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RESUMO 

 

 

 

FERREIRA, Alessandra Barbosa, M.S. Universidade Federal de Viçosa, fevereiro 
de 2006. Estudo da resistência a antimicrobianos em Lactobacillus 
delbrueckii UFV H2b20 submetido a condições de estresse. Orientadora: 
Célia Alencar de Moraes. Conselheiras: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira 
e Virgínia Maria Chaves Alves. 

 
 
 
A resistência a antimicrobianos e o efeito de peróxido de hidrogênio sobre 

o crescimento em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foram estudados. Os 

efeitos de choque térmico, choque ácido, exposição a sais biliares e presença de 

peróxido de hidrogênio sobre a resistência a antimicrobianos nesta bactéria também 

foram investigados. A determinação do modelo de resistência, pelo método de 

difusão em meio sólido, indicou que L. delbrueckii UFV H2b20 apresenta 

resistência a vancomicina, a alguns β-lactâmicos, a sulfametoxol, a 

aminoglicosídeos, a nitrofuranos, a quinolonas e a colistina e susceptibilidade 

moderada a cloranfenicol, a tetraciclina, a cefalotina, a ampicilina e a eritromicina. 

L. delbrueckii UFV H2b20  é capaz de crescer em altas concentrações de peróxido 

de hidrogênio e inibição completa do crescimento só foi observada  com 70 µg mL-
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1. Os efeitos de condições de estresse sobre a resistência a antimicrobianos foram 

determinados pela comparação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), 

realizada pelo método de microdiluição em meio líquido, de células submetidas e 

de não submetidas às condições de estresse citadas. O choque térmico provocou 

efeitos diversos sobre a resistência a aminoglicosídeos e a β-lactâmicos, diminuiu a 

resistência a nitrofuranos e a tetraciclina e não alterou a resistência a cloranfenicol 

e a espiramicina. O choque ácido também provocou efeitos diferentes sobre a 

resistência a aminoglicosídeos e a β-lactâmicos, diminuiu a resistência a 

nitrofuranos e a tetraciclina, não alterou a CIM de cloranfenicol e aumentou a 

resistência a espiramicina. A exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 a 

sais biliares provocou diminuição da CIM de quase todos os antimicrobianos 

testados, exceto furazolidona, sulfametoxol e ácido nalidíxico, que não tiveram a 

resistência alterada até a concentração máxima testada. A presença de peróxido de 

hidrôgenio  provocou efeitos diferentes sobre a resistência a aminoglicosídeos, 

diminuiu a resistência a nitrofuranos, a β-lactâmicos, a tetraciclina e a espiramicina 

e aumentou a resistência  a cloranfenicol. Os resultados demonstram ampla 

diversidade nas respostas ao choque térmico, ao choque ácido e ao peróxido de 

hidrogênio e similaridade na resposta à exposição das células de L. delbrueckii 

UFV H2b20 a sais biliares. 
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ABSTRACT 

 

 

 
FERREIRA, Alessandra Barbosa, M.S. Universidade Federal de Viçosa, February 

2006. Effect of stress on antimicrobial resistance in Lactobacillus 
delbrueckii UFV H2b20. Adviser: Célia Alencar de Moraes. Committee 
members: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira and Virgínia Maria Chaves 
Alves. 

 
 

 
The effects of heat shock, acid treatment, exposure to bile salts and the 

presence of H2O2 on antimicrobial resistance in Lactobacillus delbrueckii UFV 

H2b20 were determined. Agar diffusion assays results indicated that this bacterium 

is resistant to vancomycin, sulphamethoxazole, colistin, some β-lactams, 

aminoglycosides, nitrofurans and quinolones. It is moderately susceptible to 

choramphenicol, tetracycline, cephalothin, ampicillin and erythromycin. L. 

delbrueckii UFV H2b20 can grow on high concentrations of H2O2 and complete 

inhibition will be observed only at 70 µg mL-1.  Diferent effects on the Minimal 

Inhibitory Concentration (MIC) of the antimicrobials were observed when the 

bacterial cells were exposed to several stress conditions. Heat shock affected 

resistance to different aminoglycosides and β-lactams in various ways; it 
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diminished resistance to nitrofurans and to tetracycline; however, it had no effect 

over resistance to choramphenicol and espiramycin. The same results were 

observed for acid pre-treatment at pH 3,5 for 30 min, except that it resulted in 

enhancement of espiramycin resistance. Cell exposure to 0,5% bile salts resulted in 

diminuished MICs for almost all tested antibiotics, except, apparently, 

furazolidone, sulphametoxol and nalidix acid, which maintained resistance to the 

highest concentrations tested. The presence of H2O2, 20 µg mL-1, had various 

effects on aminoglycosides, diminuished resistance to nitrofurans, β-lactams, 

tetracycline and espiramycin; however, it enhanced resistance to choramphenicol. 

These results demonstrate an ample diversity of responses to heat shock, acid 

shock, presence of H2O2, and also a general response when cells of L. delbrueckii 

UFV H2b20 are exposed to bile sal 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

 Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20, objeto de vários estudos 

conduzidos pelo Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de 

Viçosa, apresenta características funcionais que o qualificam como microrganismo 

potencialmente probiótico, além de possuir características importantes para sua 

produção industrial. 

Nos últimos anos, a questão da resistência a antimicrobianos em 

probióticos tem sido objeto da atenção de pesquisadores em razão da possível 

transferência de genes de resistência para bactérias comensais e para as 

potencialmente patogênicas presentes no trato gastrintestinal. Por isso, 

microrganismos que possuem genes de resistência transferíveis não devem ser 

utilizados como probióticos para humanos e animais.  

Por outro lado, o conhecimento do padrão de resistência a antimicrobianos 

faz-se necessário quando probióticos são administrados associados à terapia 

antibiótica, para verificar a capacidade de sobrevivência dos mesmos no intestino 

durante o tratamento com antibióticos. A administração de antimicrobianos 

provoca alterações na microbiota intestinal normal, por permitir o crescimento 
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excessivo de linhagens patogênicas no trato gastrintestinal e a seleção de bactérias 

resistentes. Contudo, a suplementação probiótica em pacientes sob terapia 

antibiótica pode contribuir para a  manutenção e o restabelecimento da microbiota 

intestinal. Nesses casos, a resistência por mecanismos intrínsecos, com menor 

probabilidade de transferência, representa característica importante e  desejável. 

 Os microrganismos probióticos são submetidos a várias condições de 

estresse,  durante as etapas de processamento industrial e a passagem pelo trato 

gastrintestinal, que podem alterar a fisiologia e as características intrínsecas da 

célula bacteriana. Alguns estudos têm indicado que linhagens de Lactobacillus, 

resistentes intrinsecamente a aminoglicosídeos, tornaram-se sensíveis a esses 

antimicrobianos na presença de sais biliares em concentração semelhante à do trato 

gastrintestinal.  

 Este estudo teve por objetivo determinar o perfil de resistência a 

antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20, bem como investigar o efeito de 

condições prevalecentes do trato gastrintestinal e do processamento industrial sobre 

esta resistência.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

As bactérias do ácido láctico são caracterizadas como cocos ou bastonetes, 

Gram-positivos, não formadores de esporos, catalase negativos e, que crescem sob 

condições que variam de microaerofílicas a estritamente anaeróbias (KLEIN et al., 

1998). Representam um grupo de bactérias que são funcionalmente relacionadas 

pela capacidade de produzirem ácido láctico durante o metabolismo homo ou 

heterofermentativo (KLAENHAMMER et al., 2002). 

As bactérias do ácido láctico têm sido utilizadas há muito tempo na 

produção de alimentos fermentados por conferirem características organolépticas 

desejáveis e atuarem na preservação desses produtos. Além disso, algumas, 

principalmente Lactobacillus, são consideradas probióticos por exercerem efeitos 

benéficos ao hospedeiro e por ocuparem nichos importantes no trato gastrintestinal 

de humanos e animais (KLAENHAMMER et al., 2002). 

Probióticos podem ser conceituados como microrganismos vivos que, 

quando administrados em quantidades adequadas, conferem efeitos fisiológicos no 

hospedeiro (REID et al., 2003). Dentre os mecanismos potenciais para ação dos 

probióticos podem ser destacados: manutenção da resistência da mucosa intestinal 
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a doenças infecciosas (GAGNON et al., 2004); redução do colesterol (LIONG e 

SHAH, 2005); produção de metabólitos antimicrobianos (FENTEN et al., 1999); 

imunomodulação (MARAGKOUDAKIS et al., 2006) e imunoestimulação 

(NEUMANN et al., 1998). 

Alguns critérios de seleção para microrganismos potencialmente 

probióticos têm sido utilizados, como estabilidade fenotípica e genotípica; 

tolerância e crescimento em condições ácidas e na presença de sais biliares; 

propriedades de adesão ao epitélio intestinal; produção de substâncias 

antimicrobianas; atividade antagonista contra patógenos intestinais e padrões de 

resistência a antimicrobianos (TUOMOLA et al., 2001; MATTILA-SANDHOLM 

et al., 2002). Dentre esses critérios, o padrão de resistência a antimicrobianos pode 

ser destacado (SAARELA et al., 2000; COEURET et al., 2004). A determinação da 

susceptibilidade a antimicrobianos é importante para verificar se os 

microrganismos carregam genes de resistência transferíveis (MATHUR e SINGH, 

2005), já que essas bactérias não devem ser utilizadas como probióticos para 

humanos e animais (SAARELA et al., 2000; COEURET et al., 2004), devido à 

possibilidade de transferência de tais genes para bactérias comensais e para as 

potencialmente patogênicas presentes no trato gastrintestinal (MATHUR e SINGH, 

2005).  Porém, teste de resistência fenotípica é útil para triagem e detecção de 

determinantes de resistência a antibióticos, mas não é capaz de distinguir 

resistência intrínseca da adquirida (KASTNER et al., 2006). 

Os principais mecanismos de resistência a antimicrobianos são: 

modificação enzimática do antimicrobiano, efluxo ativo das moléculas e 

modificação de seu alvo celular (WALSH, 2003). 

