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Contaminagdo do leite humano ordenhado por fungos miceliais

Contamination of expressed human milk by mycelial fungi

Franz Reis Novak!, Jodo Aprigio Guerra de Almeida2, Manoel J.S. Santos3, Bodo Wanke?

Resumo

Objetivo: caracterizar os gé€neros de fungos miceliais encontra-
dos em amostras de leite humano ordenhado, recebidas a partir de
coleta domiciliar, pelo Banco de Leite Humano do Instituto Fernan-
des Figueira.

Métodos: foram estudadas 821 amostras de leite humano orde-
nhado, obtidas ao acaso, a partir de frascos coletados nos domicilios
pelas préprias doadoras. Foram realizadas pesquisas de bolores e
leveduras e de microorganismos mesoéfilos. A partir das amostras de
leite humano ordenhado, foram isoladas 48 cepas de fungos miceli-
ais, que foram identificadas por técnicas-padrio de laboratério.

Resultados: as analises microbioldgicas revelaram a ocorréncia
de bolores e leveduras em 43 (5,2%) das amostras, com contagens
atingindo a ordem de 103 UFC/ml, e foram identificados os microor-
ganismos Aspergillus Grupo Niger (6,3%), Aspergillus sp. (4,2%),
Paecilomyces sp. (12,6%), Penicillium sp. (60,4%), Rhizopus sp.
(2,0%) e Syncephalastrum sp. (14,5%). Quatro amostras apresenta-
vam mais de um tipo de fungo micelial.

Conclusio: a presenca de bolores e leveduras no leite humano
ordenhado nos domicilios sugere que as condi¢des higi€nicas do
local de coleta podem contaminar o leite. Portanto, quando se trata do
repasse do produto cru para bebé&s prematuros hospitalizados, é
fundamental observar as condi¢des de coleta, estocagem e transporte
para evitar a presenca e as conseqiiéncias da multiplicacdo de
contaminantes.
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Abstract

Objective: to characterize the genera of mycelial fungi detected
in expressed human milk received at the human milk bank of
Instituto Fernandes Figueira after home collection.

Methods: we studied 821 expressed human milk samples ran-
domly obtained from flasks filled by the donors at home. The
possible presence of molds, yeasts and mesophilic microorganisms
was investigated. A total of 48 strains of mycelial fungi were isolated
from the human milk bank samples and identified through standard
laboratory techniques.

Results: microbiological analysis revealed the occurrence of
molds and yeasts in 43 samples (5.2%), with counts reaching 103
CFU/ml. The following microorganisms were identified: Aspergil-
lus niger group (6.3%), Aspergillus sp. (4.2%), Paecilomyces sp.
(12.6%), Penicillium sp. (60.4%), Rhizopus sp. (2.0%), and
Syncephalastrum sp. (14.5%). Four samples showed the presence of
more than one mycelial fungus type.

Conclusions: the presence of molds and yeasts in human milk
manually expressed at home suggests that the hygiene conditions of
the collection site may contaminate milk. Thus, when hospitalized
premature babies receive the raw product, it is very important to
observe the collection, storage and transport conditions in order to
avoid the presence and consequences of contaminants increase.

J Pediatr (Rio J) 2002; 78 (3): 197-201:human milk, human
milk bank, mycelial fungi, mycotoxins, aflatoxins.

Introducao

O banco de leite humano € um centro especializado
responsavel pela promog¢do do incentivo ao aleitamento
materno e execucdo das atividades de coleta, processamen-
to e controle de qualidade de colostro, leite de transigado e
leite maduro, para posterior distribuicdo, sob prescri¢io de
médico ou de nutricionista, a criangas que dele necessitam
como fator de sobrevivéncial.
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O Brasil tem hoje a maior rede de bancos de leite
humano do mundo. Sao 151 unidades, espalhadas em 22
estados, que beneficiaram, sé no ano 2000, mais de 80.000
criangas prematuras e de baixo peso, tendo sido coletados
mais de 90.000 litros de leite humano, com aproximada-
mente 60.000 doadoras cadastradas no territério nacional2.

