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RESUMO

O Leite Humano é considerado o alimento mais completo para o recém-
nascido, para promover a coleta e distribuicdo com qualidade certificada, o
Ministério da Saude no cenario das politicas publicas promove o aleitamento
materno e expansdo da Rede Brasileira de Banco de Leite Humano o qual foi
criado para garantir a certificagdo e a qualidade do Leite Humano Ordenhado,
desde a coleta até a distribuicdo, sendo sua responsabilidade a selecdo,
avaliacdo fisico-quimica e microbioldgica, fornecendo um produto in6cuo e
respeitando sua funcdo como alimento. Para contribuir com as evidencias
cientificas o presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade
microbiologica de amostras de leite humano proveniente de Banco de Leite no
municipio de Sao Carlos/SP, por intermédio de analise e da quantificacdo em
placas de petri por meio de cultura sélida dos microrganismos mesofilos,
psicrofilos, termdfilos, Staphylococcus spp. fungos filamentosos e
leveduriformes e numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes por meio de teste presuntivo e confirmativo, além da
verificagcdo do parametro fisico quimico do pH, acidez ° Dornic e do teor
energético (K) correlacionando as variaveis na qualidade microbiologica por
meio de analise estatistica descritiva e a correlacdo linear Pearson. Das 29
amostras analisadas e improprias para consumo, evidenciou a presenca de
17,24% de psicréfilos, 27,59% de termofilos, 55,17% de mesofilos, 41,38% de
fungos filamentosos leveduriformes e auséncia de Staphylococcus spp, para o
grupo de coliformes houve a presenca de 82,76% fase presuntiva e 54,16%
para coliformes totais e 33,33% para coliformes termotolerantes na fase
confirmativa, os valores de pH e K ndo apresentaram variacao, ja para acidez
houve o crescimento microbiano entre 3° a 15° Dornic, ndo foi detectada a
correlacdo das variaveis fisico-quimica. Os resultados apresentados nas
analises sugerem que o houve deficiéncia nas boas praticas de manipulacao,

prejudicando a qualidade microbiolégica de leite humano.

Palavra chave: Leite Humano, Banco de Leite, Analise Microbiolégico.



ABSTRACT

The Human Milk is considered the most complete food for the newborn, to
promote the collection and distribution with certified quality, the Ministry of
Health in the public policy scenario promotes breastfeeding and expansion of
the Brazilian Network of Human Milk Bank which was created to ensure
certification and the quality of human milk from collection to distribution, it is
responsible for the selection, physicochemical and microbiological evaluation,
providing an innocuous product and respecting their role as food. To contribute
to the scientific evidence this study was to evaluate the microbiological quality
of samples of human milk from milk bank in S&o Carlos / SP, through analysis
and quantification in petri dishes by solid culture of mesophilic, psychrophilic,
thermophilic, Staphylococcus spp. filamentous fungi and leveduriform and most
probable number (MPN) of total and fecal coliforms through presumptive test
and confirmatory, as well as verification of physical-chemical parameters of pH,
acidity ° Dornic and energy content (K) correlating the variables in the
microbiological quality by descriptive statistical analysis and linear correlation
Pearson. Of the 29 analyzed samples and unfit for consumption, revealed the
presence of 17.24% of psychrophilic, 27.59% of thermophiles, 55.17% of
mesophilic, 41.38% of filamentous fungi and leveduriform absence of
Staphylococcus spp, for coliform group was the presence of 82.76%
presumptive phase and 54.16% for total coliforms and 33.33% for fecal
coliforms in the confirmatory phase, pH values and K showed no variation, as
for acidity was microbial growth between 3 ° to 15 ° Dornic, the correlation of
physical and chemical variables was detected. The results presented in
analyzes suggest that was deficient in good manufacturing practices, impairing

the microbiological quality of human milk.

Keyword: Human Milk, Milk Bank, Microbiological Analysis.



FIGURA 01

FIGURA 02

FIGURA 03

FIGURA 04

FIGURA 05

FIGURA 06

FIGURA 07

FIGURA 08

FIGURA 09

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

LISTA DE FIGURAS

MODELO ORGANIZACIONAL DA REDE BLH-BR

FLUXOGRAMA DE FUNCIONAMENTO DO BLH —
CONTROLE DE QUALIDADE DO LHO

RECIPIENTE ISOTERMICO DE TERMOMETRO
IMAGEM DO PHMETRO

ESQUEMATIZACAO DA DILUICAO EM PLACA DE PETRI
COM MEIO SOLIDO COM O LEITE HUMANO

ESQUEMATIZACAO NMP DE COLIFORMES SERIE DE 3
TUBOS

PARAMETRO FiSICO-QUIMICA DO VALOR
ENERGETICO (K) DO LEITE HUMANO

PARAMETRO FiSICO-QUIMICA DO VALOR DE pH DO
LEITE HUMANO

PARAMETRO FiSICO-QUIMICA DO VALOR DA ACIDEZ °
DORNIC DO LEITE HUMANO

CORRELACAO LINEAR DA ACIDEZ ° DORNIC E
MESOFILOS

CORRELACAO LINEAR DA ACIDEZ ° DORNIC E (K)

CORRELACAO LINEAR DA ACIDEZ ° DORNIC E pH

29

33

49

50

52

54

56

58

60

76

78

78



LISTA DE QUADRO

QUADRO 01 BENEFICIOS IMUNOLOGICOS DO LEITE HUMANO

CLASSIFICACAO DO LEITE HUMANO CONFORME
QUADRO 02 peRiopo DE LACTACAO

21

22



TABELA 01

TABELA 02

TABELA 03

TABELA 04

TABELA 05

TABELA 06

TABELA 07

TABELA 08

TABELA 09

TABELA 10

TABELA 11

TABELA 12

TABELA 13

TABELA 14

LISTADE TABELA
NUMERO MAIS PROVAVEL (NMP)/ML.

ANALISE FiSICO-QUIMICA E QUANTIFICACAO DO
GRUPO MICROBIANO.

DISTRIBUICAO DO TEOR ENERGETICO (K)

DISTRIBUICAO DA AMOSTRA COM O VALOR DE PH,
A FREQUENCIA E PERCENTUAL.

DISTRIBUICAO DA ACIDEZ ° DORNIC

CONTIGENCIA AMOSTRAL RELACIONADA A
PRESENCA/AUSENCIA DE MICRORGANISMO EM
RELACAO A ACIDEZ < 8° DORNIC

CONTIGENCIA AMOSTRAL RELACIONADA A
PRESENCA/AUSENCIA DE MICRORGANISMO EM
RELACAO A ACIDEZ = 8° DORNIC

DISTRIBUICAO DA FREQUENCIA DAS AMOSTRAS
ANALISADAS COM A ACIDEZ ° DORNIC E O GRUPO
MESOFILOS

QUANTIFICACAO DE COLIFORMES NA FASE
PRESUNTIVOE CONFIRMATIVO VB E EC COM A
ACIDEZ ° DORNIC

TESTE ALTERNATIVO UTILIZADO NO BANCO DE
LEITE

QUANTIFICACAO DE COLIFORMES NMP/ML EM
AMOSTRAS DE LEITE HUMANO

DISTRIBUICAO PERCENTUAL DE MICRORGANISMO
EM AMOSTRA DE LEITE HUMANO

CORRELACAO ENTRE ACIDEZ° DORNIC E O
MICRORGANISMO MESOFILOS

CORRELACAO ENTRE ACIDEZ° DORNIC E O Ph, K
DAS AMOSTRAS DE LEITE HUMANO.

96
97

57

59

62

63

64

66

69

70

70

72

76

77



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AM ALEITAMENTO MATERNO
BLH BANCO DE LEITE HUMANO
FIOCRUZ FUNDACAO OSVALDO CRUZ

IFF INSTITUTO FERNANDES FIGUEIRA
LH LEITE HUMANO

LHO LEITE HUMANO ORDENADO

LHOC LEITE HUMANO ORDENADO CRU

LHOP LEITE HUMANO ORDENADO PASTEURIZADO

LM LEITE MATERNO

MS MINISTERIO DA SAUDE

OMS ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE

PCLH POSTO DE COLETA DE LEITE HUMANO

RBBLH REDE BRASILEIRA DE BANCO DE LEITE HUMANO
RN RECEM-NASCIDO

RT RESPONSAVEL TECNICO



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ..ot eeeeee ettt eaenen, 14
N 1O 1S I 1 (O I 18
3. OBIETIVOS . ... 19
3.1 ODJELIVO GEIAI ....coeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeee ettt 19
3.2 Objetivos ESPECIfICOS ......cc.uuiieiiiiieee e 19
4. REVISAO DA LITERATURA . ...t 20
o R I (= 11 =V o 20
4.2 Histéria do Banco de Leite HUMANO.............uuuviiiiiiiiiiiiiiiaees 23
4.3 Rede Brasileira de Bancos de Leite HUMano.............cccccvviiiiiniiiiiininnnnns 28
4.4 Estrutura e Organizagdo de um Banco de Leite.............uuueeieiiiiiiiinnnnnnnnns 30
4.5 Referencial da selecéo e classificagao do Leite Humano ....................... 33
4.5.1 Selecao primaria OU Pré-eStoCaAgEM ..........uuuuuummmmmmnnininniiinnnnnnnnnnnnnans 33
4.5.2 Embalagem € ROIUIO .........uuueiiiiiiiiiiece e 33
4.5.3 Verificagao de SUJIdadesS .......ccoeeeeiiiieeiiiiiiii e e e 35
VSR V=T ¢ (o= Tox= To Jo £ ol o | SN 35
4.5.5 Verificag@o do off-flavor ............cccovveeiiiiii e 36
4.5.6 Determinacdo da ACidez © DOIMIC ........uuuiiiiieeeiiieeiiiiee e 37
A.5.7 CremMALOCIITO ...uuuuuiueiiiiiiiiiiiiiiiiii e 38
R S B = 1 (T 0 4= o= T L 39
4.5.9 A qualidade microbiologica do Leite Humano Ordenhado................ 39

4.6 Microrganismos Indicadores da Qualidade do Leite Humano................. 40
4.6.1 COlIfOIMES ... ittt e 42
4.6.2 Bactérias HeterotrofiCas. ..........uuuuuuuiirmiiiiiiiiiiae 42
4.6.3 StaphylOCOCCUS SPP. ..coveeriiiiiiiiieeeee et e e e e e e e s 44
4.6.4 Fungos filamentosos e leveduriformes ...........ccccccvvveieiiieeeieeeiiiinn. 45
4.6.5 TIPO A€ PESOUISA .....cceeeeeeiiiiiee e et e e e 46

5. MATERIAIS E METODOS .....ooiiiiiiiiitiiiiiit ettt e e e 48
5.1 ASPECLO EHICO ...uvivieee ettt ettt et 48
5.2 Ambiente experimental ...........cooooiiiiiiiiiii 48

5.3 Afericdo do parametro fisico-quimico (pH) do Leite Humanao.................. 50



5.4 Preparo do meio para cultura de microrganismos e diluicdo seriada das

amostras para microrganismos heterotrofiCos ...........uuvvvveveveivevviiiieeiieieenenne. 50
5.5 Numero mais Provavel (NMP) de Coliformes totais/termotolerantes ..... 52
I I AN g P 1T ESY =0 L= I - To [ 1 PP 54
6. RESULTADO E DISCUSSAOQ .....ooieeeeeeeee oo 55
6.1 Parametros fisico/quimicos do leite humano ordenhado pasteurizado ... 55
6.1.1 Teor ENErgético (K)......ooouuueiiiiieeeee ettt 55
B.1.2 PH oo 58
6.1.3 ACIAEZ DOINIC....eeeeuiiniiiieeeeei et e e e e e e et et s e e e e e e e eeeeanaaaeeeeaeeeeenees 60
6.2 Analises MiCrobiolOQICAS ........ccviieiiiiiiiiiiiiee e 68
7. CONSIDERACOES ..., 80
8. CONCLUSAOD .....ooiiiieiie ettt 84
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooiiiiieieistee et 85
ANEXOS ... e e as 92
ANEXO 01 — Folha de Aprovacgédo da Comisséo de Etica (duas folhas). ...... 92
ANEXO 02 - Parecer da Santa Casa de Séo Carlos com Aprovacédo do
Projeto de PEeSOUISA. ......cccvieeiiiiiii e ee ettt e e e e e e e e e e e arr e e e eee e 94
APENDICES. ...ttt sttt ettt ettt s s s e s e e e enenens 95
APENDICE 01 - Tabela 1 — Nimero Mais Provavel (NMP)/ml. ..........c......... 95

APENDICE 02 — Anélise fisico-quimica e quantificacdo do grupo
MICTODIANO. ... e e e e e e e e s e b bbb e 96



14

1. INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Saude define o leite humano como o
alimento mais completo para a crian¢a, desde o nascimento até os primeiros
06 meses de vida, devendo ser fornecido até os dois anos de idade (WHO,
2003). Do ponto de vista biolégico e psicossocial, o aleitamento materno
oferece beneficios tanto para o crescimento e desenvolvimento de lactentes,
como para a mae (BRASIL, 2001).

O Leite Humano (LH) € o alimento mais adequado ao Recém-Nascido
(RN) devido seu valor nutricional, fisiolégico e propriedades imunoldgicas. O
LH é uma fonte de inUmeras substancias que conferem ao RN uma protecéo
altamente eficaz contra a atuacdo microbiana, exercendo acao local e/ou
sisttmica (NETO, 2006). O fato de muitas vezes a crianca estar
impossibilitado de receber o LH pelo aleitamento natural motivou a criacao
do Banco de Leite Humano (BLH) para suprir esta necessidade (GIUGLIANI,
2002).

O primeiro BLH do Brasil foi implantado em outubro de 1943, no entao
Instituto Nacional de Puericultura, atualmente Instituto Fernandes Figueira
(IFF). O seu principal objetivo era coletar e distribuir LH visando atender os
casos considerados especiais, a exemplo da prematuridade, perturbacdes
nutricionais e alergias a proteinas hierdlogas (MAIA et al., 2006). Com essa
mesma perspectiva, a partir do desenvolvimento do Programa Nacional de
Incentivo ao Aleitamento Materno, em 1985, o BLH passa a assumir um
novo papel no cenario da saude publica brasileira, transformando-se em
elementos estratégicos para as acdes de promocédo, protecdo e apoio a
amamentacao segundo Maia et al (2006) e portanto de promocédo a saude

da crianca.

O BLH do pais faz parte da Rede Brasileira de Banco de Leite

(RBBLH), a rede foi uma iniciativa do Ministério da Saude (MS) e da
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Fundagdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), funcionando desde 1943 e mantém
suas atividades em todo o pais (BRASIL, 2008). A RBBLH é a maior e a
mais complexa do mundo (GIUGLIANI, 2002). Composta por 217 bancos e
163 postos de coletas, os BLH no exercicio de 2015 coletaram 178.768,7 e
distribuiram 139.074,9 litros de LH com qualidade certificada, a 167.196
receptores, 0 que envolveu a participagdo de 171.138 mées que integram
voluntariamente o programa de doacdo. Além disso, neste mesmo periodo,
foram atendidas 1599.382 gestantes e nutrizes que recorrem aos BLH em
busca de apoio para amamentar (REDEBLH, 2016).

O BLH & um centro especializado, obrigatoriamente vinculado ao
hospital materno e/ou infantil, responsavel pela promocéo do incentivo ao
aleitamento materno e execucédo das atividades de coleta, processamento e
controle de qualidade do LH, para posteriormente ser distribuido sobre a
prescricdo médica ou de um nutricionista (ANVISA, 2005), leite este
ordenhado de doadoras voluntarias cadastradas no programa que visa a
melhoria da qualidade de vida dos recém-nascidos e, consequentemente,
diminuindo os indices de mortalidade infantil (NOVAK, et al., 2002).

Uma das prioridades dos BLH no Brasil € a de atender as maes de
Recém-nascido (RN) de pré-termo e de baixo peso internados em unidades
hospitalares segundo Giugliani (2002). O sistema imunologico e o aparelho
gastrointestinal do RN adaptam-se logo apés 0 nhascimento a vida
extrauterina (CARVALHO e TAMEZ, 2005). O RN possui maior
susceptibilidade a infecgcbes, sendo que o0s mais desfavorecidos
imunologicamente sao prematuros e de baixo peso, pois recebem menos
imunoglobulinas e principalmente a IgG materna por transferéncia
placentaria e tem um maior retardo na maturacdo do sistema imune e
aparelho intestinal (CARVALHO e TAMEZ, 2005).

Neto (2006) afirma que o crescimento e a maturacdo do epitélio
intestinal tém um efeito imunomodelador, contribuindo para a maturacéo e
desenvolvimento do sistema imunitario. Essa adaptacdo € um processo de

maturacdo dependente da exposicdo a antigenos e modulacdo do sistema
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imune, o qual o LH tem importante funcdo neste processo (CARVALHO e
TAMEZ, 2005).

O BLH presta servigos também ao RN prematuros ou de baixo peso,
internado em Unidade Terapia Neonatal, com comprometimento
imunolégico, perturbacdo géastrica ou que sao alérgicos a outros tipos de
leite (SCARSO, 2008). O RN prematuro possui maior necessidade de LH
proveniente do BLH em virtude de sua prematuridade do reflexo de succgéo e
degluticdo, sendo que nao dispde de forcas para sugar o leite materno
segundo Carvalho e Tamez (2005), pois o0 ato de amamentar causa gasto de
energia, resultando na perda de calorias. O BLH também beneficia o0 RN,
onde a amamentacdo ndo € indicada, a exemplo o RN portador de
patologias respiratorias; cardiacas; gastrointestinais; entre outras (SERAFINI
et al., 2003).

Portando o LH preenche perfeitamente as demandas nutricionais,
imunoldgicas e afetivas do RN (SERAFINI et al., 2003). Entre estes e outros
motivos, muitos lactentes séo alimentados com LH obtido em BLH, produto
de doacdes voluntarias de mulheres que tém producdo excedente e para
gue haja garantia da qualidade do LH cedido o mesmo deve ser proveniente
de BLH (COSTA; SOUZA; SANTOS FILHO, 2004). Ja que as evidéncias
cientificas comprovaram a eficacia e seguranca da pasteurizacdo do LH
como processo de inativacdo de 95% de agentes patogénicos segundo
Novak et al., (2002).