As bactérias do ácido láctico exibem naturalmente uma ampla variação de 

resistência e susceptibilidade a antimicrobianos (CHARTERIS et al., 1998). Na 

maioria dos casos, a resistência em bactérias do ácido láctico não é do tipo 

transmissível, mas representa uma característica intrínseca da espécie ou do gênero 

(SALMINEN et al., 1998). Resistência intrínseca é aquela que resulta na 

capacidade do organismo de crescer na presença de um agente antimicrobiano, em 

razão de característica inerente ao organismo. A resistência adquirida pode ser 
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transferida horizontalmente entre bactérias e resulta de mutações no genoma 

bacteriano ou da aquisição de genes de resistência através dos processos de 

conjugação, transdução e transformação (MATHUR e SINGH, 2005). 

A susceptibilidade a antimicrobianos em microrganismos intestinais é 

critério importante para seleção de linhagens probióticas (MOOUBARECK et al., 

2005). Além da questão da transferência de genes de resistência de bactérias 

probióticas para as patogênicas,  linhagens que mostram resistência intrínseca a 

antibióticos específicos podem ser ministradas juntamente com os antibióticos 

(CEBECI E GÜRAKAN, 2003), podendo beneficiar pacientes cuja microbiota 

intestinal normal encontra-se desbalanceada ou reduzida, em razão da 

administração de agentes antimicrobianos (ZHOU et al., 2005). Nesses casos, o uso 

de antimicrobiano associado com uma linhagem probiótica, resistente 

intrinsecamente a esse antimicrobiano, pode oferecer resultados significativamente 

melhores (CEBECI E GÜRAKAN, 2003).  

A microbiota intestinal desempenha algumas funções fisiológicas 

importantes no hospedeiro, como: estimulação do sistema imune, manutenção da 

circulação e nutrição da mucosa, síntese de nutrientes (HOLZAPFEL et al., 1998) e 

inibição do crescimento excessivo e da colonização gastrintestinal por bactérias 

potencialmente patogênicas (HOOKER e DIPIRO, 1988). Essa microbiota pode ser 

afetada pela terapia antibiótica (SULLIVAN et al., 2001; ARICI et al., 2004). A 

extensão desse distúrbio depende de vários fatores como espectro de ação do 

antimicrobiano, absorção, dose, duração e rota de administração, degradação 

enzimática potencial e concentração ativa do antimicrobiano no intestino (LEVY, 

2000).  

Bactérias probióticas podem ser usadas para restaurar ou otimizar o 

balanço microbiano intestinal e promover saúde (GILL, 2003), prevenindo e 

amenizando desordens causadas pela administração de antimicrobianos 

(MADDEN et al., 2005). A suplementação diária com bactérias probióticas viáveis 

durante e após a terapia antibiótica reduz as alterações na microbiota intestinal, 

bem como, a incidência e o número total de linhagens resistentes a antibióticos na 
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população (PLUMMER et al., 2005) e acelera o restabelecimento da população 

microbiana (MADDEN et al., 2005).  

Lactobacillus UFV H2b20, isolado e caracterizado por SANTOS (1984), 

apresenta resistência a condições semelhantes às do trato gastrintestinal, como altas 

concentrações de sais biliares, ácido clorídrico e presença de lisozima 

(AGOSTINHO, 1988). Esta bactéria produz peróxido de hidrogênio em 

concentrações suficientes para inibir grupos diversos de microrganismos 

(RIBEIRO, 1995). Além dessas características, Lactobacillus UFV H2b20 

mostrou-se capaz de colonizar o trato gastrintestinal e de estimular a resposta 

imune não específica em camundongos livres de germe  (NEUMANN et al., 1998). 

Com o estudo filogenético desta bactéria, foi possível agrupá-la entre as 

subespécies de Lactobacillus delbrueckii, passando a ser nomeada de Lactobacillus 

delbrueckii UFV H2b20 (NEVES, 1998; UETANABARO, 1999; NEVES, 2003; 

FLORESTA, 2003). 

Microrganismos utilizados como probióticos são expostos a vários 

estresses ambientais como temperaturas altas, pH baixo, presença de sais biliares e 

formas reativas de oxigênio, que podem afetar o estado fisiológico e as 

propriedades da célula (ANGELIS e GOBBETTI, 2004). O aumento da viabilidade 

celular pode ser alcançado após exposição a estresses subletais, como ácido, 

oxigênio ou temperatura elevada, que desencadeiam respostas adaptativas aos 

estresses, aumentando a sobrevivência em condições letais encontradas durante o 

processamento industrial e a passagem pelo trato gastrintestinal (STANTON et al., 

2005). 

O principal efeito induzido pela temperatura alta é a desnaturação de 

proteínas e suas subseqüentes agregações, desestabilização de estruturas como 

ribossomo e macromoléculas como RNA e DNA e alteração da fluidez da 

membrana (VAN DE GUCHTE et al., 2002). Quando as células são expostas ao 

choque térmico ocorre aumento da síntese de algumas proteínas que promovem o 

correto dobramento de polipeptídeos nascentes, montagem de complexos de 

proteínas e degradação de proteínas (ANGELIS e GOBBETTI, 2004). 
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Estudos fisiológicos têm demonstrado que as bactérias do ácido láctico 

respondem ao choque térmico de forma similar a outras bactérias Gram-positivas. 

Os dois principais grupos de proteínas do choque térmico consistem das famílias 

de 70 KDa (DnaK) e 60 KDa (GroEL) que funcionam como chaperones. Os 

componentes de DnaK consistem, tipicamente, de DnaK, DnaJ e GrpE, enquanto 

que GroEL é composta de GroEL e GroES (ANGELIS e GOBBETTI, 2004). Essas 

proteínas ou os genes que as codificam já foram identificados em várias bactérias 

do ácido láctico (VAN DE GUCHTE et al., 2002).  

Em L. delbrueckii UFV H2b20, o choque térmico de 50°C por 30 minutos, 

promoveu termotolerância, conferindo tanto resistência a tratamentos térmicos 

quanto aumentando a faixa de temperatura para crescimento desta bactéria.  

Observou-se também que os padrões eletroforéticos de proteínas das células 

cultivadas a 37°C e a 50°C foram distintos e, quando as células retornaram a 37°C, 

por 40 minutos, após o choque térmico, os padrões foram mais semelhantes ao 

controle, confirmando que esse choque provoca modificações transitórias na célula 

(MONTEIRO, 1999). Esse pré-tratamento aumenta a resistência das células 

quando submetidas à desidratação (FURTADO, 2001).  

Linhagens probióticas de Lactobacillus são expostas ao estresse ácido 

extremo quando alcançam o estômago, em razão da presença de ácido clorídrico 

(ANGELIS e GOBBETTI, 2004). Os efeitos do estresse ácido na fisiologia 

bacteriana não são conhecidos em detalhes. Está bem estabelecido, entretanto, que 

ácidos não dissociados podem difundir passivamente através da membrana celular 

e, após atingirem o citoplasma, rapidamente dissociam-se em prótons e derivados 

carregados, aos quais a célula é impermeável. O acúmulo intracelular de prótons 

pode diminuir o pH intracelular (pHi) e assim afetar o ? pH transmembrana que 

contribui para a força próton-motora e é usada como uma fonte de energia em 

numerosos processos de transporte. A acidificação interna também reduz a 

atividade de enzimas sensíveis ao ácido e danifica proteínas e DNA (VAN DE 

GUCHTE  et al., 2002). 

As bactérias do ácido láctico possuem alguns mecanismos para manter a 

homeostase celular em ambiente com pH baixo.  A expulsão de prótons para fora 
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da célula através da enzima multimérica ATPase,  a via arginima desaminase e a 

descarboxilação de aminoácidos constituem mecanismos que provocam aumento 

da alcalinidade do citoplasma e já foram identificados em algumas espécies de 

Lactobacillus (VAN DE GUCHTE  et al., 2002). 

L. delbrueckii UFV H2b20 apresenta resistência a pH 2,5 por duas horas e 

meia quando submetido, previamente, ao choque ácido (pH 3,5/30minutos) 

(MONTEIRO, 1999). Esse pré-tratamento também aumenta a resistência das 

células de L. delbrueckii UFV H2b20, quando submetidas à desidratação 

(FURTADO, 2001). 

Bile é uma secreção digestiva que possui papel principal na emulsificação 

e na solubilização de lipídeos e tem a capacidade de afetar fosfolipídeos e proteínas 

da membrana, alterando a homeostase celular. Conseqüentemente, a capacidade de 

tolerar a bile é importante para sobrevivência das bactérias probióticas e 

subseqüente colonização no trato gastrintestinal (BEGLEY et al., 2005). 

A genética da resistência à bile é pouco entendida, particularmente em 

bactérias Gram-positivas. A capacidade de um microrganismo de tolerar a bile 

requer um grande conjunto de proteínas, envolvidas na arquitetura do envelope 

celular e na manutenção da homeostase intracelular (BEGLEY et al., 2005). 

A extrusão da bile, como mecanismo de resistência a sais biliares, já foi 

caracterizada em bactérias Gram-negativas.  Esse mecanismo é mediado por 

sistemas de efluxo pertencentes à família de transportadores de resistência 

multidroga, responsáveis pela resistência a numerosos compostos tóxicos, 

incluindo antibióticos, solventes orgânicos, detergentes e sais biliares (VAN DE 

GUCHTE et al., 2002). Esses sistemas estão amplamente distribuídos em bactérias 

Gram-negativas e Gram-positivas (PUTMAN et al., 2000), entretanto, o papel na 

resistência a bile não foi determinado em bactérias Gram-positivas (VAN DE 

GUCHTE et al., 2002). 

Vários microrganismos da microbiota intestinal, incluindo algumas 

bactérias do ácido láctico, podem metabolizar sais biliares. Em Lactobacillus, as 

hidrolases desconjugam sais biliares, hidrolisando os aminoácidos glicina ou 

taurina. Essa hidrólise altera as propriedades da bile, diminuindo a solubilidade e a 
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atividade detergente,  contribuindo para a proteção celular contra os efeitos dos sais 

biliares (BEGLEY et al., 2005). Entretanto, a atividade dessas enzimas e a 

resistência a sais biliares são propriedades que não estão relacionadas em 

Lactobacillus (MOSER e SAVAGE, 2001). 

