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Fungal contamination in human milk and in the anatomic sites of
breastfeeding mothers and infants
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RESUMO

As infeccdes bacterianas ou fungicas causam quadro clinico de mastite, que motiva desmame precoce.
Os micro-organismos patogénicos, como leveduras do género Candida, quando em numero elevado
no intestino, podem causar disbiose. Nesta pesquisa, foram realizadas a detec¢do e a identificagdo de
microbiota fingica nas amostras de leite humano e de sitios anatdmicos de mulheres e criangas atendidas
pelo Banco de Leite Humano do Instituto Fernandes Figueira. A viruléncia dos isolados de levedura foi
determinada pelos testes de atividade proteolitica. De 64 amostras analisadas, 81% foram positivas para
fungos, com maior prevaléncia de Candida albicans (73%), seguida do complexo C. parapsilosis (15,4%).
Perfis semelhantes aos verificados no total de amostras foram encontrados nas amostras de leite, nas
mamas e na cavidade oral, sugerindo-se a ocorréncia de associagao entre a infecgdo cutdnea da mae e do
lactente com o leite ingerido. O perfil associado a viruléncia dos isolados de Candida foi determinado
pelo teste de produgdo de proteases, e 100% das amostras mostraram resultados fortemente positivos,
indicando alto grau de infecciosidade. A alta prevaléncia de C. albicans nas amostras coletadas de mamas,
no leite e na cavidade oral, é importante fator de risco a satde de lactentes.

Palavras-chave. mastite, cavidade oral, Candida albicans, complexo C. parapsilosis (grupo psilosis),
viruléncia.

ABSTRACT

Bacterial or fungal infections might produce a clinical feature of mastitis, which is one of the main causes
of precocious breast-feeding discontinuity. In addition, when the potentially pathogenic microorganisms
as yeast of Candida genera were in high counting in the intestine, might cause dysbiosis. This study aimed
detecting and identifying fungi in human milk and anatomical sites of breast-feeding women and infants
who were enrolled at Human Milk Bank of the Institute Fernandes Figueira. The virulence of the yeast
isolates was evaluated by means of proteolytic activity tests. Eight-one percent of 64 analyzed samples
showed positive results to fungi, with a highest prevalence of Candida albicans (73%) followed by C.
parapsilosis complex (15.4%). Similar profiles were found in samples of milk, of breasts and of infants
mouth cavity, suggesting a correlation between breast-feeding mothers and infants cutaneous infections
with the ingested milk. The virulence of the isolated Candida was determined by the proteolytic activity
test. All of the isolates (100%) were strongly positive, indicating a high degree of infectivity. The high
prevalence of C. albicans in samples collected from breasts, mouth cavity and milk is a crucial risk factor
for the infants health.

Keywords. mastitis, mouth cavity, Candida albicans, C. parapsilosis complex (psilosis group), virulence.
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INTRODUCAO

Infecgbes cutineas e de partes moles causadas
por espécies de fungos, como as dermatofitoses e
dermatomicoses, sao bastante comuns. Aquelas causadas
por espécies do género Candida nas mamas das nutrizes
tendem a ser manifestar como lesdo eritematosa e
pruriginosa no sulco inframamdrio, levando ao quadro
conhecido por mastite. Essa é uma das principais
causas de abandono precoce de amamentagdo, com
consequéncias nefastas a saude do lactente, incluindo sua
exposi¢ao a fungos patogénicos'

Diversas espécies de Candida sao naturalmente
encontradas vivendo como comensais no organismo
de individuos com sistema imunolégico normal,
numa propor¢do de 47% na cavidade oral, 34% na
regido retal e 23% na cavidade vaginal, sem causar
infec¢oes aos seus hospedeiros, ainda que, por vezes,
sejam detectadas em nuimero elevado®. Isolados
de C. parapsilosis previamente classificadas como
pertencentes aos grupos II e III foram recentemente
reclassificadas  como  espécies  independentes,
denominadas C. orthopsilosis e C. metapsilosis®. De
Toro et al* estudaram 122 isolados do complexo
C. parapsilosis, e classificaram 91% como sendo C.
parapsilosis sensu stricto. A espécie isolada com mais
frequéncia do trato gastrointestinal é Candida albicans,
seguida por C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C.
kefyr, C. guilliermondii, C. lusitaneae, C. dubliniensis e
C. glabrata®®. C. albicans ¢ um importante comensal
da microbiota de humanos e animais, mas é também o
principal fungo patogénico de humanos, considerado
0 quarto entre os micro-organismos responsdaveis por
infecgoes sistémicas de origem hospitalar®'® Micro-
organismos  potencialmente patogénicos, como
leveduras do género Candida, também podem estar
presentes em numero elevado em caso de disbiose
intestinal®.