O LH possui uma composicao rica em diversos nutrientes, tornando-o
um excelente meio de cultura para o desenvolvimento de diversos
microrganismos, jA que o mesmo é um alimento que nao dispdem de
nenhum tipo de barreira fisica que sirva de obstaculo a penetracdo de

microrganismos contaminantes (NOVAK, FR. et al, 2008).

O LH obtido de doadoras sadias, submetidas a rigoroso controle de
higiene, deve estar isento de microrganismos patogénicos, estes, quando
ocorrem, encontram-se vinculados a fontes de contaminagdo externas
(NOVAK, ALMEIDA, SANTOS, WANKE, 2002; SOUZA 2008), o LHO nos
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domicilios em més condi¢des higiénicas do local de coleta pode contaminar
o produto (NOVAK, ALMEIDA, SANTOS, WANKE, 2002). A presenca de
contaminantes em niveis elevados no Leite Humano Ordenhado Cru (LHOC)
possibilita a reducéo do valor biolégico pela utilizacdo de nutrientes do leite
pela microbiota contaminante e a diminuicdo dos fatores de defesa
(ALMEIDA, 1986).

A qualidade microbiol6gica do LHO distribuido a favor do BLH é um
assunto de interesse para a saude publica, sendo o controle do LH um
desafio ao BLH, pois o consumo de LH contaminado pode ocorrer
complicagcbes no RN, a presenca de contaminantes no LH inviabiliza o
produto e desclassifica o produto para o consumo, inativando assim o
processo de pasteurizacdo que se torna ineficaz, quanto mais elevada a
carga microbiana no produto, maior sera a preocupacdo em relacdo a
presenca de microrganismo patogénicos, o qual incide sobre a ocorréncia de
cepas produtoras toxicas resistente a pasteurizacdo e a vulnerabilidade do
RN (SERAFINI et al., 2003).

Frente ao exposto e na perspectiva de promocéo da saude do recém-
nascido de pré-termo ou baixo peso, a literatura € unanime demonstrando
gue o aleitamento materno é considerado elemento fundamental na
prevencao de infeccdo e diminuicdo da mortalidade infantil. Partindo desse
pressuposto, ficam diversas indagacfes, dentre as quais explicitamos
algumas: Como é realizado o controle de qualidade microbiolégica do Leite
Humano Ordenhado? Existe risco contaminacdo cruzada implicada na

veiculacdo de microrganismos patogénicos?

Contribuindo com evidéncias cientificas no ambito do Aleitamento
Materno, o presente trabalho concebe como propésito de estudo a
abordagem da Incidéncia Microbiolégica na Qualidade do Leite Humano
Ordenhado sob a questdo problema; “Quais as condigdes do Leite Humano

Ordenhado no Banco de Leite da cidade de Sao Carlos”?



18

2. JUSTIFICATIVA

A andlise microbiolégica do Leite Humano Ordenhado (LHO) propde
verificar e quantificar os microrganismos que se encontram presente no Leite
Humano (LH), sendo assim fundamental para se conhecer as condi¢gbes de
higiene em que o alimento foi coletado, manipulado, armazenado em rede
frio e os riscos que pode oferecer a saude segundo Franco; Landgraf,
(1996), vista que a presencga sujidades e a elevagdo da acidez do leite s&o
resultantes de mas praticas de manipulacdo do produto e representa o
descarte do LH durante a analise inicial (MITSUE, 2010), além disso, o LH é
um excelente meio de cultura e ndo dispde de obstaculo para a comunidade

microbiana.

Tendo em vista os beneficios LH os Bancos de Leite Humano (BLH)
possui a responsabilidade de garantir a qualidade do LHO desde a coleta até
a distribuicdo, etapas que envolvem procedimentos com riscos de
contaminacdo e, portanto, necessitam ser criteriosamente controlados
(BRASIL, 2006; BRITTO; BARBOSA; MERCHAN-HAMANN, 2002). E de
comprometimento dos BLH o fornecimento LHO invulneravel, inécuo e que
cumpra a sua funcdo como alimento, promovendo e mantendo a saude de

recém-nascido, pois a pasteurizacdo inativa 95% dos agentes patogénicos.

A gualidade do LHO em BLH é circunscrita pelo controle de inspecéo
em teste fisico-quimica e microbiolégica até a liberacdo do produto final,
sendo que as condicdes higiénicas sanitarias € o parametro aceito para
viabilizar a qualidade microbioldgica do LH, portanto o grupo de coliformes &
0 mais utilizado como indicador de condi¢des higiénico sanitario do LHO em
BLH, devido ao baixo custo operacional e ao grande quantidade de volume
de LH. A saude do recém-nascido € de suma importancia para a saude
materno infantil e as boas préaticas no processo de manipulacdo de LHO
constituem procedimentos necessarios para garantir a sua qualidade, a
presente pesquisa justifica-se pela relevancia do LHO e qualidade

microbiolégica diante da vulnerabilidade da clientela receptora.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a qualidade microbiologica de amostras de leite
provenientes do Banco de Leite Humano no municipio de S&o Carlos/SP.

3.2 Objetivos Especificos

° Verificar e analisar a microbiota de amostras de leite humano
ordenhado cru e pasteurizado por meio das seguintes analises:

e Quantificacdo de microrganismos heterotroficos (mesofilos
aerobios estritos e facultativos viaveis), psicrofilos e termofilos
por variacdo da temperatura;

e Quantificacdo de Staphylococcus spp. e os testes de catalase
e coagulase;

e Quantificacado de Fungos Filamentosos e Leveduriformes;

e NMP de coliformes totais e termotolerantes;

° Verificar parametro fisico-quimico do Leite Humano inferindo e
correlacionado estes parametros com as variaveis da quantificacéao

microbioldgica.
e Potencial hidrogeniénico (pH);
e Acidez ° Dornic;

e Teor energético (K).
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Leite Humano

A amamentacdo oferece inUmeros beneficios para a saude da
crianga, pois o leite materno fornece os nutrientes e imunoldgicos
necessarios para a criangca e suprem as necessidades do lactente até o
sexto més de vida (PASSANHA, 2010) apud (VIEIRA et al 2004; BRASIL,
2002a). E um alimento capaz de oferecer ao bebé todos os ingredientes e a
composicdo especifica que se ajusta as necessidades nutricionais do
lactente assim compativel com suas limitagcdes metabolicas e fisiologicas
(PASSANHA, 2010).

Composto por mais de 250 constituintes o LH é capazes de responder
a peculiaridades e especificidades das necessidades dos recém-nascidos,
incluindo os prematuros, que responder a imaturidade do trato
gastrointestinal, a incapacidade na producdo enzimatica no bebé, seus
nutrientes sdo absorvidos por terem a digestao facilitada pela presenca de
enzimas do proprio leite (SILVA, 2004).

O LH possui outros componentes que atuam na defesa do organismo
do lactente, como imunoglobulinas, fatores anti-inflamatério e imune
estimuladores, esses mecanismos incluem atividade especifica contra
agentes infecciosos, crescimento celular da mucosa intestinal aumentando a
resisténcia as infec¢des, entre outros (PASSANHA, 2010) apud
(LAMOUNIER et al, 2001; RIBEIRO et al, 2007). O LH diminui a incidéncia
e/ou a gravidade de diarreia, botulismo, enterocolite necrotizante, alergias,
doencas infecciosas e respiratérias, incluindo as autoimunes, como também
estimula o desenvolvimento adequado do sistema imunolégico do recém-
nascido (PASSANHA, 2010) apud (VIEIRA et al 2004). As soluveis incluem
imunoglobulinas, IgA, IgM, IgD, IgE, IgG, com predominancia da IgA,
lisozima, lactoferrina, componentes do sistema de complemento (C3, C4),

peptideos bioativos, oligossacarideos e lipidios (fator anti Staphylococcus e
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inativacdo de virus). Os componentes celulares imunologicamente ativos séo

constituidos por

fagocitos polimorfonucleares,

linfécitos, macrofagos,

nucleotideos, plasmocitos e células epiteliais (PASSANHA, 2010) apud
(LAMOUNIER et al, 2001; DEVINCENZI et al 2007; BRASIL, 2002a;
JACKSON et al, 2006). Segue algumas propriedades anti-infecciosas do LH

representadas através dos componentes sollveis e celulares expressa no

Quadro 01.

Quadro 1 — Beneficios Imunoldgicos do Leite Materno

Componente Acédo células brancas do sangue

Linfécitos B Produzem anticorpos dirigidos contra microrganismos especificos.

Macrofagos Eliminam imediatamente microrganismos do intestino do bebé,
produzem a lisozima e ativa outros componentes do sistema
imune.

Neutrofilos Podem agir como fagodcitos, ingerindo bactérias do sistema
digestivo do bebé.

Linfécitos T Eliminam células infectadas diretamente ou emitem mensagens
quimicas para mobilizar outros mecanismos de defesa. Ele
prolifera na presenca de organismos que causam doencas graves
em criancas. Eles também fabricam substancias que podem
reforcar a resposta imune da prépria crianca.

Componente Acdo Moléculas

Anticorpos da classe

IgA secretora

Ligam-se aos microbios no digestivo do bebé e desta forma
impedem secretora que eles passem através da parede do
intestino para dentro dos tecidos do corpo.

Proteina que se liga a
B12

Reduz a quantidade de vitamina B, que a bactéria necessita para
crescer.

Fator bifidus

Promove o crescimento de Lactobacillusbifidus bactéria

inofensiva, no intestino do bebé.

Acidos graxos

Rompem as membranas que envolvem certos virus e os
destroem.

Fibronectina

Aumenta a atividade antimicrobiana dos macréfagos; ajuda-os a
reparar tecidos que foram lesados por reacdes imunes no
intestino do bebé.

Gama-interferon

Aumenta a atividade antimicrobiana das células imunolégicas.

Hormoénios e fatores
de crescimento

Estimulam a maturagdo mais rapida do trato digestivo do bebé.
Quando as membranas de revestimento do intestino, inicialmente
“porosas”, amadurecem, a crianga torna-se menos vulneravel aos
microrganismos.

Lactoferrina

Muitas bactérias necessitam se ligar ao ferro para sobreviver. Por
reduzir a quantidade de ferro disponivel, a lactoferrina frustra o
crescimento de bactérias patogénicas.

Lisozima

Elimina bactérias rompendo suas paredes celulares.

Mucina

Adere a virus e bactérias, impedindo tais microrganismos de se
ligarem a superficies mucosas.

Oligossacérides

Liga aos microrganismos e o0s impedem de se ligarem a
superficies mucosas.

Fonte: NEWMAN, 1995, adaptado.
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Por ser um alimento ndo estruturado o LH, ndo possui protecéo fisica
gue impeca 0 acesso da microbiota aos seus nutrientes, tornando-se um
excelente meio de cultura para diversos microrganismos (NOVAK et al.,
2002; BRASIL, 2008) quando obtido de doadoras sadias e sob controle
rigoroso de higiene, € livre de microrganismos patogénicos, quando ha
identificacdo, é devida a fontes de contaminacdo externa (NOVAK et al.,
2002).

Por ser um produto labil, a coleta de leite e sua conservacéo precisa
ser rigorosamente controladas para a manutencdo de sua qualidade, pois o
leite se altera facilmente com o calor e a proliferacdo de microrganismos,
especialmente em presenca daqueles que degrada a lactose com producéo
de acidos (RONA, 2008; ALMEIDA, 1999).

De acordo com as definicbes de Almeida, (1999), o LH classifica-se
de acordo com o periodo de lactacéo; colostro, leite humano de transicéao e
leite humano maduro, para determinar a classificacdo, € considerado a
informacdo prestada pela paciente em seu cadastro de doadora,
considerando a idade gestacional no momento do parto e a idade da
lactacdo em dias em que o leite foi coletado, conforme apresentado no
Quadro 2.

Quadro 2 — Classificacdo do Leite Humano conforme o periodo de Lactacéo

Classificacao Periodo

Colostro Menos de sete dias apds o parto

Leite de Transicao Sete a 14 dias apos o parto

Leite Maduro Mais de 14 dias ap0s o parto

Leite de Mae de Prematuro Idade gestacional inferior a 37
semanas

Fonte: Almeida, 1999.
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4.2 Histéria do Banco de Leite Humano

Banco de Leite Humano (BLH) é um servi¢co especializado vinculado
ao hospital, voltado & atencdo materna e/ou infantil. Sendo responséavel pela
promogdo, protegcdo e apoio ao aleitamento materno, assim como pela
execucao de atividades de coleta de excedente da producéo latica da nutriz,
por meio do processamento, controle de qualidade e distribuicdo do leite
coletado (BRASIL, 2008). O BLH foi criado com o objetivo de coletar e
distribuir Leite humano (LH) para atender os casos considerados especiais,
como prematuridade, perturbacdes nutricionais e alergia a proteinas
heterdlogas (ALMEIDA, 1999; BORGO et al., 2005). N&o visam lucro, sendo
vedada a comercializagéo de seus produtos (BRASIL, 2006).

As mencdes no inicio da década de quarenta e esforcos de
organizagao para o primeiro BLH implantado no Brasil, o qual tinha como
objetivos coletar e distribuir Leite Humano (LH), localizado no Instituto
Nacional de Puericultura, que mais tarde viria a se transformar no atual
Instituto Fernandes Figueira (IFF) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ),
era considerado um receptor formal de LH para bebés prematuros, criancas
com caréncias nutricionais importantes, ou ainda 0s que apresentassem
intolerancia ao Leite Artificial (LA). Entretanto, segundo Almeida et al.,
(2004), os BLH também surgiram como resposta as falhas do paradigma do
desmame comerciogénico, que havia substituido as tradicionais amas-de-

leite.

Maia et al., (2006) descreve em seus estudos que implantacdo de
BLH do pais em 1943 que este foi originalmente projetada para atender
casos especiais, em que o LH era considerado imprescindivel, muito mais
por suas propriedades farmacoldgicas do que por suas qualidades
nutricionais, caracteristica também observado em seus estudos por Almeida,
(1999) o qual refere-se que o LH destinava-se tdo somente as situacdes de
emergéncia que ndo podiam ser solucionadas com a alimentacéo artificial,
gue era colocada como primeira alternativa. Durante décadas a concep¢ao

de funcionamento do BLH tinha idealmente a intencdo de ser um 6rgao de



24

protecao social, de preservar e garantir os interesses da doadora e de seu
filho, sem a expectativa de lucro, porém o mesmo estimulava a pratica de

amamentacdo natural através de recompensa a nutriz pelo leite doado,

conforme Maia et al, (2006).

Na realidade, os BLH operavam basicamente nos processos de
coleta e distribuicdo, relegando as acfes de estimulo a amamentacdo a um
plano secundario Maia et al., (2006). E importante entender a distancia
existente entre a intencéo expressa na definicdo do modelo do BLH e o que
ele proprio possibilitou na préatica, pois para tanto, praticavam estratégias

muitas vezes questionaveis.

A desfavoravel realidade socioecondmica das doadoras contribuia
para a comercializacdo do LH que, para elas, se apresenta como forma de
complementagéo de seu sustento e da familia, com essa pratica contribuem
para estimular a gravidez segundo Maia et al., (2006). Alguns BLH chegaram
a profissionalizar a doacao renumerando a nutriz de acordo com o volume
produzido, outros se valiam de atrativos, tais como assisténcia médica
diferenciada e distribuicdo de cesta de alimentos (ALMEIDA, 1992) apud
(BRASIL, 2008), a doacdo ndo resultava de um processo voluntario e
consciente, como nos dias atuais, que depende exclusivamente da
solidariedade humana. Sendo que o LH era distribuido preferencialmente na
forma de produto cru, sem receber qualquer tipo de tratamento (BRASIL,
2008), entretanto, em decorréncia de grande volume de LH coletado, fez-se
necessario introduzir o tratamento térmico, que era conduzido em
equipamento de esterilizacdo de mamadeiras, em banho-maria por 20
minutos (ALMEIDA et al., 1994).

Almeida et al., (1994) contextualiza que o programa de estimulo a
doacao de LH era orientado para a populacdo de baixa renda, as quais sédo
levadas a vender o leite produzido, ocasionando o detrimento da saude do
seu filho, e como relevancia de o fato o acontecimento era patrocinado pelo
servico de saude materno-infantil, o qual é voltado para a promog¢&o do bem

estar fisico e mental da mulher e da crianga, através de seus profissionais
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graduados  médicos e enfermeiras diplomadas, que promoviam as
condicdes necessaria de estimulo a doacgéo e orientagbes como: guardar um
peito para doacdo ou deixar o bebe mamar s6 o leite de inicio eram
informagbes repassadas com frequéncias. “Chama a atencdo o fato de
muitas mulheres terem sido orientadas a assumir praticas comuns a
pecuaria leiteira, em que o mais importante papel a ser cumprido pela cria é

o de funcionar como elemento indutor da lactacédo” (ALMEIDA et al., 1994).

Ao término da década de 70, medidas para promover a saude e
nutricdo de lactentes e criangcas na primeira infancia foram estabelecidas
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pelo Fundo das Nacgbes
Unidas para a Infancia (UNICEF). Entre elas, a recomendacgdo a todo
sistema de salude para que assegure a orientacao a todas as maes de modo
a garantir “[...] a manutengcdo da amamentacao pelo maior tempo possivel e
gue todos os procedimentos obstétricos e de assisténcia pré-natal deveriam
ser compativeis com a politica de promogao e apoio ao aleitamento materno”
(VIECZOREK, 2010) apud (LIMA; OSORIO, 2003, p. 306).

Com o desenvolvimento do Programa Nacional de Incentivo ao
Aleitamento Materno (PNIAM) este movimento desencadeou uma
valorizacdo da pratica da amamentacdo na sociedade brasileira a partir do
inicio da década dos anos 80 (ALMEIDA et al., 1999). Além dos aspectos
nutricionais e imunolégicos que beneficiam a crianca, as vantagens do
aleitamento para mae, familia, sociedade e estado foram trazidos a relevo e

transformadas em instrumento em favor da amamentacédo (SOUZA, 2003).

Para Almeida et al., (1994) a superioridade do aleitamento materno
transformou em unanimidade no meio cientifico sendo amplamente
divulgado para o publico em geral através de campanhas nos meios de
comunicacdo, em geral a clinica pediatria, e concebeu as vantagens da
amamentacao e, inovou rigorosamente o conhecimento do método, no
intuito de compatibilizar as peculiaridades fisiologicas do metabolismo do
lactente com as descobertas acerca das propriedades bioldgicas impar de

leite humano. Havendo assim mudancas nas praticas hospitalares,
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treinamento e supervisdo das equipes de saude, impulsionado o0s
profissionais e funcionarios de maternidades e hospitais com rotinas para
prevenir o desmame precoce (LIMA; OSORIO, 2003).