 L. delbrueckii UFV H2b20 tolera concentrações elevadas de sais biliares 

(SANTOS, 1984; AGOSTINHO, 1988). O crescimento das células expostas por 2 

horas a 1,0% de sais biliares sofre redução de apenas um ciclo logarítmico e após 

24 horas de exposição, de dois ciclos logarítmicos  (AGOSTINHO, 1988). 

 Estresse oxidativo ocorre quando espécies reativas de oxigênio são 

geradas em altas concentrações, por compostos químicos exogénos ou por 

processos metabólicos endógenos no alimento ou no corpo humano (WANG et al., 

2006), resultando em dano a DNA, a proteínas e a lipídeos (KULLISAAR et al., 

2002).  

Diferentes mecanismos de resistência ao estresse oxidativo têm sido 

descrito em bactérias do ácido láctico. Dentre esses mecanismos,  prevenção da 

formação e eliminação de espécies reativas do oxigênio e reparo do dano oxidativo 

podem ser destacados (VAN DE GUCHTE et al., 2002). L. delbrueckii ssp 

bulgaricus elimina o oxigênio através da reação catalizada por uma NADH oxidase 

(MARTY-TEYSSET et al., 2000). Essa reação produz peróxido de hidrogênio que 

é tóxico para a célula e como essa bactéria não possui catalase, a presença desse 

composto causa atraso no crescimento. Entretanto, algumas espécies de 

Lactobacillus possuem NADH peroxidase, que consome o peróxido de hidrogênio 

e previne a morte celular (TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2003). Poucas 

linhagens de Lactobacillus produzem pseudocatalase (sem grupo heme) que 

degrada o peróxido de hidrogênio (KANDLER e WEISS, 1986). O reparo do dano 

oxidativo é o último mecanismo de resistência contra esse estresse. Em 

Lactococcus lactis, o produto do gene recA, pode aliviar o estresse oxidativo 

reparando danos causados ao DNA (RALLU et al., 2000).  

Condições ambientais podem alterar a resistência a antimicrobianos em 

Lactobacillus (ELKINS e MULLIS, 2004). Lactobacillus crispatus CHCC3692, 

resistente a eritromicina, tornou-se sensível ao antimicrobiano quando submetido 
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ao choque térmico. Esse tratamento aumentou a transcrição do gene de uma  

transposase, aumentando assim a freqüência de perda do elemento transponível que 

codifica resistência a eritromicina (STRØMAN et al., 2003).  

Diminuição da resistência a aminoglicosídeos, em linhagens de 

Lactobacillus expostas a 0,5% de sais biliares, foi descrita por CHARTERIS et al 

(2000) e ELKINS e MULLIS (2004). Além disso, algumas linhagens de 

Lactobacillus também apresentaram diminuição da resistência a polimixina B, a 

tetraciclina, a cloranfenicol, a eritromicina, a rifampicina, a ampicilina e a 

penicilina, quando submetidas a essa mesma condição (CHARTERIS et al., 2000). 

O desenvolvimento de probióticos biologicamente efetivos e 

tecnologicamente factíveis depende do conhecimento de todas as suas 

características que possam ser alteradas durante o processamento e o seu trajeto no 

organismo humano. O efeito das condições ambientais prevalecentes no trato 

gastrintestinal sobre a resistência a antimicrobianos representa um dos desafios 

atuais. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Microbiologia Industrial 

do Departamento de Microbiologia, localizado no Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária - BIOAGRO, da Universidade Federal de Viçosa. 

 

3.1. Microrganismo  

 

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 foi isolado e caracterizado por 

SANTOS (1984). Culturas estoque foram produzidas após crescimento, a 37°C, em 

caldo MRS contendo 2% de glicose e centrifugação a aproximadamente 7000g, a 

4°C, por 10 minutos, em centrífuga Sorvall RT 6000B.  As células foram 

ressuspendidas em caldo MRS com 20% de glicerol. Alíquotas de 1 mL foram 

congeladas em nitrogênio líquido e mantidas a -80°C. 
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3.2. Padronização da cultura  

 

Células de L. delbrueckii UFV H2b20 conservadas a -80°C foram 

reativadas em leite desnatado reconstituído em água para concentração final de 

10% (p/v) e repicadas duas vezes em meio MRS contendo 2% de glicose.  Após a 

segunda repicagem, elas foram cultivadas por 12 horas e, em seguida, coletadas por 

centrifugação a aproximadamente 7000g, a 4°C, por 10 minutos, em centrífuga 

Sorvall RT 6000B. A massa celular ressuspendida em caldo MRS foi padronizada 

a uma densidade óptica de 0,6 em espectofotômetro Spectronic 20D, em 

comprimento de onda de 600nm (MONTEIRO, 1999).  

 

3.3.  Efeito de peróxido de hidrogênio no crescimento de L. delbrueckii UFV 

H2b20 

 

A solução de peróxido de hidrogênio (Sigma - St. Louis, MO, EUA) foi 

preparada na concentração de 1600 µg mL-1. O reagente foi diluído em meio MRS 

contendo 2% de glicose e essa solução foi filtrada em membrana de nitrocelulose 

com poro de 0,45 µm de diâmetro (Schleicher e Schuell, Alemanha) com pH 

previamente ajustado com NaOH 5M para 6,8, conforme RIBEIRO (1995). 

Cultura padronizada de L. delbrueckii UFV H2b20 foi diluída em solução 

salina 0,85% (p/v) para 107 UFC mL-1. Em seguida, 150 µL da cultura diluída 

foram adicionados nos orifícios da placa de microdiluição (Nunc-ImmunoTM 

plates), esterilizadas por radiação ultravioleta e previamente preenchidos com 150 

µL da solução de peróxido de hidrogênio, totalizando 300 µL por orifício da placa. 

Dessa maneira, as concentrações finais de peróxido de hidrogênio nos orifícios da 

placa corresponderam a 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 µg mL-1. As placas de 

microdiluição foram incubadas a 37°C, em ambiente microaerofílico. Esse 

procedimento foi realizado em triplicata e repetido duas vezes, fazendo-se os 

controles necessários. 

A curva de crescimento foi construída em função das médias aritméticas 

das leituras de densidade óptica, obtidas em intervalos de tempo preestabelecidos, 



 13 

em aparelho leitor de ELISA (Titertek multiskan, Plus-Mkll) com filtro de 560nm. 

Os resultados foram apresentados como D.O.560nm  em função do tempo. 

A partir da curva de crescimento, a velocidade específica máxima de 

crescimento (µmax) foi determinada pela regressão linear dos valores obtidos do 

logaritmo neperiano da D.O.560nm na fase exponencial de crescimento em função do 

tempo. A µmax é o coeficiente angular da relação D.O.560nm versus tempo, dada pela 

equação da regressão linear.  

 

3.4. Resistência a antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20 

 

3.4.1. Determinação do perfil de resistência a antimicrobianos em L. 

delbrueckii UFV H2b20 

 
O perfil de resistência a antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20 

foi determinado a partir do antibiograma. Para isso, os discos de papel-filtro 

contendo concentrações (µg mL-1) específicas dos seguintes antimicrobianos foram 

utilizados: vancomicina (30), cloranfenicol (30),  cefoxitina (30), cefotaxima (30), 

cefalexina (30), cefalotina (30), ampicilina (10), penicilina G (10 U.I.), 

sulfametoxol-trimetropim (25), sulfazotrim (25),  amicacina (30), neomicina (10), 

gentamicina (10), tetraciclina (30), rifampicina (5),  furazolidona (15), perfloxacina 

(5), ácido nalidíxico (30), eritromicina (15) (Cecon, Brasil); espiramicina (100), 

cefaclor (30), espectinomicina (10), nitrofurantoína (50), colistina (10) (Oxoid, 

U.K.);  estreptomicina (10) (Laborclin, Brasil). 

Cultura padronizada de L. delbrueckii UFV H2b20 foi espalhada, 

uniformemente, com um “swab” estéril sobre a superfície de placas de Petri 

contendo ágar MRS. Discos de papel-filtro contendo os antimicrobianos, em 

triplicata, foram colocados sobre a superfície do ágar MRS em posições 

eqüidistantes. Após 24 horas de incubação a 37°C, em ambiente microaerofílico, os 

diâmetros dos halos de inibição foram medidos e a média das triplicatas foi 

calculada (ELKINS e MULLIS, 2004).  

O perfil de resistência a antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20 

(Quadro 1) foi interpretado conforme limites de medidas de halos, definidos em 
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CHARTERIS et al (1998). Este critério foi adotado já que não existe ponto de corte 

padrão, para determinação da resistência a antimicrobianos, destinado 

especificamente a Lactobacillus. O resultado foi expresso em termos de resistência 

(R), susceptibilidade moderada (SM) ou susceptibilidade (S), conforme 

CHARTERIS et al (1998). 

 

3.4.2.  Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

 

A CIM foi determinada utilizando-se o método de microdiluição em meio 

líquido (NCCLS, 2004), com algumas modificações. A partir do resultado do 

antibiograma, foram selecionados dezesseis antimicrobianos (Sigma - St. Louis, 

MO, EUA) utilizados na terapêutica humana para determinação da CIM: ácido 

nalidíxico, ampicilina, canamicina, cefadroxil, cefalexina, cloranfenicol, 

eritromicina, estreptomicina, espectinomicina, espiramicina, furazolidona, 

gentamicina, neomicina, nitrofurantoína, sulfametoxol e tetraciclina. 

