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RESUMO 

Após o nascimento, os recém-nascidos são expostos a vários tipos de micro-organismos. 

Alguns destes podem determinar processo infeccioso devido a sua imaturidade imunológica. 

Dentro deste processo, a amamentação tem um papel importante oferecendo anticorpos 

passivamente, principalmente a imunoglobulina A, na sua forma secretora (IgAS). Klebsiella 

pneumoniae (K. pneumoniae), Staphylococcus aureus (S. aureus), Escherichia coli (E. coli) e 

Salmonella enteritidis (S. enteritidis) estão entre as principais bactérias responsáveis pelo 

grande número de infecções neonatais graves, especialmente em bebês prematuros. No 

entanto, pouco se sabe sobre a especificidade dos anticorpos IgA do colostro contra tais 

espécies. Nesse sentido, buscou-se avaliar a presença e a especificidade de anticorpos IgA do 

colostro de 48 mães contra extratos proteicos dessas bactérias e compará-las entre si. As 

amostras foram colhidas assepticamente nas primeiras 24 horas pós parto. A especificidade de 

IgA contra tais extratos bacterianos foi analisada por ensaios de Western blot. A presença de 

IgAS específica contra antígenos de K. pneumoniae, E. coli,  S. enteritidis e S. aureus foi 

encontrada respectivamente em 53%, 60%, 62% e 93% das amostras de colostro. As IgAS 

mais detectadas foram as que reagiram contra antígenos de maior peso molecular, como o do 

S. aureus de peso molecular de 230 kDa, encontrado em 56% das amostras. No entanto, cerca 

de 40% das amostras não apresentaram IgA reativo a K. pneumoniae, S. enteritidis ou E. coli, 

denotando uma lacuna na proteção conferida por estas amostras. Desta maneira, concluiu-se 

que as evidências clínicas da importância do aleitamento materno para a proteção 

imunológica do neonato estão condizentes com os achados imunológicos observados, já que, 

a maioria das amostras apresentaram IgAS reativo contra as espécies testadas. No entanto, a 

aplicação e desenvolvimento de imunoterapias durante a gestação, utilizando-se os antígenos 

frequentemente detectados, poderiam ser uma ferramenta importante para potencializar a 

presença de IgAS no colostro. 

Palavras-chave: enterobacteriaceae , Staphylococcus aureus, colostro, Imunoglobulina A secretora  
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ABSTRACT 

 

After birth, newborns are exposed to a several types of microbial antigens. Some of which can 

determine an infection due to the their immunological immaturity. Breastfeeding plays an 

important role against these microorganisms by offering immunoglobulin A (IgA). Klebsiella 

pneumoniae (K. pneumoniae), Staphylococcus aureus (S.aureus), Escherichia coli (E. coli) e 

Salmonella enteritidis (S. enteritidis) are among the main bacteria responsible for the large 

number of serious infections, especially in premature babies. In this respect, we aimed to 

assess the specificity of IgA antibodies from the colostrum of 48 mothers against antigens of 

those bactérias, and compare them with each other. Then, colostrum samples were collected 

aseptically in the first 24 hours after delivery. The specificity of IgA against extracts of those 

bacteria was analyzed by the western blot. The results showed that the high molecular weight 

proteins were more frequently detected. 93% of the samples had IgA against S. aureus 

(p<0.05) and many reactive bands were observed (p<0.05). Other bacteria have also been 

recognized by colostrum IgA, but only 53%, 62% and 60% samples, respectively, for K. 

pneumoniae, S. enteritidis and E. coli. These results collaborate with other studies that 

showing the importance of breastfeeding in the control neonatal infections. However, about 

40% of the samples showed no reactive IgA to K. pneumoniae, S. enteritidis and E. coli. In 

conclusion, the clinical evidence of the importance of breastfeeding for the immune protection 

of the neonate was consistent with the observed immunological findings, since most samples 

showed IgAS reactive against those species tested. However, the application and development 

of immunotherapies during pregnancy, focused in the frequently detected antigens could be 

an important tool to enhance the presence of IgAS in colostrum.  

Keywords:  enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, colostrum, Immunoglobulin A Secretory 
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1. INTRODUÇÃO 

 Segundo a Organização Mundial de Saúde, 6,3 milhões de crianças com idade inferior 

a 5 anos morreram em 2013 e destas, 45% no período neonatal. Este é o período mais 

vulnerável para a sobrevida de uma criança (WHO, 2013). A infecção bacteriana neonatal 

continua a ser uma das principais causas de morbidade e mortalidade neste período, apesar 

dos avanços tecnológicos significativos. No Brasil, estima-se que aproximadamente 60% das 

causas de mortalidade infantil ocorrem durante o período neonatal, sendo as “infecções 

relacionadas a assistência a saúde”, uma das principais causas, chegando a afetar mais de 30% 

dos neonatos. (Silva et al., 2013) 

 A maior suscetibilidade à infecção bacteriana neonatal é explicada, em parte, pela 

imaturidade imunológica relativa do recém-nascido, que é consequência direta da adaptação 

imunológica durante o período transitório da vida intra para a extra-uterina (Mussi-Pinhata et 

al., 2001, Chirico et al., 2008). A ontogenia do sistema imunológico começa mais cedo no 

embrião e continua durante a vida fetal, mas é completado somente alguns anos após o 

nascimento (Chirico et al., 2008; Hanson et al.,1990). No entanto, práticas hospitalares, 

maternas e obstétricas, podem contribuir para a ocorrência de contaminação bacteriana que 

podem resultar em infecções gastrointestinais e respiratórias (Manjarrez-Hernandez et al., 

2000), bem como a sepse neonatal, com um envolvimento sistêmico (Silva et al., 2013). 