A produgao de aspartil proteinase (Sap), assim
como a producao de fosfolipase, esta correlacionada com
a habilidade de aderéncia ao tecido do hospedeiro'' ¢,
incluindo adesdo as proteinas da matriz extracelular
como fibronectina, laminina e coldgeno". Pela
formagdo de tubo germinativo, podem aumentar o
potencial de viruléncia nas infecgdes em mucosas e pele
e na dissemina¢do endovenosa®.

Tendo em vista a importancia da alimentagdo
com leite humano para a satde do lactente, esta pesquisa
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objetivou detectar e identificar a microbiota fungica
de leite humano e de sitios anatdmicos de mulheres
e criancas atendidas pelo banco de leite humano do
Instituto Fernandes Figueira da Fiocruz.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

Foram avaliadas um total de 64 amostras,
sendo 25 de leite humano ordenhado e 39 de swabs
de sitios anatomicos de lactentes e lactantes atendidos
pelo banco de leite humano ordenhado do Instituto
Fernandes Figueira (IFF). Dos lactentes, coletaram-
se 18 amostras da cavidade oral, enquanto que, das
lactantes, foram amostradas as mamas (mamilo e
aréola), num total de 21.

Das 25 amostras de leite humano ordenhado cru,
18 foram provenientes das mesmas lactantes das quais
foram coletados swabs das mamas, aréolas e da boca
dos seus respectivos lactentes. Outras sete amostras de
leite foram de doadoras voluntirias do banco de leite
Humano do IFE.

S6 foram incluidos no estudo as lactantes e os
recém-nascidos cujos pais concordaram em participar
por meio de consentimento livre e devidamente
esclarecidos a despeito de alguma doenga de base.

Exame microscopico direto

Inicialmente, as amostras de leite foram
centrifugadas por 15 minutos a 3.000 x g e o sedimento
examinado “a fresco” ao microscopio. Nas amostras de
swabs, foram feitos esfregacos e corados pelo método de
Gram e analisados ao microscépio.

Exame por cultivo

Amostras de leite (apds centrifugacio) e
swabs foram semeados por estriamento em meio
Sabouraud (Difco) e Mycosel® (BD-BBL) e, apds o
crescimento, foram reisoladas em meios especiais, dgar
batata dextrose (Difco) e Lactrimel, preparados de
acordo com Sidrim e Moreira?'. Culturas presuntivas
para leveduras foram semeadas em agar extrato de
arroz (Rice Extract Agar, Difco) para prova do tubo
germinativo e forma¢ao de clamidoconideos. Além
dos testes morfologicos, os isolados de leveduras foram
identificados por meio de testes bioquimicos com o
auxilio do equipamento VITEK® (bioMérieux, Franga) e
por semeadura em CHROMadgar Candida ® (BD-BBL).
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Analise de viruléncia

Os isolados de leveduras foram testados para
atividade de proteinase utilizando 4gar proteinase
preparado de acordo com Ruchel et al.'’. Inoculou-se
uma al¢ada de cada isolado no centro da placa de Petri
contendo agar proteinase seguida de incubagio a 36 °C
por quatro dias. A presenca da enzima foi observada pela
formacao de um halo transparente devido a hidrolise
da proteina ao redor da colonia. A atividade enzimatica
(Pz) foi medida de acordo com Price et al.??> (Tabela 1),
calculando-se a razdo entre o didmetro da colonia e o
didmetro do halo transparente de hidrolise.

Tabela 1. Interpretacio da atividade enzimadtica para avaliagdo do
grau de viruléncia conforme estabelecido por Price et al.”

Pz Atividade enzimatica Codigo
=1,0 Negativa 1
>0,64<1,0 Positiva 2

< 0,64 Fortemente positiva 3
RESULTADOS E DISCUSSAO

Exame microscopico direto

O exame microscopico direto revelou apenas
5,4% de positividade. Por outro lado, quando as amostras
foram semeadas em meio de cultivo, 81% apresentaram
contaminagdo fungica (Figura 1), sugerindo que o exame
microscopico direto nao pode ser empregado como
unica forma de diagndstico.

