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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.



CAPITULO 1

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.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aleitamento materno

O leite é uma fonte rica em nutrientes que esta presente nos primeiros
minutos de vida da crianga, fundamental para a nutricdo, protecdo e adequado
desenvolvimento do recém-nascido. Agéncias governamentais de saude publica,
como a Organizagdo 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 do lactente e sua
continuidade até os dois anos, tendo como complemento uma alimentacao
variada, completando os 1000 dias imprescindiveis para a formacao nutricional

e desenvolvimento infantil (Araujo et al., 2019; Brasil, 2022b).

Evidéncias mostram que o aleitamento materno exclusivo promove
beneficios para as criancas, além da formacdo nutricional, como o
desenvolvimento cognitivo e diminui¢do do risco de doengas infecciosas e nao-
infecciosas, além de diminuir o risco de a mulher desenvolver diabetes tipo Il e
sindromes metabdlicas (Zielinska et al., 2017). De acordo com a Unicef (2019),
em niveis recomendaveis, a amamentacao poderia salvar 820.000 criangas
menores de cinco anos, no mundo, além de evitar 20.000 casos de cancer de

mama.

A OMS recomenda que, até o ano de 2025, pelo menos metade das maes
do mundo alimentem seus filhos exclusivamente com leite materno, do
nascimento aos seis meses de idade (Beggs; Koshy; Neiterman, 2021). No
entanto, os dados mundiais mais recentes mostram que somente 44% das
criangas se beneficiam do aleitamento materno exclusivo até os seis meses de
vida (Brasil, 2022b), enquanto no Brasil, esse numero é de 46%, com 60% delas

sendo amamentadas até os dois anos de idade (Brasil, 2022a).

Estudo com metanalise de dados de 153 paises nos periodos de 1995 a
2013, mostrou que o aleitamento de criancas até os 23 meses, tende a ser maior
nos paises de baixa e média renda da populagdo geral se comparado com
paises com populagdo de renda familiar maior. No entanto, nesses paises, a



amamentacdo ndo é exclusiva, mesmo para lactentes menores de seis meses
de idade, e a tendéncia é a diminuicdo da oferta de leite apés um ano de idade
(Victora et al., 2016).

Os custos da restricdo na amamentagao das criancas, vao além da saude
das mesmas, mas também repercutem na saude da mulher e nos custos
financeiros para o Estado. Walters et al. (2019) utilizaram uma base de dados e
mostraram que os custos de ndo amamentar as criangas, como recomendado
pela OMS, geram cerca de 595.379 mortes de criangas por diarreias e
pneumonias, enquanto 974.956 casos de obesidade infantil seriam evitaveis com

amamentacao exclusiva.

Para as mulheres, o aleitamento teria o potencial de prevenir 27.069 mortes
futuras por cancer de mama, 13.644 por cancer de ovario a e 58.230 mortes por
diabetes tipo Il a cada ano, enquanto os custos de tratamento de diarreias e
pneumonias em criangas e diabetes tipo Il em mulheres diminuiria em cerca de

um bilhao de délares por ano (Walters et al., 2019).

Ainda que os beneficios da amamentacdo exclusiva sejam conhecidos,
menos da metade das criangas sdo amamentadas no mundo, decorrente de
fatores intrinsecos e extrinsecos a saude. Sao diferentes barreiras enfrentadas
pelas mulheres para que ocorra a continuidade do aleitamento, incluindo
problemas fisioldgicos e psicologicos, dificuldades de ter uma rede de apoio,
curta licenga maternidade, falta de espacos fisicos adequados para
amamentagao, bem como barreiras interpessoais e institucionais (Beggs; Koshy;
Neiterman, 2021).

Quando ocorre a interrupgdo ou impossibilidade do aleitamento, é
necessario recorrer as férmulas infantis, que sao produzidas a base de leite de
vaca, mas acrescidas de proteinas, gorduras, minerais e vitaminas, tendo

indicagdes diferentes de acordo com a idade da crianga (Manarini, 2017).

Por intercorréncias no momento do nascimento, levando a uma internagao
do recém-nascido, se faz necessario a extragao do leite para alimentacdo da
crianga. O fornecimento pode ser via Banco de Leite Humano que recebem a
doacdao de mulheres em fase de lactacdo, que produzem leite excedente. O
Brasil possui a maior e mais complexa rede de Bancos de Leite do mundo,



regidos e regulamentados pela resolugdo RDC n° 171 de 4 de setembro de 2006,
com mais de 200 Bancos que recebem mais de 200.000 litros de leite ao ano
(FIOCRUZ, 2022).

A RDC n° 171 estabelece os padrbes de qualidade do leite doado antes do
fornecimento, como avaliagdes de cor, odor e presenca de sujidades, além do
controle fisico-quimico do leite ordenhado e microbiologico do leite pasteurizado
(Brasil, 2006).

2.2. Composicao do leite materno

O leite materno € um biofluido complexo e variavel, que preenche as
necessidades do recém-nascido. Seus componentes antimicrobianos e
imunomoduladores compensam as deficiéncias do sistema imunolégico do
lactente, impedindo a translocacdo de patdégenos pelo trato gastrintestinal

(Andreas; Kampmann; Le-Doare, 2015).

Os principais componentes do leite materno foram revisados por
Andreas et al. (2015). Lipideos compdem 45% a 55% da energia do leite, sendo
o principal componente os triacilglicerideos, tendo também diacilglicerdis,
monoacilglicerdis, acidos graxos livres, fosfolipidios e colesterol. Acidos graxos
de cadeia curta sdo importantes fontes de energia e participam na maturagéo do
trato gastrintestinal do lactente. Esfingomielinas, presentes na membrana do
globulo de gordura do leite, sdo especialmente importantes para mielinizagao do
sistema nervoso e desenvolvimento neurocomportamental de recém-nascidos

de baixo peso (Tanaka et al., 2012; Andreas; Kampmann; Le-Doare, 2015).

Sao mais de 400 proteinas compondo o leite e com uma variedade de
funcbes, desde prover nutricdo até o estimulo da absorcdo de nutrientes e
atividades antimicrobianas e imunomoduladoras. Os carboidratos, como lactose
e oligossacarideos, sao fundamentais para proporcionar energia para o
desenvolvimento cerebral da crianga. Atuam como prebidticos, na multiplicacao
de bactérias benéficas, que protegem o trato gastrintestinal da crianga na
colonizagao de bactérias patogénicas, prevenindo diarreias neonatais e também

infeccdes do trato respiratério (Andreas; Kampmann; Mehring Le-Doare, 2015).



Além de componentes que promovem a nutricdo do recém-nascido, o
leite materno possui compostos que protegem o lactente no primeiro ano de vida,
pois seu sistema imune adaptativo ainda ndo esta completamente desenvolvido
e ativo. Essa protegao ocorre pela transferéncia passiva de imunoglobulinas da
mae para a crianga, primeiro por via uterina e, posteriormente, pelo aleitamento
(de Jesus; Mosca; Forte, 2022).

A imunoglobulina (Ig) predominante é a imunoglobulina A em sua forma
secretoria (slgA), que atua ligando-se ao micro-organismo inibindo a aderéncia
na mucosa intestinal e respiratéria (de Jesus; Mosca; Forte, 2022). O fato é
possivel, pois a sIgA é estavel contra enzimas proteoliticas no intestino infantil.
Outras imunoglobulinas como IgM e IgG estdo presentes, mas em
concentracdes baixas, ndo sendo estaveis a digestao do trato gastrintestinal do
lactente (Lénnerdal, 2013).

Além de auxiliar no estabelecimento de microbiota intestinal saudavel,
os anticorpos do leite materno desempenham papel relevante na prevencgao do
desenvolvimento de resposta imune a bactérias comensais no intestino.
Criangas alimentadas com formulagdes lacteas e individuos com deficiéncia de

IgA apresentam aumento da inflamacéo intestinal (Atyeo; Alter, 2021).

2.3. Microbiota e influéncia da composicao do leite

A presenca de anticorpos no leite materno e substancias como a
lactoferrina (glicoproteina com agdo moduladora, anti-inflamatéria e antibiotica)
promovem o desenvolvimento da microbiota intestinal do lactente. Tendo,
predominantemente, a presenca de bactérias do género Lactobacillus e
Bifidobacterium, que sao transferidos pelo aleitamento e se desenvolve no
intestino da crianca em simbiose com estafilococos e estreptococos,

promovendo proteg¢ao ao trato gastrintestinal (Oliveira et al., 2021).