Sob o ponto de vista tecnoldgico, o leite humano é um
alimento ndo estruturado, pois nao dispde de nenhum tipo
de barreira fisica que sirva de obstdculo a penetragdo de
microorganismos contaminantes. Apesar de constituir-se
no alimento ideal para os lactentes, uma vez que a sua
composi¢do apresenta todos os nutrientes em quantidade e
qualidade necessarios, o leite humano pode ser um excelen-
te meio de cultura para toda sorte de microorganismos, uma
vez esgotados seus fatores de protecdo’. O leite materno
obtido de doadoras sadias, submetidas a rigoroso controle
de higiene, € livre de microorganismos patogénicos. Estes,
quando ocorrem, encontram-se vinculados a fontes de con-

taminagio externas>.

As evidéncias cientificas comprovaram a eficicia e
seguranca da pasteurizacio do leite humano como processo
de inativagio de agentes patogénicos*®. Porém, a ocorrén-
ciade fungos miceliais em leite humano ordenhado pode se
tornar um problema, caso se destine a ser empregado in
natura, quando se trata de leite da mae para o préprio filho,
como acontece nas UTIs neonatais.

Os fungos constituem um grupo diversificado de orga-
nismos que apresentam grande importancia ecoldgica e
econdmica. Cerca de 70.000 espécies de fungos ja foram
descritas, entretanto, estima-se que o nimero total seja de
aproximadamente 1,5 milhdio’. Esses organismos sio con-
siderados de grande importancia por varias razdes: sao 0s
decompositores primarios em todos os ecossistemas terres-
tres, constituem importantes associa¢des simbidticas com
plantas vasculares (micorrizas), constituem a avassaladora
maioria dos patégenos de plantas, oferecem sistemas gené-
ticos para os biologistas moleculares, e sdo cruciais para a
biotecnologia industrial .

Todavia, sdo indesejaveis nos alimentos, porque sdo
capazes de produzir uma grande variedade de enzimas que,
agindo sobre os mesmos, provocam sua deterioragdo. Além
disso, muitos fungos podem produzir metabdlitos téxicos
quando se multiplicam. Esses metabdlitos recebem a deno-
minacgdo genérica de “micotoxinas” e, quando ingeridos
com os alimentos, causam altera¢des bioldgicas prejudici-
ais, que vio desde alergias até a carcinogénese®.

Como os bolores ocorrem em grande escalana natureza,
asuapresenca no leite humano ordenhado pode servir como
indicio de contaminagio advinda do meio externo. A pre-
senga desse grupo de microorganismos no leite traz consi-
g0, além do problema da deterioragdo, a possibilidade da
produgio de micotoxinas?.

A contagem de bolores e leveduras é usada como parte
do critério microbiolégico de alimentos lacteos em todo o
mundo!?. Como a literatura carece de informagdes sobre a
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microbiota flingica de interesse tecnoldgico para preserva-
¢ao do leite humano ordenhado, o presente trabalho teve
como objetivo caracterizar os géneros de fungos miceliais
encontrados em amostras de leite humano ordenhado, vi-
sando contribuir para a redugdo dessa lacuna na literatura.

Métodos

O estudo emergiu das atividades de rotina do Banco de
Leite Humano do Instituto Fernandes Figueira — BLH/IFF
ebuscoudescrever aocorréncia de fungos miceliais em 821
amostras individuais de leite humano ordenhado (LHO),
provenientes de 20% das doadoras cadastradas no periodo.
As amostras de conveniéncia foram obtidas de forma alea-
téria, dentre os frascos recebidos de cada doadora ao BLH
doIFF, que se distribuiam por 262 localidades diferentes da
cidade do Rio de Janeiro, no periodo de outubro de 1998 a
janeiro de 2000.

