Atividade antimicrobiana in vitro do colostro materno contra streptococcus sanguis
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RESUMO - Avaliou-se a acdo antimicrobiana do colostro contra Streptococcus sanguis.
Dezoito cones de papel absorvente estéreis foram contaminados em 8 mL de BHI na escala 1
MacF durante Smin e imersos em 8 mL de colostro humano. Posteriormente, os cones foram
imersos em BHI e incubados a 37°C/48h. 0,1 mL obtido de cada tubo foram transferidos para
18 tubos de BHI, seguindo condi¢des idénticas de incubacao. Para o teste de difusdo em agar,
4 placas de petri de agar Miieller-Hinton foram inoculadas com suspensdo microbiana. Em
cada placa usaram-se 6 discos de papel estéril para o colostro humano, 1 para agua destilada e
1 para clorexidina a 2%. As placas foram incubadas a 37°C por 48h e os resultados dos halos
de inibi¢do foram medidos com paquimetro digital. O colostro humano nao apresentou agao
antimicrobiana contra a bactéria. A clorexidina apresentou agdo antimicrobiana com halo de
inibi¢ao médio 14, 21 mm.
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ABSTRACT - This research assessed, through two experimental methods, the antimicrobial
action of maternal colostrum against Streptococcus sanguis. For the test of direct exposure,
eighteen cones of sterile absorbent paper have been contaminated in 8ml of inoculum BHI in
the scale 1 MacFarland for 5 minutes and, then, they have been immersed in 18 tubes
containing sterile BHI. Then, the material have been incubated at 37° C for 48 hours. An
inoculum of 0,1 ml obtained from each tube was placed to other 18 BHI tubes, regarding
identical conditions of incubation. The increase of bacteria was assessed based on the
turbidity of the environment. For the test of diffusion in agar, 4 plates petri of Miieller-Hinton
agar (140 mm) were inoculated by rubbing with the swab, with microbial suspension, onto the
agar’s surface. In each plate, we used 6 dishes of sterile paper for human colostrum, 1 for
distilled water and 1 for chlorhexidine at 2%. The plates were incubated at 37° C for 48 hours
and the results of inhibition zones were measured with digital caliper rule. Human colostrum
did not present antimicrobial action in vitro, through the test of agar diffusion and the method
of direct exposure, against Streptococcus sanguis. Chlorhexidine at 2% (control) showed
antimicrobial action, forming a medium inhibition zone of 14,21 mm.
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INTRODUCAO

As propriedades anti-infecciosas do leite materno sao bem conhecidas (OVALI et al.,
2006). A crianga ¢ protegida contra infecgdes pelo aleitamento materno, demonstrando menor
freqiiéncia de doengas infecciosas em lactentes amamentados (ARAUJO et al., 2005).

O colostro humano apresenta anticorpos dirigidos a inimeros microrganismos com 0s
quais a mae entrou em contato durante toda a sua vida, representando de certa forma uma
“memoria” do seu repertorio imunoldgico (HANSON, 1998). Predominam os anticorpos da
classe IgA cuja principal agdo ¢ se ligar a microrganismos ¢ macromoléculas, impedindo sua
aderéncia as superficies mucosas; prevenindo, assim, o contato de patdogenos com o epitélio
(BRANDTZAEG, 1995; LOUREIRO et al., 1998; SANCHES et al., 2000). Outras
imunoglobulinas sdo encontradas no colostro e no leite humano em concentragdes bem mais
baixas do que IgA. Dentre elas, destacaram-se IgM, IgG, IgD e IgE (XANTHOU, 1998).

Além dos anticorpos, o colostro humano contém inumeros fatores bioquimicos e
cé¢lulas imunocompetentes, que interagem entre si € com a mucosa do trato digestivo e
respiratorio alto do recém-nascido, conferindo nao apenas imunidade passiva, como também
estimulo ao desenvolvimento e maturagcdo do proprio sistema imune de mucosas do neonato
(GOLDMAN, 1993)

A lactoferrina ¢ uma glicoproteina presente no leite humano, com fungao de quelar
fons férricos (Fe*") que sdo essenciais para a multiplicacio de microrganismos patogénicos e
que também pode se ligar diretamente a certos componentes da parede celular bacteriana
como lipopolissacarideo (LPS) e porinas (XANTHOU, 1998).

