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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

Título da dissertação – Microbiota e aspectos físico-químicos do leite 

materno, perfil de sensibilidade microbiana in vitro e detecção de genes de 

enterotoxinas clássicas de Staphylococcus sp.  

Impacto científico e social esperado: O presente estudo é relevante na medida 

em que se procurou avaliar os aspectos da qualidade do leite de nutrizes que 

doam o seu leite excedente para o Bando de Leite humano. Dessa forma os 

resultados obtidos podem oferecer a possibilidade, na dependência do resultado 

obtido com relação a sua qualidade, de realizar atividades de educação em 

saúde no sentido de possibilitar a obtenção de um produto a ser utilizado por 

lactentes livres de patógenos que podem causar gastroenterites devido ao seu 

consumo. 
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Dissertation title - Microbiota and physicochemical aspects of breast milk, 

in vitro microbial sensitivity profile and detection of classical enterotoxin 
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Expected scientific and social impact: The present study is relevant in that it 

sought to evaluate aspects of the quality of milk from mothers who donate their 

milk to the Human Milk Bank. In this way, the results obtained may offer the 
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out health education activities in order to enable the obtaining of a product to be 

used by infants free of pathogens that can cause gastroenteritis due to your 

consumption.
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RESUMO 

 

ZANINI, D. S. Microbiota e aspectos físico-químicos do leite materno, perfil 
de sensibilidade microbiana in vitro e detecção de genes de enterotoxinas 
clássicas de Staphylococcus sp. 2024. 61f. Dissertação (Mestrado) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, 
“Júlio de Mesquita Filho” UNESP, Botucatu, 2024. 

 

Agências de saúde ao redor do mundo recomendam o aleitamento materno 
exclusivo até os seis meses de idade da criança e sua continuidade até os dois 
anos, devido ao papel fundamental no desenvolvimento do recém-nascido, pela 
sua composição rica em nutrientes. Estudos têm mostrado o papel da microbiota 
do alimento para o desenvolvimento intestinal do lactente. Contudo ainda não 
está claro o papel de alguns grupos como as enterobactérias, um grupo 
considerado contaminante, que pode comprometer o leite oferecido para 
doação. O presente estudo avaliou a presença de micro-organismos no leite 
materno de Banco de Leite, encaminhado para análises de rotina, e identificou 
os micro-organismos isolados por espectrometria de massas (MALDI-TOF MS), 
avaliou o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e detectou genes de 
enterotoxinas clássicas nos isolados identificados como Staphylococcus spp. Os 
resultados mostraram a identificação de 13 gêneros e 30 espécies diferentes, 
sendo mais recorrente Staphylococcus spp.  O teste de sensibilidade in vitro ante 
nove antimicrobianos, revelou uma taxa de resistência dos isolados às 
penicilinas e derivados betalactâmicos (36%) e aos macrolídeos (45,35%). Por 
outro lado, houve maior eficácia da gentamicina e sulfametoxazol trimetoprim. 
Cinco espécies bacterianas foram multirresistentes (MDR), com maior 
percentual para K. oxytoca (66%). A pesquisa de genes de enterotoxinas 
clássicas (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 identificação de isolados multirresistentes alertando para o uso racional de 
antimicrobianos, além da presença de genes de enterotoxinas, importante fator 
de virulência estafilocócica.   

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

Multirresistência.  
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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. Dissertação (Mestrado) – 
Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, 
“Júlio 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. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

INTRODUÇÃO E REVISÃO DE LITERATURA 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Agências governamentais de saúde pública, como a Organização Mundial 

da Saúde (OMS) e o Fundo das Nações Unidas para a Infância (UNICEF) 

recomendam o aleitamento materno exclusivo desde os primeiros minutos de 

vida até os seis meses de idade da criança, 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 benefícios para as crianças, 

além da formação nutricional, como o desenvolvimento cognitivo e diminuição 

do risco de doenças infecciosas e não-infecciosas, além de benefícios para a 

mãe (Zielinska; Sobczak; Hamulka, 2017). No entanto, menos da metade das 

crianças no mundo são amamentadas exclusivamente com o leite materno, 

decorrente de fatores fisiológicos ou psíquicos das mães ou condições de saúde 

do lactente (Brasil, 2022b). 

Na impossibilidade de oferta do leite para o recém-nascido, a alternativa 

são os Bancos de Leite Humano que recebem a doação de mulheres em fase 

de lactação, que produzem leite excedente. Esse alimento passa por avaliação 

de sua qualidade e, posteriormente, é pasteurizado antes de sua distribuição 

para utilização (FIOCRUZ, 2022). 

O leite materno possui microbiota diversa que é importante para o 

desenvolvimento da microbiota intestinal infantil e a proteção da criança contra 

patógenos e outras intercorrências de saúde. Entre os micro-organismos 

encontrados no leite estão bactérias dos gêneros Lactobacillus, Staphylococcus, 

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

A resistência aos antimicrobianos tem sido preocupação crescente e 

mundial na saúde pública. O número de bactérias multirresistentes tem 

aumentado decorrente da pressão de seleção pelo uso indiscriminado de 

antimicrobianos (FDA, 2024).  

O intestino infantil possui variedade de genes de resistência com provável 

origem do leite materno, pois já foram observados a presença desses genes no 
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leite e evidências de transferência para os lactentes. A alta abundância de genes 

móveis de resistência pode causar riscos à saúde, pois é provável que sejam 

mais propensos a serem transferidos de bactérias comuns para patógenos 

(Pärnänen et al., 2018). 

Nesse contexto, o presente estudo identificou os micro-organismos 

presentes no leite humano, amostras provenientes de Banco de leite, identificou 

a frequência de bactérias com resistência microbiana in vitro, e o percentual de 

multirresistência, além da detecção molecular de enterotoxinas clássicas em 

estafilococos, importante fator de virulência desse grupo. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Aleitamento materno 

 

O leite é uma fonte rica em nutrientes que está presente nos primeiros 

minutos de vida da criança, fundamental para a nutrição, proteção e adequado 

desenvolvimento do recém-nascido. Agências governamentais de saúde pública, 

como a Organização Mundial da Saúde (OMS) e o Fundo das Nações Unidas 

para a Infância (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 alimentação 

variada, completando os 1000 dias imprescindíveis para a formação nutricional 

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

Evidências mostram que o aleitamento materno exclusivo promove 

benefícios para as crianças, além da formação nutricional, como o 

desenvolvimento cognitivo e diminuição do risco de doenças infecciosas e não-

infecciosas, além de diminuir o risco de a mulher desenvolver diabetes tipo II e 

síndromes metabólicas (Zielińska et al., 2017). De acordo com a Unicef (2019), 

em níveis recomendáveis, a amamentação poderia salvar 820.000 crianças 

menores de cinco anos, no mundo, além de evitar 20.000 casos de câncer de 

mama.  

A OMS recomenda que, até o ano de 2025, pelo menos metade das mães 

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 

crianças se beneficiam do aleitamento materno exclusivo até os seis meses de 

vida (Brasil, 2022b), enquanto no Brasil, esse número é de 46%, com 60% delas 

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

Estudo com metanálise de dados de 153 países nos períodos de 1995 a 

2013, mostrou que o aleitamento de crianças até os 23 meses, tende a ser maior 

nos países de baixa e média renda da população geral se comparado com 

países com população de renda familiar maior. No entanto, nesses países, a 
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amamentação não é exclusiva, mesmo para lactentes menores de seis meses 

de idade, e a tendência é a diminuição da oferta de leite após um ano de idade 

(Victora et al., 2016). 

Os custos da restrição na amamentação das crianças, vão além da saúde 

das mesmas, mas também repercutem na saúde da mulher e nos custos 

financeiros para o Estado. Walters et al. (2019) utilizaram uma base de dados e 

mostraram que os custos de não amamentar as crianças, como recomendado 

pela OMS, geram cerca de 595.379 mortes de crianças por diarreias e 

pneumonias, enquanto 974.956 casos de obesidade infantil seriam evitáveis com 

amamentação exclusiva.  

Para as mulheres, o aleitamento teria o potencial de prevenir 27.069 mortes 

futuras por câncer de mama, 13.644 por câncer de ovário a e 58.230 mortes por 

diabetes tipo II a cada ano, enquanto os custos de tratamento de diarreias e 

pneumonias em crianças e diabetes tipo II em mulheres diminuiria em cerca de 

um bilhão de dólares por ano (Walters et al., 2019).  

