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RESUMO 

 

 

 

CUNHA, Luciana Rodrigues da, M. S., Universidade Federal de Viçosa, Maio 
de 2006. Parâmetros de segurança e funcionalidade de bactérias 
bífidas isoladas de recém-nascidos, com indicação de uso como 
probiótico em bancos de leite humano. Orientador: Célia Lúcia de 
Luces Fortes Ferreira. Conselheiros: Neuza Maria Brunoro Costa e José 
Ivo Ribeiro Júnior. 

 

 

 

O objetivo desse trabalho foi avaliar alguns parâmetros de segurança 

e funcionalidade atualmente recomendados para validação de novas 

estirpes de Bifidobacterium breve, isoladas de recém nascidos com potencial 

de uso como probiótico em bancos de leite humano. Foram avaliados 

susceptibilidade antimicrobiana, antagonismo a patógenos, toxicidade oral 

crônica e translocação bacteriana. A experimentação foi dividida em três 

fases. Na primeira, avaliou-se a susceptibilidade de 31 estirpes de 

Bifidobacterium breve aos principais antimicrobianos (14) utilizados em UTI-

neonatal nas instituições brasileiras. Na segunda fase, avaliou-se o 

antagonismo das estirpes sobre o crescimento de Clostridium difficile, 

Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e 

Staphylococcus aureus, utilizando-se a técnica “spot” e difusão em placas. 

Para excluir o efeito inibitório dos ácidos orgânicos realizou-se também o 

teste “spot” em meio tamponado com bicarbonato de sódio. Baseado nos 

resultados encontrados no teste de sensibilidade a antibióticos e naqueles 

de resistência a sais biliares e suco gástrico obtidos  em estudos anteriores, 

foram selecionadas sete estirpes para comporem o pool probióticos que foi 

utilizado para verificação da toxicidade oral crônica e translocação 

bacteriana, na terceira fase do experimento, na qual empregou-se em cada 

repetição, 16 ratas Wistar com 21 a 23 dias de vida, recém desmamadas, 

que foram divididas em quatro grupos por unidade experimental: Basal, 

Controle, LP (Leite humano pasteurizado) e LPB (leite humano pasteurizado 



 xii

acrescido de bacterias bífidas). Os quatro animais que compuseram o grupo 

basal foram sacrificados no primeiro dia da experimentação (T0) e aqueles 

dos outros grupos foram alimentados diariamente (0,1 mL) via oral com 

auxílio de micropipeta esterilizada com diferentes dietas, durante 21 dias e 

posteriormente sacrificados. Fígado, rins, coração e baço, foram removidos, 

pesados e testados para verificação da toxicidade oral crônica e 

translocação bacteriana. O experimento foi realizado em três repetições. 

Verificou-se que as 31 estirpes de Bifidobacterium breve foram resistentes 

aos antimicrobianos ciprofloxacina, amicacina e gentamicina, dentre os 14 

antibióticos avaliados. Para os outros antimicrobianos, a sensibilidade variou 

de 2% (sulfonamida) a 100% (vancomicina, amoxicilina, ampicilina e 

penicilina). Esses mesmos isolados apresentaram variabilidade na atividade 

antagonística sobre o crescimento dos diferentes patógenos avaliados pelo 

método “spot”. Esssa inibição foi estirpe dependente e não promovida 

somente por ácidos orgânicos, uma vez que não foi totalmente revertida 

quando utilizou-se meio tamponado. O sobrenadante livre de células de 

bactérias bífidas não promoveu inibição dos patógenos avaliados. Verificou-

se que as estirpes de Bifidobacterium breve selecionadas (UFVCC 1083, 

1091, 1099, 1103, 1105, 1108 e 1111) não promoveram efeito adverso na 

saúde dos animais testados, uma vez que não induziram toxicidade oral 

crônica e nem translocação de bactérias do trato gastrointestinal para o 

fígado, rins coração e baço após os 21 dias da experimentação. No entanto, 

sugere-se a realização dos mesmos testes aqui avaliados com outros 

mamíferos, como coelhos, macacos e humanos para confirmar a segurança 

de uso desses isolados. 



 xiii

ABSTRACT 

 

CUNHA, Luciana Rodrigues da, M. S., Universidade Federal de Viçosa, May, 
2006. Parameters of security and functionality of the 
Bifidobacterium isolated from newborn, with potential of use as 
probiotics in human milk banks. Adviser: Célia Lúcia de Luces Fortes 
Ferreira. Committee Members: Neuza Maria Brunoro Costa and José Ivo 
Ribeiro Júnior. 

 

 

The objective of this study was to evaluate some parameters of 

security and functionality currently recommended for validation of probiotics. 

The parameters evaluated were antimicrobial susceptibility, antagonism to 

the growth of pathogens, oral chronic toxicity and bacterial translocation of 

new lineages of Bifidobacterium breve isolated from newborn, with potential 

of use as probiotics in human milk banks. The experiments were divided in 

three parts. In the first one, the susceptibility of 31 lineages of 

Bifidobacterium breve to the most common antimicrobials (14) used in UTI-

neonatal from Brazilian institutions was evaluated. In the second part, the 

antagonism to the growth of lineages of Clostridium difficile, Salmonella 

typhimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Staphylococcus 

aureus was evaluated using the "spot" technique and plate diffusion. To 

exclude the effect of organic acid inhibition, the ‘spot’ test was also 

performed in buffered sodium bicarbonate medium. Based in the results 

found in the test of antibiotics sensitivity and in those of resistance to bile 

salts and gastric juice from previous studies, seven lineages were selected to 

compose the  pool of probiotics that was used for verification of the oral 

chronic toxicity and bacterial translocation, in the third phase of the 

experiment, in which it was used for each replication 16 wearing Wistar rats  

with 21-23 days of life, were divided in 4 groups: Basal, Control, LP 

(pasteurized human milk) and LPB (pasteurized human milk containing bifid 

bacterium). The four animals that composed the basal group were sacrificed 

in the first day of the experiment (T0) while the others were fed with different 
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diets during 21 days and sacrificed later. Liver, kidneys, heart, and spleen 

were removed, weighed and tested for oral chronic toxicity and bacterial 

translocation. The experiment was conducted in three repetitions. It was 

found that the 31 lineages of Bifidobacterium breve were resistant to 

antimicrobial ciprofloxacin, amicacin and gentamicin, among the 14 

antibiotics evaluated. For the other antimicrobials, sensitivity varied from 2% 

(sulfonamide) to 100% (vancomycin, amoxicillin, ampicillin and penicillin). 

These same isolated varied in the antagonistic activity on the growth of the 

different pathogens evaluated by the "spot" method. This inhibition was 

lineage-dependent and not only promoted by organic acids, as it was not 

totally reverted in the buffered medium. The supernatant free of bifid bacteria 

cells did not promote inhibition of the pathogens evaluated. It was verified 

that the selected lineages of Bifidobacterium breve (UFVCC 1083, 1091, 

1099, 1103, 1105, 1108 and 1111) did not promote adverse effect in the 

animal health. Similarly, they did not induce oral chronic toxicity or 

translocation of bacteria of the gastrointestinal tract to the liver, kidneys, 

heart and spleen after 21 days of experimentation. 
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1. INTRODUÇÃO 

A excelência do aleitamento materno é mundialmente reconhecida. O 

leite humano supre as necessidades nutricionais e energéticas do recém-

nascido e o protege contra infecções (HEINIG, 2001). Apesar dos inúmeros 

benefícios conferidos por este alimento, muitas crianças (sadias e/ou 

prematuras) são privadas de ingeri-lo, pois, suas mães, pelos mais 

diferentes motivos não podem amamentá-las. Assim, os bancos de leite 

humano têm desempenhado um papel fundamental no fornecimento de leite 

para esses indivíduos (GIUGLIANI, 2002). 

Por ser facilmente contaminado e veículo de várias doenças 

infecciosas, os bancos de leite humano tomam uma série de medidas de 

seguranças para garantir a qualidade e inocuidade da matéria prima ali 

disponível (ARNOLD & LARSON, 1993). A pasteurização é uma prática de 

rotina nestes estabelecimentos e visa a eliminação de bactérias e vírus, 

potencialmente patogênicos. Entretanto, BORBA et al. (2003) constataram 

que esse processo reduz alguns constituintes do leite que podem ser 

imprescindíveis para o estabelecimento do gênero Bifidobacterium no trato 

intestinal dos recém nascidos, prejudicando, portanto, a formação de uma 

microbiota benéfica para os mesmos. 

O desenvolvimento de uma microbiota predominantemente benéfica 

contribui para saúde do hospedeiro. Bactérias bífidas desempenham 

importante papel na manutenção do equilíbrio intestinal (KOPP-HOOLIHAN, 

2001) e na prevenção da colonização de microrganismos patogênicos, por 

meio da produção de compostos inibidores (ácidos orgânicos e 

bacteriocinas), competição por nutrientes e sítios de adesão no epitélio 

intestinal, e modulação da resposta imune (FOOKS & GIBSON, 2002). 

Estudos têm mostrado resultados promissores alcançados pela 

administração de bactérias bífidas como por exemplo, proteção contra 

infecções intestinais (HARSHARNJIT, 2003), câncer de cólon (COMMANE et 

al., 2005), redução do colesterol (MODLER, 1994; LIN & CHEN, 2000), 

aumento da utilização da lactose por indivíduos intolerantes (GRIFFIN et al., 

2002), efeito anti-tumor (SREEKUMAR, 2003), melhoria no metabolismo de 

proteínas e vitaminas (ARUNACHALAM, 1999, YOUNG & HUFFMAN, 
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2003). bem como estimulação do sistema imune (KALLIOMAKI et al., 2001; 

ISOLAURI, 2001).  

Uma possível forma de compensar a inativação dos fatores 

bifidogênicos pela pasteurização, e uma vez que o tratamento térmico é um 

procedimento necessário, seria a adição direta de bactérias bífidas no leite 

pasteurizado nos bancos. Assim, as crianças ao invés de ingerir os fatores 

que estimulariam o crescimento de bactérias bífidas no intestino receberiam 

a espécie probiótica (BORBA, 2003).  

Bifidobacterias têm longa história de uso seguro em produtos 

fermentados (SHORTT, 1999). Entretanto, nos últimos anos, alguns relatos 

têm identificado bactérias do ácido lático probióticas, como por exemplo 

Bifidobacterium breve em meningite neonatal (HATA, et al., 1988; 

NAZAKAWA et al., 1996)  e Bifidobacterium longum em casos de septicemia 

(YIM Há et al., 1999). No entanto, em nenhum dos casos foi comprovada a 

relação da infecção com o consumo do probiótico. Essas situações têm 

aumentado o interesse e o questionamento da segurança dos 

microrganismos probióticos, principalmente com relação às novas estirpes 

que estão sendo introduzidas na cadeia alimentar humana. Aspectos de 

segurança, como origem das estirpes utilizadas, ausência de histórico de 

patogenicidade e de associação com doenças para o gênero, ausência de 

genes de resistência a antibióticos, dentre outros, são importantes critérios 

para a seleção de uma estirpe probiótica antes de sua incorporação aos 

produtos alimentícios (SAARELA et al., 2000). Outro aspecto de segurança 

recomendado é a verificação da toxicidade da estirpe, constatada de forma 

indireta por meio do crescimento anormal de alguns orgãos e sua 

capacidade de translocar para sítios extra-intestinais ou induzir translocação 

da microbiota intestinal endógena (ZHOU et al., 2000a). 

A susceptibilidade antimicrobiana de novos isolados visa prevenir a 

entrada de estirpes resistentes a antibióticos na cadeia alimentar, e 

conseqüentemente, a disseminação da resistência para microrganismos 

patogênicos, uma vez que o uso indiscriminado de antibióticos em humanos 

e promotores de crescimento em animais têm promovido a emergência de 

vários microrganismos resistentes (AUSTIN, 1999) causando sérios 

problemas no tratamento de infecções intestinais. 
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A avaliação da translocação bacteriana é importante uma vez que 

este é o primeiro passo no processo de infecções provocadas por 

microrganismos endógenos oportunistas (BERG, 1983). Muitos desses 

microrganismos, após atravessarem a barreira intestinal, podem se alojar 

nos nódulos linfáticos mesentéricos, fígado, baço dentre outros, podendo 

desencadear septicemia, choque ou até mesmo levar a falência múltipla dos 

órgãos (GUARNER & MALAGELADA, 2003). Estudos indicam que esse 

fenômeno é observado com mais freqüência por bactérias Gram-negativas e 

anaeóbias facultativas do que com anaeróbias obrigatórias e organismos 

Gram-positivos. A priori, a capacidade de bactérias probióticas translocarem 

do trato gastrointestinal para outros sítios não é desejável, uma vez que se 

desconhece qual o mecanismo envolvido nesta translocação e suas 

implicações para o hospedeiro (BENGMARK, 1998). 

Tendo em vista o exposto acima e a implantação de Bifidobacterium 

breve isoladas de recém nascidos em bancos de leite humano, esse trabalho 

objetivou avaliar alguns parâmentros de segurança e funcionalidade 

atualmente recomendados tais como, susceptibilidade antimicrobiana, 

antagonismo ao crescimento de patógenos, toxicidade oral crônica e 

translocação bacteriana. Para tal, o estudo foi dividido em três fases em que 

a primeira objetivou-se selecionar dentre as estirpes de Bifidobacterium 

breve já isoladas de crianças, as mais sensíveis aos principais 

antibimicrobianos utilizados em UTIs neo-natal. A segunda fase  teve como 

objetivo verificar a atividade antagonista “in vitro” de Bifidobacterium breve 

ao crescimento de Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Clostridium difficile. Na terceira 

fase, procurou-se verificar o efeito da concentração de bactérias bífidas (109 

UFC/ mL) ministradas diariamente aos ratos por 21 dias na translocação 

bacteriana para o fígado, rins, coração e baço e a toxicidade oral crônica 

desses isolados. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Probióticos e Saúde Humana 

Segundo FULLER (1992), probióticos podem ser definidos como 

células microbianas vivas ingeridas pelo hospedeiro para obtenção de um 

efeito benéfico ao nível do ecossistema digestivo. Esses microrganismos são 

principalmente consumidos para manter e/ou promover o balanceamento da 

microbiota intestinal do hospedeiro, influenciando na transformação de 

moléculas e no estado fisiológico do mesmo (COLLINS & GIBSON, 1999).   

Para serem efetivos, os microrganismos probióticos necessitam 

transpor várias barreiras até o local em que deverão atuar (HUIS IN`TVELD 

& SHORTT, 1996; FERREIRA, 2003). Alguns critérios gerais podem ser 

listados para seleção desses microrganismos candidatos ao uso de 

probióticos para humanos, sendo os principais: aspectos de segurança, 

funcionalidade e características tecnológicas. Os aspectos de segurança 

incluem origem da estirpe (deverá ser preferencialmente de origem humana 

e ser isolada do trato intestinal de indivíduos saudáveis), não ser patogênica 

e nem ter histórico de associação com doenças ou desordens intestinais, 

não deverá desconjugar sais biliares ou produzir substâncias tóxicas, não 

carrear genes de resistência a antibióticos e não translocar ou induzir 

translocação de microrganismos patogênicos (SAARELA, 2000). Dentre os 

aspectos funcionais, é desejável que as estirpes sejam tolerantes à bile, 

ácido clorídrico e ao suco gástrico, que possuam capacidade de aderir e 

colonizar o trato gastrointestinal, tenham atividade antagonística aos 

patógenos (Helicobacter pylori, Salmonella sp, Listeria monocytogenes, 

Clostridium difficille) e promovam imunoestimulação, porém sem efeito 

proinflamatório (SAARELA, 2000, PERDIGON et al., 2001). Além disso, as 

estirpes não deverão promover a formação de “of flavor” no produto e 

resistirem às condições de processamento, mantendo sua atividade e 

viabilidade, para que no momento do consumo contenham números 

elevados do microrganismo probiótico (HUIS’T VELD & SHORTT, 1996, 

FERREIRA, 2003). 
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Os microrganismos mais comumente utilizados como probióticos são 

bactérias produtoras de ácido lático tais como lactobacilli e bifidobacteria 

(KOPP-HOOLIHAN, 2001; FERREIRA, 2003). Ambos os grupos fazem parte 

da microbiota benéfica do intestino delgado e grosso, respectivamente e 

desempenham importante papel na manutenção de uma microbiota 

balanceada, por meio da síntese de bacteriocinas (GONZÁLEZ-MARTÍNEZ 

et al., 2003),  peróxido de hidrogênio (AMANT et al., 2002), ácidos orgânicos 

(SERVIN, 2004) e na prevenção de várias doenças gastrointestinais 

(MITSUOKA, 1992; KOPP-HOOLIHAN, 2001). Estudos indicam resultados 

promissores de terapias utilizando esses microrganismos no tratamento e 

prevenção de doenças, como diarréias associadas ao uso de antibióticos e 

aquela provocada por Clostridium difficile (SAAVEDRA, et al., 1994) 

gastrites, úlceras gástricas e duodenal, provocadas por Helicobacter pylori 

(COLLADO et al., 2005b), artrites reumatoides, vaginites e infecções no trato 

urinário (HILTON, 1995) e inibição do desenvolvimento de Salmonella sp, 

Shigella e Campylobacter jejuni (PATHMAKANTHAN et al., 2002). A 

utilização de probióticos no tratamento e prevenção de doenças em crianças 

e recém-nascidos  também tem mostrado bons resultados. ARROLA et al., 

(1999), demonstraram efeito benéfico de Lactobacillus GG (Lactobacillus 

casei ssp rhamnosus) no combate a diarréia provocada por Clostridium 

difficile, que pode ocorrer após terapia com antibióticos. O Lactobacillus GG 

também mostrou ter efeito positivo na resposta imune do hospedeiro 

(ISOLAURI et al., 2001) além de promover diminuição na resposta de 

hipersensibilidade de substâncias alergênicas em crianças (KALLIOMAKI et 

al., 2001). Pesquisas recentes têm demonstrado que probióticos podem ser 

efetivos não somente na prevenção de inflamações intestinais mais também 

podem estimular a resposta do sistema imunológico (PERDIGON et al., 

2001). Estudos em crianças com eczema recebendo alimentos 

suplementados com probióticos mostraram benefícios na diminuição tanto 

dos distúrbios intestinais como na eczema (ISOLAURI, et al., 2000; 

KALLIOMAKI et al ., 2001).  

Além dos benefícios acima mencionados, probióticos também têm 

exercido efeitos positivos no aumento da utilização da lactose por indivíduos 

intolerantes (GRIFFIN et al., 2002), na diminuição do colesterol no sangue 
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(LIN & CHEN, 2000) e na prevenção do câncer de cólon (COMMANE et al., 

2005).  

Portanto, torna-se difícil deixar de reconhecer as evidências dos 

aspectos positivos da predominância de uma microbiota benéfica e de seu 

metabolismo na nutrição e saúde do hospedeiro (MACKIE et al., 1999).  

2.2. Importância de Bactérias Probióticas no Desenvolvimento da 
Microbiota Intestinal Benéfica  

O trato gastrointestinal abriga uma complexa microbiota com mais de 

500 espécies bacterianas. Este é estéril quando nascemos, mas logo torna-

se colonizado por microrganismos presentes no ambiente e na mãe 

(MITSUOKA, 1982). Cerca de 24 horas após o nascimento, as fezes da 

maioria dos recém-nascidos já contêm bactérias, tais como coliformes, 

Enterococcus, Clostridium e Sthaphylococcus em variadas proporções, que 

possuem o crescimento favorecido no início da colonização em função do 

potencial de oxido-redução positivo no intestino. Posteriormente, com a 

redução do oxigênio, o ambiente torna-se altamente reduzido e adequado ao 

crescimento de bactérias anaeróbias obrigatórias, promovendo a 

proliferação de bifidobacterias, bacteróides e clostrídios (MACKIE et al., 

1999). 

De 3 a 4 dias após o nascimento, bactérias do gênero Bifidobacterium 

começam a proliferar, passando a predominar. Em resposta ao aumento 

dessas bactérias, coliformes, Enterococcus e bactérias putrefativas são 

restringidas e diminuem gradualmente, provavelmente pela redução de 

nutrientes utilizados em meio com baixo potencial de oxido-redução 

(MITSUOKA, 1978). A microbiota bacteriana se estabiliza a partir da primeira 

semana no trato intestinal de recém-nascidos, com predominância de 

bactérias bífidas, acreditando-se que essa predominância tenha efeito na 

prevenção de infecções intestinais (MITSUOKA, 1989).  

Durante o desmame, quando uma dieta de adulto é introduzida na 

alimentação das crianças, uma microbiota bacilar, Gram negativa, 

semelhante a de adultos passa a predominar. O número de bifidobacteria 

diminui sendo ultrapassado por bacteróides, eubactéria e peptostreptococci. 

Com o passar do tempo, na terceira idade, a concentração de bifidobacteria 
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diminui ainda mais e alguns grupos indesejáveis como clostridia, incluindo 

Clostridium perfringens aumentam significativamente, assim como 

lactobacilli, streptococci e enterobacteriaceae (MITSUOKA, 1996). 

As espécies de bactérias bífidas também sofrem alterações com o 

avanço da idade, onde as espécies de Bifidobacterium infantis e 

Bifidobacterium breve, que são típicas de recém-nascidos, são sucedidas 

por Bifidobacterium adolescentis. Bifidobacterium longum é uma espécie que 

perdura ao longo de toda a vida do hospedeiro sendo por isso uma das mais 

procuradas para integrar alimentos funcionais (MITSUOKA, 1990). Essas 

alterações são amplamente influenciadas pela composição da dieta 

alimentar da criança (leite materno x fórmulas) e também  pela própria 

fisiologia do hospedeiro (MODLER, 1994). 

2.2.1. Importância do Leite Materno no Desenvolvimento de Bactérias 
Bífidas no Intestino  

O leite humano é considerado o alimento ideal para o recém-nascido. 

Ele possui uma composição nutricional balanceada, contendo a quantidade 

certa de ácidos graxos, lactose, água e aminoácidos para a digestão 

humana, desenvolvimento mental e crescimento, e é suficiente para suprir 

todas as necessidades nutricionais do recém nascido durante os primeiros 

seis meses de vida (WILLIANS & STEHLIN, 2005). Este possui também 

cerca de 45 tipos diferentes de fatores bioativos que contribuem para o 

crescimento e desenvolvimento do bebê, bem como, para a maturação de 

seu trato gastrointestinal. Dentre estes destacam-se fatores antimicrobianos, 

agentes antiinflamatórios, enzimas digestivas e vários tipos de hormônios, 

fatores de crescimento  e fatores bifidogênicos (KUNZ et al., 1999).  