 A sepse neonatal, a terceira causa mais comum de morte no início da vida, resulta em 

meio milhão de mortes a cada ano, sendo que a grande maioria dos casos está em países em 

desenvolvimento (Downie et al., 2013). Dados de estudo de coorte indicaram que as taxas de 

infecção em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN) foram maiores na América 

Latina do que nos países desenvolvidos (37% e 15%, respectivamente). Aproximadamente 

um terço dos pacientes latino-americanos que adquiriram infecção em UTIN foram a óbito, 

sendo esta taxa maior entre os de neonatos de baixo peso extremo ao nascer (Berezin et al., 
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2014). A sepse aumenta significativamente os custos tanto na UTIN quanto no 

acompanhamento social e educacional das crianças que sobrevivem com “déficits” no 

desenvolvimento neurológico (Patel et al., 2013). Estes “déficits”, inclusive paralisia cerebral, 

ocorrem devido a exposição do cérebro prematuro a mediadores inflamatórios durante 

processos infecciosos levando a hemorragia cerebral e a lesão da substância branca (Silveira 

et al., 2010). 

 Os patógenos mais comumente isolados e implicados nas infecções neonatais, nos 

países em desenvolvimento, são Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), Escherichia coli (E. 

coli), Salmonella enteritidis (S. enteritidis) e Staphylococcus aureus (S. aureus) (Jyothi et al., 

2013, Downie,2013).  

            Dentre estas, a E. coli está entre as principais bactérias envolvidas na sepse neonatal 

(Zaidi et al., 1991, Couto et al., 2007). Em condições normais, esta espécie coloniza o trato 

gastrointestinal do neonato, dentro de algumas horas de vida e desenvolve uma relação de 

mutualismo com o hospedeiro (Nataro et al.,1998). Alguns sorotipos de E. coli, tais como: 

E.coli enteropatogênica, E.coli enterohemorrágica, E.coli enteroagregativa e E.coli 

enterotoxigênica foram relatados como os principais causadores de diarreias em crianças de 

até um ano de idade (Gomes et al., 1996; Nataro et al., 1998; Franzolin et al., 2005; Orlandi, 

et al., 2006). Também o sorotipo O6 de E. coli foi detectado em muitos neonatos com 

meningite (McCracken et al., 1974) e septicemia (Freij et al., 1999). Outra síndrome clínica 

que resulta de cepas patogênicas é Infecção do Trato Urinário (Nataro et al., 1998). 

 Uma outra bactéria relevante nas infecções gastrointestinais neonatais é a S. 

enteritidis, sendo que no recém-nascido, a infecção por esta bactéria geralmente ocorre após a 

1ª semana de vida, gerando uma gastroenterite aguda e causando sérias complicações para o 

neonato, como sepse e/ou menigite (Ferreira et al., 2007). 
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 S. aureus tem sido associada a várias infecções no período neonatal, como sepse 

neonatal tardia (Downie et al., 2013), impetigo (Jursa-Kulesza et al., 2009), artrite e 

osteomielite (Montgomery et al., 2013). Os principais antígenos de S. aureus são 

predominantemente relacionados com a superfície bacteriana, tais como polissacarídeos 

capsulares, ácido teicóico, peptidoglicano, adesinas e proteína A, e também suas toxinas 

(Holtfreter et al., 2010).  

 Klebsiella spp são patógenos oportunistas que dão origem a pneumonia, bacteremia e 

infecções do trato urinário (Escobar et al.,1996) e é relatada como um agente comum em 

casos de sepse neonatal (Jyothi et al.,2013; Vijayakanthi et al., 2013), sendo associada às 

altas taxas de morbidade e mortalidade, muitas vezes através de cepas multirresistentes a 

antibióticos associados à produção de beta-lactamase (Vijayakanthi et al., 2013).   

                         Após o nascimento, com a interrupção da transferência de IgG via cordão 

umbilical, a mãe tem a possibilidade de oferecer ao recém nascido, uma outra forma de 

proteção passiva, representada pelo aleitamento materno, que possui propriedades protetoras 

indiscutíveis (Hanson et al., 1998). Comparações entre crianças alimentadas com fórmulas e 

em aleitamento materno exclusivo mostram que o leite materno reduz os quadros de infecção 

em bebês, especialmente aqueles que vivem em más condições de higiene (Yoon et al., 1996, 

Barros,1982). A gravidade de infecções gastrointestinais e respiratórias é muito menor em 

lactentes amamentados ao seio do que em crianças alimentadas com mamadeira (Tomicic et 

al., 2010; Hanson et al., 1998), aumentando assim, as chances de sobrevivência para as 

crianças no primeiro ano de vida (Glass et al., 1989; Chirico et al., 2013, Hanson et al.,1990). 