Identificacdo e ocorréncia de espécies fungicas

O percentual das diferentes espécies encontradas
no total de amostras contaminadas com fungos é
mostrado na Figura 2. C. albicans seguida do complexo
C. parapsilosis predominaram no total de amostras
positivas. De maneira similar, outros autores também
observaram dominancia de C. albicans, seguida de C.
parapsilosis em sitios anatomicos e fungemias®**. Foi
verificado que mulheres que amamentam com dor no
mamilo sdo mais frequentemente diagnosticadas como
portadoras de candidiase por C. albicans que mulheres
que amamentam sem dor’. Da mesma forma, Andrews
et al.! encontraram C. albicans mais frequentemente em
maes que amamentam e relatam dor quando comparadas
a maes assintomaticas.

Krcméry e Kovacicova® verificaram em um
periodo de dez anos que, embora C. albicans permanega
como a espécie mais frequentemente isolada, houve
aumento de outras espécies de Candida em 46,3%, de
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1991 a 1998. C. albicans representou 61,6% de todas
as fungemias, seguidas de C. parapsilosis (9,9%), C.
krusei (5,8%), C. tropicalis (4,1%), C. glabrata (3,2%),
C. guilliermondii (1,2%) e C. lusitaniae (0,9%). Na
presente pesquisa, foram encontrados, 73% de C.
albicans, 15,4% do complexo C. parapsilosis e 5,8%
de C. tropicalis, sendo que fungos filamentosos do
género Aspergillus representaram a terceira espécie
fungica de maior incidéncia (7,7%). Quando sao
consideradas apenas as amostras de leite, fungos do
género Aspergillus representaram a segunda espécie
mais incidente (15,8%), juntamente com o complexo C.
parapsilosis.

(4)

94,55%

5,45%

@ negativo o positivo

(B)
18,75%

81,25%

W negativo Opositivo

Figura 1. Percentuais de positividade para a presenca de fungos pelo
exame microscopico direto (A) e por cultivo (B) do total de 64 amos-
tras coletadas de leite humano e swabs de sitios anatdbmicos de lacten-
tes e lactantes

Candida tropicalis Trichosporon pululans
0,

) 58%  1,9%
Aspergillus spp - 7,7% . oo

Candida parapsilosis
15,4%

73%
Candida albicans

Figura 2. Percentual de diferentes espécies fungicas encontradas no
total de 52 amostras positivas (81,25%)
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Perfis semelhantes aos verificados no total de
amostras foram encontrados no leite, nas mamas e na
cavidade oral (Figura 3), sugerindo uma transferéncia
da infec¢ao das mamas das lactantes para o leite e,
consequentemente, para os lactentes.

Por outro lado, leveduras do género
Trichosporon foram encontradas somente no leite,
indicando contaminag¢do proveniente do ambiente e/ou
manipulagio.

Segundo Contreras et al¥, C. albicans
representou 40% dos isolamentos (23,3% em criancas
saudaveis e 82,4% naquelas com candidiase bucal) de
124 criangas acompanhadas longitudinalmente, dos
15 dias de vida até os 16 meses. Assim, a combina¢do
destas duas caracteristicas de C. albicans, alta incidéncia
e longa permanéncia, podem comprometer severamente
a sanidade de lactentes.

Tortora et al.”® afirmaram que a microbiota da
mucosa da boca usualmente suprime o crescimento de
fungos como C. albicans. Entretanto, neste estudo, todas
as amostras da cavidade oral foram positivas para fungos,
com predominancia de C. albicans (83,3%). De outra
forma nao foram encontradas as leveduras C. tropicalis e
T. pululans presentes no leite.

Embora muitos membros desse género sejam
encontrados intraoralmente (C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilosis e C. guilliermondii), eventualmente causam
doenga, sendo a candidiase bucal provocada mais
frequentemente por C. albicans, considerada a mais
patogénica®?'.

Almeida® observou a ocorréncia de bolores
e leveduras em 69,4% das amostras de leite humano
coletadas no IFE, com contagens na ordem de 10° UFC/
mL. Foram efetuadas modificagdes na técnica de coleta
e as contagens foram repetidas, revelando redugdo na
incidéncia desses micro-organismos para 16,7% das
amostras e contagens inferiores a 3,0 x 10* UFC/mL.