Ainda que os benefícios da amamentação exclusiva sejam conhecidos, 

menos da metade das crianças são amamentadas no mundo, decorrente de 

fatores intrínsecos e extrínsecos à saúde. São diferentes barreiras enfrentadas 

pelas mulheres para que ocorra a continuidade do aleitamento, incluindo 

problemas fisiológicos e psicológicos, dificuldades de ter uma rede de apoio, 

curta licença maternidade, falta de espaços físicos adequados para 

amamentação, bem como barreiras interpessoais e institucionais (Beggs; Koshy; 

Neiterman, 2021). 

Quando ocorre a interrupção ou impossibilidade do aleitamento, é 

necessário recorrer às fórmulas infantis, que são produzidas a base de leite de 

vaca, mas acrescidas de proteínas, gorduras, minerais e vitaminas, tendo 

indicações diferentes de acordo com a idade da criança (Manarini, 2017).  

Por intercorrências no momento do nascimento, levando a uma internação 

do recém-nascido, se faz necessário a extração do leite para alimentação da 

criança. O fornecimento pode ser via Banco de Leite Humano que recebem a 

doação de mulheres em fase de lactação, que produzem leite excedente. O 

Brasil possui a maior e mais complexa rede de Bancos de Leite do mundo, 
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regidos e regulamentados pela resolução RDC nº 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 nº 171 estabelece os padrões de qualidade do leite doado antes do 

fornecimento, como avaliações de cor, odor e presença de sujidades, além do 

controle físico-químico do leite ordenhado e microbiológico do leite pasteurizado 

(Brasil, 2006). 

 

2.2. Composição do leite materno 

O leite materno é um biofluido complexo e variável, que preenche as 

necessidades do recém-nascido. Seus componentes antimicrobianos e 

imunomoduladores compensam as deficiências do sistema imunológico do 

lactente, impedindo a translocação de patógenos pelo trato gastrintestinal 

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

Os principais componentes do leite materno foram revisados por 

Andreas et al. (2015). Lipídeos compõem 45% a 55% da energia do leite, sendo 

o principal componente os triacilglicerídeos, tendo também diacilgliceróis, 

monoacilgliceróis, ácidos graxos livres, fosfolipídios e colesterol. Ácidos graxos 

de cadeia curta são importantes fontes de energia e participam na maturação do 

trato gastrintestinal do lactente. Esfingomielinas, presentes na membrana do 

glóbulo de gordura do leite, são especialmente importantes para mielinização do 

sistema nervoso e desenvolvimento neurocomportamental de recém-nascidos 

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

São mais de 400 proteínas compondo o leite e com uma variedade de 

funções, desde prover nutrição até o estímulo da absorção de nutrientes e 

atividades antimicrobianas e imunomoduladoras. Os carboidratos, como lactose 

e oligossacarídeos, são fundamentais para proporcionar energia para o 

desenvolvimento cerebral da criança. Atuam como prebióticos, na multiplicação 

de bactérias benéficas, que protegem o trato gastrintestinal da criança na 

colonização de bactérias patogênicas, prevenindo diarreias neonatais e também 

infecções do trato respiratório (Andreas; Kampmann; Mehring Le-Doare, 2015). 
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Além de componentes que promovem a nutrição do recém-nascido, o 

leite materno possui compostos que protegem o lactente no primeiro ano de vida, 

pois seu sistema imune adaptativo ainda não está completamente desenvolvido 

e ativo. Essa proteção ocorre pela transferência passiva de imunoglobulinas da 

mãe para a criança, primeiro por via uterina e, posteriormente, pelo aleitamento 

(de Jesus; Mosca; Forte, 2022). 

 A imunoglobulina (Ig) predominante é a imunoglobulina A em sua forma 

secretória (sIgA), que atua ligando-se ao micro-organismo inibindo a aderência 

na mucosa intestinal e respiratória (de Jesus; Mosca; Forte, 2022). O fato é 

possível, pois a sIgA é estável contra enzimas proteolíticas no intestino infantil. 

Outras imunoglobulinas como IgM e IgG estão presentes, mas em 

concentrações baixas, não sendo estáveis à digestão do trato gastrintestinal do 

lactente (Lönnerdal, 2013). 

Além de auxiliar no estabelecimento de microbiota intestinal saudável, 

os anticorpos do leite materno desempenham papel relevante na prevenção do 

desenvolvimento de resposta imune à bactérias comensais no intestino. 

Crianças alimentadas com formulações lácteas e indivíduos com deficiência de 

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

 

2.3. Microbiota e influência da composição do leite 

A presença de anticorpos no leite materno e substâncias como a 

lactoferrina (glicoproteína com ação moduladora, anti-inflamatória e antibiótica) 

promovem o desenvolvimento da microbiota intestinal do lactente. Tendo, 

predominantemente, a presença de bactérias do gênero Lactobacillus e 

Bifidobacterium, que são transferidos pelo aleitamento e se desenvolve no 

intestino da criança em simbiose com estafilococos e estreptococos, 

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

O leite possui microbiota diversa, incluindo bactérias ácido lácticas, 

estafilococos, estreptococos, enterococos e inúmeros filotipos bacterianos que 

são fontes para a colonização do trato gastrintestinal do lactente. Vários estudos 

mostraram que há transferência de mãe para filho de bactérias pertencentes, 

pelo menos, aos gêneros Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus e 
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Bifidobacterium por meio da amamentação. Essa exposição pode exercer efeitos 

benéficos contra doenças diarreicas e respiratórias e pode reduzir o risco de 

desenvolver outras doenças, como diabetes ou obesidade (Fernández et al., 

2013). Crianças alimentadas com fórmulas, apresentam maior proporção de 

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

Com a introdução alimentar da criança, ocorre aumento de bactérias dos 

gêneros Clostridium, Faecalibacterium, Blautia e Ruminococcus que se 

assemelham a microbiota intestinal de adulto, sendo estabelecido equilíbrio 

simbiótico após os três anos de idade (Sousa et al., 2021). 

Quando ocorre o desequilíbrio da colonização dessas bactérias, 

conhecido como disbiose, a criança tende a desenvolver problemas que refletem 

na fase adulta, como as alergias alimentares. É observado que o aumento de 

anticorpos IgE, que atuam nas reações alérgicas, está associado à diminuição 

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

Além da restrição ao leite materno e introdução de outros alimentos, um 

fator que interfere nesse desequilíbrio é o uso de antibióticos. A administração 

de antibióticos leva a uma alteração da microbiota, diminuindo a quantidade de 

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

Os componentes do leite são estabelecidos pela alimentação e também 

por influência genética. Pode haver, também, substâncias nocivas para o 

lactente. As glândulas mamárias são altamente irrigadas por capilares 

sanguíneos, o que possibilita a transferência de moléculas para o leite. Alguns 

fatores como, baixa ligação às proteínas plasmáticas, baixo peso molecular, alta 

lipofilicidade, pH levemente ácido do leite e seu alto teor lipídico, favorecem a 

concentração de substâncias básicas e excreção no leite, tornando este alimento 

importante fonte de substâncias residuais, que podem levar à contaminação do 

lactente à longo prazo (Santos Junior, 2022).  

Muitos medicamentos têm seu uso contraindicado ou usado de forma 

criteriosa durante o período de amamentação, no entanto muitas classes de 

antimicrobianos são considerados seguros (Brasil, 2010), como alguns 

antimicrobianos das classes Beta-lactâmicos (Cefalosporinas), Macrolídeos 
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(Azitromicina), Aminoglicosídeos (Gentamicina), Sulfonamidas (Sulfisoxazol) e 

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

 

2.4. Resíduos de antimicrobianos e a seleção de bactérias resistentes 

O desenvolvimento de resistência aos antimicrobianos é um fenômeno 

natural exercido pela administração desses medicamentos, mas que tem sido 

acelerado pelo uso indiscriminado desses fármacos, o que levou o problema de 

a resistência bacteriana aos antibióticos ser um dos mais relevantes de saúde 

pública atualmente. A limitação de antibióticos eficazes no combate às infecções, 

geram o aumento de hospitalizações e uso de medicamentos restritos a casos 

de multirresistência, e como consequência, ocorre nova pressão de seleção 

(Loureiro et al., 2016). 

