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ARTIGO ORIGINAL

Teste alternativo para deteccdo de coliformes
em leite humano ordenhado

Alternative test for detection of coliforms in manually expressed human milk

Franz R. Novak!, Jodo Aprigio Guerra de Almeida2

Resumo

Objetivo: comparar um método alternativo com o teste do
nimero mais provavel (NMP) para deteccéo de coliformes totais em
leite humano ordenhado.

Métodos: 343 amostras de leite humano ordenhado, obtidas a
partir de frascos oriundos de coleta domiciliar, recebidas pelo Banco
de Leite Humano do Instituto Fernandes Figueira — IFF, por doado-
ras previamente orientadas, foram encaminhadas ao laboratério de
controle de alimentos do IFF e empregadas na comparacao de dois
métodos: 1 - técnica do nimero mais provavel, conforme descrito no
Standard methods for the examination of dairy products;?2 - método
alternativo proposto.

Resultados: os microorganismos do grupo coliformes foram
detectados em 31,2% das amostras analisadas, com populacdes
variando de 3,0 x 109 a 1,1 x 104 coliformes totais N.M.P/ml. A
comparagdo do teste cldssico com o alternativo revelou resultados
semelhantes quanto a recuperaciio de microorganismos coliformes
em amostras de leite humano ordenhado. O método alternativo
detectou a presenca de coliformes totais em todas as amostras
contaminadas e em quatro amostras nido contaminadas, segundo o
teste de NMP.

Conclusio: o teste alternativo permite constatar a presenga ou
auséncia de coliformes, tornando-se ttil no controle de qualidade
dos frascos de leite humano ordenhado pasteurizados, manipulados
nos bancos de leite humano. Portanto, o teste de NMP pode ser
substituido pelo teste alternativo que poderd ser empregado como
rotina nos bancos de leite humano, ja que seu custo equivale a 1/7 do
tradicional.

J Pediatr (Rio J) 2002; 78 (3):193-6: banco de leite humano,
leite humano ordenhado, coliformes, controle de qualidade.

—_

. Doutor em Microbiologia pela Universidade Federal do Rio de Janeiro.
Professor nos Cursos de Mestrado e Doutorado em Saude da Mulher e
da Crianga do Instituto Fernandes Figueira - IFF / Fundagao Oswaldo
Cruz. Membro da equipe do Banco de Leite Humano do IFF.

2. Doutor em Saude Publica pelo Instituto Fernandes Figueira — IFF/

Fundagdo Oswaldo Cruz. Professor nos Cursos de Mestrado e Doutora-

do em Saude da Mulher e da Crianga do Instituto Fernandes Figueira.

Chefe do Banco de Leite Humano do IFF.

Artigo submetido em 26.03.01, aceito em 27.03.02.

Abstract

Objective: to compare an alternative method to the most prob-
able number (MPN) test for the detection of total coliform present in
manually expressed human milk.

Methods: 343 samples of manually expressed human milk from
flasks donated to the Human Milk Bank of Instituto Fernandes
Figueira - IFF were sent to the Laboratory of Food Control of IFF.
The samples were used for comparing both methods, i.e., the most
probable number (MPN) method, as described in the “Standard
methods for the examination of dairy products”, and the alternative
method.

Results: coliforms were detected in 31.2% of the samples
analyzed, with populations ranging from 3.0 x 10° to 1.1 x 10% total
coliform MPN/mL. The comparison between classical and alterna-
tive methods showed similar results regarding the presence of
coliform microorganisms in expressed human milk samples. The
alternative method detected the presence of total coliform in all
contaminated and in four noncontaminated samples according to the
MNP method.

Conclusions: the alternative test allows the detection of the
presence or absence of coliforms and it is useful for the quality
control of pasteurized flasks containing manually expressed human
milk manipulated at human milk banks. Therefore, we conclude that
the alternative test can be used in the routine of human milk banks
as a substitute for the MNP method, since its cost is equivalent to 1/7
of the cost of the traditional method.
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Introducao

A relacdo de causa e efeito no processo de transmissao
de doencas relacionadas especificamente com alimentos
contaminados com material de origem fecal foi, inicialmen-
te, defendida por Von Fristsch em 1880, quando identificou
Klebsiella sp em fezes humanas. Posteriormente, a relacdo
entre os microorganismos provenientes desse material e
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doencas do trato gastrintestinal foi estabelecida por Esche-
rich, que descreveu o Bacillus coli, atualmente Escherichia
coli, sugerindo que tal microorganismo pudesse ser utiliza-
do como indicador de contaminagio de origem fecal’.