O leite possui microbiota diversa, incluindo bactérias acido lacticas,
estafilococos, estreptococos, enterococos e inumeros filotipos bacterianos que
sdo fontes para a colonizagao do trato gastrintestinal do lactente. Varios estudos
mostraram que ha transferéncia de mae para filho de bactérias pertencentes,
pelo menos, aos géneros Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus e



Bifidobacterium por meio da amamentacgao. Essa exposicido pode exercer efeitos
benéficos contra doengas diarreicas e respiratérias e pode reduzir o risco de
desenvolver outras doengas, como diabetes ou obesidade (Fernandez et al.,
2013). Criangas alimentadas com férmulas, apresentam maior proporgcéo de

Enterobacter spp., Bacteroides spp. e Clostridium spp. (Zhu et al., 2021)

Com a introdugao alimentar da crianga, ocorre aumento de bactérias dos
géneros Clostridium, Faecalibacterium, Blautia e Ruminococcus que se
assemelham a microbiota intestinal de adulto, sendo estabelecido equilibrio

simbiotico apos os trés anos de idade (Sousa et al., 2021).

Quando ocorre o desequilibrio da colonizacdo dessas bactérias,
conhecido como disbiose, a crianga tende a desenvolver problemas que refletem
na fase adulta, como as alergias alimentares. E observado que o aumento de
anticorpos IgE, que atuam nas reagdes alérgicas, esta associado a diminuigéo

de Bacteroides e Clostridium (Sousa et al., 2021).

Além da restricdo ao leite materno e introdug¢ao de outros alimentos, um
fator que interfere nesse desequilibrio € o uso de antibidticos. A administracao
de antibidticos leva a uma alteragcdo da microbiota, diminuindo a quantidade de

bactérias, proporcionando aumento de virus e fungos (Tamburini et al., 2016).

Os componentes do leite sdo estabelecidos pela alimentacido e também
por influéncia genética. Pode haver, também, substancias nocivas para o
lactente. As glandulas mamarias s&o altamente irrigadas por capilares
sanguineos, o que possibilita a transferéncia de moléculas para o leite. Alguns
fatores como, baixa ligagéo as proteinas plasmaticas, baixo peso molecular, alta
lipofilicidade, pH levemente acido do leite e seu alto teor lipidico, favorecem a
concentracao de substancias basicas e excrecao no leite, tornando este alimento
importante fonte de substancias residuais, que podem levar a contaminacao do

lactente a longo prazo (Santos Junior, 2022).

Muitos medicamentos tém seu uso contraindicado ou usado de forma
criteriosa durante o periodo de amamentagédo, no entanto muitas classes de
antimicrobianos s&o considerados seguros (Brasil, 2010), como alguns

antimicrobianos das classes Beta-lactamicos (Cefalosporinas), Macrolideos



(Azitromicina), Aminoglicosideos (Gentamicina), Sulfonamidas (Sulfisoxazol) e

Glicopeptideos (Vancomicina) (Chaves et al., 2007).

2.4. Residuos de antimicrobianos e a sele¢ao de bactérias resistentes

O desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos é um fenbmeno
natural exercido pela administracdo desses medicamentos, mas que tem sido
acelerado pelo uso indiscriminado desses farmacos, o que levou o problema de
a resisténcia bacteriana aos antibidticos ser um dos mais relevantes de saude
publica atualmente. A limitacédo de antibidticos eficazes no combate as infeccgoes,
geram o aumento de hospitalizagcdes e uso de medicamentos restritos a casos
de multirresisténcia, e como consequéncia, ocorre nova pressdo de selegao
(Loureiro et al., 2016).

Diferentes mecanismos de resisténcia sado desenvolvidos pelas
bactérias e que sao expressos por genes de resisténcia, muitas vezes
transferiveis, como a KPC, uma enzima descrita em Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemases, resistentes a varias classes de antibiéticos, e
que tem sido descrita em outras enterobactérias, o que gera uma grande
preocupacgao, visto que muitas infecgdes, principalmente as IRAS (Infeccbes
Relacionadas a Assisténcia a Saude), sdo promovidas por esse grupo (Murai et
al., 2022).

Os antimicrobianos devem atingir seu local de acdo em quantidade e
disponibilidade adequada e, quando utilizado subdoses, pode ocorrer a selecao
de micro-organismos resistentes a esses medicamentos. Ergen e Yalgin (2019)
encontraram residuos de varias classes de antimicrobianos no leite materno,
incluindo medicamentos de uso veterinario, o que sugere a exposi¢cao das maes
a alimentos de origem animal com residuos desses farmacos, aspecto negativo
e relevante para a saude publica, por favorecer a selecdo de patdgenos

resistentes aos antimicrobianos.

O intestino infantil possui variedade de genes de resisténcia,
denominado resistoma. A presenca desses genes estd relacionada a
composi¢cdo da microbiota intestinal e o uso de antimicrobianos, que podem
alterar essa composicao (Lebeaux et al., 2022; Li et al., 2023).
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Ja foi observado que a presenca de Gammaproteobacteria e
Enterobacteriaceae aumentam a presenca de genes de resisténcia, o que é
explicado pela transferéncia de genes entre essas bactérias e as comensais.
Também ocorre a transferéncia pelo leite, pois foram encontrados genes que se
assemelham em 70% aos encontrados na microbiota intestinal infantil (Parnanen
etal., 2018).

Considerando a importancia do leite materno para a nutricao das criancas,
bem como sua qualidade no que se refere aos aspectos microbioldgicos,
realizou-se o presente estudo em amostras de leite doadas a Banco de Leite

humano de Hospital Universitario.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Identificar a microbiota do leite materno em amostras encaminhadas para
analise fisico-quimica e microbiolégica no Servigo de Orientagcédo a Alimentacgao
Publica (SOAP) da FMVZ — UNESP - Botucatu/SP, avaliar a resisténcia aos
antimicrobianos dos micro-organismos isolados e detectar genes de

enterotoxinas.

3.2. Objetivos especificos
Identificar a microbiota do leite materno utilizando a espectrometria de

massas,

Realizar o teste de difusdo com discos para avaliar a sensibilidade dos

isolados aos antimicrobianos;
Realizar analise fisico-quimica determinando a acidez do leite;

Detectar por técnica molecular, a presenca de genes das enterotoxinas

classicas (A, B, C, D e E) em isolados identificados como Staphylococcus spp.



12

4. REFERENCIAS

ANDREAS, Nicholas J.; KAMPMANN, Beate; MEHRING LE-DOARE, Kirsty.
Human breast milk: A review on its composition and bioactivity. Early Human
Development, v. 91, n. 11, p. 629-635, 2015.

ARAUJO, Huan Ruric Viana; de CARVALHO, Milena Tavares; IMPARATO, José
Carlos Pettorossi, PINCHEMEL, Edite Novais Borges. A importancia do
aleitamento materno no controle do desenvolvimento de habitos deletérios:
Revisao de Literatura / The importance of breastfeeding in controlling the
development of harmful habits: A Literature Review. ID on line REVISTA DE
PSICOLOGIA, v. 13, n. 47, p. 1135-1144, 28 out. 2019.

ATYEQ, Caroline; ALTER, Galit. The multifaceted roles of breast milk
antibodies. Cell, v. 184, n. 6, p. 1486-1499, 2021.

BEGGS, Bridget; KOSHY, Liza; NEITERMAN, Elena. Women’s Perceptions and
Experiences of Breastfeeding: a scoping review of the literature. BMC Public
Health, v. 21, n. 1, p. 2169, 26 dez. 2021.

BRASIL. Ministério da Saude — Conselho Nacional de Saude. Campanha
nacional busca estimular aleitamento materno. 2022a. Disponivel em: <
https://conselho.saude.gov.br/ultimas-noticias-cns/2584-campanha-nacional-
busca-estimular-aleitamento-materno>. Acesso em: 30 agosto 2023.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria da Atencao a Saude. Departamento
de Agbes Programaticas e Estratégicas. Amamentacéo e uso de medicamentos
e outras substancias. Ministério da Saude, Secretaria da Atengao a Saude,
Departamento de A¢des Programaticas e Estratégicas. — 2. ed. — Brasilia:
Editora do Ministério da Saude, 2010.

BRASIL. Nag¢des Unidas Brasil. Semana do Aleitamento Materno 2022
debate educacao e apoio. 2022b. disponivel em: <https://brasil.un.org/pt-
br/193006-semana-do-aleitamento-materno-2022-debate-
educa%C3%A7%C3%A30-e-apoio>. Acesso em: 20 set. 2023.

