempera-
tura com o ambiente, armazenamento, com a de-
gradacao do leite, dentre outros parimetros. Nesse
contexto, o presente estudo objetivou avaliar a
qualidade microbioldgica do leite humano pasteu-
rizado proveniente de um Banco de Leite Humano
do Estado de Sao Paulo.

Oliveira C, Lopes-Junior LC, Sousa CP

Métodos

Trata-se de estudo descritivo, feito por meio da ani-
lise e processamento das amostras de LHO obtidas
em 2015/2016 no BLH vinculado 2 Irmandade da
Santa Casa de Misericérdia de Sao Carlos, Sao Paulo,
Brasil. Este estudo obteve aprovagio do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao
Carlos - UFSCar, sob parecer n°: 1.8088.916 de 12
de maio de 2015, estando em consonincia com as
normas regulamentadoras contidas na Resolucio
466/12 do Conselho Nacional de Satide no que
diz respeito a condugio de Pesquisas com Seres
Humanos.®” Além disso, obteve-se a aprovagao
junto a Comissio Interna de Etica da Irmandade da
Santa Casa de Misericérdia de Sao Carlos - instan-
cia na qual o BLH é vinculado.

O processo de amostragem foi do tipo nio pro-
babilistico e por conveniéncia, abrangendo todas
as amostras consecutivas de LH. Vinte e nove (29)
amostras foram obtidas por coleta domiciliar e 01
amostra foi obtida por coleta no BLH, por doado-
ras cadastradas no BLH vinculado a Irmandade da
Santa Casa de Miseric6rdia de Sao Carlos no perio-
do pré-estabelecido da coleta de dados do presente
estudo que ocorreu entre julho de 2015 a marco de
2016. Foram coletados 30 frascos, contendo 250 ml
de LHO em cada um, qualificado como impréprio
para o consumo, sendo 01 amostra de LHO cru
que foi descartado na fase de sujidade e 29 frascos
de LHO pasteurizado, os quais foram descartados
na fase de avaliagio da acidez tituldvel expressa em
graus Dornic (°D) e da qualidade microbiolégica,
conforme estabelecido na RDC n° 171.?% Ressalta-
se que amostra de LHO cru foi descartada devido
a auséncia de amostras similares para comparagdes.
Além disso, nao obtivemos e nem utilizamos amos-
tras de LHO nas fases anteriores, de andlise da em-
balagem, de sujidades, cor e off-flavor. Dessa forma,
a amostra final do presente estudo foi constituida
por 29 frascos de LHO pasteurizado. As amostras
foram transportadas a cadeia de frio do local de co-
leta no BLH até o Laboratério de Microbiologia e
Biomoléculas/UFSCar em recipientes isotérmicos,
respeitando as normas estabelecidas pela RDC ne
171, acondicionadas no freezer sob a temperatura
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de -3°C para posterior processamento das andlises
microbioldgicas em até 24h. A anilise microbio-
légica foi norteada pelo método preconizado pela
American Public Health Association (APHA).GY

A andlise dos parimetros fisico-quimicos do
potencial hidrogeni6nico (pH) do LH ocorreu
logo apéds o degelo em banho-maria a 40°C, sen-
do controlada para que a temperatura da dgua per-
manecesse em até 5°C. Posteriormente, o frasco foi
imerso, ficando acima da altura do nivel do LH e
realizando leves agitagbes. Apés 5 minutos, o LH
foi acondicionado em um Becker (50ml), proce-
dendo a mensura¢io do pH com a imersao do ele-
trodo no LH por 1 minuto para efetuar a leitura.
Este procedimento foi repetido trés vezes para cada
amostra e obtivemos a média aritmética para o va-
lor de pH registrado para posterior andlises estatis-
ticas. Salienta-se que os parimetros fisico-quimicos
do teor energético (K) bem como os resultados da
avaliacio da acidez tituldvel® foram realizados no
BLH supracitado.