A amamentação, mesmo não exclusiva, diminuiu o risco de sepse neonatal quando 

comparados com crianças não amamentadas em país em desenvolvimento (Hanson et al., 

1998). Crianças que não receberam leite materno ou o receberam parcialmente tiveram 2,23 

vezes risco maior de morrer que as em aleitamento exclusivo, durante os 4 primeiros meses de 

vida e 2,40 e 3,94 vezes maior de morte devido a infecções respiratórias e diarreia 
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respectivamente. (Arifeen, 2001). Pretermos apresentaram significante menor índice de 

enterocolte necrotizante quando recebiam leite materno parcial ou exclusivo (Araújo et al, 

2005) 

 O leite materno e o colostro contêm uma infinidade de componentes da imunidade 

inata e específica, aumentando as condições para uma vida saudável de um bebê, como as 

imunoglobulinas (Hanson et al., 1985, 1990), cujas concentrações são muito elevadas no 

colostro, onde constituem a maior parte do conteúdo proteico, chegando a mais de 90% no 

primeiro dia de lactação (Araújo et al., 2005; Barros,1982). Os níveis de IgA são maiores em 

pretermos do que nos a termos (Araújo et al., 2005; Chirico et al., 2013; Rupulo et al., 1998). 

Ambos apresentam uma redução nestas concentrações com o decorrer da lactação, porém a 

quantidade de anticorpos ingeridos permanece inalterada, nos 2 a 3 primeiros meses de vida 

em virtude do aumento do consumo de leite (Araújo et al., 2005; Barros, 1982). 

 A IgA é a principal imunoglobulina do leite humano, estando em sua forma secretora 

(IgAS). A segunda maior classe de imunoglobulina encontrada no leite materno é a IgM que 

tem níveis muito parecidos com os encontrados em soro humano. Outra imunoglobulina, que 

vale destaque, é a IgG que se apresenta em concentrações muito menores que as outras 

imunoglobulinas e diminui ao longo da lactação (Brandtzaerg, 2013; Araújo et al., 2005).  

            O papel da IgAS do colostro, frente a antígenos bacterianos, é o de aglutinação, 

impedindo sua aderência às superfícies mucosas, não permitindo que atravessem a barreira 

epitelial, protegendo o recém-nascido contra a invasão microbiana e também o de neutralizar 

as toxinas liberadas pelos patógenos (Hanson,1998; Hurley et al., 2011; Grassi et al., 2001). 

Não possui atividade opsônica, mas pode induzir a fagocitose pelos neutrófilos (Grassi et al., 

2001; Rupulo, 1998). Apresenta uma limitada ativação do complemento, o que permite agir 

de uma maneira não inflamatória (Hurley et al., 2011), sem dano tecidual e sem gasto de 

energia, importante para um organismo que necessita de energia para o seu crescimento e 
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desenvolvimento (Hanson,1998). Por apresentar resposta local e meia-vida curta, a IgAS nem 

sempre protege contra a reinfecção (Rupulo, 1998).         

 O reconhecimento do espectro de anticorpos antibacterianos oferecidos pelo leite 

materno é de grande interesse, pois possibilita o entendimento sobre a função destes no 

desenvolvimento pós-natal e controle de uma flora normal ou patogênica do trato 

gastrointestinal. Assim, a amamentação pode proporcionar uma fonte natural de um amplo 

espectro de anticorpos maternos maduros no lactante e resultando em uma imunização passiva 

do bebê já que recebe anticorpos contra patógenos ambientais que podem ser infecciosos 

(Hanson et al., 1998) 

 Ao contrário de muitas espécies de animais, como roedores e gado, em seres humanos, 

os anticorpos do leite materno não atravessam a camada epitelial da mucosa, por isso não 

entram na circulação do recém-nascido, dando apenas uma proteção contra microrganismos 

transitórios locais (van de Perre, 2003). Sendo a cavidade bucal, a porta de entrada de 

inúmeras espécies microbianas, esta transmissão passiva de anticorpos de mãe para o feto, 

representa a primeira linha de defesa das mucosas, conferindo proteção contra infecções e 

revestindo as superfícies mucosas, impedindo a adesão e invasão nos tecidos contra uma 

variedade de micro-organismos (Hanson, 1998, van de Perre, 2003). 
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2. HIPÓTESE 

 Com base nas relevantes propriedades clínicas e evidências epidemiológicas que o 

aleitamento materno apresenta contra infecções bacterianas de neonatos (nas sepses e 

gastroenterites), espera-se que amostras de colostro apresentem elevados níveis de IgAS 

específico contra as bactérias S. aureus, E. coli, K. pneumoniae e S. enteritidis, imunizando 

passivamente o neonato.  
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3. JUSTIFICATIVA  

                 A literatura traz poucas informações a respeito desta resposta e especialmente a 

especificidade da IgAS contra antígenos das bactérias testadas, daí a importância do presente 

estudo.  
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4 . OBJETIVOS 

4.1 GERAL 

 Avaliar a presença de anticorpos IgAS em amostras de colostro, contra espécies 

envolvidas em infecções neonatais, tais como S. aureus, K. pneumoniae, S. enteritidis e E. 

coli, comparar suas prevalências, para elucidar a proteção imunológica adaptativa conferida 

pela mãe através da amamentação, em uma população brasileira contra tais infecções. 