BRASIL. Resolugdo RDC n°® 171, de 4 de Setembro de 2006. Aprova o
“‘Regulamento Técnico para o funcionamento de Bancos de Leite
Humano”. Org&o emissor: ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.
Disponivel em:<
https://rblh.fiocruz.br/sites/rblh.fiocruz.br/files/usuario/116/ministrio_da_sade.pdf
>. Acesso em: 15 Set. 2023.

CHAVES, Roberto Gomes; LAMOUNIER, Joel Alves; CESAR, Cibele Comini.
Medicamentos e amamentacao: atualizagcao e revisao aplicadas a clinica
materno-infantil. Revista Paulista de Pediatria, v. 25, n. 3, p. 276-288, 2007.

ERGEN, Ayse Meltem; YALCIN, Siddika Songul. Unexpected drug residuals in
human milk in Ankara, capital of Turkey. BMC Pregnancy and Childbirth, v.
19, n. 1, p. 348, 2019.



13

FERNANDEZ, Leénides; LANGA, Susana; MARTIN, Virginia; MALDONADO,
Antonio; JIMENEZ, Esther; MARTIN, Rocio; RODRIGUEZ, Martin M. The
human milk microbiota: origin and potential roles in health and disease.
Pharmacological Research, v. 69, n. 1, p. 1-10, mar. 2013.

FIOCRUZ - Fundacéo Oswaldo Cruz. Normas Técnicas e Manuais, 2021.
Disponivel em: < https://rblh.fiocruz.br/normas-tecnicas-e-manuais>. Acesso
em: 15 set. 2023.

FIOCRUZ - Fundagao Oswaldo Cruz. rBLH - Brasil — Comité de
Monitoramento da Agenda 2030. 2022. Disponivel em:<
https://rblh.fiocruz.br/pagina-inicial-rede-blh>. Acesso em: 22 set. 2023.

FDA — Food and Drug Administration. Antimicrobial Resistance Information
from FDA. Maryland, EUA: FDA, c2024. Disponivel em:<
https://www.fda.gov/emergency-preparedness-and-response/mcm-
issues/antimicrobial-resistance-information-fda>. Acesso em: 05 margo 2024.

de JESUS, Eduarda Barbosa; MOSCA, Taina; FORTE, Wilma Carvalho Neves.
Conhecimento materno sobre o papel imunolégico protetor do leite materno
para o recém-nascido/ Maternal knowledge about the protective immunological
role of breast milk for the newborn. Arquivos Médicos dos Hospitais e da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo, 2022.
Disponivel em:
<https://arquivosmedicos.fcmsantacasasp.edu.br/index.php/AMSCSP/article/vie
w/760>. Acesso em: 20 jun. 2022.

LEBEAUX, Rebbeca M.; MADAN, Juliette C.; NGUYEN, Quang P.; COKER,
Modupe O.; DADE, Erika F.; MOROISHI, Yuka; PALYS, Thomas J.; ROSS,
Benjamin D.; PETTIGREW, Melinda M.; MORRISON, Hilary G.; KARAGAS,
Margaret R.; HOEN, Anne G. Impact of antibiotics on off-target infant gut
microbiota and resistance genes in cohort studies. Pediatric Research, v. 92,
n. 6, p. 1757-1766, 2022.

LI, Xuaniji; BREJNROD, Asker; THORSEN, Jonathan; ZACHARIASEN, Trine;
TRIVEDI, Urvish; RUSSEL, Jakob; VESTERGAARD, Gisle Alberg;
STOKHOLM, Jakob; RASMUSSEN, Morten Arendt; SORENSEN, Saren
Johannes. Differential responses of the gut microbiome and resistome to
antibiotic exposures in infants and adults. Nature Communications, v 14, n.
8526, 16 p., 2023.

LONNERDAL, Bo. Bioactive proteins in breast milk. Journal of Paediatrics
and Child Health, v. 49, p. 1-7, 2013.

LOUREIRO, Rui Jodo; ROQUE, Fatima; RODRIGUES, Anténio Teixeira;
HERDEIRO, Maria Teresa; RAMALHEIRA, Elmano. O uso de antibiéticos e as
resisténcias bacterianas: breves notas sobre a sua evolugcdo. Saude Unica, v.
34, n.1, p. 77-84, jan-abril 2016.

MANARINI, Thais; PIGNATA, Eduardo; MARCAL, Bruno. Férmulas infantis.
Modo de usar. Saude é Vital, p. 47-49, fev. 2017.



14

MURAI, Amanda Yuki; OYAMA, Karina Tiemy; CABRERA, Giulia Davancgo;
ALMEIDA, Rafael Ribeiro. Tratamento de infecgdes hospitalares causadas pela
Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC) com antibidticos da
classe das cefalosporinas. Revista Brasileira de Ciéncias Biomédicas, v. 3,
n. 1, p. E0652022-12, 13 nov. 2022.

OLIVEIRA, Larissa Vasconcelos de; FONSECA, Rafaela Andrade; dos
SANTOS NETO, Agenor Gomes; PINHEIRO, Malone Santos. Aleitamento
Materno e Microbiota Intestinal Como Fatores de Protegdo Contra o
Desenvolvimento de Alergias em Criancas. Caderno de Graduagao - Ciéncias
Biolégicas e da Saude - UNIT - SERGIPE, [S. /.], v. 6, n. 3, p. 149, 2021.

PARNANEN, Katariina; KARKMAN, Antti; HULTMAN, Jenni; LYRA, Christina;
BENGTSSON-PALME, Johan; LARSSON, D. G. Joakim; RAUTAVA, Samuli;
ISOLAURI, Erika; SALMINEN, Seppo; KUMAR, Himanshu; SATOKARI, Reetta;
VIRTA, Marko. Maternal gut and breast milk microbiota affect infant gut
antibiotic resistome and mobile genetic elements. Nature Communications, v.
9,n.1, p. 3891, 24 set. 2018.

SANTOS JUNIOR, Wilson José Ramos. Investigagao de Substancias
Psicoativas em Amostras de Leite Materno. Dissertagao (Mestrado em
Ciéncias - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto). Sao
Paulo, 148 p., 2022.

SOUSA, Stephanne Maria dos Santos; BANDEIRA, Daniel Rodrigues;
QUINTANILHA, Lucas Fernandes da Cunha; BALDACARA, Raquel Prudente
de Carvalho; CAVALCANTE, Clarice Parriao Azevedo; SILVA, José Bruno
Nunes Ferreira. A influéncia da microbiota intestinal no desenvolvimento de
alergia alimentar em criancas. Research, Society and Development, v. 10, n.
14, p. €293101422156, 2021.

TAMBURINI, Sabrina; SHEN, Nan; WU, Han Chih; CLEMENTE, Jose C. The
microbiome in early life: implications for health outcomes. Nature Medicine, v.
22,n.7,p. 713-722, 2016.

TANAKA, K.; HOSOZAWA, M.; KUDO, N.; YOSHIKAWA, N.; HISATA, K;
SHOJI, H.; SHINOHARA, K.; SHIMIZU, T. The pilot study: sphingomyelin-
fortified milk has a positive association with the neurobehavioural development
of very low birth weight infants during infancy, randomized control trial. Brain
and Development, v. 35, n. 1, p. 45-52, 2012.

UNICEF — Fundo das Nacdes Unidas para a Infancia. De politicas favoraveis
a familia e a amamentag¢ao. Um sumario de evidéncias. 2019. Disponivel
em:< https://www.unicef.org/media/95131/file/Breastfeeding-Family-Friendly-
Policies-PT.pdf>. Acesso em: 15 set. 2023.

VICTORA, Cesar G.; BAHL, Rajiv; BARROS, Aluisio J. D.; FRANCA, Giovanny
V. A.; HORTON, Susan; KRASEVEC, Julia; MURCH, Simon; SANKAR, Mari
Jeeva; WALKER, Neff; ROLLINS, Nigel C.; Lancet Breastfeeding Series Group.
Breastfeeding in the 21st century: epidemiology, mechanisms, and lifelong
effect. The Lancet, v. 387, n. 10017, p. 475-490, jan. 2016.



15

WALTERS, Dylan D.; PHAN, Linh T. H.; MATHISEN, Roger. The cost of not
breastfeeding: global results from a new tool. Health Policy and Planning, v.
34,n.6, p.407-417, 01 jul. 2019.

ZHU, Bingquan; ZHENG, Shuangshuang; LIN, Kexin; XU, Xin; LV, Lina; ZHAO,
Zhengyan; SHAO, Jie. Effects of Infant Formula Supplemented With Prebiotics
and OPO on Infancy Fecal Microbiota: A Pilot Randomized Clinical Trial.
Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, v. 11, 29 mar. 2021.