Diferentes mecanismos de resistência são desenvolvidos pelas 

bactérias e que são expressos por genes de resistência, muitas vezes 

transferíveis, como a KPC, uma enzima descrita em Klebsiella pneumoniae 

produtora de carbapenemases, resistentes a várias classes de antibióticos, e 

que tem sido descrita em outras enterobactérias, o que gera uma grande 

preocupação, visto que muitas infecções, principalmente as IRAS (Infecções 

Relacionadas a Assistência à Saúde), são promovidas por esse grupo (Murai et 

al., 2022). 

Os antimicrobianos devem atingir seu local de ação em quantidade e 

disponibilidade adequada e, quando utilizado subdoses, pode ocorrer a seleção 

de micro-organismos resistentes a esses medicamentos. Ergen e Yalçin (2019) 

encontraram resíduos de várias classes de antimicrobianos no leite materno, 

incluindo medicamentos de uso veterinário, o que sugere a exposição das mães 

a alimentos de origem animal com resíduos desses fármacos, aspecto negativo 

e relevante para a saúde pública, por favorecer a seleção de patógenos 

resistentes aos antimicrobianos.  

O intestino infantil possui variedade de genes de resistência, 

denominado resistoma. A presença desses genes está relacionada a 

composição da microbiota intestinal e o uso de antimicrobianos, que podem 

alterar essa composição (Lebeaux et al., 2022; Li et al., 2023).  
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Já foi observado que a presença de Gammaproteobacteria e 

Enterobacteriaceae aumentam a presença de genes de resistência, o que é 

explicado pela transferência de genes entre essas bactérias e as comensais. 

Também ocorre a transferência pelo leite, pois foram encontrados genes que se 

assemelham em 70% aos encontrados na microbiota intestinal infantil (Pärnänen 

et al., 2018). 

Considerando a importância do leite materno para a nutrição das crianças, 

bem como sua qualidade no que se refere aos aspectos microbiológicos, 

realizou-se o presente estudo em amostras de leite doadas a Banco de Leite 

humano de Hospital Universitário. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Identificar a microbiota do leite materno em amostras encaminhadas para 

análise físico-química e microbiológica no Serviço de Orientação à Alimentação 

Pública (SOAP) da FMVZ – UNESP – Botucatu/SP, avaliar a resistência aos 

antimicrobianos dos micro-organismos isolados e detectar genes de 

enterotoxinas. 

 

3.2. Objetivos específicos 

Identificar a microbiota do leite materno utilizando a espectrometria de 

massas; 

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

isolados aos antimicrobianos; 

Realizar análise físico-química determinando a acidez do leite;  

Detectar por técnica molecular, a presença de genes das enterotoxinas 

clássicas (A, B, C, D e E) em isolados identificados como Staphylococcus spp. 
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 23 

Resumo 24 

O aleitamento materno é fundamental para o desenvolvimento e proteção do 25 

recém-nascido. A presença de micro-organismos no leite tem sido associada ao 26 

desenvolvimento da microbiota intestinal do lactente. Ocorrendo o impedimento 27 

da amamentação do recém-nascidos, se faz necessário o fornecimento do leite 28 

doado aos Bancos de Leite para a criança. Ainda que ocorra uma restrição 29 

quanto aos medicamentos prescritos para gestantes e lactantes, alguns 30 
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antimicrobianos são liberados, e se usados de forma incorreta podem aumentar 31 

a pressão de seleção de bactérias resistentes. Aqui, identificamos os micro-32 

organismos presentes no leite doado ao Banco de Leite de um Hospital 33 

Universitário, e caracterizamos fenotipicamente a resistência dos isolados a 34 

antimicrobianos, assim como detectamos, por técnica molecular, gene de 35 

enterotoxinas clássicas em estafilococos. 36 

Resultados: Obteve-se 184 isolados que foram identificados por espectrometria 37 

de massas, identificando 12 gêneros de bactérias e uma de levedura. Houve alta 38 

prevalência de bactérias do gênero Staphylococcus (39%), principalmente S. 39 

epidermidis (33%). A acidez titulável resultou em 14% das amostras inadequadas 40 

aos padrões recomendados. A resistência aos antimicrobianos variou entre as 41 

espécies, com maior percentual para penicilinas (36%) e macrolídeos (45%). A 42 

multirresistência foi identificada em 12,6% dentre 143 isolados. A pesquisa para 43 

genes das enterotoxinas A, B, C D e E identificou apenas seis amostras positivas 44 

em Staphylococcus coagulase positiva e negativa.  45 

Conclusões: O leite materno possui uma grande variedade de micro-46 

organismos, com predominância de Staphylococcus spp. e um baixo percentual 47 

apresentando genes de enterotoxinas. Houve alto percentual de resistência com 48 

multirresistência dos isolados Klebsiella oxytoca e Staphylococcus spp., o que 49 

aumenta a preocupação à saúde pública. 50 

Palavras-chave: Leite materno, Banco de Leite humano, Microbiota, 51 

Multirresistência.  52 

 53 

Introdução 54 

Agências de saúde pública ao redor do mundo, como a Organização Mundial da 55 

Saúde (OMS) e o Fundo das Nações Unidas para a Infância (UNICEF) 56 

recomendam o aleitamento materno como única fonte de alimento desde os 57 

primeiros minutos de vida até os seis meses de idade da criança e sua 58 

continuidade, com a complementação de uma dieta variável, até os dois anos, 59 

pelo papel fundamental que o leite materno tem no desenvolvimento do recém-60 

nascido (1).  61 
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Evidências mostraram que o aleitamento materno exclusivo foi fundamental 62 

para o desenvolvimento cognitivo e diminuição do risco de doenças infecciosas 63 

e não-infecciosas para as crianças, além da formação nutricional, e benefícios 64 

para a mãe (2). No entanto menos da metade das crianças no mundo são 65 

amamentadas exclusivamente com o leite materno, decorrente de fatores 66 

fisiológicos ou psíquicos das mães, ou condições de saúde do lactente (1). 67 

A alternativa para alimentação de recém-nascidos prematuros e que as 68 

mães não podem amamentar, são os Bancos de Leite Humano que recebem a 69 

doação de mulheres em fase de lactação e que produzem leite excedente. O 70 

alimento passa por avaliação da qualidade e posteriormente são pasteurizados 71 

antes da distribuição (3,4). 72 

O leite possui uma microbiota diversa que é importante para o 73 

desenvolvimento da microbiota intestinal infantil e a proteção da criança contra 74 

patógenos e outras intercorrências de saúde. Entre os micro-organismos 75 

encontrados no leite estão bactérias dos gêneros Lactobacillus, Staphylococcus, 76 

Enterococcus e Bifidobacterium (5). 77 

A resistência aos antimicrobianos tem sido preocupação crescente na 78 

saúde pública. O número de cepas multirresistentes tem aumentado decorrente 79 

da pressão de seleção pelo uso indiscriminado de antimicrobianos. Essa 80 

resistência é expressa por genes, e já foi observado que o intestino de lactentes 81 

possui bactérias com genes de resistência. Também se observou a presença 82 

desses genes no leite e evidências de transferência para os lactentes, pela 83 

semelhança em 70% aos encontrados na microbiota intestinal infantil. A alta 84 

abundância de genes móveis de resistência pode causar riscos à saúde, pois é 85 

provável que sejam mais propensos a serem transferidos de bactérias comuns 86 

para patógenos (6). 87 

Bactérias do gênero Staphylococcus são consideradas parte da microbiota 88 

da pele e mucosa de humanos e animais e a principal espécie de importância na 89 

saúde pública é S. aureus, decorrente da capacidade de produzir enterotoxinas 90 

(SE) termo resistentes e responsáveis por intoxicações alimentares (7)  91 
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A produção de enterotoxinas é comumente associada a espécie S. aureus, 92 

no entanto Staphylococcus coagulase-negativos são capazes de formar 93 

enterotoxianas e podem contribuir para as intoxicações de origem alimentar  (8). 94 

