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RESUMO

Introducao: A colonizacdo normal do recém-nascido inicia-se durante e ap6s o processo de
nascimento, até que seja estabelecida a flora normal endégena neonatal. A microbiota é importante
na formacao da defesa imunolégica do individuo e o desequilibrio dessa flora é denominado
disbiose. Nota-se que o Staphylococcus aureus vem chamando a atencao nesse processo de disbiose
por nao fazer parte da flora indigena e que quando nao se apresenta de forma assintomatica, o
patégeno € capaz de provocar infecgOes graves. Apés o nascimento, o leite humano também
influenciard na formacao da microbiota do recém-nascido. Atualmente hd um nimero crescente
da utilizacao do leite humano pasteurizado e, caso o processo nao seja efetuado adequadamente,
podera ocorrer complicagoes agudas como choque toxico e intoxicacoes alimentares. Objetivo:
Analisar a presenca de Staphylococcus aureus em varios sitios maternos, além de avaliar a presenca
desse micro-organismo no leite humano pasteurizado. Materiais e métodos: Trata-se de um estudo
transversal, prospectivo e experimental realizado no periodo de julho de 2016 a mar¢o 2017, em que
foi analisada a presenca de Staphylococcus aureus em amostras de leite humano e sitios maternos,
sendo estes: aréola, nasofaringe e polegar direitos. As amostras de leite foram colhidas de forma
aleatdria no Hospital Santa Casa de Misericérdia de Barbacena- MG ap6s o processo de pasteurizagcao
ocorrido no Banco de Leite da cidade de Juiz de Fora. Todas as amostras, incluindo sitios e leite
maternos, foram semeadas em meio de cultura e identificadas no laboratério de microbiologia da
Faculdade de Medicina de Barbacena/FAME.

Palavraschave: Contaminacdao de maos, contaminagao nasofaringe, contaminacdo aréola,
Staphylococcus aureus, leite materno ordenhado.

ABSTRACT

Introduction: Colonization of the newborn began during and after the birth process, until the
definition of a normal endogenous neonatal flora. The microbiota is important in the formation
of the individual’s immune defense and flora imbalance and is called dysbiosis. It is noted that
Staphylococcus aureus has been drawing attention to the process of dysbiosis. After birth, human
milk will also influence the formation of the newborn’s microbiota. There is an increasing number of
uses for pasteurized human milk and, if the process is not carried out properly, acute complications
can occur. Objective: To analyze the presence of Staphylococcus aureus in several maternal sites,
besides evaluating the presence of this microorganism in pasteurized breast milk. Materials and
Methods: It is a cross-sectional, prospective and experimental study carried out from July 2016 to
March 2017, in which the presence of Staphylococcus aureus in samples of human milk and maternal
sites, being these areola, nasopharynx and right thumb. Results: In 300 seeded media, the growth
was identified in 294 samples, among them, there was the presence of S. aureus in 258 samples.
As for milk, there were 5 samples from a total of 24, 4 of which were positive for S. aureus and
1 compatible for a microorganism not contemplated in the study. Conclusion: A high prevalence
of Staphylococcus aureus contamination was observed in maternal sites and, to a lesser extent, in
pasteurized human milk given to newborns.

Keywords: Hands contamination, Nasopharyngeal contamination, areola contamination,
Staphylococcus aureus, milked breast milk.
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INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-
positiva, geralmente disposta em cachos irregulares,
ao microscopio, semelhantes a cachos de uvas.
Crescem rapido em muitos tipos de meios de
cultura e sao metabolicamente ativos, fermentando
carboidratos eproduzindo pigmentos amarelos.
Além disso, mostra-se relativamente resistente a
ressecamento, calor e cloreto de sédio a 9% e
apresenta também um sistema regulatério complexo,
que responde a estimulos ambientais para a expressao
de varios de seus genes de viruléncia codificados em
ilhas de patogenicidade.!

Diante dessa alta resisténcia, uma das
preocupacoes quanto a presenca de tal patdégeno
incide sobre seu eficiente mecanismo de formacgao
de biofilme, que favorece sua sobrevivéncia em
superficies de ambientes hostis, e sobre a ocorréncia
de cepas que produzem toxinas, que sao resistentes
a pasteurizacdo® que podem causar choque
toxico, necrose epidérmica téxica e intoxicacoes
alimentares.?