 

4.2 ESPECÍFICO 

            Verificar os antígenos das bactérias S. aureus, K. pneumoniae, S. enteritidis e E. coli 

reconhecidos por IgAS de colostro, com seus pesos moleculares, identificando os mais 

frequentes, comparando os resultados. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 4.1. Delineamento experimental 

 Um total de 48 mães foram incluídas neste estudo, após a assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) com direito de interrupção em qualquer momento 

do estudo. O Comitê de Ética da Universidade de Uberaba (UNIUBE) (Anexo 1) e o Comitê 

de Ética da USP de Ribeirão Preto (Anexo2) aprovaram a realização deste estudo. Os critério 

de inclusão foram: mães saudáveis, sem estar utilizando quaisquer medicamentos que 

interferissem na lactação, sem nenhuma intercorrência durante a gravidez ou no parto, sendo 

este a termo (acima de 39 semanas de gestação). As coletas do colostro foram realizadas no 

período matutino, com menos de 24 horas após o parto na MATER (Centro De Referência 

Em Saúde Da Mulher do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto/Universidade de São Paulo). Estas amostras foram processadas e analisadas nos 

Laboratórios de Biopatologia e de Microbiologia da UNIUBE.  

  

 4.2. Coleta de amostras e níveis de imunoglobulinas 

 As amostras de colostro foram coletadas por expressão manual em tubos de 

polipropileno estéreis de 15 mL, nas primeiras 24 horas após o parto, no período matutino. 

Após a coleta, as amostras maternas foram transportadas em gelo para o laboratório, 

centrifugado a 1300 xg durante 7 min para remover os componentes lipídicos e armazenadas a 

-80ºC até a realização dos imunoensaios.  

  A concentração das imunoglobulinas nas amostras de colostros utilizadas neste estudo 

foram avaliadas por ELISA previamente em outro estudo. Os níveis médios de IgA foi 2850 

mg/100mL; de IgM 321,8 (± 90,3) e de IgG, 88,3 (± 51,5) (Petrechen et al., 2015).  
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 4.3. Ensaios para análise da complexidade de resposta de IgA  contra antígenos 

de E. coli,  S. enteriditis, S. aureus e K. pneumoniae 

 4.3.1. Preparação de antígenos de bactérias 

Padrões de reatividade de anticorpos IgAS contra antígenos de S. aureus (ATCC 

25923), K. pneumoniae (ATCC 13883), S. enteritidis (ATCC 13076) e E. coli (ATCC 11303) 

foram determinadas em ensaios de Western blot. Células foram obtidas de 15 mL de material 

das culturas, após centrifugação a 1.300 xg a 4
o
C, durante 10 min. . Absorbâncias foram 

ajustadas para A600nm=1 e então separadas. Aos precipitados de células acrescentou-se água 

destilada tampão desnaturante 0,25M Tris HCl pH 6.8 (contendo 8% SDS, 20% de ditiotreitol 

1M, 30% de glicerol e 0,2% de azul de bromofenol) na proporção de células de 1mL de 

cultura para 15uL de H2Od e 15uL de tampão desnaturante.  As suspensões celulares foram 

então fervidas durante 5 minutos para extração das proteínas e inativação de proteinases. A 

seguir os extratos foram imediatamente colocados em banho de gelo e congelados a –80
o
 C. 

Para monitoramento do padrão de antígenos destes extratos, alíquotas dos mesmos foram 

analisadas em géis de poliacrilamida-SDS corados com Coomassie Blue R 250.  

 4.3.2. Análise da complexidade de resposta de IgA contra antígenos bacterianos 

em ensaios de western blot  

As proteínas das preparações de antígenos descritas no item 3.4.1 foram separadas por 

3 horas a 24 mA/gel em géis duplicata de poliacrilamida-SDS a 6% preparados com auxílio 

de sistema de mini-géis Mini Protean II (BioRad, CA, USA). Após separação eletroforética 

das proteínas nos géis duplicata, um destes foi transferido para membrana de nitrocelulose 

(BioRad, CA, USA) durante 1,5h a 50V constantes, com auxílio de aparato Mini TransBlot 

(BioRad, CA, USA). O segundo gel foi corado com Coomassie Blue R250 (Sigma, MO, 

USA) para análise do padrão dos antígenos separados. Padrões de pesos moleculares pré-

corados (BioRad, CA, USA) foram incluídos em todos os géis. As membranas de 
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nitrocelulose contendo os antígenos, foram então bloqueadas através da incubação a 4ºC 

“overnight” com tampão de bloqueio TBST (100mM Tris com 10% Tween) pH 7,5 contendo 

5% de leite desnatado. A seguir, as mesmas foram incubadas com amostras de colostro 

diluídos 1:4.000) no mesmo tampão durante 1 hora, a temperatura ambiente e sob agitação. 