ZIELINSKA, Monika A.; SOBCZAK, Aneta; HAMULKA, Jadwiga. Breastfeeding
knowledge and exclusive breastfeeding of infants in first six months of life Rocz
Panstw Zakl Hig, v. 68, n. 1, p. 51-59, 2017.



CAPITULO 2

TRABALHO CIENTIFICO



aa b W N P

10
11
12

13

14
15
16

17
18
19

20
21
22

23

24
25
26
27
28
29
30

17

1. Artigo
Trabalho a ser enviado a revista BMC Microbiology, ISSN 1471-2180, Fator de
impacto 4.2, Qualis A2. As normas da revista estdo disponiveis em:

https://bmcmicrobiol.biomedcentral.com/submission-guidelines/preparing-your-

manuscript/research-article

Multirresisténcia bacteriana e diversidade microbiana do leite doado a

Banco de Leite de Hospital Universitario

Dayane da Silva Zanini', Gismelli Cristiane Angeluci', Raquel Cuba Gaspar?,
Benedito Donizete Menozzi', Wanderson Sirley Reis Teixeira', Lucas Franco
Miranda Ribeiro’, Carlos Eduardo Fidelis?, Marcos Veiga dos Santos?, Vera Lucia

Mores Rall®, Juliano Gongalves Pereira’, Helio Langoni'*
* Autor correspondente: helio.langoni@unesp.br

'"Universidade Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva,
rua Prof. Doutor Walter Mauricio Correa, s/n, Botucatu, SP, 18.618-681, Brasil.

2Universidade de Sao Paulo (USP), Departamento de Nutricdo e Produgéao
Animal, Laboratério Qualileite, Avenida Duque de Caxias Norte, 225,
Pirassununga, SP, 13.635-900, Brasil.

3Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias,
Departamento de Microbiologia e Imunologia, rua Prof. Doutor Walter Mauricio
Correa, s/n, Botucatu, SP, 18.618-681, Brasil.

Resumo

O aleitamento materno é fundamental para o desenvolvimento e protegao do
recém-nascido. A presenga de micro-organismos no leite tem sido associada ao
desenvolvimento da microbiota intestinal do lactente. Ocorrendo o impedimento
da amamentacao do recém-nascidos, se faz necessario o fornecimento do leite
doado aos Bancos de Leite para a crianga. Ainda que ocorra uma restricao

quanto aos medicamentos prescritos para gestantes e lactantes, alguns
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antimicrobianos sao liberados, e se usados de forma incorreta podem aumentar
a pressao de selegdo de bactérias resistentes. Aqui, identificamos os micro-
organismos presentes no leite doado ao Banco de Leite de um Hospital
Universitario, e caracterizamos fenotipicamente a resisténcia dos isolados a
antimicrobianos, assim como detectamos, por técnica molecular, gene de
enterotoxinas classicas em estafilococos.

Resultados: Obteve-se 184 isolados que foram identificados por espectrometria
de massas, identificando 12 géneros de bactérias e uma de levedura. Houve alta
prevaléncia de bactérias do género Staphylococcus (39%), principalmente S.
epidermidis (33%). A acidez titulavel resultou em 14% das amostras inadequadas
aos padrdes recomendados. A resisténcia aos antimicrobianos variou entre as
espécies, com maior percentual para penicilinas (36%) e macrolideos (45%). A
multirresisténcia foi identificada em 12,6% dentre 143 isolados. A pesquisa para
genes das enterotoxinas A, B, C D e E identificou apenas seis amostras positivas
em Staphylococcus coagulase positiva e negativa.

Conclusées: O leite materno possui uma grande variedade de micro-
organismos, com predominancia de Staphylococcus spp. € um baixo percentual
apresentando genes de enterotoxinas. Houve alto percentual de resisténcia com
multirresisténcia dos isolados Klebsiella oxytoca e Staphylococcus spp., 0 que
aumenta a preocupacao a saude publica.

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

Multirresisténcia.

Introducgao

Agéncias de saude publica ao redor do mundo, como a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) e o Fundo das Nacgdes Unidas para a Infancia (UNICEF)
recomendam o aleitamento materno como unica fonte de alimento desde os
primeiros minutos de vida até os seis meses de idade da crianga e sua
continuidade, com a complementagao de uma dieta variavel, até os dois anos,
pelo papel fundamental que o leite materno tem no desenvolvimento do recém-

nascido (1).
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Evidéncias mostraram que o aleitamento materno exclusivo foi fundamental
para o desenvolvimento cognitivo e diminuigao do risco de doengas infecciosas
e ndo-infecciosas para as criangas, além da formacao nutricional, e beneficios
para a mée (2). No entanto menos da metade das criangas no mundo sao
amamentadas exclusivamente com o leite materno, decorrente de fatores

fisiolégicos ou psiquicos das maes, ou condi¢gdes de saude do lactente (1).

A alternativa para alimentacdo de recém-nascidos prematuros e que as
maes nao podem amamentar, sdo os Bancos de Leite Humano que recebem a
doacao de mulheres em fase de lactacdo e que produzem leite excedente. O
alimento passa por avaliagao da qualidade e posteriormente sdo pasteurizados

antes da distribuigéo (3,4).

O leite possui uma microbiota diversa que € 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 (5).

A resisténcia aos antimicrobianos tem sido preocupacgao crescente na
saude publica. O numero de cepas multirresistentes tem aumentado decorrente
da pressao de selecdo pelo uso indiscriminado de antimicrobianos. Essa
resisténcia € expressa por genes, e ja foi observado que o intestino de lactentes
possui bactérias com genes de resisténcia. Também se observou a presenca
desses genes no leite e evidéncias de transferéncia para os lactentes, pela
semelhanca em 70% aos encontrados na microbiota intestinal infantil. 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 patégenos (6).

Bactérias do género Staphylococcus sao consideradas parte da microbiota
da pele e mucosa de humanos e animais e a principal espécie de importancia na
saude publica é S. aureus, decorrente da capacidade de produzir enterotoxinas

(SE) termo resistentes e responsaveis por intoxicagdes alimentares (7)
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A producao de enterotoxinas € comumente associada a espécie S. aureus,
no entanto Staphylococcus coagulase-negativos sado capazes de formar

enterotoxianas e podem contribuir para as intoxicagdes de origem alimentar (8).

As enterotoxinas denominadas classicas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) sao

atribuidas em até 95% das intoxicagdes, principalmente a SEA (9)

Considerando-se a importancia do leite materno para a nutricdo das
criangas bem como de suas qualidades no que se refere aos aspectos
microbioldgicos, foi investigada a microbiota, o perfil de resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos e detecgdo molecular de genes de enterotoxinas classicas

em amostras de leite doado a Banco de Leite de Hospital Universitario.

Métodos

Declaracao de ética
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, S&o Paulo, com o parecer

consubstanciado numero 5.718.872.

Amostras

As 200 amostras de leite humano eram provenientes do Banco de Leite de
Hospital Universitario localizado no centro do estado de Sdo Paulo. As amostras
foram selecionadas conforme eram enviadas para o laboratério do Servico de
Orientacdo a Alimentacdo Publica (SOAP), da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Unesp, Botucatu, para analises fisico-quimicas e

microbiolégicas de rotina, durante o periodo de janeiro a agosto de 2023.

Os cultivos foram realizados em amostras de leite, ndo pasteurizado,
estocados a temperatura <-4°C em periodo inferior a 15 dias, destinados a
analise de acidez titulavel pelo Método Dornic, conforme as Normas Técnicas da

Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (3).

Aliquotas de 2 ml a 3 ml foram armazenadas em microtubos a temperatura

de -20°C até o processamento das amostras.
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Durante a pesquisa, ndo houve contatos com as doadoras e nenhum dado

foi requerido.

Isolamento microbiano

Com o auxilio de alga bacteriologica, 10 ul de leite foi estriado em placas de Petri
com meio nao seletivo de agar sangue (HiMedia®) acrescido de sangue bovino
(6%) e com meio seletivo de agar MacConkey (Oxoid®, Thermo Fisher
Scientific™), e posteriormente incubadas em estufa, sob condi¢do de aerobiose,
a 37°C por até 72 horas, com observagao do isolamento microbiano a cada 24
horas (10).

