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RESUMO

ZANINI, D. S. Microbiota e aspectos fisico-quimicos do leite materno, perfil
de sensibilidade microbiana in vitro e detec¢ao de genes de enterotoxinas
classicas de Staphylococcus sp. 2024. 61f. Dissertagdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista,
“Julio de Mesquita Filho” UNESP, Botucatu, 2024.

Agéncias de saude ao redor do mundo recomendam o aleitamento materno
exclusivo até os seis meses de idade da crianga e sua continuidade até os dois
anos, devido ao papel fundamental no desenvolvimento do recém-nascido, pela
sua composigao rica em nutrientes. Estudos tém mostrado o papel da microbiota
do alimento para o desenvolvimento intestinal do lactente. Contudo ainda nao
esta claro o papel de alguns grupos como as enterobactérias, um grupo
considerado contaminante, que pode comprometer o leite oferecido para
doacdo. O presente estudo avaliou a presenga de micro-organismos no leite
materno de Banco de Leite, encaminhado para analises de rotina, e identificou
0S micro-organismos isolados por espectrometria de massas (MALDI-TOF MS),
avaliou o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e detectou genes de
enterotoxinas classicas nos isolados identificados como Staphylococcus spp. Os
resultados mostraram a identificacdo de 13 géneros e 30 espécies diferentes,
sendo mais recorrente Staphylococcus spp. O teste de sensibilidade in vitro ante
nove antimicrobianos, revelou uma taxa de resisténcia dos isolados as
penicilinas e derivados betalactdmicos (36%) e aos macrolideos (45,35%). Por
outro lado, houve maior eficacia da gentamicina e sulfametoxazol trimetoprim.
Cinco espécies bacterianas foram multirresistentes (MDR), com maior
percentual para K. oxytoca (66%). A pesquisa de genes de enterotoxinas
classicas (A, B, C, D e E) foi realizada por PCR convencional, resultando em seis
dos 72 isolados de estafilococos, positivos para sea. O estudo mostrou alta
variedade de micro-organismos que podem ser encontrados no leite materno, e
a identificacdo de isolados multirresistentes alertando para o uso racional de
antimicrobianos, além da presenga de genes de enterotoxinas, importante fator
de viruléncia estafilocécica.

Palavras-chaves: Leite materno, Banco de Leite humano, Microbiota,

Multirresisténcia.
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ABSTRACT

ZANINI, D. S. Microbiota and physicochemical aspects of breast milk, in
vitro microbial sensitivity profile and detection of classical enterotoxin
genes from Staphylococcus sp. 2024. 61f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista,
“Julio de Mesquita Filho” UNESP, Botucatu, 2024.

Health agencies around the world recommend exclusive breastfeeding until the
child is six months old and continued until two years of age, due to its fundamental
role in the development of the newborn, due to its nutrient-rich composition.
Studies have shown the role of food microbiota in infant intestinal development.
However, the role of some groups such as enterobacteria, a group considered
contaminating, which can compromise the milk offered for donation, is still
unclear. The present study evaluated the presence of microorganisms in breast
milk from Milk Banks, sent for routine analysis, and identified the microorganisms
isolated by mass spectrometry (MALDI-TOF MS), evaluated the sensitivity profile
to antimicrobials and detected classical enterotoxin genes in isolates identified
as Staphylococcus spp. The results showed the identification of 13 genera and
30 different species, the most common being Staphylococcus spp. The in vitro
sensitivity test against nine antimicrobials revealed a resistance rate of the
isolates to penicillins and beta-lactam derivatives (36%) and macrolides
(45,35%). However, there was greater efficacy of gentamicin and trimethoprim
sulfamethoxazole. Five bacterial species were multidrug resistant (MDR), with
the highest percentage for K. oxytoca (66%). The search for classical enterotoxin
genes (A, B, C, D and E) was carried out using conventional PCR, resulting in six
of the 72 staphylococcal isolates being positive for sea. The study showed a high
variety of microorganisms that can be found in breast milk, and the identification
of multi-resistant isolates, warning of the rational use of antimicrobials, in addition
to the presence of enterotoxin genes, an important staphylococcal virulence
factor.