Os antimicrobianos ampicilina, canamicina, cefadroxil, cefalexina, 

eritromicina, estreptomicina, espectinomicina, espiramicina, gentamicina, 

neomicina e tetraciclina foram dissolvidos em água deionizada. O ácido nalidíxico 

foi dissolvido em água com pH ajustado com NaOH 5M para 12,12. Em acetona 

foram dissolvidos furazolidona (71,4%) e nitrofurantoína (43%). Sulfametoxol e 

cloranfenicol foram dissolvidos em metanol e etanol, respectivamente (THE 

MERCK INDEX, 1996; SAMBROCK et al.,1998). Em seguida, as soluções foram 

filtradas em membrana de nitrocelulose com poro de 0,22 µm de diâmetro 

(Schleicher e Schuell, Alemanha). Alíquotas de 500 µL foram mantidas a  -20°C.  

Cultura padronizada de L. delbrueckii UFV H2b20 foi diluída em solução 

salina 0,85% (p/v) para 107 UFC mL-1. Em seguida, 150 µL da cultura diluída 

foram  colocados em orifícios da placa de microdiluição (Nunc-ImmunoTM plates), 

esterilizadas por radiação ultravioleta e previamente preenchidos com 150 µL da 

solução de  antimicrobiano em concentração dupla diluída em meio MRS, 

totalizando 300 µL por orifício da placa. Dessa maneira, a solução de 

antimicrobianos nos orifícios da placa correspondeu às concentrações finais 
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desejadas. As placas de microdiluição foram incubadas a 37°C, em ambiente 

microaerofílico. Esse procedimento foi realizado em triplicata e repetido duas 

vezes, fazendo-se os controles necessários.   

As curvas de crescimento foram construídas em função das médias 

aritméticas das leituras de densidade óptica obtidas em intervalos de tempo 

preestabelecidos em aparelho leitor de ELISA (Titertek multiskan, Plus-Mkll) com 

filtro de 560nm. Os resultados foram apresentados como D.O.560nm  em função do 

tempo. 

A CIM foi estabelecida como a menor concentração do antimicrobiano  

que impedia o crescimento bacteriano até duas horas após o tempo correspondente 

ao início da fase estacionária do controle (bactéria cultivada em meio MRS sem 

antimicrobiano), conforme MOREIRA (2005). 

 

3.5. Efeito de condições de estresse sobre a resistência a antimicrobianos em 

L. delbrueckii UFV H2b20 

 

3.5.1. Efeito do choque térmico sobre a resistência a antimicrobianos em L. 

delbrueckii UFV H2b20  

 

Cultura padronizada de L. delbrueckii UFV H2b20 foi mantida em banho-

maria, à temperatura de  50°C por 30 minutos, conforme MONTEIRO (1999). 

Após o choque térmico, as células foram coletadas por centrifugação a 

aproximadamente 7000g, a 4°C, por 10 minutos, em centrífuga Sorvall RT 6000B, 

ressuspendidas em meio MRS contendo 2% de glicose e padronizadas novamente. 

 Em seguida, esta cultura foi utilizada para determinação da CIM de 

células submetidas ao choque térmico, seguindo o procedimento descrito no item 

3.4.2. O efeito do choque térmico sobre a resistência a antimicrobianos foi 

determinado pela comparação entre CIM de células submetidas e de não 

submetidas ao choque térmico. 
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3.5.2. Efeito de choque ácido sobre a resistência a antimicrobianos em L. 

delbrueckii UFV H2b20  

 

Células de L. delbrueckii UFV H2b20 foram padronizadas seguindo 

procedimento descrito no item 3.2, exceto que a massa celular foi ressuspendida 

em caldo MRS com pH ajustado com HCl 1M para 3,5.  

A cultura padronizada foi mantida por 30 minutos em meio MRS com pH 

ajustado para 3,5,  de acordo com MONTEIRO (1999). Após o choque ácido, as 

células foram coletadas por centrifugação. O sedimento obtido foi lavado com  

salina tamponada (pH 7,2). Após lavagem, a massa celular foi ressuspendida em 

caldo MRS contendo 2% glicose e padronizada novamente. 

Em seguida, esta cultura foi utilizada para determinação da CIM de células 

submetidas ao choque ácido, seguindo o procedimento descrito no item 3.4.2. O 

efeito do choque ácido sobre a resistência a antimicrobianos foi determinado pela 

comparação entre CIM de células submetidas e de não submetidas ao choque 

ácido. 

 

3.5.3. Efeito de sais biliares sobre a resistência a antimicrobianos em L. 

delbrueckii UFV H2b20  

 

Células de L. delbrueckii UFV H2b20 foram padronizadas seguindo 

procedimento descrito no item 3.2, exceto que a massa celular foi ressuspendida 

em caldo MRS contendo 0,5% (p/v) de sais biliares conjugados (Difco, Detroit, 

Michigan, USA). 

A cultura padronizada foi mantida por duas horas em meio MRS contendo  

0,5% (p/v) de sais biliares. Transcorrido esse tempo, as células foram coletadas por 

centrifugação. O sedimento obtido foi lavado com  salina tamponada (pH 7,2). 

Após lavagem, a massa celular foi ressuspendida em caldo MRS contendo 2% 

glicose e padronizada novamente.  

Esta cultura foi utilizada para determinação da CIM de células expostas a 

sais biliares, seguindo o procedimento descrito no item 3.4.2. O efeito da presença 
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de sais biliares sobre a resistência a antimicrobianos foi determinado pela 

comparação entre CIM de células expostas e de não expostas aos sais biliares. 

A solução de sais biliares foi preparada na concentração de 50 mg mL-1. O 

reagente em pó foi diluído em água destilada estéril e esta solução foi filtrada em 

membrana com poro de 0,45 µm de diâmetro (Schleicher e Schuell, Alemanha) e 

estocada sob refrigeração de 4 a 10°C. Esta solução estoque foi diluída em meio 

MRS contendo 2% de glicose para alcançar a concentração final de 0,5% (p/v) de 

sais biliares.  

 

3.5.4. Efeito de peróxido de hidrogênio sobre a resistência a antimicrobianos 

em L. delbrueckii UFV H2b20  

 

Para determinar o efeito da presença de peróxido de hidrogênio sobre a 

resistência a antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20, cultura padronizada 

desta bactéria foi diluída em solução salina 0,85% (p/v) para 107 UFC mL-1. Em 

seguida, 150 µL da cultura diluída foram colocados em orifícios da placa de 

microdiluição (Nunc-ImmunoTM plates), previamente preenchidos com 150 µL da 

solução de antimicrobiano diluída em meio MRS, adicionado da solução de 

peróxido de hidrogênio na concentração  de 40 µg mL-1, totalizando 300 µL por 

orifício da placa. Dessa forma, em cada orifício da placa continha o antimicrobiano 

na concentração final desejada e peróxido de hidrogênio na concentração 

previamente estabelecida de 20 µg mL-1. 

O efeito da presença de peróxido de hidrogênio sobre a resistência a 

antimicrobianos foi determinado pela comparação da CIM de células expostas e de 

não expostas a peróxido de hidrogênio. 

 A solução de peróxido de hidrogênio (Sigma - St. Louis, MO, EUA) foi 

preparada na concentração de 1600 µg mL-1. O reagente foi diluído em meio MRS 

e esta solução foi filtrada em membrana com poro de 0,45 µm de diâmetro 

(Schleicher e Schuell, Alemanha) com pH previamente ajustado com NaOH 5M 

para 6,8, conforme RIBEIRO (1995). 
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3.6. Análise Estatística 
 
O resultado da CIM de cada antimicrobiano, referente às condições 

ambientais testadas e ao controle, foi confirmado pela análise estatística. Os dados 

de densidades ópticas do final do período de crescimento bacteriano em meio 

contendo concentrações crescentes de antimicrobianos foram submetidos à Análise 

de Variância e as médias comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de significância.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

4.1. Efeito de peróxido de hidrogênio no crescimento de L. delbrueckii UFV 

H2b20 

 

A figura 1A mostra o efeito de diferentes concentrações de peróxido de 

hidrogênio sobre o crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20. O aumento da 

concentração de peróxido de hidrogênio foi acompanhado pela diminuição da 

velocidade específica máxima de crescimento (µmax) (Figura 1B). Células 

cultivadas em caldo MRS, sem o peróxido de hidrogênio, apresentaram µmax igual a 

0,28 h-1.  As células crescidas na presença de 5, 10, 20, 30 e 40 µg mL-1 as 

velocidades específicas máximas de crescimento foram 0,24; 0,24; 0,2; 0,14 e 0,11 

h-1, respectivamente. 

Em estudo similar, a taxa de crescimento de Lactobacillus sake foi menor 

em células crescidas em caldo MRS adicionado de 8 µg mL-1 de peróxido de 

hidrogênio, comparado ao controle (sem adição de peróxido de hidrogênio) e a 

bactéria não cresceu nas concentrações de 16 e 24 µg mL-1 (AMANATIDOU et al., 

2001). 
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Figura 1 – Efeito do peróxido de hidrogênio sobre o crescimento de Lactobacillus 
delbrueckii UFV H2b20. As células foram cultivadas em caldo MRS, acrescido de 
diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio, em condição microaerofílica a 
37°C. (A) Crescimento celular foi acompanhado pela medida de densidade óptica a 
560nm (D.O.560). (B) Efeito de diferentes concentrações de peróxido e hidrogênio 
sobre a velocidade específica máxima de crescimento (µmax). 
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A capacidade de enfrentar o estresse oxidativo varia entre diferentes 

grupos de Lactobacillus, dependendo do nível e tipos de mecanismos 

antioxidativos (ANGELIS e GOBBETTI, 2004). O peróxido de hidrogênio teve 

um efeito menor sobre o crescimento de L. delbrueckii UFV H2b20, quando 

comparado ao Lactobacillus sake, já que 20 µg mL-1 de peróxido de hidrogênio 

não impediram o crescimento desta bactéria, apenas diminuíram em 29% a 

velocidade específica máxima de crescimento. Crescimento distinto, µmax = 0,11h-1, 

foi observado até com 40 µg mL-1 de peróxido de hidrogênio e inibição completa 

só foi observada com 70 µg mL-1. 