O colostro humano contém grande nimero de leucécitos vidveis, com predominancia
de fagocitos polimorfonucleares € mononucleares, incluindo numerosos macrofagos (Hanson,
1998). Os fagdcitos presentes no colostro apresentam alta atividade fagocitaria tanto para
particulas como para microrganismos (CARBONARE et al., 1995; VASSAO; CARNEIRO-
SAMPAIO, 1989). Os fagbdcitos mononucleares do colostro humano apresentam receptores
para fracao Fc de IgG e IgA (CD89) e também para o componente C3 do complemento, o que
favorece sua atividade fagocitaria (VASSAO e CARNEIRO-SAMPAIO, 1989; HONORIO-
FRANCA et al., 1997).

A microbiota bucal passa por varias alteracdes no decorrer da vida. Na fase intra-
uterina, a boca ¢ isenta de microrganismos. Os primeiros chegam na hora do nascimento e sao
transitorios, quando o parto ¢ normal. S3o microrganismos vindos do canal vaginal da mae,

tais como estreptococos, lactobacilos, difterdides, coliformes, leveduras como Candida



albicans e alguns virus e protozoarios. A complexidade da microbiota bucal inicia-se com a
erupcao dos dentes, que propicia as condi¢des necessarias para a instalacdo de bactérias que
tém a capacidade de se fixar a ela, tais como S. sanguis, S. gordonii, S. oralis (De Lorenzo,
2006). O S. sanguis ¢ uma das pioneiras do biofilme dental, pois possui adesinas que
reconhecem receptores especificos na superficie dental e na pelicula adquirida (DE
LORENZO; MAYER, 2004).

Por ser o colostro materno um alimento natural indispensavel para a nutri¢do e para a
imunidade do recém-nascido, protegendo o bebé contra infec¢des respiratorias e intestinais;
como também uma substincia socialmente acessivel no seio materno e nos bancos de leite,
este estudo teve como objetivo verificar a acdo do colostro humano contra um tipo de
microrganismo presente na cavidade bucal. Analisou-se a atividade antimicrobiana, in vitro,
do colostro contra Streptococcus sanguis através do teste de difusdo em agar e pelo método de

contato direto.

MATERIAL E METODOS

Coleta do colostro

O Colostro foi coletado no periodo compreendido entre 0 e 48 horas pods-parto por
uma enfermeira responsavel pelo banco de leite da Maternidade (Casa de Saude e
Maternidade Nossa Senhora da Conceigdo). Antes da ordenha, realizou-se a assepsia da mama
com agua e sabao e, posteriormente, massageou-se todo o seio, realizando o reconhecimento
das estruturas mamarias (lobos, lobulos e seios lactiferos) e das anormalidades. Excluiram-se
as doadoras com alteragdes mamarias.

A coleta do colostro humano foi realizada manualmente em sala apropriada. Colocou-
se sobre uma mesa da sala de ordenha um pano de campo esterilizado e sobre ele um
recipiente estéril com a parte esterilizada da tampa para cima. Foram desprezados os
primeiros jatos para reduzir contaminantes microbianos e assim melhorar a qualidade sanitaria
do leite humano ordenhado.

Apo6s o término da ordenha, o recipiente foi identificado de acordo com os critérios de
rotulagem utilizados na maternidade. Deste recipiente foi removido com uma pipeta
esterilizada 20 mL de colostro doado pelo banco de leite e armazenado em recipiente

esterilizado. Foi conservado em freezer até o transporte da amostra para o local da pesquisa,



que foi feito em caixa isotérmica revestida com PVC, contendo gelo reciclavel. Antes dos
testes antimicrobianos foi realizado um degelo prévio do colostro humano em banho-maria

com agua pré-aquecida a 37°C por 30 min.

Microrganismos utilizados

Os microrganismos (Streptococcus sanguis) foram cultivados em meio de cultura
solido, Mueller Hinton (Himedia, india). Decorrido a incubagéo, a temperatura de 37°C ¢ 24
horas, células microbianas foram suspensas em caldo de BHI (Brain Heart Infusion)
esterilizado em uma concentragao de 3 x 10® células/mL ajustado a um tubo na escala 1

de MacFarland.