As doadoras foram orientadas a observar o protocolo
higiénico-sanitdrio, estabelecido pelo Ministério da Satde,
durante os procedimentos de ordenha!!. Uma vez ordenha-
do, o leite era acondicionado em frascos previamente este-
rilizados a 121°C por 15 minutos e conservado sob conge-
lamento entre —6°C e —10°C, por no maximo 5 dias, no
congelador da geladeira ou no freezer da residéncia das
doadoras e transportado em caixas isotérmicas, contendo
termdmetro, que registrava as temperaturas maximae mini-
ma.

No BLH-IFF, os frascos foram descongelados e aliquo-
tas retiradas para andlise de bolores e leveduras e de
meso6filos. Como a coleta ndo foi acompanhada, informa-
¢des como hordrios, periodos de lactacdo, e se o leite era de
inicio ou de final da extrac¢do ndo foram considerados.

As andlises microbiolégicas foram realizadas no labo-
ratério de controle de alimentos do Instituto Fernandes
Figueira, e aidentificacdo das cepas de fungos miceliais foi
realizada no laboratério de micologia do Centro de Pesqui-
sa Hospital Evandro Chagas-CPqHEC, ambos da Fundagéo
Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro — RJ.

Aspesquisas de bolores e leveduras foram realizadas de
acordo com o método descrito por Marvin (1976). Aliquo-
tas de 1,0 ml do leite e de suas dilui¢des decimais foram
semeadas em duplicata, pela técnica de pour plate, em agar
dextrose batata (Merck). Apds a solidificagdo do meio, as
placas foram incubadas a 25°C por cinco dias. Foram
contadas as colonias, e os resultados expressos em unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC/ml).

As bactérias mesofilas foram pesquisadas de acordo
com o método descrito no Compendium of methods for the
microbiological examination of foods'?. Aliquotas de 1,0
ml do leite e de suas diluicdes decimais fram selecionadas
e semeadas em duplicata, pela técnica de pour-plate, em
dgar padrao (Merck). Ap6s a solidificacdo do meio, as
placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. Foram conta-
das as coldnias, e os resultados expressos em UFC/ml. As
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contagens de mesdfilos foram realizadas por apresentarem
relacdo direta com a populagdo total de microorganismos
presentes e que poderiam guardar uma certa proporcionali-
dade com a populacido de fungos miceliais, caso ambos

tivessem a mesma fonte de contaminago!2.

O isolamento inicial dos fungos miceliais foi feito a
partir das placas com crescimento de bolores e leveduras.
Foram selecionadas coldnias tipicas de fungos miceliais e
feitas semeaduras em dgar dextrose batata, incubando-se a
25°C por 3-5 dias. As culturas puras isoladas foram manti-
das em tubos com o mesmo dgar inclinado, até o momento
da identificac@o.

A identificagdo dos fungos miceliais foi realizada a
partir das coldnias obtidas no isolamento primdrio, que
foram repicadas para d4gar Sabouraud e mantidas em tempe-
ratura ambiente. Apds a obtencdo de crescimento, as colo-
nias com no minimo 10mm de didmetro foram empregadas
para o preparo de laminas para microscopia direta, utilizan-
do-se como corante o lactofenol de Aman e/ou azul de
algoddo, e como clarificante, NaOH a 10%. Desta forma,
pdde-se observar as estruturas morfolégicas dos fungos. Os
fragmentos foram observados sob microscopia, e as morfo-
logias comparadas com as descritas em publicago especi-
alizadal3.

A andlise estatistica foi dividida em duas etapas, sendo
a primeira o estudo da distribui¢do de freqiiéncia para se
estudar o perfil sociocultural das doadoras, e a segunda, o
teste de correlagdo entre as andlises das contagens de
fungos miceliais e mesoéfilos, empregando-se o software
System Analysis Statistical (SAS) versdo 6.11, do SAS
Institute Inc., Cary, NC, EUA.

Com relagdo aos aspectos éticos, o trabalho foi baseado
nas diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas
envolvendo seres humanos (resolugdo CNS 196/96)14.
Ap6s sua avaliagio pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Instituto Fernandes Figueira, deu-se inicio a obtencdo das
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amostras de leite humano ordenhado, que ndo ocasionou
nenhuma alteracao narotina das doadoras do banco de leite
do IFF, e as amostras foram utilizadas apenas para as
contagens microbianas e para o isolamento das cepas de
fungos miceliais.