Posteriormente, pesquisadores descobriram que dife-
rentes patdgenos ocorriam descontinuamente e em concen-
tragdes varidveis nas fezes, mas, apesar disso, acreditavam
que deveria existir um indicador capaz de revelar a presen-

ca desses agentes a partir destes materiais2.

Em 1892, Shardinger sugeriu que os coliformes poderi-
am ser usados como indicadores de contaminagdo fecal,
face a possibilidade de serem recuperados mais facilmente
do que outras espécies entéricas, a exemplo da Salmone-
lia®.

Por definicdo, o grupo de coliformes totais inclui bacté-
rias gram-negativas ndo esporuladas, fermentadoras de
lactose, com producdo de dcido e gis em faixa de tempera-
tura que varia entre 32 e 37°C45, Por sua vez, coliformes
fecais constituem um subgrupo dos coliformes totais, cujo
habitat natural é o trato intestinal dos animais homeotérmi-
cos e que, do ponto de vista sanitdrio, funcionam como
indicadores capazes de evidenciar uma maior probabilida-
de de que o alimento tenha entrado em contato com material
de origem fecal, caracterizados ainda pela sua capacidade
de fermentarem a lactose com producdo de acido e géas a
temperatura de 44,5°C67,

Do ponto de vista de constitui¢@o, o grupo dos colifor-
mes é composto por bactérias de um nidmero restrito de
géneros e inclui basicamente Escherichia, Klebisiella, Ci-

trobacter, Serratia, Erwinia e Enterobacter .

Os coliformes fecais, por se tratarem de um subgrupo,
cuja deteccdo é seqiiencial e dependente dos resultados
positivos para coliformes totais, indicam com maior grau de
certeza a possivel presencga de patégenos entéricos. Dentre
os microorganismos isolados, a partir dos testes de colifor-
mes fecais, a E. coli é encontrada com maior freqiién-
cia>79, transformando-se, assim, no indicador cldssico
paraa possivel presenga de patdgenos entéricos em alimen-
tos!9, em particular, no leite humano ordenhado!!.

Quando se pensa na defini¢do de indicadores microbi-
olégicos para controle de qualidade de alimentos, ha que se
considerar que um indicador sanitario ideal deveria ser de
cultivo simples, econdmico e incapaz de apresentar resulta-
dos falsos. Além disso, a técnica de anélise para sua detec-
cdo deve ser facilmente exeqiiivel e de boa reprodutibilida-
de. Diante dessas exigé€ncias, o método mais indicado na
literatura é o do nimero mais provavel (NMP) de colifor-
mes!1-13.

Em resumo, a ocorréncia de coliformes totais indica
claramente a inobservancia das boas praticas de manipula-
cdo e constitui um alerta para a possivel presenca de outros
microorganismos de maior patogenicidade e mais dificeis
de serem detectados, configurando uma situagio desfavo-
ravel para a saide dos receptores do alimento. J4 os colifor-
mes fecais indicam com maior grau de certeza a presenca de
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outros microorganismos que acompanham a E. coli na
ecologia fecal'4.

Com o objetivo de compatibilizar as varidveis custo e
seguranca operacional, o presente estudo foi conduzido no
intuito de comparar a metodologia cldssica para detecgio
de coliformes totais!> com um método alternativo.

Métodos

Obtencgao das amostras de leite humano ordenhado

As doadoras de leite humano ordenhado (LHO) do
Banco de Leite Humano do Instituto Fernandes Figueira
(BLH-IFF) foram orientadas a realizarem a coleta domici-
liar apds a lavagem das médos com dgua e sabdo, escovagio
das unhas e lavagem das mamas com dgua potavel. Apos,
realizaram a coleta por expressdo manual, podendo ainda
empregar bombas ordenhadeiras previamente esteriliza-
das.

A seguir, colocaram o leite diretamente em frascos
esterilizados, que foram fornecidos pelo BLH/IFF e em
seguida armazenados sob congelamento até o momento em
que foram transportados, nas mesmas condi¢des, para o
BLH, onde foram descongelados, utilizando-se um banho-
maria a 40°C, antes de serem pasteurizados.

No presente estudo, foram obtidas 343 amostras de leite
humano ordenhado a partir de frascos de LHO doados,
coletadas nas condi¢des descritas anteriormente e encami-
nhadas ao laboratdrio de controle de alimentos do Instituto
Fernandes Figueira, as quais foram empregadas na compa-
racdo dos dois métodos, descritos a seguir.