Os fatores bifidogênicos são compostos (geralmente hidratos de 

carbono), resistentes ao metabolismo direto do hospedeiro, que ao 

alcançarem o intestino serão metabolizados, preferencialmente, pelas 

bifidobacterias. Tais fatores podem ser incluídos no novo conceito de 

prebiótico, designação utilizada para os ingredientes não digeríveis, e que 

afetam de modo benéfico a saúde humana, por meio da estimulação do 

crescimento de um número limitado de bactérias do intestino (GIBSON & 

ROBERFROID, 1995). Os fatores bifidogênicos mais utilizados são os 
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frutooligossacarideos (FOS) de ocorrência natural (soja, trigo, milho, cebola 

e espargos), ou produzidos industrialmente a partir de xarope de sacarose; 

os frutanos com ligação β(2→1), tipicamente polidispersos com graus de 

polimerização que podem variar entre 2 e 35. Dentre os diversos FOS 

estudados, a oligofrutose tem mostrado efeito bifidogênico mais intenso 

(GOMES & MALCATA, 1999). 

No leite materno, os fatores bifidogênicos estão presentes em 

concentrações significativas na forma de N-acetilglucosamina, oligômeros de 

glicose, galactose, fucose ou algumas glicoproteínas (COLLINS & GIBSON, 

1999) que podem ser formados por meio da hidrólise da molécula de k-

caseina pela tripsina e/ou quimiotripsina. Os açúcares e os polipeptídeos 

formados são responsáveis pela estimulação do crescimento de bactérias 

bífidas e conseqüente modulação da microbiota intestinal (ARUNACHALAM, 

1999). MITSUOKA (1982) constatou maior predominância de bactérias 

bífidas (1010 a 1011 UFC/g de material fecal) nas fezes, de crianças 

alimentadas com leite materno e menor concentração (108 UFC/g) para 

coliformes, Enterococcus e Lactobacillus. Este mesmo autor constatou ainda 

que bactéria bífidas continuavam a predominar nas fezes de crianças 

alimentadas com fórmulas, porém o número de coliformes e bactérias 

anaeróbias era significativamente maior que aqueles encontrados para 

crianças alimentadas com leite materno. RENNE et al., (2005) também 

constataram maior contagem de Bifidobacterium e Lactobacillus em crianças 

amamentadas quando comparadas com aquelas que receberam fórmulas. O 

leite materno, além de contribuir com fatores bifidogênicos, possui alto teor 

de lactose, e baixos teores de caseína e fosfato de cálcio que diminuem o 

poder tamponante do meio, favorecendo ainda mais o desenvolvimento de 

bactérias bífidas e conseqüentemente, criando condições desfavoráveis ao 

crescimento de patógenos (BEZIRTZOGLOU, 1997). 

2.2.2. Leite Materno e seu Papel na Saúde da Criança 

O leite materno é espécie-específico, fazendo-o unicamente superior 

para a alimentação infantil. As fórmulas infantis tendem a ser mais 

energéticas, mas não necessariamente mais saudáveis. Bebês alimentados 

com leite materno tendem a ter menor incidência de doenças, devido a 
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transferência de anticorpos da mãe. Aproximadamente 80% das células do 

leite materno são macrófagos (WILLIANS & STEHLIN, 2005). Crianças 

alimentadas com leite materno possuem menor incidência de doenças 

infecciosas, tais como meningite bacteriana, bacteremia, diarréias, infecções 

no trato respiratório, enterocolites necrosantes, otite, infecções no trato 

urinário, leucemia, obesidade (SINGHAL et al., 2002), hipercolesterolemia, 

asma (CHULADA et al., 2003), quando comparados àqueles que não foram 

amamentados. 

O leite humano mostrou in vitro atividade antimicrobiana para 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus (Grupo B e D) e 

Haemophilus influenzae, importantes causadores de doenças infantis. Este 

também inibiu enterotoxinas produzidas por Escherichia coli e Víbrio 

cholerae, neutralizou toxinas de Clostridium difficile (KIM et al., 1984) e inibiu 

o crescimento do vírus da herpes (YOLKEN et al., 1992). Estudos sugerem o 

papel dos ácidos graxos e o complexo de mucinas associado com os 

glóbulos de gordura do leite humano em sua na atividade antiviral (YOLKEN 

et al., 1992). 

O leite materno também tem mostrado resultados promissores na 

diminuição do curso da doença causada pelo vírus HIV. Em seus estudos 

TOZZI et al., (1990) constataram que crianças alimentadas com fórmulas 

desenvolveram a Aids mais rapidamente (9,7 meses) do que aquelas que 

receberam leite materno (19 meses). COUTSOUDIS et al., (2003) 

constataram em suas experimentações desenvolvidas na África, que a 

alimentação exclusiva com leite materno nos primeiros 6 meses de vida de 

mãe HIV positivo não aumentou o risco da transmissão do vírus para a 

criança. Entretanto, crianças que receberam leite materno e fórmulas tiveram 

uma taxa aumentada de infecção. Uma possível explicação para o ocorrido, 

seria a maior sensibilidade do vírus HIV a pH muito baixo e crianças 

alimentadas exclusivamente com leite materno tem ambiente intestinal 

ácido, pelo acúmulo de ácido acético na forma de tampão acetato. A 

introdução de produtos alimentícios diminui ou inibe o aparecimento e 

estabelecimento desse sistema tampão, aumentando o pH do intestino, 

facilitando, a sobrevivência do vírus no trato intestinal (ARNOLD, 1993). 
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2.2.3. Bancos de Leite Humano 

Devido aos inúmeros benefícios conferidos pelo leite materno às 

crianças e recém nascidos (sadios e/ou prematuros) e pelo fato de muitas 

mães serem privadas, pelos mais diferentes motivos, de amamentarem seus 

filhos é que os bancos de leite humano vêm crescendo e se tornando prática 

corrente em muitos países (GIUGLIANI, 2002). 

Os bancos de leite humano (BLH) são centros especializados, 

obrigatoriamente vinculados a um hospital materno e/ou infantil, 

responsáveis pela promoção do incentivo ao aleitamento materno e 

execução das atividades de coleta, processamento e controle de qualidade 

do colostro, leite de transição e leite humano maduro, para posterior 

distribuição, sob prescrição do médico ou de nutricionista (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2005). O Brasil é referência mundial em Bancos de Leite Humano e 

possui a maior e mais bem estruturada rede (GIUGLIANI, 2002), que 

atualmente conta com mais de 186 unidades espalhadas por todo o país. 

Como evidenciado em literatura, o leite humano pode ser facilmente 

contaminado por fontes externas, bem como carrear agentes infecciosos e 

substâncias nocivas, transmitidas via sistêmica, incluindo bactérias, vírus, 

medicamentos e drogas utilizadas pelas nutrizes (MAY, 1998). Dentre as 

substâncias químicas potencialmente perigosas veiculadas pelo o leite 

humano estão incluídos os medicamentos (ou seus metabólicos) utilizados 

pela nutriz, substâncias neurotóxicas, como a nicotina, a cafeína e o álcool, 

além das drogas ilícitas, como a cocaína e a heroína (GOLDING, 1997). 

Com relação à contaminação por vírus, têm sido relatadas a transmissão 

vertical de agentes de infecção no leite humano, ainda que este carreie 

também componentes específicos de defesa para a criança. Dentre estes, 

destacam-se a transmissão citomegalovírus, vírus da leucemia da célula T 

humana, vírus da hepatite B e C, vírus da rubéola e o vírus da herpes 

humano (GOLDING, 1997). O maior foco de atenção quanto à transmissão 

viral, entretanto, incide sobre o vírus da imunodeficiência humana (HIV). 

Apesar das evidências acumuladas sobre o fato, grande discussão tem 

ocorrido por correntes distintas, considerando os prós e contras da 
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amamentação por mães soropositivas e os riscos que elas constituem para 

bancos de leite humano (WORLD HEALTH ORGANIZATION –WHO, 1992). 

Por ser facilmente contaminado e veículo de várias doenças 

infecciosas, os bancos de leite tomam uma série de medidas de segurança 

para garantirem a qualidade e inocuidade da matéria prima neles 

depositadas. Além de fazer uma seleção rigorosa das doadoras com relação 

a alguns hábitos de vida e exames (hepatite B e C, HIV, tuberculose, etc), 

todo o leite é pasteurizado (62,5ºC-65ºC/30 minutos). Esse processo garante 

a eliminação de bactérias e vírus, potencialmente patogênicos, inclusive o 

vírus da Aids. Após o tratamento térmico o leite é congelado e submetido a 

testes de controle microbiológico, para checar a efetividade da pasteurização 

(ARNOLD & LARSON, 1993) 

A pasteurização embora necessária, afeta algumas características 

nutricionais e imunológicas do leite (ARNOLD & LARSON, 1993; BORBA et 

al., 2003). ARNOLD & LARSON (1993) verificaram uma redução de 1,4%, 

22%, 51%, 57% e 100% respectivamente nos teores de fosfatase, 

lactoferrina, Imunoglobulina A, ácido fólico e lisozima no leite após a 

pasteurização. BORBA et al., (2003) avaliaram o efeito do processo de 

pasteurização do leite sobre o crescimento,  in vitro, de bifidobactérias de 

origem humana, em leite humano e constataram que o leite materno 

pasteurizado apresentou efeito inibidor no crescimento das espécies de 

Bifidobacterium bifidum (ATCC 29521), Bifidobacterium breve (ATCC 

15700), Bifidobacterium breve (ATCC 15707) e Bifidobacterium breve 

(UFVCC 1108), enquanto no leite cru o crescimento foi estimulado.  

Apesar da redução de alguns componentes no leite pela 

pasteurização adotada nos bancos e por este não conter a imunidade 

passiva da própria mãe, os bancos de leite têm desempenhado um papel 

significativo na sobrevivência infantil ao longo dos anos (LAWRENCE & 

LAWRENCE, 1999). Embora haja grandes avanços nas fórmulas infantis, o 

leite humano continua sendo o único alimento adequado para crianças 

(WORK GROUP ON BREASTFEEDING, 1997), e os fatores imunológicos e 

nutricionais presentes nele, raramente poderão ser industrializados. Para 

crianças prematuras, leite oriundo dos bancos de leite tem mostrado ser tão 
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protetor quanto o leite da própria mãe contra enterocolites necrozantes 

(LUCAS & COLE, 1990). 

Uma possível forma de compensar a inativação dos fatores 

bifidogênicos pela pasteurização, uma vez que o tratamento térmico é um 

procedimento necessário, seria a adição direta de bactérias bífidas no leite 

pasteurizado nos bancos. Assim, as crianças ao invés de ingerir os fatores 

que estimulariam o crescimento de bactérias bífidas no intestino receberiam 

a espécie probiótica na alimentação diária (BORBA et al., 2003). Esse 

gênero favorece o estabelecimento de uma microbiota intestinal balanceada 

que confere proteção especialmente frente às infecções entéricas (KOPP-

HOOLIHAN, 2001). Essas infecções constituem uma causa freqüente de 

morbi-mortalidade de recém-nascidos, especialmente nos países em 

desenvolvimento (VIEIRA et al., 2003). 

2.2.4. Bactérias Bífidas 

As bifidobacterias foram primeiramente isoladas no final do século XIX 

por Tissier, sendo, caracterizadas como microrganismos Gram-positivos, 

não formadores de esporos, desprovidos de flagelos, catalase negativos e 

anaeróbios (SGORBATI et al., 1995). No que diz respeito à sua morfologia, 

podem ter várias formas que incluem bacilos curtos e curvados, que variam 

do formato uniforme ao ramificado, bifurcado em formas de Y ou V 

(TANNOCK, 1999). São organismos heterofermentativos, que produzem 

ácidos acético e láctico na proporção molar de 3:2 a partir de 2 moles de 

hexose, sem produção de CO2, exceto durante a degradação do gluconato. 

A enzima chave desta via metabólica é a frutose-6-fosfato fosfocetolase, a 

qual pode por isso ser usada como marcador taxonômico na identificação do 

gênero, mas que não permite a diferenciação entre as espécies. Além da 

glucose, todas as bifidobacterias de origem humana são capazes de utilizar 

a galactose, a lactose e a frutose como fontes de carbono (GOMES & 

MALCATA, 1999). Estudos realizados por CROCIANI et al., (1994) 

mostraram a possibilidade de algumas espécies serem capazes de 

fermentar carboidratos complexos. O pesquisador avaliou 290 estirpes de 29 

espécies de bifidobacterias de origem animal ou humana, e constatou que 

D-galactosamina, D-glucosamina, amilose e amilopectina foram os 
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substratos fermentados pela maior parte das espécies. A Bifidobacterium 

infantis foi a única espécie capaz de fermentar o ácido D-glucurônico, 

enquanto estirpes de B. longum fermentaram a arabinogalactana, bem como 

a goma arábica. 

A temperatura para a qual se registra crescimento ótimo oscila entre 

os 37 e 41ºC, ocorrendo máximos e mínimos de crescimento a 43-45ºC e 

25-28ºC, respectivamente. Em relação ao pH, o ótimo de bactérias bífidas 

verifica-se valores entre 6 e 7, com ausência de crescimento a valores de pH 

ácidos, entre 4,5 e 5,0 ou alcalinos, entre 8.0 e 8.5 (SCARDOVI, 1986).  

2.2.5. Efeitos Benéficos Conferidos por Bactérias Bífidas 

Durante as últimas décadas, o número de pesquisas relacionadas aos 

efeitos benéficos de bifidobactérias usando diferentes formulações e com 

numerosas propostas de prevenir doenças tem aumentado. Estudos 

mostram a eficiência dessas bactérias na prevenção de desordens 

intestinais e vários outros fatores, tais como, melhoria no quadro clínico de 

pacientes com doenças hepáticas (SCARDOVI, 1986), prevenção de 

constipação (TANAKA & SHIMOSAKA, 1982), redução do risco de câncer de 

cólon (COMMANE et al., 2005), efeito anti-tumor (SREEKUMAR & 

HOSONO, 2003), melhoria no metabolismo de proteínas e vitaminas 

(ARUNACHALAM, 1999; YOUNG & HUFFMAN, 2003), bem como 

estimulação do sistema imune (KALLIOMAKI et al., 2001; ISOLAURI, 2001). 

Além disso, resultados promissores têm sido alcançados pelo uso dessas 

bactérias no controle de doenças em crianças e recém nascidos. 

SAAVEDRA et al., (1994) e SZAJEWSKA & MRUKOWICZ (2001) mostraram 

benefícios provocados por Bifidobacterium bifidum associada a S. 

thermophilus e Lactobacillus GG na prevenção de diarréia nosocomial em 

crianças. Bifidobacterium lactis, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus GG 

(DUNGGAN et al., 2002) e Bifidobacterium bifidum (SAAVEDRA et al.,1994), 

foram efetivos na prevenção de diarréias agudas em crianças hospitalizadas 

tratadas com antibióticos. Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium infantis 
diminuíram a incidência de enterocolites necrosantes em recém-nascidos em 

tratamento intensivo (HOYOS, 1999). ARAKI et al., (1999) observaram um 

aumento na concentração de imunoglobulina A (Ig A) anti-rotavirus e uma 
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diminuição na população de rotavirus em crianças que ingeriram 

Bifidobacterium breve. 

2.3.  Segurança dos Microrganismos Probióticos 

Os inúmeros benefícios conferidos por bactérias probióticas, tem 

levado à busca de novas estirpes para uso em alimentos e produtos 

farmacêuticos (KLEIN et al., 1998). Bactérias bífidas e lactobacilos têm longa 

história de uso seguro na dieta humana e animal (SHORTT, 1999). 

Entretanto, nos últimos anos, alguns relatos têm identificado bactérias do 

ácido lático probióticas com patologias clínicas (ISHIBASHI & YAMAZAKI, 

2001). Situações patológicas em que a presença dessas estipes foram 

identificadas, são raras e estimadas em 0,05% - 0,4% dos casos de 

endocardites e bacteremia. No entanto, é pouco provável que esses 

microrganismos sejam os agentes causadores dessas enfermidades 

(GASSER, 1994).  

Essas ocorrências aumentaram o interesse e o questionamento da 

segurança dos microrganismos probióticos, principalmente com relação às 

novas estirpes que estão sendo introduzidas na cadeia alimentar humana. 

Aspectos de segurança, como patogenicidade, infectividade e fatores de 

virulência, incluindo toxicidade, atividade metabólica, resistência à 

antibióticos e algumas propriedades intrínsecas do microrganismo, devem 

ser avaliados.  

A verificação da susceptibilidade antimicrobiana de novos isolados 

visa prevenir a indicação de estirpes resistentes a antibióticos e a 

possibilidade de disseminação dessa resistência para microrganismos 

patogênicos no trato intestinal do hospedeiro comensal (AUSTIN et al., 1999; 

ROBREDO et al. 2000), uma vez que uso indiscriminado de antimicrobianos 

por humano e animais, bem como o uso desses agentes como promotores 

de crescimento têm promovido a seleção de estirpes resistentes causado 

sérios problemas no tratamento de infecções microbianas. A resistência 

pode ser intrínseca ou adquirida. Resistência intrínseca é baseada nas 

características naturais do microrganismo, como fisiologia e peculiaridades 

estruturais da estirpe (características da parede celular ou perda da função 

ativa do antibiótico), sendo pouco provável de ser transmitida para outros 



 15

microrganismos, não representando risco de disseminação do gene. A 

resistência adquirida é oriunda de mutações ou aquisição de DNA  de outras 

bactérias, como por exemplo de plasmídeos, que podem ser facilmente 

transmitidos para outros microrganismos no trato gastrointestinal (WRIGHT, 

2005).  

Outro aspecto de segurança recomendado é a verificação da 

toxicidade da estirpe, constatada de forma indireta por meio do crescimento 

anormal de alguns orgãos e por sua capacidade de translocar para sítios 

extra-intestinais ou de induzir translocação da microbiota intestinal endógena 

(ZHOU et al., 2000a).  

A especificidade do probiótico é outro fator que deve ser levado em 

consideração. Probióticos que se destinam à espécie humana devem ser 

isolados da microbiota de indivíduos saudáveis e aqueles que se destinam a 

animais conseqüentemente devem ser isolados da respectiva espécie 

(BORRIELLO et al., 2003). 

2.3.1. Sensibilidade a Antibióticos 

Antibióticos são substâncias químicas que possuem atividade 

bactericida ou bacteriostática sobre microrganismos. Podem ser produzidos 

por bactérias ou fungos, e sintetizados, total ou parcialmente. Atualmente, os 

antibióticos estão entre as drogas mais utilizadas em terapêutica, tanto em 

nível ambulatorial quanto hospitalar. Além de perturbar o equilíbrio das 

populações da microbiota normal, o emprego indiscriminado destas drogas 

provoca também, o desenvolvimento de resistência bacteriana e, 

conseqüentemente, o surgimento de infecções por microrganismos 

multirresistentes (SILVA, 1999). Por esse motivo, cada vez mais torna-se 

necessário o conhecimento do perfil de sensibilidade das bactérias que mais 

freqüentemente causam infecções e do modo de disseminação da 

resistência (TOSIN, 2001). Um grande número de bactérias possui 

resistência intrínseca a vários grupos de antibióticos. As mutações podem 

também originar formas resistentes (BARBOSA et al., 1998). Os 

mecanismos genéticos que codificam a resistência bacteriana se 

exteriorizam por meio da inativação do antibiótico pela modificação de sua 

estrutura química  ativa (produção de enzimas β-lactamases), modificação 
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específica do sítio alvo (mutagênese, como por exemplo nas Pinicillin-

binding-protein), prevenção do antibiótico de alcançar seu sítio alvo, por 

meio da diminuição de sua absorção (alterações na permeabilidade da 

membrana ou modificações nas proteínas de membrana), ou mais 

comumente no efluxo da substância ativa do antibiótico (WALSH, 2000). 

Essas modificações podem ser transmitidas ao longo de gerações, por meio 

de mecanismos de transferência de material genético, tais como: conjugação 

(transferência de genes exige o contato célula-célula, diferindo dos demais 

processos), transformação (captação de DNA solúvel do meio por células 

doadoras), transdução (transferência genética auxiliada por bacteriófagos) e 

transposição (genes são transferidos dentro de uma mesma célula por meio 

dos transposons) (TAVARES, 2001). Na transposição, os segmentos podem 

"saltar" ou se auto-transferirem de uma molécula de DNA (plasmídeo, 

cromossomo) para outra (plasmídeo, cromossomo, fago) (TORTORA et al., 

2000). A transferência de fragmentos de DNA cromossômico e de 

plasmídeos é altamente disseminada nos procariotos, sendo uma das 

causas da notável diversidade genética observada nas bactérias (BARBOSA 

et al., 1998). A transferência de plasmídeos ocorre tanto entre células 

bacterianas de uma mesma população quanto entre as bactérias de 

diferentes gêneros (TORTORA et al., 2000), agravando ainda mais o 

problema da resistência. Essa rápida propagação de resistência a 

antibióticos tem sido observada em populações bacterianas após uso 

indiscriminado dos antibióticos em ambientes comunitários e hospitalares 

(BROOKS et al., 2000). Além da seleção de patógenos resistentes, os 

antibióticos podem promover um desbalanceamento da microbiota intestinal 

do hospedeiro, favorecendo o surgimento de infecções no trato 

gastrointestinal. Alguns autores sustentam que, em casos de co-

administração com antibióticos para prevenir ou tratar distúrbios intestinais, 

os probióticos deveriam ser resistentes a certos antibióticos para 

sobreviverem no trato gastrointestinal (DANIELSEN & WIND, 2003). 

Entretanto, essa prática é discutível. Estudos têm mostrado efeitos benéficos 

de microrganismos probióticos como adjuvante no tratamento de infecções e 

outros distúrbios intestinais em adultos, crianças e recém nascidos.  
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A determinação da susceptibilidade antimicrobiana de uma estirpe 

probiótica é um importante pré-requisito para sua aprovação. 