Teste de exposiciao direta

Dezoito cones de papel absorvente estéreis foram imersos em uma placa de Petri (140
mm), contendo 8 mL de caldo de BHI (Bacto™, USA) contaminado por Streptococcus
sanguis na escala 1 MacFarland, durante 5 minutos. Depois deste periodo, removeram-se os
cones de papel para uma placa vazia, afim de que fosse removido o excesso do inoculo. Em
seguida, foram transferidos, todos de uma so6 vez, para outra placa de Petri (140 mm)
contendo 8 mL de colostro humano, onde permaneceram por 5 minutos.
Decorrido o tempo de a¢do do colostro, os cones de papel absorvente, ap6s a remog¢do do
excesso, foram imersas em dezoito tubos de ensaio contendo 5 mL de caldo de BHI estéril
(Bacto™, USA) e, em seguida realizou-se a incubagdo a 37°C por 48 horas. Apos esse
periodo, foi analisado o crescimento microbiano pela turvagdo dos meios de cultura. Para
confirmagdo dos resultados, um in6culo de 0,1mL de cada tubo foi obtido e transferido para
outros dezoito tubos de caldo de BHI (Bacto'™, USA), realizando condi¢des idénticas de
incubagdo. O crescimento bacteriano também foi avaliado pela turbidez do meio de cultura
(Fig. 1). Para confirmar a presen¢a da monocultura do meio turvo e auséncia de contaminago
no meio, foi realizada uma observagdo microscopica tendo como pardmetro a coloragcdo de
Gram. O teste de Gram confirmou a presenca apenas de cocos Gram', condizentes com 0s
Streptococcus sanguis.

O controle negativo foi utilizado para verificar a esterilidade do meio de cultura usado
na pesquisa. Um tubo de ensaio contendo caldo de BHI (Bacto™, USA) ndo contaminado

foi incubado a 37% por 48 h. Ja o controle positivo foi utilizado para verificar a viabilidade



dos microrganismos. Um tubo com caldo de BHI estéril (Bacto™, USA) foi contaminado
com inoculo (0,1 ml) de caldo na escala 1 de MacF e, em seguida, incubado a 37°C por 48
horas. Também se realizou o teste de esterilidade dos cones de papel absorvente. Dois cones
foram imersos em um tubo de ensaio contendo caldo de BHI estéril e, em seguida, incubado a

37°C por 48 horas. Apos a incubagdo foram avaliados através da turvacao do meio.

Figura 1- Teste de exposi¢ao direta
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Teste de Difusiio em Agar

Para o teste foram removidas colonias isoladas de uma placa de petri, contendo cepa
Streptococcus sanguinis recém incubados (24 h). Os microrganismos foram transferidos para
um tubo contendo caldo de BHI (Bacto™, USA) alcancando a turbidez de uma suspensdo
padrdo na escala 1 de McFarland (3 x 10® células/mL). Com auxilio de swab de algoddo
estéril, os microrganismos foram retirados do tubo de ensaio e inoculados, através de
esfregaco, pelo método da dispersdo, em toda superficie seca de 4 placas de agar Miieller-
Hinton (140 mm).

Os discos de papel absorventes, com 5 mm de diametro, ficaram submersos por cinco
minutos nas substancias testes antes de serem aplicados nas placas inoculadas. Em cada placa
usou-se 6 discos de papel estéril para a substancia teste, colostro humano; 1 para o controle
negativo, dgua destilada e 1 para o controle positivo, clorexidina a 2% (FGM, Brasil).

Resultando em 24 discos para o colostro, 4 discos para agua destilada e 4 discos para



clorexidina a 2%. Cada disco foi pressionado de encontro a superficie do meio Mueller
Hinton (Himedia, india), de maneira a assegurar contato completo com a superficie de agar.
Foram distribuidos por igual e eqiiidistante um do outro, em seguida, foram incubadas a 37°C
por 48 horas. Os didmetros, em milimetros, dos halos de inibi¢do microbiana foram medidos
sobre os discos de papel contendo as substincias, valendo-se de duas medidas de forma
perpendicular entre si, sendo obtida a média de seus tamanhos. Para esta medi¢ao, usou-se um

paquimetro digital (Starrett, Brasil).