As enterotoxinas denominadas clássicas (SEA, SEB, SEC, SED, SEE) são 95 

atribuídas em até 95% das intoxicações, principalmente a SEA (9) 96 

Considerando-se a importância do leite materno para a nutrição das 97 

crianças bem como de suas qualidades no que se refere aos aspectos 98 

microbiológicos, foi investigada a microbiota, o perfil de resistência bacteriana 99 

aos antimicrobianos e detecção molecular de genes de enterotoxinas clássicas 100 

em amostras de leite doado a Banco de Leite de Hospital Universitário. 101 

 102 

Métodos 103 

Declaração de ética 104 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos da 105 

Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, São Paulo, com o parecer 106 

consubstanciado número 5.718.872. 107 

 108 

Amostras 109 

As 200 amostras de leite humano eram provenientes do Banco de Leite de 110 

Hospital Universitário localizado no centro do estado de São Paulo. As amostras 111 

foram selecionadas conforme eram enviadas para o laboratório do Serviço de 112 

Orientação à Alimentação Pública (SOAP), da Faculdade de Medicina 113 

Veterinária e Zootecnia, Unesp, Botucatu, para análises físico-químicas e 114 

microbiológicas de rotina, durante o período de janeiro a agosto de 2023.  115 

Os cultivos foram realizados em amostras de leite, não pasteurizado, 116 

estocados a temperatura ≤-4ºC em período inferior a 15 dias, destinados à 117 

análise de acidez titulável pelo Método Dornic, conforme as Normas Técnicas da 118 

Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (3). 119 

Alíquotas de 2 ml a 3 ml foram armazenadas em microtubos à temperatura 120 

de -20ºC até o processamento das amostras. 121 
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Durante a pesquisa, não houve contatos com as doadoras e nenhum dado 122 

foi requerido.  123 

 124 

Isolamento microbiano 125 

Com o auxílio de alça bacteriológica, 10 µl de leite foi estriado em placas de Petri 126 

com meio não seletivo de ágar sangue (HiMedia®) acrescido de sangue bovino 127 

(6%) e com meio seletivo de ágar MacConkey (Oxoid®, Thermo Fisher 128 

Scientific™), e posteriormente incubadas em estufa, sob condição de aerobiose, 129 

a 37ºC por até 72 horas, com observação do isolamento microbiano a cada 24 130 

horas (10).  131 

As placas que exibiram crescimento moderado a exuberante de colônias 132 

puras e diferentes padrões de colônias, em ambos os meios de cultivo, foram 133 

selecionadas, e de três a quatro colônias de mesmo padrão transferidas para 134 

tubos com caldo infusão cérebro-coração (Brain Heart Infusion - BHI. Oxoid®, 135 

Thermo Fisher Scientific™), sendo identificadas, de acordo com o protocolo de 136 

trabalho, com diferentes numerações. 137 

Os tubos com caldo BHI foram incubados em estufa a 37ºC por 24 horas, 138 

para isolamento de cada colônia selecionada. Após o período de incubação, os 139 

isolados em multiplicação foram transferidos para tubos criogênicos de 2 ml 140 

estéreis e livres de DNAse, RNAse e Pirogênios (Corning®, Merk), com glicerol 141 

(10%) e armazenados a -80ºC.  A partir dos mesmos tubos foram realizados os 142 

testes de sensibilidade in vitro a antimicrobianos.  143 

 144 

Perfil de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos 145 

Cada amostra foi diluída em solução salina (0,85%) estéril até se obter uma 146 

turbidez óptica comparável à da solução padrão de McFarland a 0,5, resultando 147 

numa suspensão contendo aproximadamente de 1 a 2 x 108 UFC/ml. Com o 148 

auxílio de um swab estéril, cada suspensão foi distribuída na superfície de placas 149 

com ágar Müeller-Hinton (BD Difco™) de acordo com método de difusão em ágar 150 

(11). 151 
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Em seguida foram colocados discos de nove antimicrobianos de cinco 152 

classes diferentes, que foram selecionados dentre os medicamentos 153 

considerados seguros para serem prescritos para gestantes e lactantes (12), 154 

com distância mínima de 14 mm entre os discos para que fosse possível realizar 155 

a leitura dos halos de inibição.  156 

As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas e a medição dos halos de 157 

inibição se deu em milímetros com a utilização de régua milimetrada, seguindo 158 

as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (13).  159 

Os antimicrobianos utilizados foram do grupo das penicilinas e derivados 160 

betalactâmicos (amoxicilina 10 µg, ampicilina 10 µg, cefalexina 30 µg, 161 

ceftriaxona 30 µg), macrolídeos (azitromicina 15 µg e eritromicina 15 µg), 162 

lincosamida (clindamicina 2 µg), aminoglicosídeo (gentamicina 10 µg), e 163 

sulfonamida (sulfametoxazol+trimetoprima 25 µg). 164 

 165 

Identificação das espécies de micro-organismos por espectrometria de 166 

massas 167 

Os isolados microbianos, armazenados a -80ºC, foram transferidos para ágar 168 

sangue bovino (6%) e cultivados por 24 horas a 37ºC. Após o período de 169 

incubação, as placas foram encaminhadas para o Laboratório de Pesquisa em 170 

Qualidade do Leite (Qualileite) da Faculdade de Medicina Veterinária e 171 

Zootecnia, USP, campus de Pirassununga, para identificação das espécies pela 172 

técnica de Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 173 

spectrometry (MALDI-TOF MS). 174 

De cada isolado, foram selecionadas colônias puras e que foram 175 

transferidas para uma placa de aço com 96 pontos (Bruker Daltonics™, Bremen, 176 

Alemanha). Após a secagem, cada isolado foi tratado com uma solução com 177 

ácido fórmico 70% e acetonitrila 100% na proporção de 1:1, para lisar as células 178 

e liberar as proteínas intracelulares, particularmente as proteínas ribossômicas. 179 

 Após a secagem da solução, foi adicionado 1 μl de uma solução de matriz 180 

compreendendo ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico diluído em uma solução de 181 

50% de acetonitrila e 2,5% de ácido trifluoroacético em cada ponto da placa, que 182 
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após a secagem foi colocada em espectrômetro de massa Autoflex III (Bruker 183 

Daltonics™, Bremen, Alemanha), operado com laser de nitrogênio de 337-nm 184 

(14,15). 185 

Os dados de espectro de massa foram coletados na faixa de 2.000 a 186 

20.000 m/z, usando o pacote de software FlexControl 3.3 e os resultados foram 187 

analisados pelo pacote de software Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics™, Bremen, 188 

Alemanha), que utiliza pontuações logarítmicas entre 0 e 3,0 para comparação 189 

dos espectros com o banco de dados, considerando pontuações ≥1,7 190 

identificações confiáveis de gênero e ≥2,0 identificações confiáveis de gênero e 191 

espécie (14,15).  192 

 193 

Titulação da acidez por Método Dornic 194 

Para a determinação da acidez do leite, utilizou-se o método Dornic, como 195 

preconizado pela Rede Brasileira de Bancos de Leite Humano (3).  196 

Uma alíquota do leite é acrescida de solução indicadora de fenolftaleína 197 

e a titulação ocorre com a adição de hidróxido de sódio N/9 (NaOH N/9) até a 198 

virada de cor. 199 

 200 

Extração de DNA de Staphylococcus spp. 201 

A extração do material genético dos isolados identificados como Staphylococcus 202 

spp., foi feita por lise térmica seguindo a metodologia de Nunes et al. (16).  203 

Foram alicotados 1000 µl, dos isolados cultivados em BHI, para 204 

microtubos de 1,5 ml. O conteúdo foi centrifugado a 7000 rpm por 5 minutos. O 205 

sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 500µl de solução Tris-206 

EDTA 1X (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.8), homogeneizado e centrifugado a 207 

7000 rpm por 5 minutos. Esse processo se repetiu três vezes. Na última etapa, 208 

o pellet foi ressuspenso em 100µl de Tris-EDTA 1X e aquecido em termobloco 209 

(Kasvi) por 10 minutos a temperatura de 98ºC.  210 

Após o tubo ser centrifugado por 5 minutos a 12000 rpm, o sobrenadante 211 

foi transferido para outro microtubo de 1,5 ml e armazenado a -20ºC. 212 
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 213 