A detecgio de microrganismos heterotréficos
iniciou-se com a realizagio da dilui¢ao seriada da
amostra de LH em solugio salina peptonada. Cada
amostra foi pipetada em campo de chama em di-
luicoes seriadas, sendo a diluigio inicial 10° consti-
tuida de 10ml de LH, seguida das diluigées 10" e
102 A identificagio de microrganismos heterotré-
ficos foi realizada de acordo com o método descrito
anteriormente pela APHA.®V Aliquotas de 1ml da
amostra de LH e de suas dilui¢cbes decimais seria-
das foram semeadas em duplicatas, pela técnica de
inoculagao em placas de petri (90 x 15mm) estéreis
contendo de 10 a 15ml utilizando o meio de cul-
tura Plate Count (PCA — Himedia®). A inoculagao
em superficie com auxilio de uma al¢a de Drigalski,
possibilitou que as placas fossem incubadas inver-
tidas a 37°C por 24h para o grupo de mesdfilos;
a 42,5°C por 24h para o grupo de terméfilos e a
7°C por 7 dias para o grupo de psicréfilos. Foram
contadas as coldnias e os resultados foram expressos
em unidades formadoras de colonia (UFC) por ml
de LH.

Para a andlise de Staphylococcus spp. procedeu-se
conforme o método proposto pela APHA®Y com
a utilizagao do meio de cultura Agar Sal Manitol

m Acta Paul Enferm. 2022; 35:eAPEQQ771.

(Kasvi®), no qual as placas foram incubadas e in-
vertidas a 37°C por 24h para verificar a presenca de
colonias Staphylococcus spp. Os resultados foram ex-
pressos em unidades formadoras de colénia (UFC)
por ml de LH.

Para a quantificagio de fungos filamentosos e le-
veduriformes procedeu-se novamente com o méto-
do descrito pela APHA.® Assim, utilizamos o meio
de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Kasvi®), no
qual as placas foram incubadas e invertidas a 37°C
por 24h, para a detec¢io da presenga de coldnias
desses fungos. Os resultados também foram expres-
sos em unidades formadoras de colénia (UFC) por
ml de LH.

A presenca de coliformes totais e coliformes ter-
motolerantes foram determinados pela técnica do
Numero Mais Provdvel (NMP), de acordo com o
método descrito em estudo prévio.®? O teste no
NMP de coliformes totais e termotolerantes foram
assentados em dois testes, quais sejam, a presuntiva
e a confirmativa para série de 3 tubos. O teste pre-
suntivo foi realizado por meio de uma aliquota de
Iml de LH em um tubo contendo 9ml de Caldo
Lauril Sulfato de Sédio (CLSS) (Kasvi ©) em dilui-
¢oes seriadas de 10", 102 e 107 sucedendo a incuba-
¢do0 a 37°C por 24h. O teste confirmativo foi inicia-
do apés a verificagao da inoculagio dos tubos posi-
tivos por meio da formacio de gds e/ou turvacio do
meio. Essa fase consistiu na transferéncia de 1 ml da
dilui¢ao seriada e em triplicada para tubos conten-
do 9ml de Caldo Verde Brilhante Bile Lactose (VB)
2% (BGBL — (Kasvi®), e para tubos contendo 9ml
de Caldo EC (Kasvi®), seguidos pela incubagao a
37°C e 42,5°C por 24h 4 48h. Os tubos com gis e/
ou turvagio, nos dois testes foram registrados a fim
de quantificar o NMP/ml de LH.

Para andlise dos dados, inicialmente foram di-
gitalizados em planilhas do Microsoft Excel™ e
ap6s codificagio, foram exportados para o progra-
ma Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc.,
Chicago, Estados Unidos), versio 20.0, para proce-
der-se com as andlises estatisticas descritivas e biva-
riadas. As varidveis qualitativas ordinais e nominais
foram apresentadas com base nos niimeros absolutos
e percentuais, por meio da distribui¢io de frequén-
cia relativa (%) e as varidveis quantitativas discretas



e continuas, pela média, desvio-padrao (DP), me-
diana, valor minimo (min) e valor mdximo (méx).
Em seguida, procedeu-se com as andlises estatisticas
bivariadas para investigar a correlagao entre as varig-
veis da microbiota estudada e a acidez °Dornic por
meio do coeficiente de correlagio de Pearson. Para
todas as andlises, fixou-se 0.=5%, $=0,20 e Intervalo
de Confianga de 95%, sendo o nivel de significincia
estabelecido para p<0,05.