Como controles negativos, membranas duplicata foram incubadas apenas com TBST mais 5% 

de leite em pó desnatado. Após 8 lavagens de 10 minutos cada com 80mL de TBST pH 7,5, 

as membranas foram incubadas por 1 hora sob agitação a temperatura ambiente, com 

anticorpo purificado de cabra anti-IgA humana conjugado com peroxidase 

(Zymed/Invitrogen, CA, USA), diluído 1:4000 em TBST com 5% de leite em pó desnatado. 

Nova série de 8 lavagens durante 10 minutos cada, foi então realizada.  

A seguir, as reações com anticorpo secundário foram reveladas usando-se o sistema 

quimioluminescente ECL (Amersham, NJ, USA). A detecção das bandas de antígenos 

reconhecidos por Ig foram detectadas através da exposição de filmes de raios X (Kodak, NY, 

USA) às membranas durante 5 minutos. Após a revelação dos filmes sensibilizados, imagens 

digitais de alta resolução dos mesmos foram capturadas em scanner (BioRad), para evidenciar 

a presença ou a ausência das bandas, cujo peso molecular foi calculado através de uma 

equação baseada no peso molecular padrão utilizado. Os géis em duplicata para análise do 

padrão de antígenos testados foram incubados com solução de 7% ácido acético e 10% 

metanol, durante 15 minutos e, a seguir, corados por 2 horas com solução de Coomassie Blue 

filtrado (0,1% Coomassie Blue, 50% metanol e 10% de ácido acético). Após isto, os géis 

foram novamente incubados com solução descorante (7% de ácido acético e 10% de metanol) 

durante 18h. Os géis foram então lavados com solução de glicerol a 10% e secados entre 

folhas de celofane. 
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4.4. Análises estatísticas. 

As comparações das frequências de amostras de colostro com diferentes 

especificidades de anticorpos IgA foram realizadas pelo teste do qui-quadrado. O número 

médio de bandas de IgA reativos em extratos de antígenos também foi determinado. 

Apresentaram distribuição normal. Os valores foram expressos em Média ± Desvio Padrão, e 

a comparação entre os grupos foi realizada por meio de ANOVA. A frequência das amostras 

mais detectadas com seus respectivos pesos moleculares, também foram analisadas e 

comparadas por meio de ANOVA. As correlações entre as concentrações de IgA específica e 

padrões de reações de anticorpos entre as amostras foram testadas por análise de correlação de 

Pearson. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. O teste de 

Normalidade foi o D-Agostini-Pearson e o programa utilizado BioSTAT.  
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5. RESULTADOS 

 5.1. Resposta de IgA específica contra extratos bacterianos. 

 Na figura 1, observamos 3 imunoensaios de amostras distintas de colostro contra as 

bactérias testadas. Na Tabela 1, a frequência de amostras (n=48), com resultados positivos e 

negativos para as quatro bactérias testadas. Foi considerado positivo, quando aparecia pelo 

menos uma banda detectável. A maioria das amostras apresentou IgA reativa para bactérias 

testadas. O S. aureus foi mais detectado em relação a outros extratos, seguindo por S. 

enteritidis, E. coli e K. pneumoniae.  

 

 

Figura 1. Imunoensaios de amostras de colostros (1, 2 e 3) contra os extratos bacterianos de S. aureus, E. coli, S. 

enteritidis e K. pneumoniae 
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Tabela1. Número de amostras com resposta positiva e negativa de IgA contra os extratos bacterianos.  

   

  
         Número de amostras   (%) 

com:      

Bactéria   Resposta Positiva   Resposta Negativa   

                  

S. aureus 

 

45 (93,8)
1,2,3 

 

3 (6,2)
1,2,3 

 K. pneumoniae 

 

27 (56,3)
2- 

 

21 (43,7)
2 

 E. coli  29 (60,4)
1- 

 19 (39,6)
1 

 

S. enteritidis  30 (62,5)
3 

 18 (37,5)
3 

 
 
1
 Qui-quadrado, p=0.001, q=15.10                            

2
 Qui-quadrado, p=0.001, q=18.00                            

3
 Qui-quadrado, p=0.001, q=17.10  

 

 

 5.2. Complexidade da resposta de IgA contra antígenos bacterianos. 

 A complexidade de resposta de IgA das amostras de colostro contra os extratos de 

bactérias foram definidos pelo número de bandas de IgA-reativas identificadas nas amostras. 

Este número contra S. aureus, variou de 2 a 11 (média: 4,89 ± 2,19), contra K. pneumoniae de 

1 a 11 (média: 2,93 ± 2,19), contra S. enteritidis, de 1 a 11(média: 3,73 ± 2,21),  e contra E. 

coli de 1 a 8 (média: 3,76 ± 1,911),  . Na Figura 2, verificamos o número médio das resposta 

das bandas IgA-reativas aos antígenos microbianos de S. aureus, E. coli, S. enteritidis e K. 

pneumoniae, sendo comparadas utilizando ANOVA. 
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Figura 2. Número médio de bandas em amostras com IgA reativos aos antígenos bacterianos de S. aureus, E. 

coli, S. enteritidis e K. pneumoniae 

 

*p=0,02  **p=0,02  ***p=0,04, ANOVA 

   
 

5.3. Especificidade da IgA do colostro contra as bandas dos extratos bacterianos 

separados pelo SDS-page. 