As placas que exibiram crescimento moderado a exuberante de colbnias
puras e diferentes padrdes de colbnias, em ambos os meios de cultivo, foram
selecionadas, e de trés a quatro colénias de mesmo padrao transferidas para
tubos com caldo infusao cérebro-coracao (Brain Heart Infusion - BHI. Oxoid®,
Thermo Fisher Scientific™), sendo identificadas, de acordo com o protocolo de

trabalho, com diferentes numeracgdes.

Os tubos com caldo BHI foram incubados em estufa a 37°C por 24 horas,
para isolamento de cada coldnia selecionada. Apds o periodo de incubacéo, os
isolados em multiplicagdo foram transferidos para tubos criogénicos de 2 ml
estéreis e livres de DNAse, RNAse e Pirogénios (Corning®, Merk), com glicerol
(10%) e armazenados a -80°C. A partir dos mesmos tubos foram realizados os

testes de sensibilidade in vitro a antimicrobianos.

Perfil de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

Cada amostra foi diluida em solugao salina (0,85%) estéril até se obter uma
turbidez 6ptica comparavel a da solugao padrao de McFarland a 0,5, resultando
numa suspensido contendo aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/ml. Com o
auxilio de um swab estéril, cada suspensao foi distribuida na superficie de placas

com agar Mueller-Hinton (BD Difco™) de acordo com método de difusdo em agar

(11).
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Em seguida foram colocados discos de nove antimicrobianos de cinco
classes diferentes, que foram selecionados dentre os medicamentos
considerados seguros para serem prescritos para gestantes e lactantes (12),
com distancia minima de 14 mm entre os discos para que fosse possivel realizar

a leitura dos halos de inibicao.

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e a medig¢ao dos halos de
inibicdo se deu em milimetros com a utilizagdo de régua milimetrada, seguindo

as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (13).

Os antimicrobianos utilizados foram do grupo das penicilinas e derivados
betalactdmicos (amoxicilina 10 pg, ampicilina 10 pg, cefalexina 30 g,
ceftriaxona 30 ug), macrolideos (azitromicina 15 ug e eritromicina 15 ug),
lincosamida (clindamicina 2 pg), aminoglicosideo (gentamicina 10 ug), e

sulfonamida (sulfametoxazol+trimetoprima 25 pg).

Identificagcao das espécies de micro-organismos por espectrometria de
massas

Os isolados microbianos, armazenados a -80°C, foram transferidos para agar
sangue bovino (6%) e cultivados por 24 horas a 37°C. Apds o periodo de
incubacgéo, as placas foram encaminhadas para o Laboratério de Pesquisa em
Qualidade do Leite (Qualileite) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, USP, campus de Pirassununga, para identificagao das espécies pela
técnica de Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS).

De cada isolado, foram selecionadas colbnias puras e que foram
transferidas para uma placa de ago com 96 pontos (Bruker Daltonics™, Bremen,
Alemanha). Apoés a secagem, cada isolado foi tratado com uma solugdo com
acido férmico 70% e acetonitrila 100% na proporgao de 1:1, para lisar as células

e liberar as proteinas intracelulares, particularmente as proteinas ribossémicas.

Apods a secagem da solugéo, foi adicionado 1 pl de uma solugédo de matriz
compreendendo acido a-ciano-4-hidroxicinamico diluido em uma solugdo de

50% de acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético em cada ponto da placa, que
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apo6s a secagem foi colocada em espectrémetro de massa Autoflex Il (Bruker
Daltonics™, Bremen, Alemanha), operado com laser de nitrogénio de 337-nm
(14,15).

Os dados de espectro de massa foram coletados na faixa de 2.000 a
20.000 m/z, usando o pacote de software FlexControl 3.3 e os resultados foram
analisados pelo pacote de software Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics™, Bremen,
Alemanha), que utiliza pontuagdes logaritmicas entre 0 e 3,0 para comparagéo
dos espectros com o banco de dados, considerando pontuagbes 21,7
identificagbes confiaveis de género e 22,0 identificacbes confiaveis de género e

espécie (14,15).

Titulagao da acidez por Método Dornic
Para a determinacdo da acidez do leite, utilizou-se o método Dornic, como

preconizado pela Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (3).

Uma aliquota do leite € acrescida de solugao indicadora de fenolftaleina
e a titulacdo ocorre com a adi¢cao de hidréxido de sédio N/9 (NaOH N/9) até a

virada de cor.

Extracao de DNA de Staphylococcus spp.
A extragcdo do material genético dos isolados identificados como Staphylococcus

spp., foi feita por lise térmica seguindo a metodologia de Nunes et al. (16).

Foram alicotados 1000 pl, dos isolados cultivados em BHI, para
microtubos de 1,5 ml. O conteudo foi centrifugado a 7000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 500ul de solugao Tris-
EDTA 1X (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.8), homogeneizado e centrifugado a
7000 rpm por 5 minutos. Esse processo se repetiu trés vezes. Na ultima etapa,
o pellet foi ressuspenso em 100ul de Tris-EDTA 1X e aquecido em termobloco

(Kasvi) por 10 minutos a temperatura de 98°C.

Apobs o tubo ser centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm, o sobrenadante

foi transferido para outro microtubo de 1,5 ml e armazenado a -20°C.
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Deteccdao molecular de enterotoxinas classicas
O material genético extraido foi submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), utilizando cinco pares de primers, descritos na Tabela 1, e seguindo a

metodologia de Omwenga et al. (17).

Tabela 1 Primers usados na PCR para amplificagdo de genes de enterotoxinas

em Staphylococcus spp.

Tamanho do

Gene Primer Sequéncia (5’ - 3’) anr:;clji?ilc‘::::io
(pb)
sea GSEAR-1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102
GSEAR-2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG
seb GSEBR-1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 164
GSEBR-2 CCAAATAGTGACGAGTTAGG
sec GSECR-1  AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 451
GSECR-2 CACACTTTTAGAATCAACCG
sed GSEDR-1 CCAATAATAGGAGAAAATAAAAG 278
GSEDR-2 ATTGGTATTTTTTTTCGTTC
see GSEER-1 AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 209
GSEER-2 CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC

Para a amplificacdo do DNA foi utilizado solugao contendo 12,5 ul de 1X
dreamTaq mastermix (Thermo Fisher Scientific™), 0,2 yl dos primers GSEAR,
GSEBR, GSECR, GSEER € 1,6 pl do primer GSEDR a 10 pMol; 1 ul do material
genético e o volume total de 25 pl ajustado com agua livre de nucleases. As
condicdes foram 3 min a 94°C, 35 ciclos a 95°C por 30 s; 57°C por 60s; e 72°C

por 1 min com uma extensao final a 72°C por 10 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1% em tampao TBE 1X (0,1 M de Tris, 0,09 M de acido bérico e 0,001M de
EDTA), adicionado de 6 pl de SafeDye Nucleic Acid Stain (Cellco©) e

visualizados em um transiluminador de LED (Kasvi).
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Como controles positivos, foram utilizados o DNA das cepas ATCC®
25923™ (gene sea), ATCC® 14458™ (gene seb), N315 (gene sec), FRI 361
(gene sed), ATCC® 27661™ (gene see) da espécie Staphylococcus aureus.

Agua livre de nucleases foi usada como controle negativo em todas as analises.

Resultados

Identificagao dos micro-organismos
Foram isolados micro-organismos em 112 (56%) amostras, dentro das quais se

obteve 187 isolados microbianos.