Resultados

Acidez titulavel
A média dos resultados de avaliacio da acidez ti-

tuldvel que identifica o nivel de acidez expressa em
graus Dornic (°D) das amostras de LHO no BLH

Oliveira C, Lopes-Junior LC, Sousa CP

foi de 7,8°D, desvio padrao (DP) = 2,29 °D (va-
lor minimo 3°D, valor mdximo 15°D). Ademais,
76,6% das amostras de LHO (n=23) apresentaram
grau de titulagao > 8°D, consideradas impréprias
para consumo. No que concerne ao teor energéti-
co (K), observou-se nas amostras de LHO do BLH
uma média de 587 Kcal/l, DP=77,4 Kcal/l. Além
disso, a média do pH das amostras de LHO analisa-
das foi de 6,8 (DP=0,22). A tabela 1 apresenta o pa-
norama da andlise fisico-quimica da acidez Dornic,
pH, K e a quantificagao de cada grupo microbiano.

Cultura microbioldgica

Na tabela 2 ¢é apresentado a quantificagio de coli-
formes no teste presuntivo, teste confirmativo VB
e EC respectivamente. Observou-se a auséncia de
coliformes em 17,24% das amostras. Detectou-se

Tabela 1. Andlise fisico-quimica e quantificacdo bacteriana do Leite Humano Ordenhado Pasteurizado

Analise fisico- UFC/mI NMP g/mi
quimica
ﬁznostra Psicrofilos Mesofilos Termdfilos Fungos Staphylococcus sp Coliformes
°D pH K filamentosos

10" 102 10® 10" 102 10% 10" 10% 10° 10" 102 10% 10" 102 10° Presuntivo VB EC
1 8 69 5%2 - -- - - - - - - -
2 8 69 5840 - -- - - - - - - - - - - - -- - - -
3 8 70 581 - - -- - - - - - - - - - - - -
4 8 6,7 58,1 - - -- - - -- -- - - -- - 23x10° - --
5 8 67 4945 - - - - - - - - - - - - - 9,2x10° - -
6 10 6,7 4864 - -- - - -- - - -- - - - - - 23x10° - -
7 5 69 4934 15 - - - - - - - - - - 240x10° 21x10° -
8 8 71 5814 6 0,1 45 02 - - - - - - - - -
10 8 72 4864 - - - - = - 0,5 - - 15 - - - - - 21x10° - 21x10°
11 3 66 5847 - - - e e - - - - 21x10° 21x10° -
12 5 60 6829 - - - - -- - - -- - - - - - 3,6x10° 3,6x10° -
13 8 67 5836 -- -- - 15 05 - - - - - - - 3,6x10° 3,6 x10° --
14 9 67 5936 5 - - 20 0,25 0,05 -- - 16 - -- - - -- 3,6x10° - --
15 15 69 5983 - - - 30 05 - - - 15 015 - - - - 160x10° 21x10° 23x10°
16 8 65 688 - -- - 4 -- - - -- - - - - - 93x10° 3,6x10° -
17 9 70 5986 - - - 45 04 005 9 0,4 - 6 0,5 - - - 93x10° - -
18 8 64 5936 -- -- - - -- - - -- - - - - - - --
19 8 68 6829 - - - 4 = - - - - - - - - - 93x10° - -
20 8 68 6829 - - - 20 05 - 2 - - 15 - - - - 240 x10° 93 x10° -
21 8 68 6928 9 -- - 26 01 - 5 -- - 45 - - - - 93 x10° - 3,6x10°
22 9 67 68,4 - - - - - - - - 150 x10° - 21 x10°
23 8 68 59,7 -- - - - -- - - -- - - - - - 93 x10° - 21 x10°
24 8 70 6772 - - - 3,5 - - - - - - - - - 93 x10° 21x10° -
25 8 67 5127 6 - - 75 14 - 0,1 0,01 5 0,2 - - - 15x10° 3,6 x10° -
26 10 69 6663 - - - 130 18 - 16 14 - 78 34 - - - - 150 x10° 9,2 x10° 9,2x10°
27 9 67 5833 - -- - 9 0,1 - 3 -- - 10 - - - - -- 7,4x10° 3,6 x10° -
28 3 71 4836 - - - 13 1,3 0,01 4 - - 2,5 - - - - - 14 x10° - 3,6 x10°
29 5 68 5673 - - - 78 01 -- -- 24 - 58 27 - - - - 20 x10° 9,2 x10° -
30 5 68 38,9 - -- - 60 08 - - 7 - 90 35 - - - -- 15x10° - 3,6 x10°

A°D, acidez grau Doric; pH, potencial hidrogenionico; K, teor energético; UFC/ml, unidades formadoras de col6nia/mililitro; NMPg/ml, nimero mais provavel grama/mililitro; VB, meio verde brilhante; EC, meio Escherichia coli.