2.3.1.1. Principais Classes de Antibióticos 

Os antibióticos diferem entre si quanto às propriedades químicas, 

seus espectros e mecanismos de ação e são classificados quimicamente 

como: derivados de aminoácidos, açúcares, acetatos, propionatos, entre 

outros (TAVARES, 1990). Os antibióticos podem agir inibindo a síntese da 

parede celular (β-lactâmicos, bacitracina, novobiocina e vancomicina), a 

síntese protéica (aminoglicosídeos e macrolídeos), promovendo alterações 

na membrana celular (polimixina),  e impedindo a duplicação do 

cromossomo ( PAIVA NETTO, 1989). 

2.3.1.1.1. Antibióticos β-Lactâmicos 

Os agentes antimicrobianos ß-lactâmicos compartilham o anel central 

ß-lactâmico que possui quatro elementos, sendo seu principal modo de ação 

a inibição da síntese da parede celular. Estruturas anelares adicionais ou 

grupos substituintes acrescentados ao anel ß-lactâmico determinam se o 

agente é penicilina, cefem (cefalosporina), carbapenem, ou monobactam. 

2.3.1.1.1.1. Penicilinas  

Descoberta por Fleming em 1929, a penicilina foi o primeiro antibiótico 

a ser usado. È naturalmente obtida por fermentação do Penicilium notatum  

(P. notatum) e permanece como um excelente antimicrobiano (GOODMAN & 

GILMAN, 1991). A partir da descoberta do seu núcleo central, uma série de 

derivados foram obtidos em laboratório, que constituíram o grupo das 

penicilinas semi-sintéticas. Embora seu mecanismo de ação ainda não tenha 

sido completamente elucidado, a atividade bactericida inclui a inibição da 

síntese da parede celular e a ativação do sistema autolítico endógeno da 

bactéria. Age sobre o peptídeoglicano na parede celular dos microrganismos 

inibindo as enzimas que fazem a ligação entre as cadeias peptídicas, 

impedindo o desenvolvimento da estrutura normal do peptidoglicano, 

tornando a parede celular mais frágil e susceptível à lise. Estas enzimas 

(transpeptidase, carboxipeptidase e endopeptidase) localizam-se logo abaixo 

da parede celular e são denominadas de "proteínas ligadoras de penicilina" 
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(penicillin-binding proteins – PBPs). A capacidade de penetrar na parede 

celular e o grau de afinidade destas proteínas com a penicilina determinam a 

sua atividade antibacteriana. Os microrganismos Gram-positivos são mais 

sensíveis a esse grupo de antibióticos (GOODMAN & GILMAN, 1991).  

As penicilinas podem ser classificadas como penicilinas naturais e 

semi-sintéticas (PAIVA NETTO, 1989). As naturais (penicilina G e penicilina 

V) são extraídas de cultura do fungo P. notatum e existem sob várias formas 

relacionadas. Possuem algumas desvantagem tais como, o baixo espectro 

de atividade e a sensibilidade as penicilinases (enzimas produzidas por 

bactérias, especialmente espécies de estafilococos, que rompem o anel β- 

lactâmico da molécula da penicilina). Assim, numa tentativa de minimizar as 

desvantagens acima descritas, penicilinas semi-sintéticas de amplo espectro 

têm sido desenvolvidas em laboratório pela adição de diferentes radicais à 

estrutura original das penicilinas naturais. São divididas em três grupos: 

penicilinas semi-sintéticas antiestafilocócicas (oxacilina), as de amplo 

espectro (ampicilina e amoxicilina) e as de curto espectro (KOROLKOVAS & 

BURCKHALTER, 1988). As Figuras 1 e 2, indicam, respectivamente, a 

estrutura química das peniclinas naturais e semi-sintéticas. 

 

 

 
 
Figura 1: Penicilinas naturais (TORTORA et al., 2000). 
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Figura 2: Penicilinas semi-sintéticas (TORTORA  et al., 2000). 
 

2.3.1.1.1.2. Cefens (cefalosporina). 

Os cefens são agentes antimicrobianos que possuem um espectro de 

atividade ligeiramente diferente contra as bactérias gram-positivas e gram-

negativas. Essa classe antimicrobiana inclui as cefalosporinas clássicas, 

assim como os agentes nas subclasses cefamicina, oxacefem e 

carbacefens. As cefalosporinas (Figura 3) são antibióticos enquadrados 

dentro do conceito de drogas betalactâmicas, pois possuem similaridade 

estrutural com as penicilinas (KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1988). 

Apesar dessa similaridade, as cefalosporinas são resistentes a β-

lactamases, que inativam penicilinas, sendo uma alternativa efetiva no 

tratamento de infecções causadas por bactérias resistentes a este agente 

antimicrobiano (CHRISTIAN & CHRISTIAN, 1997). As β-lactamases são 

enzimas freqüentemente produzidas por bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, aeróbias e anaeróbias, que lisam o anel betalactâmico por 

hidroxilação irreversível da ligação amida, com inativação do antibiótico 

(JUNIOR et al., 2004). As cefalosporinas são classificadas como 

cefalosporinas de primeira, segunda, terceira, ou quarta geração, com base 

numa sequência cronológica (PAIVA NETTO, 1989). Nem todos os 

representantes de um determinado grupo ou geração possuem 

necessariamente o mesmo espectro de atividade. As cefalosporinas de 

primeira geração (cefalotina e cefalexina)  apresentam boa atividade contra 

bactérias Gram-positivas e menor atividade contra os microrganismos Gram-

negativos. Exceção feita aos enterococcos, Staphylococcus aureus 
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meticilino-resistente e Staphylococcus epidermidis, que são susceptíveis a 

elas. As cefalosporinas de segunda geração têm maior atividade contra 

microrganismos Gram-negativos, embora com menor intensidade do que 

aquelas apresentadas pelas de terceira geração. Já as cefalosporinas de 

terceira geração (ceftriaxona) geralmente são menos ativas contra 

microrganismos Gram-positivos, se comparadas às de primeira geração. 

São mais eficazes, no entanto, contra microrganismos da família 

Enterobacteriaceae, incluindo as estirpes produtoras de betalactamase. As 

cefalosporinas de quarta geração têm maior espectro quando comparadas 

às de terceira geração. Além disso, apresentam maior estabilidade diante da 

hidrólise mediada por betalactamases cromossômicas ou daquelas 

transmitidas por plasmídeos (PAIVA NETTO, 1989). 
 

 
Figura 3: Estrutura química da Cefalosporina. 
 

2.3.1.1.1.3. Carbapenêmicos 

A estrutura dos carbapenêmicos (imipenem, panipenem, meropenem, 

ertapenem) diferem pouco da estrutura das penicilinas. São mais resistentes 

à hidrólise por ß-lactamase, o que lhes confererem atividade de amplo 

espectro contra um grande número de bactérias Gram-positivas e Gam-

negativas (BUYNAK, 2005). A Figura 4 indica a estrutura química do 

meropenem. 

. 



 21

 
 
Figura 4: Estrutura química do meropenem. 
 

2.3.1.1.1.4. Monobactanos 

Os agentes antimicrobianos monobactanos são ß-lactâmicos 

monocíclicos. Atualmente, o aztreonam (ativo contra as bactérias gram-

negativas aeróbicas) é o único antibiótico monobactâmico liberado para uso 

pelo FDA (Food Drug and Administration United States). A Figura 5 indica a 

estrutura do aztreonam. 
 

 
 
Figura 5: Estrutura química do aztreonam. 
 

2.3.1.1.2. Antibióticos Glicopeptídicos 

Os agentes antimicrobianos glicopeptídicos, como por exemplo a 

vancomicina (Figura 6), possuem estrutura química comum, e seu principal 

modo de ação é a inibição da síntese da parede celular num sítio diferente 

daquele dos ß-lactâmicos. A vancomicina  forma um complexo com a região 

D-Ala-D-Ala do precursor do peptidoglicano. O complexo formado impede a 
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transglicosilação do precursor dissacárido-peptídico com a cadeia de 

peptidoglicano. Como conseqüência, há um acúmulo de precursores no 

citoplasma e na membrana citoplasmática unidos ao lipídio transportador. A 

vancomicina não penetra no citoplasma e só atua com a parte terminal do 

peptídeo quando o precursor é deslocado pelo peptídeo transportador até a 

região externa da membrana citoplasmática. A vancomicina, além de impedir 

a transglicosilação, também inibe a transpeptidação destes precursores ao 

bloquear o sítio de ataque das transpeptidases e carboxipeptidases. A 

vancomicina é principalmente ativa contra bactérias Gram positivas 

(GOODMAN & GILMAN, 1991). Os microrganismos Gram-negativos são 

naturalmente resistentes a esta droga. 

 
Figura 6: Estrutura química da vancomicina. 
 

2.3.1.1.3. Antibióticos Aminoglicosídicos 

Os aminoglicosídicos formam um importante grupo de antibióticos, 

dos quais se destacam a estreptomicina, gentamicina (Figura 7), amicacina, 

tobramicina, sisomicina, canamicina, neomicina e netimicina (PAIVA NETTO, 

1989). São bactericidas que agem interferindo na síntese protéica bacteriana 

em nível de ribossomo, promovendo a formação de proteínas defeituosas 

(GOODMAN & GILMAN, 1991). A classe inclui membros que são afetados, 

de diferentes formas, pelas enzimas inativadoras dos aminoglicosídeos, o 

que resulta em algumas diferenças de espectro entre os diversos agentes. A 

gentamicina se liga de forma irreversível à proteína S12 da unidade 

ribossômica 30S. A entrada destas drogas nas células procariontes é O2-
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dependente, fato este que explica a resistência natural das bactérias 

anaeróbias estritas. Este mecanismo de entrada pode ser bloqueado ou 

inibido por cátions bivalentes como Ca++ e Mg++. A ação bactericida dos 

aminoglicosídeos se deve a dois fatores: inibem a síntese protéica e 

provocam erros de leitura do RNAm. Este antimicrobiano é utilizado no 

tratamento de infecções entéricas causadas por bactérias Gram negativas. 

 
Figura 7: Estrutura do antibiótico gentamicina (TORTORA 2000). 
 

2.3.1.1.4. Macrolídeos 

Os antibióticos macrolídicos, como por exemplo a eritromicina (Figura 

8), são caracterizados pela presença de um anel lactona macrocíclico em 

sua estrutura química e apresentam um espectro de ação limitado. 

(GOODMAN & GILMAN, 1991). Age impedindo a síntese protéica  por meio 

da ligação à subunidade 50S do ribossomo 70S, bloqueando o movimento 

de translocação do ribossoma ao longo do RNAm. São ativos contra a 

maioria das bactérias Gram-positivas e possuem boa atividade contra 

bactérias anaeróbias, sendo bacteriostáticos. Entretanto, não conseguem 

penetrar a parede celular da maioria dos bacilos Gram-negativos 

(KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1988). Seu espectro de atividade é 

semelhante ao da penicilina G constituindo uma droga alternativa a este 

antimicrobiano (TORTORA et al., 2000). 
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Figura 8: Estrutura do antibiótico eritromicina (TORTORA et al., 2000). 
 

2.3.1.1.5. Sulfonamidas 

São agentes antimicrobianos, bacteriostáticos e em altas 

concentrações possuem efeito bactericida, mas nessas condições, podem 

causar graves reações adversas ao hospedeiro. Inibem o crescimento 

bacteriano, interferindo na utilização do ácido p-aminobenzóico (PABA) 

pelos microrganismos. O PABA é o substrato para uma reação enzimática 

que leva à síntese do ácido fólico, que funciona como co-enzima para 

síntese de vários aminoácidos e de bases púricas e pirimídicas dos ácidos 

nucléicos. Na presença da sulfonamida (análogo estrutural do PABA), a 

enzima que normalmente converte o PABA em ácido fólico, combina com a 

droga. Essa combinação interrompe a síntese do ácido fólico e impede o 

crescimento do microrganismo (TORTORA et al., 2000). De uma maneira 

geral, apresentam amplo espectro de ação, atingindo bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas. Os microrganismos que não requerem ácido 

fólico para o crescimento ou que podem usar o ácido fólico pré-formado são, 

portanto, resistentes às sulfonamidas (PAIVA NETTO, 1989). A Figura 9 

mostra a comparação das estruturas do PABA e da sulfonamida. 
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Figura 9: Comparação entre as estruturas do PABA e da sulfonamida 
(TORTORA et al., 2000). 
 

As bactérias probióticas, devido à sua diversidade, podem apresentar 

susceptibilidade variável aos diferentes tipos de antibióticos. Essa 

susceptibilidade deve ser conhecida e avaliada no processo de seleção de 

probióticos para uso humano ou animal. 

2.3.2. Antagonismo de Bactérias Probióticas sobre Patógenos  

Para ter impacto sobre a microbiota colônica é importante para a 

estirpe probiótica mostrar antagonismo sobre bactérias patogênicas de 

forma a criar um ambiente desfavorável para o crescimento desses 

microrganismos, e consequentemente proteger o hospedeiro de doenças 

(SAARELA et al., 2000). Vários mecanismos têm sido sugeridos para 

explicar o efeito inibitório exercido por bacterias probióticas. No caso de 

Lactobacilli e bifidobacterias por exemplo, o desvaforescimento local é 

promovido pela produção de ácidos orgânicos (ácetico e lático) e 

consequente diminuição do pH, competição por nutrientes e sítios de 

adesão, estimulação do sistema imune do hospedeiro e produção de 

substâncias antimicrobianas específicas, tais como bacteriocinas e peróxido 

de hidrogênio dentre outras (SERVIN, 2004).  

2.3.2.1. Produção de ácidos orgânicos  

Lactobacilli e bifidobacterias produzem metabólitos, tais como ácidos 

acético e lático, os quais possuem efeito inibitório no crescimento de 

microrganismos patogênicos (SERVIN, 2004). Esse efeito está relacionado 

com a redução do pH (que promove acidificação do citoplasma celular e 

consequente perda da homeostase) e com a forma não dissociada do ácido 
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(PODOLAK et al., 1996), que sendo lipofílica difunde-se passivamente 

através da membrana (KASHKET, 1987) promovendo colapso do gradiente 

protoeletroquímico. Assim, há interrupção do sistema de transporte de 

substrato  para a célula (SNIJDERS et al., 1985) e comprometimento das 

funções metabólicas do microrganismo. O ácido acético exerce maior efeito 

inibitório que o ácido lático para um mesmo valor de pH, devido ao seu pKa 

do ácido acético (pKa=4,76) ser mais elevado do que o do ácido lático 

(pKa=3,86) resultando em maior concentração da forma não dissociada no 

citoplasma bacteriano (VASSEUR et al., 1999). Os ácidos orgânicos 

produzidos pelas bactérias láticas probióticas atuam antagonizando 

patógenos. 

LEHTO & SALMINEM, (1997) verificaram que Lactobacillus casei 

subsp. rhammnosus GG impediu a invasão das células intestinais Caco-2 

por Salmonella enterica serovar typhimurium porém, quando o meio foi 

neutalizado para pH 7 essas células foram invadidas pelo patógeno 

sugerindo assim que o efeito inibitório era pH-dependente. FORESTIER et 

al., (2001) constataram a inibição de Escherichia coli enterotoxigênica 

(ETEC), Escherichia coli enteropatogênica (EPEC), Klebsiella pneumoniae, 

Salmonella. typhimurium e Clostridium difficile pelo sobrenadante livre de 

células de Lactobacillus casei subsp. rhammnosus (LCr-35).  Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus casei subsp. rhammnosus e Bifidobacterium 

bifidus inibiram o crescimento de Helicobacter pylori in vitro, pela produção 

de ácido lático e acético (MIDOLO et al., 1995). Estirpes de Lactobacillus 

casei shirota ou Lactobacillus acidophilus reduziram o crescimento de 

Escherichia coli O157:H7 pela produção de ácido lático e redução do pH 

(OGAWA et al., 2001). STRUS et al., (2001) constataram ainda que estirpes 

de Lactobacillus sp. isolados do trato digestivo inibiram o crescimento de 

Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Escherichia coli e Clostridium 

difficile que são agentes etiológicos de infecções gastroentéricas.  

ALAKAMI et al., (2000) verificaram in vitro que as substâncias 

antibacterianas secretadas por Lactobacillus plantarum (VIIE-78076) inibiam 

o crescimento de Pantoea agglomerans e Fusarium avenacerum e que 

essas eram mais ativas na presença de ácido lático. O ácido lático agiu 

permeabilizando a membrana externa das bactérias Gram-negativas 
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permitindo que outras substâncias antimicrobianas penetrassem, 

aumentando a susceptibilidade do patógeno a essas moléculas. 

Os ácidos orgânicos em particular ácido acético e lático possuem 

efeito inibitório contra bactérias Gram-negativas. Entretanto, somente 

poucos autores sugerem que a produção desses ácidos é o fator 

responsável para a atividade antagonistica de bifidobacterias (FOOKS & 

GIBSON, 2003).  

2.3.2.2. Produção de bacteriocinas e/ou moléculas semelhantes à 
bacteriocinas  

Bacteriocinas são compostos antimicrobianos de origem proteica, 

produzidos por bactérias e que são ativos geralmente contra espécies 

intimamente relacionadas com a cepa produtora (TAGG et al., 1976; 

KLAENHAMMER, 1988). Entretanto, algumas bacteriocinas são capazes de 

inibirem o crescimento de microrganismos filogeneticamente distantes, como 

por exemplo Clostridium botulinum, Bacillus sp., Enterococcus faecalis, 

Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (TICHACZEK et al., 1992). 

Foram primeiramente caracterizadas em bactérias Gram-negativas, sendo 

as colicinas (Escherichia coli) as mais estudadas (LAZDUNSKI, 1988). 

Posteriormente, foi constatado que essas moléculas também eram 

produzidas por bactérias Gram-positivas e dentro dessa classe, as bactérias 

do ácido lático têm sido amplamente exploradas para utilização de suas 

bacteriocinas na conservação de alimentos (CLEVELAND et al., 2001).  

As bacteriocinas agem promovendo colapso do potencial de 

membrana por meio de ligações eletrostáticas com os fosfolipídeos 

(carregados negativamente). Essas ligações são favorecidas uma vez que a 

maioria das bacteriocinas são ampifílicas e catiônicas. Após ligação, a 

porção hidrofóbica da bacteriocina se insere para dentro da membrana 

formando poros. A formação desses poros permitem a saída de íons, 

principalmente potássio e magnésio, promovendo dissipação da força 

protomotora, comprometendo a síntese de macromoléculas e produção de 

energia, resultando em morte celular (MONTVILLE et al., 1995). 

Lactobacilos e bifidobacterias são microrganismos capazes de 

produzir bacteriocinas e essas substâncias têm sido citadas por 
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pesquisadores como responsáveis pela inibição do crescimento de várias 

bactérias patogênicas em experimentação realizadas in vitro. COCONNIER 

et al., (1997) constataram que o sobrenadante livre de células da cultura de 

Lactobacillus acidophilus diminuiu a velocidade de crescimento de 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, 

Shigella flexneri, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, 

Pseudomonas aeroginosa e Enterobacter  spp. Estirpes de Lactobacillus 

acidophilus (johnsonii) produziram substâncias antibacterianas (não 

identificadas mas distintas de ácido latico), que inibiram in vitro patógenos 

Gram-positivos e Gram-negativos, como por exemplo, Staphylococcus 

aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella typhinurium, Shigella flexneri,  

Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa e Enterobacter cloacae 

(BERNET-CAMARD et al, 1997). O crescimento de Giardia intestinalis e sua 

ligação à células Caco-2 do epitélio intestinal foi significativamente reduzido 

por substâncias antimicrobianas de baixo peso molecular (La1) produzidas 

por Lactobacillus johnsonii (PEREZ et al., 2001). MICHETTI et al., (1999)  

constataram que Lactobacillus acidophilus produziu substâncias 

antibacterianas que reduziram a viabilidade de Helicobacter pylori in vitro. A 

colonização do trato gastrointestinal de ratos por esse mesmo 

microrganismo patogênico foi inibida por Lactobacillus salivarius (KABIR et 

al., 1997).  

Bactérias bífidas desempenham importante papel na proteção contra 

gastroenterites pela inibição de microrganismos patogênicos intestinais. 

GIBSON & WANG (1994) descreveram atividade antibacteriana de estirpes 

de Bifidobacterium spp. sobre Salmonella, Listeria, Campylobacter, Shigella 

e Vibrio cholerae in vitro. ASAHARA et al., (2001) mostraram aumento da 

resistência contra infecções provocadas por Salmonella typhimurium em 

ratos administrados com bifidobacterias. YILDIRIM & JOHNSON (1998) 

identificaram uma bacteriocina (bifidocina B) produzida por B. bifidum com 

efeito inibitório sobre o crescimento de algumas espécies do gênero Listeria, 

Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostocc e Pediococcus. Essa 

bacteriocina foi sensível a enzimas proteolíticas, ativa na faixa de  pHs de 2 

a 10, resistente ao calor e a solventes orgânicos sendo sua produção 

máxima durante a fase estacionária. COLLADO et al., (2005) constataram 
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inibição de Helicobacter pylori por compostos proteináceos, estáveis ao calor 

e sensíveis a proteases produzidos por Bifidobacterium. O mecanismo 

responsável pelo efeito antagonista conferido por bifidobacterias sobre 

Helicobacter pylori ainda não é bem definido (YILDIRIM & JOHSON, 1998). 

O efeito antagonista efetivado pelas bactérias bífidas pode ocorrer 

devido ao ácido acético, bacteriocinas, moléculas semelhantes à 

bacteriocinas, e outras substâncias como peróxido de hidrogênio. 

2.3.2.3. Produção de H2O2  

Algumas bactérias do ácido lático produzem peróxido de hidrogênio 

na presença de oxigênio como resultado da ação de flavoproteínas oxidases 

ou peroxidades (NADH). Seu efeito antimicrobiano sobre vários patógenos é 

decorrente da oxidação de grupos sulfidrílicos, promovendo inativação de 

várias enzimas. Além disso, essa substância pode promover alteração na 

permeabilidade da membrana celular pela peroxidação dos lipídios nela 

presentes e danos ao DNA pela formação de radicais livres tais como (O2-) e 

hidroxil (OH-) (BYEZKOWSKI & GESSNER, 1988). As equações abaixo 

mostram a formação do peróxido de hidrogênio, radical superóxido e 

hidroxila. 