A técnica de MALDI-TOF MS identificou 13 géneros e 30 espécies de
micro-organismos (Tabela 2 e Figura 1), 28 de bactérias e duas leveduras
(Candida intermedia e Candida parapsilosis). Dos 187 isolados, Staphylococcus
epidermidis foi a espécie predominante (62/187= 33,16%), seguida de
Enterobacter xiangfangensis (14/187=7,49%), Stenotrophomonas maltophilia
(13/187 = 6,95%), Enterobacter asburiae (9/187 = 4,81%), Acinetobacter ursingii
(8/187 = 4,28%) e Serratia marcescens (8/187 = 4,28%). Trés isolados ndo foram
identificados e em oito ndo foi possivel identificar as espécies, tendo apenas 0s
resultados em nivel de género: Acinetobacter sp. (5/187 = 2,67%), Pantoea sp.
(2/187 = 1,07%) e Pseudomonas sp. (1/187= 0,53%).
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Tabela 2 Espécies e frequéncia de micro-organismos identificados por

espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) em amostras de leite humano de

Banco de Leite de Hospital Universitario

Espécies

Numero de isolados/total de isolados (%)

Staphylococcus epidermidis

Enterobacter xiangfangensis
Stenotrophomonas maltophilia

Enterobacter asburiae
Acinetobacter ursingii
Serratia marcescens
Staphylococcus aureus
Klebsiella oxytoca
Acinetobacter sp.
Candida parapsilosis
Enterobacter cloacae
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus lugdunensis
Pseudomonas oryzihabitans
Acinetobacter junii
Acinetobacter pittii
Klebsiella variicola
Pantoea sp.
Pseudomonas monteilii
Pseudomonas putida
Serratia liquefaciens
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter johnsonii
Candida intermedia
Chryseobacterium gambrini
Enterobacter kobei
Enterococcus faecalis
Kocuria kristinae
Pseudomonas koreensis
Pseudomonas sp.
Raoultella ornithinolytica
Serratia nematodiphila
N&o identificada

62/187 (33,16%)
14/187 (7,49%)
13/187 (6,95%)

9/187 (4,81%)
8/187 (4,28%)
8/187 (4,28%)
71187 (3,74%)
6/187 (3,21%)
5/187 (2,67%)
5/187 (2,67%)
5/187 (2,67%)
5/187 (2,67%)
5/187 (2,67%)
41187 (2,14%)
3/187 (1,60%)
2/187 (1,07%)
2/187 (1,07%)
2/187 (1,07%)
2/187 (1,07%)
2/187 (1,07%)
2/187 (1,07%)
2/187 (1,07%)
1/187 (0,53%)

)

)

)

)

)

)

)

.~~~ o~

1/187 (0,53%
1/187 (0,53%
1/187 (0,53%
1/187 (0,53%
1/187 (0,53%
1/187 (0,53%
1/187 (0,53%
1/187 (0,53%)
1/187 (0,53%)
1/187 (0,53%)
3/187 (1,60%)

Total

187/187 (100%)
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266  Fig.1 Frequéncia de géneros microbianos identificados em 112 amostras de leite

267 humano de Banco de Leite de Hospital Universitario
268

269 Em 50 das 112 amostras com crescimento microbiano, foram isolados de

270 duas a quatro espécies por amostra, como ilustrado na Figura 2.
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Bactérias Gram-positivas

Dentre os 187 isolados obtidos no estudo, trés géneros de bactérias gram-
positivas foram identificados: Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Kocuria
spp. A predominancia foi da espécie S. epidermidis, estando presente em
33,16% das amostras, enquanto as outras duas espécies S. aureus e S.
lugdunensis foram identificadas em 3,74% e 2,14% do total, respectivamente. As
espécies Enterococcus faecalis e Kocuria kristinae foram isolados em apenas

uma amostra cada (0,53%).

Enterobacterales

As espécies gram-negativas isoladas foram de cinco géneros, com maior
prevaléncia de Enterobacter spp. (E. asburiae, E. cloacae, E. kobei, E.
xiangfangensis) em 15,5% dos isolados, seguida de Klebsiella spp. (K. oxytoca,
K. pneumoniae, K. variicola) em 6,95%, e Serratia spp. (S. liquefaciens, S.
marcescens, S. nematodiphila) em 5,88%. Foi identificada, também, a espécie
Raoultella ornithinolytica em apenas uma amostra (0,53%), e dois isolados de
Pantoea sp. (1,07%).

Demais micro-organismos de origem bacteriana e fungica

As demais bactérias gram-negativas encontradas no estudo foram identificadas
como Acinetobacter spp., com cinco espécies (A. baumannii, A. johnsonii, A.
junii, A. pittii, A. ursingii) e prevaléncia de 10,15% dos isolados. Cinco espécies
de Pseudomonas spp. (P. aeruginosa, P. koreensis, P. monteili, P.
oryzihabitans, P. putida) estando presentes em 7,47% do total, enquanto outras
duas espécies de gram-negativos foram identificadas em 6,95% e 0,53%,

Stenotrophomonas maltophilia e Chryseobacterium gambrini, respectivamente.

Entre os cultivos com caracteristicas macro e microscopicas de leveduras,
foram identificadas duas espécies de Candida spp. (C. intermedia e C.

parapsilosis) em 3,2% das amostras de leite avaliadas.
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Deteccao de genes de enterotoxinas classicas
Das 70 amostras de Staphylococcus spp., apenas seis (8,57%) foram positivas
para enterotoxina A. Com relagdo aos demais genes, todas as amostras foram

negativas.

O gene sea amplificou em trés amostras identificadas como
Staphylococcus aures, duas Staphylococcus epidermidis e uma Staphylococcus
lugdunensis. Dos seis isolados, trés (S. aures, S. epidermidis e S. lugdunensis)

eram provenientes de mesma amostra de leite.

Acidez titulavel do leite pelo Método Dornic

Das 200 amostras, em 88 sem isolamento microbiano, 21 (n=200/ 10,5%)
tiveram o valor de 2,5°D, 39 (n=200/ 19,5%) valor de 5,0°D, 7 (n=200/ 3,5%) com
7,5°D, 7 (n=200/ 3,5%) com 10°D, 11 (n=200/ 5,5%) com 12,5°D, 2 (n=200/ 1%)
com 15°D e 1 amostra (n=200/ 0,5%) com 17,5°D de acidez.

Nas 112 amostras com desenvolvimento microbiano, 38 (n=200/ 19%)
tiveram o valor de 2,5°D, 52 (n=200/ 26%) com 5°D, 14 (n=200/ 7%) com 7,5°D,
6 (n=200/ 3%) com 10°D ,1 (n=200/ 0,5%) com 12,5°D e 1 amostra (n=200/ 0,5%)

com 15°D.

Das 200 amostras 29 (14,5%) estavam fora dos padrdes exigidos,
segundo a RDC n°® 171 de 2006 (18).

Perfil de sensibilidade microbiana in vitro dos isolados
O teste de disco difusdao permitiu avaliar o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos selecionados, de oito géneros das 171 bactérias identificadas,

como sumarizado nas Tabelas 3 e 4.

O perfil geral (Tabela 3), sintetiza a porcentagem de isolados sensiveis e
resistentes aos antimicrobianos selecionados. Foi observada maior sensibilidade
a gentamicina (77,9%), sulfametoxazol+trimetoprima (62,8%) e ceftriaxona
(57,56%), enquanto o maior percentual de resisténcia foi para a azitromicina
(45,35%).
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Quando avaliado o perfil de resisténcia para cada género de micro-
organismos (Tabela 4), os resultados mostraram alto percentual de resisténcia
dos isolados as penicilinas e derivados betalactémicos (33,8% - 24/71), assim

como para os macrolideos (76% - 54/71) em Staphylococcus spp.

Entre as bactérias da ordem Enterobacterales, houve maior porcentagem
de resisténcia ao grupo das penicilinas e derivados betalactadmicos, variando
entre 50% de resisténcia de Klebsiella variicola para amoxicilina, até 100% de
Serratia spp. resistentes a cefalexina. A  resisténcia para
sulfametoxazol+trimetoprima foi observada em torno de 50% das bactérias
desse grupo. A gentamicina demonstrou ser o antimicrobiano mais eficaz, tendo

apenas dois isolados com resisténcia ao aminoglicosideo.

O género Acinetobacter demonstrou alta sensibilidade aos
antimicrobianos, com a maior taxa de resisténcia para

sulfametoxazol+trimetoprima com 21,1%.

Os testes para Pseudomonas spp. evidenciaram 100% de sensibilidade a

gentamicina.

Quase metade (46,15%) dos isolados de Stenotrophomonas maltophilia
foram resistentes a sulfametoxazol+trimetoprima, um dos poucos

antimicrobianos de eleicdo para combater essa espécie.