1 - Determinacgdo de coliformes totais pelo método
cldssico: foram realizadas, pela técnica do nimero mais
provavel, de acordo com o descrito no Standard Methods
for the Examination of Dairy Products'®, promovendo-se
uma agitacdo de pelo menos 20 segundos, empregando-se
um agitador tipo vdrtex, antes da retirada das aliquotas a
serem testadas.

2 - Determinagdo da presenca de coliformes pelo
método alternativo: foi levada a termo a partir da inocula-
¢do de quatro aliquotas de LHO, de um mililitro cada,
pipetadas independentemente, apds agitagao por 20 segun-
dos, e colocadas em um tubo de ensaio contendo 10ml de
caldo bile verde brilhante lactose 2% (Merck), preparadas
na concentragdo de 50g de meio de cultura para cada litro
de dgua recém-destilada e distribuidas em tubos de ensaio
contendo tubo de Durhan e autoclavados a 121°C por 15
minutos.

Apés a inoculagdo, os tubos foram incubados a 36° £
1°C por 24-48 horas e observada a presenca ou auséncia da
formac@o de gds nos tubos de Durhan, teste Presuntivo.

A partir dos tubos positivos, semeou-se, com auxilio de
uma alga bacterioldgica calibrada a 1/100, em novos tubos
de caldo bile verde brilhante, preparados conforme as
recomendagdes do fabricante (40g/litro de dgua recém
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destilada) e incubou-se a 36°+1°C por 24-48 horas, obser-
vando-se a presenca ou auséncia de coliformes através da
formacao de gas nos tubos de Durhan, teste Confirmatoério.

Apesar do teste proposto se destinar a pesquisa de
coliformes em leite humano ordenhado pasteurizado, no
presente experimento, ndo foram utilizadas amostras de
LHO pasteurizado, devido a ocorréncia extremamente pe-
quena de coliformes em tal produto, o que dificultaria a
comparacdo entre os dois testes e a eficiéncia do teste
alternativo.

Andlise dos dados: foi realizada através dos Softwares
Epi-Info 5.117 ¢ SPSS for Windows!8.

Resultados

Os microorganismos do grupo coliformes foram detec-
tados em 30% das amostras analisadas, com populacdes
variando de 3,0x 10%a 1,1 x 10% coliformes totais NMP/ml
(Tabela 1). O teste alternativo detectou a presenca de
coliformes totais em todas as amostras contaminadas, € em
uma nao contaminada, de acordo com o teste de NMP
(Tabela 2)

Discussao

A prética tem mostrado que ndo podemos aplicar ne-
nhum plano de amostragem para andlise microbioldgica de
LHO pasteurizado, uma vez que cada frasco que chega ao
banco de leite foi obtido de uma doadora em uma condig@o
higiénico-sanitdria que pode variar de uma coleta para
outra, tornando a flora de contaminacao secunddria bas-
tante diversificada entre os frascos doados pela mesma
doadora.

Como o LHO ndo é misturado, ndo se pode utilizar o
conceito de lote, como se faz na industria de alimentos.
Desta forma, torna-se obrigatdria a andlise de todos o0s
frascos de LHO apds sua pasteurizagdo, o que implica em
uma quantidade muito grande de amostras a serem analisa-
das e, por conseguinte, demandam grandes quantidades de
meios de cultura e de mao-de-obra.

Tabela 1 - Distribuicao de coliformes totais em 343 amostras
de leite humano ordenhado, analisadas pela técnica
de niimero mais provavel

Faixa de contagem Numero de %
(NMP/ml) amostras
<1 (auséncia) 240 70,0
1]—10 16 4,7
10]—100 09 2,6
100}—1000 11 3,2
> 1.000 67 19,5
Total 343 100
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Tabela 2 - Resultados obtidos a partir da comparagio de dois
testes para pesquisa de coliformes totais aplicados a
343 amostras de leite humano ordenhado

Resultado do teste Resultado do teste Total
alternativo Positivo Negativo

Positivo* 103 04 107
Negativo 00 236 236
Total 103 240 343

* A diferenga observada nos resultados positivos poderia ser explicada
devido a perdade 0,67 mldurante o processo de diluicdes sucessivas no
teste classico.