Outras ac¢des surgiram no cenario das politicas publicas para apoiar
e promover o Aleitamento Materno (AM), como, por exemplo, a
implementacg&o do Programa Iniciativa Hospital Amigo da Crianga, em 1992,
e a expansdo da Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano, inaugurada
em 1998 (RAUPP et al., 2011). Esse pensamento predominante foi o fator
determinante na implantacao de novos bancos de leite até metade dos anos
80 e, nesse periodo, verificou-se modesto aumento numérico de unidades,
gue a partir de 1985, verifica-se maior rapidez no surgimento de BLH, sendo
gue no intervalo de seis anos (1985 a 1990), foram instalados 47 e a década
seguinte, esse numero transpassou a cem unidades (MAIA et al., 2004).

Diante dessa mudanca de pensamento, a missdao dos bancos de
leite humano rompeu com o antigo paradigma, e passou a condicdo de
unidade de servico de saude, visando promover, proteger e apoiar 0
aleitamento materno, coletar e distribuir leite humano com qualidade
certificada e contribuir para a diminuicdo da mortalidade infantil (RAUPP et
al., 2011).

Com o surgimento desse paradigma e a nova formulacao de atuacéo
dos BLH, sendo que este foi fortemente influenciado pela atuacdo de
profissionais altamente qualificados, cujo grupo se organizou através da
diferenciacdo e ampliacdo do espaco de atuacao tradicional dos BLH, esse
avanco através de atividade académica e permanente qualificacdo de
recursos humanos de nivel médio, superior e de pés-graduacéo stricto sensu
e também por atividades de investigacdo cientifica e de desenvolvimento
tecnoldgico passaram a fazer a sustentacdo académica para o0 novo projeto
gue entdo se iniciava. Dentro dessa ampliacdo inicia uma nova articulacédo
com o campo da saude coletiva bem como novo espaco de atuacdo na

prépria formulacdo da Politica Nacional de Aleitamento Materno, dessa



27

forma, foi sedimentado o caminho para sustentacdo de um novo modelo de
gestao e de atuacao dos BLH (MAIA et al., 2004).

Em 1998, a FIOCRUZ, através do BLH do IFF, passou a coordenar a
elaboracéo e implantacéo do projeto REDEBLH cujo objetivo pode assim ser
descrito: nortear a formulacdo, implementagcdo e acompanhamento da
politica estatal no ambito de atuacado dos BLH em todo o territério brasileiro
(MAIA et al, 2004). Essa articulagdo com o Ministério da Saude (MS) havia
projecOes para ampliacdo gradual da rede, tendo como objetivo a atuacao
interativa e compartilhada de todas as unidades participantes.

A partir de entdo, houve um importante crescimento quali-
guantitativo dos BLH, associado a uma atuacéo cada vez mais diferenciada
e a rede de BLH foi criada com sucesso. Crescem 0s investimentos em
pesquisa permitindo que o BLH do IFF, agora Centro de Referéncia
Nacional, desenvolvessem métodos de controle de qualidade tipicamente
adaptados as necessidades nacionais, que eram Seguros e sensiveis o

suficiente para serem praticados na rotina (MAIA et al., 2004).

Essa pratica possibilitou enfrentar, com seguranca, possiveis
agravos e riscos decorrentes do surgimento da AIDS, o custo de analise por
amostra diminui, e as técnicas de processamento foram adaptadas a
modelos de alta confiabilidade e também de baixo custo. Por essa razao,
enquanto, em varias regides do mundo, bancos de leite foram fechados por
temor as questdes de seguranca operacional e risco biolégico, o Brasil viveu

um franco processo de expansao (MAIA et al., 2004).

A Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (REDEBLH), forma
um conjunto de instituicbes que atuam, direta ou indiretamente, nas acfes
de promocéo do aleitamento materno, coleta, processamento, controle de
gualidade e distribuicdo de leite humano ordenhado pasteurizado, seu
funcionamento é de forma autdbnoma e sem hierarquia organizacional
formalmente estabelecida, sendo fundamental o compromisso social,
cooperacao técnica, geracado e apropriacdo do conhecimento sdo elementos

inerentes a realizagcdo das acdes desenvolvidas evidenciando a busca de
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processo continuo de inovacdo tecnolégica (MAIA et al., 2004) apud
(ALMEIDA, 2001).

A estruturagdo da REDEBLH complementa-se com as referéncias
regionais ou estaduais formalizadas através de convénios de cooperagdo
firmados entre a FIOCRUZ e as Secretarias Estaduais de Saude, sendo
dessa forma que se estabeleceram as articulagbes e criaram-se 0s
mecanismos de interlocucdo e cooperacdo técnico-cientifica do BLH e
participantes da rede (MAIA et al., 2004).

4.3 Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano

A Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (RBBLH) foi criada
em 1998, por iniciativa conjunta do Ministério da Saude e Fundacéo
Oswaldo Cruz (REDEBLH, 2016) construida de forma progressiva, e, por
meio da acdo coordenada de pesquisa e do desenvolvimento tecnoldgico
gue desenvolveu metodologias alternativas, com baixo custo operacional,
voltadas ao processamento e ao controle de qualidade do leite humano
(BRASIL, 2008).

A consolidacdo da RBLH-BR ocorre combinada com sua expanséo,
e resulta de um processo histérico caracterizando a busca da qualidade
associando a experiéncia e conhecimentos acumulados pelo Banco de Leite
do Instituto Fernandes Figueira, sendo que tem como objetivo o de nortear a
formulacdo, implantacdo e acompanhamento da politica estatal, no ambito
de atuacdo dos Bancos de Leite Humano no pais, esse trabalho
desenvolvido foi considerado uma iniciativa importante para reducédo dos
custos na alimentacdo de recém-nascidos prematuros, assim como na
promocao, protecdo e apoio ao aleitamento materno nos paises com 0s
guais a RBLH colabora (REDEBLH, 2016).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considerou o trabalho da

RBBLH como o que mais contribuiu para e reducdo da mortalidade infantil e
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para a promo¢ao do aleitamento materno dentre todos os que foram
desenvolvidos na década de 90 sendo que atualmente, o Brasil conta com a
maior rede de bancos de leite humano do mundo, constituida por 217
unidades e 162 postos de coletas (REDEBLH, 2016). Sua missao é
Promover a saude da mulher e da crianga mediante integracdo e a
construcdo de parcerias com oOrgaos federais, as unidades da federacao,
municipios, iniciativa privada e a sociedade, no ambito da atuacdo dos BLHs
através de sua estrutura que é formada por Nucleo de Gestéo e Informacéo;
Nucleo SUS-RedeBLH-BR; Nucleo BLH-AL de Apoio a América Latina;
Programa de Qualidade em BLH; Programa de Ensino, Pesquisa e
Desenvolvimento Tecnoldgico (REDEBLH, 2016) demonstrado na sua
abaixo:

MODELO ORGANIZACIONAL DA REDE BLH-BR

MS - SAS/FIOCRUZ

REDEBRASILEIRADELEITE | | COMISSAO NACIONAL
HUMANO DE BLH
CENTRO DE REFERENCIA
NACIONAL
|
[ 1
CENTRO DE REFERENCIA

ESTADUAL DE BLH COMISSAO ESTADUAL DE BLH

| J
T

BANCO DE LEITE HUMANO
DOS ESTADOS

Figura 1 — Modelo de Organizacdo da RBLH-BR
Fonte: Modelo de Atuacgéo — (REDEBLH, 2016).
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Para consecugcdo dos objetivos da REDEBLH, o Centro de
Referéncia Nacional, articula-se com cada Centro de Referéncia Estadual e
suas respectivas comissdes, sendo que as decisdes sao compartilhadas
com as representacfes dos BLH localizadas em outros municipios (MAIA,
2006).

Nessas articulacbes da REDEBLH, a informacé&o e o conhecimento
tornam-se estratégicos, assim o Centro de Referéncia Nacional, sede da
Rede, busca solugdes para os problemas apontados em sua éarea de
atuacao, por tanto assim, as atividades académicas desenvolvidas na sede
da REDEBLH, busca construir o conhecimento eficiente, capaz de promover
as transformacdes sociais necessarias a melhoria da qualidade da saude
(ALMEIDA, 2004). Nesse sentido, o compartilhamento de conhecimento, se
tornou possivel a geracédo de novos saberes e praticas, contribuido para que
REDEBLH além da promogéo de transformacgdes sociais a formulagéo de
politica publica voltada para area da saude da mulher e da crianca (MAIA,
2006).

4.4 Estrutura e Organizacdo de um Banco de Leite

Como servico especializado e vinculado ao hospital, 0 Banco de
Leite Humano (BLH) esta voltado a atencdo materna e/ou infantil, sem fins
lucrativos. Sendo que este € responsavel pela promocao, protecao e apoio
ao aleitamento materno, através da execucdo de atividades de coleta, do
processamento, do controle de qualidade e distribuicdo do Leite Humano
(LH) coletado, o qual é excedente de producédo latica da nutriz, (BRASIL,
2008). Com a missao incentivar a saude da mulher por meio de trabalho
conjunto as unidades federais no ambito de atuacdo do BLH (FIOCRUZ,
2008). Vinculado tecnicamente o BLH, hda o Posto de Coleta de Leite
Humano (PCLH) que é uma unidade fixa ou mével, intra ou extra-hospitalar
do BLH. O PCLH é responséavel por acdes de promocado, protecdo e de
apoio ao aleitamento materno, com a execuc¢éo de atividades de coleta da

producdo latica da nutriz e sua estocagem, ndo podendo executar as
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atividades de processamento de leite, que sao exclusivas do BLH
(FIOCRUZ, 2008) apud (BRASIL, 2001; BRASIL, 2006). Ambos o BLH e o
PCLH, para funcionar, devem possuir licenca sanitaria atualizada, emitida
pelo 6rgéo de vigilancia sanitaria competente, observando as normas legais
e regulamentares pertinentes (FIOCRUZ, 2008) apud (BRASIL, 1977;
BRASIL, 2006).

O BLH e o PCLH devem possuir documentacdo com a descricdo dos
cargos, de funcdes de pessoal e da estrutura organizacional, além de
definicdo de qualificacdo exigida e responsabilidades. A direcdo do servico
de saude, a coordenacdo e o responsavel técnico (RT) do BLH e/ou do
PCLH devem planejar, implementar e garantir a qualidade dos processos,
incluindo: os recursos humanos, materiais e equipamentos necessarios para
o desempenho de suas atribuicbes, em conformidade com a legislacéo
vigente; a responsabilidade sobre o processo de trabalho; e supervisdo do

pessoal técnico durante o periodo de funcionamento (BRASIL, 2006).

A organizacao desse processo de trabalho em equipe, visualizada na
cooperacao integrada do usuario, constitui em tarefa diaria de superacéo de
desafios, objetivando a melhoria continua da qualidade, sem fragmentacéo,
possibilitando um melhor atendimento ao usuario e conferindo boas
condicBes de trabalho a equipe (FIOCRUZ, 2008). A Portaria n° 322, de 26
de maio de 1988 foi o primeiro documento que aprovou normas gerais
destinadas a regular a instalacdo e o funcionamento dos Bancos de Leite
Humano (BLH), no Brasil. A partir de 05 de setembro de 2006, os BLH
brasileiros passaram a ter um novo regulamento para funcionamento:
Resolucdo RDC n°171, de 04 de setembro de 2006 (REDEBLH, 2016).

Devido a responsabilidade do BLH, em coletar, processar, e distribuir
o LH, o mesmo deve seguir critérios estabelecidos pela Portaria n°® 322
(BRASIL, 1988), sendo que o mesmo deve fornecer um LH seguro e
inbcuos, que respeite a sua funcdo como alimento promovendo e mantendo
a saude, principalmente ao considera o grupo ao qual se destinam as
criangas altamente vulneraveis (CASTRO, 2006) apud (REGO, 2002). “A
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gualidade do leite humano ordenhado pode ser definida como uma grandeza
gue resulta da avaliagdo conjunta de uma série de parametros, que incluem
as caracteristicas nutricionais, imunolégicas, quimicas e microbiolégicas”
(VIECZOREK, 2010) apud (RONA, 2008). Para garantir a qualidade do
processamento do leite coletado e distribuido, o Governo Federal criou, em
2003, o Programa Nacional de Controle de Qualidade em Banco de Leite
Humano, com o objetivo de promover condigcbes que permitem verificar a
gualidade dos produtos e servi¢cos sob a responsabilidade dos BLH em todo
o pais (VIECZOREK, 2010) apud (RONA, 2008; FIOCRUZ, 2008), conforme
apresentado na figura 2 do fluxograma de funcionamento do banco de leite.

Fluxograma de funcionamento do BLH — Controle de qualidade LHO
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O LH para que mantenha as suas caracteristicas fisica, quimica,
biolégica e assim certifique a sua qualidade e necesséria para que cumpra a
sua funcdo de alimento, antes de ser distribuido sdo impostas algumas
condicdes o qual o Leite Humano Ordenado (LHO) € submetido por um
rigoroso processo de atividades. As quais sdo necessarias os cuidados em
sua manipulagdo, pois o LH & um excelente meio de cultura para o0s
microrganismos, devido a suas caracteristicas intrinsecas, como a elevada
percentagem de agua; pH proximo ao neutro; e, riqgueza de nutrientes
(VIECZOREK, 2010) apud (FRANCO, LANDGRAFF, 2005). Brasil (2006)
afrma que os produtos que ndo preencherem as especificacdes
determinadas deverédo ser descartados conforme disposto no RDC/ANVISA,
n°306/2004, para residuos do grupo D, ou seja, podem ser descartados

diretamente na rede de esgoto (aguas servidas), sem tratamento prévio.

4.5 Referencial da selecéao e classificacdo do Leite Humano
4.5.1 Selecédo primaria ou pré-estocagem

O LH captado pelo BLH é submetido aos procedimentos de selecdo
gue compreende as etapas das condicbes da embalagem, a presenca de
sujidades, a cor, off-flavor e acidez Dornic (FIOCRUZ, 2008). Apds as etapas
concluidas o BLH optar por estocar o produto, ainda cru, ou iniciar
instantaneamente o0 processamento para o0 controle de qualidade
microbiolégico (BRASIL, 2006), sendo que o o0s produtos que néo
preencherem as especificacbes determinadas deverdo ser descartados
conforme disposto no RDC/ANVISA, n°306/2004, para residuos do grupo D,
ou seja, podem ser descartados diretamente na rede de esgoto (dguas

servidas), sem tratamento prévio.

4.5.2 Embalagem e Roétulo

A embalagem destinada ao acondicionamento de leite humano

ordenhado deve ser de facil limpeza e desinfeccéo, apresentar vedamento
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perfeito, e ser constituida de matéria inerte e in6cua ao leite em
temperaturas na faixa de -25 °C (vinte e cinco graus Celsius negativos) a
128°C (cento e vinte e oito graus Celsius), nao permitindo trocas
indesejaveis com o produto acondicionado e mantendo seu valor biol6gico
(BRASIL, 2006). E recipiente de vidro, estéril, com boca larga, tampa
plastica rosqueavel e com volume de 50 a 500 ml, previamente testado
(FIOCRUZ, 2003). Devem ser descartadas as embalagens que
apresentarem nao conformidades como manchas, sujidades, rachaduras e
trincas, entre outras, observando-se o prazo de validade da esterilizacao
(BRASIL, 2008).

Os frascos com Leite Humano Ordenhado Cru (LHOC) e Leite
Humano Ordenhado Pasteurizado (LHOP) devem ser obrigatoriamente
rotulados, contendo informacfes que permitam a obtencdo da histéria
pregressa do leite, propiciando assim a rastreabilidade, sempre que
necessario (BRASIL, 2001). Nos rotulos dos frascos destinados a coleta
domiciliar, consta as seguintes informacdes: identificacdo da doadora, data e

hora da primeira coleta.

Os roétulos do LHOP estocado no BLH devem ter no minimo
informacdes ou identificacdo que permitam a rastreabilidade e facilitem a
adequacao do uso as necessidades do receptor, tais como: identificacdo da
doadora, conteudo energético e validade do leite humano. No caso de
informatizacdo, o rotulo devera englobar localizadores que possibilitem

identificar as informac¢des necessarias (BRASIL, 2001).

Vale ressaltar a importancia de se manter dados do LHO associados
as informacdes contidas no rétulo, ainda que registrados a parte, como:
transporte, data da recepcdo, qualidade fisico-quimica, processamento,
identificacdo do ciclo de pasteurizacéo, controle microbiolégico e condi¢cdes
de estocagem, entre outros (BRASIL, 2008) apud (SILVA, 2004).
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4.5.3 Verificagdo de sujidades

A avaliacao da presenca de sujidades deve ser realizada por analista
capacitado, com o objetivo de determinar provaveis alteracbes que
caracterizam o leite humano ordenhado como impréprio para consumo —
leite que contenha corpo estranho no momento da avaliagdo (ALMEIDA,
1999; FIOCRUZ, 2008; SILVA, 2004).

4.5.4 Verificacdo da cor

A cor do leite humano pode variar conforme 0s seus constituintes e
reflete a preponderéancia de uma determinada fracdo. O colostro geralmente
varia da cor semelhante a agua de coco ao amarelo-alaranjado. A coloracéo
do leite de transicdo muda gradualmente, em aproximadamente duas
semanas, para um branco azulado/opaco até se tornar leite maduro
(FIOCRUZ, 2008; SILVA, 2004).

A cor do leite maduro pode ser alterada por diversos fatores, entre
eles a dieta materna e o uso de medicacdes. Alguns corantes utilizados em
refrigerantes, sucos e gelatinas tém sido associados a uma coloracao résea
ou roseo-alaranjada do leite. Um leite de coloracdo esverdeada tem sido
associado ao uso de grandes quantidades de vegetais pela mée (coloracéo
dada pela riboflavina), ao consumo de bebidas com corantes verdes e a
ingestao de algas marinhas. O leite congelado pode adquirir tonalidade mais
amarelada (FIOCRUZ, 2008; SILVA, 2004).