Detecção molecular de enterotoxinas clássicas 214 

O material genético extraído foi submetido à Reação em Cadeia da Polimerase 215 

(PCR), utilizando cinco pares de primers, descritos na Tabela 1, e seguindo a 216 

metodologia de Omwenga et al. (17).  217 

 218 

Tabela 1 Primers usados na PCR para amplificação de genes de enterotoxinas 219 

em Staphylococcus spp. 220 

Gene Primer Sequência (5’ – 3’) 

Tamanho do 
produto 

amplificado 
(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  

 221 

Para a amplificação do DNA foi utilizado solução contendo 12,5 µl de 1X 222 

dreamTaq mastermix (Thermo Fisher Scientific™), 0,2 µl dos primers GSEAR, 223 

GSEBR, GSECR, GSEER e 1,6 µl do primer GSEDR a 10 pMol; 1 µl do material 224 

genético e o volume total de 25 µl ajustado com água livre de nucleases. As 225 

condições foram 3 min a 94ºC, 35 ciclos a 95ºC por 30 s; 57ºC por 60s; e 72ºC 226 

por 1 min com uma extensão final a 72ºC por 10 min. 227 

Os produtos de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 228 

a 1% em tampão TBE 1X (0,1 M de Tris, 0,09 M de ácido bórico e 0,001M de 229 

EDTA), adicionado de 6 µl de SafeDye Nucleic Acid Stain (Cellco©) e 230 

visualizados em um transiluminador de LED (Kasvi). 231 
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Como controles positivos, foram utilizados o DNA das cepas ATCC® 232 

25923™ (gene sea), ATCC® 14458™ (gene seb), N315 (gene sec), FRI 361 233 

(gene sed), ATCC® 27661™ (gene see) da espécie Staphylococcus aureus. 234 

Água livre de nucleases foi usada como controle negativo em todas as análises. 235 

 236 

Resultados 237 

Identificação dos micro-organismos 238 

Foram isolados micro-organismos em 112 (56%) amostras, dentro das quais se 239 

obteve 187 isolados microbianos. 240 

A técnica de MALDI-TOF MS identificou 13 gêneros e 30 espécies de 241 

micro-organismos (Tabela 2 e Figura 1), 28 de bactérias e duas leveduras 242 

(Candida intermedia e Candida parapsilosis). Dos 187 isolados, Staphylococcus 243 

epidermidis foi a espécie predominante (62/187= 33,16%), seguida de 244 

Enterobacter xiangfangensis (14/187=7,49%), Stenotrophomonas maltophilia 245 

(13/187 = 6,95%), Enterobacter asburiae (9/187 = 4,81%), Acinetobacter ursingii 246 

(8/187 = 4,28%) e Serratia marcescens (8/187 = 4,28%). Três isolados não foram 247 

identificados e em oito não foi possível identificar as espécies, tendo apenas os 248 

resultados em nível de gênero: Acinetobacter sp. (5/187 = 2,67%), Pantoea sp. 249 

(2/187 = 1,07%) e Pseudomonas sp. (1/187= 0,53%). 250 

 251 

 252 

 253 

 254 

 255 

 256 

 257 

 258 

 259 

 260 
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Tabela 2 Espécies e frequência de micro-organismos identificados por 261 

espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) em amostras de leite humano de 262 

Banco de Leite de Hospital Universitário  263 

Espécies Número de isolados/total de isolados (%) 

Staphylococcus epidermidis    62/187 (33,16%) 
Enterobacter xiangfangensis 14/187 (7,49%) 
Stenotrophomonas maltophilia  13/187 (6,95%) 
Enterobacter asburiae 9/187 (4,81%) 
Acinetobacter ursingii 8/187 (4,28%) 
Serratia marcescens  8/187 (4,28%) 
Staphylococcus aureus   7/187 (3,74%) 
Klebsiella oxytoca 6/187 (3,21%) 
Acinetobacter sp. 5/187 (2,67%) 
Candida parapsilosis 5/187 (2,67%) 
Enterobacter cloacae 5/187 (2,67%) 
Klebsiella pneumoniae 5/187 (2,67%) 
Pseudomonas aeruginosa 5/187 (2,67%) 
Staphylococcus lugdunensis    4/187 (2,14%) 
Pseudomonas oryzihabitans 3/187 (1,60%) 
Acinetobacter junii  2/187 (1,07%) 
Acinetobacter pittii  2/187 (1,07%) 
Klebsiella variicola  2/187 (1,07%) 
Pantoea sp.  2/187 (1,07%) 
Pseudomonas monteilii  2/187 (1,07%) 
Pseudomonas putida  2/187 (1,07%) 
Serratia liquefaciens 2/187 (1,07%)  
Acinetobacter baumannii  1/187 (0,53%) 
Acinetobacter johnsonii  1/187 (0,53%) 
Candida intermedia  1/187 (0,53%) 
Chryseobacterium gambrini  1/187 (0,53%) 
Enterobacter kobei  1/187 (0,53%) 
Enterococcus faecalis  1/187 (0,53%) 
Kocuria kristinae  1/187 (0,53%) 
Pseudomonas koreensis  1/187 (0,53%) 
Pseudomonas sp.  1/187 (0,53%)  
Raoultella ornithinolytica  1/187 (0,53%) 
Serratia nematodiphila  1/187 (0,53%)  
Não identificada 3/187 (1,60%) 

Total 187/187 (100%) 

 264 
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 265 

Fig.1 Frequência de gêneros microbianos identificados em 112 amostras de leite 266 

humano de Banco de Leite de Hospital Universitário  267 

 268 

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

duas a quatro espécies por amostra, como ilustrado na Figura 2. 270 
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 271 

Fig. 2 Frequência dos micro-organismos isolados em associação 272 

 273 

 274 

 275 

 276 
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Bactérias Gram-positivas 277 

Dentre os 187 isolados obtidos no estudo, três gêneros de bactérias gram-278 

positivas foram identificados: Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Kocuria 279 

spp.  A predominância foi da espécie S. epidermidis, estando presente em 280 

33,16% das amostras, enquanto as outras duas espécies S. aureus e S. 281 

lugdunensis foram identificadas em 3,74% e 2,14% do total, respectivamente. As 282 

espécies Enterococcus faecalis e Kocuria kristinae foram isolados em apenas 283 

uma amostra cada (0,53%). 284 

 285 

Enterobacterales   286 

As espécies gram-negativas isoladas foram de cinco gêneros, com maior 287 

prevalência de Enterobacter spp. (E. asburiae, E. cloacae, E. kobei, E. 288 

xiangfangensis) em 15,5% dos isolados, seguida de Klebsiella spp. (K. oxytoca, 289 

K. pneumoniae, K. variicola) em 6,95%, e Serratia spp. (S. liquefaciens, S. 290 

marcescens, S. nematodiphila) em 5,88%. Foi identificada, também, a espécie 291 

Raoultella ornithinolytica em apenas uma amostra (0,53%), e dois isolados de 292 

Pantoea sp. (1,07%). 293 

 294 

Demais micro-organismos de origem bacteriana e fúngica  295 

As demais bactérias gram-negativas encontradas no estudo foram identificadas 296 

como Acinetobacter spp., com cinco espécies (A. baumannii, A. johnsonii, A. 297 

junii, A. pittii, A. ursingii) e prevalência de 10,15% dos isolados. Cinco espécies 298 

de Pseudomonas spp. (P. aeruginosa, P. koreensis, P. monteilii, P. 299 

oryzihabitans, P. putida) estando presentes em 7,47% do total, enquanto outras 300 

duas espécies de gram-negativos foram identificadas em 6,95% e 0,53%, 301 

Stenotrophomonas maltophilia e Chryseobacterium gambrini, respectivamente. 302 

Entre os cultivos com características macro e microscópicas de leveduras, 303 

foram identificadas duas espécies de Candida spp. (C. intermedia e C. 304 

parapsilosis) em 3,2% das amostras de leite avaliadas.  305 

 306 
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Detecção de genes de enterotoxinas clássicas 307 