Ao analisar todos as classes de antimicrobianos, a multirresisténcia foi de
12,6% (18/143) dos isolados, sendo Klebsiella oxytoca a espécie que apresentou
maior multirresisténcia. Ainda que tenha sido pouco isolada, 66% do total da
especie encontrada nos cultivos do leite materno, se mostraram resistentes a

trés classes de antimicrobianos (Tabela 4).
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Tabela 3 Perfil de sensibilidade microbiana in vitro de isolados bacterianos

encontrados no leite materno de Banco de Leite humano de Hospital

Universitario

Perfil de sensibilidade/nimero
de isolados (%)

Classe Antimicrobianos S PS R
9/172 45/172
Amoxicilina (5,23%) - (26,16%)
1/172 3/172
Ampicilina (0,58%) - (1,74%)
62/172 62/172
Penicilinas e Cefalexina (36,04%) - (36%)
derivados 99/172 18/172 26/172
betalactadmicos Ceftriaxona (57,56%) (10,5%) (15,1%)
45/172 1/172 78/172
Azitromicina (24,42%) (0,58%) (45,35%)
15/172 2/172 55/172
Macrolideos Eritromicina (8,7%) (1,16%) (32%)
63/172 5/172 3/172
Lincosaminas Clindamicina (36,63%) (2,9%) (1,74%)
134/172 8/172 15/172
Aminoglicosideos Gentamicina (77,91%) (4,65%) (8,7%)
108/172 11/172 371172
Sulfonamidas Sulfametoxazol+trimetoprima (62,8%) (6,4%) (21,5%)

S: Sensivel, PS: Parcialmente sensivel, R: resistente
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369 Tabela 4 Perfil de resisténcia in vitro aos antimicrobianos de oito géneros bacterianos isolados de leite materno de Banco de Leite

370 humano de Hospital Universitario

Perfil de resisténcia (frequéncia de resisténcia/n e %)

Classe/ Antimicrobianos

Penicilinas e derivados betalactamicos Macrolideos Lincosaminas Aminoglicosideos Sulfonamidas

Espécies AMO AMP CFE CRO AZI ERI CLlI GEN SUT MDR
, 2/19 0/19 4/19
Acinetobacter spp. 0 0 0 (10.5%) 0 0 0 (0%) (21,1%) )
; 8/9 o 2/9 o 1/9 3/9

Enterobacter asburiae (88,9%) 0 8/9 (88,9%) (22,2%) 4/9 (44,4%) O 0 (11,1%) (33,3%) -

4/5 4/5 0/5 1/5 0/5 0/5
Enterobacter cloacae (80%) 0 (80%) (0%) (20%) 0 0 (0%) (0%) -
Enterobacter 14/14 0 13/14 3/14 8/14 0 0 0/14 6/14 )
xiangfangensis (100%) (92,86%) (21,43%)  (57,14%) (0%) (42,86%)

. 0/1 0/1 0N

Enterococcus faecalis (0%) (0%) 0 0 0 (0%) 0 0 0 -

) 5/6 o 2/6 o 0/6 4/6 4/6
Klebsiella oxytoca (83,3%) 0 2/6 (33,3%) (33,3%) 4/6 (66,6%) O 0 (0%) (66,6%) (66,6%)
Klebsiella pneumoniae 5/5 0 1/5 175 5/5 0 0 075 215 215

(100%) (20%) (20%) (100%) (0%) (40%) (40%)
Klebsiella variicola 112 0 02 02 /2 02 0 02 /2 i
(50%) (0%) (0%) (50%) (0%) (0%) (50%)
0/14
Pseudomonas spp. 0 0 0 0 0 0 0 (0%) 0 -

371 MDR: multidroga resistente. AMO: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; CFE: Cefalexina; CRO: Ceftriaxona; AZI: Azitromicina; ERI: Eritromicina; CLI:
372  Clindamicina; GEN: Gentamicina; SUT: Sulfametoxazol+trimetoprima. Acinetobacter spp.: Acinetobacter spp. (n=5), A. baumannii (n=1), A.
373  johnsonii (n=1), A. junii (n=2), A. pittii (n=2), A. ursingii (n=8); Pseudomonas spp.: Pseudomonas spp. (n=1), P. putida (n=2), P. oryzihabitans
374  (n=3), P. monteilii (n=2), P. koreensis (n=1), P. aeruginosa (n=>5).

375
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376 Tabela 4 Perfil de resisténcia in vitro aos antimicrobianos de oito géneros bacterianos isolados de leite materno de Banco de Leite

377 humano de Hospital Universitario (continuagao)

Perfil de resisténcia (frequéncia de resisténcia/n e %)

Classe/ Antimicrobianos

Penicilinas e derivados betalactamicos

Macrolideos

Lincosaminas

Aminoglicosideos

Sulfonamidas

Espécies AMO AMP CFE CRO AZI| ERI CLI GEN SUT MDR
L . 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1
Raouiltella ornithinolytica (100%) 0 (0%) (0%) (0%) 0 0 (0%) (100%) -
Serratia liquefaciens 0/2 2/2 2/2 072 072 0 0 0/2 0/2 -
(0%) (100%) (100%) (0%) (0%) (0%) (0%)

. 6/8 7/8 3/8 o 1/8 2/8 2/8
Serratia marcescens (75%) 0 (87.5%) (37,5%) 7/8 (87,5%) O 0 (12,5%) (25%) (25%)
Serratia nematodiphila 1 1 11 0/1 1 0 0 0/1 0/1 -

(100%) (100%) (100%) (0%) (100%) (0%) (0%)
Staphylococcus aureus 0 0 4/7 2/7 317 6/7 0/7 o/7 1/7 1/7
(57,14%) (28,57%) (42,85%) (85,71%) (0%) (0%) (14,3%) (14,3%)
Staphylococcus epidermidis 0 0 19/60 11/60 42/60 45/60 3/60 13/60 7/60 9/60
(31,7%) (18,3%) (70%) (75%) (5%) (21,7%) (11,7%) (15%)
Staphylococcus lugdunensis 0 0 1/4 0/4 2/4 3/4 0/4 0/4 0/4 -
(25%) (0%) (50%) (75%) (0%) (0%) (0%)
Stenotrophomonas maltophilia 0 0 0 0 0 0 0 0 ?4{2331 5%)

378 MDR: multidroga resistente. AMO: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; CFE: Cefalexina; CRO: Ceftriaxona; AZI: Azitromicina; ERI: Eritromicina; CLI:

379  Clindamicina; GEN: Gentamicina; SUT: Sulfametoxazol+trimetoprima. Acinetobacter spp.: Acinetobacter spp. (n=5), A. baumannii (n=1), A.

380  johnsonii (n=1), A. junii (n=2), A. pittii (n=2), A. ursingii (n=8); Pseudomonas spp.: Pseudomonas spp. (n=1), P. putida (n=2), P. oryzihabitans

381 (n=3), P. monteilii (n=2), P. koreensis (n=1), P. aeruginosa (n=5).
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Discussao
A diversidade de espécies microbianas encontradas, no leite materno avaliado
no presente estudo, corrobora com resultados de outros pesquisadores, que

também evidenciaram a presenga de ampla variedade de espécies (19,20)

Os principais géneros descritos na literatura, como parte da microbiota do
leite humano, sdo Staphylococcus e Streptococcus, em mais de 90% das
pesquisas, seguidas das bactérias acido-laticas e de micro-organismos gram-
negativos pertencentes a diversos géneros, de acordo com Togo et al. (19) e
Zimmermann e Curtis (20). Ainda que esses autores utilizaram diferentes
metodologias, como cultivos, MALDI-TOF MS e sequenciamento genético, o
presente estudo corroborou com as descrigcdes apresentadas, isolando micro-
organismos dos géneros Pseudomonas, Enterococcus, Acinetobacter, Rothia,

Klebsiella, Stenotrophomonas, Enterobacter, Serratia e Pantoea.

Com uso de sequenciamento genético ja foram identificados 360 géneros
procariotos, com predominadncia de Pseudomonas, Staphylococcus e
Streptococcus  (21), como também  Bacteroides, Faecalibacterium,
Ruminococcus, Lactobacillus, Propionibacterium, entre outros géneros
bacterianos; bem como a presenga de fungos e leveduras, como Candida e

Malassezia, protozoarios e virus (22).

A técnica de MALDI-TOF MS utilizada no presente estudo possibilitou a
identificacdo de ampla variedade de micro-organismos, evidenciando a
prevaléncia do género Staphylococcus e a espécie S. epidermidis em 39% e
33% dos isolados, respectivamente. Em demais estudos que utilizaram a
espectrometria de massas, os resultados também mostram a prevaléncia de
Staphylococcus, e da espécie S. epidermidis. Demais micro-organismos como
Streptococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium ja foram isolados no leite humano
e na microbiota intestinal de individuos saudaveis, destacando a frequéncia

desses géneros no leite (6,23-26).

Outros estudos, na Espanha (22) e Taiwan (27) que utilizaram meios de
cultura para o isolamento dos micro-organismos, iolaram os géneros
Staphylococcus, com predominancia das espécies S. epidermidis e S. aureus,

Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium (bactérias laticas)
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Acinetobacter, Escherichia, Klebsiella e Enterobacter e em menor frequéncia,
Pseudomonas e Micrococcus. Foram usados meios de cultura enriquecidos e
seletivos e incubacido sob condicdes aerdbicas e anaerdbicas, com posterior

identificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA.