No inicio, ha predominio da fracdo hidrossoluvel, o produto da
secregao lactica tende a assumir uma coloragéo do tipo “agua de coco”
podendo chegar até a um azul ou verde intenso, de acordo com a presenca
de componentes hidrossollveis, resultando diretamente da dieta da nutriz
(BRASIL, 2008), na fase intermediaria, aumenta a concentracdo de caseina,
e predominio da fragdo suspenséo, resultando em um produto que tende
para o branco-opaco e o estagio final ha o aumento dos constituintes

lipossollaveis e, a presenca de pigmentos que tendem a conferir uma cor
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amarelada cada vez mais intensa, as modificacdes na cor do leite n&o
configuram situagdes de n&do conformidade (BRASIL, 2008; FIOCRUZ, 2008;
SILVA, 2004).

As oscilagdes entre o “vermelho-tijolo” e 0 marrom-escuro devem ser
pesquisadas, pois podem indicar a presenca de sangue, 0 que representa
uma nao conformidade para a doacao, a contaminacdo com sangue ocorre
por descarga papilar (saida de secrecdo através dos canaliculos que
extravasam pelo mamilo) sanguinolenta, comum nas duas primeiras
semanas de puerpério, por lesdo do tipo fissuras do mamilo (FIOCRUZ,
2008; SILVA, 2004).

4.5.5 Verificagao do off-flavor

Off-flavor € a caracteristica organoléptica ndo conforme com o aroma
original do leite humano ordenhado (BRASIL, 2006). O leite humano € um
fluido de reacdo levemente alcalina e sabor suavemente adocicado nos
primeiros 30 dias de lactacdo, essa decorréncia € a relacdo do
cloreto/lactose, esses dois constituintes, além das demais funcdes
biologicas, sdo os responsaveis pela manutencdo da pressdo osmoética do

LH o Ihe conferi um carater de fluido isotbnico.

Com o avancar da lactacdo, observa-se tendéncia de elevacédo no
teor de cloretos com proporcional diminuicdo da lactose, o que permite
manter a pressao osmotica estabilizada, essa dinamica determina o flavor
primario, o qual, inicialmente é levemente adocicado, e depois tende para
um padrdo ligeiramente salgado, a partir do quinto més de lactacao
(ALMEIDA, 1999; FIOCRUZ, 2008; SILVA, 2004).

Outro tipo de flavor, denominado secundario, pode aparecer no leite
humano, decorrente de altera¢cdes em sua composi¢cao, assim como devido

a incorporagdo de substancias quimicas volateis (provenientes do meio

externo) ou resultantes do crescimento microbiano indesejavel, nesses dois
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casos, o flavor secundario passa a ser denominado off-flavor, e sua
presenca desqualifica o leite para consumo (ALMEIDA, 1999; FIOCRUZ,
2008; SILVA, 2004).

A determinacdo do off-flavor se configura como importante
instrumento na detec¢cédo de ndo conformidades no leite humano ordenhado,
sobretudo as que decorrem do crescimento de microrganismos
pertencentes a microbiota secundaria do leite. A presenca desses agentes
torna o produto inapropriado para 0 consumo, principalmente por ocasionar
alterac®es fisico-quimicas em sua composicao (ALMEIDA, 1999; FIOCRUZ,
2008; SILVA, 2004).

4.5.6 Determinacao da Acidez ° Dornic

A técnica utilizada para verificacdo de acidez no LH é o teste de
Dornic, obrigatoria no controle de qualidade dos BLH no Brasil, essa analise
visa garantir a manutencdo das propriedades fisico-quimicas do LHOC e
representa importante elemento para selecdo, antes da pasteurizacéo
(NOVAK; CORDEIRO, 2007).

Essa técnica tem por objetivo detectar aumentos na concentracao de
acido lactico, uma vez que esse acido € indicativo da fermentacéo da lactose
por bactérias mesodfilas. Em condicbes normais, a acidez Dornic no leite
humano varia de 2° a 7° D, e os valores considerados aceitaveis oscilam
entre 1,0 e 8,0°D (NOVAK; CORDEIRO, 2007; BRASIL, 2008).

A acidez do LH pode ser classificada como original e desenvolvida,
sendo que a acidez original resulta de seus constituintes (micelas de caseina
e sais minerais), a acidez desenvolvida € consequente ao crescimento
bacteriano, produzindo fermentacéo e acidificacdo do leite, podendo levar a
reducdo dos componentes nutricionais e imunoldgicos e desqualificar sua
utilizacdo (NOVAK; CORDEIRO, 2007; BRASIL, 2008).
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O LH recém-ordenhado, caso venha a ser titulado imediatamente
apos a ordenha, apresenta-se praticamente livre de &acido lactico, e sua
acidez total pode ser considerada original, com valores oscilando entre 1° e
4° D. A medida que a microbiota encontra condi¢cdes favoraveis para o
crescimento, ocorre a producdo de acido lactico e a consequente elevacao
da acidez, a acidez maior ou igual a 8° D, desqualificando o produto para o
consumo, mesmo apresentando valores inferiores a esse limite, pois a
biodisponibilidade do calcio e a osmolaridade variam de forma inversamente
proporcional ao indice de acidez. (ALMEIDA, NOVAK, SANDOVAL, 1998;
FIOCRUZ, 2003; SILVA, 2004).

4.5.7 Crematocrito

Crematocrito € a técnica analitica que permite o calculo estimado do
contetdo energético do LHO (BRASIL, 2006), sendo que ele reline em sua
composicdo mais de 250 substancias diferentes, dispostas de modo
hierarquizadas, e compartimentalizado, integrando trés subsistemas ou
fracOes: emulsédo, suspensdo e solucdo (BRASIL, 2008) apud (ALMEIDA,
1999; FIOCRUZ, 2003; SILVA, 2004).

A analise de crematocrito, segundo a metodologia indicada pela
Rede Nacional de Bancos de Leite consiste na centrifugacdo do LH por 15
min., para a separacdo do creme, de soro de leite. Contudo, ao sofrer a acéo
da forca centrifuga, a fracdo emulsdo arrasta consigo micelas de caseina,
formando um aglomerado denominado creme, ou fracdo hidrossoluvel, esta
proporcionalidade dos constituintes do LH permitem o estabelecimento da
relacdo matematica entre creme, soro, gordura e contelddo energético
(BRASIL, 2008) apud (LUCAS, 1978; LIRA, 2002).

O creme ocupa a parte posterior do capilar e corresponde a fracao
de coloracdo mais densa. O soro, de aspecto menos viscoso, fica abaixo do
creme. Com auxilio de uma régua milimétrica, que se mede o comprimento

da coluna de creme (mm) e da coluna total do produto (coluna de creme +
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coluna de soro, expressos em mm) (BRASIL, 2008), o LH com conteudo
energético baixo € rico em substancias protetoras, sobretudo as que se
destacam pela protecdo quimica e bioldgica exercida no trato digestivo do
lactente (BRASIL, 2008) apud (FIOCRUZ, 2003; SILVA, 2004).

4.5.8 Pasteurizagéao

Conhecida e praticada no campo da tecnologia de alimentos a
pasteurizacdo € um tratamento térmico aplicavel ao leite humano, que
adotam como referéncia a inativagdo térmica do microrganismo mais
termoresistente, a pasteurizacdo praticada pelos BLH € eficaz e segura
COmMoO processo para inativacdo de agentes patogénicos, a técnica consiste
em aquecer o leite humano cru coletado e aprovado pelo controle de
gualidade, a uma temperatura de 62,5°C por 30 minutos apos o tempo de
pré-aquecimento (BRASIL, 2008).

A Resolucdo RDC n° 12, de janeiro de 2001, do Ministério da Saude
estabeleceu critérios para controle microbiologico do LH, a pasteurizacéo
inadequada traz prejuizos as propriedades benéficas do LHO, e pode
também aumentar a suscetibilidade para subsequentes contaminacdes
(NOVAK et al., 2002; SERAFINI et al., 2003).

4.5.9 A qualidade microbiolégica do Leite Humano Ordenhado

A qualidade microbioldgica do LHO distribuido em BLH é um assunto
de interesse para a saude publica, pois as criancas que consumirdo este
produto tém baixa resisténcia a infeccbes neonatais, sendo o desafio dos
BLH é o controle bacteriolégico do leite doado, sendo que o consumo de LH

contaminado pode ser causa de doencas neonatais (SERAFINI et al., 2003).

A abordagem de controlar a qualidade microbiolégica na fonte ocorre
durante a produc¢ao ou a preparacao do LHO, de modo que a seguranca seja

desenvolvida no produto. O método utilizado pelos BLH segue a logica
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preconizada para alimentos, que institui a utilizagdo de microrganismos
indicadores de qualidade sanitéaria (BRASIL, 2008).

A deteccdo de microrganismos coliformes em produtos
pasteurizados constitui uma indicacdo de existéncia de falhas, em algum
ponto no caminho percorrido por LHO, de quebra das boas préaticas de
procedimento, o que equivale dizer que as informacdes fornecidas pelo
laboratério somente podem ser usadas para apontar as causas da
anormalidade, quando se conhece um histérico adequado do produto em
guestao (NOVAK; ALMEIDA, 2002).

4.6 Microrganismos Indicadores da Qualidade do Leite Humano

Os microrganismos indicadores sdo comumente utilizados para
refletir a qualidade microbiolégica dos alimentos em relacdo a seguranca.
Neste caso, 0s microrganismos em questdo servem para indicar a presenca
de patogenos (Jay, 2005). Sendo assim, os indicadores microbiologicos
devem apresentar as seguintes caracteristicas: ser detectavel de forma
rapida e facil, ser facilmente distinguivel dos demais microrganismos
constituintes da flora do alimento, apresentar historico de associacdes
constantes com 0 patdgeno cuja presenca se pretende indicarem, estar
sempre presente juntamente com o patégeno de interesse, ser
microrganismo cujos numeros sejam correlacionados as quantidades de
patégeno de interesse, ter caracteristicas e taxas de crescimento
equivalentes as de patdgeno, apresentar taxa de mortalidade paralela ao do
patdégeno ou gque persista por mais tempo e estar ausente ou em numeros

minimos nos alimentos que sao livres de patdgenos (Forsythe, 2002).

Existem outras causas de elevacdo da quantidade de
microrganismos no LHO e estdo relacionadas as técnicas inadequadas de
coleta, higiene precéria da doadora e dos utensilios e manutencdo do leite
fora da cadeia de frio (NOVAK; CORDEIRO, 2007), dentro deste contexto

destaca-se que a presenca de microrganismos do grupo coliformes indica a
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inobservancia dos procedimentos higiénico-sanitarios recomendados pela
REDEBLH, sendo em um fator de risco para clientela receptora e a
desqualificacdo do LH para o consumo (NOVAK et al.,, 2001; NOVAK;
ALMEIDA, 2002; BRASIL, 2008).

O crescimento de microrganismos em um meio depende de uma
série de fatores, entre 0s quais merecem destaque a presenca de barreiras
fisicas ou quimicas, a concentracdo de nutrientes, a temperatura e a
atividade de &gua (SILVA, 2004). Para crescer, 0S microrganismos
dependem da velocidade das reacdes enzimaticas que ocorrem em seu

citoplasma.

Uma das maneiras de reduzir o crescimento bacteriano é a
diminuicdo da temperatura, pois uma reacao enzimatica sempre ocorre em
uma temperatura ideal (SILVA, 2004). A manipulacdo do leite ordenhado
exige cuidados rigorosos, uma vez que 0S Sseus receptores sao geralmente
recém-nascidos prematuros ou criangas com o0 sistema imunoldgico
comprometido (BRASIL, 2008) apud (ORTOLANI, 2000).

Os coliformes foram utilizados como indicadores sanitarios para
detectar contaminacdo fecal, e assim, medir a presenca potencial de
patogenos. Os indicadores fecais devem apresentar algumas caracteristicas
adicionais, a saber: a bactéria selecionada demonstrar especificidade,
ocorrendo apenas em ambientes intestinais; ocorrer em altas concentracdes
nas fezes e devem poder ser encontrados em altas diluicdes; apresentar alta
resisténcia aos ambientes extra entérico, assim como a poluicdo na qual
estdo sendo analisados; permitir uma deteccao relativamente facil, rapida e

segura, mesmo quando presentes em quantidades muito baixas (Jay, 2005).

O Leite humano Ordenhado Cru (LHOC) sé pode ser administrado
em situacdes especiais e desde que seja exclusivamente da mae para o
préprio filho. Nesses casos, deve ter sido coletado em ambiente proprio para
este fim, com ordenha conduzida através de supervisao, ele precisa estar
devidamente identificado e o0 consumo deve ocorrer em no maximo 12 horas,

com o leite mantido a temperatura nao superior a 5°C (BRASIL, 2006).
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Em se tratando de UTI neonatal — e considerando que o0s recém-
nascidos internados apresentam risco aumentado de infeccdo e maior
necessidade de imunobiolégicos, especialmente os recém-nascidos de
extremo baixo peso (< 1000 g) —, quando ndo houver BLH no servico de
saude, recomenda-se que o leite cru da propria mde seja imediatamente
resfriado para ser utilizado em no maximo 12 horas (ALMEIDA, 1999;
FIOCRUZ, 2003).

4.6.1 Coliformes

Os coliformes sdo bastonetes ndo formadores de esporos, aerébicos
e anaerobicos facultativos, Gram — negativos que fermentam a lactose com
formacdo de gas em 48h a 35°C (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER,
1996), sao os indicadores de contaminacdo mais usados para monitorar a
gualidade sanitaria, sdo prejudiciais aos alimentos, e a sua presenca
determina inutilidade dos mesmos (FRAZIER, 1976).

7

O indice de coliformes totais é utilizado para avaliar as condi¢cdes
higiénicas, porém, o uso de coliformes fecais mostra-se mais significativo
porque esses microrganismos estdo restritos ao trato intestinal de animais
de sangue quente (DELAZARI, 1998). Altas contagens significam
contaminacdo pos-processamento, limpezas e sanificacbes deficientes,
tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicacdo durante o processamento
ou estocagem, além disso, o indice de coliformes fecais, empregado como
indicador de contaminacdo fecal, pode indicar outros patégenos internos
(SIQUEIRA, 1995).

4.6.2 Bactérias Heterotroficas

Outro grupo que vem sendo utilizado como indicador microbiolégico
€ 0 das bactérias heterotréficas, ou microrganismos mesoéfilos aerdbicos

estritos ou facultativos. Ele é formado por bactérias que séo incapazes de
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utilizar CO, como unica fonte de carbono, mas que precisam desse
elemento na forma organica, como glicose. Para estas bactérias, que
indicam a ocorréncia de poluicdo microbiolégica, uma parte do composto
organico que serve como fonte de energia é utilizada para a sintese de
compostos organicos necessarios ao seu metabolismo. Outras substancias
também podem ser utilizadas como fonte de carbono exclusivas ou parcial,
por diferentes espécies bacterianas, entretanto, este grupo ndo possui acéo
patogénica. Logo, uma ocorréncia excessiva deste grupo indica infeccbes
gerais (KONEMAN et al., 2001).

Essas bactérias também sdo chamadas de bactérias
guimiorganotroéficas, porque podem apresentar metabolismo tanto anaerobio
como aerodbio, os nutrientes necessarios ao crescimento dessas bactérias
estdo disponiveis principalmente na decomposicdo de carboidratos,

proteinas, acida organica e alcoois produzindo nitrato e sulfato (JAY, 2005).

De acordo com a temperatura de crescimento, 0S microrganismos
contaminantes do leite podem ser divididos em trés grupos principais: 0s
mesofilos, que se multiplicam rapidamente quando o leite ndo € armazenado
sob-refrigeracdo, os termoduricos que sobrevivem a pasteurizacdo (30
minutos a 63° C ou 15 segundos a 72°C) e os psicrotroficos, que se
multiplica em temperaturas baixas (7°C ou menos), sdo comumente
empregadas para indicar a qualidade sanitaria e estimar a vida atil dos
alimentos (VASCONCELOS et al., 2002). Logo, quando presente em grande
namero, indicam falhas durante a producédo (CARDOSO et al., 2000).

O grupo de microrganismos psicrofilos inclui bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, se desenvolvem em temperaturas abaixo de
07°C, causadores de deterioracdo do leite devido a producdo de protease,
lipase e fosfolipase hidrolisando a proteina e a gordura do leite alterando o
seu sabor e odor. (ARCURI et al., 2008 apud FRANK et al., 1992).

As bactérias psicrotroficas no leite humano causam degradacgéo das
proteinas e gordura do leite, essa acdo deletéria resulta de proteases e

hY

lipases termoestaveis, ataque proteolitico a caseina e aumento dos
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compostos nitrogenados de baixo peso molecular, que atuam como

nutrientes para os contaminantes pos-pasteurizacao (BRITO; DIAS, 1998).

Geralmente as bactérias psicrotréficas, sdo mesdfilas, isto é, a
temperatura Otima de multiplicacdo é entre 25 a 35°C. Entretanto, possuem
a capacidade de se multiplicar a baixas temperaturas, embora de forma mais
lenta. A contaminacdo do leite com essas bactérias se da, geralmente,
devido a falhas nos processos de higienizacdo da ordenha e falhas na
limpeza, refrigeracdo e/ou utensilios que entram em contato com o leite,
sendo o0s principais géneros: Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus,
Clostridium, Achromobacter, Lactobacillus e Flavobacterium (BRITO; DIAS,
1998).

O grupo de microrganismos termofilos sdo aquelas a qual a
temperatura de crescimento de crescimento minimo é em torno de 35°C e a
temperatura Otima para o crescimento situa-se entre 55 e 65°C, podendo
atingir 75 e 90°C para espécie. No leite cru contém a poucas bactérias
termofilas, entretanto pode reproduzir e atingir elevado numero em
temperaturas altas, essas bactérias causam problemas na pasteurizacéao
guando mantidas em tempo inferior a 30 minutos e na variacdo 50 a 70°C
(PINHEIRO, 2005 apud SILVEIRA, 1998).

As bactérias termoduricas resistem a pasteurizagcdo por suportam
temperaturas menor que 100°C e por produzem esporos que séo formas de
resisténcia contra condi¢cdes adversas. Exemplos de géneros com espécies
esporuladas sao Clostridium e Bacillus. Os esporos sao inertes, nao
apresentam atividade metabdlica e ndo se multiplicam, sendo extremamente
resistentes ao calor necessitando-se, em geral, de 20 minutos a 120°C para
serem inativados (BRITO; DIAS, 1998).