RESULTADOS

Os resultados para o teste de exposicao direta sdo apresentados na tabela 1 e na figura
1, enquanto que para o ensaio de difusdo em 4agar sdo apresentados na tabela 2 e na figura 2
respectivamente. Nao foi observado efeito antimicrobiano no teste de exposicdo direta apos
48 h, para o colostro humano. Somente a clorexidina a 2% induziu a formag¢do de halos de

inibigao.

Tabela 1: Andlise macroscopica da turvacdo dos meios de cultura.

TUBOS DE ENSAIO
11234 [5]6]7[8[9]10]11 12 13 14 15 16 17 18 Cp CN CcC
L1 [+][+]+]+ ++]+]+] + | + + + + + + + + + - -
L2 [+[+]+]+ ++]++] + | + + + + + + +

Legenda: ( +) Turvacdo do meio e ( - ) Auséncia de turvagdo do meio.

Abreviagdes: C/P- Controle positivo, C/N- Controle negativo, CC- controle de esterilidade do
cone, L1- Primeira leitura de turvagdo do meio de cultura e L.2- Leitura de confirmagdo dos
resultados.

Figura 1: Comparagdo macroscopica da turvagdo dos tubos. C - NEG: Controle negativo; C+

POS: Controle positivo e Tubos 11, 6 ¢ 6’ : tubos experimentais.



Pela coloragdo de Gram foi comprovado ndao haver contaminagcdo da amostra por
outros microrganismos. Os testes mostraram coloragdo para cocos Gram positivo, compativel

com o Streptococcus sanguis ( figura 2).
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Figura 2: Andlise microscopica tendo como parametro a coloragao de Gram.
Tabela 2- Distribui¢do em milimetros dos halos de inibicdo da agdo antibacteriana do

colostro e da clorexidina a 2% testados contra linhagem de Streptococcus sanguis.

Placa de Petri Colostro Clorexidina a 2%
1 0 15,25
2 0 13,53
3 0 14,58
4 0 13,47
Média 0 14,21
Desvio-padrao 0 0,86

Andlise pelo teste Anova, p= 0, 00003.

Figura 3: Halo de inibi¢do da clorexidina a 2% sobre Streptococcus sanguis. Discos 1,
2, 3,4, 5 e 6: colostro humano; disco 7: controle negativo (agua destilada) e disco 8:

controle positivo (clorexidina 2%).



DISCUSSAO

Tem sido relato na literatura que o leite materno contém compostos com
propriedades imunoldgicas, como imunoglobulinas, lactoferrina, oligossacarideos,
probidticos, acidos graxos, hormoénios e fatores de crescimento; como também,
leucécitos maternos e citocinas (ISAACS, 2005; NEWBURG, 2005; COPPA et al.,
2006; PARAMASIVAM et al. 2006). Estes compostos fornecem protecao ao neonato
enquanto o seu sistema imunologico ainda ¢ imaturo, e também atuam em sinergia com
o trato gastrintestinal aumentando propriedades antimicrobianas (FIELD, 2005;
ISAACS, 2005).

O leite humano tem se apresentado como sendo eficaz contra uma variedade de
bactérias, virus e protozoarios. A importancia clinica destes achados ¢ observada por
diversos estudos epidemiolédgicos que tém demonstrado menos infecgdes, especialmente
gastrintestinais e infecgdes respiratdrias, em criancas com amamentacdo exclusiva
(CUNNINGHAM et al, 1991). Além disso, recém-nascidos prematuros alimentados
com leite da propria mae, apresentam menos enterocolite necrosante, infecgdes
respiratorias, septicemia e meningite, quando comparadas com aquelas alimentadas de

outras formas (MCGUIRE e ANTHONY, 2003; CHAN, 2003).