O processo de colonizacao da microbiota normal
inicia-=se ao nascimento quando ha a exposicao
do recém-nascido a diferentes espécies de micro-
organismos presentes na mae e no ambiente. Observa-
se que por um periodo da vida do recém-nascido
ocorre a selecao de algumas bactérias e eliminagao
de outras, sendo alcan¢ada uma comunidade climax
por volta dos dois anos de idade. Esse processo
depende do equilibrio entre bactérias benéficas e
patogénicas e possui correlagcao com fatores diversos
que incluem tipo de parto, aleitamento, contato
intimo materno, condig¢oes de higiene, contaminagao
ambiental, estado imunolégico do recém-nascido e
utilizacao de antibiéticos. A microflora da crianca
nascida por via vaginal serd inicialmente da flora
materna presente no canal do parto, enquanto que
nos nascidos por via cesarea o ambiente sera o fator
primordial no processo de colonizagao. Observa-se
que a via cesarea proporciona o estabelecimento
da flora estavel mais tardiamente com uma menor
frequéncia de Lactobacillus e Bifidobacterium e maior
frequéncia de bactérias anaerébias como Clostridium
e Bacteroides."

A partir do momento em que o processo de
colonizagao do recém-nascido ocorre por bactérias
que nao fazem parte da sucessao primaria comum
de colonizagcao do neonato, como o S. aureus,
podera ocorrer situacoes de desequilibrio e os micro-
organismos podem se comportar como patdégenos
oportunistas, sendo deste modo denominado
disbiose. Este patégeno pode determinar doencas
clinicamente manifestas ou se comportar como
portadores assintomaticos, sem causar danos
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aparentes em individuos.’

Ap6s o nascimento, o leite humano também
influenciara na formacao da microbiota do recém-
nascido, tendo um papel importante na prevengao
de varias patologias, dentre essas, doencas
cardiovasculares, obesidade, diabetes e sindrome
metabdlica.’ Associado a isso, o leite materno possui
propriedades anti-infectivas através dos componentes
soluveis (IgA, IgM, IgG, IgD, IgE, lisozimas e outras
substancias imunorreguladoras) e componentes
celulares (macrofagos, linfocitos, granuldcitos,
neutroéfilos e células epiteliais).”

Apesar dos beneficios relacionados ao
aleitamento, muitas maes nao podem ou nao querem
amamentar seus filhos, além de que recém-nascidos
prematuros nao dispoem de forcas para sugar o
leite materno.” Assim, para atender a necessidade
desses lactentes, tornou-se crescente a utilizacao de
leite humano ordenhado e pasteurizado para suprir
a demanda, exigindose a utilizacao de técnicas
adequadas de coleta, processamento e controle de
qualidade, uma vez que quando pasteurizados de
maneira ineficaz o produto pode apresentar micro-
organismos, dentre eles o S. aureus, reduzindo o
valor nutricional e a qualidade do leite.?

Assim, diante dos expostos, o estudo teve o
objetivo de analisar a presenca do Staphylococcus
aureus em aréola, nasofaringe e polegar direitos,
além da identificacao deste micro-organismo em
leite humano pasteurizado, com intuito de avaliar
o impacto da possivel colonizagcao precoce e
intoxicagao aos neonatos.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo transversal, prospectivo e
experimental realizado no periodo de julho de 2016
a marco 2017, em que foi analisada a presenca de
Staphylococcus aureus em amostras de leite humano
e sitios maternos, sendo estes: aréola, nasofaringe e
polegar direitos, como forma de padronizacao. As
amostras de leite foram colhidas de forma aleatéria
no Hospital Santa Casa de Misericordia de Barbacena-
MG ap6s o processo de pasteurizagcao ocorrido no
Banco de Leite da cidade de Juiz de Fora.

O processo de aquisicao das amostras dos sitios
maternosteve inicio a partir da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) das maes
internadas no Hospital Santa Casa de Misericordia de
Barbacena- MG. O trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica em pesquisa da Fundacao Hospitalar de
Minas Gerais (FHEMIG), com o protocolo:1446245.

As amostras dos sitios de 100 mulheres lactentes
e nutrizes foram coletadas, por meio do swab, e
permitiram uma prevaléncia de 40% em um intervalo
de confianca de 95%, de aproximadamente 9,6%
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segundo estatistica de padronizacao da amostra.
Quanto ao leite materno pasteurizado foram
avaliadas 24 amostras, selecionadas de acordo com
a disponibilidade do hospital e sistematizacao deste
estudo.

