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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. 
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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. 



 3

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. 