Além disso, torna-se impossivel examinar todas as
amostras de LHO pasteurizadas a procura de uma grande
variedade de microorganismos patogénicos, devido aos
custos de tais operacdes. Principalmente, quando se pensa
que os bancos de leite humano funcionam como unidades
que ndo compram nem vendem leite humano e, porisso, tém
que adequar suas atividades a custos minimos e a0 menor
intervalo de tempo de resposta, devido a velocidade de
reciclagem de seus estoques de LHO. Por isso, torna-se
oportuna a realizacio do teste de coliformes nos produtos
pasteurizados a serem distribuidos.

Existe, ainda, anecessidade de se buscar novos métodos
que permitam realizar grandes nimeros de andlises e que
propiciem a mesma seguranca dos testes tradicionais a
custos cada vez mais reduzidos.

Ap6s asinoculagdes, as concentragdes finais domeio de
cultura nos dois métodos eram praticamente as mesmas,
sendo que as diferengas bdsicas ficaram por conta das
quantidades e das formas de inoculag¢do das amostras estu-
dadas. A maior recuperagdo de coliformes pelo método
alternativo pode ser imputada a maior quantidade de amos-
tra inoculada, uma vez que, ao utilizar 4 ml de amostra,
estaria-se adicionando 0,67 ml a mais de amostra do que no
teste cldssico, com trés séries e trés dilui¢des, no qual sdo
utilizados 3,33 ml de amostra de LHO. A diferenca a favor
do teste alternativo poderia ser explicada pela perda de 0,67
(4-3,33) ml durante o processo de dilui¢des sucessivas.

Todos o s testes que apresentavam resultados positivos
foram submetidos ao teste confirmatorio, € os crescimentos
observados, cultivados em dgar Mac Conkey e classifica-
dos por técnicas tradicionais de microbiologia, que confir-
maram a presenca de coliformes nas 4 amostras, que apre-
sentaram resultados positivos no teste alternativo e negati-
vo do teste de NMP. Essa diferenca de resultados entre os
dois testes podem ser explicadaos pela distribuicao irregu-
lar dos microorganismos nos meios liquidos e/ou pela
maior quantidade de produto analisada no teste alternativo.

O teste proposto nao quantifica a populagao de colifor-
mes, fornecendo apenas resultados expressos em termos de
presenca e auséncia, que significa, respectivamente, resul-
tados positivos ou negativos. Com isso, ao se determinar
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coliformes nas amostras analisadas de LHO pasteurizado
por esse método, perde-se a oportunidade de conhecer o
nimero mais provavel desses microorganismo no produto.
No entanto, para o propdsito bdsico dessa andlise nos
bancos de leite humano, o simples fato da presenga de
coliformes, sejam eles quais forem e em que quantidade
estiverem, jd estaria absolutamente fora de propdsito, tor-
nando o produto impréprio para o consumo por bebés
prematuros.

A deteccdo de microorganismos coliformes em produ-
tos pasteurizados constitui uma indicagio da existéncia, em
algum ponto no caminho percorrido pelo LHO, de quebra
das boas praticas de procedimento, o que equivale dizer que
as informagdes fornecidas pelo laboratério somente podem
ser usadas para apontar as causas da anormalidade, quando
se conhece um histérico adequado do produto em ques-
taol®,

A recontaminagao dos produtos processados através do
manuseio ou falhas na pasteurizagdo é exemplo de condi-
¢des que podem ser encontradas e corrigidas em qualquer
estabelecimento que manipule LHO pasteurizado, em fun-
¢io dos resultados da colimetrial®,

Além disso, o aspecto mais relevante deste estudo se
reporta a economia proporcionada pelo método alternativo,
que pode ser evidenciada a partir de varios aspectos. No que
tange ao fator insumo, hé de se considerar que o método
classico demanda, no minimo, o emprego de trés séries e
trés dilui¢des, totalizando um consumo de 3,6g de meio de
cultura. No método alternativo, gasta-se apenas um nico
tubo de ensaio, contendo 0,5¢ do meio de cultura por
amostra analisada, resultando naredu¢do da mao-de-obrae
de materiais, como pipetas e tubos de ensaios, entre outros.

A comparacio do teste cldssico com o proposto revelou
resultados bastante semelhantes no que tange a recuperacio
dos microorganismos coliformes a partir das amostras de
leite humano ordenhado. Tais resultados sdo importantes,
pois comprovam a eficiéncia e a seguranca do teste alterna-
tivo.

Como o teste alternativo permite constatar a presenca
ou auséncia de coliformes, com elevado grau de confiabi-
lidade, podera ser empregado no controle de qualidade dos
frascos de leite humano ordenhado pasteurizados manipu-
lados nos bancos de leite humano, principalmente por
apresentar custo equivalente a 1/7 do valor do tradicional.
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