As coletas foram realizadas nos setores da
obstetricia e pediatria dessa instituicao, as 9:00
horas, nas segundas e quartas-feiras. Durante a
coleta materna, as maes foram orientadas quanto a
higienizacao da mama e maos e foram paramentadas
com gorros e mascaras. As académicas que
realizaram a coleta também estavam devidamente
paramentadas com gorro, mascara e luvas.
Posteriormente foi realizada a friccao dos swabs nos
sitios maternos previamente citados e armazenados
em tubo de rosca esterilizado com tioglicolato de
sodio, para garantir a viabilidade das amostras até
o momento do semeio. Estes tubos foram rotulados
e identificados por numeragdao. Quanto ao leite
pasteurizado, as académicas ainda paramentadas
realizaram a coleta de 2ml no lactario da instituicao,
através de pipetas (5ml) e tubo de ensaio previamente
esterilizados.

Posteriormente, amostras dos sitios e leite
materno foram avaliadas no Laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Medicina de
Barbacena Fundacao “José Bonifacio Lafayette
de Andrada”. Do total de leite coletado, 0,5 ml foi
utilizado para isolamento e identificacao do micro-
organismo em questao; 0,5 ml foi congelado em
freezer -70°C para estudos posteriores o 1 ml restante,
assim como parte das amostras provenientes
dos sitios, foi preservado com crio protetor para
contribuicao do acervo microbioldgico da instituicao
vinculada a pesquisa.

No laboratério a andlise foi dividida nas seguintes
etapas: 1) os materiais foram armazenados em
estufa, a 37°C, durante 4 horas para crescimento
microbiano. Transcorrido o tempo de crescimento,
foram realizados os semeios por esgotamento no
meio de cultura Agar Sal Manitol, em capela de fluxo
laminar; posteriormente, os meios foram deixados
na estufa a 37°C, durante 36 horas para possivel
crescimento do Staphylococcus aureus. 2)) decorridas
36 horas, efetuouse a avaliacao de crescimentos
macroscopicos e estes, se presentes, foram
encaminhados para analise microscopica, através
da realizacao de laminas coradas pelo Método de
Gram, as quais continham colonias retiradas do
meio Manitol. Diante de fermentagao do Manitol
associada a presenca de cocos gram positivo visto
ao microscopio Optico, confirma-se a presenca do
S. aureus. Caso nao houvesse a fermentacao e na
lamina fossem identificados os cocos gram positivos,
era realizado novo semeio dessas amostras nao
fermentadas, em meio DNA. 3) foi utilizada a prova

de DNAs e nos meios de DNA semeados e, quando a
mesma positivasse, sinalizava o micro-organismo em
questao. A identificacao desse micro-organismo foi
feita utilizando métodos bioquimicos que avaliam
suas caracteristicas morfoldgicas, segundo Balows e
Finegold.™

Os resultados foram contabilizados e tabelados
em planilha eletronica, avaliados e processados
em Software estatistico STATA versao 9.2. Foram
produzidas tabelas com frequéncias absolutas e
relativas, e calculado o intervalo de confianca de
95% para as amostras utilizadas.

RESULTADO

As amostras de 100 lactantes foram coletadas em
3 sitios, gerando um total de 300 meios de cultura.
Quanto ao leite pasteurizado, foram coletadas e
semeadas 24 amostras.

No laboratoério, foi identificado o crescimento em
294 amostras de um total de 300 meios semeados,
dentre essas, houve a presenca do S. aureus em 258
amostras. Quanto ao leite, houve crescimento em 5
amostras de um total de 24, sendo 4 positivas para
S.aureus e 1 compativel a um micro-organismo nao
contemplado na pesquisa.

De acordo com a analise dos resultados, houve
maior prevaléncia do micro-organismo estudado
em nasofaringe, quando comparado a outros
sitios da lactante. No que diz respeito a chance
aleatéria de uma mae ser portadora do S. aureus,
bem como a probabilidade de haver positividade
para qualquer sitio, nota-se prevaléncias de 99%
e 86%, respectivamente. J& quanto a amostra de
leite pasteurizado, houve prevaléncia de 16,67% do
micro-organismo em questao.

Tabela - Contaminagao por S. aureus nas amostras de
diferentes sitios da lactante e no leite pasteurizado
coletadas no Hospital Santa Casa de Barbacena-MG
em 2016.

