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Foi pesquisado Staphylococcus spp. em leite humano (LH) pasteurizado, proveniente de Banco de Leite Humano
(BLH) e porcionado em lactario de um Hospital ptblico em Santa Catarina (Brasil). A coleta das amostras foi
realizada aleatotiamente no petiodo de 2013/2014 pelos préprios profissionais do lactitio quando do
porcionamento do leite para utilizacio em UTI, armazenando-as em ¢ppendorfs estéreis. A analise
microbiolégica seguiu as normas internacionais da APHA (2015). Encontraram-se 36% (n=18 do total de
n=50) das amostras com presenca de Staphylococcus spp., sendo todas (n=18) Gram e catalase positivas e
coagulase negativa (SCoN). Destas 18 amostras, 38,8% (n=7) ultrapassaram os limites permitidos pela
legislacdo nacional (14% do n total), ndo devendo ser utilizadas por se tratar de bactéria patogénica e estes
valores referirem-se a contagem total. Os valores encontrados foram significativos e associam-se a grandes
riscos de morbi-mortalidade. F necessaria a adocio das boas praticas higiénico—sanitarias na manipulacio do
LH no lactario estudado, pois esta feita de forma inadequada mostrou-se um fator significativo de transmissao
bacteriana. Além disso, é necessaria a revisio da metodologia de controle microbioldgico local, para torna-lo
mais rigido no servico de manipula¢io, buscando reduzir significativamente a incidéncia de contamina¢io do
LH fornecido em condi¢ées adequadas pelos BLH.

Palavras-chave: Doencas transmitidas por alimentos, Saude publica, Microbiologia de alimentos.

Incidence of Staphylococcus spp. in human milk portioned in milk dispensary

for utilization in ICU

This study surveyed Staphylococcus spp. in pasteurized human milk (HM), coming from Human Milk Bank (HMB) and
portioned in a Hospital milk dispensary in the brazilian state of Santa Catarina. The sample collection randomly occurred
between 2013 and 2014 and was cattied out by the milk dispensary's own professionals at the time of portioning, using sterile
Eppendorf tubes for storage. Microbiological analysis followed APHA (2015) international standards. It was found that 36%
(n=18 from a total of n=50) of the samples contained Staphylococcus spp., being all (n=18) Gram and catalase tests positives
and coagulase negatives (CoNS). From these 18 samples, 38.8% (n=7) exceeded the limits permitted by national law (14% of
total n) and should be discarted because of the pathogenic nature of these bactetia, considering that these values refer to the
total count. The values were significant and are associated with high risk of morbi-mortality. The adoption of good hygienic-
sanitary practices in HM handling in the studied milk dispensary is necessary, because the result of this improperly made is
significant bacterial transmission factor. Additionally, a review of the local microbiological control is needed to make it more
rigid in handling service. This would greatly reduce the incidence of contamination in HM provided in appropriate conditions
by the HMB.
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INTRODUGAO

O género Staphylococcus faz parte de uma
subdivisdo filogenética de bactérias do tipo Gram e
catalase positivas que tem como hospedeiros
normais o ser humano e os animais, habitando
nestes, principalmente, a pele e mucosas. As
bactérias deste género podem ocasionalmente
acarretar  infeccGes  sérias, como: furdnculos,
pneumonia, osteomielite, meningite, artrite e outras
patologias. Atualmente as cepas de Staphylococcus spp.
constituem coletivamente a causa mais comum de
septicemias  hospitalares, sendo as infeccOes
frequentemente iniciadas em membranas mucosas
de boca, faringe, esofago, trato urinario, respiratorio
e gastrointestinal como um todo. As toxinas
produzidas por alguns micro-organismos deste
género podem ser unicamente responsaveis por sua
patogenicidade, nao exigindo uma invasiao tecidual
para tais efeitos negativos no individuo. No entanto,
algumas caracteristicas (cepa-especifica) como a
formacio de coagulos de fibrina, por exemplo, sdo
fatores que aumentam a viruléncia do micro-
organismo quando este invade o organismo
humanoll.