Osdadosreferentes ao perfil sociocultural das doadoras
foram obtidos diretamente do cadastro eletrénico do BLH-
IFF, ndo havendo necessidade de consulta aos prontudrios
para coleta de dados adicionais, nem de contato entre os
pesquisadores e as doadoras, de modo que elas nunca
fossem identificadas. Considera-se, portanto, que as doa-
doras nao foram submetidas a nenhum tipo de risco.

Resultados

Com relagdo ao perfil sociocultural das doadoras, ob-
Servou-se que o grupo era composto por nutrizes pertencen-
tes a diversas classes socioculturais, com idades variando
entre 13 e 45 anos, das quais 2,1% apresentavam mais de 40
anos, e 13,7% tinham idades que variavam entre 13 e 19
anos. Ao considerar-se a escolaridade, observou-se que
334 (40,7%) doadoras possuiam primeiro grau, 254 (30,9%)
segundo grau, e 233 (28,4%) terceiro grau.

Das 821 amostras de LHO analisadas, 43 (5,2%) apre-
sentaram contaminagdo com 48 cepas de fungos miceliais.
Trés amostras apresentaram duas cepas, e uma amostra trés
cepas, com aspectos macroscopicos diferentes.

Como pode ser observado na Figura 1, os resultados
revelaram a ocorréncia de bolores e leveduras, com conta-
gens atingindo a ordem de 103 UFC/ml, e dos seguintes
microorganismos: Aspergillus Grupo Niger (6,3%), Asper-
gillus sp. (4,2%), Paecilomyces sp. (12,6%), Penicillium
sp. (60,4%), Rhizopus sp. (2,0%) e Syncephalastrum sp.
(14,5%).
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Figura 1 - Contagens de bolores e leveduras e de meso6filos encontrados nas amostras de

leite humano
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Ao estudar-se a correlagdo entre as contagens de bolo-
res e leveduras com as populacdes totais representadas
pelas contagens de mesdfilos, o coeficiente de correlagdo
(r) encontrado foi igual a 0,55, com limite de confianca
95%: 0,32 < R < 0,72, ndo indicando uma forte correlagao
entre esses dois grupos.

Discussao

O leite humano ordenhado, mesmo sendo obtido de
mulheres sadias, com todas as medidas de assepsia, pode
apresentar contaminantes considerados normais. Entretan-
to, a presenca de fungos miceliais de diferentes espécies
sugere que as condi¢des higiénico-sanitdrias no momento
da obtenc¢do do leite ndo foram aquelas preconizadas.

Os resultados do presente estudo revelaram a presenga
de bolores e leveduras em apenas 5,2% das amostras, com
contagens atingindo a ordem de 103 UFC/ml, o que sugere
que as doadoras, na sua grande maioria, estdo seguindo as
recomendagdes de coleta e armazenamento do leite orde-
nhado.

E provivel que os esporos de fungos existentes nos
alimentos manipulados pelas doadoras sejam a fonte dos
fungos encontrados no LHO, ja que eles sdo muito seme-
lhantes aos encontrados por outros pesquisadores em dife-
rentes alimentos.

Em um estudo sobre a microbiota de manteigas vendi-
das no municipio de Sao Paulo, foi observado que em 94%
das amostras foi detectada a presenga dos seguintes fungos:
Cladosporium em 18%, Penicillium em 12%, Geotrichum
em 8%, Aspergillus em 6%, e Trichoderma em 6%,

Alexandre et al. (1996) investigaram 71 amostras de
frutas desidratadas comercializadas em Santiago do Chilee
observaram que 45 (73,8%) apresentavam desenvolvimen-
tos de fungos, dos quais Aspergillus, Rhizopus, Penicillium
e Mucor foram os mais encontrados.

Taniwaki et al. (1989), ao analisarem 3 variedades de
magas produzidas no estado de Sao Paulo quanto a micro-
biota fingica, isolaram Cladosporium sp., Phoma sp.,
Fusarium sp., Trichoderma sp., Alternaria sp., Phompsia
sp. e Penicillium sp., além de outros bolores ndo identifica-
dos.