 

O2 + 1e-    →    O2
-   (radical superóxido) 

O2 + 1e- + 2 H+   →   H2O2    (peróxido de hidrogênio)        

H2O2  + 1e-   →   OH-  +   OH° (radical hidroxila) 

OH° + 1e-  +  H+ →  H2O 

 

No processo de peroxidação da membrana o radical livre hidroxila 

capta um átomo de hidrogênio do ácido graxo insaturado da membrana 

fosfolipídica e se transforma em água. O ácido graxo, em presença de 

oxigênio, gera um radical livre e dá início uma reação em cadeia que irá 

destruir a membrana celular. A membrana danificada, perde sua flexibilidade 

e suas funções de barreira permitindo influxo de cálcio na célula e ativando 

as fosfolipases. Estas enzimas continuam a lesar a célula, pois atacam a 

membrana lisosomal e liberam as enzimas lisosômicas, acelerando a 

degradação. Na molécula de DNA, o radical peróxido reage com os íons 
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ferro presentes na moléculas de DNA, produzindo o radical hidroxila. Este 

ataca principalmente a pirimidina na ligação com a desoxirribose, rompendo 

a ligação açúcar-fosfato e liberando as bases livres dos nucleotídeos 

(SILVA, 2003) 

Lactobacilos desempenham importante papel na manutenção da 

saúde vaginal prevenindo o supercrescimento de patógenos tais como 

Escherichia coli e Gardnerella vaginalis pela produção de ácido e H2O2. 

Lactobacillus crispatus e Lactobacillus jensenii inibiram o crescimento de 

gonococci in vitro pela produção de H2O2 (AMANT et al., 2002). 

AROUTCHEVA et al., (2001) examinando a atividade antimicrobiana de vinte 

e uma estirpes de Lactobacillus sp. de origem vaginal, observaram que 

aproximadamente 80% dessas estirpes produziram H2O2, ácido lático e 

bacteriocinas e foram efetivas na inibição do crescimento de Gardnerella 

vaginalis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus salivarius e Lactobacillus 

gasseri in vitro (MASTROMARINO et al., 2002).  

O efeito antagonista de bactérias bífidas sobre patógenos pode 

também advir da modulação do sistema imunológico do hospedeiro. 

2.3.2.4. Imunomodulação 

Estudos têm indicado que bactérias probióticas, principalmente do 

gênero Lactobacillus e Bifidobacterium podem agir promovendo efeitos 

positivos no sistema imunológico de humanos e animais (ISOLAURI, 2001; 

KALLIOMAKI et al., 2001; PERDIGON et al., 2001).  

Imunomodulação observada como estímulo de Ig A na mucosa e 

aumento da atividade fagocítica em ratos ocorreu após consumo de 

Lactobacillus johnsonii LJ1 e Lactobacillus salivarius UCC 118. Essa 

imunomodulação não induziu resposta inflamatória que pudesse causar 

efeitos nocivos aos animais, e sim apresentou-se associada a alterações 

transientes benéficas, promovidas pelo consumo dos microrganismos 

(SCHIFFRIN et al., 1997). 

Estudos in vitro com Lactobacillus rhammnosus GG e Bifidobacterium 

lactis Bb-12 inibiram a proliferação de linfócitos. Essas mesmas estirpes 

quando ministradas a crianças com eczema atópica severa, promoveram 
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melhorias significativas nos sintomas da doença quando comparada com o 

grupo placebo (MATTILA-SANDHOLM & SALMINEN, 1998). 

Em ratos, a administração oral de Lactobacillus casei Shirota ou 

Bifidobacterium breve YJT-4064 ativaram a resposta humoral. Essas 

mesmas bactérias ministradas a crianças, promoveram aumento da 

produção de Ig A anti- rotavirus e redução significativa da frequência desse 

patógeno nas amostras de fezes (YASUI et al., 1999). 

SAAVEDRA et al., (1994) mostraram que crianças alimentadas com 

fórmulas suplementadas com Bifidobacterium bifidum e Streptococcus 

thermophilus apresentaram menor incidência de diarréia e menor taxa de 

rotavirus quando comparadas com crianças alimentadas somente com 

fórmulas. Resultados similares foram obtidos em experimentação com ratos 

tratados com Bifidobacterium bifidus (DUFFY et al., 1994).  

Bactérias probióticas também podem promover estimulação do 

sistema imunológico local e sistêmico por sua adesão na superfície da 

mucosa intestinal, facilitando o contato com os tecidos linfáticos (SALMINEN 

et al., 1996). Além disso, podem inibir o crescimento de patógenos no 

intestino por exclusão competitiva. BERNET et al., (1994), constataram 

exclusão de patógenos por Bifidobacterium empregando células Caco-2. 

Essas bactérias são capazes de prevenir a adesão de patógenos por meio 

de obstáculos estéricos bloqueando receptores específicos e também por 

meio de co-agregação (VEBRAEDES et al., 1996). 

Bactérias probióticas, em especial bactérias bífidas, podem atuar 

antagonizando patógenos de várias maneiras, seja pelo estímulo do sistema 

imunológico, ou  pela produção de várias susbtâncias como as descritas 

nesta revisão. 

2.3.3. Translocação bacteriana  

A translocação bacteriana pode ser definida como a passagem de 

microrganismos viáveis e não viáveis e de produtos microbianos, tais como 

endotoxinas, do intestino através da mucosa epitelial para o interior de 

nódulos linfáticos mesentéricos e outros órgãos extra intestinais (BERG e 

GARLINGTON, 1979). Esse processo tem sido estudado por vários 

pesquisadores, uma vez que diversas doenças, têm sido atribuídas à 
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presença de microrganismos intestinais endógenos nos órgãos (fígado, rim, 

coração, baço) e tecidos normalmente estéreis. Em alguns indivíduos, 

principalmente em imunocomprometidos, microrganismos translocados 

poderiam provocar bacteremia, e em casos mais extremos levar a falência 

multipla dos órgãos (BERG, 1992). Daí ser importante verificar a capacidade 

de translocação antes de se introduzir qualquer microrganismo probiótico 

nos alimentos. Para Berg (1980), translocação bacteriana pode ser 

detectada em situações de alteração do balanço ecológico do trato 

gastrointestinal. Essa alteração pode ser desencadeada em indivíduos sob 

antibioticoterapia, quimioterapia, radioterapia e em situações de estresse, 

dentre outros, favorecendo o supercrescimento de bactérias patogênicas 

endógenas e consequentemente sua translocação. Outro fator que pode 

promover um supercrescimento de bactérias no trato intestinal é a ingestão 

de níveis elevados de microrganismos (106-107 UFCg-1 ou mL-1), como por 

exemplo em alimentos fermentados ou contaminados. Deficiências no 

sistema imunológico do hospedeiro e aumento da permeabilidade ou danos 

na barreira da mucosa intestinal também podem promover translocação de 

bactérias endógenas para sítios extra-intestinais (BERG, 1995). As situações 

de supercrescimento bacteriano, deficiências das defesas imunológicas do 

indivíduo e injúria da mucosa intestinal estão relacionadas à translocação 

bacteriana. 

2.3.3.1. Supercrescimento Bacteriano 

O supercrescimento bacteriano intestinal é um dos principais fatores 

que promovem e possibilitam a translocação bacteriana para os nódulos 

linfáticos mesentéricos e outros órgãos. Estudos têm mostrado que esse 

fenômeno ocorre mais frequentemente em modelos animais administrados 

oralmente com antibióticos, ratos “germ-free” monoassociados com 

patógenos, animais com obstrução ou cirurgia intestinal, estresse, dentre 

outros (BERG, 1995).  

Nos indivíduos ou animais submetidos à antibioticoterapia, o 

supercrescimento bacteriano pode ocorrer pelo desbalanceamento da 

microbiota intestinal, permitindo o crescimento de bactérias endógenas 

resistentes ao antibiótico e a colonização do trato gastrointestinal por 
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patógenos não endógenos resistentes (BERG, 1995). Berg (1981) constatou 

que a administração oral de penicilina, metronidazol, ou clindamicina em 

ratos, promoveu redução da população cecal de anaeróbios endógenos 

estritos e permitiu o supercrescimento de Enterobacteriacea endógenas e 

translocação bacteriana do trato gastrointestinal para os nódulos linfáticos 

mesentéricos. Esse mesmo autor observou, que trinta dias após o término 

da terapia com antibióticos, a microbiota intestinal foi reestabelecida e a 

translocação bacteriana cessada. Assim pacientes ministrados com 

antimicrobianos, mesmo após o término do tratamento podem estar sujeitos 

à translocação bacteriana. WELLS et al., (1987) ministraram metronidazol a 

ratos por três dias e verificou aumento significativo na concentração de 

bactérias aeróbias e facultativas intestinais acompanhado de translocação 

bacteriana para os nódulos linfáticos mesentéricos (NLM). 

Nem toda bactéria endógena transloca com a mesma eficiência do 

trato gastrointestinal para nódulos linfáticos mesentéricos e outros sítios 

extraintestinais (STEFFEN et al., 1988). Alguns autores sugerem que essa 

capacidade esteja relacionada com o grau de sensibilidade do 

microrganismos ao oxigênio. BERG (1995), em seus experimentos com 

ratos “germ-free” monoassociados, constatou que Pseudomonas 

aeroginosa, bactérias Gram-negativas, Enterobacteriacea anaeróbias 

facultativas, tais como Escherichia coli e Proteus mirabilis translocaram com 

maior eficiência. Bactérias Gram positivas tolerantes ao oxigênio, tais como 

Staphylococcus epidermidis e Lactobacillus brevis, translocaram em um 

nível intermediário e Bacteróides fragilis, Bacteróides vulgatus e 

Fusobacterium russii, que são bactérias anaeróbias estritas, translocaram 

menos do trato gastrointestinal para os nódulos linfáticos mesentéricos. Esse 

mesmo autor verificou ainda que os anaeróbios mais resistentes ao oxigênio 

translocam mais eficientemente do que aqueles mais sensíveis. Outros 

autores atribuem essa maior facilidade de translocação a capacidade da 

estirpe de aderir e ligar-se ao muco intestinal, sendo este um importante 

passo na penetração e conseqüentemente na translocação bacteriana 

(LJUNGDAHL et al., 2000). Seja qual for o mecanismo, o que se observa é 

que, embora haja maior concentração de microrganismos anaeróbios no 

intestino, a maior parte de bactérias translocantes são aeróbias e que a 
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migração de bactérias anaeróbicas tem sido reportada somente em casos 

extremos tais como, exposição à radiação (BROOK et al., 1984) e injúria 

térmica (WELLS, 1990), onde há quebra da integridade entérica.  

A genética do hospedeiro parece não ter efeito apreciável na 

regulação da translocação bacteriana. Nenhuma diferença foi encontrada na 

translocação de Enterobacteriacea endógenas do trato gastrointestinal para 

os nódulos linfáticos mesentéricos em quatorze estirpes de ratos (MAEJIMA 

et al., 1984). 

2.3.3.2. Deficiências das defesas imunológicas do hospedeiro   

O trato intestinal é um órgão metabolicamente ativo, contendo vários 

tipos de leucócitos envolvidos na resposta imune (WIEST & RATH, 2003). 

Os componentes do sistema imunológico, incluindo imunidade associada a 

mucosa (imunoglobulinas secretoras), mediada por células (macrófagos e 

células T) e humoral (imunoglobulinas secretoras) desempenham importante 

papel no processo de redução da translocação (BERG, 1995).  

As imunoglobulinas A secretoras (Ig As) inibem a associação da 

bactéria com o epitélio intestinal, reduzindo a penetração bacteriana de 

vários patógenos, como por exemplo, Víbrio cholerae e Salmonella 

enteritidis (BERG, 1995).  

Imunidade mediada por células (macrófagos e células T) promovem 

uma segunda linha de defesa do hospedeiro contra translocação bacteriana 

para orgãos extraintestinais. Os macrófagos residentes nos nódulos 

linfáticos mesentéricos são posicionados estrategicamente para reduzir a 

translocação bacteriana do trato gastrointestinal para outros órgãos. Estes 

juntamente com os leucócitos polimorfonucleares englobam partículas, 

incluindo bactérias na superfície da mucosa e transportam-nas para nódulos 

linfóides e outros sítios (WELLS et al., 1987). Imunoestimulação não 

específica de macrófagos por meio de injeção com Propionibacterium acnes 

diminuiu translocação para os nódulos linfáticos mesentéricos de 

Escherichia coli e Pseudomonas mirabilis (FULLER, & FULLER 1985). As 

células T ajudam a manter a imunidade humoral por meio da produção de 

anticorpos dependentes de células T, quimocinas e citocinas que abastecem 

e ativam macrófagos e neutrófilos (WIEST & RATH, 2003). GAUTREAUX et 
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al., (1993) examinaram o papel das células T em ratos “in vivo” por meio da 

diminuição de células T (CD4+  e/ou CD8+) por meio de injeção peritonial de 

anticorpos monoclonal de células anti T. A completa diminuição dessas 

células no epitélio intestinal promoveu translocação de Escherichia coli para 

os nódulos linfáticos mesentéricos. A injeção de agentes 

imunossupressores, como a ciclofosfamida em ratos, promoveu a 

translocação de bactérias endógenas para os nódulos linfáticos 

mesentéricos, baço, fígado e rins (BERG, 1983).  

As Imunoglobulinas séricas agem sinergisticamente com as células T 

e ou macrófagos aumentando a efetividade da fagocitose pelos macrófagos 

e leucócitos polimorfonucleares, prevenindo o início da translocação de 

bactérias do trato gastrointestinal para os nódulos linfáticos mesentéricos, ou 

ainda reduzindo a disseminação da bactérias translocando do nódulo 

linfático mesentérico para outros sítios extra-intestinais (BERG, 1995). 

Injeção intravenosa de Ig G contra Escherichia coli em ratos reduziu a 

proliferação desse patógeno para os nódulos linfáticos mesentéricos, baço, 

fígado, rins e sangue mas não reduziu o número de Escherichia coli 

translocando do trato gastrointestinal para os nódulos linfáticos mesentéricos 

(GAUTREAUX et al., 1990).  

2.3.3.3. Injúria da mucosa intestinal 

O intestino abriga uma variedade de bactérias que podem 

desencadear doenças no hospedeiro (WILMORE et al., 1988), e em casos 

extremos, como em pacientes imunocomprometidos, a infecção promovida 

por essas bactérias pode desencadear septicemia ou até mesmo a falência 

múltipla dos órgãos, levando o paciente à morte (DEITCH, 1992). O 

hospedeiro possui uma série de defesas locais contra invasão de 

microrganismos intestinais endógenos tais como, muco, acidez gástrica, 

enzimas pancreáticas, bile, barreiras celulares epiteliais com suas junções 

intracelulares, dentre outros. Mucinas secretadas por células  caliciformes, 

criam uma proteção que dificulta a penetração bacteriana (ARANOW & 

FINK, 1996). Muco também age como lubrificante, reduzindo danos 

promovidos por ácidos e outras toxinas luminais. Secreções das células da 

mucosa são ricas em anticorpos (Ig A) que se ligam e agregam a bactéria, 
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prevenindo aderência e colonização (SPAETH et al., 1994). Ausência de bile 

no intestino tem mostrado facilitar a translocação bacteriana (SLOCUM et 

al., 1992), e a exposição à bile durante o crescimento bacteriano diminui a 

internalização epitelial  de bactérias entéricas (WELLS et al., 1995). Todos 

esses mecanismos ajudam a prevenir a ligação do microrganismo ao 

epitélio, o qual é um importante passo na penetração e conseqüentemente 

na translocação bacteriana. Outra proteção imprescindível das funções vitais 

do hospedeiro contra invasão de microrganismos é o epitélio intestinal, que 

age como uma barreira  prevenindo a passagem de várias substâncias 

nocivas (BERG, 1995). MOREHOUSE et al., (1986) promoveram inoculação 

intragástrica de ácido ricinoleico (potente ingrediente farmacológico que 

severamente danifica a mucosa intestinal) em ratos, e observaram aumento 

da translocação de várias espécies de bactérias endógenas do trato 

gastrointestinal. Assim, qualquer alteração nessa barreira, tal como injúria 

térmica, choque hemorrágico, endotóxico podem favorecer o processo de 

translocação de microrganismos intestinais (BERG, 1995). Alterações no 

fígado, tal como cirrose também tem mostrado favorecer o processo de 

translocação de bactérias endógenas para sitios extra-intestinais. Pacientes 

cirróticos podem ter a permeabilidade da mucosa intestinal alterada e em 

casos extremos até mesmo rompida pelo aumento da pressão portal, 

favorecendo a translocação bacteriana (GUARNER et al., 1997). Outro fator 

que contribui também para aumento da permeabilidade da mucosa intestinal 

nesses pacientes é a alta produção de endotoxinas (GUARNER et al., 1993). 

Tratamentos mediados por microrganismos probióticos, têm mostrado 

resultados promissores na prevenção da translocação em ratos com algum 

tipo de injúria. SUZUKI et al., (1997) constataram inibição da translocação de 

Escherichia coli do trato gastrointestinal para os nódulos linfáticos 

mesentéricos em ratos injetados com Zymosan (agente inflamatório), pela 

administração oral de Bifidobacterium longum. EIZAGUIRRE et al., (2002), 

em seus experimentos com ratos possuindo parte do intestino 

resseccionado, constataram redução significativa no número de bactérias 

endógenas translocando para o sangue portal e nódulos linfáticos 

mesentéricos nos ratos que receberam Bifidobacterium lactis quando 

comparado com o controle que não recebeu o probiótico. Mais da metade 



 37

dos ratos tratados com a bactéria bífida não apresentaram translocação. 

ADAWI et al., (2001), em seus experimentos constataram redução 

significativa do número de bactérias translocando para os nódulos linfáticos 

mesentéricos e sangue portal em ratos com fígado submetido a injúria 

(injeção intraperitonial de D-galactosamina) tratados com Lactobacillus 

rhamnosus e Lactobacillus plantarium, quando comparado com o grupo 

controle que possuia o fígado submetido a injúria e não recebeu a 

combinação do probiótico. Segundo os autores, uma possível explicação 

para o ocorrido seria a estimulação do sistema imunológico e produção de 

mucinas pelas bactérias probióticas. 

A translocação bacteriana envolve interações complexas entre os 

mecanismos de defesa e a capacidade para transpor a barreira intestinal e 

sobreviver em outro ambiente, sendo  necessários mais estudos para 

elucidar os mecanismos envolvidos na presença de translocação no 

hospedeiro saudável  ou debilitado (BERG, 1992). Ainda, segundo o autor, a 

translocação bacteriana da microbiota nativa, que normalmente coloniza o 

trato gastrointestinal em níveis populacionais elevados, pode ocorrer em 

taxas reduzidas, e de forma espontânea, através de mucosa de animais 

saudáveis. 

Esse trabalho objetivou avaliar alguns parâmentros de segurança e 

funcionalidade atualmente recomendados tais como, susceptibilidade 

antimicrobiana, antagonismo ao crescimento de patógenos, toxicidade oral 

crônica e translocação bacteriana para validação de estirpes probióticas. 

Para tal, o estudo foi dividido em três fases em que a primeira objetivou-se 

selecionar dentre as estirpes de Bifidobacterium breve já isoladas de 

crianças, as mais sensíveis aos principais antibimicrobianos utilizados em 

UTIs neo-natal. A segunda fase  teve como objetivo verificar a atividade 

antagonista in vitro de Bifidobacterium breve ao crescimento de Salmonella 

typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli e Clostridium difficile. Na terceira fase, procurou-se verificar o efeito da 

concentração de bactérias bífidas (109 UFC/ mL) ministradas diariamente 

aos ratos por 21 dias na translocação bacteriana para o fígado, rins, coração 

e baço e a toxicidade oral crônica desses isolados. 
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CAPÍTULO 1: PERFIL DE SENSIBILIDADE DE Bifidobacterium breve 
AOS PRINCIPAIS ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS EM UTI- NEO 

NATAL 

1. INTRODUÇÃO  

Bifidobacteria foi primeiramente isolada e descrita por Tissier (1899 – 

1900), de fezes de crianças alimentadas com leite materno, e posteriormente 

reconhecida como um grupo dominante na microbiota intestinal de recém 

nascidos saudáveis. Essas bactérias são Gram-positivas, não formadoras de 

esporos, não apresentam motilidade e são catalase negativas. São bacilos 

pleomorfos em forma de Y ou V, espatulados ou em forma de clava 

(TANNOCK, 1999). Vários benefícios à saúde humana além da prevenção 

de desordens intestinais têm sido atribuidos às bactérias bífidas, como por 

exemplo,  redução do colesterol sanguíneo (MODLER, 1994; LIN, 2000), 

aumento da resposta imune do hospedeiro (ISOLAURI, 2001), melhoria da 

utilização da lactose por indivíduos intolerantes (GRIFFIN et al., 2002), 

redução do risco de câncer de cólon (COMMANE et al., 2005) e melhoria no 

metabolismo de proteínas e vitaminas (ARUNACHALAM, 1999; YOUNG & 

HUFFMAN, 2003). Por essa razão, novas estirpes têm sido identificadas e 

introduzidas em alimentos e produtos farmacêuticos (KLEIN et al., 1998). 

Entretanto, nos últimos anos, alguns relatos têm mostrado o isolamento de 

bactérias usadas como probióticas de fontes de infecções, o que tem 

provocado maior atenção e exigência por parte de pesquisadores e médicos 

com relação aos parâmetros de segurança que devem ser analisados antes 

da aprovação da estirpe como probiótica. Casos de infecções provocados 

por lactobacilos e bifidobactéria são raros e estimados em 0,05% - 0,4% de 

casos de endocardites e bacteremia (GASSER, 1994). A determinação da 

susceptibilidade antimicrobiana de novos isolados é um dos parâmetros que 

devem ser verificados (SAARELA, 2000), visando prevenir a entrada de 

microrganismos que possam carrear e disseminar genes de resistência  

codificados por plasmídeos para patógenos na cadeia alimentar. No entanto, 

a questão de resistência deve ser estudada com muito critério, pois na 
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prática, a maioria das bactérias são resistentes a alguns desses compostos. 

Se esta é intrínseca (baseada na fisiologia e peculiaridades estruturais da 

estirpe, sua transferência para outros microrganismos sensíveis é muito 

pouco provável, não representando portanto, risco de disseminação do gene 

de resistência para patógenos no intestino (WRIGHT, 2005).  

2. OBJETIVOS 

Avaliar a susceptibilidade de estirpes de Bifidobacterium breve 

isoladas de recém nascidos aos principais antibióticos utilizados em UTI 

neo-natal e selecionar aquelas estirpes mais sensiveis como um critério de 

segurança para uso desses isolados como probiótico em bancos de leite 

humano.  