4.6.3 Staphylococcus spp.

Os Staphylococcus spp. sdo bactérias do tipo cocos da familia

Micrococcaceae, iméveis, agrupados em massas irregulares, sdo aerébios
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ou anaerobios facultativos e fermentam a glicose com producdo de acido,
tanto em aerobiose, como anaerobiose. Segundo Pelczar et al. (1981), os
sédo habitantes naturais do organismo animal, o qual serve de fonte para
esse microbiota encontrado em toda parte. Como agente patogénico causa
processo supurativo, variando desde espinhas, furinculos e abscessos até
septicemias fatais; sdo, ainda, invasores secundarios de peritonites, cistites

e meningites.

Staphylococcus séo sapréfito e é encontrado na orofaringe dos seres
humanos com prevaléncia de 35 a 40% e na boca e saliva de 10 a 35%
(SERAFINI, 2003) apud (HERCEG, et al., 1990). Sua presenca, porém, no
leite humano pode ser interpretada como contamina¢cao secundaria a partir
da pele, da pele de mamilo, cavidade oral e nasal, e/ou por condi¢cdes
higiénicas sanitarias insatisfatorias dos utensilios empregados. A maior
preocupacdo quanto a sua presenca incide sobre a ocorréncia de cepas

produtoras de toxinas resistentes a pasteurizacdo (ALMEIDA, et al 1998).

Como bactérias mesofilas os Staphylococcus tem crescimento na
faixa 7°C a 47,8°C, e em relacéo ao pH o crescimento é na faixade 4 a 9,8 e
otimo entre 6 e 7 pH, e seu habitat e a cavidade nasal, pele e a pele do
mamilo (FRANCO; LANDGRAF, 2005). A presenca indicativa desse
contaminante é externa sendo proveniente de manipuladores, utensilios e
equipamentos segundo (PONTES; IVASAKI; OLIVEIRA, 2003).

4.6.4 Fungos filamentosos e leveduriformes

Segundo Norvak (2002), os fungos apresentam aproximadamente
70.000 espécies que ja foram catalogadas, entretanto, estima-se que o
namero seja de aproximadamente 1,5 milhdo, sdo organismos de grande
importancia, pois constituem associacbes simbidticas com plantas
vasculares (micorrizas), oferecem sistemas genéticos para o0s biologistas
moleculares, e s&o cruciais para a biotecnologia industrial. Séao

decompositores primarios nos ecossistemas terrestres, todavia, sao
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indesejaveis em alimentos, porque sdo capazes de produzir uma grande
variedade de enzimas que, agindo sobre 0S mesmos, provocam sua
deterioracdo, Além disso, ao se multiplicam, liberam metabdlitos com a
denominagdo genérica de “micotoxinas” e, que ao serem ingeridos em

alimentos, produzem alterag@es bioldgicas prejudiciais.

Como os fungos ocorrem em grande escala na natureza, a presenca
de bolores e leveduras em alimentos indicar contaminagéo advinda do meio
ambiente ou resultando de manipulacdo em condi¢des higiénico-sanitarias
insatisfatorias (SERAFINI, 2003). Norvak, (2002) relata que o LHO, obtido de
mulheres sadias, em medidas assepsia, pode apresentar contaminantes
considerados normais, quando a presenca de fungos e bolores de diferentes
espécies, este sugere que as condi¢des higiénico-sanitarias no momento da
obtencao do leite, entre as espécies de fungos miceliais mais representativa
no leite humano temos os seguintes microorganismos: Aspergillus Grupo
Niger; Aspergillus spp.; Paecilomyces spp.; Penicillium spp.; Rhizopus spp.;

Syncephalastrum spp..

4.6.5 Tipo de Pesquisa

A pesquisa € uma atividade dentro das ciéncias que possibilita a
aproximacdo de entendimento de um fendmeno a ser investigado, o qual é
um processo sucessivo de aproximacdo permanente da realidade. Segundo
Gerhardt; Silveira, (2009) a pesquisa cientifica € o resultado de um inquérito
ou minucioso, realizado com o objetivo de resolver um problema, recorrendo
a procedimentos cientificos. Gerhardt; Silveira, (2009) apud Lehfeld (1991)
refere-se a pesquisa como sendo a inquisi¢cdo, o procedimento sistematico e
intensivo, que tem por objetivo descobrir e interpretar os fatos que estdo

inseridos em uma determinada realidade.

A pesquisa qualitativa tende a salientar os aspectos dinamicos,
holisticos e individuais da experiéncia humana, para aprender a totalidade

no contexto daqueles que estdo vivenciando o fendmeno (POLIT, BECKER
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E HUNGLER, 2004, p. 201). A pesquisa quantitativa, que tem suas raizes no
pensamento positivista l0gico, tende a enfatizar o raciocinio dedutivo, as
regras da légica e os atributos mensuraveis da experiéncia humana
Gerhardt; Silveira, (2009). Fonseca, (2002) descreve que a pesquisa
guantitativa recorre a linguagem matematica para descrever as causas de

um fenbmeno, as rela¢des entre variaveis.

Para Gil (2007), a pesquisa experimental consiste em determinar um
objeto de estudo, selecionar as variaveis que seriam capazes de influencia-
lo, definir as formas de controle e de observacao dos efeitos que a variavel
produz no objeto. Sendo assim, a elaboragéo de instrumentos para a coleta
de dados deve ser submetida a testes para assegurar sua eficacia em medir
aquilo que a pesquisa se propde a medir, podendo ser desenvolvida em
laboratério (onde o meio ambiente criado é artificial). J& Fonseca (2002, p.
38) descreve que a pesquisa experimental os efeitos observados sao
relacionados com as variagdes nos estimulos, pois o propdsito da pesquisa
experimental € aprender as relacbes de causa e efeito ao eliminar

explicaces conflitantes das descobertas realizadas.

Para Guedes et al.,, (2005) a interpretacdo de analise de dados
através estatistica descritiva, cujo objetivo basico é o de sintetizar uma série
de valores de mesma natureza, permitindo dessa forma que se tenha uma
visdo global da variacao desses valores, organizado e descreve os dados de

trés maneiras: por meio de tabelas, de graficos e de medidas descritivas.

Trata-se de um estudo quantitativo e experimental, segundo Diehl
(2004) a pesquisa quantitativa pelo uso da quantificacdo, tanto na coleta
guanto no tratamento das informacdes, utilizando - se técnicas estatisticas,
objetivando resultados que evitem possiveis distorcbes de andlise e
interpretacdo, possibilitando uma maior margem de seguranca. O estudo
experimental segue um planejamento rigoroso, para Gil (2007), a pesquisa
experimental consiste em determinar um objeto de estudo, selecionar as
variaveis que seriam capazes de influencia-lo, definir as formas de controle e

de observacgéo dos efeitos que a variavel produz no obijeto.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspecto Etico

Trata-se de um estudo quantitativo e experimental, submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Sédo Carlos, CAAE: 44069315.000005540 Parecer: 1.8088.916 de
12/05/2015, que seguiram a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude, sendo também avaliado e aprovado pela Comiss&o Interna de Etica
na Irmandade da Santa Casa de Misericordia de S&o Carlos. A coleta de
amostras do LH ocorreu no periodo de julho de 2015 a marco de 2016.
Foram coletados 30 frascos, contendo 250 mL em cada, e a inclusdo
amostral foi representada por Leite Humano Ordenado (LHO), qualificado
como improprio para o consumo, conforme estabelecido pela RDC n°® 171.

5.2 Ambiente experimental

Trata-se de um estudo quantitativo e experimental e a coleta do
material de pesquisa foi captada no Banco de Leite Humano José Eduardo
Ungari o qual este inserido na Maternidade Marina Cintra sendo esta parte
da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Sdo Carlos situado na Rua
Paulino de Abreu Sampaio, 573, Vila Pureza na cidade de S&o Carlos, apos
a realizacao da coleta do material de pesquisa este foi encaminhado para o
Laboratério de Microbiologia e Biomoléculas (LaMiB) no Departamento de
Morfologia e Patologia (DMP) da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar) localizada na Rodovia Washington Luis KM 235 - SP 310 - Jardim
Guanabara, Sao Carlos - SP, onde os procedimentos de analise foram

realizados.

As amostras do leite humano utilizada na presente pesquisa foram
consideradas inviabilizadas pelo banco de leite, pois durante o degelo para o

processo de pasteurizacdo no Banco de Leite, foi retirada uma aliquota de
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cada frasco do leite humano para analise microbiologica e da acidez Dornic.
ApoOs o resultado desta aliquota foi-se consideradas dentro da conformidade
e/ou o impréprio para consumo do recém-nascido. Das 30 amostras de LH
01 foi de LHO Cru e 29 de LHO Pasteurizado, a informac&o dos parametros
fisico-quimicas do teor energético (K) e da Acidez (° D) do foi realizado no
BLH e a informagcdo compartilhada. As amostras foram transportadas a
cadeia de frio do local de coleta no BLH até o Laboratério de Microbiologia e
Biomoléculas (LaMiB) no Departamento de Morfologia e Patologia (DMP) da
Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar) em recipientes isotérmicos,
respeitando as normas conforme estabelecido pela RDC n° 171 apresentado
na Figura 3, acondicionadas no freezer sob a temperatura de -3° C para
posterior analise microbiologica em 24 horas. Para analise microbioldgica
procedeu-se de acordo com o método descrito Compendium of methods for
the microbiological examination of foods American Public Health Association
(APHA), 1996. Os resultados obtidos foram inseridos no programa Statistical
Package for Social Science for Windows (SPSS) da IBM, versao 19.0, para
posteriores analises das variaveis através da estatistica descritiva e

correlacdo o Linear de Pearson.

Equipamento para manutengdo da cadeia a frio no transporte da amostra

Figura 3 - Recipiente isotérmico e termdmetro
Arquivo do autor
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5.3 Afericdo do parametro fisico-quimico (pH) do Leite Humano

Andlise de parametro fisico-quimica do potencial hidrogeniénico
(pH) do Leite Humano (LH) ocorreu logo apés o degelo em banho Maria
regulada em 40°C e controlada para que figue em 5°C méaximo a
temperatura da agua, o frasco foi imerso, ficando acima da altura do nivel do
leite e realizando leves agitacdes, apdés 5 minutos, o LH foi acondicionado
em um Becker (50 mL), procedendo a apreciacdo do pH com a imerséo do
eletrodo no LH por 1 minuto e efetuado a leitura, este procedimento foi
repetido trés vezes para cada amostra e retirando-se a média aritmética para

o valor de pH e registrado para posterior analise estatistica.

Aferigao do potencial hidrogenidénico (pH) do leite humano

Figura 4 — Imagem do pHmetro
Arquivo do autor

5.4 Preparo do meio para cultura de microrganismos e diluicdo seriada

das amostras para microrganismos heterotréficos

A deteccdo de microrganismos heterotréficos iniciou-se com a
realizacdo da diluicAo seriada da amostra de LH em solugcdo salina

peptonada. Cada amostra foi pipetada em campo de chama e a diluicdo
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inicial 10° foi constituida de 10 ml de LH, a diluicdo 10 foi constituida pela
retirando 01 mL da diluicdo 10° e transferido para outro tubo de ensaio com
09 mL de solucdo salina peptonada, a diluicdo 10 foi preparada retirando
01 mL da diluicdo 10™ e transferindo para tubo com 09 mL de solucéo salina
peptonada, assim formou se as diluicbes 10° 10", 102 A identificacdo de
microrganismos heterotroficos procedeu-se de acordo com o método
descrito American Public Health Association (APHA, 1996). Aliquotas de 01
mL da amostra de LH e de suas diluicbes decimais seriadas foram
semeadas em duplicata, pela técnica de inoculagdo em placas de petri (90 x
15 mm) estéreis contendo de 10 a 15 mL utilizando o meio de Cultura Plate
Count (PCA — Himedia®) solidificado e a inoculagédo em superficie foi o0 com
auxilio de uma alca de Drigalski, as placas foram incubadas invertidas a 37°
C por 24 horas para o grupo de Mesofilos, a 42,5° C por 24 horas para o
grupo de Termofilos e de 07° C por 07 dias para o grupo de Psicrofilos os
resultados expressos em unidades formadoras de col6nia (UFC) por ml de
LH.

A pesquisa de Staphylococcus spp. procedeu-se de acordo com o
método descrito APHA conforme descrito anteriormente, e utilizando o meio
de cultura Agar Sal Manitol (Kasvi ®), solidificado e a inoculagdo em
superficie foi o com auxilio de uma alca de Drigalski, as placas foram
incubadas e invertidas a 37° C por 24 horas, havendo a presenca de
colénias Staphylococcus spp., sera feito a coagulase e catalase e o0s
resultados expressos em unidades formadoras de colénia (UFC) por mL de
LH. Para a quantificacdo de fungos filamentosos e leveduriformes, procedeu-
se de acordo com o método descrito APHA conforme descrito anteriormente,
e utilizando o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Kasvi ®),
solidificado e a inoculagdo em superficie foi 0 com auxilio de uma alca de
Drigalski, as placas foram incubadas e invertidas a 37° C por 24 horas, 0s
resultados expressos em unidades formadoras de colénia (UFC) por mL de
LH. Foi considerada a contagem padrdo em placas, multiplicada a sua

média aritmética pelo respectivo fator de diluicdo e o resultado foi expresso
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em Unidades Formadoras de Colbnias/mL de amostra (UFC/mL) e
registrado para posterior analise estatistica.

Esquematizacao da diluicdo em placa de petri com meio sélido
com o Leite Humano

0 AN
/j -

Solugleo saling

O, 1vnll

Y

O, im

m =
1:10

-

Leite Humano

Diluigdo

Figura 5— Esquematizacao da diluicdo do Leite Humano
Fonte: Do autor

5.5 Numero mais Provavel (NMP) de Coliformes totais/termotolerantes

Para Contagem de Coliformes Totais e Coliformes Termotolerantes,

foi realizada a prova presuntiva, mediante inoculacdo de 1 mL de Leite
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humano em um tubo contendo 9 mL de Caldo Lauril Sulfato de Sddio (CLSS)
(Kasvi ®) em triplicata, a qual continha em seu interior tubos de Durham
invertidos, a seguir foi realizado a diluicdes seriadas de 10™ e 102, ou seja,
foi retirada 1 mL do tubo de ensaio contendo a amostra e foi transferido para
outro tubo de ensaio com 9 mL de CLSS que corresponde a diluicdo 10™., a
diluicdio 102, foi preparada retirando 1 ml da diluicdo 10 e transferindo para
tubo com 9 mL de CLSS, os tubos de diluicbes seriados também foram em
triplicata contendo em seu interior tubos de Durham invertidos. Esses tubos
contendo (Amostra, 10" e 10 foram incubados a 37°C por 24h, sendo que
foi utilizada a contagem no Método do NUmero Mais Provavel através
Bacteriological Analytical Manual 2010.

O indicio da presenca de bactérias do grupo coliforme foi verificado
pela formacao de gases e/ou turvacdo do meio dentro dos tubos de Durham.
Nos tubos onde foi verificado crescimento bacteriano com a producéo de
gases/ou turvacdo do meio realizou-se o Teste Confirmatério, que consistiu
na transferéncia de 1 mL da diluicio e a sua respectiva amostra em
triplicada e seriado que apresentou cultura com o teste positivo para tubos
contendo 9 mL de Caldo Verde Brilhante Bile Lactose 2% (BGBL — (Kasvi®)
e também para tubos contendo 9 mL de Caldo EC (Kasvi®) ambos contendo

em seu interior tubos de Durham invertidos.

Para a contagem de Coliformes Totais, os tubos de Caldo Verde
Brilhante Bile (VB) foram incubados a 37°C por 24h. O numero de tubos com
gases/ou turvacdo, confirmativo de presenca de Coliformes Totais foi
registrado a fim de se determinar o NUumero Mais Provavel (NMP) / mL e
posterior analise estatistica. Ja para a contagem de Coliformes
Termotolerantes, os tubos de Caldo EC foram incubados a 42,5°C por 24h.
O numero de tubos com gases/ou turvacdo, confirmativo de presenca de
Coliformes Termotolerantes foi registrado a fim de se determinar o Numero

Mais Provavel (NMP) / mL e posterior analise estatistica.



Esquematizagcao NMP de coliformes série de 3 tubos no leite humano
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Figura 6 — Esquematizacdo NMP de coliformes para série de 3 tubos
Fonte: Do autor

5.6 Analise de Dados
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Para analise dos resultados foi utilizado a estatistica descritiva e

exploratéria a qual proporciona uma visdao do comportamento geral do

conjunto de dados em relacdo ao objetivo do estudo, foi utilizada para as

andlises das medidas como: minimo, mediana, média, maximo, desvio

padrdo, coeficiente de variacdo, graficos de setores, grafico de barras, e o

coeficiente de correlacdo de Pearson através do programa Statistical

Package for Social Science for Windows (SPSS) da IBM, versao 19.0.
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6. RESULTADO E DISCUSSAO

Foram realizadas as andlises em todas as amostras deste estudo,
porém, das 30 amostras doadas 01 foi de Leite Humano Ordenhado Cru
(LHOC) e 29 amostras sdo de Leite Humano Ordenhado Pasteurizado
(LHOP) a amostra de LHOC por apresentar uma Unica amostra foi
descartada, devido a falta de outros similares a esta para comparagoes.

Os resultados das andlises foram divididos didaticamente em partes
distintas, e as informacdes apresentadas em graficos e tabelas, que
correlacionam entre si. Na tabela 1 do (Apéndice 01) apresenta-se a
tabulacédo do Numero Mais Provavel (NMP), utilizada para a quantificacao de
coliformes através do NMP/mL para série de 03 tubos. Na tabela 02 do
(Apéndice 02) apresenta-se de forma geral o resultado fisico-quimico da
acidez Dornic, pH, K e o0 grupo microbiano com a sua respectiva
guantificacdo da Unidade Formadora de Coldnia (UFC) mL e a quantificacao
dos Coliformes nas fases Presuntiva e Confirmativa Verde Brilhante (VB) e

Escherichia Coli (EC) através do NMP/mL nas amostras analisadas.