Observacao: a amostra n° 9 foi descartada por ser um LHO cru
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a presenca de 82,76% de coliformes no teste pre-
suntivo. J4 no teste confirmativo VB constatou-se
a presenca de 54,16% de coliformes totais e no
teste EC verificamos 33,33% de coliformes termo-
tolerantes. Entretanto, em 12,5% das amostras de
LHO apresentaram teste positivo para coliformes
totais e fecais.

Tabela 2. Quantificacéo de coliformes na fase presuntivo,
confirmativo VB e EC com a acidez °D
NMP g/ml - Coliformes

Amostra A°D

Presuntivo ConfirmativoVB  Confirmativo EC
4 8 23x10° - -
5 8 9,2x10° - -
6 10 23x10° - -
7 5) 240x10° 21x10° --
10 8 21x10° - 21x10°
" 5] 21x10° 21x10° --
12 5 3,6x10° 3,6 x10° -
13 8 3,6x10° 3,6 x10° -
14 9 3,6x10° - -
15 15 160x10° 21x10° 23x10°
16 8 93x10° 3,6x10° -
17 9 93x10° - -
19 8 93x10° -- -
20 8 240x10° 93x10° -
21 8 93x10° -- 3,6 x10°
22 9 150x10° - 21 x10°
23 8 93x10° - 21 x10°
24 8 93x10° 21 x10° -
25 8 15x10° 3,6 x10° -
26 10 150x10° 9,1 x10° 9,2 x10°
27 9 7,4x10° 3,6 x10° -
28 & 14x10° == 3,6 x10°
29 5 20x10° 9,2 x10° -
30 5 15x10° 3,6 x10° 3,6 x10°

A°D - acidez grau Dornic; NMPg/ml - nimero mais provavel grama/mililitro; VB - meio verde brilhante;
EC - meio Escherichia coli

A distribui¢ao do percentual dos demais mi-

crorganismos  (meséfilos, psicrofilos, termé-

filos, fungos filamentosos e leveduriformes e
Staphylococcus spp.) nas amostras de LH em fun-
¢io da quantificagio e suas diluigoes seriadas sio
mostradas na tabela 3.

Tabela 3. Distribuicio percentual da presenca de
microrganismos em amostras de leite humano

Distribuicéo percentual das amostras
em funcéo da quantificacéo e suas
diluicbes seriadas

—10°  10°—10" 10'—10?

Microrganismo/Grupo

Psicrofilos 17,24% 3,45% 0%
Termdfilos 27,59% 17,24% 3,45%
Mesdfilos 55,17% 44,83% 10,34%
Fungos Filamentosos e Leveduriforme 41,38% 20,69% 0%
Staphylococcus aureus 0% 0% 0%
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O microrganismo meséfilo apresentou mode-
rada correlagao positiva com a varidvel da acidez
Dornic (r=0.44; p=0.01) (Figura 1). O teste da cor-
relagdo linear de Pearson na presente amostra nao
demonstrou correlagdes estatisticamente significati-
vas entre os demais grupos de microrganismos e a

acidez Dornic (p>0,05).

16.007]

14.007]

12.007

10007 © ]
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Figura 1. Correlacdo Linear da acidez °Dornic e mesodfilos (n=30)

Discussao

Evidenciou-se neste estudo que as amostras de lei-
te humano ordenhado pasteurizado (LHOP) eram
compostas por uma oscilagio de 3 a 15° de acidez
Dornic, sendo que 20,7% delas apresentaram a
acidez entre 3 e 5° D; 55,2% revelaram uma aci-
dez de 8° D e 24,1% acidez entre 9 e 15° D. Em
condic¢bes normais a acidez Dornic no LHOP tem
uma variagio de 2° a 7°D, sendo que as amostras
que apresentam acidez > 8°D sao consideradas im-
préprias para o consumo. Ademais, sabe-se que o
descarte dessas amostras ocorre entre a fase pasteu-
rizagdo e a andlise microbioldgica, ou seja, a pas-
teuriza¢do tem como finalidade inativar os agentes
microbianos e acidez Dornic é um parAmetro fisi-
co e indicador da qualidade higiénico sanitdrio do
LHO.12162032 Para este estudo o aumento da acidez
Dornic estd em linha com os achados de estudos
prévios®>* pois, a elevacio da temperatura apds