3. MATERIAL E MÉTODOS 

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Culturas 

Láticas do Departamento de Tecnologia de Alimentos do Instituto de 

Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO) da Universidade Federal 

de Viçosa, Minas Gerais.  

3.1. Origem e Manutenção dos isolados de bactérias bífidas 

As bactérias bífidas utilizadas nesta experimentação foram isoladas 

de fezes de recém-nascidos alimentados exclusivamente com leite materno 

e sem o uso de antibióticos (TESHIMA et al, 2005). Para confirmação da 

identidade, as culturas foram submetidas à coloração de Gram, ao teste da 

catalase e ao perfil de fermentação de carboidratos Kit API CH 50 

(BioMerieux – France). A determinação da diversidade genética foi realizada 

por PFGE - Pulsed Field Gel Electrophoresis (RIORDAN e FITZGERALD, 

1997). A confirmação do gênero Bifidobacterium foi complementada pelo 

teste da presença da enzima frutose-6-fosfatofosfocetolase (E.C4.1.2.22) 

(SCARDOVI, 1986). Os isolados foram mantidos sob congelamento a -800C 

em leite desnatado resconstituído a 12% de sólidos não gordurosos (LDR 

12%) adicionados de solução de glicerol (20%) no Banco de Culturas do 

Laboratório de Culturas Láticas, BIOAGRO.  
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Utilizou-se também estirpes padrão ATCC (American Type Culture 

Colection) de bactérias bífidas (B. bifidum, B. longum e B. breve), que foram 

mantidas nas mesmas condições descritas acima. 

 

3.2. Ativação dos Isolados 

Antes de cada análise de sensibilidade aos antibióticos, as culturas 

foram descongeladas à temperatura ambiente e repicadas (1%) por três 

vezes consecutivas em caldo MRS (De Mann, Rogosa e Sharpe, Difco®) 

modificado (ágar 0,075%, carbonato de sódio 0,02% e cloreto de cálcio 

dihidratado 0,01% e 1% de solução 0,05% de L cisteína.HCl) esterilizado, e  

incubadas a 37ºC por 18-24 horas. A solução de cisteína 0,05% foi 

esterilizada separadamente utilizando membrana Millipore (0,45μm) e 

adicionada assepticamente (1%) ao MRS modificado esterilizado. 

3.3. Perfil de Sensibilidade aos Antibióticos 

Foi utilizado o método da difusão em placa (BAWER, 1966) com 

discos impregnados com os antibióticos: amicacina (10μg), ampicilina (30 

μg), cefalexina (30μg), vancomicina (30μg), meropenem (10μg), gentamicina 

(10μg), oxacilina (1μg), cefalotina (30μg), eritromicina (15μg), sulfonamidas 

(300μg), penicilina (10μg), ceftriaxona (30μg), ciprofloxacina (5μg) e 

amoxicilina (10μg). Os discos foram obtidos do laboratório SENSIFAR® 

(Cefar Diagnóstica, São Paulo, Brasil). 

Os isolados previamente ativados foram distribuídos (0,1mL) em 

placas de petri contendo ágar MRS modificado empregando-se técnica de 

spread plate.  Foi utilizada uma suspensão de 108 UFC/ mL como inóculo 

(LEHTO AND SALMINEN, 1997). Os discos contendo os antibióticos foram 

adicionados as placas em pontos eqüidistantes sob leve pressão com auxilio 

de uma pinça esteril. Após 1h sob temperatura ambiente as placas foram 

incubadas a 37ºC/ 48h em câmara de anaerobiose (anaerobac work station, 

Bug Box, Leeds, UK), utilizando-se mistura anaeróbica (Hidrogênio 10%, 

Dióxido de Carbono 5%, Nitrogênio, 85%).  

Ágar MRS modificado, foi utilizado devido à alta exigência nutricional 

do gênero Bifidobacterium. Os halos de inibição foram medidos nas três 
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repetições. Os resultados médios foram avaliados de acordo com a Tabela 

padrão (SENSIFAR®). A escolha dos antibióticos utilizados nesta 

experimentação teve como base a freqüência de uso nas Unidades de 

Terapia Intensiva (UTI) Neonatais da cidade de Viçosa-MG. 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Perfil de Sensibilidade a Antibióticos 

As estirpes de bactérias bífidas isoladas de fezes de recém nascidos 

apresentaram perfil de sensibilidade aos antimicrobianos avaliados 

semelhante àqueles das estirpes de Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium 

longum e Bifidobacterrium breve padrão (ATCC), utilizadas neste trabalho.  

A Tabela 1 indica a susceptibilidade das estirpes de Bifidobacterium 

breve isoladas de recém nascidos a estes agentes antimicrobianos. A 

susceptibilidade (porcentagem) das estirpes a cada agente antimicrobiano 

avaliado está indicada na Tabela 2.  
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Tabela 1: Susceptibilidade das estirpes de Bifidobacterium breve isoladas de recém nascidos aos principais agentes 
antimicrobianos utilizados em UTIs-Neo-Natal no Brasil. 

Diâmetro dos halos de inibição (cm)1 Bactérias bífidas AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO 

UFVCC1082 3.071 
 (S)2 

0.95  
(R) 

0.83  
(R) 

1.03  
(R) 

1.03  
(R) 

0.93  
(R) 

1.93  
(S) 

2.03  
(S) 

2.60  
(S) 

2.13  
(S) 

1.3  
(R) 

2.17  
(S) 

3.13  
(S) 

1.33  
(R) 

UFVCC1083 3.37  
(S) 

1.10 
 (R) 

0.95  
(R) 

0.9  
(R) 

1.03  
(R) 

1.09  
(R) 

1.90  
(S) 

1.97  
(S) 

3.0  
(S) 

2.53  
(S) 

1.63  
(I) 

2.23  
(S) 

3.13  
(S) 

1.33  
(R) 

UFVCC1084 3.00  
(S) 

0.83  
(R) 

0.8  
(R) 

0.73  
(R) 

1,05  
(I) 

0.93  
(R) 

1.57  
(I) 

2.10  
(S) 

2.57  
(S) 

2.17  
(S) 

1.3  
(R) 

1.8  
(S) 

2.87  
(S) 

1.2  
(R) 

UFVCC1085 3.00  
(S) 

1.10  
(R) 

0.95  
(R) 

1.0 
(R) 

1.03  
(R) 

1.10 
 (R) 

1.93  
(S) 

2.0 
(S) 

2.5  
(S) 

2.97  
(S) 

1.23  
(R) 

2.0  
(S) 

2.73  
(S) 

1.2  
(R) 

UFVCC1086 3.07  
(S) 

0.90  
(R) 

0.80  
(R) 

0.97  
(R) 

1.0 
(R) 

0.90  
(R) 

1.97  
(S) 

1.93  
(S) 

2.37 
 (S) 

2.0  
(S) 

1.27  
(R) 

2.0  
(S) 

2.43  
(S) 

1.73  
(I) 

UFVCC1087 3.20  
(S) 

0.93  
(R) 

1,05  
(R) 

1.0  
(R) 

0.87  
(R) 

0.93 
 (R) 

1.97  
(S) 

2.07) 
(S) 

2.47  
(S) 

1.97  
(S) 

1.33  
(R) 

1.97  
(S) 

2.4  
(S) 

1.47  
(I) 

UFVCC1088 3.17  
(S) 

0.87  
(R) 

0.95  
(R) 

1.0  
(R) 

1.03  
(R) 

0.87 
 (R) 

1.97  
(S) 

2.03  
(S) 

2.40 
 (S) 

2.03  
(S) 

1.47  
(I) 

2.1  
(S) 

2.73  
(S) 

1.27 
 (R) 

UFVCC1089 3.0 
 (S) 

0.93 
 (R) 

0.90 
(R) 

1.7 
(S) 

0.90  
(R) 

0.93 
 (R) 

1.93  
(S) 

2.07  
(S) 

2.63 
 (S) 

1.93 
 (S) 

1.27 
 (R) 

1.93  
(S) 

2.63  
(S) 

1.23 
 (R) 

UFVCC1090 3.07 
 (S) 

0.87  
(R) 

0,90  
(R) 

0.95  
(R) 

0.87  
(R) 

0.9  
(R) 

1.97   
(S) 

2.03  
(S) 

2.57  
(S) 

2.0  
(S) 

1.20 
 (R) 

2.16  
(S) 

2.9  
(S) 

1.4  
(I) 

UFVCC1091 3.13 
 (S) 

0.90  
(R) 

1,25  
(R) 

1.45  
(I) 

0.90  
(R) 

0.87 
 (R) 

2.0 
(S) 

2.03  
(S) 

2.73 
 (S) 

2.0  
(S) 

1.4  
(I) 

1.83  
(S) 

2.7  
(S) 

1.53  
(I) 

UFVCC1092 3.17  
(S) 

1.05 
 (R) 

0.0  
(R) 

1,0 
(R) 

1.27 
 (I) 

0.83 
 (R) 

1.90  
(S) 

1.93  
(S) 

2.30 
 (S) 

1.67 
 (I) 

1.27  
(R) 

1.6  
(S) 

2.57 
 (S) 

1.2  
(R) 

UFVCC1093 3.03  
(S) 

0.80  
(R) 

0.93 
 (R) 

0.8  
(R) 

0.95  
(R) 

0.85 
 (R) 

1.83  
(S) 

2.20  
(S) 

2.30 
 (S) 

1.6  
(I) 

1.37  
(R) 

1.73  
(S) 

2.63  
(S) 

1.27  
(R) 

2/Escala de susceptibilidade: (S) Sensível, (I) Intermediário, (R) Resistente. 
AMI (amicacina),  GEN(gentamicina),  AMP(ampicilina),  OXA (oxacilina),  PEN (penicilina), AMO (amoxicilina), VAN (vancomicina), ERI 
(eritromicina),  MER ( meropenema), CIP (ciprofloxacina),  CFE(cefalexina),  CFL(cefalotina,  CRO (ceftriaxona), SUL (sulfonamida). 
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Tabela 1a: Susceptibilidade das estirpes de Bifidobacterium breve isoladas de recém nascidos aos principais agentes 
antimicrobianos utilizados em UTIs-Neo-Natal no Brasil (cont). 

Diâmetro dos halos de inibição (cm)1 Bactérias bífidas AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO 

UFVCC1094 3.201 
 (S) 2 

1.20 
 (R) 

1.10 
 (R) 

1.0 
(R) 

1.10 
(I) 

0.85 
  (R) 

1.90  
(S) 

2.07  
(S) 

2.5  
(S) 

1.97 
 (S) 

1.47 
 (I) 

1.67  
(S) 

2.93 
 (S) 

1.2  
(R) 

UFVCC1095 3.00 
 (S) 

1.05  
(R) 

0.83 
(R) 

0.87 
(R) 

1.0  
(R) 

0.83  
(R) 

2.07  
(S) 

1.77  
(S) 

2.6  
(S) 

1.87  
(S) 

1.30 
 (R) 

1.73  
(S) 

2.8  
(S) 

1.27 
 (R) 

UFVCC1096 2.97  
(S) 

0.93  
(R) 

0.87 
(R) 

0.87 
(R) 

1.0  
(R) 

0.87  
(R) 

1.57  
(I) 

1.97  
(S) 

2.43 
(S) 

1.70  
(I) 

1.27 
(R) 

1.63  
(S) 

2.6  
(S) 

1.55 
 (I) 

UFVCC1097 2.70  
(S) 

1.15  
(R) 

0.0  
(R) 

0.9  
(R) 

0.95 
(R) 

0.83 
 (R) 

1.67  
(I) 

2.13) 
(S) 

2.40 
 (S) 

1.70  
(I) 

1.23 
(R) 

1.43  
(S) 

2.93  
(S) 

1.10  
(R) 

UFVCC1098 2.63  
(S) 

1.03  
(R) 

0.80 
(R) 

0.9  
(R) 

1.05 
(I) 

0.87 
 (R) 

1.67  
(I) 

1.97  
(S) 

2.37 
 (S) 

1.80  
(S) 

1.23 
(R) 

1.63  
(S) 

2.6  
(S) 

1.2  
(R) 

UFVCC1099 2.90  
(S) 

1.23   
(R) 

0.8  
(R) 

1.3  
(I) 

0.80 
(R) 

0.90 
 (R) 

2.07  
(S) 

1.93  
(S) 

2.40   
(S) 

1.63 
 (I) 

1.37 
(R) 

1.57  
(S) 

2.47  
(S) 

1.13  
(R) 

UFVCC1100 2.87  
 (S) 

1.00   
(R) 

1.0  
(R) 

1.15 
(R) 

1.25 
(S) 

0.97 
 (R) 

1.37  
(R) 

1.70  
(S) 

2.43 
 (S) 

1.57 
 (I) 

1.5  
(I) 

1.47  
(S) 

2.87  
(S) 

1.0  
(R) 

UFVCC1101 2.97  
(S) 

0.90 
 (R) 

0.0  
(R) 

0.9  
(R) 

1.13 
(I) 

0.95  
(R) 

1.70  
(I) 

1.97  
(S) 

2.40 
 (S) 

1.97  
(S) 

1.7  
(I) 

1.63  
(S) 

2.4 
  (S) 

0.9  
(R) 

UFVCC1102 2.73  
(S) 

1.07  
(R) 

1.05 
(R) 

1.15 
(R) 

1.10 
(I) 

0.83 
 (R) 

1.73  
(I) 

2.10  
(S) 

2.47  
(S) 

1.90  
(S) 

1.33 
(R) 

1.77  
(S) 

2.67 
 (S) 

1.4  
(I) 

UFVCC1103 2.80 
 (S) 

0.85 
 (R) 

0.80 
(R) 

0.85 
(R) 

0.85 
(R) 

0.9  
(R) 

1.90  
(S) 

1.97  
(S) 

2.57 
 (S) 

1.67 
 (I) 

1.2   
(R) 

2.0  
(S) 

2.57 
 (S) 

1.33 
 (R) 

UFVCC1104 3.00  
 (S) 

0.97 
  (R) 

0.9 
(R) 

1.03 
(R) 

1.0  
(R) 

0.87 
 (R) 

1.77  
(I) 

1.97  
(S) 

2.73 
 (S) 

1.93 
 (S) 

1.43  
(I) 

1.57  
(S) 

2.73) 
 (S) 

1.17 
 (R) 

2/Escala de susceptibilidade: (S) Sensível, (I) Intermediário, (R) Resistente. 
AMI (amicacina),  GEN(gentamicina),  AMP(ampicilina),  OXA (oxacilina),  PEN (penicilina), AMO (amoxicilina), VAN (vancomicina), ERI 
(eritromicina),  MER ( meropenem), CIP (ciprofloxacina),  CFE(cefalexina),  CFL(cefalotina),  CRO (ceftriaxona), SUL (sulfonamida). 
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Tabela 1b: Susceptibilidade das estirpes de Bifidobacterium breve isoladas de recém nascidos aos principais agentes 
antimicrobianos utilizados em UTIs-Neo-Natal no Brasil (cont). 

Diâmetro dos halos de inibição (cm)1 Bactérias 
bífidas AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO 

UFVCC1105 
 

2.731 
 (S) 2 

0.87 
 (R) 

1.5 
(R) 

0.9  
(R) 

0.9  
(R) 

0.90 
  (R) 

1.80  
(S) 

1.87  
(S) 

2.27 
 (S) 

1.53 
 (I) 

1.37  
(R) 

1.63  
(S) 

2.6 
 (S) 

1.47 
 (I) 

UFVCC1106 2.80 
 (S) 

0.90 
 (R) 

0.0  
(R) 

0.85  
(R) 

0.87  
(R) 

0.87  
(R) 

1.40  
(R) 

2.02  
(S) 

2.47 
 (S) 

1.5  
(I) 

1.2  
(R) 

1.67  
(S) 

2.47 
 (S) 

1.5 
 (I) 

UFVCC1107 2.93  
(S) 

0.87 
 (R) 

0.9  
(R) 

1.05  
(R) 

0.97  
(R) 

0.93 
 (R) 

1.83  
(S) 

2.07  
(S) 

2.27 
 (S) 

2.03 
(S) 

1.23 
 (R) 

1.57  
(S) 

2.4    
 (S) 

1.2 
 (R) 

UFVCC1108 2.67 
 (S) 

1.25 
 (R) 

1.15 
 (R) 

1.1  
(R) 

0.80  
(R) 

0.90 
 (R) 

1.43  
(I) 

1.9  
(S) 

2.33  
(S) 

1.9 
 (S) 

1.4  
(I) 

1.8  
(S) 

2.2   
 (S) 

1.83 
 (I) 

UFVCC1109 2.83  
(S) 

0.77 
 (R) 

0.9  
(R) 

0.9  
(R) 

0.97  
(R) 

0.93  
(R) 

1.80  
(S) 

1.87  
(S) 

2.57  
(S) 

1.8 
 (S) 

1.5 
 (R) 

1.57  
(S) 

2.53 
 (S) 

1.37 
 (I) 

UFVCC1110 2.90 

 (S) 
0.75  
(R) 

0.0  
(R) 

1.05  
(R) 

0.9 
(R) 

0.83  
(R) 

1.67  
(I) 

1.93  
(S) 

2.37  
(S) 

1.63 
(I) 

1.33  
(R) 

1.70  
(S) 

2.67   
 (S) 

1.07  
(R) 

UFVCC1111 2.80 
 (S) 

0.97 
 (R) 

1.0  
(R) 

0.95  
(R) 

1.03  
(R) 

0.87 
 (R) 

1.63  
(I) 

1.97  
(S) 

2.43 
 (S) 

1.93 
 (S) 

1.2  
(R) 

1.87  
(S) 

2.53 
 (S) 

1.23 
 (R) 

UFVCC1112 2.90 
 (S) 

0.90 
 (R) 

0.8  
(R) 

0.93  
(R) 

0.93  
(R) 

0.85 
 (R) 

1.67  
(I) 

1.73  
(S) 

2.43 
 (S) 

1.83 
(S) 

1.5  
(I) 

1.57  
(S) 

2.37 
 (S) 

1.4  
(I) 

B. bifidum 3.87  
(S) 

0.90 
 (R) 

1.73 
(I) 

0.95 
(R) 

2.03  
(S) 

0.8  
(R) 

3.47  
(S) 

3.23  
(S) 

3.13 
 (S) 

2.83 
  (S) 

3.53  
(S) 

4.27  
(S) 

4.53 
 (S) 

4.00 
 (S) 

B. longum 3.37 
 (S) 

0.85 
 (R) 

1.57  
(I) 

0.0  
(R) 

1.55  
(S) 

1.65  
(R) 

3.07  
(S) 

2.73  
(S) 

1.83  
(I) 

1.30 
(R) 

1.53  
(R) 

1.87  
(S) 

4.25 
  (S) 

3.9  
(S) 

B. breve 3.97 
 (S) 

0.90 
 (R) 

1.73 
(I) 

1.6  
(R) 

1.27  
(S) 

1.07 
 (R) 

3.70  
(S) 

3.50  
(S) 

2.10 
 (S) 

1.67 
 (I) 

2.40  
(S) 

2.93  
(S) 

4.23 
  (S) 

4.17 
 (S) 

2/Escala de susceptibilidade: (S) Sensível, (I) Intermediário, (R) Resistente. 
AMI (amicacina),  GEN(gentamicina),  AMP(ampicilina),  OXA (oxacilina),  PEN (penicilina), AMO (amoxicilina), VAN (vancomicina), ERI 
(eritromicina),  MER ( meropenem), CIP (ciprofloxacina),  CFE(cefalexina),  CFL(cefalotina),  CRO (ceftriaxona), SUL (sulfonamida). 
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Tabela 2: Susceptibilidade antimicrobiana de estirpes de  Bifidobacterium 
breve isoladas de fezes de  recém nascidos. 

Grupo 
antimicrobiano 

Agente 
antimicrobiano 
(concentação) 

Resistente Intermediário Sensível

Penicilina (10 UI) 0 0 100 
Oxacilina (1μg) 77 19 4 β-lactâmicos- 

penicilinas 
Ampicilina  (10μg) 0 0 100 

β-lactâmicos- 
inibidores de 
lactamase 

Amoxicilina (20 μg) 0 0 100 

Cefalexina (30μg) 6 36 58 
Ciprofloxacina (5μg) 100 0 0 
Ceftriaxona  (30μg) 65 35 0 

β-lactâmicos- 
cefalosporina 

 
Cefalotina (30μg) 0 32 68 

β-lactâmicos 
Carbapenemicos 

Meropenem (10μg) 0 3 97 

Amicacina  (30 μg) 100 0 0 
Aminoglicosideos 

Gentamicina (10μg) 100 0 0 
Macrolideos Eritromicina 15μg) 71 29 0 

Glicopeptideos Vancomicina (30μg) 0 0 100 
 Sulfonamida (300μg) 90 7 3 

 

Verifica-se na Tabela 2 que todos os isolados foram resistentes a 

ciprofloxacina (5μg) e aos aminoglicosídeos gentamicina (10μg) e amicacina 

(30μg). A resistência para este último grupo de antibióticos, poderia ser 

explicada pela inibição do transporte do antimicrobiano na célula bacteriana, 

uma vez que sua entrada nas células procariontes é O2-dependente, 

sugerindo a resistência natural das bactérias bífidas (anaeróbias estritas), a 

este antibiótico (SILVA, 1999; MURRAY et al., 2000 e BROOKS et al., 2000). 

Sabe-se também que os aminoglicosídeos são mais amplamente utilizados 

para inibição de bactérias entéricas Gram-negativas (TORTORA et al., 

2000).  