 Das 70 amostras de Staphylococcus spp., apenas seis (8,57%) foram positivas 308 

para enterotoxina A. Com relação aos demais genes, todas as amostras foram 309 

negativas. 310 

O gene sea amplificou em três amostras identificadas como 311 

Staphylococcus aures, duas Staphylococcus epidermidis e uma Staphylococcus 312 

lugdunensis. Dos seis isolados, três (S. aures, S. epidermidis e S. lugdunensis) 313 

eram provenientes de mesma amostra de leite.  314 

 315 

Acidez titulável do leite pelo Método Dornic 316 

Das 200 amostras, em 88 sem isolamento microbiano, 21 (n=200/ 10,5%) 317 

tiveram o valor de 2,5ºD, 39 (n=200/ 19,5%) valor de 5,0ºD, 7 (n=200/ 3,5%) com 318 

7,5ºD, 7 (n=200/ 3,5%) com 10ºD, 11 (n=200/ 5,5%) com 12,5ºD, 2 (n=200/ 1%) 319 

com 15ºD e 1 amostra (n=200/ 0,5%) com 17,5ºD de acidez. 320 

Nas 112 amostras com desenvolvimento microbiano, 38 (n=200/ 19%) 321 

tiveram o valor de 2,5ºD, 52 (n=200/ 26%) com 5ºD, 14 (n=200/ 7%) com 7,5ºD, 322 

6 (n=200/ 3%) com 10ºD ,1 (n=200/ 0,5%) com 12,5ºD e 1 amostra (n=200/ 0,5%) 323 

com 15ºD.  324 

Das 200 amostras 29 (14,5%) estavam fora dos padrões exigidos, 325 

segundo a RDC nº 171 de 2006 (18). 326 

 327 

Perfil de sensibilidade microbiana in vitro dos isolados 328 

O teste de disco difusão permitiu avaliar o perfil de sensibilidade aos 329 

antimicrobianos selecionados, de oito gêneros das 171 bactérias identificadas, 330 

como sumarizado nas Tabelas 3 e 4.  331 

O perfil geral (Tabela 3), sintetiza a porcentagem de isolados sensíveis e 332 

resistentes aos antimicrobianos selecionados. Foi observada maior sensibilidade 333 

a gentamicina (77,9%), sulfametoxazol+trimetoprima (62,8%) e ceftriaxona 334 

(57,56%), enquanto o maior percentual de resistência foi para a azitromicina 335 

(45,35%). 336 
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Quando avaliado o perfil de resistência para cada gênero de micro-337 

organismos (Tabela 4), os resultados mostraram alto percentual de resistência 338 

dos isolados às penicilinas e derivados betalactâmicos (33,8% - 24/71), assim 339 

como para os macrolídeos (76% - 54/71) em Staphylococcus spp. 340 

 Entre as bactérias da ordem Enterobacterales, houve maior porcentagem 341 

de resistência ao grupo das penicilinas e derivados betalactâmicos, variando 342 

entre 50% de resistência de Klebsiella variicola para amoxicilina, até 100% de 343 

Serratia spp. resistentes a cefalexina. A resistência para 344 

sulfametoxazol+trimetoprima foi observada em torno de 50% das bactérias 345 

desse grupo. A gentamicina demonstrou ser o antimicrobiano mais eficaz, tendo 346 

apenas dois isolados com resistência ao aminoglicosídeo. 347 

O gênero Acinetobacter demonstrou alta sensibilidade aos 348 

antimicrobianos, com a maior taxa de resistência para 349 

sulfametoxazol+trimetoprima com 21,1%.  350 

Os testes para Pseudomonas spp. evidenciaram 100% de sensibilidade a 351 

gentamicina.  352 

Quase metade (46,15%) dos isolados de Stenotrophomonas maltophilia 353 

foram resistentes a sulfametoxazol+trimetoprima, um dos poucos 354 

antimicrobianos de eleição para combater essa espécie. 355 

Ao analisar todos as classes de antimicrobianos, a multirresistência foi de 356 

12,6% (18/143) dos isolados, sendo Klebsiella oxytoca a espécie que apresentou 357 

maior multirresistência. Ainda que tenha sido pouco isolada, 66% do total da 358 

espécie encontrada nos cultivos do leite materno, se mostraram resistentes à 359 

três classes de antimicrobianos (Tabela 4).  360 

 361 

 362 

 363 

 364 
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Tabela 3 Perfil de sensibilidade microbiana in vitro de isolados bacterianos 365 

encontrados no leite materno de Banco de Leite humano de Hospital 366 

Universitário  367 

  
Perfil de sensibilidade/número 
de isolados (%) 

Classe Antimicrobianos S PS R 

Penicilinas e 
derivados 
betalactâmicos 

Amoxicilina 
9/172 
(5,23%) - 

45/172 
(26,16%) 

Ampicilina 
1/172 
(0,58%) - 

3/172 
(1,74%) 

Cefalexina  
62/172 
(36,04%) - 

62/172 
(36%) 

Ceftriaxona 
99/172 
(57,56%) 

18/172 
(10,5%) 

26/172 
(15,1%) 

Macrolídeos 

Azitromicina 
45/172 
(24,42%) 

1/172 
(0,58%) 

78/172 
(45,35%) 

Eritromicina 
15/172 
(8,7%) 

2/172 
(1,16%) 

55/172 
(32%) 

Lincosaminas Clindamicina 
63/172 
(36,63%) 

5/172 
(2,9%) 

3/172 
(1,74%) 

Aminoglicosídeos Gentamicina 
134/172 
(77,91%) 

8/172 
(4,65%) 

15/172 
(8,7%) 

Sulfonamidas Sulfametoxazol+trimetoprima 
108/172 
(62,8%) 

11/172 
(6,4%) 

37/172 
(21,5%) 

S: Sensível, PS: Parcialmente sensível, R: resistente 368 
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Tabela 4 Perfil de resistência in vitro aos antimicrobianos de oito gêneros bacterianos isolados de leite materno de Banco de Leite 369 

humano de Hospital Universitário  370 

MDR: multidroga resistente. AMO: Amoxicilina; AMP: Ampicilina; CFE: Cefalexina; CRO: Ceftriaxona; AZI: Azitromicina; ERI: Eritromicina; CLI: 371 

Clindamicina; GEN: Gentamicina; SUT: Sulfametoxazol+trimetoprima. Acinetobacter spp.: Acinetobacter spp. (n=5), A. baumannii (n=1), A. 372 

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 373 

(n=3), P. monteilii (n=2), P. koreensis (n=1), P. aeruginosa (n=5).  374 

 375 

Espécies 

Perfil de resistência (frequência de resistência/n e %) 

Classe/ Antimicrobianos 

Penicilinas e derivados betalactâmicos Macrolídeos Lincosaminas Aminoglicosídeos Sulfonamidas  

AMO AMP CFE CRO AZI ERI CLI GEN SUT MDR 

Acinetobacter spp. 0 0 0 
2/19 
(10,5%) 

0 0 0 
0/19 
(0%) 

4/19 
(21,1%) 

- 

Enterobacter asburiae 
8/9 
(88,9%) 

0 8/9 (88,9%) 
2/9 
(22,2%) 

4/9 (44,4%) 0 0 
1/9 
(11,1%) 

3/9 
(33,3%) 

- 

Enterobacter cloacae 
4/5 
(80%) 

0 
4/5 
(80%) 

0/5  
(0%) 

1/5 
(20%) 

0 0 
0/5  
(0%) 

0/5 
(0%) 

- 

Enterobacter 
xiangfangensis 

14/14 
(100%) 

0 
13/14 
(92,86%) 

3/14 
(21,43%) 

8/14 
(57,14%) 

0 0 
0/14 
(0%) 

6/14  
(42,86%) 

- 

Enterococcus faecalis 
0/1 
(0%) 

0/1 
(0%) 

0 0 0 
0/1 
(0%) 

0 0 0 - 

Klebsiella oxytoca 
5/6 
(83,3%) 

0 2/6 (33,3%) 
2/6 
(33,3%) 

4/6 (66,6%) 0 0 
0/6 
(0%) 

4/6 
(66,6%) 

4/6 
(66,6%) 

Klebsiella pneumoniae 
5/5 
(100%) 

0 
1/5 
(20%) 

1/5 
(20%) 

5/5 
(100%) 

0 0 
0/5 
(0%) 

2/5 
(40%) 

2/5 
(40%) 

Klebsiella variicola 
1/2 
(50%) 

0 
0/2 
(0%) 

0/2 
(0%) 