 O rastreamento das bandas reconhecidas por IgA, detectadas nos extratos bacterianos, 

foram analisadas e o seu peso molecular (kDa) calculado pela equação obtida através da 

análise das bandas do peso molecular padrão. Na Figura 3, observamos os valores dos pesos 

moleculares das bandas detectadas por IgA contra os extratos bacterianos nas amostras 

testadas. Houve uma grande variação nas bandas reconhecidas por IgA para cada extrato 

bacteriano, sendo que a maioria dessas, apresentaram um de elevado peso molecular, variando 

entre 247 a 109 kDa. Uma banda de peso molecular de 244 KDa foi comum em amostras de 

S. aureus, S. enteritidis e K. pneumoniae, não houve correlação entre eles. 
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Figura 3. Bandas detectadas em cada extrato bacteriano com seus respectivos pesos moleculares (kDa) e número 

de amostras que apresentaram resposta positiva. 

 

      Foram detectadas cerca de 59 bandas de diferentes pesos moleculares. Na Tabela 2, 

observamos a frequência de amostras que apresentaram IgA reativos às bandas mais 

frequentemente detectadas e os seus respectivos pesos moleculares. Dentre as amostras, a 

resposta de IgA contra S. aureus apresentou a maior diversidade, já que 20 tipos distintos de 

bandas foram detectados (p<0,05).  
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Tabela 2. Números de bandas reconhecidas nas amostras que apresentaram pelo menos uma banda detectável 

nos imunoensaios com S. aureus (n=45), S. enteritidis (n=30), K. pneumoniae (n=27) e E. coli (n=29). 

Frequência e porcentagem das amostras com IgA reativas contra bandas mais frequentemente detectadas e seus 

respectivos pesos moleculares (kDa)  

 

Peso molecular das bandas 

reativas de: 

N. amostras com IgA 

reativas (%) 

N. total de 

bandas 

detectadas 

 

Staphylococcus aureus  

230 

221 

208 

185 

 

 

26 (57.8) 

18 (40.0) 

25 (55.6) 

17 (37.8) 

 

20 

Salmonella enteritidis  

244 

220 

176 

144 

 

16 (53.4)  

16 (53.4) 

14 (46.7) 

15 (50.0) 

12 

Klebsiella pneumoniae  

244 

229 

203 

194 

73 

46 

 

10 (37.0) 

7 (25.9) 

7 (25.9) 

7 (25.9) 

8 (29.6) 

8 (29.6) 

14 

Escherichia coli  

238 

216 

202 

162 

 

12 (41.4) 

15 (51.7) 

15 (51.7) 

13 (44.8) 

13 

 

 Podemos observar que as frequências de IgA reativas contra as bandas de alto peso 

molecular de S. aureus, na Tabela 2, com exceção da de 185 kDa, foram estatisticamente 

maiores do que para as outras bandas encontradas na Figura 3 (p<0,05). Mais de 55% das 

amostras, com resposta positiva para S. aureus, apresentaram IgA reativa a 230 kDa e 208 

kDa, mas não houve diferenças significantes entre si (p>0,08). Também não foi encontrado 

correlação entre as frequências de resposta (Pearson, p>0,08, r<0,26).  

 As amostras de colostros testadas e positivas para S. enteritidis (n=30), apresentaram 

12 bandas diferentes, sendo que, quatro destas, foram detectados em mais de 46% das 

amostras (Figura 3 e Tabela 2). Duas destas bandas, de 244 e 220 kDa, foram reconhecidas 

em 53,4% das amostras e foram estatisticamente mais detectadas do que as demais (Tabela 2,  
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p<0,05). Embora as bandas de 176 e 144 kDa, não tiveram diferenças na frequência de 

detecção dos outros antígenos, em torno de 46% das amostras apresentaram IgA reativos a 

estas. Houve uma correlação positiva e significativa entre as respostas de IgA positivos entre 

várias outras bandas (122 vs 244, 208 vs 73, 144 vs 122, 144 vs 55, 135 vs 109, 122 vs 109 e 

55 vs 10, Pearson, p <0,03, r > 0,38), mas a resposta de IgA às bandas mais detectadas não 

esteve correlacionada. 

 Os resultados de IgA contra extratos de K. pneumoniae revelou 14 bandas distintas 

(Figura 3 e Tabela 2). Esta resposta de IgA foi muito variável entre as amostras para esta 

bactéria e a frequência de resposta positiva contra as bandas mais detectadas, não diferiram 

entre si (p>0,05). Houve diferença entre estas bandas mais detectadas e as de menor peso 

molecular tais como: 163, 108 e 117 kDa, que foram detectadas em apenas 3 amostras  

(p <0,05). Houve uma correlação positiva e significativa na frequência de resposta a 202 e 

193 kDa (Pearson, p=0,001, r=0,61). 