Staphylococcns  coagulase positiva (SCoP)  sdo
diferentes cepas de micro-organismos do género
Staphylococens, dentre eles S. aurens, S. hyicus e .
intermedins?, caracterizados pela producio da enzima
coagulase a qual é um agente ativo na coagulagdo
capaz de converter fibrinogénio em fibrina,
semelhante 24 acdo da protrombina humanall. O
acumulo de fibrina ao redor das bactérias dificulta a
acdo fagocitica celular do hospedeirol'4l. Sabe-se
ainda que estas bactérias causam um grande nimero
de infecgdes graves, principalmente em individuos
debilitados por doengas cronicas, traumas fisicos e
imunossupressio, levando a septicemia, endocardite,
pneumonia, bacteremia, osteomiclite entre outras
infeccbes, tanto em ambito hospitalar quanto
ambulatorial®¥. A maior incidéncia de individuos
com infecgiao por SCoP sdo os neonatos e lactantes,
assim como os pacientes operados cirurgicamentel*.
Além da infecgdo causada por estes micro-
organismos, as cepas SCoP sdo consideradas um
risco para a saude publica pela producio de
enterotoxinas®l que quando presentes em alta
quantidade em alimentos, causam intoxicagao
alimentar, além de alteracdes de cor, aroma e sabor
em alimentosl®. Os principais sintomas da
intoxicagdo por enterotoxinas de SCoP sdo nauseas,
vomito e diarreial’l. Ressalta-se ainda que o periodo
de incubacio, gravidade e duracdo da doenga sio

diferentes em funcio da idade, do estado nutricional,
da sensibilidade individual e da quantidade de
alimento  ingerida®l, o que em  criangas,
principalmente  recém-nascidos (RNs) sob
internagao hospitalar em UTI neonatal apresenta um
tisco elevado para fatalidadel’l, levando-se em conta
que estes usualmente sio consumidores de leite
provindo de Banco de Leite e possuem baixa
resisténcia as infeccoes neonatais(®l,

Staphylococens coagulase negativa (SCoN) sio
comumente encontrados na pele e mucosas dos
seres humanos, compondo a flora normal dos
mesmos, sendo ainda subdivididos em dois grupos:
saprophyticuse  nao  saprophyticus, baseado na sua
sensibilidade a nocibiocina. Exemplos de SCoN sio
S. epidermidis, S. haemolyticus, S.hominis, S. capitis, S.
warners, S. saprophyticus, S. cobniie S. xylosus. Estas
bactérias sdo consideradas agentes oportunistas,
causadotes de infec¢Ges nosocomiais e comunitarias.
Os tipos de infeccido frequentemente associadas aos
SCoN compreendem: infec¢des urinarias, associadas
a dispositivos permanentes, bacteremias em
hospedeiro comprometido, endocardite de valvulas
cardiacas naturais e protéticas, osteomielite e
endoftalmite pos-cirirgical’l.

Os SCoN sio  considerados  como
importantes causas de infecgbes, particularmente em
ambiente hospitalar, em pacientes com a defesa
organica comprometida. Esta torna-se um problema
clinicamente relevante, devido a resisténcia aos
medicamentos pertencentes ao grupo das penicilinas
utilizados para o combate as infecgSes, onde passam
a nio desempenhar mais corretamente sua funcio,
tornando o tratamento invidvelPl. A septicemia, uma
das consequéncias desta resisténcia, ¢ uma sindrome
clinica caracterizada por sinais sistémicos de
infecgdo acompanhada pela presenca de bacteremia,
especialmente em pacientes de UTIL. Esta ¢ ainda
uma das principais causas de morte em lactentes
devido a sua multirresisténcia e ndo especifidade na
manifestacio clinica no RN [10-12],