Na éarea da Odontologia a amamentagdo também ¢ estimulada pelos
profissionais. Promove o correto desenvolvimento das estruturas do aparelho
estomatognatico por meio do equilibrio das forgas musculares de conten¢do interna e
externa, influenciando assim o desenvolvimento de padrdes musculares corretos,
promovendo reflexos futuros na fala, na respiragdo e mastigacdo (SOUSA, 1997).
Prevenindo desta forma as mas oclusoes (LEGOVIC ¢ OSTRIC, 1991; PALUMBO ¢
QUELUZ, 1999; CARVALHO, 2001) ¢ os maus habitos orais (COELI ¢ TOLEDO,
1993).

Tendo como suporte a literatura cientifica que comprova a atividade
antimicrobiana e imunologica do leite materno e com a visdo de que o colostro materno
seria importante para combater os primeiros microrganismos a se instalar na cavidade
oral do recém nascido, surgiu a idéia de pesquisar estd hipotese, uma vez que o colostro

humano apresenta anticorpos, imunoglobulinas e substancias como a lactoferrina e



lisosimas, que interferem na multiplicacdo e adesdo das bactérias (SANCHES et al.,

2000).

No proposto estudo, ficou comprovado que o colostro nao apresentou atividade
antimicrobiana para o Streptococcus sanguis através do método de exposi¢ao direta e
para o teste de difusdo em agar. Porém este resultado ndo esta de acordo com outros
estudos que conseguiram comprovar a atividade antimicrobiana do leite humano,
usando a metodologia do teste de difusdo em agar, embora os microrganismos testados
ndo fossem especificos da cavidade bucal, como Staphylococcus aureus (CHAN, 2003;
OVALI et al.,, 2006), Escherichia coli (CHAN, 2003; OVALI et al., 2006) e
Enterobacter sakazakii (CHAN, 2003; LENATI et al., 2008), Pseudomonas aeruginosa
(OVALI et al., 2006); Candida albicans (OVALI et al.,2006). Todos estes estudos
também comprovaram que a adicdo de ferro ao leite humano diminui sua eficécia

antimicrobiana.

A lactoferrina ¢ uma glicoproteina ferro dependente presente no leite materno
(CHAN, 2003). O aumento da concentracao de ferro no leite satura a atividade desta
glicoproteina diminuindo seu potencial antimicrobiano (OVALI et al., 2006; CHAN,
2003; LENATI et al., 2008). O estado nutricional da doadora do colostro usado na
nossa pesquisa pode ter influenciado no resultado antimicrobiano, uma vez que a
suplementagdo de ferro, através de sulfato ferroso, ¢ realizada em praticamente todas as
unidades neonatal para evitar a anemia da gestante durante o seu pré-natal e do bebé

apds o nascimento.

Segundo Ovali et al. (2006), a lactoferrina se liga apenas ao ferro férrico, no
entanto, mesmo se utilizando o ferro ferroso, este ¢ rapidamente convertido em ferro
férrico no organismo, ligando-se a lactoferrina. O ferro endégeno do colostro pode ter
inativado a lactoferrina presente e assim ter refletido em um resultado diferente do
encontrado na literatura. Para Ovali et al. (2006), se necessario, a suplementagdo de

ferro deve ser dada separada do leite humano.

Outra hipdtese que pode estar relacionado aos nossos resultados ¢ que o colostro

humano, por ser rico em proteinas e gorduras, pode funcionar como sendo um meio de



crescimento para o Streptococcus sanguis e, assim, ndo foi capaz de impedir o seu
crescimento. Desta forma, devemos incentivar as maes a higienizagao da cavidade bucal
dos bebés apds a amamentagdo, mesmo sabendo do potencial antimicrobiano do

colostro materno.

Com base nos resultados encontrados, a conclusdo que o colostro materno nao
apresentou atividade antimicrobiana contra o Streptococcus sanguis merece mais
investigacoes, seja pesquisando sua atividade em relacdo a outros microrganismos da
cavidade oral, seja observando o estado nutricional da mae, seja aumentando o niimero
de amostras ou através de estudos clinicos, ja que na literatura ¢ muito evidente a

potencialidade antimicrobiana do leite humano.

CONSIDERCOES FINAIS

De acordo com a metodologia utilizada o colostro materno nao apresentou atividade
antimicrobiana contra o S. sanguis em testes de exposi¢do direta e halo de inibigdo em
agar.
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