 Para os extratos de E. coli foram reconhecidas por IgA, 13 bandas diferentes (Figura 3 

e Tabela 2). Não houve diferenças na frequência de resposta de IgA a estas bandas ( p>0,05). 

Não houve correlação entre a frequência de resposta às bandas da Tabela 2 (Pearson, p> 0,08, 

r <0,13). No entanto, houve uma correlação positiva e significativa entre as respostas de IgA 

positivos entre várias outras bandas (247 vs 63, 238 vs 180, 225 vs 216, 207 vs 180, 117 vs 

72, Pearson, p <0,03, r> 0,38).   

 

5.4. Padrões de resposta das amostra    

 Dez padrões diferentes de respostas foram encontrados entre as 48 amostras 

analisados. O mais comum (n=18; 37,5 %) foi o da presença de anticorpos para todas as 

bactérias, seguido de amostras que continham anticorpos apenas para S. aureus (n=11; 22,9%) 

e das com positividade para Salmonella, E.coli e S.aureus (n=5; 10,4% ).  
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6. DISCUSSÃO  

 Os resultados do presente estudo mostraram que mais de 62,5% das amostras 

apresentaram IgAS reativa aos antígenos testados, corroborando com vários estudos que 

enfatizam a importância do leite materno, como os que evidenciaram proteção contra a 

infecção por Haemophilus influenzae e Escherichia coli (Van de Perre, 2003; Hanson, 1998) 

e infecções entéricas causadas por E. coli, Vibrio cholerae, Campylobacter, Shigella spp e 

Giardia lamblia (Cruz et al Glass et al., 1983; Hanson, 1998, 1988; Ruiz- Palacios et al., 

1990; Hayani et al., 1992; Walterspiel et al.,1994, Barros. 1982).               

 Cerca de 94% das amostras apresentaram anticorpos IgA reativos contra S. aureus que 

foi acompanhado pela maior complexidade de resposta, pois o número de bandas reativas 

foram superiores as demais bactérias. Esta alta frequência de IgA reativo, provavelmente se 

deve ao fato de que esta bactéria ser encontrada em grande quantidade no hospedeiro, fazendo 

parte da microbiota humana normal de várias regiões do corpo humano, o que não exclui a 

possibilidade deste micro-organismo causar uma doença em situações de imunossupressão, ou 

quando as barreiras epiteliais são violadas, que pode ser limitada a superfície da mucosa ou se 

espalhar por todo o corpo (Nataro e Kaper, 1998). 

             As razões para a menor ou a maior detecção de anticorpos nas amostras podem estar 

associadas à estimulação antigênica, a qual a mãe foi exposta anteriormente. Assim o recém-

nascido que amamenta pode ser protegido contra um grande número de micro-organismos, 

inclusive contra os patógenos de seu ambiente (Hanson et al., 1998). Isto ocorre porque os 

antígenos presentes na mucosa intestinal das mães, através das células M, são apresentadas a 

placas de Peyer, que fazem parte do tecido linfoide associado ao intestino onde as células B  

respondem produzindo IgA, junto a cadeia J. O mesmo ocorre na árore traqueobrônquica 

Chirico et al., 2008 Estas imunoglobulinas, por estímulo de hormônios lactogênicos, migram 

para a glândula mamária, onde se ligam ao componente secretor (Hurley et al., 2011; Araújo 

et al., 2005), que a torna mais estável e resistente à digestão péptica (Grassi et al., 2001).  
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 Embora a grande maioria das amostras tenham apresentado IgAS reativos, cerca de 

40% das amostras não apresentaram reatividade aos antígenos de K. pneumoniae, S. 

enteritidis ou E. coli, o que nos permite sugerir que uma parcela da população pode 

desenvolver infecção por estes micro-organismos, mesmo sendo amamentada.  Assim, há 

necessidade de se avaliar a implantação de medidas estratégicas que visem melhorar a 

proteção imunológica do recém-nascido no seu período neonatal contra tais micro-

organismos. Exposição antigênica, a nível intestinal de mães lactopositivas pode ser 

importante (Cruz,1988). Esta proteção ocorre, por exemplo, com a imunização pré-natal de 

mulheres, que receberam dose única de vacina meningocócica, resultando num aumento dos 

níveis de IgG específico no soro do recém-nascido por 2 a 3 meses após o nascimento, e 

também dos níveis de IgA específica para o micro-organismo no leite materno, por pelo 

menos 6 meses (Hurley et al., 2011).   

 Um estudo de Hurley e colaboradores (2011) detectaram que crianças, mesmo sendo 

amamentadas, puderam desenvolver diarreia por Campylobacter e uma das razões sugeridas 

pelos autores é devido a ausência  de anticorpos específicos contra os antígenos comuns e de 

virulência de Campylobacter nas amostras de colostro materno. Crianças amamentadas q 

apresentaram diarreia por E.coli, tinham baixos níveis de IgA no leite materno. Anticorpos 

específico do LM não protegeu contra colonização por Vibrio cholera, mas nestas em que 

níveis de IgA anti toxina colérica mais baixa apresentou diarreia (Glass e cols,1983) A queda 

dos níveis de IgA no leite materno pode desempenhar papel no resultado de infecções 

entéricas em crianças amamentadas.(Cruz, 1988) O nível de IgA específica varia no tempoe 

não tem correlação nem com outros anticorpos específico nem com o nível total de IgA.(Cruz, 

1988). 