Amostra N  Prevaléncia IC95 %

Maes:

Nasofaringe direita | 100 87% 80,4-93,6

Aréola direita 100 86% 79,2-92,8

Polegar direito 100 85% 78,0-91,9

Sitio aleatoério 300 86% 82,1-89,9

Mae aleatéria 100 99% 97,0-100
Leite:

Leite Pasteurizado 24 16,67% 1,75 - 31,58

Fonte: Autores

DISCUSSAQ

O ser humano no periodo fetal vive em um
ambiente estéril e protegido, mas assim que nasce,
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ap6s a ruptura das membranas amnidticas, fica
exposto a micro-organismos que passam a colonizar
varias regioes do seu organismo de maneira
equilibrada dependendo da temperatura, umidade,
substancias inibitérias e nutrientes do local.!

A sequéncia dessa colonizagao sofre variacoes
dependendo do tipo de parto (cesariana ou natural),
o tipo de alimento recebido (leite materno ou
féormula) e o grau de exposi¢cao ao ambiente.*

Esse processo de colonizacdo pode ocorrer de
forma erronea ao albergar patdgenos que nao fazem
parte da microbiota normal, a exemplo do S.aureus,
que pode colonizar fossas nasais, maos, pele,
orofaringe, trato digestivo e trato geniturinario."

O presente estudo avaliou diferentes sitios da
lactante sendo eles, aréola, nasofaringe e polegar
direitos, além de amostras de leite humano
pasteurizado, a fim de determinar a prevaléncia
de Staphylococcus aureus nessas amostragens, no
periodo de julho de 2016 a marco 2017, totalizando
324 amostras.

Estima-se que 25% a 30% da populagao mundial
seja portadora assintomatica de S.aureus.™

Sabese que este micro-organismo pode
determinar doencas clinicamente manifestas ou se
comportar como portadores assintomaticos, sem
causar danos aparentes em individuos.® No presente
estudo, a probabilidade de uma mae ser portadora
do micro-organismo em questao, em qualquer um
dos sitios analisados, foi de 86%. E valido ressaltar
também que ha uma escassez na literatura de estudos
que avaliam a presenca de tal patdgeno nas maes.
Portanto, os resultados obtidos na presente pesquisa
sao de extrema importancia, mesmo se tratando de
um estudo regional.

Sugere-se que a alta prevaléncia do micro-
organismo nos sitios maternos esteja relacionada a
eficiéncia da disseminacao do mesmo e também,
em parte, pela grande versatilidade e capacidade
de formacao de biofilme que permite a adaptagao a
diferentes ambientes, pH, umidade e deficiéncia de
nutrientes, o que possibilita ndo s6 a colonizacao do
homem como também do ambiente ao seu redor,
criando reservatorios de células aptas a colonizar
outros individuos.!>16

Em se tratando deste estudo, as justificativas para
a alta prevaléncia, quando comparadas as referéncias
bibliograficas citadas, devem-se as possiveis razoes: 7

- Contaminacao das amostras no momento da
coleta, uma vez que parte da equipe de pesquisa
é portadora assintomatica de S. aureus. No
entanto, vale ressaltar que todas as medidas
de protecao individual foram rigorosamente
seguidas;

- Aumento da circulagdo do micro-organismo
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em questao em individuos da comunidade, nao
considerando o perfil de susceptibilidade as
drogas antimicrobianas;

- Contaminacao cruzada entre profissionais de
saude.

Em relacao a nasofaringe, foi realizado um estudo
em 2012 com funciondrios de um servico de saide
em Campina Grande, cuja prevaléncia apontou
niveis de 20% a 50% de portadores assintomaticos
do S.aureus®™, enquanto no presente estudo, esta
prevaléncia foi de 87%.

Em se tratando do polegar, a literatura aponta
uma prevaléncia de 26,9%'® e nesta pesquisa foi
encontrada uma prevaléncia de 85%. Estes dados
conflitantes e a alta prevaléncia encontrada neste
estudo podem ser resultantes do contato direto das
maos com a cavidade nasal, o que pode contribuir,
portanto, para uma superestimacao dos resultados
nesse sitio."”

No que diz respeito a presenca do S.aureus na
aréola, foi encontrada uma prevaléncia de 86%.
Nao foram identificados na literatura dados quanto
a prevaléncia desse micro-organismo nesse sitio,
mas provavelmente este alto indice pode ser devido
a contaminacao proveniente da manipulacao das
mamas pela propria lactante ou por profissionais
de sadde que participam do cuidado materno
e neonatal, quando portadores assintomaticos.
Outro fator contribuinte correlaciona-se a uma alta
prevaléncia regional de portadoras assintomaticas de
S.aureus no municipio de Barbacena.!”