Keywords: Breast milk, Human Milk Bank, Microbiota, Multidrug resistance.
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INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA



1. INTRODUGAO

Agéncias governamentais de saude publica, como a Organizagao Mundial
da Saude (OMS) e o Fundo das Nagdes Unidas para a Infancia (UNICEF)
recomendam o aleitamento materno exclusivo desde os primeiros minutos de
vida até os seis meses de idade da crianga, e sua continuidade até os dois anos,
pelo papel fundamental que o leite materno representa no desenvolvimento do

recém-nascido (Brasil, 2022b).

O aleitamento materno exclusivo promove beneficios para as criancas,
além da formacéao nutricional, como o desenvolvimento cognitivo e diminuicéo
do risco de doencas infecciosas e nao-infecciosas, além de beneficios para a
mae (Zielinska; Sobczak; Hamulka, 2017). No entanto, menos da metade das
criangas no mundo sdo amamentadas exclusivamente com o leite materno,
decorrente de fatores fisioldgicos ou psiquicos das maes ou condigdes de saude
do lactente (Brasil, 2022b).

Na impossibilidade de oferta do leite para o recém-nascido, a alternativa
sdo os Bancos de Leite Humano que recebem a doagao de mulheres em fase
de lactagao, que produzem leite excedente. Esse alimento passa por avaliagao
de sua qualidade e, posteriormente, € pasteurizado antes de sua distribuicao
para utilizagado (FIOCRUZ, 2022).

O leite materno possui microbiota diversa que é importante para o
desenvolvimento da microbiota intestinal infantil e a protecdo da crianga contra
patdbgenos e outras intercorréncias de saude. Entre os micro-organismos
encontrados no leite estdo bactérias dos géneros Lactobacillus, Staphylococcus,

Enterococcus e Bifidobacterium (Fernandez et al., 2013).

A resisténcia aos antimicrobianos tem sido preocupagdo crescente e
mundial na saude publica. O numero de bactérias multirresistentes tem
aumentado decorrente da pressdo de selecdo pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos (FDA, 2024).

O intestino infantil possui variedade de genes de resisténcia com provavel
origem do leite materno, pois ja foram observados a presencga desses genes no



leite e evidéncias de transferéncia para os lactentes. A alta abundancia de genes
moveis de resisténcia pode causar riscos a saude, pois € provavel que sejam
mais propensos a serem transferidos de bactérias comuns para patdégenos
(Parnanen et al., 2018).

Nesse contexto, o presente estudo identificou os micro-organismos
presentes no leite humano, amostras provenientes de Banco de leite, identificou
a frequéncia de bactérias com resisténcia microbiana in vitro, e o percentual de
multirresisténcia, além da detecgcdo molecular de enterotoxinas classicas em

estafilococos, importante fator de viruléncia desse grupo.
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1. Consideragoes finais

O uso de poucos meios de cultura associado com uma técnica moderna,
de rapida execucdo e custos menores do que o sequenciamento do DNA, a
Matrix-assisted laser desorption/ionization- time of flight (MALDI-TOF), permitiu
a identificacdo de grande variedade de micro-organismos, tanto em género
quanto em espécie, o que torna a técnica alternativa mais rapida, eficaz e com

menor custos para a identificagdo de micro-organismos.

A presenca de genes de enterotoxinas em Staphylococcus sp. deve ser
considerada para que ocorra uma atencdo quanto a manipulagcdo e
armazenamento em baixas temperaturas do leite, garantindo a utilizagdo de um

produto seguro para os lactentes.

A presencga de enterobactérias no leite doado e 14% das amostras com
acidez titulavel maior do que a recomendada, demonstra que ha falhas de
higiene no momento da coleta, devendo ser reforcada a importancia de uma

correta extragado e armazenamento do leite.

Afrequéncia de bactérias resistentes aos antimicrobianos testados, geram
preocupagao quanto as opgoes de escolha para o tratamento de infecgbes em
mulheres gestantes e lactantes, visto que esses grupos ndao podem fazer uso de
alguns medicamentos, por serem contra indicados nessas ocasides. Além disso,
a colonizagao de bactérias com genes de resisténcia na microbiota intestinal de
criangcas, pode levar a trocas desses genes entre bactérias comensais e

patogénicas.
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