Peróxido de hidrogênio é um oxidante fraco em relação ao radical 

hidroxil, mas facilmente difusível e apresenta vida média longa. Devido a estas 

duas últimas características, ele contribui para o dano oxidativo, de forma direta ou 

como precursor de radicais hidroxil (Imlay et al., 1988 citado por AMANATIDOU 

et al., 2001), que pode causar danos a DNA, proteínas e lipídeos (AMANATIDOU 

et al., 2001). Além disso,  peróxido de hidrogênio pode promover oxidação de 

grupos sulfidril, desnaturando enzimas, e pode também provocar a peroxidação de 

lipídeos, aumentando a permeabilidade da membrana (KONG e DAVISON, 1980). 

Lactobacillus não possui catalase, uma enzima chave para a degradação de 

peróxido de hidrogênio. Mas, muitas bactérias desse gênero sintetizam NADH 

peroxidase, uma enzima importante para a detoxificação de peróxido de 

hidrogênio, e NADH oxidase que consome o oxigênio do ambiente (CONDON, 

1987). 

Em bactérias probióticas, a atividade de NADH oxidase resulta na 

produção de peróxido de hidrogênio, enquanto NADH peroxidase consome o 

peróxido de hidrogênio, prevenindo a morte celular (TALWALKAR e 

KAILASAPATHY, 2003). As reações catalisadas por NADH oxidase (1) e NADH 

peroxidase (2) são respectivamente: 

 

(1)   NADH  +  H+  +  O2    ?   NAD+  +  H2O2               

(2)   NADH  +  H+  +  H2O2    ?   NAD+  +  2 H2O   
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Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus produziu peróxido de 

hidrogênio em reação catalisada por uma NADH oxidase, provavelmente, para 

eliminar o oxigênio presente. Contudo, essa detoxificação do oxigênio levou a 

superprodução de peróxido de hidrogênio, composto conhecido por induzir a 

entrada das células na fase estacionária (MARTY-TEYSSET et al., 2000).  A 

atividade de NADH peroxidase em linhagens de Lactobacillus correlaciona-se com 

taxa de decomposição do peróxido de hidrogênio, uma indicação da importância 

dessa enzima para a proteção das células dos efeitos letais do acúmulo intracelular 

de peróxido de hidrogênio (TALWALKAR e KAILASAPATHY, 2003). 

Como em outras bactérias do ácido láctico, a capacidade do L. delbrueckii 

UFV H2b20 de produzir peróxido de hidrogênio (RIBEIRO, 1995) e de crescer em 

altas concentrações desse composto pode estar relacionada à capacidade de síntese 

de NADH oxidase e de NADH peroxidase. 

 

   4.2. Resistência a antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20  

 

L. delbrueckii UFV H2b20 apresentou resistência a vancomicina (Quadro 

1). Bactérias do gênero Lactobacillus também foram resistentes ao glicopeptídeo 

(TEMMERMAN et al., 2003; CEBECI e GÜRAKAN, 2003; DANIELSEN e 

WIND, 2003; HERREROS et at., 2005).  Resistência a vancomicina, tipicamente, é 

o resultado da biossíntese de peptideoglicano com o sítio de reconhecimento do 

glicopeptídeo alterado. Microrganismos resistentes incorporam D-alanina-D-lactato 

ou D-alanina-D-serina no terminal do tetrapeptídeo do peptideoglicano, ao invés de 

D-alanina-D-alanina. Essa alteração reduz a afinidade do antibiótico pelo seu alvo, 

um mecanismo de resistência que tem sido associado a microrganismos intestinais, 

como Lactobacillus, resistentes intrinsecamente a vancomicina (WRIGHT, 2003). 

Muitas dessas bactérias têm uma longa história de uso seguro como probiótico e 

não existe indicação de que as mesmas são capazes de transferir a resistência para 

outras espécies (MATTILLA-SANDHOLM et al., 1999).  

L. delbrueckii UFV H2b20 apresentou susceptibilidade moderada a 

cloranfenicol, a tetraciclina e a eritromicina (Quadro 1). Resistência a  
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cloranfenicol e a tetraciclina foi descrita por HERREROS et at (2005), contudo, 

linhagens de Lactobacillus apresentaram sensibilidade a esses dois antimicrobianos 

(CHARTERIS et al., 1998; TEMMERMAN et al., 2003; ARICI et al., 2004; 

ZHOU et al., 2005) e a eritromicina (CEBECI e GÜRAKAN, 2003; 

TEMMERMAN et al., 2003; ARICI et al., 2004; HERREROS et at., 2005; ZHOU 

et al., 2005).  

Em relação aos β-lactâmicos, L. delbrueckii UFV H2b20 foi resistente a 

cefoxitina, a cefotaxima, a cefaclor e a penicilina G e apresentou susceptibilidade 

moderada a cefalotina e a ampicilina (Quadro 1). O padrão de susceptibilidade a β-

lactâmicos não é característico para Lactobacillus, uma vez que também 

apresentou variação em outros estudos. Bactérias do gênero Lactobacillus foram 

resistentes a cefoxitina (CHARTERIS et al., 1998; DANIELSEN e WIND, 2003; 

CEBECI e GÜRAKAN, 2003; HERREROS et at., 2005), sensíveis a cefalotina 

(ZHOU et al., 2005), a ampicilina e a penicilina G (CEBECI e GÜRAKAN, 2003; 

DANIELSEN e WIND, 2003; ZHOU et al., 2005), resistente a ampicilina 

(HERREROS et at., 2005) e a penicilina G (TEMMERMAN et al., 2003). O 

principal mecanismo de resistência aos β-lactâmicos é a inativação enzimática dos 

mesmos pelas β-lactamases (BERGER-BÄCHI, 2002). Linhagens de Lactobacillus 

resistentes a β-lactâmicos não apresentaram atividade de β-lactamases e a 

impermeabilidade foi apontada como mecanismo de resistência a esses inibidores 

da síntese da parede celular (CHARTERIS et al.,1998). 
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Quadro 1 – Perfil de resistência a antimicrobianos em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 

 

Antimicrobiano Classe Concentração 

(µg mL-1) 

Diâmetro do 

halo (mm) 

Classificação 1 

vancomicina glicopeptídeo 30 7 R 

cloranfenicol cloranfenicol 30 14 MS 

cefoxitina β - lactâmico 30 12 R 

cefotaxima β - lactâmico 30 14 R 

cefalexina 2 β - lactâmico 30 13 - 

cefaclor β - lactâmico 30 15 R 

cefalotina β - lactâmico 30 15 MS 

ampicilina β - lactâmico 10 13 MS 

penicilina G β - lactâmico 10 U.I. 15 R 

sulfametoxol + 

trimetropim 

sulfa 25 0 R 

sulfazotrim2 sulfa 25 0 - 

amicacina aminoglicosídeo 30 0 R 

estreptomicina aminoglicosídeo 10 9 R 

neomicina2 aminoglicosídeo 10 0 - 

espectinomicina 2 aminoglicosídeo 10 9 - 

gentamicina aminoglicosídeo 10 0 R 

tetraciclina tetraciclina 30 15 MS 

rifampicina rifampicina 5 9 R 

furazolidona nitrofurano 15 0 R 

nitrofurantoína nitrofurano 50 0 R 

perfloxacina2 quinolona 5 0 - 

ácido nalidíxico quinolona 30 0 R 

colistina polimixina 10 0 R 

eritromicina macrolídeo 15 15 MS 

espiramicina 2 macrolídeo 100 12 - 
1 Os resultados são expressos como R (resistente), S (susceptível) ou MS (moderadamente susceptível) 

(CHARTERIS et al., 1998). 
2 Antimicrobianos não apresentados na tabela de classificação 
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Resistência a aminoglicosídeos foi observada em L. delbrueckii UFV 

H2b20 (Quadro 1) e também em outras bactérias do gênero Lactobacillus 

(CHARTERIS et al., 1998; TEMMERMAN et al., 2003; DANIELSEN e WIND, 

2003; ARICI et al., 2004; ZHOU et al., 2005;  HERREROS et at., 2005). Esses 

agentes antimicrobianos catiônicos necessitam de um sistema de transporte de 

membrana dependente de energia, para entrarem na célula (BERGER-BÄCHI, 

2002). Aminoglicosídeos possuem forte atividade contra aeróbios. Geralmente, 

essas bactérias apresentam alto potencial de membrana, o que facilita a entrada 

desses antimicrobianos por processo eletroforético ou por algum mecanismo de 

transporte não identificado (ELKINS e MULLIS, 2004). Ao contrário, os 

microrganismos anaeróbios  são geralmente resistentes a aminoglicosídeos, em 

razão da impermeabilidade da membrana, que pode ser explicada pela diminuição 

do potencial de membrana em condições anaeróbias (Davis, 1987 citado por 

ELKINS e MULLIS, 2004),  fato exacerbado em anaeróbios acidofílicos como 

Lactobacillus.  Assim, o baixo potencial de membrana, para dirigir a entrada de 

aminoglicosídeos, pode explicar a impermeabilidade da membrana e a resistência 

intrínseca de Lactobacillus a esses antimicrobianos (ELKINS e MULLIS, 2004).  

L. delbrueckii UFV H2b20 apresentou resistência a rifampicina (Quadro 

1), característica encontrada em várias linhagens de Lactobacillus  

(TEMMERMAN et al., 2003). Entretanto, sensibilidade a rifampicina também já 

foi observada em Lactobacillus (CHARTERIS et al., 1998; ZHOU et al., 2005). 

Resistência a esse antimicrobiano ocorre por mutação do alvo (RNA polimerase), 

que reduz a afinidade do antimicrobiano pela enzima (BERGER-BACHI, 2002). 

As várias mutações conferem níveis diferentes de resistência, dependendo da 

mutação e da natureza do novo aminoácido resultante (AUBRY-DAMON et al., 

1998). 