o degelo para o processo de pasteurizagio interage
como modificador da acidez tituldvel, caracteristica
observada em 13,79% de nossas amostras, as quais
identificaram a acidez 8°D e auséncia microbiana
ap6s a andlise microbioldégica. Nossos achados tam-
bém corroboram com outro estudo que durante o
armazenamento de LHO ocorreu oxidagao lipidica,
elevando a acidez,”” e 86,20% das amostras apre-
sentaram inviabilidade devido a presenca de mi-
crorganismos. Outro estudo também demonstrou
que a elevagao da acidez Dornic é ocasionada pelo
4cido ldtico degradado da lactose por meio da agao
microbiana.®”

Em nosso estudo obtivemos um valor energéti-
co (K) médio das amostras analisadas de 587 Kcal/l,
DP=77,4 Kcal/l. A variabilidade do teor energético
¢ um conjunto de resultado das caracteristicas in-
dividuais das doadoras, do periodo da lactacio, de
perdas durante o processo de estocagem e da pré-
pria amostra de leite (leite de inicio e/ou final da
mamada)."” A média do pH obtida nas amostras de
LHOP analisadas foi de 6,8 e este valor corrobora
aos achados de outro estudo que obteve uma varia-
¢ao para LHOP de 6,86 (DP=0,24).¥ Em nossas
amostras, nio detectamos a diminui¢io de pH em
relacio a acidez elevada e mesmo com a presenca
microbiana, provavelmente, devido a desestabiliza-
¢a0 da caseina tornando o cdlcio menos disponivel,
fendmeno que estd relacionado com a conservagio
inadequada do LH apés a coleta.”” Um outro es-
tudo ressalta para além da qualidade higiénico sa-
nitdria, que a acidez tituldvel se relaciona com o ar-
mazenamento em refrigeracio a 4°C no qual ocorre
reagoes lipoliticas e proteoliticas liberando dcidos
graxos e aminodcidos livres, resultando na diminui-
¢ao de pH e elevagio da acidez.®

Foi evidenciado em 82,76% (n=24) das nossas
amostras a presenga de coliformes no teste presuntivo
com o valor de 3,60° e 240,00° NMP/ml. J4 no teste
confirmativo VB constatou-se a presenca de 54,16%
de coliformes totais; no teste EC verificamos 33,33%
de coliformes termotolerantes e 12,5% apresentaram
teste positivo para coliformes totais e termotoleran-
tes. Este é um fator relevante considerando que sua
presenga é um indicador cldssico para a detecgao de
coliformes e indica que houve a quebra das boas pré-
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ticas de manipulagao do LH, incluindo as técnicas
inadequadas de coleta, higiene precdria da doadora e
dos utensilios, e manutencio do leite fora da cadeia
de frio."®* Além disso, a carga microbiana inicial
elevada compromete a eficiéncia da pasteurizagio.
Contrariamente aos nossos resultados, um estudo
obteve a presencga de coliformes em 10% (n=2) das
amostras analisadas de LHOPR®¥ o que corrobora a
resultados de outra pesquisa® na qual a avaliagio das
condigoes higiénico sanitdrias de LHOP, revelou a
presenca de 5,6% (n=8) coliformes totais e 25,9% de
coliformes termotolerantes que sugeriram a contami-
nacio fecal.*¥

Identificamos em nosso estudo a presen¢a dos mi-
crorganismos psicréfilos em 17,24% e de terméfilos
27,59% nas amostras de LHOP. Um estudo mostrou
a presenca de psicréfilos em 36,7% de suas amostras
de LHOP e de 6,7% de microrganismos terméfi-
los,®? sugerindo contaminagao secunddria, com ma-
nipula¢io ou estocagem de refrigeracio inadequada.