A presenca de micro-organismos SCoP e
SCoN no leite humano (LH) pode ser interpretada
como contamina¢do secundaria a partir da pele e
fossas nasais ou por condicbes higiénicas
insatisfatorias dos utensilios empregados para a
manipulagdo. O leite é um meio ideal para o
crescimento dos micro-organismos, devido a sua
composi¢ao nutricional, alta atividade de agua, pH
proximo a neutralidade, dentre outros fatores que
resultam em um alimento com baixa barreira ao
desenvolvimento destes
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micro-organismos. Assim, a multiplicacio destes ¢é
muito rapida, se a temperatura for ideal para o
crescimentol!!l,

As  cepas  Staphylococens  spp.  podem  ser
facilmente identificadas nas vias aéreas superiores
dos homens e pele (principalmente mucosa) o que
possibilita uma facil transmissdo para alimentos e
utensilios! 1314151 Somando-se a isso o género
Staphylococens ¢ o mais presente em superficies de
Unidades de Tratamento Intensivo (UTIS)!'Y. Em
ambientes hospitalares, onde ¢ comum a presenca de
Staphylococcns aureus e cepas S. coagulase negativall’l,
os funcionarios portadores de cepas patogenas
conhecidas devem ser afastados e tratados com
antibi6ticos para erradicagio do problema. Muitos
portadores desta bactéria sio assintomadticos, o que
representa um fator de transmissio para leite
porcionado em lactario, quando tais manipuladores
nio sio afastados e/ou nio seguem padrdes de
higiene adequados na realizagio do procedimentol!l.

Além do tipo de agente microbiano ser
determinante no desenvolvimento da infeccao
decorrida do mesmo, outros fatores estdo
envolvidos como a susceptibilidade do doente, a
idade, estado imunolégico, doenca base e as
intervengoes diagnodsticas e terapéuticas. A infancia e
a terceira idade estdo associadas a uma menor
resisténcia a infec¢do, assim como portadores de
doengas cronicas tém susceptibilidade aumentada as
infecgbes por agentes oportunistas. A desnutriciao
também ¢é considerada um fator de risco, além de
objetos ou substincias contaminadas que podem
entrar em contato com o individuo/>!8l.

O LH doado por lactantes aos Banco de Leite
Humanos (BLH) chega aos hospitais em condicGes
higiénico-sanitarias adequadas para o consumo
seguro dos lactentes, pois agentes patogénicos sio
inativados no processo de pasteurizacio, como
mostra um estudo de Wright e Feeney!’. O BLH
pasteuriza o LH de acordo com as normas da
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
impostas pela RDC n° 171 de 4 de setembro de
20062%; ou seja, a 62,5°C por 30 minutos, contados
a partir do pré-aquecimento. As embalagens em que
o LH ¢ depositado sdo esterilizadas em auto-clave e
seu armazenamento ocorre em congeladores com
tempetatura infetior a -5°C. Todos estes processos
tem suas varidveis monitoradas constantemente e o
LH nao sofre manipulagio, porcionamento ou
contato humano apds a pasteurizagio, o que
inviabiliza a transmissao de Staphylococcns spp. antes
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da chegada ao hospital.

Porém, mesmo levando-se em consideracio
que o LH pasteurizado no BLH passa por rigido
controle de qualidade microbiolégico, este estd
susceptivel a contaminac¢io horizontal durante a
manipulagdo em seu porcionamento no lactario dos
Hospitais que o recebem.

O objetivo do presente estudo foi de
pesquisara incidéncia de Staphylococens spp. no LH
estocado em lactario de hospital piblico em Santa
Catarina (Brasil), quando do momento de seu
porcionamento para distribui¢ao.

MATERIAL E METODOS
Coleta de amostras

Foram coletadas 50 amostras, de leite humano
pasteurizado, aleatoriamente de julho de 2013 a
junho de 2014, em diferentes épocas do ano. A
coleta foi realizada pelos profissionais do préprio
lactario, no momento do porcionamento do leite
humano para ser servido aos lactentes na UTI
neonatal do Hospital, com as mesmas seringas
estéreis utilizadas para servi-lo. As amostras foram
colocadas em e¢ppendorfs estéreis com capacidade de
3mlL. As amostras, logo apds a coleta, foram
transportadas para o laboratério de Microbiologia
do Campus II da Universidade Regional de
Blumenau em caixa isotérmica, em menos de uma
hora até o inicio das andlises.