Todos os isolados foram sensíveis aos β-lactâmicos-penicilina G, 

ampicilina e amoxicilina e ao glicopeptídeo vancomicina. A resistência a β-

lactâmicos pode ocorrer por vários mecanismos, incluindo a produção de β-

lactamases (penicilinase ou cefalosporinase) que hidrolisam o agente 
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antimicrobiano. Esta pode também resultar da impermeabilidade da parede 

celular ou alteração das proteínas que se ligam à penicilina – “Penicillin-

binding-protein” (QUINTILIANI et al., 1999). Os resultados dessa 

experimentação corroboram aqueles encontados por LIM et al., (1993), 

MILLER & FINEGOLG, (1967), CHARTERIS et al., (1997), YASID, et al., 

(2000) e AL-LAWATI et al., (2000). Esses autores ao analisarem a 

susceptibilidade antimicrobiana de bifidobacteria verificaram maior 

resistência aos aminoglicosídeos (gentamicina e amicacina) e maior 

sensibilidade dessas estirpes a β-lactâmicos (Penicilina G, amoxicilina e 

ampicilina). A maioria das estirpes de bifidobacteria isoladas de fezes de 

crianças e de produtos comerciais avaliadas por KHEAR et al., (2004) foram 

susceptíveis a β-lactâmicos e, destes, a penicilina G exerceu maior efeito 

inibitório. Todos os isolados foram sensíveis a vancomicina, agente 

antimicrobiano amplamente utilizado para inibir  bactérias Gram-positivas. A 

vancomicina age impedindo a síntese da parede celular por meio da inibição 

da transglicosilação e transpeptidação dos precussores do peptideoglicano, 

componente essencial da parede celular bacteriana (GOODMANN & 

GILMAN, 1991). Os resultados desta experimentação corroboram aqueles 

encontrados por MOUBARECK  et al., (2005) que avaliaram a sensibilidade 

de bactérias bífidas à vancomicina pelo método de difusão em placas e as 

50 estirpes avaliadas mostraram-se sensíveis. No entanto, diverge daqueles 

obtidos por KHEADR et al., (2004) que encontraram resistência de todas as 

estirpes avaliadas pelo método de diluição em placas. Provavelmente, essa 

diferença ocorreu em virtude das diferentes metodologias utilizadas. A 

resistência a vancomicina é um fato que gera preocupação, pois este é um 

dos poucos antibióticos atualmente eficazes no tratamento de infecções 

clinicas causadas por patógenos multiresistentes (NICAS et. al., 1989). A 

Figura 1 indica a susceptibilidade da estirpe UFVCC 1083 à vancomicina e a 

outros agentes antimicrobianos avaliados. 
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Figura 1: Susceptibilidade da estirpe UFVCC 1083 a alguns dos agentes 
antimicrobianos avaliados. 
 

Todos os isolados exceto UFVCC1089, 1091 e 1099 foram resistentes 

a sulfonamidas (300 μg). Essa resistência é um fato comum na natureza e, é 

geralmente mediada por plasmídeos (TORTORA et al., 2000). 

Provavelmente, as estirpes sensíveis perderam o plasmídeo responsável por 

esta resistência.   

Setenta e um por cento dos isolados foram resistentes a eritromicina e 

29% foram intermediariamente sensíveis. Esses resultados diferem daqueles 

encontrados por CHARTERIS et al., (1998), YASID et al., (2000), ZHOU et 

al., (2005), MOUBARECK et al., (2005) que observaram sensibilidade de 

Bifidobacterium sp. a eritromicina. Provavelmente a diferença nos resultados 

obtidos ocorreu em virtude dos diferentes meios de cultura utilizados por 

esses autores (TPY e brucela acrescido de 5% de sangue de carneiro). 

CHARTERIS et al., (1998) avaliaram a susceptibilidade de 

Bifidobacterium sp. à classe das cefalosporinas, e constatou maior 

sensibilidade das estirpes à cefalotina. Na presente experimentação, 

verificou-se o mesmo perfil de susceptibilidade (Tabela 2). 

Sensibilidade elevada (97%), também foi observada para meropenem. 

Esse é um antibiótico de amplo espectro de ação e raramente são 

Halo de inibição 
promovido pela 

vancomicina 

Cefalexina 

oxacilina 

gentamicina 
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encontradas estirpes a ele resistentes (BUYNAK, 2005). Para os outros 

antibióticos avaliados, a susceptibilidade foi variável. 

A determinação da susceptibilidade antimicrobiana de novos isolados 

é um importante pré-requisito para sua aprovação como probiótico, pois visa 

prevenir a veiculação de estirpes carreadoras de genes de resistência e com 

isto, a possibilidade da transferência desses genes para outros grupos 

microbianos, incluindo patógenos, presentes no trato intestinal humano. A 

resistência a antibióticos deve ser avaliada com critério, uma vez que na 

prática, algumas bactérias são naturalmente resistentes a certos antibióticos, 

quer seja pela presença do gene de resistência no cromossomo, pela própria 

fisiologia ou por peculiaridades estruturais da estirpe como, características 

da parede celular, perda da função ativa do antibiótico, não representando 

nestas situações, riscos de disseminação do gene para microrganismos 

sensíveis (WRIGHT, 2005). O conhecimento da susceptibilidade 

antimicrobiana das bactérias bífidas tem ainda uma aplicação prática no 

processo de manipulação de meios de cultura seletivos, favorecendo a 

contagem seletiva desses microrganismos probióticos carreados em 

alimentos funcionais. Além do conhecimento do perfil de sensibilidade a 

antimicrobianos, outros critérios, tais como resistência a sais biliares e ao 

suco gástrico, capacidade de translocação, antagonismo ao crescimento de 

patógenos, dentre outros, devem ser avaliados para seleção de estirpes 

probióticas. 
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5. CONCLUSÃO  

As 31 estirpes de Bifidobacterium breve isoladas de recém-nascidos 

apresentaram susceptibilidade variável aos 14 antibióticos avaliados, 

sugerindo que este fenótipo é estirpe dependente. No entanto, observou-se 

que a maioria das estirpes foram sensíveis aos antimicrobianos, o que é 

uma característica de segurança importante no processo de seleção desses 

isolados para uso como probiótico em bancos de leite humano, devido a 

possibilidade de transferência do genes de resistência no ambiente 

intestinal.  
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CAPÍTULO 2: ATIVIDADE ANTAGONISTA DE BACTÉRIAS BÍFIDAS 
SOBRE PATÓGENOS 

1. INTRODUÇÃO 

O trato gastrointestinal humano é um habitat natural para uma variada 

e dinâmica comunidade bacteriana sendo colonizado por mais de 500 

espécies (GUANER et al., 2003). Bactérias bífidas correspondem a uma 

porção significativa dessa microbiota benéfica, sendo a terceira maior 

população do intestino humano, precedidas somente pelos gêneros 

Bacteroides e Eubacterium (CHARTERIS, et al., 1997). Vários benefícios a 

saúde do hospedeiro têm sido atribuídos às bactérias bífidas, que além de 

estimularem a resposta imune promovem a modulação da microbiota 

intestinal endógena pela liberação de compostos inibitórios no meio (FOOKS 

et al., 1999). OZBAS & AYTAC (1995), FUJIWARA et al., (1997) e SERVIN 

(2004) mostraram in vitro inibição de bactérias bífidas sobre o crescimento 

de vários patógenos como por exemplo E. coli, Salmonella typhimurium, 

rotavirus, Shigella dysenteriae e Yersinia enterocolitica.  

Alguns mecanismos como por exemplo, diminuição do pH local pela 

produção de ácidos orgânicos, produção de bacteriocinas ou de substâncias 

de atuação semelhante à de bacteriocinas, competição por nutrientes e 

sítios de adesão, estimulação do sistema imune dentre outros, têm sido 

sugeridos para ação inibitória de bifidobactérias contra microrganismos 

patogênicos (SERVIN, 2004). 

O efeito antagonísta dos ácidos orgânicos (principalmente ácido 

acético e lático) é promovido pelo abaixamento de pH do meio e ação 

bactericida da forma não dissociada do ácido (PODOLACK et al., 1996). 

Esta, por ser lipofílica pode difundir passivamente através da membrana, 

promovendo o colapso do gradiente protoeletroquímico ou ainda promover 

alteração na permeabilidade da membrana, comprometendo dessa forma o 

sistema de transporte de substratos (SNIJDER et al., 1985). As bacteriocinas 

também exercem seu efeito antagonísta na maioria da vezes por 

promoverem colapso do potencial de membrana devido a formação de 

poros. Esses poros permitem a saída de íons, principalmente potássio e 
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magnésio, promovendo a dissipação da força protomotora, comprometendo 

a síntese de macromoléculas e produção de energia, e conseqüentemente 

resultando em morte celular (MONTIVILLE et al., 1995).  

Por meio dos mecanismos acima descritos as bactérias bífidas 

promovem o equilíbrio da microbiota intestinal, impedindo o crescimento de 

microrgnismos patogênicos. A atividade antipatógeno é um importante 

critério na seleção de bactérias potencialmente probióticas (SAARELLA et 

al., 2000).  

2. OBJETIVOS 

Essa etapa do estudo objetivou verificar o efeito antagonístico “in 

vitro” dos isolados de Bifidobacterium breve sobre o crescimento de 

Clostridium difficile, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella 

typhimurium e Listeria monocytogenes. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Culturas 

Láticas do Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO) da 

Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais.  

3.1. Origem e manutenção dos isolados de Bifidobacterium breve 

As bactérias bífidas utilizadas nesta experimentação foram isoladas 

de fezes de recém-nascidos alimentados exclusivamente com leite materno 

e sem o uso de antibióticos (TESHIMA et al, 2005).  Para caracterização de 

identidade, as culturas foram submetidas à coloração de Gram, ao teste da 

catalase, ao perfil de fermentação de carboidratos Kit API CH 50 

(BioMerieux – France), confirmando-se o gênero Bifidobacterium pelo teste 

da presença da enzima frutose-6-fosfatofosfocetolase (SCARDOVI, 1986). 

Para determinação da diversidade genética empregou-se eletroforese de gel 

em campos alternados (Pulsed Field Gel Eletrophoresis) (RIORDAN e 

FITZGERALG, 1997). Os isolados foram mantidos sob congelamento a -

800C em leite desnatado resconstituído a 12% de sólidos não gordurosos 
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(LDR 12%) adicionados de  solução de glicerol (20%) no Banco de Culturas 

do Laboratório de Culturas Láticas, BIOAGRO.  

3.2. Ativação dos isolados de Bifidobacterium breve 

Antes de cada avaliação, as culturas foram descongeladas à 

temperatura ambiente e repicadas (1%) por três vezes consecutivas em 

caldo MRS (De Mann, Rogosa e Sharpe, Difco®) modificado (ágar 0,075%, 

carbonato de sódio 0,02% e cloreto de cálcio dihidratado 0,01% e 1% de 

solução 0,05% de L cisteína.HCl) esterilizado e  incubadas a 370C por 18-24 

horas. A solução de cisteína 0,05% foi esterilizada separadamente utilizando 

membrana Millipore (0,45μm) e adicionada assepticamente (1%) ao MRS 

modificado esterilizado. 

3.3. Origem, manutenção e ativação dos microrganismos patogênicos 
indicadores 

Os microrganismos patogênicos indicadores utilizados nessa 

experimentação, Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli  

(ATCC11229), Salmonella typhimurium (ATCC 6539) e Listeria 

monocytogenes (ATCC 15313) foram cedidos pelo Laboratório de 

Embalagens da Universidade Federal de Viçosa. A estirpe de Clostridium 

difficile (ATCC 43596) foi obtida do banco de culturas pertencente ao 

Laboratório de Culturas Láticas da Universidade Federal de Viçosa. Os 

isolados foram mantidos sob congelamento a -800C em caldo BHI (Brain 

Heart Infusion Difco®) adicionados de  solução de glicerol (20%). A estirpe 

de Clostridium difficile foi mantida sob as mesmas condições em caldo RCM 

(Reinforced Clostridium Medium Difco®). 

Antes de cada avaliação as culturas foram descongeladas à 

temperatura ambiente e repicadas (1%) por três vezes consecutivas nos 

meios BHI ou RCM e incubadas a 370C em aerobiose por 18 a 24 horas.  

3.4. Avaliação do efeito antagonista 

Nesta experimentação foram utilizadas duas técnicas para verificação 

da atividade antagonista dos isolados de Bifidobacterium breve sobre o 

crescimento de microrganismos patogênicos: teste  “spot”  (FLEMING, 1975) 

e Difusão em placas (Well diffusion assay) (TAGG et al., 1976). 



 53

No método “spot” verifica-se o antagonismo de células viáveis dos 

microrganismos avaliados. No método de difusão em placas a inibição do 

microrganismo indicador é promovida pela presença de compostos inibitórios 

no sobrenadante livre de células de bactérias bífidas. 

3.4.1. Difusão em placas 

Foi adicionado 0,2 mL da cultura de cada isolado previamente ativo 

em 20 mL de caldo MRS modificado acrescido de (1%) de solução de 

cisteína 0,05%. Os tubos foram incubados a 37ºC/ 24h. Após crescimento, a 

cultura de cada isolado foi distribuída em tubos de centrifuga Nalgene de 

polipropileno (50 mL) com tampas rosqueáveis, previamente esterilizados. 

Seguiu-se a centrifugação a 4000 rpm por 20 minutos a 40C, em centrífuga 

Beckman GS-6R. Posteriormente o sobrenadante foi coletado e filtrado 

(membrana Millipore 0,45μm). Este foi mantido sob refrigeração até o 

momento de uso. 

Orifícios de 7 mm foram feitos em ágar BHI (1,5%) inoculado com 106 

UFC/ mL do patógeno indicador. Posteriormente, 30 μL do sobrenadante 

livre de células foram adicionados a cada um. As placas foram mantidas sob 

refrigeração “overnight” e posteriormente incubadas a 37ºC/ 48h. Para 

análise do antagonismo contra Clostridium difficile empregou-se o mesmo 

procedimento acima descrito, porém o meio utilizado foi o ágar RCM e as 

placas foram incubadas em jarras de anaerobiose (GasPak, BBL) contendo 

geradores de CO2 e H2 (Anaerobac, Probac).  

A atividade antagonista foi verificada por meio da formação de zonas 

claras ao redor dos orifícios. 

3.4.2. Teste “Spot”  

As bactérias bífidas previamente ativas (109 UFC/mL) foram “spotted” 

(fincadas) em 20 mL de ágar (1,5%) MRS modificado  acrescido de 1% de 

solução de cisteína 0,05%. Posteriormente, as placas foram incubadas a 

370C/48 horas em câmara de anaerobiose (anaerobac work station, Bug 

Box, Leeds, UK), utilizando-se mistura anaeróbica (Hidrogênio 10%, Dióxido 

de Carbono 5%, Nitrogênio, 85%). Após formação de colônias visíveis 10 mL 

de ágar (0,7%) BHI semi-sólido inoculado com 106 UFC/ mL da estirpe 
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indicadora foram vertidos sobre a placa. Estas foram mantidas sob 

refrigeração “overnight” e posteriormente incubadas a 37ºC/ 48 horas em 

aerobiose. Para análise do antagonismo ao Clostridium difficile empregou-se 

o mesmo procedimento, porém o meio utilizado foi o ágar RCM semi sólido e 

as placas foram incubadas em jarras de anaerobiose (GasPak, BBL) 

contendo geradores de CO2 e H2 (Anaerobac, Probac).  

A atividade antagonista foi verificada por meio da formação de zonas 

claras ao redor das colônias. 

Para verificar se o antagonismo era promovido por ácidos orgânicos, 

o mesmo teste “spot” foi realizado em meio ágar MRS tamponado com 2 g/L 

de bicarbonato de sódio (TOURÉ et al., 2003).  

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Antagonismo pelo método difusão em placas 

Nessa experimentação verificou-se que o sobrenadante livre de 

células dos 31 isolados de Bifidobacterium breve não promoveram atividade 

inibitória sobre o crescimento dos microrganismos patogênicos testados 

(Figura 1a), apesar dos baixos valores de pH atingidos (3,46 a 4,17). 

Entretanto, ao se realizar a técnica “spot” as estirpes testadas promoveram 

antagonismo variável ao crescimento dos patógenos avaliados (Figura 1b).  
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(a) 

Figura 1: Atividade antagonista de bactérias bífidas isoladas de recém 
nascidos a Salmonella typhimurium pela técnica difusão em placas (a) e 
“spot” (b).  
Legenda: 25 (UFVCC 1106); 31 (UFVCC 1107); 32 (UFVCC 1108); 33 (UFVCC 1109); 34 

(UFVCC 1110); 35 (UFVCC 1111); 36 (UFVCC 1112). 

 

Outros pesquisadores que utilizaram esta técnica encontraram 

resultados semelhantes. BEVILACQUA et al., (2003) observaram maior 

efeito inibitório sobre o crescimento de Listeria monocytogenes e Salmonella 

typhimurium pela técnica “spot” que pelo teste de difusão em placas. 

Resultados similares foram encontrados por TOURÉ et al., (2003), quando 

avaliaram efeito antagonista de bactérias bífidas isoladas de fezes de 

crianças sobre o crescimento de Listeria monocytogenes. MAKRAS & DE 

VUYST (2005) não observaram efeito inibitório do sobrenadante livre de 

células de 37 estirpes de bifodobacteria sobre o crescimento de Escherichia 

coli e Listeria inocua entretanto, inibição sobre o crescimento desses 

mesmos patógenos foi observada para 8 das 10 estirpes de bifidobacterias 

testadas pela técnica “spot”.  

4.2. Antagonismo pelo método “spot”  

Os resultados obtidos para atividade antagonista dos isolados de 

bactérias bífidas sobre o crescimento dos patógenos pelo teste “spot” 

(células viáveis) em meio tamponado ou não está indicado na Tabela 1.  

(b)
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Tabela 1: Número de estirpes de bactérias bífidas que apresentaram 
antagonismo aos patógenos testados. 

Bactérias indicadoras 

Número de estirpes 
de bactérias bífidas 

ativas pelo teste  
“spot” 

Número de estirpes 
bactérias de bífidas ativas 
pelo teste  “spot” em meio 

tamponado 
Clostridium difficile 311/312 91/312 
Salmonella typhimurium 30/31 29/30 
Escherichia coli 29/31 14/29 
Listeria monocytogenes 25/31 24/25 
Staphylococcus aureus 24/31 16/24 
1- Número de estirpes de bactérias bífidas que apresentaram atividade antagonística ao 

crescimento dos patógenos avaliados. 

2- Número de estirpes de bactérias bífidas avaliadas. 
 

As 31 estirpes de Bifidobacterium breve apresentaram antagonismo 

aos patógenos avaliados, pela técnica “spot”, em diferentes proporções 

(Tabela 1). 

Geralmente, bactérias bífidas atuam antagonizando patógenos devido 

a secreção de metabólitos biologicamente ativos, como por exemplo, ácidos 

orgânicos e bacteriocinas (VELRAEDS et al., 1996). Alguns autores têm 

atribuído esta atividade ao abaixamento do pH do meio, conferido pelo 

acúmulo de ácidos orgânicos (IBRAHIM & BEZKOROVAINY, 1993; BRUNO 

& SHAH, 2002). Nesta experimentação, observou-se que, mesmo em ágar 

MRS tamponado,  algumas das estirpes de Bifidobacterium breve 

continuaram exercendo o efeito inibitório, sugerindo a existência de outros 

compostos antagonistas no meio além de ácidos orgânicos. 

Esses resultados estão em conformidade com aqueles encontrados 

por MAKRAS & DE VUYST (2005), que constataram em seus experimentos 

a presença de outras substâncias antibacterianas além de ácido acético e 

lático na inibição de Escherichia coli e Salmonella typhimurium por bactérias 

bífidas. GAGNON et al., (2004) verificaram inibição de Escherichia coli 

O157:H7 por todas as estirpes de bactérias bífidas isoladas de recém 

nascidos pela técnica “spot”. Os autores concluíram que parte dessa inibição 

era promovida por ácidos orgânicos, mas outros fatores, não listados 

poderiam estar interferindo na inibição observada. TOURÉ et al., (2003) 
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constataram que 6 das 34 estirpes de bifidobacterias isoladas de fezes de 

crianças atuaram inibindo Listeria monocytogenes. Esses mesmos autores 

concluíram que o antagonismo exercido foi pH independente, uma vez que 

mesmo em meio tamponado com bicarbonato de sódio (2g/L) a atividade 

inibitória não foi reduzida. Além dos ácidos orgânicos, outros fatores têm 

sido listados como responsáveis pelo antagonismo a patógenos exercido por 

bactérias bífidas. Vários autores têm atribuído o efeito inibitório dessas 

bactérias à compostos lipossolúveis e/ou proteináceos de baixo peso 

molecular. MEGHROUS et al., (1990) examinando o espectro inibitório de 13 

estirpes de Bifidobacterium spp., constataram que o antagonismo era 

promovido pela secreção de uma molécula de origem protéica, estável ao 

calor e ativa em pH 2-10, contra bactérias Gram positivas (Bifidobacterium, 

Lactococcus, Clostridium e Lactobacillus), mas não contra Klebsiella spp, 

Serratia spp. e Escherichia coli. Gibson e Wang (1994) constataram inibição 

de Clostridium perfringes e Escherichia coli pelo sobrenadante de bactérias 

bífidas neutralizado. LIÉVIN et al., (2000) atribuíram o antagonismo de 

bactérias bífidas sobre o crescimento de Salmonella typhimurium à produção 

de moléculas lipofílicas de baixo peso molecular (<3500Da). COLLADO & 

HERNANDEZ (2005a) atribuíram o efeito antagonista de 6 estirpes de 

Bifidobacterium spp à compostos com natureza de bacteriocinas. Estes 

foram ativos em pH 3-10, estável a 100ºC/10 minutos, resistentes a amilase 

e lípases, porém sensíveis a tripsina, proteinase K, protease A e pepsina, 

com peso molecular variando de 10 – 30Kda. 

Na presente experimentação verificou-se que as estirpes de 

Bifidobacterium breve utilizadas, exerceram efeito inibitório sobre o 

crescimento de Clostridium difficile, Salmonella typhimurium, Escherichia 

coli, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus mesmo em meio 

tamponado, o que sugere a existência de outros fatores responsáveis pela 

inibição observada. 

A diferença na detecção do poder inibitório das bactérias bífidas pelas 

duas técnicas utilizadas neste trabalho pode ser uma conseqüência da 

concentração da substância inibitória no sobrenadante pelo método da 

difusão em placas. A concentração na alíquota inoculada em cada orifício 

pode não ter sido suficiente para inferir o antagonismo passível de 
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observação na técnica “spot”. MAKRAS & DE VUYST (2005), somente 

constataram inibição sobre o crescimento de várias bactérias Gram 

negativas após promover a concentração do sobrenadante das 

bifidobacterias.  