6.1 Parametros fisico/quimicos do leite humano ordenhado

pasteurizado

6.1.1 Teor Energético (K)

A Figura 04 apresenta o teor Energético (K) com valores das 29
amostras estudadas, e dados estatisticos respectivos. Observa-se o valor
minimo de 385,95 e valor maximo de 692,83 e a média de 5,87 com um

desvio padréao de 77,38 e a variancia 5987,66.
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Figura 7 - Par@metro fisico/quimico do Valor Energético (K) do Leite
Humano Ordenhado
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Fonte: Dados do autor

O teor de gordura do leite humano foi determinado através da
técnica do crematocrito (RONA, et al.,, 2008 apud LUCAS et al.,, 1978).
Segundo Cavalcanti et al., (2005), o leite humano contém 40 gramas de
gordurallitro e 700 kcal/litro. Metade do valor energético do leite humano é
oriundo dos lipidios sendo coerente afirmar que, quanto maior a
concentracdo de gordura total, grande é a possibilidade de o leite humano
apresentar elevacdo da acidez. A gordura contribui com aproximadamente
55% do conteudo energético ndo proteico e contém acidos graxos w-3 de
cadeia muito longa, ou seja, (20:5 w-3 e 22:6 w-3), essencial para o
desenvolvimento do recém-nascido (RONA et al.,, 2008 et al apud
KOLETZKO e RODRIGUEZ-PALMEO 1999). Na tabela 03 apresentam-se
os valores das amostras, da Acidez ° Dornic, de K, a distribuicdo da

frequéncia e o seu percentual.
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Tabela 3 — Distribuicdo do Teor Energético (K)

Amostra Acidez ° Dornic Valores K Frequéncia Percentual

30 5 385,95 01 3,4%

28 3 483,62 01 3,4%

06 e 10 10e8 486,47 02 6,9%
07 5 493,46 01 3,4%

05 8 494,50 01 3,4%

25 8 512,70 01 3,4%

29 5 567,31 01 3,4%

08 8 581,46 01 3,4%

27 9 583,37 01 3,4%

13 8 583,63 01 3,4%

02 8 584,07 01 3,4%

11 3 584,71 01 3,4%

03 e 04 8e8 586,17 02 6,9%
14 e 18 9e8 593,64 02 6,9%
01 8 595,20 01 3,4%

23 8 596,75 01 3,4%

15 15 598,31 01 3,4%

17 9 598,64 01 3,4%

26 10 666,34 01 3,4%

24 8 677,25 01 3,4%

22 9 681,44 01 6,9%
12,19 e 20 5,8e8 682,94 03 10,3%
16 8 688,81 01 6,9%

21 8 692,83 01 3,4%

Total 29

Fonte do autor.

Estudo apresentado por Rona et al., (2008), denota que a variabilidade do
valor energético € um conjunto de resultados das caracteristicas individuais
das doadoras, do periodo da lactacdo, de perdas durante o processo de
estocagem e a propria amostra de leite (leite de inicio e/ou final da mamada).
Segundo as recomendacfes do Regulamento Técnico para o funcionamento
de Banco de Leite Humano, que classifica em agrupamentos de classes o
teor calorico como sendo: < 500 Kcal/L; 500 e 600 Kcal/L; 600 e 700 KcallL;
700 e 800 Kcal/L; =2 800 Kcal/L. Nesse estudo as 29 amostras o valor de K

apresentam valor minimo de 385,95 e valor maximo de 692,83.
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6.1.2 pH

O valor do pH do LHO evidencia a variacdo entre 5,47 a 7,84, sendo
levemente alcalino, e essa oscilacdo consiste do periodo da lactacédo
(CAVALCANTE et al., 2005). A Figura 05 apresenta os resultados
expressos do valor de pH nas 29 amostras, para este estudo os valores de
pH estédo coerentes com a variagcdo apresentada na literatura. Para os dados
estatisticos do pH apresentou valor minimo de 6,5 e o maximo de 7,21 com
a média de 6,8. O valor da variancia € de 0,52 e o desvio padrao é de 0,227.

Figura 8 - Parametro fisico/quimico do pH do Leite Humano
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Estudo realizado por Rona et al., (2008), evidenciou que o pH do
leite humano possui propriedades importantes e entre elas a estabilidade da
caseina. A conservacao inadequada do leite humano apds a coleta ocasiona
progressiva acidez, que desestabiliza as micelas de caseinas e o calcio
torna-se menos disponivel. Covas et al., (2000) também em seus estudos
relataram que o leite humano em refrigeragdo de 4°C é submetido a reacdes

lipolitica e proteolitica liberando &cidos graxos e aminoacidos livres,
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resultando na diminuicdo de pH. No presente trabalho ndo transcorreu a
diminuicdo do pH. Na Tabela 04 pode-se observar os valores de pH em
relacéo a distribuicdo da frequéncia e o seu percentual.

Tabela 4 — Distribuicdo da amostra com o valor de pH, a frequéncia e

percentual
Amostras n° Valores pH Frequéncia Percentual

12 6,05 01 3,4%
18 6,41 01 3,4%
16 6,57 01 3,4%
11 6,60 01 3,4%
27 6,70 01 3,4%
05 6,71 01 3,4%
13 6,73 01 3,4%
25 6,74 01 3,4%
14 6,75 01 3,4%
04 6,77 01 3,4%
22 6,78 01 3,4%
06 6,79 01 3,4%
29 6,80 01 3,4%
20 6,81 01 3,4%
21 6,83 01 3,4%
23 6,84 01 3,4%
19e 30 6,86 02 6,9%
26 6,90 01 3,4%
0lel5 6,91 02 6,9%
07 6,96 01 3,4%
02 6,99 01 3,4%
17 7,01 01 3,4%
03e24 7,02 02 6,9%
08 e 28 7,12 02 6,9%
10 7,21 01 3,4%
Total 29

Fonte: Dados do autor.
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O LHO néao dispde de uma constante para um sistema tamponante,
uma vez que, possui baixa concentragdo ao potencial hidrogenidnico de ions
livres, a quantidade de acidos pré-formados néo é obtida por esse parametro
para a mensuracao da acidez titulavel do leite humano (CAVALCANTE et
al., 2005). Esta mensuracdo ocorre através da avaliacdo em Graus Dornic,
técnica obrigatéria no BLH sendo um parémetro que visa garantir a
manutencdo das propriedades fisico-quimicas do leite humano para a
selecdo do produto antes de disponibiliza-lo ao recém-nascido.

6.1.3 Acidez Dornic

Na Figura 06 séo apresentados os valores da acidez ° D para as 29
amostras, estudadas. Sao descritos os dados estatisticos com valor minimo
de 03 e maximo de 15 (média de 7,79). O valor da variancia foi de 5,2 e o

desvio padréo de 2,29.

Figura 9 - Parametro fisico/quimico da acidez Dornic do Leite Humano
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Em condi¢gdes normais a acidez Dornic no leite humano tem uma
variagdo de 2° a 7° Dornic. Conforme BRASIL (2001) o leite humano néao
deve apresentar acidez superior 8° D, a FIOCRUZ, (2006) preconiza no BLH
gue amostras de leite humano que apresentam a titulacéo da acidez inferior
a < 8°D, serdo envazadas para posteriormente serem pasteurizadas e as

gue apresentam a acidez = 8° D s&do consideradas imprdprias ao consumo.

Rona et al., (2008) relatam que acidez no leite humano é resultado
do &cido latico e outros acidos que foram degradados da lactose através da
acao microbiana. Galhardo et al., (2002) apresentou em seus estudos que
acidez titulavel possui outra fonte relacionada, ndo apenas com a qualidade
higiénico-sanitario, mas durante o armazenamento ocorre oxidacao lipidica,
elevando a acidez, neste estudo ndo houve o armazenamento do leite
humano, as amostras foram transportados em rede frio conservado a

mesma temperatura e analisadas a seguir.

Segundo a FIOCRUZ, (2006) no leite humano a acidez &
mencionada de acordo com a classificagcdo original ou desenvolvida. A
original € resultante de seus constituintes no leite e a desenvolvida é
decorrente da degradacdo do acido latico através da acdo microbiana. A
microbiota primaria e secundaria do leite humano possui habilidade para
fermentacdo da lactose. O aumento da acidez é decorrente da
metabolizacdo da lactose, assim sendo, para cada molécula de lactose
resulta em 4 moléculas de &cido latico, elevando a acidez, ocorre a
osmolaridade e a reducdo da biodisponibilidade de calcio e fosforo,
resultante da desestabilizacdo de micelas de caseina, formando a

precipitacdo decorrente da acdo do acido latico no leite humano.

Ao cruzar os dados com a acidez elevada com o pH e o0 K,
encontrou-se um valor correspondente de 29,68% (n=6) nas amostras que
apresentaram crescimento microbiano entre 20 a 130 UFC/ml. Ao
pormenorizar os dados, observou-se que para as amostras de n° (06) e (26)
a acidez foi de 10° Dornic, o valor de K= (486,47) e (666,34); (00) e
(130)UFC/ml; para o pH (6,79) e (6,90). Para as amostras de n° (14), (17) e
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(22) o valor de K= (593,64), (598,64) e (681,44); (20), (45) e (00) UFC/ml; pH
(6,75), (7,01) e (6,78);, porém para a amostra de n° (15) com a acidez 15°
Dornic o valor de K= (598,31) e (30) UFC/ml e pH (6,91). Para os dados
encontrados nessa pesquisa em relagcdo a (K) ha consonancia com a
literatura. Segundo Cavalcante et al.,, (2005), quanto maior o valor
energético menor o pH e maior a acidez, exemplo da amostra (26). Neste
estudo, porém, o valor de K é inferior ao de pH nas amostras (06), (14), (17),
(22) e (15), sendo que nas amostras (6) e (22) ndo houve crescimento
bacteriano. A Tabela 5 apresenta a distribuicdo da acidez ° Dornic, com 0s
seus respectivos valores, frequéncia e a percentual. Observou-se que houve
uma variacao dos valores da acidez de 3° a 15° D das amostras analisadas.

Tabela 5 — Distribuicdo da Acidez Dornic

Valores Acidez°D Frequéncia Percentual
03 02 6,9%
05 04 13,8%
08 16 55,2%
09 04 13,8%
10 02 6,9%
15 01 3,4%
Total 29

Fonte: Dados do autor

O valor da acidez Dornic demonstrado na Tabela 5 evidenciou indice
da acidez de 3° e 5° D com um percentual de 6,9% e 13% sendo
considerado adequado para consumo. Em relacéo ao limite estabelecido de
< 8° D foram encontradas 55,2% das amostras e com acidez acima de 8° D
foi evidenciado 9°, 10° 15° D com percentual de 13,8%, 6,9% 3,5%,
respectivamente. Estes valores foram considerados inapropriados ao
consumo devido a elevacdo da acidez. Para maior entendimento desse
contexto a distribuicdo da acidez Dornic foi separada em dois grupos de
contingéncia, amostras com acidez < 8° D (Tabela 6) e amostras com acidez
> 8° D na (Tabela 7).
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Tabela 6 — Contingéncia amostral relacionada a presenca/auséncia de

microrganismos em relag&o a acidez < 8° Dornic.

_ Microrganismo
Amostra  Acidez°D

Presenca Auséncia
1 8 - +
2 8 - +
3 8 - +
4 8 + -
5 8 + -
6 10 + -
7 5 + -
8 8 + -
10 8 + -
11 3 + -
12 5 + -
13 8 + -
16 8 + -
18 8 - +
19 8 + -
20 8 + -
21 8 + -
23 8 + -
24 8 + -
25 8 + -
28 3 + -
29 5 + -
30 5 + -

Fonte: Dados do autor

Observa-se que ao compararem-se os dados das na Tabela 5 e 6
em relagdo ao limite estabelecido de < 8° D, 18 amostras apresentam
percentual de 55,2% do total de amostras. Nestas 4 amostras (13,79%) ha

auséncia de microrganismo 1, 2, 3 e 18. As amostras 4, 5 e 23, apresentam
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coliformes e a amostra 08, ha a presenca de microrganismos psicroéfilos e
mesofilos. A amostra 10 apresenta termofilos, fungos filamentosos e
leveduriforme e presenca de coliformes. As amostras 13, 16, 19 e 24, ha
presenca de mesofilos e coliformes. Na amostra 20 detectaram-se mesofilos,
termofilos, fungos filamentosos e leveduriformes e coliformes e amostras 21
e 25, observou-se psicrofilos, mesofilos, termofilos, fungos filamentosos e
leveduriforme e coliformes. Neste estudo evidenciou-se uma visao geral da
carga microbiana ao limite estabelecido de < 8° e a sua estreita correlacdo
com os valores de acidez Dornic, vindo de encontro com a literatura que é
um metodo eficaz para avaliagdo do crescimento microbiano no leite

humano.

Tabela 7 — Contingéncia amostral relacionada a presenca/auséncia de

microrganismos em relagao a aprovagao da acidez= 8° Dornic.

Microrganismo

Amostra Acidez°D
Presenca Auséncia
06 10 + -
14 09 + -
15 15 + -
17 09 + -
22 09 + -
26 10 + -
27 09 + -

Fonte: Dados do autor

Com a apresentacao da Tabela 7 pode-se evidenciar que acidez e a
contagem de valores entre 3° e 5° Dornic ha a presenca de microrganismos
(amostras 7, 11, 12, 28, 29 e 30). Porém ha elevada presenca microbiana,
ao comparamos a Tabela 6 e a 02. Observou-se na amostra 07 a presenca
de 240x10° NMP/ml de coliformes, sendo 21x10° NMP/ml de coliformes
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totais. A amostra 11 apresentou 21x10° NMP/ml de coliformes, sendo
21x10° NMP/ml de coliformes totais. A amostra 12 apresentou 3,6x10°
NMP/ml de coliformes, sendo 3,6x10° NMP/ml de coliformes totais. A
amostra 28 apresentou 14x10° NMP/ml de coliformes e 3,6x10° NMP/ml de
coliformes fecais. A amostra 29 apresentou 20x10° NMP/ml de coliformes,
com 9,2x10° NMP/ml de coliformes totais. A amostra 30 apresentou 15x10°
NMP/ml de coliformes, e 3,6x10° NMP/ml de coliformes fecais, com estes
dados expde-se a importancia do controle microbiolégico do Banco de Leite
através do grupo coliforme.

Foi evidenciado também que as amostras 1, 2, 3 e 18 (13,79%) néo
apresentaram presenca de microrganismos, porém as mesmas foram
desprezadas. Deduz-se que o banco de leite trabalhou com uma margem
de seguranca levando em consideracao a clientela receptora, a sensibilidade
do recém-nascido, a excepcionalidade dos prematuros, a susceptibilidade a
infeccbes, o desfavorecimento imunoldgico, além do retardo na maturacéo
do sistema imune e do aparelho intestinal. Estudo realizado por Cavalcante
et al.,, (2005) evidenciou que o leite humano tem sobrecargas acidas e
basicas que resultaria em acidose ou alcalose e a sua utilizacdo pode vir a
causar enterocolite necrosante no neonato prematuro. A Tabela 07
apresenta Contingéncia amostral relacionada a presenca/auséncia de

microrganismos em relagao a acidez = 8° Dornic.

Na Tabela 07, ao comparar as informa¢des com os dados da Tabela
03 observa-se que a amostra 06 ha a presenca de coliformes e na mostra 14
h& a presenca de microrganismo psicrofilos e mesdéfilo, fungos filamentosos
e leveduriforme juntamente com ha a presenca de coliformes, as amostra 15
e 17 contém a presenca de mesofilo, fungos filamentosos e leveduriforme e
de coliformes, na amostra 22 ha a presenca de coliformes totais e fecais, as
amostras 26 e 27 ha a presenca do microrganismo mesofilo, termofilo,
fungos filamentosos e leveduriforme e coliformes totais, sendo a amostra 26

também a presenca do grupo de coliformes fecal.
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Devido a elevagcdo da acidez Dornic, houve a presenca da carga
microbiana em quase toda a sua totalidade. Embora o LHO compdem-se de
substancias protetoras, elas ndo assegura a contaminagdo, ja que o
crescimento microbiano € constituindo da veiculacdo dos microrganismos
(ALMEIDA, 2004) sendo que a boa qualidade de LHO se déa pelo controle
higiénico sanitario da coleta e a manipulacdo do leite humano, a
conservacao sobre refrigeracdo adequada e as fases de processamento,

pasteurizacao e estocagem.

Estudo apresentado por Castro (2006) sugere que a contaminacéo
por coliformes pode ser bastante varidvel desde a unidade geogréfica,
guanto pela qualidade do treinamento das nutrizes sobre a coleta adequada
do leite humano. Serafini et al., (2003), aponta também que a contaminacgao
por coliformes pode ser proveniente do ambiente e relata ainda que a
pasteurizacdo pode ser comprometida por uma carga microbiana inicial
elevada. Cabe ressaltar que a pasteurizacao eliminar 95% da microbiota
patogénica. Assim a pasteurizacdo é um processo fisico e a acidez um
processo quimico, e a temperatura ndo exerceria efeito sobre a acdo da
neutralidade da acidez (BRASIL, 2001).

Buscando estabelecer se ha relacdo entre a acidez Dornic e 0
crescimento microbiano a 37° C, este estudo na Tabela 8 apresenta a
comparacao do grupo de microrganismo mesofilos associado a sua acidez
Dornic juntamente com a frequéncia e a porcentagem que aparece, este
grupo foi selecionado por ser o contaminante mais frequente em leite
humano ordenado segundo Compendium of methods for the microbiological

examination of foods (1984).
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Tabela 8 — Distribuicdo da frequéncia das amostras analisadas com a Acidez °D e
grupo Mesobfilo

a°D UFC/ ml Mesoéfilos N°de Amostra Percentual de Amostras
3 13x10°- 0,01x10? 01 3,4%
5 78x10°- 0,1x10* 02 6,9%
8 45x10° - 0,05x10? 08 27,6%
9 45x10° - 0,05x10? 03 10,2%
10 130x10°- 1,8x10* 01 3,4%
15 30x10 °- 0,5x10" 01 3,4%

Fonte: Dados do autor

Ao examinar os dados da acidez e comparar com as Tabelas 07 e
08, observa-se que houve uma variacdo entre acidez 9° a 15° Dornic e que a
contagem microbiana minima é de 0,05x102 UFC/ ml e maximo de 130x10°
UFC/ml para o grupo mesoéfilo. Observou-se no presente estudo que a
acidez Dornic ndo constituiu um fator limitante para o0 crescimento
bacteriano, pois em acidez = 8°D houve crescimento microbiano, ou seja, em
acidez 3°D (3,4%) (13x10° - 0,01x10%), 5°D (6,9%) (78x10° - 0,1x10%) e em
8°D (27,6%) (45x10° - 0,05x10%), Norvak; Cordeiro (2007) apud Silvia;
Almeida (2001) que relatam em seus estudos contagem microbiana elevada,

e este era relacionada a contaminantes externos.