Anailise microbioldégica

Cada amostra passou por diluicdes decimais
até 10, com postetior plaqueamento Pour-Plate, em
duplicata, emplacas contendo meio Baird-Parker
(BP)(Himedia®) e suspensio estéril de gema de ovo
50%(v/v) entiquecida com telutrito a 0,1% (p/v)
(Laborclin®). Estas foram incubadas a 36+1°C por
48 horas. Apds a incubagdo, as Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) tipicas foram
inoculadas em meio caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (Himedia®) e incubadas durante 24 horas 2
mesma temperatura. Foram consideradas como
tipicas todas as UFC's convexas de coloracio preta e
registrou-se aquelas que tiverem anel branco e halo
transparente. Apdés a incubagdo em BHI foi
confirmado o género Staphylococcus spp. pelos testes
de Gram, catalase e coagulase. Toda a metodologia
seguiu as normas internacionais de analise da

APHAPRY,
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Os resultados foram considerados, em
percentual, como sendo ou nao Staphylococcus spp.
Para as placas positivas foram registradas as
quantidades de UFC’s e posteriormente comparadas
com a recomendacdo delimites maximos permitidos
de 10> UFC/mL de micro-organismos aerdbios
mesofilos  por amostra de LH  pasteurizado
proveniente de BLH, imposta pela RDC n® 12, de
02 de janeiro de 2001 da ANVISAPZ. Destaca-se
que este limite maximo ¢ um pardmetro estipulado
para um grupo de micro-organismos, dentro do qual
situa-se o género  Staphylococcus. Também  foi
registrado a relagdo entre a amostra com o frasco de
origem do leite, para informar tanto o BLH quanto
o hospital.

RESULTADOS

Das 50 amostras de leite humano

pasteurizado analisadas, 36% (n=18) apresentaram
Staphylococens spp., confirmados pela coloragdo de
Gram e teste da catalase. Todas estas amostras
obtiveram resultado negativo para o teste de
coagulase. Das amostras contaminadas (n=18)
constatou-se ainda que 38,8% (n=7) ultrapassaram
os limites maximos permitidos pela legislaciao
nacional (>10> UFC/mL de micro-organismos
aerobios mesofilos por amostra de LH pasteurizado
proveniente de BLH), conforme previsto pela
ANVISAR  (tabela 1). Ressalta-se que a
recomendagdo feita pela legislacio refere-se a
contagem total de micro-organismos aerébios
mesofilos, grupo ao qual pertence a bactéria
patogénica. EHsse dado equivale a 14% das 50
amostras totais analisadas.

Tabela 1: Numero de UFC’s encontradas nas amostras positivas para Staphylococcus spp

Faixa UFC’s /mL de amostra

Nuamero de amostras positivas para Staphylococcus spp.

100 =101 0
10t H 102 11
>102 7
Total 18

Fonte: Dados da pesquisa.

DISCUSSAO

O nivel encontrado de Staphylococcus spp. é
significativo, considerando que este leite é oferecido
aos RN sem estado critico de satude. O resultado
agravante obtido neste trabalho que o nivel acima de
10> UFC/ mL refere-se a bactéria patogénica e nio
a0s micro-organismos aerdbios mesofilos totais, o
que significa que as contagens de micro-organismos
aerébios mesofilos ¢ superior ao limite maximo
exigido pela legislacdo vigente.