1/2 
(50%) 

0/2 
(0%) 

0 
0/2 
(0%) 

1/2 
(50%) 

- 

Pseudomonas spp. 0 0 0 0 0 0 0 
0/14 
(0%) 

0 - 
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Tabela 4 Perfil de resistência in vitro aos antimicrobianos de oito gêneros bacterianos isolados de leite materno de Banco de Leite 376 

humano de Hospital Universitário (continuação) 377 

Espécies 

Perfil de resistência (frequência de resistência/n e %) 

Classe/ Antimicrobianos  

Penicilinas e derivados betalactâmicos Macrolídeos Lincosaminas Aminoglicosídeos Sulfonamidas  

AMO AMP CFE CRO AZI ERI CLI GEN SUT MDR 

Raoultella ornithinolytica 
1/1 
(100%) 

0 
0/1 
(0%) 

0/1 
(0%) 

0/1 
(0%) 

0 0 
0/1 
(0%) 

1/1 
(100%) 

- 

Serratia liquefaciens 
0/2 
(0%) 

2/2 
(100%) 

2/2 
(100%) 

0/2 
(0%) 

0/2 
(0%) 

0 0 
0/2 
(0%) 

0/2 
(0%) 

- 

Serratia marcescens 
6/8 
(75%) 

0 
7/8 
(87,5%) 

3/8 
(37,5%) 

7/8 (87,5%) 0 0 
1/8 
(12,5%) 

2/8 
(25%) 

2/8 
(25%) 

Serratia nematodiphila 
1/1 
(100%) 

1/1 
(100%) 

1/1 
(100%) 

0/1 
(0%) 

1/1 
(100%) 

0 0 
0/1 
(0%) 

0/1 
(0%) 

- 

Staphylococcus aureus 0 0 
4/7 
(57,14%) 

2/7 
(28,57%) 

3/7 
(42,85%) 

6/7 
(85,71%) 

0/7 
(0%) 

0/7 
(0%) 

1/7 
(14,3%) 

1/7 
(14,3%) 

Staphylococcus epidermidis 0 0 
19/60 
(31,7%) 

11/60 
(18,3%) 

42/60 
(70%) 

45/60 
(75%) 

3/60 
(5%) 

13/60 
(21,7%) 

7/60 
(11,7%) 

9/60 
(15%) 

Staphylococcus lugdunensis 0 0 
1/4 
(25%) 

0/4 
(0%) 

2/4 
(50%) 

3/4 
(75%) 

0/4 
(0%) 

0/4 
(0%) 

0/4 
(0%) 

- 

Stenotrophomonas maltophilia 0 0 0 0 0 0 0 0 
6/13  
(46,15%) 

- 

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

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

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 380 

(n=3), P. monteilii (n=2), P. koreensis (n=1), P. aeruginosa (n=5). 381 
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Discussão 382 

A diversidade de espécies microbianas encontradas, no leite materno avaliado 383 

no presente estudo, corrobora com resultados de outros pesquisadores, que 384 

também evidenciaram a presença de ampla variedade de espécies (19,20)   385 

Os principais gêneros descritos na literatura, como parte da microbiota do 386 

leite humano, são Staphylococcus e Streptococcus, em mais de 90% das 387 

pesquisas, seguidas das bactérias ácido-láticas e de micro-organismos gram-388 

negativos pertencentes a diversos gêneros, de acordo com Togo et al. (19) e 389 

Zimmermann e Curtis (20). Ainda que esses autores utilizaram diferentes 390 

metodologias, como cultivos, MALDI-TOF MS e sequenciamento genético, o 391 

presente estudo corroborou com as descrições apresentadas, isolando micro-392 

organismos dos gêneros Pseudomonas, Enterococcus, Acinetobacter, Rothia, 393 

Klebsiella, Stenotrophomonas, Enterobacter, Serratia e Pantoea.  394 

Com uso de sequenciamento genético já foram identificados 360 gêneros 395 

procariotos, com predominância de Pseudomonas, Staphylococcus e 396 

Streptococcus (21), como também Bacteroides, Faecalibacterium, 397 

Ruminococcus, Lactobacillus, Propionibacterium, entre outros gêneros 398 

bacterianos; bem como a presença de fungos e leveduras, como Candida e 399 

Malassezia, protozoários e vírus (22). 400 

A técnica de MALDI-TOF MS utilizada no presente estudo possibilitou a 401 

identificação de ampla variedade de micro-organismos, evidenciando a 402 

prevalência do gênero Staphylococcus e a espécie S. epidermidis em 39% e 403 

33% dos isolados, respectivamente. Em demais estudos que utilizaram a 404 

espectrometria de massas, os resultados também mostram a prevalência de 405 

Staphylococcus, e da espécie S. epidermidis. Demais micro-organismos como 406 

Streptococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium já foram isolados no leite humano 407 

e na microbiota intestinal de indivíduos saudáveis, destacando a frequência 408 

desses gêneros no leite (6,23–26). 409 

Outros estudos, na Espanha (22) e Taiwan (27) que utilizaram meios de 410 

cultura para o isolamento dos micro-organismos, iolaram os gêneros 411 

Staphylococcus, com predominância das espécies S. epidermidis e S. aureus, 412 

Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus e Bifidobacterium (bactérias láticas) 413 



36 
 

Acinetobacter, Escherichia, Klebsiella e Enterobacter e em menor frequência, 414 

Pseudomonas e Micrococcus.  Foram usados meios de cultura enriquecidos e 415 

seletivos e incubação sob condições aeróbicas e anaeróbicas, com posterior 416 

identificação por sequenciamento do gene 16S rRNA.  417 

Em contraste, o presente estudo utilizou apenas dois meios de cultura 418 

(ágar sangue bovino e ágar MacConkey), com incubação em condição aeróbica 419 

e usou o MALDI-TOF MS para identificação dos isolados, obtendo-se resultados 420 

semelhantes aos outros trabalhos, como a identificação das bactérias gram-421 

positivas Staphylococcus epidermidis, S. aureus e Enterococcus spp., e das 422 

gram-negativas Klebsiella spp., Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp. 423 

Nos estudos que avaliaram a qualidade microbiológica do leite cru e 424 

pasteurizado, provenientes de Bancos de leite, observaram elevadas contagens 425 

de bactérias mesófilas e coliformes (acima de 40% das amostras de leite cru e 426 

pasteurizado), importante indicador de higiene considerando que muitos 427 

coliformes pertencem a família Enterobacteriaceae, além da presença de fungos 428 

filamentosos e leveduriformes e em algumas amostras o isolamento de 429 

Staphylococcus spp. (28,29).  430 

Um estudo no Estado de São Paulo apontou a presença de nove gêneros 431 

bacterianos e leveduras não identificadas entre 186 amostras de leite doado. A 432 

prevalência foi do gênero Staphylococcus, seguido de Enterobacter e Bacillus, 433 

mas também de Streptococcus spp., Acinetobacter spp. Klebsiella spp. 434 

Pseudomonas aeruginosa, Hafnia alvei e Micrococcus spp. (30).  O presente 435 

estudo corrobora com esses resultados, quanto ao número de isolados, dentre 436 

as 200 amostras de leite cultivados. Ambos os estudos obtiveram pouco mais de 437 