Outra possibilidade, seria a necessidade da presença de um fator de 

indução para produção da substância inibitória. Segundo TOURÉ et al., 

(2003), a incapacidade de detectar atividade inibitória pelo método de 

difusão do sobrenadante em ágar, não necessariamete implicou na ausência 

da atividade antibacteriana, mas sim na perda do contato célula-célula entre 

o indicador (patógeno) e a bactéria produtora. A presença de estirpes de 

bactérias bífidas com o patógeno no mesmo ambiente pode ter induzido a 

formação de substâncias inibitórias por essas estirpes. 
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5. CONCLUSÃO 

Os 31 isolados de Bifidobacterium breve avaliados nesta 

experimentação apresentaram uma variabilidade na sua ação antagonista 

sobre os diferentes patógenos aqui testados pelo método “spot”. Verificou-se 

também que essa inibição foi estirpe dependente e não promovida somente 

por ácidos orgânicos, uma vez que não foi totalmente revertida quando 

utilizou-se meio tamponado. O efeito da substância inibitória somente foi 

detectado em meio sólido, sugerindo a necesidade de um fator de indução, 

como por exemplo, o contato com o microrganismo patogênico, para que 

esse seja expressso. Sugere ainda a necessidade de concentração da  

substância para que uma inibição pudesse ser observada (não testada 

nesse trabalho). Essa experimentação corrobora a necessidade de utilização 

de mais de uma técnica na avaliação do efeito antagonista de bactérias 

probióticas sobre patógenos, uma vez que os mecanismos envolvidos no 

antagonismo nem sempre é conhecido. 
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CAPÍTULO 3: ESTUDO DA TOXICIDADE ORAL CRÔNICA E 
TRANSLOCAÇÃO BACTERIANA DE ESTIRPES DE Bifidobacterium 

breve POTENCIALMENTE PROBIÓTICAS  

1. INTRODUÇÃO 

Bactérias do ácido lático (BAL), principalmente lactobacilos e 

bifidobacterias têm sido utilizadas por várias décadas, e são consideradas 

GRAS (geralmente reconhecidas como seguras). Os efeitos benéficos 

conferidos por essas estirpes para a saúde humana são bem documentados 

incluindo propriedades anti-infectivas (HARSHARNJIT & GILL, 2003), 

imunomodulação (KALLIOMAKI et al., 2001), efeito anti-tumor 

(SREEKUMAR & HOSONO, 2003) e hipocolesterolemiante (LIN & CHEN, 

2000), entre outros. Por isso, o desenvolvimento de alimentos funcionais 

contendo esses microrganismos vem sendo cada vez mais reconhecido 

como um nicho de oportunidades pela indústria alimentícia. Novas estirpes 

bacterianas com propriedades probióticas especiais estão sendo 

identificadas e introduzidas no mercado alimentício e farmacêutico (KLEIN et 

al., 1998). Entretanto, alguns relatos têm identificado bactérias do ácido 

lático probióticas, como por exemplo, Bifidobacterium breve em meningite 

neonatal (HATA, et al., 1988; NAZAKAWA et al., 1996) e Bifidobacterium 

longum em situação de septicemia (YIM Há et al., 1999). Em nenhum dos 

casos no entanto, foi comprovada a relação da infecção com o consumo do 

probiótico. Esses relatos têm aumentado o interesse e o questionamento da 

segurança dos microrganismos probióticos, principalmente com relação às 

novas estirpes que estão sendo introduzidas na cadeia alimentar humana. 

Aspectos de segurança, tais como origem das estirpes utilizadas, a ausência 

de histórico de patogenicidade para o gênero e de associação com doenças, 

ausência de genes de resistência a antibióticos, dentre outros, são 

importantes critérios para a seleção de uma estirpe probiótica antes de sua 

incorporação aos produtos alimentícios (SAARELA et al., 2000). Outro 

aspecto de segurança recomendado é a verificação da toxicidade da estirpe, 

avaliada de forma indireta, em experimentações com animais por meio do 

crescimento anormal de alguns órgãos e sua capacidade de translocar para 
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sítios extra-intestinais ou induzir translocação da microbiota intestinal 

endógena (ZHOU et al., 2000a). 

A translocação bacteriana é definida como a passagem de 

microrganismos viáveis e não viáveis e de produtos microbianos, tais como 

endotoxinas, do intestino através da mucosa epitelial para o interior de 

nódulos linfáticos mesentéricos e para outros órgãos extra intestinais 

(BERG, 1979). Esse processo tem sido estudado por vários pesquisadores, 

uma vez que diversas doenças, tem sido atribuidas à presença de 

microrganismos intestinais endógenos nos órgãos (fígado, rim, coração, 

baço) e tecidos normalmente estéreis. Em alguns indivíduos, principalmente 

aqueles imunocomprometidos, microrganismos translocados poderiam 

provocar bacteremia, e em casos mais extremos levar à falência multipla dos 

orgãos (BERG, 1992). Daí ser importante verificar a capacidade de 

translocação antes de se introduzir qualquer microrganismo probiótico nos 

alimentos. Para BERG (1980), translocação bacteriana pode ser detectada 

em situações de alteração do balanço ecológico do trato gastrointestinal. 

Essa alteração pode ser desencadeada em indivíduos sob antibioticoterapia, 

quimioterapia, radioterapia e em situações de estresse, dentre outros, 

favorecendo o supercrescimento de bactérias patogênicas endógenas e 

consequentemente sua translocação. Outro fator que pode promover 

supercrescimento de microrganismos nos intestinos é a ingestão de níveis 

elevados de microrganismos, como por exemplo em alimentos fermentados 

ou contaminados. Deficiências no sistema imune do hospedeiro e aumento 

da permeabilidade ou danos na barreira da mucosa intestinal também 

podem promover translocação de bactérias endógenas para sítios extra-

intestinais (BERG, 1995).  

Preconizam-se concentrações mínimas de 106 UFCg-1 ou mL-1 de 

bactérias do ácido lático e um uso prolongado (algumas semanas) para que 

estas possam exercer efeito probiótico (FERREIRA, 2003). Portanto, a 

avaliação da toxicidade crônica e da capacidade de translocação, podem ser 

considerados parâmetros impressindíveis de avaliação em estirpes com 

potencial para uso como probiótico. 

Nessa etapa do estudo verificou-se em ratos Wistar a translocação e 

a toxicidade oral crônica de um pool de estirpes de Bifidobacterium breve 
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isoladas de recém nascidos, com potencial de uso em bancos de leite 

humano. 

2. OBJETIVO GERAL 

Determinar em sistema murino a toxicidade oral crônica e a 

translocação de um pool de bactérias bífidas de uso potencial em bancos de 

leite humano. 

2.1. Objetivos específicos 

- Definir os isolados de bactérias bífidas endógenas para composição de 

um pool. 

  - Avaliar a compatibilidade dos isolados. 

  - Determinar a modulação da translocação nos órgãos. 

- Determinar a toxicidade oral crônica do pool de bactérias bífidas. 

- Caracterizar/Identificar microrganismos translocados para os órgãos 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratórios de Culturas 

Láticas do Instituto de Biotecnologia Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO) e 

no Departamento de Nutrição e Saúde, da Universidade Federal de Viçosa, 

Minas Gerais.  

Este estudo foi avaliado pelo Comitê de Ética na Pesquisa com Seres 

humanos da Universidade Federal de Viçosa. 

3.1. Origem e manutenção dos isolados 

As bactérias bífidas utilizadas nesta experimentação foram isoladas 

de fezes de recém-nascidos alimentados exclusivamente com leite materno 

e sem o uso de antibióticos (TESHIMA et al, 2005).  Para caracterização e 

identidade, as culturas foram submetidas à coloração de Gram, ao teste da 

catalase, ao perfil de fermentação de carboidratos Kit API CH 50 

(BioMerieux – France), confirmando-se o gênero Bifidobacterium pelo teste 

da presença da enzima frutose-6-fosfatofosfocetolase (SCARDOVI, 1986). 

Para determinação da diversidade genética empregou-se eletroforese de gel 

em campos alternados -Pulsed Field Gel Eletrophoresis (RIORDAN e 
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FITZGERALG, 1997), Os isolados foram mantidos no Banco de Culturas de 

interesse industrial/ Coleção de Culturas da Universidade Federal de Viçosa 

(UFVCC), Bioagro, Viçosa – MG sob congelamento a -800C em leite 

desnatado reconstituído a 12% de sólidos não gordurosos (LDR 12%) 

adicionados de  solução de glicerol (20%). Imediatamente antes do uso, os 

isolados foram ativados por meio de repicagens sucessivas em meios e 

condições adequadas. 

3.2. Determinação do pool probiótico 

Para a determinação das bactérias que iriam compor o pool utilizou-se 

como parâmetro a resistência a sais biliares e a suco gástrico, a 

sensibilidade a antibióticos, antagonismo sobre patógenos e a 

compatibilidade entre as estirpes selecionadas, pelos critérios acima 

mencionados. 

3.2.1. Resistência a sais biliares e ao suco gástrico 

As 31 estipes de Bifidobacterium breve foram submetidas aos testes 

de resistência a sais biliares e suco gástrico (TESHIMA et al., 2005). De 

acordo com a autora, das 31 culturas de bactérias bífidas 14 (UFVCC1083, 

1084, 1085, 1091, 1099, 1101, 1103, 1105, 1106, 1107, 1108, 1109, 1111 e 

1112) apresentaram resistência a sais biliares e a suco gastrico, em níveis 

variados.  

3.2.2. Sensibilidade a antibióticos 

Para a determinação da susceptibilidade a antibióticos, empregou-se 

a técnica de difusão em placas (BAYER, 1966), utilizando-se discos 

impregnados com os antibióticos a serem avaliados, conforme protocolo 

descrito no item 3.3 (cap.1). A susceptibilidade a estes agentes 

antimicrobianos foi um parâmetro para a seleção das estirpes que 

compuseram o pool utilizado nesta experimentação.  

Preferencialmente foram selecionados aqueles isolados que 

apresentaram maior sensibilidade frente aos antibióticos testados e maior 

resistência a sais biliares e ao suco gástrico. O emprego de mais de uma 

estirpe da espécie probiótica é uma prática que garante a complementação 

das características individuais de cada isolado. 
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3.3. Ativação dos isolados 

Antes das análises, as culturas foram descongeladas à temperatura 

ambiente e repicadas (1%) por três vezes consecutivas em caldo MRS (De 

Mann, Rogosa e Sharpe, Difco®) modificado (ágar 0,075%, carbonato de 

sódio 0,02% e cloreto de cálcio dihidratado 0,01% e 1% de solução 0,05% 

de L cisteína.HCl) esterilizado e  incubadas a 370C/18h. A solução de 

cisteína 0,05% foi esterilizada separadamente utilizando membrana Millipore 

(0,45μm) e adicionada assepticamente (1%) ao MRS modificado 

esterilizado. 

3.4. Compatibilidade dos isolados de bactérias bífidas  

A compatibilidade entre os isolados selecionados foi avaliada por 

meio de teste de antagonismo. Para tal foram utilizadas duas técnicas: teste  

“spot” (FLEMING, 1975) e Difusão em placas (Well diffusion assay) (TAGG 

et al., 1976). 

No método “spot” verifica-se o antagonismo de células viáveis dos 

microrganismos avaliados. Já no de difusão em placas a inibição do 

microrganismo indicador é promovida pela presença de compostos inibitórios 

no sobrenadante livre de células de bactérias bífidas. 

3.4.1. Ensaio pelo método “Spot”  

Os isolados selecionados em 3.2.1 e 3.2.2 (UFVCC 1083, UFVCC 

1091, UFVCC 1099, UFVCC 1103, UFVCC 1105, UFVCC 1108 e UFVCC 

1111) previamente ativos foram individualmente fincados (método “spot”) em 

20 mL de agar (1,5%) MRS modificado acrescido de 1% de solução de 

cisteína 0,05%. Posteriormente, as placas foram incubadas a 37ºC/48 horas 

em câmara de anaerobiose (anaerobac work station, Bug Box, Leeds, UK), 

utilizando-se mistura anaeróbica (Hidrogênio 10%, Dióxido de Carbono 5%, 

Nitrogênio, 85%). Após formação de colônias visíveis, 10 mL de ágar (0,7%) 

MRS modificado semi-sólido,  inoculado com 106 UFC/ mL da estirpe 

indicadora (bifidobacteria) foram vertidos sobre a placa. Estas foram 

mantidas sob refrigeração “overnight” e posteriormente incubadas a 37ºC/ 48 

horas em câmara de anaerobiose. A atividade antagonistica foi verificada por 

meio da formação de zonas claras ao redor das colônias (halos de inibição). 
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3.4.2. Ensaio Difusão em placas 

Cada isolado foi transferido separadamente (1%) para tubos contendo 

20 mL de caldo MRS modificado acrescido de solução de cisteína 0,05%, 

seguindo-se incubação a 37ºC/48 horas. Após crescimento, o conteúdo de 

cada isolado foi distribuído em tubos de centrifuga Nalgene, previamente 

esterilizados. Seguiu-se a centrifugação a 4000 rpm/20 minutos a 40C, em 

centrífuga Beckman GS-6R. O sobrenadante coletado e esterilizado em 

membrana Millipore (0.45μm) foi recolhido em frasco previamente 

esterilizado e mantido sob refrigeração até o momento da adição aos 

orifícios no ágar. 

Orifícios de 7 mm foram feitos em ágar (1,5%) MRS modificado 

inoculado com 105 UFC/ mL do microrganismo indicador (bactéria bífida). 

Foram feitos seis orifícios por placa. Posteriormente adicionou-se 30μL do 

filtrado em cada orifício. As placas foram mantidas sob refrigeração 

“overnight” e posteriormente incubadas a 37ºC/ 48 horas em câmara de 

anaerobiose (anaerobac work station, Bug Box, Leeds, UK), utilizando-se 

mistura anaeróbica (Hidrogênio 10%, Dióxido de Carbono 5%, Nitrogênio, 

85%). O efeito antagonista foi verificado por meio da formação de zonas 

claras ao redor dos orifício (halos de inibição). 

A compatibilidade (ausência de halo) foi critério para a definição final 

dos isolados a serem colocados no pool de bactérias bífidas utilizado na 

presente experimentação. 

3.5. Coleta do leite materno 

Para cada repetição foram preparadas sete bateladas do pool de 

bactérias bífidas, que após concentração adequada, foram ressuspendidas 

(LPB) ou não (LP) em leite humano pasteurizado. Devido a pequena 

quantidade fornecida pelas doadoras, utilizou-se pool da matéria prima 

ordenhada, que foi obtida de oito doadoras voluntárias residentes no 

município de Viçosa-MG, saudáveis, com idade gestacional a termo e parto 

normal ou cesárea, com tempo de lactação compreendido entre 10-30 dias, 

não fazendo uso de medicamentos ou de antibióticos. Os padrões adotados 

para coleta e manutenção do leite humano foram conforme aqueles 

descritos no Manual de Rotina para Bancos de Leite Humano (Ministério da 
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Saúde, INAN, 1994). Após coleta, as amostras foram encaminhadas ao 

Laboratório e mantidas sob refrigeração. O pool do leite humano foi 

pasteurizado (65°C/30 minutos), e após resfriamento imediato (banho de 

gelo) foi dividido em duas partes, adicionadas (LPB) ou não (LP) do 

concentrado celular de bactérias bífidas (1010UFC/mL). A Figura 1 indica a 

elaboração do pool de leite humano pasteurizado acrescido de bactérias 

bífidas (LPB) ou não (LP). 
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Figura 1: Elaboração do pool de leite humano pasteurizado acrescido de 
bactérias bífidas (LPB) ou não (LP). 
D1 = doadora 1 

 

3.6. Preparo do concentrado bacteriano 

As estirpes selecionadas (UFVCC 1083, UFVCC 1091, UFVCC 1099, 

UFVCC 1103, UFVCC 1105, UFVCC 1108 e UFVCC 1111) foram ativadas 

separadamente, três vezes, em caldo MRS modificado, sendo a última 
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ativação feita em 420 mL do caldo em frasco erlenmeyer, seguida da 

incubação a 37ºC/ 24 horas. Aos 420 mL de caldo foram adicionados 4,2 mL 

de cada cultura acima descrita. Após crescimento, o pool foi distribuído em 

tubos de centrifuga com tampas rosqueaveis Nalgene (50 mL) esterilizados. 

Seguiu-se centrifugação a 4000 rpm/10 minutos a 40C, em centrífuga 

refrigerada Beckman GS-6R. As células foram ressuspendidas em 100 mL 

de tampão fosfato esterilizado seguindo-se nova centrifugação nas mesmas 

condições. Após descarte do sobrenadante o pellet foi ressuspendido em 

pools de leite materno, constituindo-se o pool probiótico, contendo cerca de 

1010 UFC/mL. Para certificar-se da homogeneidade dos “pools”, durante toda 

experimentação, uma alíquota de 1 mL foi retirada de cada concentrado para 

contagem de células viáveis de Bifidobacterium em ágar MRS modificado. 

Foram feitos plaqueamentos em profundidade nas diluições apropriadas com 

incubação a 370C por 48 horas em jarras de anaerobiose (Gás-Pak, BBL) 

contendo geradores de CO2 e H2 (Anaerobac-Probac do Brasil-SP). 

O concentrado foi preparado a cada três dias, subdividido para uso 

diário e acondicionado em tubos de 5 mL previamente esterilizados e 

estocados a –20ºC até o momento da administração aos animais. 

3.7. Toxicidade oral crônica e translocação bacteriana  

Foram utilizadas 16 ratas da raça Wistar, adquiridas no Biotério da 

Universidade Federal de Viçosa, com 21 a 23 dias de vida, recém 

desmamadas e pesando entre  50 a 52 g. Após pesagem, os animais foram 

divididos em  quatro grupos de quatro animais, de maneira que a média de 

peso inicial entre estes fosse homogênea. Os animais foram alocados em 

gaiolas individuais e a temperatura foi controlada para 25ºC +  5, mantendo-

se ciclos de claro e escuro de 12 horas. Os animais foram mantidos com 12g 

(primeira semana), 15g (segunda semana) e 18g (terceira semana) de ração 

Labina (Purina) diária e água “ad libitum” durante 21 dias e submetidos aos 

seguintes tratamentos: 

Grupo Basal: Constituído de quatro animais, que foram sacrificados 

no dia de chegada (Tempo zero) para verificação da contagem inicial de 

microrganismos no fígado, rins, coração e baço. 
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Grupo Controle: Constituído de quatro animais / unidade 

experimental, que receberam a dieta (ração), 0,1 mL de água destilada (para 

manter o mesmo nível de estresse dos animais submetidos aos tratamentos) 

diariamente administrados via oral com auxílio de uma micropipeta 

esterilizada e água destilada “ad libitum”.  

Grupo Teste Leite Pasteurizado (LP): Constituído de quatro animais/ 

unidade experimental, que receberam a dieta (ração), 0,1 mL de leite 

humano pasteurizado diariamente administrados via oral com auxílio de uma 

micropipeta esterilizada e água destilada “ad libitum”.  

Grupo Teste Leite Materno Pasteurizado + bacterias bífidas (LPB): 

Constituído de quatro animais / unidade experimental, que receberam a dieta 

(ração), 0,1 mL de leite humano pasteurizado + bactérias bifidas diariamente 

administrados via oral com auxílio de uma micropipeta esterilizada e água 

destilada “ad libitum”.  

Ao final do período de 21 dias de administração das dietas, os 

animais foram pesados e sacrificados (por asfixia com éter etílico). Antes de 

cada sacrifício, estes foram submetidos a um jejum de 12 horas. Após 

incisão abdominal foram removidos assepticamente os rins, coração, baço e 

fígado. Os órgãos foram lavados com solução salina (0,9%) estéril e 

acondicionados em sacos amostradores de polietileno (Whirl – Pak, 

Millipore). Após pesagem, os órgãos foram mantidos sob refrigeração até o 

momento do plaqueamento, o qual foi realizado no mesmo dia do sacrifício.  

3.7.1. Avaliação da toxicidade por índice de peso do órgãos 

Após pesagem dos órgãos, os índices de peso do fígado, rins, 

coração e baço foram obtidos pela fórmula: peso do órgão (mg) x 100/ peso 

corpóreo do animal (g) (ZHOU et al., 2000). 

3.7.2. Avaliação da translocação bacteriana para o fígado, rins, coração 
e baço  

Após pesagem dos órgãos, os mesmos foram macerados dentro da 

própria embalagem, seguindo-se diluições decimais apropriadas. Os órgãos 

foram plaqueados (pool) em ágar MRS (em profundidade) modificado, 

acrescido de 1% de solução de cisteina 0,05% esterilizada a frio, para 

contagem de anaeróbios. As placas foram incubadas a 37ºC/48 horas em 
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câmara de anaerobiose (anaerobac work station, Leeds, UK) utilizando-se 

mistura anaeróbica (Hidrogênio 10%, Dióxido de Carbono 5%, Nitrogênio, 

85%). 

Na análise dos resultados, foi utilizado o log da contagem UFC/g 

(unidades formadoras de colônias/ g) obtida para o pool de cada órgão.  

3.7.3. Caracterização das bactérias translocadas 

Para identificação dos microrganismos translocados foram coletadas 

colônias (10) das placas dos diferentes órgãos e tratamentos utilizando-se 

como critério selecionar colônias diferentes (morfologia, coloração e 

tamanho) e que mais freqüentemente aparecessem nas placas. Estas foram 

estriadas em ágar MRS modificado acrescido de 1% de solução de cisteina 

0,05% previamente esterilizada a frio. A incubação ocorreu a  37ºC/48 horas 

em câmara de anaerobiose. Após crescimento as bactérias foram 

submetidas a coloração de Gram, ao teste da catalase e ao perfil de 

fermentação de carboidratos  em Kit API CH 50 (BioMerieux – França). 

3.7.3.1. Perfil de fermentação de carboidratos das bactérias 
translocadas 

As culturas isoladas de cada colônia estriada foram ativadas três 

vezes consecutivas em caldo MRS modificado, sendo a última ativação feita 

em volumes de 20 mL, seguindo-se centrifugação a 4000 rpm/15 minutos a 

40C, em centrífuga Beckman GS-6R. Após descarte do sobrenadante, 

ressuspendeu-se o concentrado de células de cada cultura em 5 mL de 

tampão fosfato (pH=7,2) estéril, seguindo-se nova centrifugação nas 

mesmas condições. Após descarte do sobrenadante, o pellet foi 

ressuspendido em 2 mL do mesmo tampão, e utilizado para caracterização 

em Kits API CH 50 (BioMerieux – France) conforme descrição do fabricante. 