Nossos achados revelaram 55,17% de meséfilos
e 4x10'a 130x10' UFC/ml. Salienta-se que a quan-
tidade permitida de microrganismos aerébios me-
s6filos é de até 1x10> UFC/ml.®> Esses achados sio
superiores aos valores encontrados por outra pes-
quisa® na qual foi se identificou 48,2% de meséfi-
los. Diferentemente, um outro estudo®” evidenciou
a presenca de 96% desse microrganismo em suas
andlises, corroborando aos achados de outras trés
pesquisas®®¥ as quais constataram respectivamen-
te uma populagio de 96% e 98,6% de meséfilos
em suas amostras.®” Em adicdo, em nosso estudo,
especificamente o grupo aerdbio mesoéfilos, apds o
teste da correlagdo linear de Pearson, demonstrou
correlacio positiva com a varidvel da acidez Dornic
(1=0.44; p=0.01).

A detecgio de microrganismos meséfilos em
amostras de LH superior ao valor de referéncia
evidencia contaminag¢ao ocasionada a auséncia das
boas préticas de manipulagao. As bactérias meséfilas
funcionam como indicador da qualidade sanitdria
do LH.®”%® Adicionalmente, a presenca desses mi-
crorganismos estd relacionada as técnicas inadequa-
das de coleta, higiene precdria em relagio a doado-

ras e dos utensilios bem como da manutencao do
leite fora da cadeia de frio.®:?7:343840)
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Identificamos ainda, 41,38% de fungos fila-
mentosos e leveduriformes em nossas amostras.
Pesquisadores encontraram uma prevaléncia de
fungos filamentosos e leveduriformes em 69,4% de
suas amostras.“" J4 em outro estudo foi reportado
a presenca de fungos filamentosos e leveduriformes
em 56% de suas amostras.®” A incidéncia de fungos
filamentosos e leveduriformes sugerem a transferén-
cia para as maos das doadoras e consequentemente
ao LHO, fato de extrema relevancia para o controle
da assepsia e da manipulagio adequada durante a
coleta de LHO a fim de evitar contaminagio.®?

Ressalta-se que, em nosso estudo nao foram en-
contradas crescimento microbiano de Staphylococcus
spp semelhante a outros dois estudos com 20 e 14
amostra de LHOP respectivamente.®*% Este mi-
crorganismo faz parte do grupo de bactérias mes6-
filas possuindo um crescimento 6timo a 37°C e na
faixa entre 7 a 47,8°C, além de apresentar um cres-
cimento microbiano em pH de 4 e 9,8. Portanto,
a presenca desse microrganismo no LH é um in-
dicativo de contaminante externo, proveniente de
manipuladores, utensilios e equipamentos.?!3¢:4%

Reconhecemos algumas limitagoes do presente
estudo, dentre elas o tamanho pequeno da amostra
que impossibilitou a condugao de andlises de sub-
grupos e andlises multivariadas. Outra limitagao é
que a maijoria dos estudos prévios na literatura re-
flete sobre 0 LHO cru e o nosso estudo utilizou o
LHOP, o que pode ter dificultado algumas compa-
ragoes. Entretanto, este estudo diferentemente dos
previamente publicados, utilizou o grupo de mi-
crorganismo indicador microbiolégico das condi-
coes de higiene nos alimentos por meio da variacao
da temperatura, nio optando em classific-lo.

Conclusao

A partir da avaliagao da qualidade microbiolégica das
amostras de LHOP descartado e consideradas im-
préprias para consumo no referido BLH, especifica-
mente com relagio aos indicadores microbiolégicos
das condigoes de higiene, sugere que a inviabilidade
das amostras possam estar associadas as boas préticas
de manipulagio do alimento. Dentre elas, as técnicas
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inadequadas de coleta, a conservagao inadequada do
LHO apés a coleta, e contaminagio secunddria, com
manipulagio ou estocagem de refrigeracio inadequa-
da, que podem ter sido ocasionadas tanto pelas doa-
doras quanto pelo préprio BLH. Espera-se com os
nossos achados possam contribuir para a reflexao de
gestores e profissionais de satde, destacando a neces-
sidade da Educagdo Permanente junto aos BLH a fim
de melhorar as boas praticas de manipulagio do LH,
principalmente, em consonAncia com a qualidade hi-
giénico sanitdria na coleta do mesmo, uma vez que ela
nao exerce monitoramento absoluto na coleta externa.
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