Em contraste, o presente estudo utilizou apenas dois meios de cultura
(agar sangue bovino e agar MacConkey), com incubagdo em condigédo aerdbica
e usou o MALDI-TOF MS para identificagdo dos isolados, obtendo-se resultados
semelhantes aos outros trabalhos, como a identificagdo das bactérias gram-
positivas Staphylococcus epidermidis, S. aureus e Enterococcus spp., € das

gram-negativas Klebsiella spp., Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp.

Nos estudos que avaliaram a qualidade microbiolégica do leite cru e
pasteurizado, provenientes de Bancos de leite, observaram elevadas contagens
de bactérias mesdfilas e coliformes (acima de 40% das amostras de leite cru e
pasteurizado), importante indicador de higiene considerando que muitos
coliformes pertencem a familia Enterobacteriaceae, além da presencga de fungos
filamentosos e leveduriformes e em algumas amostras o isolamento de

Staphylococcus spp. (28,29).

Um estudo no Estado de Sao Paulo apontou a presenca de nove géneros
bacterianos e leveduras nao identificadas entre 186 amostras de leite doado. A
prevaléncia foi do género Staphylococcus, seguido de Enterobacter e Bacillus,
mas também de Streptococcus spp., Acinetobacter spp. Klebsiella spp.
Pseudomonas aeruginosa, Hafnia alvei e Micrococcus spp. (30). O presente
estudo corrobora com esses resultados, quanto ao numero de isolados, dentre
as 200 amostras de leite cultivados. Ambos os estudos obtiveram pouco mais de
180 bactérias e leveduras. Além da prevaléncia de estafilococos, em destaque a
espécie S. epidermidis, a presenca de Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae
e K. oxytoca, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp.

O atual estudo nao identificou estreptococos, como encontrados em
outros trabalhos, e obteve uma variedade maior de espécies bacterianas. Em
destaque, a identificagdo de Stenotrophomonas spp., Chryseobacterium spp. e

Kocuria spp., relatada em poucos artigos que utilizaram sequenciamento da
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porcdo 16S do RNA ribossdmico e com baixa prevaléncia nas amostras
(25,31,32).

Quanto a acidez titulavel, o presente estudo identificou que 85,5% das
amostras estavam dentro do padrao exigido pela RDC n°® 171 de 2006, abaixo
de 8,0°D. Estudos anteriores evidenciam uma variacdo quanto a porcentagem
de leite doado, com titulacédo de acidez dentro dos parametros permitidos, como
em um Banco de Leite no Parand onde mais de 60% das amostras estavam
dentro dos padrdes (33), enquanto em Sao Paulo ja foi descrito que esse valor
era de 95% (30). No entanto, ja houve estudo, em Banco de leite de S&o Paulo,
que identificou mais de 76% de amostras com valor de acidez >8°D,
consideradas inadequadas para o consumo (29).

Bactérias resistentes a uma variedade de antimicrobianos tém sido uma
preocupacao constante pela ameacga crescente a saude publica. A resisténcia a
esses medicamentos decorre da presengca de genes no Cromossomo Ou
estruturas moveis, como plasmideos e transposons, carreado pelas células
bacterianas. Parnanen et al. (34) e Zhang et al. (35) descreveram a presenca de
genes de resisténcia a antimicrobianos e elementos genéticos moveis na
microbiota intestinal de criancas e que esses elementos eram transferidos pelo
leite materno, pela semelhanga em mais de 70% entre os genes presentes no

leite e na microbiota intestinal infantil.

Um dos genes estudados foi 0 mecA que teve alta taxa de detecgao nas
fezes dos recém-nascidos, além da presenga de S. epidermidis resistente a
antibidticos no colostro e no intestino infantil, indicando a transferéncia de cepas

e genes de resisténcia do leite materno para a crianga (35)

Sabendo que a microbiota do leite € importante para o desenvolvimento
da microbiota intestinal infantil e a ocorréncia da transferéncia de genes de
resisténcia entre a mae e o lactente, avaliar o perfil de sensibilidade a
antimicrobianos das bactérias isoladas no leite materno € importante para
elucidar a taxa de resisténcia desses micro-organismos e alertar para possiveis

ocorréncias de infeccdes oportunistas por espécies resistentes.

No presente estudo foi observada alta taxa de resisténcia aos derivados

betalactamicos, principalmente entre as espécies gram-negativas, em torno de
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90%. Para a classe dos macrolideos também ocorreu alta taxa de resisténcia
(acima de 60%) entre as bactérias gram-negativas e as espécies de
estafilococos. A gentamicina foi o antibidtico que apresentou melhor
desempenho para os micro-organismos testados, com o maior percentual de
resisténcia nas cepas de S. epidermidis (21%). A multirresisténcia foi observada
em trés géneros bacterianos (Klebsiella spp., Serratia sp., Staphylococcus spp.)

e o percentual total foi de 12,6%.

Chen et al. (27) e Salerno et al. (30) encontraram 60% a 90% de isolados
identificados como estafilococos resistentes a penicilina e eritromicina. Espécies
de Enterococcus foram resistentes a gentamicina, eritromicina, clindamicina e
oxacilina em mais de 80% dos isolados, diferindo do presente estudo, em que E.

faecalis, foi sensivel a todos os antibidticos testados.

Nos isolados provenientes do leite humano no Brasil (30), observou
melhor desempenho e menores taxas de resisténcia para os antimicrobianos:
gentamicina, vancomicina, cefalexina e sulfametoxazol+trimetoprima,
corroborando com o presente estudo em que as menores taxas de resisténcia

foram aos aminoglicosideos e a sulfonamida.

Um ponto importante a ser destacado é a presenca de quase 50% de
Stenotrophomonas maltophilia resistentes a sulfametoxazol+trimetoprima. Esse
medicamento é a primeira escolha para infeccbes causadas pela bactéria, em

decorréncia de sua resisténcia intrinseca as penicilinas e betalactamicos (36).

Em estudo de revisdo e meta-analise, resultados de testes realizados
entre 2000 a 2021, mostraram que mais de 40% dos isolados clinicos de S.
maltophilia em paises da Europa, Asia e América, foram resistentes a colistina,
segundo antibiotico de escolha quando ha resisténcia a
sulfametoxazol+trimetoprima; evidenciando uma crescente preocupacdo, a
menor disponibilidade de medicamentos para o tratamento de infeccbes no
ambiente hospitalar, visto que a bactéria esta associada a casos de infecgcdo em
pacientes em unidade de terapia intensiva, e ha poucos antimicrobianos eficazes

para combater essa espécie (37).

Dada a importancia das bactérias do género Staphylococcus para saude
publica devido a sua capacidade de producdo de enterotoxinas termoestaveis,
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testamos todos os isolados para os genes das enterotoxinas A, B, C, D e E. Seis
amostras foram positivas para o gene de enterotoxina A, resultados menores dos
que descreveram Salerno et al. (30), que observaram a presenca dos genes seb,
sec, sed em Staphylococcus coagulase positiva e negativa, com prevaléncia de
genes sea, mas que ainda mostram a importancia de um cuidado no manejo e
armazenamento correto do leite doado para minimizar o crescimento bacteriano

e evitar a producao das enterotoxinas.

Séao Paulo é o estado que mais possui Bancos de Leite humano no Brasil,
tendo 58 unidades no total e em 2022, (38) receberam mais de 57 mil litros de
leite. A garantia de qualidade do produto, em sua coleta e armazenamento,
garantem uma menor taxa de micro-organismos potencialmente patogénicos
que, por vezes, podem nao ser eliminados durante a pasteurizagdo, além,
também, de esse processo e 0 manuseio do leite posteriormente, serem pontos
criticos para que o produto, dentro dos padrdes exigidos, seja ofertado para

lactentes que, em sua maioria, estdo em situagdes de maior fragilidade.

Conclusao
O leite materno apresentou grande variedade de micro-organismos. No entanto,
o predominio de bactérias indicadores de higiene, parece indicar falha na

obtencdo e manipulagao do leite.

E fundamental que as doadoras mantenham os cuidados de higiene no
momento da coleta, para evitar o aumento da carga microbiana de potencial

patogénico, no leite.

A identificacdo de bactérias multirresistentes mostra a importancia de
uma maior atencéo sobre a prescricdo dos antimicrobianos para as lactantes e

educacao em saude para o uso correto desses medicamentos.

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

produto seguro para os lactentes.
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Os resultados sugerem a necessidade de atividades educativas quanto
ao processo de obtencgao do leite para as maes doadoras, assegurando-se assim

um leite de melhor qualidade para utilizagdo na amamentacéo dos bebés.
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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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