Os resultados foram interpretados pelo programa do Kit API. 
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3.7.4. Análise Estatística 

Para as características avaliadas índice dos órgãos e contagem total 

em ágar MRS modificado (UFC/g) no fígado, rins, coração e baço foi 

realizada análise de variância com base no delineamento em blocos 

casualizados com três repetições, a 5% de probabilidade. Posteriormente,  

foram estabelecidos três contrastes ortogonais, cujas estimativas foram 

testadas pelo teste t, dados por: 

 

C1 = 3mbasal – mcontrole – mLP - mLPB 

C2 =  2mcontrole – mLP - mLPB 

C3 =  mLP - mLPB 

 

Onde: 

mbasal= média do grupo basal  

mcontrole= média do grupo controle  

mLP= média do grupo tratado com  leite humano pasteurizado (LP)  

mLPB= média do grupo tratado com  leite humano pasteurizado   

adicionado de concentrado celular (LPB)  

 

Antes da realização dessas análises estatísticas, foram verificadas as 

pressuposições de normalidade e de homogeneidade de variâncias dos 

erros experimentais pelo gráfico de probabilidade normal e pelo teste de 

Bartlett, respectivamente.  

As análises estatísticas, foram feitas empregando-se o software  

MINITAB 14, licenciado no Departamento de Tecnologia de Alimentos 

(DTA), a 5% de probabilidade.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Composição do pool probiótico 

A Tabela 1 indica as diferentes características das estirpes de 

bactérias bífidas isoladas de crianças.   

 

Tabela 1: Características de Bifidobacterium breve isoladas de crianças . 

Bifidobacterium 
breve 

Resistência  
a sais 

biliares 

Resistência 
a suco 

gástrico 

Compatibilidade 
entre os 
isolados 

Sensibilidade 
à antibióticos 

Ação 
antagonística 

sobre 
patógenos 

UFVCC 1082 - - NA 71/142 23/54 
UFVCC 1083 + + SIM 8/14 3/5 
UFVCC 1084 + + NA 8/14 4/5 
UFVCC 1085 + + NA 7/14 4/5 
UFVCC 1086 - - NA 8/14 5/5 
UFVCC 1087 - - NA 8/14 5/5 
UFVCC 1088 - - NA 8/14 5/5 
UFVCC 1089 - - NA 8/14 5/5 
UFVCC 1090 - - NA 8/14 5/5 
UFVCC 1091 + + SIM 10/14 5/5 
UFVCC 1092 - - NA 8/14 4/5 
UFVCC 1093 - - NA 7/14 5/5 
UFVCC 1094 - - NA 9/14 5/5 
UFVCC 1095 - - NA 7/14 4/5 
UFVCC 1096 - - NA 8/14 4/5 
UFVCC 1097 - - NA 7/14 5/5 
UFVCC 1098 - - NA 8/14 5/5 
UFVCC 1099 + + SIM 8/14 4/5 
UFVCC 1100 - - NA 8/14 5/5 
UFVCC 1101 + + NA 9/14 5/5 
UFVCC 1102 - - NA 9/14 4/5 
UFVCC 1103 + + SIM 7/14 4/5 
UFVCC 1104 - - NA 8/14 5/5 
UFVCC 1105 + + SIM 8/14 5/5 
UFVCC 1106 + + NA 7/14 5/5 
UFVCC 1107 + + NA 7/14 5/5 
UFVCC 1108 + + SIM 9/14 4/5 
UFVCC 1109 + + NA 8/14 5/5 
UFVCC 1110 - - NA 7/14 5/5 
UFVCC 1111 + + SIM 7/14 5/5 
UFVCC 1112 + + NA 9/14 4/5 

(-) resultado negativo para o teste analisado (ausência de resistência); (+) resultado positivo 
para o teste analisado (isolado resistente); NA teste não avaliado; 1 número de antibióticos que 
a estirpe foi sensível; 2 número de antibióticos avaliado; 3 número de patógenos que a estirpe 
exerceu antagonismo; 4 número de patógenos avaliados (Listeria monocytogenes, 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Clostridium difficile). As 
áreas achuradas identificam as estirpes selecionadas para comporem o pool probiótico. 
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Com base nas avaliações de resistência ao suco gástrico e sais 

biliares (TESHIMA et al., 2005) e susceptibilidade a antibióticos (ítem 3.3 

cap. 1) as estirpes selecionadas para composição do pool estão indicadas 

na Tabela 1.  

A avaliação da resistência a sais biliares e ao suco gástrico é 

importante critério na seleção de bifidobacterias para utilização como 

probiótico, uma vez que essas estirpes necessitam atravessar obstáculos 

fisiológicos do trato gastrointestinal e atingirem o cólon (habitat natural) em 

números suficientes, para que possam  promover  benefício ao hospedeiro.  

Em combinação a esses parâmetros, estas devem apresentar sensibilidade 

frente a antibióticos, minimizando portanto, a possibilidade de disseminação 

do gene de resistência para patógenos no intestino. 

4.2. Compatibilidade dos isolados 

Após o período de incubação das placas não se observou a formação 

de halos de inibição tanto pela técnica do “spot” quanto pela difusão em 

placas, corroborando sua seleção para composição do “pool’.    

4.3. Número de células viáveis no pool de  bactérias bífidas do 
concentrado 

O concentrado celular de Bifidobacterium breve (UFVCC 1083, 

UFVCC 1091, UFVCC 1099, UFVCC 1103, UFVCC 1105, UFVCC 1108 e 

UFVCC 1111) apresentaram médias que variaram de 1,33x1010 a 1,39x1010, 

o que conferiu concentrações apropriadas e homogêneas do probiótico 

durante a experimentação.  

4.4. Avaliação da toxicidade por índice de peso dos órgãos  

As pressuposições de normalidade e de homogeneidade de 

variâncias dos erros experimentais foram satisfeitas (P>0,05) para as 

características analisadas. 

A Figura 2  indica, respectivamente, o valor médio dos índices do 

fígado (a), rins (b), coração (c) e baço (d), do grupo basal (T0), controle e 

dos animais que foram tratados com leite humano pasteurizado acrescido 

(LPB) ou não (LP) de bactérias bífidas. Na Tabela 2 são apresentadas as 

estimativas envolvendo os índices dos órgãos e peso dos animais avaliados. 
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Figura 2: Estimativas dos índices do fígado (a), rins (b), coração (c) e baço 
(d) de ratos “Wistar” no tempo 0 (Basal) e após 21 dias recebendo leite 
humano pasteurizado acrescido (LPB) ou não (LP) de probiótico. 
 
Tabela 2: Estimativa dos contrastes envolvendo os índices dos órgãos e 
peso dos animais avaliados. 

Contrastes 
Indice 
Fígado 

Indice 
Rim 

Indice 
Coração 

Indice 
Baço 

Peso do 
Rato 

C1 -26,90 3,45 -0,04 -7,33 -163,78* 

C2 29,10* 5,32* 2,88* 3,69 -27,94 

C3 5,86 0,93 0,35 0,52 -2,94 

CV (%) 11,74 12,13 14,50 28,00 10,60 

*Significativo pelo teste t (P<0,05). 

C1 (basal vs controle + LP + LPB), C2 (controle vs LP + LPB) e C3 (LP vs LPB) 

CV (Coeficiente de variação) 
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O leite humano pasteurizado contendo bactérias bífidas utilizado 

nesta experimentação pode alterar os níveis da microbiota intestinal murina, 

em virtude da elevada (109 UFC/ dia) dose diária administrada aos animais. 

Essas concentrações elevadas, poderiam promover translocação, 

geralmente envolvendo a microbiota endógena do trato gastrointestinal para 

sítios extra-intestinais (BERG, 1992). Uma das maneiras de se verificar 

algum tipo de toxicidade inferida aos órgãos é por meio da ocorrência de 

esplenomegalia ou hepatomegalia (ZHOU et al., 2000), que de forma indireta 

pode estar relacionada com o índice de peso dos orgãos. 

Observa-se na Figura 2a que o índice do fígado do grupo controle foi 

ligeiramente maior se comparado aos índices do grupo basal (T0), LP (leite 

humano pasteurizado) e LPB (leite humano pasteurizado acrescido de 

bactérias bífidas). Uma possível justificativa para o ocorrido, seria que algum 

fator estaria promovendo aumento do peso do fígado, e que provavelmente 

o leite pasteurizado acrescido ou não de bactérias bífidas estaria modulando 

o causador dessa alteração, fato que também pode ser verificado pelos 

índices desses tratamentos (LP e LPB) que após 21 dias de 

experimentação, praticamente não diferiram do basal. 

As justificativas anteriores são confirmadas pelas estimativas dos 

contrastes C1 (P>0,05) e C2 (P<0,05) indicados na Tabela 2. 

Isso indica que os grupos ministrados com leite humano pasteurizado 

acrescido (LPB) ou não (LP) com bactérias bífidas não aumentaram 

(P>0,05) o índice do fígado após 21 dias de experimentação. Os índices 

desses grupos testes (LP e LPB) foram iguais (P>0,05) entre si e menores 

(P<0,05) do que o grupo controle. 

Nas Figuras 2b e 2c, os índices dos rins e coração dos grupos testes 

(LP e LPB) foram menores que o índice do grupo basal (T0) e controle, o 

que mostra que o leite humano acrescido ou não de bactérias bífidas 

ministrado aos animais por 21 dias, não promoveram efeito de toxicidade 

sobre os órgãos. Tal fato sugere que as estimativas (P<0,05) do contraste C2  

para ambos os órgãos, ocorreram em virtude dos tratamentos ministrados 

(LP e LPB). Do mesmo modo, não se observou diferença (P>0,05) entre 

esses tratamentos (C3). 
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Com relação ao baço (Figura 2d e Tabela 2), apesar da diferença 

visual entre o grupo basal e os demais, não ocorreram estimativas diferentes 

de zero (P>0,05), o que pode ser devido a um maior valor do coeficiente de 

variação residual estimado no experimento.  

Os resultados da presente experimentação corroboram aqueles 

encontrados por SHU et al., (1999) e ZHOU et al., (2000), que ministraram 

Bifidobacterium lactis a ratos por 7 e 30 dias respectivamente e não 

observaram diferença significativa no índice do baço entre o grupo controle e 

aquele que recebeu a bactéria probiótica. TESHIMA (2001), em seus 

experimentos administrou Bifidobacterium breve por 28 dias e não constatou 

diferença no índice do baço entre o grupo controle e teste (LP e LPB).  

Os resultados obtidos na presente experimentação demonstraram que 

a ingestão por 21 dias das estirpes de Bifidobacterium breve, não promoveu 

toxicidade e nem efeito adverso na saúde dos animais, corroborando 

resultados obtidos pela equipe (RAMOS et al., 2006), que também não 

constataram citotoxicidade nos animais ministrados durante 30 dias com o 

mesmo pool de bactérias bífidas. Os autores concluíram ainda que o 

consumo do probiótico promoveu a viabilidade de 97% dos macrófagos. 

A Figura 3 indica os pesos de ratos Wistar do grupo basal (T0), 

controle, e daqueles tratados com leite pasteurizado acrescido (LPB) ou não 

(LP) de probiótico por 21 dias. 
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Figura 3: Pesos de ratos “Wistar” do grupo basal (T0), controle, e daqueles 
tratados com leite pasteurizado acrescido (LPB) ou não (LP) de probiótico 
por 21 dias.  
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Os resultados mostrados na Tabela 2 indicam que não houve 

diferença (P>0,05) no peso dos animais do grupo controle e naqueles 

tratados com leite materno acrescido (LPB) ou não (LP) de bactérias bífidas 

(C2). Do mesmo modo, não houve diferença (P>0,05) no peso dos animais 

desses tratamentos (LP e LPB) (C3). No entanto, após 21 dias de 

experimentação, o peso dos animais do grupo controle e daqueles que 

receberam o leite humano pasteurizado acrescido ou não de bactérias 

bífidas foram maiores (P<0,05) do que os pesos observados no início da 

experimentação (C1). 

 

4.5. Translocação bacteriana para diferentes orgãos 

4.5.1. Contagem de bactérias anaeróbias no fígado, rins, coração e 
baço  

A Figura 4 indica o valor médio das contagens log (UFC/ mL) de 

bactérias anaeróbias totais no fígado (a), rins (b), coração (c) e baço (d) dos 

animais antes do início dos tratamentos (grupo basal) e após receberam a 

dieta (controle), dieta mais leite humano pasteurizado acrescido (LPB) ou 

não (LP) de bactérias bífidas por 21 dias. Na Tabela 3 são apresentadas as 

estimativas envolvendo o Log do número de células (UFC/g) nos órgãos dos 

animais avaliados.  

Observa-se que as contagens de anaeróbios totais já se encontravam 

elevadas nos diferentes órgãos dos animais no início da experimentação 

(grupo basal). A mesma tendência foi observada para o grupo que não 

recebeu os tratamentos (grupo controle). No entanto, observou-se menor 

contagem de anaeróbios totais nos animais que receberam o leite humano 

pasteurizado acrescido (LPB) ou não (LP) de bactérias bífidas, indicando 

que esses tratamentos não foram responsáveis pela translocação bacteriana 

para esses órgãos. 
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Figura 4: Estimativas das contagens Log (UFC/mL) de bactérias 
anaeróbias totais no fígado (a), rins (b), coração (c) e baço (d) de ratos 
“Wistar” no tempo 0 (Basal) e após 21 dias recebendo leite pasteurizado 
acrescido (LPB) ou não (LP) de probiótico. 
 

Tabela 3: Estimativa dos contrastes envolvendo o Log do número de 
células (UFC/g) nos órgãos dos animais avaliados.  

Contrastes Log Fígado Log Rim Log Coração Log Baço 

C1 0,45 0,60 -1,06 1,0 

Ĉ2 0,92 0,99 3,9 1,25 

Ĉ3 -0,30 -0,71 -0,56 -0,17 

CV (%) 13,23 12,52 46,07 42,13 

C1 (basal vs controle + LP + LPB), C2 (controle vs LP + LPB) e C3 (LP vs LPB)

CV (Coeficiente de variação) 
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As estimativas dos contrastes (Tabela 3) foram nulas (P>0,05), e os 

valores se apresentaram bem próximos a zero, indicando não haver 

diferenças na passagem de bactérias anaeróbias do trato gastrointestinal 

para o fígado, rins, coração e baço nos animais do grupo controle e teste (LP 

e LPB). Este fato comprova que a administração de bactérias bífidas não 

induziu translocação de bactérias anaeróbias nesses órgãos, corroborando 

resultados indicados na Tabela 4. 

 

Tabela 4: Caracterização de bactérias* anaeróbias totais translocadas para 
os diferentes órgãos analisados pelo perfil de fermentação de carboidratos 
(Kit API CH 50 - BioMerieux – France). 

Microrganismos Quantidade Confiabilidade da 
identificação 

Lactococcus lactis ssp lactis 1 83,6% 
Leuconostocc mesenteroides ssp 

cremoris 1 78,4% 

Lactobacillus fermentum 3 99,8% 
Lactobacillus acidophilus 1 83,4% 
Lactobacillus pentosus 1 99,5% 

Lactobacillus brevis 1 77,7% 
Não identificados pelo programa 2 - 

(*) bactérias Gram positivas e catalase negativas. 

 

De acordo com o perfil de fermentação de carboidratos observou-se 

dentre as bactérias translocadas a predominância do gênero Lactobacillus 

nos órgãos analisados. Lactobacillus, Lactococcus spp. e Leuconostocc spp. 

são microrganismos anaeróbios facultativos, possuindo maior probabilidade 

de sobrevivência fora do sítio intestinal quando comparados com bactérias 

bífidas (anaeróbias estritas) (BERG, 1995). Alguns estudos têm mostrado a 

translocação de bactérias viáveis para diferentes órgãos em animais 

ministrados com lactobacilos. CONDÉ (2000) ministrou diariamente 109 

UFC/ mL de Lactobacillus acidophillus a ratos “Wistar” por 14 dias e 

constatou maior translocação de microrganismos viáveis do trato 

gastrointestinal para o fígado, rins, coração e baço, nesta ordem, quando 

comparados com o grupo controle. A autora sugeriu ainda que os 

microrganismos translocados eram provenientes do tratamento ministrado 

aos animais, o que não foi observado na presente experimentação (Tabela 

4). Ainda o mesmo grupo de pesquisadores ao ministrarem doses diárias 
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(109 UFC/ mL) de Lactobacillus acidophilus a ratos “Rattus novergicus 

variedade albinus” por 14 dias constataram translocação de Lactobacillus 

spp. para o baço, fígado, coração e rins dos animais que receberam 

suplementação com a estirpe probiótica (SOUZA et al., 2004).  

A baixa capacidade de bactérias bífidas translocarem tem sido 

relatada por alguns autores (BERG, 1983; STEFFEN et al., 1988; MA et al, 

1990; SWANK AND DUTCH, 1996). ZHOU et al., (2000a) ministraram 

diariamente 1011 UFC/ mL de Bifidobacterium lactis HNO19 durante 8 dias e 

após esse período não verificaram diferença significativa na translocação 

bacteriana para o fígado e baço dos ratos do grupo controle e daquele que 

recebeu o probiótico. Os autores constataram ainda que não havia bactérias 

bífidas dentre os microrganismos identificados nos órgãos pela técnica 

RAPD, e que as bactérias ali presentes eram mais provavelmente originadas 

da microbiota endógena. Em outro estudo, os mesmo autores (ZHOU et al., 

2000b) ministraram a ratos três diferentes concentrações (5 x 109, 5 x 1010 e 

2,5 x 1012 UFC/mL) de Bifidobacterium lactis HNO19 durante 28 dias, e não 

se  constatou diferença significativa na translocação bacteriana para o 

fígado, rins e baço dos animais dos grupos controle e testes. Bifidobacterium 

lactis HNO19 ministrada (5x107, 1x109 e 5x1010 UFC/ mL) a ratos por um 

período de 7 dias não resultou em diferença significativa na translocação 

bacteriana para os rins e baço dos animais do grupo controle e daquele que 

recebeu o probiótico (SHU et al., 1999).  

A maioria dos trabalhos realizados para avaliação da translocação de 

bactérias láticas ocorrem em sistemas com animais desafiados com 

patógenos ou com algum tipo de injúria, como em ratos cirróticos 

(GUARNER et al., 1997), com sindrome do intestino curto (EIZAGUIRRE et 

al., 2002), injúrias no fígado ADAWI et al., 2001; SEEHOFER et al., 2004), 

antibioticoterapia (SUZUK et aI., 1997), dentre outros. Nesses estudos, os 

autores têm constatado redução significativa da translocação bacteriana 

para sítios extra intestinais quando administrados com probióticos. 

Entretanto, poucos são os trabalhos que relatam translocação bacteriana em 

animais sadios ministrados com bactérias probióticas. Além disso, na 

maioria das publicações não há indicação dos valores das contagens 
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encontradas nos órgãos dificultando a comparação com os resultados 

obtidos na presente experimentação. 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que as estirpes 

de Bifidobacterium breve testadas não translocaram para o fígado, rins, 

coração é baço, após 21 dias de tratamento. A translocação bacteriana é um 

indicador recomendado para ensaios de segurança com estirpes 

potencialmente probióticas, uma vez que este é o primeiro passo do 

processo de patogenicidade para estirpes oportunistas endógenas (BERG, 

1983). 

 

 



 81

5. CONCLUSÃO 

As estirpes de Bifidobacterium breve (UFVCC 1083, UFVCC 1091, 

UFVCC 1099, UFVCC 1103, UFVCC 1105, UFVCC 1108 e UFVCC 1111) de 

origem humana, utilizadas na presente experimentação, não promoveram 

efeitos adversos na saúde geral dos animais testados, uma vez que não 

induziram toxicidade oral crônica (não promovendo crescimento anormal do 

fígado, rins, coração e baço dos animais estudados) e nem promoveram 

translocação de bacterias do trato gastrointestinal para outros órgãos após 

21 dias de tratamento. No entanto, recomenda-se a realização da mesma 

experimentação com outros mamíferos, incluindo humanos sadios, antes da 

implantação dessas estirpes nos bancos de leite humano. Recomenda-se 

também, verificar a toxicidade oral aguda, ministrando concentrações mais 

elevadas do pool probiótico por um menor tempo.  
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CONCLUSÃO GERAL 

As 31 estirpes de Bifidobacterium breve isoladas de recém-nascidos 

apresentaram susceptibilidade variável aos 14 antibióticos avaliados, 

sugerindo que este fenótipo é estirpe dependente. No entanto, observou-se 

que a maioria das estirpes foram sensíveis aos antimicrobianos, o que é 

uma característica de segurança importante no processo de seleção desses 

isolados para uso como probiótico em bancos de leite humano, devido a 

possibilidade de transferência do genes de resistência no ambiente 

intestinal.  

Os isolados de Bifidobacterium breve avaliados nesta experimentação 

apresentaram uma variabilidade na sua ação antagonista sobre Clostridium 

difficile, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e 

Listeria monocytogenes pelo método “spot”. Verificou-se também que essa 

inibição foi estirpe dependente e não promovida somente por ácidos 

orgânicos, uma vez que não foi totalmente revertida quando utilizou-se meio 

tamponado. O efeito da substância inibitória somente foi detectado em meio 

sólido (método “spot”), sugerindo a necesidade de um fator de indução, 

como por exemplo, o contato com o microrganismo patogênico, para que 

esse seja expresso. Essa experimentação corrobora a necessidade de 

utilização de mais de uma técnica na avaliação do efeito antagonista de 

bactérias probióticas sobre patógenos, uma vez que os mecanismos 

envolvidos no antagonismo são diferentes. 

As estirpes de Bifidobacterium breve de origem humana selecionadas 

para composição do pool probiótico (UFVCC 1083, UFVCC 1091, UFVCC 

1099, UFVCC 1103, UFVCC 1105, UFVCC 1108 e UFVCC 1111), utilizadas 

na presente experimentação, não promoveram efeitos adversos na saúde 

geral dos animais testados, uma vez que não induziram toxicidade oral 

crônica (não promovendo crescimento anormal do fígado, rins, coração e 

baço dos animais estudados) e nem promoveram translocação de bacterias 

do trato gastrointestinal para outros órgãos após 21 dias de tratamento. No 

entanto, recomenda-se a realização da mesma experimentação com outros 

mamíferos, incluindo humanos sadios, antes da implantação dessas estirpes 

nos bancos de leite humano. Recomenda-se também, verificar a toxicidade 
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oral aguda, ministrando concentrações mais elevadas do pool probiótico por 

um menor tempo.  
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