Em relação aos nitrofuranos, L. delbrueckii UFV H2b20 foi resistente a 

nitrofurantoína e a furazolidona (Quadro 1). Resistência a nitrofurantoína também 

foi descrita por CHARTERIS et al (1998) e por HERREROS et at (2005) em 

Lactobacillus. Linhagens de Clostridium sp. isoladas do trato intestinal humano 

apresentaram resistência a nitrofuranos, pois foram capazes de convertê-los a 
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metabólitos com baixa atividade antimicrobiana (RAFII e HANSEN, 1998). A 

atividade antibacteriana das drogas contendo grupos nitro tem sido atribuída à 

conversão desses compostos pelas nitroredutases a intermediários tóxicos e 

instáveis (Mcosker e Fitzpatrick, 1994 citado por RAFII e HANSEN, 1998).  

Redução de nitrato não é comum entre as bactérias do gênero Lactobacillus 

(KANDER e WEISS, 1986). Essa característica pode explicar a resistência de L. 

delbrueckii UFV H2b20 aos nitrofuranos. Entretanto, RAFII e HANSEN (1998) 

observaram que a resistência a nitrofurantoína não foi devida à perda da atividade 

de nitroredutase. 

Bactérias do gênero Lactobacillus (CHARTERIS et al., 1998; 

DANIELSEN e WIND, 2003; HERREROS et at., 2005) bem como, L. delbrueckii 

UFV H2b20 apresentaram resistência a sulfametoxol-trimetropim (Quadro 1). 

Bactérias do ácido láctico não possuem a via de síntese do ácido fólico, o alvo de 

sulfonamidas e trimetropim e, por isso, são resistentes intrinsecamente a esses 

agentes antimicrobianos (KATLA et al., 2001). 

L. delbrueckii UFV H2b20 apresentou resistência ao ácido nalidíxico e a   

perfloxacina (Quadro 1). Em outros estudos (CHARTERIS et al., 1998; 

CHARTERIS et al., 1998; ZHOU et al., 2005), linhagens de Lactobacillus também 

foram resistentes ao ácido nalidíxico. Resistência a quinolonas se deve, 

principalmente, a mutações na DNA girase e na topoisomerase IV, que são os alvos 

desses antimicrobianos (BERGER-BÄCHI, 2002). 

Bactérias do gênero Lactobacillus são geralmente resistentes às principais 

classes de antimicrobianos como β-lactâmicos, aminoglicosídeos, sulfas e 

quinolonas (CHARTERIS et al., 1998), entretanto, a susceptibilidade dessas 

bactérias a agentes antimicrobianos é dependente da espécie (DANIELSEN e 

WIND, 2003). Muitos dos mecanismos de resistência em culturas probióticas são 

atribuídos a características intrínsecas complexas tais como, estrutura da parede 

celular ou propriedades metabólicas (KASTNER et al., 2006), sendo que a 

impermeabilidade é o mecanismo de resistência intrínseca mais freqüentemente 

observada (CHARTERIS et al., 1998),  entretanto, para alguns antimicrobianos 

esses mecanismos ainda não foram elucidados em Lactobacillus.   
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Tomados em conjunto, os resultados mostrados confirmam a diversidade 

de perfis de resistência em Lactobacillus de diferentes origens e demonstram a 

resistência a uma ampla gama de antimicrobianos. As bactérias do gênero 

Lactobacillus de maneira geral, apresentam resistência a aminoglicosídeos, a 

nitrofuranos e a quinolonas e variação do perfil de resistência dos antimicrobianos 

β-lactâmicos, cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina e rifampicina. 

L. delbrueckii UFV H2b20 possui resistência às principais classes de 

antimicrobianos utilizados na terapêutica humana e, possivelmente, é capaz de 

crescer na presença desses agentes e auxiliar na manutenção e no restabelecimento 

da microbiota intestinal durante terapia antibiótica. 
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4.3. Efeito de condições de estresse sobre a resistência a antimicrobianos em L.  

delbrueckii UFV H2b20 

   

O quadro 2 mostra os efeitos de fatores adversos sobre a CIM de agentes 

antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20. Demonstrou-se ampla diversidade 

nas respostas aos fatores estudados, tanto em relação ao efeito de um determinado 

fator aos diferentes antimicrobianos, quanto ao efeito dos diferentes fatores sobre a 

CIM de um dado antimicrobiano. 

A figura 2 exemplifica a determinação da CIM em L. delbrueckii UFV 

H2b20, demonstrando o efeito de diferentes concentrações de estreptomicina sobre 

o crescimento desta bactéria.  

 

4.3.1. Efeito de condições de estresse sobre a resistência a aminoglicosídeos em 

L. delbrueckii UFV H2b20  

 

A figura 3 demonstra o efeito de choque térmico, choque ácido, sais 

biliares e peróxido de hidrogênio sobre a resistência a canamicina, a neomicina, a 

estreptomicina, a espectinomicina e a gentamicina em L. delbrueckii UFV H2b20. 

Aminoglicosídeos são agentes antimicrobianos catiônicos de amplo 

espectro que requerem um sistema de transporte de membrana dependente de 

energia para entrarem na célula. Dentro da célula, eles se ligam ao rRNA 16S da 

subunidade 30S do ribossomo. A interação aminoglicosídeo-ribossomo provoca 

erro na leitura do mRNA e terminação prematura da tradução, levando à síntese de 

proteínas não funcionais (BERGER-BÄCHI, 2002; WRIGHT, 2003). 

Microrganismos anaeróbios, como Lactobacillus, são intrinsecamente       

resistentes a aminoglicosídeos (Davis, 1987 citado por ELKINS e MULLIS, 2004),  

como já mencionado. Qualquer condição ambiental capaz de alterar a  

permeabilidade da membrana pode diminuir a resistência intrínseca a esses  

antimicrobianos, já que isto irá facilitar a entrada de aminoglicosídeos na célula,  

possibilitando a ligação da droga ao ribossomo. 

  



 

              Quadro 2 - Efeito de diferentes condições de estresse sobre a Concentração Inibitória Mínima (µg mL-1) 

    em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20    

  

Classe Antimicrobianos CIM1 

controle 
CIM  

choque térmico2 
CIM  

choque ácido3 
CIM  

sais biliares4 
CIM  

H2O2
5 

aminoglicosídeos estreptomicina 40 40 30 20 50 
 canamicina 180 160 70 30 180 
 neomicina 110 160 170 70 160 
 espectinomicina 40 20 20 10 20 
 gentamicina 30 30 50 <10 20 
sulfa sulfametoxol >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 
nitrofuranos nitrofurantoína 110 70 <60 70 90 
 furazolidona >1000 50<CIM<100 100<CIM<500 >1000 100<CIM<500 
quinolona ácido nalidíxico >200 >200 >200 >200 >200 
cloranfenicol cloranfenicol 10 10 10 <1,25 20 
tetraciclina tetraciclina 10 2,5 2,5 <1,25 5 
macrolídeos espiramicina 10 10 20 <1,25 5 
 eritromicina <1,25 <1,25 2,5 <1,25 <1,25 
β - lactâmicos cefalexina 10 10 5 2,5 5 
 cefadroxil 10 5 5 <1,25 2,5 
 ampicilina 0,8 0,7 0,8 0,3 0,7 

   A Concentração Inibitória Mínima corresponde à menor concentração do antimicrobiano presente no meio MRS, a partir da  
   qual não se detectaram diferenças significativas na densidade óptica final pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
   1 CIM (Concentração Inibitória Mínima em µg mL-1) 
   2 Choque térmico (50°C/30 minutos) 
   3 Choque ácido  (pH 3,5/30 minutos) 
   4 Exposição a sais biliares  (0,5%/2 horas) 
   5 Presença de H2O2 (20µg mL-1)
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Figura 2 - Determinação da Concentração Inibitória Mínima em Lactobacillus
delbrueckii UFV H2b20. As células foram cultivadas em caldo MRS, acrescido de 
diferentes concentrações de estreptomicina, em condição microaerofílica a 37°C. 
Crescimento celular foi acompanhado pela medida de densidade óptica a 560nm 
(D.O.560). 
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Figura 3 - Efeito de diferentes fatores de estresse sobre a Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) de aminoglicosídeos em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20.  Choque térmico 
(50°C/30 minutos), choque ácido (pH 3,5/30 minutos), sais biliares (0,5%/2 horas), H2O2 
(20 µg mL-1). As células foram cultivadas em caldo MRS, acrescido de diferentes 
concentrações de antimicrobianos, em condição microaerofílica a 37°C. 
1 CIM < 10 µg mL-1 
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1 

neomicina 
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4.3.1.1. Efeito do choque térmico sobre a resistência a aminoglicosídeos em L. 

delbrueckii UFV H2b20 

 

O choque térmico não provocou o mesmo efeito sobre a CIM dos cinco 

aminoglicosídeos testados, apesar desses antimicrobianos possuírem o mesmo 

alvo (ribossomo) e o mesmo mecanismo de ação. Essa condição de estresse 

diminuiu a resistência a canamicina e a espectinomicina, aumentou a resistência a 

neomicina e não alterou a CIM de estreptomicina e de gentamicina  em  L. 

delbrueckii UFV H2b20 (Figura 3).  

Alterações na permeabilidade da membrana, causada pelo choque 

térmico, podem ter facilitado a entrada de aminoglicosídeos na célula, diminuindo 

a resistência a canamicina e a espectinomicina (Figura 3). Por outro lado, a 

exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 ao choque térmico pode ter 

provocado modificações no ribossomo, alterando a afinidade de neomicina, de 

estreptomicina e de gentamicina pelo seu alvo. Isso pode ter compensado a entrada 

de aminoglicosídeos devida ao aumento da permeabilidade da membrana, e 

impedido ou minimizado os efeitos desses três aminoglicosídeos na célula 

bacteriana.  

Um choque térmico (~10 °C acima da temperatura ótima de crescimento) 

é, geralmente, seguido pela indução transitória de proteínas do choque térmico em 

várias bactérias Gram-positivas, incluindo espécies de Lactobacillus. Essas 

proteínas promovem o correto dobramento de polipeptídeos nascentes, montagem 

dos complexos de proteínas e degradação de proteínas (ANGELIS e GOBBETTI, 

2004). Em L. delbrueckii UFV H2b20, o choque térmico (50°C/30 minutos) 

promoveu termotolerância (MONTEIRO, 1999) e aumentou a resistência das 

células quando submetidas ao processo de desidratação (FURTADO, 2001). 