180 bactérias e leveduras. Além da prevalência de estafilococos, em destaque a 438 

espécie S. epidermidis, a presença de Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae 439 

e K. oxytoca, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. 440 

O atual estudo não identificou estreptococos, como encontrados em 441 

outros trabalhos, e obteve uma variedade maior de espécies bacterianas. Em 442 

destaque, a identificação de Stenotrophomonas spp., Chryseobacterium spp. e 443 

Kocuria spp., relatada em poucos artigos que utilizaram sequenciamento da 444 



37 
 

porção 16S do RNA ribossômico e com baixa prevalência nas amostras 445 

(25,31,32). 446 

Quanto à acidez titulável, o presente estudo identificou que 85,5% das 447 

amostras estavam dentro do padrão exigido pela RDC nº 171 de 2006, abaixo 448 

de 8,0ºD. Estudos anteriores evidenciam uma variação quanto a porcentagem 449 

de leite doado, com titulação de acidez dentro dos parâmetros permitidos, como 450 

em um Banco de Leite no Paraná onde mais de 60% das amostras estavam 451 

dentro dos padrões (33), enquanto em São Paulo já foi descrito que esse valor 452 

era de 95% (30). No entanto, já houve estudo, em Banco de leite de São Paulo, 453 

que identificou mais de 76% de amostras com valor de acidez >8ºD, 454 

consideradas inadequadas para o consumo (29). 455 

Bactérias resistentes a uma variedade de antimicrobianos têm sido uma 456 

preocupação constante pela ameaça crescente à saúde pública. A resistência a 457 

esses medicamentos decorre da presença de genes no cromossomo ou 458 

estruturas móveis, como plasmídeos e transposons, carreado pelas células 459 

bacterianas. Pärnänen et al. (34) e Zhang et al. (35) descreveram a presença de 460 

genes de resistência a antimicrobianos e elementos genéticos móveis na 461 

microbiota intestinal de crianças e que esses elementos eram transferidos pelo 462 

leite materno, pela semelhança em mais de 70% entre os genes presentes no 463 

leite e na microbiota intestinal infantil. 464 

Um dos genes estudados foi o mecA que teve alta taxa de detecção nas 465 

fezes dos recém-nascidos, além da presença de S. epidermidis resistente a 466 

antibióticos no colostro e no intestino infantil, indicando a transferência de cepas 467 

e genes de resistência do leite materno para a criança (35) 468 

Sabendo que a microbiota do leite é importante para o desenvolvimento 469 

da microbiota intestinal infantil e a ocorrência da transferência de genes de 470 

resistência entre a mãe e o lactente, avaliar o perfil de sensibilidade a 471 

antimicrobianos das bactérias isoladas no leite materno é importante para 472 

elucidar a taxa de resistência desses micro-organismos e alertar para possíveis 473 

ocorrências de infecções oportunistas por espécies resistentes. 474 

No presente estudo foi observada alta taxa de resistência aos derivados 475 

betalactâmicos, principalmente entre as espécies gram-negativas, em torno de 476 
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90%. Para a classe dos macrolídeos também ocorreu alta taxa de resistência 477 

(acima de 60%) entre as bactérias gram-negativas e as espécies de 478 

estafilococos. A gentamicina foi o antibiótico que apresentou melhor 479 

desempenho para os micro-organismos testados, com o maior percentual de 480 

resistência nas cepas de S. epidermidis (21%). A multirresistência foi observada 481 

em três gêneros bacterianos (Klebsiella spp., Serratia sp., Staphylococcus spp.) 482 

e o percentual total foi de 12,6%.  483 

Chen et al. (27) e Salerno et al. (30) encontraram 60% a 90% de isolados 484 

identificados como estafilococos resistentes à penicilina e eritromicina. Espécies 485 

de Enterococcus foram resistentes a gentamicina, eritromicina, clindamicina e 486 

oxacilina em mais de 80% dos isolados, diferindo do presente estudo, em que E. 487 

faecalis, foi sensível a todos os antibióticos testados. 488 

Nos isolados provenientes do leite humano no Brasil (30), observou 489 

melhor desempenho e menores taxas de resistência para os antimicrobianos: 490 

gentamicina, vancomicina, cefalexina e sulfametoxazol+trimetoprima, 491 

corroborando com o presente estudo em que as menores taxas de resistência 492 

foram aos aminoglicosídeos e a sulfonamida.  493 

Um ponto importante a ser destacado é a presença de quase 50% de 494 

Stenotrophomonas maltophilia resistentes à sulfametoxazol+trimetoprima. Esse 495 

medicamento é a primeira escolha para infecções causadas pela bactéria, em 496 

decorrência de sua resistência intrínseca às penicilinas e betalactâmicos (36).  497 

Em estudo de revisão e meta-análise, resultados de testes realizados 498 

entre 2000 a 2021, mostraram que mais de 40% dos isolados clínicos de S. 499 

maltophilia em países da Europa, Ásia e América, foram resistentes à colistina, 500 

segundo antibiótico de escolha quando há resistência à 501 

sulfametoxazol+trimetoprima; evidenciando uma crescente preocupação, a 502 

menor disponibilidade de medicamentos para o tratamento de infecções no 503 

ambiente hospitalar, visto que a bactéria está associada a casos de infecção em 504 

pacientes em unidade de terapia intensiva, e há poucos antimicrobianos eficazes 505 

para combater essa espécie (37). 506 

Dada a importância das bactérias do gênero Staphylococcus para saúde 507 

pública devido a sua capacidade de produção de enterotoxinas termoestáveis, 508 
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testamos todos os isolados para os genes das enterotoxinas A, B, C, D e E. Seis 509 

amostras foram positivas para o gene de enterotoxina A, resultados menores dos 510 

que descreveram Salerno et al. (30), que observaram a presença dos genes seb, 511 

sec, sed em Staphylococcus coagulase positiva e negativa, com prevalência de 512 

genes sea, mas que ainda mostram a importância de um cuidado no manejo e 513 

armazenamento correto do leite doado para minimizar o crescimento bacteriano 514 

e evitar a produção das enterotoxinas. 515 

São Paulo é o estado que mais possui Bancos de Leite humano no Brasil, 516 

tendo 58 unidades no total e em 2022, (38) receberam mais de 57 mil litros de 517 

leite.  A garantia de qualidade do produto, em sua coleta e armazenamento, 518 

garantem uma menor taxa de micro-organismos potencialmente patogênicos 519 

que, por vezes, podem não ser eliminados durante a pasteurização, além, 520 

também, de esse processo e o manuseio do leite posteriormente, serem pontos 521 

críticos para que o produto, dentro dos padrões exigidos, seja ofertado para 522 

lactentes que, em sua maioria, estão em situações de maior fragilidade.  523 

 524 

Conclusão 525 

O leite materno apresentou grande variedade de micro-organismos. No entanto, 526 

o predomínio de bactérias indicadores de higiene, parece indicar falha na 527 

obtenção e manipulação do leite.  528 

É fundamental que as doadoras mantenham os cuidados de higiene no 529 

momento da coleta, para evitar o aumento da carga microbiana de potencial 530 

patogênico, no leite.  531 

A identificação de bactérias multirresistentes mostra a importância de 532 

uma maior atenção sobre a prescrição dos antimicrobianos para as lactantes e 533 

educação em saúde para o uso correto desses medicamentos.  534 

A presença de genes de enterotoxinas em Staphylococcus sp. deve ser 535 

considerada para que ocorra uma atenção quanto a manipulação e 536 

armazenamento em baixas temperaturas do leite, garantindo a utilização de um 537 

produto seguro para os lactentes. 538 
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Os resultados sugerem a necessidade de atividades educativas quanto 539 

ao processo de obtenção do leite para as mães doadoras, assegurando-se assim 540 

um leite de melhor qualidade para utilização na amamentação dos bebês. 541 

 542 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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1. Considerações finais 

 

O uso de poucos meios de cultura associado com uma técnica moderna, 

de rápida execução e custos menores do que o sequenciamento do DNA, a 

Matrix-assisted laser desorption/ionization- time of flight (MALDI-TOF), permitiu 

a identificação de grande variedade de micro-organismos, tanto em gênero 

quanto em espécie, o que torna a técnica alternativa mais rápida, eficaz e com 

menor custos para a identificação de micro-organismos. 

A presença de genes de enterotoxinas em Staphylococcus sp. deve ser 

considerada para que ocorra uma atenção quanto a manipulação e 

armazenamento em baixas temperaturas do leite, garantindo a utilização de um 

produto seguro para os lactentes. 

A presença de enterobactérias no leite doado e 14% das amostras com 

acidez titulável maior do que a recomendada, demonstra que há falhas de 

higiene no momento da coleta, devendo ser reforçada a importância de uma 

correta extração e armazenamento do leite.  

A frequência de bactérias resistentes aos antimicrobianos testados, geram 

preocupação quanto as opções de escolha para o tratamento de infecções em 

mulheres gestantes e lactantes, visto que esses grupos não podem fazer uso de 

alguns medicamentos, por serem contra indicados nessas ocasiões. Além disso, 

a colonização de bactérias com genes de resistência na microbiota intestinal de 

crianças, pode levar a trocas desses genes entre bactérias comensais e 

patogênicas.  
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