A presenca dos micro-organismos
encontrados em LH ¢ de dificil controle, pois este ¢é
um excelente meio de cultura para proliferacao
bacteriana devido a sua composi¢ao e na vigéncia de
temperatura ideal para o crescimentol'l. Mesmo
assim, sua presenca acima dos limites de seguranca

impostos pela legislacdo nio ¢ aceitavell®l,

Os achados de Staphylococcus spp. nas amostras
analisadas pode ser decorrente da microbiota de pele
e mucosas dos manipuladores que oferecem o leite
aos RNs. A contaminacdo das amostras evidencia a
necessidade de maior cuidado e controle sanitirio
por parte dos manipuladores que porcionam e
administram o leite aos RNs, visando assim, evitar
possiveis infec¢des neonatais, sepse e mortel?3.

A obtencio de leite de boa qualidade garante
que nio haja casos de infec¢do providas de
contaminagdo por micro-organismo. Custédio et
al.?4 avaliaram em seu estudo a microbiota das maos
dos profissionais de saude, sendo o principal achado
a presenca de SCoN resistentes. Destacando que os
profissionais envolvidos na assisténcia hospitalar
daquela unidade nio realizavam a higienizacdo
correta das maos como preven¢io e controle de
infec¢des, visto que nio era adotada pelos mesmos a
assepsia das maos rotineiramente.
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Segundo Silva et al.l?l, SCoN tem importancia
fundamental, pois é apontada como o principal
agente de infeccOes relacionadas a assisténcia de
saude em neonatologia, sendo a principal causa de
morbidade e mortalidade em RNs internados em
UTIs. A mortalidade por este agente pode atingir
16%, principalmente em RNs de muito baixo peso.
A infec¢do por SCoN ¢é também a maior causa de
bacteremia adquirida no ambiente hospitalar, na
maioria dos pacientes mantidos em UTIs neonatal.
Estes micro-organismos apresentam risco de
bacteremia nosocomial em RN de baixo peso, os
quais  sdo  imunologicamente  imaturos e
frequentemente  requerem  administracdo  de
substancias nutritivas.

Um estudo prospectivo longitudinal de 10
anos realizado na Austrdlia encontrou 57% da
septicemia de inicio tardio causada por Staphylococcus
spp. coagulase negativo e 0,3% das mortes foram
causadas por estes micro-organismos, sendo estes
inclusive os possiveis contribuidores para mais 1,5%
das mortes neonatais registradas!!4l.

De forma semelhante ao presente estudo,
Silveira et al.?’l também constataram a presenca de
amostras de LH contaminadas por micro-
organismos SCoN no Hospital das Clinicas (HC) da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

Diante dos resultados encontrados por Salles
e Goulartll ficou evidenciado que os lactatrios
podem constituir uma fonte enddgena na
disseminacao das doencas infecciosas. A avaliacio
das maos e regido orofaringea dos manipuladores
confirmou contaminacao de S. aurens. Os autores
destacam a necessidade de controle higiénico-
sanitirio, a fim de garantir qualidade no
fornecimento de leite e férmulas infantis, pois nao é
o leite humano processado termicamente de forma
correta que dissemina esta bactéria e sim o
manipulador que pode transferi-la tanto no leite
quanto nas férmulas servidas.

CONCLUSOES

Levando-se em conta que (I) o género
Staphylococens é o mais presente em superficies de
UTISI®?; (IT)  que contaminagdes por  cepas
Staphylococens  coagulase negativo sdo frequentes e
perigosas para a saude dos neonatost®l; (III) que
estas geram grandes gastos hospitalares em todo o
mundol¥; e (IV) os resultados encontrados na
presente pesquisa, sugere-se a melhoria das praticas
higiénico—sanitarias na manipulacio do LH ao ser
porcionado em lactirio de hospital, visando assim
evitar todas as possiveis consequéncias supracitadas.
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A manipulagio inadequada do LH mostrou-se um
fator significativo de transmissdo  bacteriana,
culminando com os resultados encontrados. Para que
tal ocorréncia seja evitada devem ser revistas as
técnicas de manejo do LH no seu porcionamento,
além da verificagdo da metodologia de controle
microbiolégico local, para torna-lo mais rigido no
servico  de  manipulagdo, buscando  reduzir
significativamente a incidéncia de contamina¢ido do
LH tao fundamental para saude daqueles que dele
necessitam.
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