De 30 amostras de farinha de mandioca adquiridas em
diferentes estabelecimentos comerciais de Niterdi, estado
do Rio de Janeiro, Kraemer et al. (1998) isolaram fungos
filamentosos dos géneros Aspergillus (36,5%), Penicillium
(18,2%), Rhizopus (10,5%), Paecilomyces (7,1%), Mucor
(5,4%), Neurospora (3,1%), Cladosporium (2,3%), Aure-
obasidium (1,4%), Syncephalastrum (1,1%), Metarrhi-
zium (0,8%), Trichoderma (0,3%), Trichosporon (0,3%) e
Humicola (0,3%).

Ao examinarem microbiologicamente 2.533 amostras
de leite de vaca procedentes de 32 propriedades de 18
municipios de Sao Paulo, Costa et al. (1986) revelaram a
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presenca de bolores e leveduras em 11,7% das amostras
estudadas.

No presente estudo, as ordenhas foram conduzidas
pelas proprias doadoras em suas residéncias, e pode-se
imaginar que as condi¢des higiénicas das doadoras ou do
local de coleta também tenham concorrido para a presenca
de tais contaminantes, uma vez que ndo constitui motivo de
divida a influéncia que o meio ambiente exerce sobre a
qualidade do LHO, sendo essa influéncia amplamente dis-
cutida por Assis, ja em 198120, No banco de leite humano
do Instituto Materno-Infantil de Pernambuco, a andlise de
1.143 amostras de LHO revelou uma melhor qualidade
microbiolégica do leite coletado no BLH em relagdo ao
coletado no alojamento conjunto e no domicilio das doado-
ras?!,

Almeida, em 19863, observou a ocorréncia de bolores e
leveduras em 69,4% das amostras de LHO coletadas no
Instituto Fernandes Figueira, com contagens atingindo a
ordem de 10® UFC/ml. Foram efetuadas modificacdes na
técnica de coleta e as contagens foram repetidas, revelando
reduc¢do naincidéncia desses microorganismos para 16,7%
das amostras e contagens inferiores a 3,0 x 102 UFC/ml.

A ocorréncia de fungos no LHO pode ter relagao direta
com hdbitos culturais, mostrando que o simples ato de lavar
as maos de forma adequada ainda ndo é completamente

difundido em nosso meio?2,

A maioria das infec¢des cutineas causadas por fungos
estd relacionada com os dermatoéfitos, que incluem diferen-
tes espécies dos géneros Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton, que causam vérias manifestacdes clini-
cas, conhecidas como dermatofitoses ou tineas23. Fungos
desses gé€neros nao foram encontrados no presente estudo.

Os dados obtidos demonstram a importancia do contro-
le da assepsia das maos das doadoras que estejam manipu-
lando alimentos imediatamente antes da coleta do LHO,
uma vez que os esporos dos fungos contidos nos alimentos
podem ser transferidos das maos das doadoras parao LHO.
Tal afirmativa se baseia no fato de que os fungos identifica-
dos no presente trabalho sdo compativeis com aqueles
encontrados em diversos alimentos.

Apesar dos protocolos distribuidos pelos BLHs orienta-
rem e instruirem as doadoras, ndo pode ser esquecido o
valor da orientagdo dada pelos profissionais numrelaciona-
mento de presenga face-a-face, lembrando e demonstrando
pequenos detalhes, que sdo cruciais para o sucesso dacoleta
do LHO.

Se for considerado que o LHO sera pasteurizado e que
os fungos miceliais, sensiveis a este procedimento, desapa-
recerdo, o problema estaria terminado, mas, quando se trata
do repasse do produto in natura para bebés prematuros
hospitalizados, torna-se fundamental observar as condi-
¢oes de coleta, estocagem e transporte para que se possa
evitar a presenca e as conseqiiéncias da multiplica¢do de
tais contaminantes no LHO.
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