Outro foco dessa pesquisa foi a andlise do leite
humano pasteurizado. Segundo Serafinietal (2003)
no qual avaliou a qualidade microbiolégica do
leite humano obtido em banco de leite, os autores
relataram a presenca de S.aureus em 5 amostras
(6,9%) de 144 avaliadas.” No presente estudo foi
encontrada uma prevaléncia de 16,67% em um
espaco amostral de 4 amostras positivas em 24, o
que foi considerado, pela analise dos dados, uma
quantidade questionavel pelo grande intervalo de
confianca (1,75 — 31,58). No entanto, em se tratando
de leite pasteurizado, era esperado nao encontrar
crescimento bacteriano, incluindo de S.aureus,
sendo este um fator preocupante, pois sabe-se que
apesar dos beneficios relacionados ao aleitamento,
muitas maes nao podem ou nao querem amamentar
seus filhos, além de que recém-nascidos prematuros
nao dispoem de forgcas para sugar o leite materno.’
Assim, para atender a necessidade desses lactentes,
tornou-se crescente a utilizacao de leite humano
ordenhado e pasteurizado para suprir a demanda.?

Essa contaminacao do leite pasteurizado pode ser
interpretada como sendo devido ao nao atendimento
aos padroes basicos sanitarios em qualquer etapa do
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processamento que pode favorecer a formacao de
biofilmes® cujos fragmentos podem se desprender
e contaminar o produto durante o processo de
beneficiamento, o que representa um risco a saide
do consumidor.?

Essas altas prevaléncias observadas, tanto nos
sitios avaliados quanto no leite, sao preocupantes,
uma vez que o contato intimo de maes portadoras
assintomaticas do S. aureus com recém-nascidos ira
contribuir para formag¢ao da microbiota destes, assim
como o contato com objetos e leite colonizados,
corroborando para mudangas na composicao
da microbiota.  Assim, os recém-nascidos ao
albergarem o agente potencialmente infectante,
poderao sofrer as consequéncias desta colonizacao
a curto prazo e longo prazo. A curto prazo, pode-se
observar desde episoddios leves de infecgao de pele,
como impetigo, furinculos, foliculites até quadros
mais graves como osteomielite, endocardites,
pneumonias, bacteremia ou sepse’. A longo prazo,
a colonizacgao pelo S. aureus vem sendo associado a
varias doencas cronicas discutidas em um conceito
denominado disbiose, situagao na qual a microbiota
permanente € substituida por outras bactérias
patogénicas. Dentre essas doencas abordadas na
literatura, os principais estudos estao relacionando
a disbiose com doencgas alérgicas, como asma e
rinite.?? Outras patologias que podem também ser
associadas ao processo de disbiose sao as inimeras
doencas inflamatérias intestinais, como a retocolite
ulcerativa e a doenga de Crohn*, além de disttrbios
a nivel neuroldgico como o autismo, por exemplo,
que possui seu espectro variado em decorréncia da
gravidade da disbiose.® Outras doencas também sao
sabidamente associadas a mudancgas na microbiota
humana e incluem o diabetes tipo 2 (nao dependente
de insulina), dermatite atépica, cancer colorretal,
célculo renal, periodontite e psoriase.* As limitacoes
dessa pesquisa referem-se ao numero reduzido
de amostras de leite pasteurizado e a dificuldade
quanto a sua obtenc¢ao, devido a sistematica imposta
pelo hospital, cuja a disponibilidade para as coletas
era restrita a uma vez por semana. Portanto novos
estudos podem ser realizados para avaliacao da
contaminagao e dos niveis das enterotoxinas
estafilococicas do leite humano pasteurizado.

CONCLUSAOQ

Foi observado no presente estudo uma alta
prevaléncia de contaminacgao por Staphylococcus
aureus na aréola, nasofaringe e polegar das lactantes.
Além disso, este micro-organismo foi identificado no
leite humano pasteurizado, o qual é administrado
aos neonatos. Esses dados sao preocupantes e
denotam a necessidade da continuidade dos estudos

relacionados ao tema aqui abordado, uma vez que
terao em comum a finalidade de se avaliar o impacto
na saide dos neonatos.
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