A alta incidéncia de C. albicans nas mamas,
cavidade oral de lactentes e no leite é uma fator de
risco a sanidade dos lactentes. O género Candida,
composto por leveduras comensais na pele humana
e dos animais vertebrados, vem sendo estudado
recentemente em vdrias reformulacdes a respeito
de sua classifica¢do, taxonomia e viruléncia, e com
relacdo ao seu papel na doenga cutinea e sistémica®.
Espécies de Candida estao relacionadas ao abandono
da amamentagdo e quadros de diarreia apresentados
por criangas internadas e alimentadas com leite
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materno e leite maternizado, sobretudo em pacientes
imunodeprimidos. Em adi¢ao, leveduras do género
Candida sdo consideradas potencialmente patogénicas
quando presentes em numero elevado em casos de
disbiose intestinal’.

(A)
Candida tropicalis Trlcgo;goron pululans
105% 227
Aspergillus spp :
15,8%

52,6%

15,8%
Candida albicans

Candida parapsilosis

(B)

Aspergillus spp
. o 6,7% Candida albicans
Candida parapsilosis . 80%

20%

©

Candida parapsilosis
16,7% 0%

Candida albicans
83,3%

Figura 3. Percentual de ocorréncia de diferentes espécies fungicas no
leite humano (A), nas mamas das nutrizes (B) e na cavidade oral de
lactentes (C)

Produgio de proteinase

Um dos fatores de viruléncia do género Candida
mais estudado é a produgdo de enzimas extracelulares,
como proteinases acidas e fosfolipases, uma vez que
exercem importante papel na patogénese. O perfil
associado a viruléncia das espécies de Candida foi
determinado pelo teste de produgido de proteinase acida,
sendo observado que 100% foram fortemente positivas,
indicando alto potencial de viruléncia. Foram testados
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18 isolados de C. albicans, sendo seis das mamas, seis da
cavidade oral e seis do leite, que apresentaram atividade
enzimatica (Pz) média e desvio-padrao de 0,37 £ 0,06,
0,42 £ 0,11 e 0,35 £ 0,10, respectivamente. De maneira
similar, trés isolados de Candida do complexo psilosis
(respectivamente de mama, cavidade oral e leite)
apresentaram Pz de 0,54, 0,38 e 0,45, e também foram
classificados como fortemente positivos para produgio
de proteinases. Um isolado de leite de C. tropicalis foi
igualmente fortemente positivo para o teste de proteinase
(Pz0,37).

Ruchel et al."! e MacDonald** demonstraram
que atividades distintas de proteinases podem ser
apresentadas por diferentes linhagens de C. albicans e
diferentes espécies de Candida. Também foi observado
que existe tendéncia de correspondéncia entre
quantificagdo de proteinases e ordem de viruléncia de
espécies (C. albicans > C.tropicalis > C.parapsilosis > C.
krusei > C. glabrata > C. guilliermondii). Diferentemente,
os resultados aqui apresentados mostraram que todas as
leveduras isoladas independentemente da espécie foram
fortemente proteoliticas. Conclui-se que os isolados de
Candida spp. podem ser considerados potencialmente
oportunistas e/ou patogénicos.

Resultados semelhantes foram relatados por
Penha®, que observou elevada atividade proteolitica
em 100% dos isolados de C. albicans de pacientes da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo.
Candido et al.* relataram atividade proteolitica em 66,7%
de C. albicans isoladas da mucosa bucal de pacientes da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto.

Holmstrup e Samaranayake” acreditam que o
desequilibrio da microbiota bucal e a imaturidade dos
mecanismos de defesa sao responsaveis pela sensibilidade
aumentada a candidiase durante o periodo neonatal.
Dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro, a
colonizagao por Candida, inicialmente superficial, pode
se disseminar. A infecgdo por espécies do género Candida,
segundo Ghannoum®, comegaria pela aderéncia da
levedura as células da pele e das mucosas, e seguiria
com a multiplicacdo celular, formando posteriormente
tubo germinativo e hifas que produziriam proteinases e
fosfolipases, permitindo a sua penetragdo e a consequente
resposta inflamatdria.

CONCLUSAO

Todas as espécies de leveduras apresentaram
elevada atividade de proteases e, portanto, com alto
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potencial associado a viruléncia e potencial para
tornarem-se patogénicas. Existe uma relagdo da infecgao
cutanea damae e dolactente, assim como do leite ingerido,
indicando alto grau de infectividade dessas leveduras.
Conclui-se que o aspecto higiene é fundamental quando
da entrega da alimentacdo ao recém-nascido, seja por
meio da amamentagdo por féormulas ou ao peito.
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