O efeito principal induzido pela temperatura alta é a desnaturação de 

proteínas e suas subseqüentes agregações, desestabilização de estruturas como 

ribossomo e de macromoléculas como RNA e DNA e alteração da fluidez da 

membrana (VAN DE GUCHTE et al., 2002). 
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Não se pode generalizar o efeito do choque térmico sobre a resistência a 

aminoglicosídeos, já que esta condição provocou efeitos diferentes entre os 

antimicrobianos dessa classe.    

 

4.3.1.2. Efeito do choque ácido sobre a resistência a aminoglicosídeos em L. 

delbrueckii UFV H2b20 

 

Em L. delbrueckii UFV H2b20, o choque ácido também ocasionou efeitos 

diversos sobre a resistência a aminoglicosídeos. Essa condição diminuiu a 

resistência a canamicina, a estreptomicina e a espectinomicina. Entretanto, 

aumentou a CIM de neomicina e de gentamicina. Nenhum dos aminoglicosídeos 

testados manteve a mesma CIM quando a bactéria foi submetida ao choque ácido 

(Figura 3). 

A acidificação interna pode dissipar a força próton-motora, reduzir a 

atividade de enzimas sensíveis ao ácido, danificar proteínas e DNA (VAN DE 

GUCHTE  et al., 2002). A exposição das células a baixo pH pode ter ocasionado 

aumento da permeabilidade da membrana, transiente, mas ainda assim eficiente 

para facilitar a entrada de canamicina, de estreptomicina e de espectinomicina na 

célula, com conseqüente diminuição da resistência de L. delbrueckii UFV H2b20 a 

esses aminoglicosídeos. Porém, o choque ácido desencadeou algum mecanismo 

que protegeu a célula dos efeitos antimicrobianos de neomicina e de gentamicina, 

que pode ter compensado a entrada dos mesmos, aumentando a CIM desses 

aminoglicosídeos (Figura 3). 

Estudos proteômicos mostraram que várias proteínas são induzidas 

durante a adaptação ao ácido em bactérias do ácido láctico, entretanto, a 

identidade e o número dessas proteínas variam entre as diferentes bactérias (VAN 

DE GUCHTE et al., 2002). Em L. delbrueckii UFV H2b20, o choque ácido (pH 

3,5/30 minutos) aumentou a resistência das células quando expostas a pH 2,5 por 

duas horas e meia (MONTEIRO, 1999) e aumentou a tolerância das mesmas, 

quando submetidas à desidratação (FURTADO, 2001).  



 34

Como para o choque térmico, não se pode generalizar o efeito do choque 

ácido sobre a resistência a aminoglicosídeos, já que essa condição também 

ocasionou efeitos diferentes sobre essa classe de antimicrobianos.  

 

4.3.1.3. Efeito de sais biliares sobre a resistência a aminoglicosídeos em L. 

delbrueckii UFV H2b20 

 

A exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 a sais biliares 

conjugados foi a condição que mais afetou a resistência a canamicina, a 

neomicina, a estreptomicina, a espectinomicina e a gentamicina. A bactéria 

apresentou diminuição da resistência a todos os aminoglicosídeos testados e, nesta 

condição, apresentou os menores valores de CIM (Figura 3). 

A exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 a 0,5% de sais 

biliares conjugados, por duas horas, representa uma condição adversa, já que, 

nessa concentração a bactéria não apresentou crescimento (resultado não 

mostrado). Essas condições correspondem, respectivamente, à concentração média 

de sais biliares encontrada no intestino delgado e ao tempo médio que o alimento 

permanece no intestino delgado, respectivamente (CHARTERIS et al., 1998; 

MADUREIRA et al., 2005). 

A exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 a sais biliares pode 

ter alterado a estrutura da membrana celular, com aumento da permeabilidade da 

mesma, o que possibilitou a entrada dos aminoglicosídeos, com conseqüente 

diminuição da CIM desses antimicrobianos. Sais biliares afetam os fosfolipídeos e 

as proteínas de membrana, desestruturando as membranas celulares e alterando a 

estabilidade de macromoléculas como RNA e DNA (VAN DE GUCHTE et al., 

2002; BEGLEY et al., 2005).   

A presença de 0,5% de sais biliares conjugados resultou na perda de 

resistência a aminoglicosídeos na maioria das linhagens de Lactobacillus. 

(CHARTERIS et al., 2000; ELKINS e MULLIS, 2004). A presença de sais 

biliares aumentou a permeabilidade da membrana celular e compensou a falta de 
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transporte dos antibióticos, alterando a resistência dessas bactérias a 

aminoglicosídeos (CHARTERIS et al., 2000). 

Presença de sais biliares foi a única condição estudada que provocou o 

mesmo efeito sobre a resistência a todos os aminoglicosídeos testados em L. 

delbrueckii UFV H2b20, embora com intensidades diferentes (Figura 3). Apesar 

das diferenças nas metodologias utilizadas, L. delbrueckii UFV H2b20,  tal qual 

outras bactérias do gênero Lactobacillus descritas, apresentou diminuição da 

resistência a aminoglicosídeos, quando exposto a sais biliares conjugados em 

concentração fisiológica.  

 

4.3.1.4. Efeito de peróxido de hidrogênio sobre a resistência a 

aminoglicosídeos em L. delbrueckii UFV H2b20 

 

A exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 a peróxido de 

hidrogênio também provocou efeitos diversos sobre a resistência a 

aminoglicosídeos.  A presença de peróxido de hidrogênio diminuiu a resistência da 

bactéria a espectinomicina e a gentamicina, aumentou a resistência a neomicina e 

a estreptomicina e não alterou a CIM de canamicina (Figura 3).  

A concentração de peróxido de hidrogênio utilizada neste estudo, 20 µg 

mL-1, representa uma condição adversa para L. delbrueckii UFV H2b20 pois, 

como já foi mencionado, essa concentração diminuiu a velocidade específica 

máxima de crescimento (µmax) (Figura 1). 

Peróxido de hidrogênio pode provocar peroxidação de lipídeos, 

aumentando a permeabilidade da membrana (KONG e DAVISON, 1980). A 

exposição das células a 20 µg mL-1 de peróxido de hidrogênio, pode ter aumentado 

a permeabilidade da membrana, facilitando a entrada de espectinomicina e de 

gentamicina na célula, com conseqüente diminuição da CIM desses dois 

aminoglicosídeos. 

O peróxido de hidrogênio pode ter provocado alterações na estrutura de 

neomicina, de estreptomicina e de canamicina, prejudicando a ligação dos mesmos 
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ao rRNA 16S de L. delbrueckii UFV H2b20, o que levou à manutenção da CIM de 

canamicina e ao aumento da CIM de neomicina e estreptomicina. 

 

4.3.2. Efeito de condições de estresse sobre a resistência a nitrofuranos em L. 

delbrueckii UFV H2b20  

  

A figura 4 demonstra o efeito de choque térmico, choque ácido, sais 

biliares e peróxido de hidrogênio sobre a resistência a nitrofurantoína e a 

furazolidona em L. delbrueckii UFV H2b20. 

Os nitrofuranos são agentes antibacterianos sintéticos, freqüentemente 

utilizados no tratamento de infecções nos tratos digestivo e urinário 

(SHAHVERDI et al., 2004). Em adição aos intermediários tóxicos e instáveis 

produzidos pela redução de nitrofurantoína, inibição da síntese protéica e alteração 

no DNA podem estar envolvidas na toxicidade desse antimicrobiano (Mcosker e 

Fitzpatrick, 1994 citado por RAFII e HANSEN, 1998).   

Em L. delbrueckii UFV H2b20, o choque térmico, o choque ácido e a 

presença de peróxido de hidrogênio provocaram diminuição da resistência a 

nitrofurantoína e a furazolidona (Figura 4). Os choques térmico e ácido, 

possivelmente, provocaram alterações transitórias nas células que as tornaram 

mais sensíveis aos nitrofuranos. O peróxido de hidrogênio pode ter reagido com os 

nitrofuranos, convertendo-os em compostos tóxicos para a célula. 

A exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 a sais biliares 

conjugados provocou diminuição da resistência a nitrofurantoína e não alterou a 

resistência a furazolidona até a concentração máxima testada (Figura 4). 

Excluindo sulfametoxol e ácido nalidíxico que não tiveram a CIM alterada por 

nenhuma das quatro condições de estresse estudadas (Quadro 2), furazolidona foi 

o único antimicrobiano em que a CIM não foi modificada após a exposição de L. 

delbrueckii UFV H2b20 a sais biliares. Essa condição, possivelmente, provocou 

alterações nas células que as tornaram mais sensíveis a nitrofurantoína, mas que 

não foram suficientes para alterar a resistência a furazolidona.   
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Figura 4 - Efeito de diferentes fatores de estresse sobre a Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) de nitrofuranos em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20. Choque térmico 
(50°C/30 minutos), choque ácido (pH 3,5/30 minutos), sais biliares (0,5 %/2 horas), H2O2 
(20µg mL-1). As células foram cultivadas em caldo MRS, acrescido de diferentes 
concentrações de antimicrobianos, em condição microaerofílica a 37°C. 

        1 CIM < 60 µg mL-1 
        2 CIM > 1000 µg mL-1 
        3 50 < CIM < 100 µg mL-1 
        4 100 < CIM < 500 µg mL-1 
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4.3.3. Efeito de condições de estresse sobre a resistência a β-lactâmicos em L. 

delbrueckii UFV H2b20  

 

As condições ambientais estudadas afetaram as CIMs dos β-lactâmicos 

cefalexina, cefadroxil e ampicilina de maneira diversas (Figura 5). A resistência a 

cefadroxil, mostrou-se mais afetada pelas quatro condições estudadas. 

O grupo dos β-lactâmicos, que inclui as penicilinas e as cefalosporinas, 

atua na inibição da biossíntese da parede celular bacteriana, bloqueando a reação 

de transpeptidação, responsável pela formação de um peptidioglicano 

mecanicamente forte (WALSH, 2003). 