Os estudos de Norvak; Cordeiro (2007) e Rona et al.,, 2008
corroboram que a acidez no leite humano € resultado de acido latico da
degradacdo da lactose por microrganismo. Bortolozo, et al.,, (2004)
apresentaram que o crescimento bacteriano com a elevacdo da acidez
Dornic em amostra de leite humano cru e pasteurizado e congeladas ha a
possibilidade de alteracdo em sua estabilidade relacionada ao fisico-quimico

do leite pasteurizado decorrente da manipulacéo.

Norvak; Cordeiro (2007) apud Luzeau et al., (2001) demonstrou que o

leite humano cru ou pasteurizado e congelado, sofre lipdlise elevando a
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acidez e que em leite humano com valores normais de &cido latico, esta
alteracdo decorre da elevacdo de acidos graxos livres produzidos pela
lipase.

Neste estudo o grupo de microrganismos mesofilos permitiu uma
visdo sobre a carga microbiana existente nas amostras de leite humano
ordenhado, as quais foram classificadas improprias, o0s valores
correspondentes da acidez < 8°D, vém confirmar com a literatura que a
Acidez Dornic € um método eficaz para a avaliacdo indireta do crescimento

microbiano no leite humano ordenado.

6.2 Analises microbiologicas

Na analise estatistica para coliformes foram descritas através de
cada teste e na confirmacao da presenca de microrganismo, ou seja, na fase
Presuntiva 24 amostras com valor minimo de 3,60 e maximo de 240,00
(média de 70,31). O valor da variancia foi de 5448,696 e o desvio padréo de
73,81. Na fase Confirmativa (VB) 13 amostras com valor minimo de 3,60 e
maximo de 93,00 (média de 16,69). O valor da variancia foi de 586,484 e o
desvio padrao de 24,22. Na fase Confirmativa (EC) 08 amostras com valor
minimo de 3,60 e maximo de 23,00 (média de 13,25). O valor da variancia
foi de 81,57 e o desvio padrao de 9,03.

Na resolucdo RDC n° 12 de janeiro de 2001 do Ministério de Saude,
estabeleceu que os critérios para o controle microbioldgico do leite humano,
sd0 a auséncia tanto de coliformes a 35°C, a quantidade permitida de
microrganismos aerébios meséfilos é de até 1x10° UFC/ml, como de
Staphylococcus coagulase positiva em 01 ml de leite apds a pasteurizacéo
(BRASIL, 2001). O LHO, nao segue o conceito de lote como na industria
alimenticia. O mesmo nao pode ser misturado, 0 que se torna obrigatoéria
realizar a analise microbioldgica de todos os frascos de leite humano. Devido
ao grande volume de amostras, de meio de cultura e custos operacionais,

torna-se inviavel a procura da variedade de microrganismos patogénicos, a
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partir desta premissa, verifica-se a necessidade de se utilizar o grupo de
indicadores como realizado nesse trabalho Na Tabela 9 foi apresentada a
guantificacdo de coliformes nas fases presuntivo e confirmativo VB e EC

juntamente com a acidez Dornic.

Tabela 9 — Quantificagéo de coliformes na fase presuntivo, confirmativo VB e EC

com a acidez °D.

NMP g/ml - Coliformes
Amostra A°D

Presuntivo Confirmativo VB Confirmativo EC
4 08 23x10° -- --
5 08 9,2x10° -- --
6 10 23x10° -- --
7 05 240x10° 21x10° --
10 08 21x10° -- 21x10°
11 03 21x10° 21x10° -
12 05 3,6x10° 3,6 x10° -
13 08 3,6x10° 3,6 x10° -
14 09 3,6x10° - -
15 15 160x10° 21x10° 23x10°
16 08 93x10° 3,6x10° -
17 09 93x10° - -
19 08 93x10° - -
20 08 240x10° 93x10° -
21 08 93x10° -- 3,6 x10°
22 09 150x10° -- 21 x10°
23 08 93x10° -- 21 x10°
24 08 93x10° 21 x10° --
25 08 15x10° 3,6 x10° --
26 10 150x10° 9,1 x10° 9,2 x10°
27 09 7,4x10° 3,6 x10° --
28 03 14x10° -- 3,6 x10°
29 05 20x10° 9,2 x10° --
30 05 15x10° 3,6 x10° 3,6 x10°

Fonte: Dados do autor.



70

A busca para reducéo de custos e um menor intervalo dos resultados
a Rede Nacional de Banco de Leite, utiliza- se o teste alternativo que fornece
resultados expressos em termos de presenca ou auséncia de coliformes,
independente da quantificagcdo. O fato de possuir um resultado presente
para coliformes inviabiliza o produto como impréprio para o consumo. Nesse
estudo a Tabela 10 apresenta os resultados positivos (presenca) ou

negativos (auséncia) para coliformes.

Tabela 10 — Teste alternativo utilizado em banco de leite

Coliformes Numero de amostras %
Positivo 24 82,76
Negativo 05 17,24
Total 29 100

Fonte: Dados do autor

No presente trabalho a Tabela 10 apresentou 05 amostras com
auséncia de coliformes que corresponde a 17,24%. Porém 24 amostras
(82,76%) apresentaram coliformes no teste presuntivo, destas 24 amostras,
13 (54,16%) delas apresentaram coliformes totais e 08 (33,33%)
apresentaram coliformes fecais, entretanto 03 (12,5%) amostras
apresentaram teste positivo para coliformes totais e fecais. Comparando
este estudo com a Tabela 9 evidenciou que das 29 amostras analisadas, 24
foram positivas na prova presuntiva (meio Lauril Sulfato de Sédio). Dentre
elas 13 amostras positivas na prova confirmativa para coliformes totais (meio
Verde Brilhante) e na prova confirmativa para coliformes fecais (meio E. coli)
08 amostras foram positivas. Na Tabela 11 esse estudo quantificou a

populacéo de coliformes.
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Tabela 11 — Quantificagéo de coliformes em NMP/ml nas amostras do leite humano

Faixa de Contagem Numero de amostras %
<1 (auséncia) 05 17,24
01}— 10 05 17,24
10|— 100 14 48,27
100}— 1000 05 17,24
>1000 -- --

Fonte: Dados do autor

Estudo apresentado por Castro (2006) observou que em 60 amostras
analisadas foram encontradas 75% das amostras positivas para coliformes
totais. Para esse estudo, 24 (82,76%) amostras apresentaram coliformes, ou
seja, destas 13 (54,16%) amostras apresentaram coliformes totais e 08
(33,33%) amostras que apresentaram coliformes fecais. Semelhante a esse
estudo, Ramos (2006) descreve contaminacdo por coliformes em seu
estudo, Serafini et al., (2003) obteve a presenca de coliformes em 22,1% e
Norvak; Almeida, (2002) das 343 amostras encontrou 31,2% de coliformes

em leite humano ordenhado.

A avaliacdo das condi¢cdes higiénico-sanitarias do leite humano
realizado por Ponte; Ivasaki; Oliveira, (2003) em Banco de Leite Humano no
Distrito Federal, foi encontrada a presenca de 33,3% coliformes totais e
25,9% de coliformes termotolerantes que revelam a contaminacéo fecal. Ja
Bertozolo et., (2004) n&o evidenciou a presenca de coliformes em seus

estudos.

Norvak; Almeida, (2002) relatou que com 343 amostras de leite
humano no Instituto Figueira Fernandes (IFF), que a populacdo de
coliformes encontrados foi de 3,0x10° a 3,0x10* NMP. Para este estudo foi
encontrado no teste Presuntivo um valor minimo de 3,6 x10° e valor méaximo
de 240x10°, nos testes Confirmativos (VB) um valor minimo de 3,6 x10° e
valor maximo de 93x10° e no teste (EC) um valor minimo de 3,6 x10° e valor

maximo de 23x10°.



72

Serafini et al., (2003) em 194 amostras de leite humano ordenhado
70,4% apresentaram contaminagdo com microrganismo indicadores sendo
1,66 contaminadas por Escherichia coli. Rodrigues (2005) evidenciou em
seus estudos em BLH no estado de S&o Paulo 20% de coliformes totais em
suas amostras e 13,33% para coliformes de origem fecal inferior ao
encontrado nesse estudo que corresponde a 33,33%.

Neste estudo em relacdo a Escherichia coli, a presenca dessa
bactéria em 33,33% nas amostras analisadas € um fator relevante,
considerando a sua presenca como indicador classico de origem fecal,

revela incidentes na manipulagcéo do leite humano através das doadoras.

Rodrigues (2005) encontrou indicativo de 13,33% de E. coli em suas
amostras. Castro (2006) constatou 50% de E. coli com uma populacédo de 1
a 99 NMP/ml. Assis Neto et al., (2001) das 25 amostras analisadas 52%
foram positivas para E. coli e a populagéo foi de < 0,3 a < 240 NMP/ml,

neste estudo foi evidenciado uma populacéo de 3,6 a 23 NMP/ml.

Serafini et al., (2003) relata que o leite humano contaminado por
coliformes pode ser procedente do ambiente. Segundo Rodrigues (2005)
mesmo tendo encontrado indicativo de contaminacdo de origem fecal, as
amostras em sua maioria apresentaram qualidade higiénico-sanitario

adequada no leite humano coletado.

Segundo Ponte; Ivasaki; Oliveira, (2003) o aleitamento materno ao
seio da mae, ndo apresenta transferéncias de coliformes fecais, estes
contaminantes sdo secundarios e externos oriundo de manipulacdo de
utensilios e equipamentos. A Tabela 12 foi apresenta o percentual dos
microrganismos/grupo em relacdo a quantificacdo bacteriana, nas 29

amostras analisadas e as suas respectivas diluicdes.
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Tabela 12 — Distribuicdo percentual da presenca de microrganismos em amostras de

leite humano

Distribuicao percentual das amostras em funcéo da
Microrganismo/Grupo qguantificacao e suas diluicdes seriadas

|— 10° 10%— 10* 10'}— 1072

Psicréfilos 17,24% 03,45% 00%
Termofilos 27,59% 17,24% 03,45%
Mesofilos 55,17% 44,83% 10,34%
Fungos Filamentosos e 41,38% 20,69% 00%
Leveduriforme
Staphylococcus aureus 00% 00% 00%

Fonte: dados do autor.

Esse estudo néo teve o intuito de classificar a microbiota do leite
humano nos grupos de microrganismos enunciados e sim o de quantificar de
acordo ao grupo microbiano ao qual pertence. O leite humano possui uma
rigueza de nutriente na sua composicao, porém as substancias inibitorias
estdo presente apenas no leite humano cru recém-ordenado, as suas
caracteristicas intrinsecas como a atividade de agua, pH proximo a
neutralidade e extrinseca como a temperatura, associada a interacdo entre
0s microrganismos, produzem metabdlicos que afetam a sobrevivéncia e a
prépria multiplicacdo fazendo com que este produto seja um excelente meio
de cultura (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

Almeida (1986) identificou a presenca de psicrofilos 36,7% em suas
amostra, Assis neto et al., (2001) verificou a contagem de 6,0x 10% na
contagem de microrganismos psicroéfilos. Norvak et al., (2001) encontrou
8,6%, (n=30) outro estudo do mesmo autor Norvak et al., (2008) evidenciou
a presenca 27,5% (n=40). Ja para o microrganismo termdfilos Norvak et al.,
(2008) 6,7%. Neste estudo o percentual de psicrofilos foi de 17,24% e para
termofilo 27,59% (n=29).

A presenca desses microrganismos em amostras de leite humano

sugere contaminagdo secundaria, com manipulacdo ou estocagem de
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refrigeracdo inadequada, a disponibilidade de nutrientes no leite, a alta
atividade de 4gua e o pH préximo a neutralidade torna-o meio favoravel ao
crescimento bacteriano (ARCURI et al., 2006).

A contagem para bactérias mesofilas, estabelecido pela Resolugéo
RDC n° 12/2001 é delx10? UFC/ml, valor este utilizada no leite humano
ordenhado cru, porém vale ressaltar que o leite humano ordenhado
pasteurizado ndo ha parametros estabelecidos pela Resolucdo na RDC n°
171/2006. Esta resolucéo retirou a contagem e a analise do microrganismo
mesofilo realizado pelo banco de leite, 0 qual permanece apenas as analises
fisico-quimico e a analise do grupo coliforme para avaliar a qualidade
microbiolégica do leite segundo Nobre et al., (2015).

No estudo de mesofilos Assis Neto et al., (2001) evidenciou 96%,
desse microrganismo em suas analises, resultado semelhante ao de Scarso,
(2008) 98,6%, de Rodrigues (2005) de 96,6% e Norvak, (2007) encontrou
96% de mesofilos em suas amostras, outro estudo de Norvak (2008)
identificou 80%. Nobre et al., (2015) identificou 62,12%. Neste estudo foram
encontrados 55,17% de mesofilo superior ao encontrado por Pontes; Ivasaki;
Oliveira, (2003) que identificou 48,2% e Castro, (2006) 34,48%.

A deteccdo de microrganismos mesofilos aerdbios facultativos
vidveis em amostras de leite humano superior ao valor de referéncia
evidencia contaminacdo ocasionada a auséncia de pratica na manipulagao.
Pontes; Ivasaki; Oliveira, (2003) apds analisarem suas amostras concluiu
gue houve a ruptura das Boas Praticas de Manipulacdo durante o
processamento do leite humano. Segundo Nobre et al., (2015) as bactérias
mesofilas funciona como indicador da qualidade sanitaria do leite, para
Norvak; Cordeiro (2007) a presenca desse microrganismo estao
relacionadas as técnicas inadequada de coleta, higiene precaria em relacao
a doadoras e dos utensilios e manutencéo do leite fora da cadeira de frio.
GALHARDO et al., (2002) relata que o crescimento bacteriano produz
fermentacdo e acidificagdo do leite humano levando assim a redugéo

nutricional e imunoldgico do produto desqualificando a utilizacao.
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Quanto a presenca de Staphylococcus aureus Almeida et al., (1998)
detectou 96% em seus estudos. Castro (2006) encontrou 78,57% (n=60) no
leite humano analisado. Serafini et al. (2003) em seus estudos identificou
7,35% (n=10). Assis Neto et al (2001) relatou a presenca de 32% e Pontes;
Ivasaki; Oliveira, (2003) detectou 44,4%. J& Rodrigues (2005) identificou
35% e Norvak (2008) citou 30%. Almeida et al., (2012) relataram 12% (n=6).
Para este estudo ndo houve a presenca de Staphylococcus aureus.

Almeida (1986) encontrou uma prevaléncia de fungos filamentosos e
leveduriformes em 69,4% de suas amostras. Serafini et al., (2003) observou
a presenca em 31,6% de suas amostras. J& Scarso (2008) encontrou 56%,
ja Norvak (2008) identificou 6,7%, Sousa et.al (2010) encontrou 2,23x10
UFC/ml no leite ap6és o congelamento e 1,94x10 UFC/ml no leite apos a
pasteurizacdo. Neste estudo foram identificados 41,38%.

Esses microrganismos mostram tolerancia maior para pH entre 6,5 a
7,5 pH, ja que os fungos filamentosos multiplicam-se em pH mais baixos que
as leveduriformes Franco; Landgraf, (2005), neste estudo o pH para este
microrganismo ficou no valor minimo de 6, 74 a 7,12 de pH. As leveduras
também causam alteracdes na qualidade do leite, através da acdo sobre a
lactose que afeta as enzimas desses microrganismos entre elas as
proteases e as lipases, resultando na producdo de CO2 que origina um mau

odor pelo processo fermentativo (JAY, 2005).

Norvak, et al., (2002) constataram em seus estudos que 0S eSporos
de fungos contidos em alimentos podem transpassar das doadoras pelas
maos para o LHO, a incidéncia de fungos filamentosos e leveduriforme em
leite humano ordenhado tem relacdo direta com habitos, fato de extrema
relevancia para a manipulacdo do controle da assepsia e a coleta do LHO.
Os dados encontrados neste estudo sugerem provavelmente, que nao houve
uma assepsia adequada das maos e/ou dos mamilos da doadora durante a
manipulacdo da coleta do leite humano, pois os fungos pertencentes ao
ambiente podem ser transferidos para as maos e consequentemente ao leite

ordenhado.
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Tabela 13 — Correlagéo entre acidez ° Dornic e 0 microrganismo mesofilo

Coeficiente de Correlacédo de Pearson

A ° Dornic Mesofilos
A ° Dornic Pearson Correlation 1 .148
Sig. (2-tailed) .. 442
N 29 29
Mesofilos Pearson Correlation .148 1
Sig. (2-tailed) 442
N 29 29

Fonte: Dados do autor.

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi aplicado em todos os
grupos de microrganismo estudados neste trabalho, porém para o grupo de
mesofilo foi nico que apresentou correlagdo com acidez ° Dornic, devido a
auséncia de correlacdo nos demais grupos de microrganismo, ndo houve a
apresentacdo dos dados. A andlise estatistica descritiva para o grupo de
mesofilo corresponde 00 o valor minimo e 0 maximo de 130 com a média de
16,55 e o desvio padréo de 28.62359 seguido da variancia de 819.310, ja na
Tabela 13 apresenta os resultados do coeficiente de correlacdo de Pearson
entre a variavel acidez ° Dornic e o microrganismo de mesdfilo, este grupo
além de apresentar baixa correcdo, ha evidencias de estudo publicado em
meio cientifico, sendo que os mesmo foram utilizados com a finalidade de

comparacao dos dados evidenciados neste estudo.

A correlacdo entre as variaveis da acidez ° Dornic e 0 microrganismo
mesofilo foram de R - 0,02261. O presente estudo analisou 29 amostras, das
guais 55,17% houve a presenca do microrganismo, foi utilizado o coeficiente
de correlacdo de Pearson através do programa SPSS versdo 19 para

Windows. Conforme apresentado na figura 10.
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Figura 10- Correlagédo Linear da acidez ° Dornic e mesofilos
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N&o foi observada no presente trabalho a elevacéo gradativa entre a
populacdo microbiana e acidez ° Dornic, como apresentado no estudo de
Norvak (2007). No entanto Castro (2006) identificou (n=72) o coeficiente de
correlacdo amostral de 0,215, proporcionalmente semelhante a este estudo
gue identificou uma correlacdo amostral de (n=29). O coeficiente de
correlacdo no valor de 0,148, conforme apresentado na figura n° 10, através

do gréfico linear, ou seja, corresponde a R*= 0.022.