 Neste sentido, é de suma importância, não somente o estudo da presença de IgAS 

contra as bactérias, mas também estudo dos antígenos imunodominantes destas espécies na 

resposta imune natural. A identificação de bandas reativas pode ajudar na investigação dos 
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antígenos das espécies na resposta imunológica da mucosa. A análise dos resultados mostrou 

uma grande diversidade de antígenos com predomínio dos de alto peso molecular. As bandas 

mais frequentes podem estar relacionadas com a ação patogênica e/ou estimulação antigênica 

destas bactérias, como as de 230 e 289 kDa do S.aureus e as quatro bandas mais prevalentes 

da S. enteritidis e da E. coli demonstradas na Tabela 2. A K. pneumoniae apresentou uma 

grande variabilidade de resposta de IgA, não mostrando um padrão específico de resposta.  

 A literatura traz informações a respeito de vários antígenos destas bactérias e que estão 

envolvidos nas suas capacidades patogênicas, mas pouco se saber sobre os antígenos de alto 

peso molecular amplamente reconhecidos pelas amostras do presente estudo. Um antígeno de 

94 kDa, denominado de intimina e outros de 70, 80 e 110 kDa envolvidos no processo da 

lesão “attaching and effacing” pela E.coli enteropatogênica foram detectados por IgAS de 

leite humano (Manjarrez-Hernandez et al., 2000). Também, Rck é uma proteína de membrana 

externa de 17 kDa, expressa em E.coli e S.enteritidis que inibem as vias de complemento, 

impedindo assim a opsonização por esta via (Derek et al.,2011). Nenhuma amostra 

apresentou IgAS reativo a intimina (94 kDa) e a 17 kDa, mas cerca de 38% das amostras 

responderam a uma banda de peso de 72 kDa, muito próximo da de 70 kDa. Também, 17% 

das amostras apresentaram IgAS reativo para uma banda de 117 kDa que pode ser a de 110 

kDa reportada por Manjarrez-Hernandez e colaboradores (2000). 

 O antígeno de 106 kDa (que é uma fibronectina do tipo A), é uma das moléculas mais 

importantes envolvidas nas etapas iniciais de adesão na infecção por S. aureus (Zuo et al, 

2014). Além destas, proteínas constituintes da membrana de S. aureus de 30 e 36 kDa, podem 

desempenhar um papel importante em infecções causadas por esta bactéria (Akashi et al., 

1996). Estes antígenos foram detectados em 17% das amostras com resposta positiva.  

Antígenos da K. pneumoniae de 35 e 36 kDa induzem anticorpos opsonizante (Alcantar-

Curiel et al.2000) e foram reconhecidos por 29 % das amostras do presente estudo. 



 

 

39 

            Desta maneira, há necessidade de se entender como, e qual é a qualidade dos 

anticorpos oferecidos pelo aleitamento materno contra as espécies estudadas, através de 

estudos mais aprofundados, a fim de se elaborar estratégias que possam prevenir ou diminuir  

a gravidade de infecções causadas por estas bactérias, especialmente na população brasileira, 

que tem valores alarmantes de mortes por infecção neonatal por estes micro-organismos. A 

resposta natural aos extratos bacterianos testados evidenciam um caminho promissor para a 

elaboração de vacinas contendo antígenos frequentemente detectados e poderiam ser 

aplicados durante a gestação, aumentando os níveis de IgA específicos no colostro, que 

poderiam contribuir para a eliminação e controle destes microrganismos no início da vida.  
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS :  

- S. aureus e seus antígenos são amplamente reconhecidos por IgA de amostras de colostro; 

- Anticorpos IgAS do colostro contra S. enteritidis, E. coli e K. pneumoniae são reconhecidas 

em aproximadamente 60 % das amostras.  

- O número médio de bandas de IgA reativo contra as enterobacteriaceaes foi 

estatisticamente menor que o do S.aureus, indicando uma menor proteção. 

- Os antígenos mais frequentemente detectados foram os de alto peso molecular, apenas  

Klebsiella não apresentou bandas em destaque como as demais bactérias 

- Apenas em 37,5% das amostras encontramos alguma IgA reativa a todas as bactérias 

concomitantemente e 22% respondeu somente a S.aureus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

41 

9. CONCLUSÃO : 

               Assim, estes resultados nos permitem concluir que a presença de IgAS em amostras 

de colostro foi detectável na maioria das amostras testadas, portanto com indiscutíveis 

propriedades imunológicas. A ausência de IgAS contra as enterobactérias sugere a 

necessidade de elaboração de imunoterapias contra estas bactérias envolvidas em infecções 

neonatais. E que os antígenos de alto peso molecular que estão entre os mais frequentemente 

detectados poderiam estar envolvidos na patogênese destas bactérias, importante para estudos 

sobre vacinas. 
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