Em relacdo as variaveis fisico-quimico (acidez °Dornic, pH, e K)
também foi realizado coeficiente de correlacdo de Pearson apresentado na
Tabela 15 para (n=29) foram R=0.270 (K) e R=0.075 (pH) e as figuras 11 e
12 apresentam a sua correlacdo linear e sua respectiva apresentacdo no
gréfico linear, ou seja, ela corresponde a R? = 0,073 para pH e R? =0,006.
N&o foi encontrado na literatura estudo semelhante para poder realizar a

comparacao com estes dados.
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Tabela 14 — Correlac&o entre acidez °Dornic, pH e K das amostras de leite

humano

Coeficiente de Correlacédo de Pearson

A ° Dornic pH K
A ° Dornic Pearson Correlation 1 .075 270
Sig. (2-tailed) .700 157
N 29 29 29
pH Pearson Correlation .075 1 -.256
Sig. (2-tailed) .700 .180
N 29 29 29
K Pearson Correlation 270 -.256 1
Sig. (2-tailed) 157 .180
N 29 29 29

Fonte: Dados do autor.

Figura 11- Correlacéo Linear da acidez ° Dornic e K.
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Figura 12 - Correlacao Linear da acidez ° Dornic e pH.
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7. CONSIDERACOES

O objetivo dessa dissertacdo foi alcancado, foram realizadas as
analises microbiolégicas do leite humano e a quantificacdo dos
microrganismos, simultaneamente com as andlises fisico-quimica de K (teor
energeético), pH e acidez ° Dornic. Todos os resultados foram aplicados para
analises estatistica e descritiva através do programa de SPPS Windows
versdo 19. Apresentam-se 0s comentarios sobre as variaveis apresentada

neste estudo.

Para a variavel K (teor energético) neste estudo houve consonancia
com a literatura que quanto maior o valor energético, menor o pH e maior a
acidez, neste estudo 29,68% (n=6) apresentaram crescimento microbiano
com o valor de K e inferior ao de pH e a acidez elevada entre 9, 10 e 15°
Dornic, e entre ela 6,73% (n=2) ndo houve crescimento bacteriano, também
nao foi observado o crescimento microbiano em 13,79% (n=4) com a acidez
correspondente 8° Dornic uma hipdtese para esse fenbmeno € que o leite
humano sofre lipolise elevada acidez, ja para 41,37% (n=12) com acidez
correspondente 8° Dornic e 25,58% (n=8) com acidez <8° Dornic houve
crescimento da microbiota, o que reintegra a atencéo para a contaminacao

em funcéo da manipulacao.

Neste estudo a variavel de pH apresentou uma variagdo concordante
aos dados da literatura com a média de 6,8 pH. Por ter uma instabilidade em
seus valores precisos a Rede Brasileira de Banco de Leite ndo preconiza o
pH para a mensuracdo da acidez do leite humano, pois os acidos pré-
formados ndo sdo obtidos através de pH devido a baixa concentracdo de
jons livres. O leite humano possui elevada atividade de &gua, uma
composicao quimica e fatores naturais de interacdo da microbiota, associado
ao fator extrinseco como a temperatura pode alterar o fator de pH.
Observou-se neste estudo que ndo houve diminuicdo de pH, o qual
apresentou um valor minimo de 6,05 e maximo de 7,21 sugerindo que ao
houve reacgdo lipolitica e proteolitica que liberasse &cidos graxos e

aminoacido confirmando a hipétese de da variavel (K). Porém em relacéo a
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acidez elevada a amostra de numero (26) apresentou o pH de 6,90 e a
acidez 10° Dornic com a presenca de 130 x 100° UFC/ml, a hip6tese para
este evento foi que houve a desestabilizacdo da caseina tornando o célcio
menos disponivel, contribuindo ao crescimento microbiano, este fendémeno
esta relacionado com a conservacdo inadequada do leite humano apés a
coleta.

Para acidez ° Dornic neste estudo foi evidenciado que houve uma
variacdo da acidez de 03 a 15° Dornic, com a média de 7,79 ° Dornic
observou-se também que o leite humano apresentou valor de acidez < 8°
Dornic elevada quantidade de microrganismo do que 0s que apresentaram =
8° Dornic cabem também citar que as amostras de numero (6) com acidez
de 10° Dornic e a amostra numero (22) com acidez de 9° Dornic
apresentaram auséncia de microrganismos do tipo mesofilos mais comum
no leite humano, e a amostra de numero (15) com acidez de 15 ° Dornic

apresentou baixa quantidade de microrganismo 30x10° UFC/ ml.

A alta acidez e a auséncia de microrganismo sugeriram oxidacéo
lipidica influenciada pela temperatura do armazenamento. Ja para a acidez 2
8 A alta acidez e a auséncia de microrganismo sugeriram oxidacao lipidica

influenciada pela temperatura do armazenamento.

Foi observado que em 13,79% (n=4) a auséncia de microrganismo
na acidez de 8° Dornic, contudo o leite humano foi considerado impréprio
para 0 consumo, a as mesmas descartadas, deduz-se que banco de leite
utiliza uma margem de seguranca na distribuicao do leite humano, levando
em consideracao a clientela receptora, entre outros dados relevantes como a
sensibilidade do recém-nascido, a excepcionalidade dos prematuros, a
susceptibilidade a infec¢des, o desfavorecimento imunolégico, o retardo na
maturacdo do sistema imune e do aparelho intestinal, o leite humano com
sobrecargas acidas e basicas resultando em acidose ou alcalose e a sua

utilizacdo pode vir a causar enterocolite necrosante no neonato prematuro.

Neste estudo para a analise microbiologica do grupo de coliformes

17,24% (n=5) apresentou a auséncia do microrganismo, porém 82,76%
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(n=24) comprovaram a presenca de coliforme na fase presuntiva com o valor
minimo de 3,60 e maximo de 240,00 NMP/ml, destas 24 amostras, 54,16%
(n=13) apresentaram coliformes totais, com valor minimo de 3,60 e maximo
de 93,00 NMP/ml e 33,33% (n=8) apresentaram coliformes fecais, com valor
minimo de 3,60 e maximo de 23,00 NMP/ml, no entanto 12,5% (n=03)
apresentaram teste positivo para coliformes totais e fecais.

A deteccédo de microrganismos coliformes nesse estudo indica que
algum ponto no caminho percorrido pelo leite humano ordenhado, houve a
guebra das boas préaticas de procedimento, outro precedente da elevacao da
guantidade da microbiota neste estudo sugere que esteja relacionada com
as técnicas inadequadas de coleta, higiene precaria e uso de utensilios na
manipulagdo do leite humano fora da cadeia a frio. Dentro deste contexto
destaca-se que a presenca de microrganismos do grupo coliformes indica a
inobservancia dos procedimentos higiénico-sanitarios recomendados, o0 que
comprova através do teste confirmativo EC, na presenca dessa bactéria em
33,33% das amostras analisadas, € um fator relevante, considerando a sua
presenca como indicador classico de origem fecal, revelado assim incidente

na manipulacéo do leite humanao.

A presenca dos microrganismos psicrofilos e terméfilos em amostras
de leite humano sugere contaminacdo secundaria, com manipulacdo ou
estocagem de refrigeracdo inadequada. Ja para a deteccdo de
microrganismos mesofilos nas amostras de leite humano evidencia a
contaminacao ocasionada pela ruptura das boas praticas de manipulacéo, o
grupo de microrganismo mesoéfilo atua como indicador da qualidade sanitaria
do leite, a sua presenca relaciona-se com a técnica inadequada de coleta,
higiene precaria e o uso utensilios na manipulacéo do leite humano fora da
cadeia a frio. O crescimento microbiano do mesofilo produz fermentacao e
acidificacao do leite humano, desqualificando a utilizacao e levando, portanto

a reducéao nutricional e imunoldgica do produto.

Os Staphylococcus séo bactérias mesoéfilas com crescimento 6timo a

37°C e faixa entre 07 a 47,8°C, e apresenta crescimento em 04 a 9,8 pH,
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habita a cavidade nasal, pele e a pele do mamilo, a presenca desse
microrganismo no leite humano é indicativo de contaminante externo,
sugerido o procedente de manipuladores, utensilios e equipamentos, para

este estudo n&o houve crescimento do microrganismo.

A incidéncia de fungos filamentosos e leveduriforme pertencentes ao
ambiente podem ser transferidas para as maos e consequentemente ao leite
humano ordenhado, fato de extrema relevancia para a manipulacdo do
controle da assepsia e a coleta do leite humano ordenhado, para este estudo
indica que n&o houve uma assepsia adequada das méaos e/ou dos mamilos

da doadora durante a manipulacdo da coleta do leite humano.

A inferéncia do coeficiente de correlagcdo de Pearson na quantidade
amostral (n=29) n&o forneceu estimativas fidedignas da correlagéo linear
entre as varias observadas, ou seja, a conclusao realizada a partir de uma
guantidade reduzida de observacdes deve ser interpretada com bastante
cautela, isso porque amostras pequenas ndo fornecem estimativas

confiaveis de parametros populacionais.
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8. CONCLUSAO

O leite humano ordenhado fornecido pelo banco de leite de Sao
Carlos segue o padronizado pela Rede Nacional de Banco de Leite Humano
no Brasil e a Resolu¢cdo RDC n° 171/2006 sendo que as analises do controle
da qualidade do leite humano em banco de leite sdo fisico-quimicas através
da acidez em ° Dornic, a andlise da qualidade microbiol6gica por meio do
microrganismo  coliforme, ambas as andlises apresentam baixa
operacionalidade e custo reduzido. Neste estudo por intermédio das
analises fisico — quimicas (acidez ° Dornic, pH e K), a quantificacdo através
da temperatura dos grupos de microrganismos (Psicréfilos, Mesdfilos,
Termdfilos, Staphylococcus spp., Fungos filamentosos e leveduriformes) e o
teste Presuntivo e Confirmativo para Coliformes Totais e Fecais, realizada
no leite humano ordenhado classificado como improprio para clientela
receptora conclui que o banco de leite de Sao Carlos distribui um leite
humano com qualidade microbiologica dentro dos padrdes permitido pela
Rede Nacional de Banco de Leite Humano e a legislacao vigente. Porém ha
a necessidade de uma educacdo permanente para diminuir da deficiéncia
das boas préaticas de manipulacdo do leite humano ordenhado, o qual
representa o descarte nas etapas iniciais, pois se atribui a coleta grande
relevancia, na qualidade higiénica sanitaria de leite humano ordenado, tendo
em vista que ndo exerce monitoramento absoluto deste, especialmente na

coleta externa.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE HUMANO CRU E PASTEURIZADO EM
UM BANCO DE LEITE DA CIDADE DE SAO CARLOS

Pesquisador: Claudete de Oliveira

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 44069315.0.0000.5504

Instituicdo Proponente: Programa de P6s-Graduag&o em Enfermagem
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DADOS DO PARECER

Niimero do Parecer: 1.088.916
Data da Relatoria: 12/05/2015

Apresentagéo do Projeto:

Adequada.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a qualidade do leite humano em banco de leite no municipio de Sdo Carlos. Realizar o levantamento
de aspectos relacionados com a incidéncia microbiana em amostras de leite humano ordenhado cru e
pasteurizado manuseado em banco de leite humano em S&o Carlos/SP o qual encontra-se improprio para a
clientela receptora.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Né&o ha indicagéo de sujeitos.A presente pesquisa utilizara o leite humano o qual caracteriza-se como um
produto improprio (descartado) para a clientela receptora, pois 0 mesmo

jé passou pelo Banco de Leite o qual fez o processo da captagéo, do processamento e da pasteurizacio e
s6 ap0s os resultados da Acidez Dornic e

o teste positivo microbiolégico para o grupo de coliformes, processo este que atende com rigor as normas
da legislac@o vigente, tem destino final para consumo e/ou descarte. Ndo havera a identificagdo e nenhum
contato previu direto ou indireto com as doadoras do leite humano. A pesquisa deve contribuir com a
qualificagédo da

assisténcia de enfermagem no Banco de Leite Humano a qual podera delinear intervencbes e
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orientagéo as doadoras ali cadastradas.

Comentarios e Consideracges sobre a Pesquisa:
A pesquisa analisa leite humano em banco de tecidos, sem identificar a origem (doadores).
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Adequados.

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
O projeto deve ser aprovado.
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ANEXO 02 - Parecer da Santa Casa de S&o Carlos com Aprovacéo
do Projeto de Pesquisa.

Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Carlos

Comissido de Etica Médica
Rua Paulino Botelho de Abreu Sampaio, 573 - Cep:13561-060 - Tel: (16) 3509-1279

Oficio 20.15

Sdo Carlos, 16 de Junho de 2.015.

Ilma. Sra.
Profa. Dra. Cristina Paiva de Sousa

Coordenadora do Projeto

Ilmo. Sr.
Antonio Valério Morillas Junior
Provedor da ISCMSC

REF:  Projeto - Qualidade Microbiolégica do leite humano cru e

pasteurizado em um banco de leite da cidade de S&o Carlos

Em atengdo ao projeto citado acima temos a informar as V.Sas que o
mesmo foi analisado pela comissdo de ética médica, ndo havendo impedimento

ético para a realizagdo do projeto referenciado.

Atenciosamente,

%ﬁ At
Dr. Fabrizio Margarido Albertini

Presidente da Comissédo de Etica Médica

Oficos
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APENDICES

APENDICE 01 - Tabela 1 — Numero Mais Provavel (NMP)/ml.

Tabela 1 — Numero Mais Provavel por grama ou ml. Para séries de 03 tubos in6cuos de
0.1; 0.01; 0.001 e respectivos intervalos de confianca 95%.

Namero de Tubos Positivo Intervalo de confianga de

NMP/ g ou ml 95%

0,1 0,01 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 -- 9,5
0 0 1 3,0 0,15 9,6
0 1 0 3,0 0,15 11
0 1 1 6,1 1,2 18
0 2 0 6,2 1,2 18
0 3 0 9,4 3,6 38
1 0 0 3,6 0,17 18
1 0 1 7,2 1,3 18
1 0 2 11 3,6 38
1 1 0 7,4 1,3 20
1 1 1 11 3,6 38
1 2 0 11 3,6 42
1 2 1 15 4,5 42
1 3 0 16 4,5 42
2 0 0 9,2 1,4 38
2 0 1 14 36 42
2 0 2 20 4,5 42
2 1 0 15 3,7 42
2 1 1 20 4,5 42
2 1 2 27 8,7 94
2 2 0 21 4,5 42
2 2 1 28 8,7 94
2 2 2 35 8,7 94
2 3 0 29 8,7 94
2 3 1 36 8,7 94
3 0 0 23 4,6 94
3 0 1 38 8,7 94
3 0 2 64 17 94
3 1 0 43 9 110
3 1 1 72 17 180
3 1 2 120 37 420
3 1 3 160 40 420
3 2 0 93 18 420
3 2 1 150 37 420
3 2 2 210 40 430
3 2 3 290 90 1000
3 3 0 240 42 1000
3 3 1 460 90 2000
3 3 2 1100 180 4100
3 3 3 >1100 420 --

Fonte: Bacteriological Analytical Manual 2010.



APENDICE 02

Tabela 2 — Andlise fisico-quimica e quantificacdo do grupo microbiano.
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Analises fisico-quimicas UFC/ml NMP/ml
Amostra %D oH K Psicréfilos Mesofilos Termofilos Fungos filamentosos Staphylococcus spp Coliformes
10° 10? 107 10° 10 107 10° 107 107 10° 10! 102 10° 10! 10* Presuntivo VB EC
1 8 6,91 595,20 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2 8 6,99 584,07 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3 8 7,02 586,17 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4 8 6,77 586,17 - - - - - - - - - - - - - - - 23x10° - -
5 8 6,71 494,50 - - - - - - - - - - - - - - - 9,2x10° - -
6 10 6,79 486,47 - - - - - - - - - - - - - - - 23x10° - -
7 5 6,96 493,46 15 - - - - - - - - - - - - - - 240x10° 21x10° -
8 8 7,12 581,46 6 0,1 - 45 0,2 - - - - - - - - - - - - -
10 8 7,21 486,47 - - - - - - 0,5 - - 15 - - - - - 21x10° - 21x10°
1 3 6,60 584,71 - - - - - - - - - - - - - - - 21x10° 21x10° -
12 5 6,05 682,94 - - - - - - - - - - - - - - - 3,6x10° 3,6 x10° -
13 8 6,73 583,63 - - - 15 0,5 - - - - - - - - - - 3,6x10° 3,6 x10° -
14 9 6,75 593,64 5 - - 20 0,25 0,05 - - - 16,5 - - - - - 3,6x10° - -
15 15 6,91 598,31 - - - 30 0,5 - - - - 15 0,15 - - - - 160x10° 21x10° 23x10°
16 8 6,57 688,81 - - - 4 - - - - - - - - - - - 93x10° 3,6x10° -
17 9 7,01 598,64 - - - 45 0,4 0,05 9 0,4 - 6 05 - - - - 93x10° - -
18 8 6,41 503,64 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
19 8 6,86 682,94 - - - 4 - - - - - - - - - - - 93x10° - -
20 8 6,81 682,94 - - - 20 0,5 - 2 - - 15 - - - - - 240 x10° 93 x10° -
21 8 6,83 692,83 9 - - 26 0,1 - 5 - - 45 - - - - - 93 x10° - 3,6x10°
22 9 6,78 681,44 - - . . . - - - . . . - - - - 150 x10° - 21 x10°
23 8 6,84 596,75 - - - - - - - - - - - - - - - 93 x10° - 21 x10°
24 8 7,02 677,25 - - - 3,5 - - - - - - - - - - - 93 x10° 21 x10° -
25 8 6,74 512,70 6 - - 75 1,4 - 9 0,1 0,01 5 0,2 - - - - 15 x10° 3,6 x10° -
26 10 6,90 666,34 - - - 130 18 - 16 14 - 78 34 - - - - 150 x10° 9,2x10°  9,2x10°
27 9 6,70 583,37 - - - 9 0,1 - 3 - - 10 - - - - - 7,4 x10° 3,6 x10° -
28 3 7,12 483,62 - - - 13 13 0,01 4 - - 25 - - - - - 14 x10° - 3,6 x10°
29 5 6,80 567,31 - - - 78 0,1 - - 24 - 58 27 - - - - 20 x10° 9,2 x10° -
30 5 6,86 385,95 - - - 60 08 - - 7 - 90 35 - - - - 15 x10° - 3,6 x10°