O choque térmico não provocou o mesmo efeito sobre a resistência aos β-

lactâmicos em L. delbrueckii UFV H2b20. Essa condição diminuiu a resistência a 

cefadroxil e a ampicilina e não alterou a CIM de cefalexina (Figura 5). O choque 

térmico pode ter provocado alteração na parede celular bacteriana, tornando as 

células de L. delbrueckii UFV H2b20 mais susceptíveis a ação de cefadroxil e 

ampicilina.  

O choque ácido diminuiu a resistência a cefalexina e a cefadroxil e não 

alterou a CIM de ampicilina em L. delbrueckii UFV H2b20 (Figura 5). O choque 

ácido pode ter  provocado alterações nas células que as tornaram mais sensíveis 

aos efeitos de cefalexina e cefadroxil. Descartam-se alterações pelo baixo pH nos 

antibióticos diretamente, pois estes foram adicionados às células após a retirada do 

ácido. Mesmo que as alterações tenham sido transitórias, estas foram suficientes 

para que o estado celular inicial não fosse recuperado. 

A exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 a sais biliares 

conjugados provocou diminuição da resistência a todos os β-lactâmicos 

investigados, com redução significativa das CIMs dos mesmos (Figura 5), 

demonstrando que o tratamento com sais biliares tornou a bactéria mais 

susceptível a cefadroxil, a cefalexina e a ampicilina. 

CHARTERIS et al (2000) mostraram que sais biliares conjugados 

afetaram a resistência de Lactobacillus a ampicilina, sendo essa alteração 
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dependente da linhagem.  Do total de treze linhagens de Lactobacillus testadas, 

seis apresentaram diminuição da resistência a ampicilina. 

L. delbrueckii UFV H2b20 é resistente a altas concentrações de peróxido 

de hidrogênio (Figura 1). Entretanto, a presença de peróxido de hidrogênio 

provocou diminuição da resistência aos três β-lactâmicos testados (Figura 5). O 

peróxido de hidrogênio pode ter provocado alterações na parede celular, tornando-

a mais susceptível aos efeitos de ampicilina, cefadroxil e cefalexina.  
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Figura 5 - Efeito de diferentes fatores de estresse sobre a Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) de ß-lactâmicos em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20. Choque térmico 
(50°C/30 minutos), choque ácido (pH 3,5/30 minutos), sais biliares (0,5%/2 horas), H2O2 

(20 µg mL-1). As células foram cultivadas em caldo MRS, acrescido de diferentes 
concentrações de antimicrobianos, em condição microaerofílica a 37°C. 

        1 CIM < 1,25 µg mL-1 
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4.3.4. Efeito de condições de estresse sobre a resistência a outros 

antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20  

  

Os antimicrobianos cloranfenicol, tetraciclina e espiramicina pertencem a 

classes diferentes, mas, atuam na inibição da biossíntese de proteínas bacterianas. 

O efeito de choque térmico, choque ácido, sais biliares e peróxido de hidrogênio 

sobre a resistência a esses antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20 é 

mostrado na figura 6.  A resistência a tetraciclina, mostrou-se mais afetada pelas 

quatro condições estudadas. 

Cloranfenicol é um agente bacteriostático, não carregado, que se liga 

reversivelmente à subunidade 50S do ribossomo e bloqueia a ligação do 

aminoacil-tRNA ao ribossomo, inibindo a formação da ligação peptídica 

(STRATTON, 2002). 

Tetraciclina é um antimicrobiano também bacteriostático que se liga à 

subunidade 30S do ribossomo e bloqueia a ligação do aminoacil-tRNA ao sítio 

aceptor no ribossomo (WALSH, 2003). 

Espiramicina inibe a síntese protéica na subunidade 50S do ribossomo, 

por estimular a dissociação da molécula aminoacil-tRNA do ribossomo durante a 

etapa de elongamento. Isto leva à terminação precoce da cadeia polipeptídica e à 

parada reversível da síntese de proteínas (BERGER-BÄCHI, 2002).  

Células de L. delbrueckii UFV H2b20, submetidas ao choque térmico, 

não apresentaram alteração da resistência a cloranfenicol e a espiramicina, 

entretanto, a CIM de tetraciclina diminui de 10 µg mL-1 para 2,5 µg mL-1 (Figura 

6). Embora  esses três antimicrobianos atuem sobre o mesmo alvo (ribossomo), o 

choque térmico não foi capaz de provocar alteração na resistência a cloranfenicol e 

a espiramicina, mas essa condição aumentou a sensibilidade das células à 

tetraciclina. 

O choque ácido não alterou a resistência de L. delbrueckii UFV H2b20 a 

cloranfenicol, mas diminuiu a resistência a tetraciclina e aumentou 

significativamente a CIM de espiramicina (de 10 µg mL-1  para 20 µg mL-1) 

(Figura 6) e de eritromicina (de <1,25 µg mL-1 para 2,5 µg mL-1) (Quadro 2). O 
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choque ácido pode ter provocado alterações transitórias, mas suficientes para 

provocar modificações na subunidade 50S do ribossomo, que dificultaram a 

ligação dos macrolídeos ao ribossomo. Apesar do cloranfenicol se ligar também a 

essa subunidade,  a CIM desse antimicrobiano foi mantida. Em relação à 

tetraciclina, o choque ácido tornou as células mais sensíveis a esse antimicrobiano. 

A exposição das células de L. delbrueckii UFV H2b20 aos sais biliares 

provocou diminuição da resistência a cloranfenicol, a tetraciclina e a espiramicina, 

com redução expressiva das CIMs (de 10 µg mL-1  para <1,25 µg mL-1) dos 

mesmos (Figura 6). Essa condição aumentou a susceptibilidade da bactéria a esses 

antimicrobianos. 

 Segundo CHARTERIS et al (2000), a presença de sais biliares provocou 

alteração da resistência a cloranfenicol e a tetraciclina em Lactobacillus, sendo 

esta modificação dependente da linhagem. Entre treze linhagens de Lactobacillus 

testadas, nove tornaram-se sensíveis a cloranfenicol e oito apresentaram 

diminuição da resistência a tetraciclina. Entretanto,  ELKINS e MULLIS (2004) 

observaram que a resistência a cloranfenicol e a tetraciclina não foi alterada pela 

presença de sais biliares. Segundo os autores, agentes com resíduos hidrofóbicos, 

como esses antimicrobianos, possuem menor dificuldade em atravessar a 

membrana e, por isso, a resistência não pode ser alterada pela presença de sais 

biliares em concentrações fisiológicas. A diferença encontrada nos dois estudos 

pode ser devida às metodologias utilizadas. Para determinação da resistência, 

ELKINS e MULLIS (2004) utilizaram o método de difusão em meio sólido e a 

exposição a sais biliares foi constante durante todo o tempo de crescimento 

bacteriano. Diferentemente dessa metodologia, a determinação da CIM em L. 

delbrueckii UFV H2b20 foi feita pelo método de microdiluição em meio líquido e 

a bactéria foi exposta a 0,5% de sais biliares por duas horas, anteriormente ao 

desafio com os antimicrobianos. 

Apesar dos antimicrobianos cloranfenicol, tetraciclina e espiramicina 

pertencerem a classes diferentes, o efeito de sais biliares sobre a resistência a esses 

antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20 não variou, sendo que todos 

apresentaram diminuição da CIM. 
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Diminuição da resistência a tetraciclina e a espiramicina e aumento da 

CIM de cloranfenicol (de 10 µg mL1  para 20 µg mL-1) foi observado em L. 

delbrueckii UFV H2b20 exposto ao peróxido de hidrogênio (Figura 6). 

A presença de peróxido de hidrogênio tornou a bactéria mais susceptível a 

tetraciclina e a espiramicina. Por outro lado, o peróxido de hidrogênio pode ter 

reagido com o cloranfenicol, prejudicando a sua ligação à subunidade 50S do 

ribossomo, com conseqüente aumento da resistência a esse antimicrobiano. 
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Figura 6 - Efeito de diferentes fatores de estresse sobre a Concentração Inibitória Mínima 
(CIM) de outros antimicrobianos em Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20. Choque 
térmico (50°C/30 minutos), choque ácido (pH 3,5/30 minutos), sais biliares (0,5%/2 
horas), H2O2 (20 µg mL-1). As células foram cultivadas em caldo MRS, acrescido de 
diferentes concentrações de antimicrobianos, em condição microaerofílica a 37°C. 

     1 CIM < 1,25 µg mL-1 
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5. CONCLUSÕES 

 

 

 

Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20 é capaz de crescer em altas 

concentrações de peróxido de hidrogênio, sendo o crescimento observado em até 

40 µg mL-1 deste composto e a inibição completa do crescimento ocorrendo a 70 

µg mL-1. 

L. delbrueckii UFV H2b20 é resistente às principais classes de 

antimicrobianos, como: aminoglicosídeos, quinolonas, sulfas, alguns β-lactâmicos, 

nitrofuranos, vancomicina e colistina. Apresenta susceptibilidade moderada a 

cloranfenicol, a tetraciclina, a cefalotina, a ampicilina e a tetraciclina. 

O resultado do efeito de condições de estresse sobre a resistência a 

antimicrobianos demonstra ampla diversidade nas respostas ao choque térmico, ao 

choque ácido e à presença de peróxido de hidrogênio, tanto em relação ao efeito 

de um determinado fator aos diferentes antimicrobianos, quanto ao efeito desses 

fatores sobre a CIM de um dado antimicrobiano. Há similaridade no efeito de 

exposição a sais biliares sobre a resistência aos diferentes antimicrobianos em L. 

delbrueckii UFV H2b20.  
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O padrão de resistência a antimicrobianos em L. delbrueckii UFV H2b20  

não foi mantido quando a bactéria foi submetida a condições adversas que se 

assemelham àquelas encontradas durante o processamento industrial do produto 

probiótico e a passagem pelo trato gastrintestinal. É importante ressaltar que 

estudos in vivo ou em meio com composição próxima à encontrada no trato 

gastrintestinal podem esclarecer se as alterações no padrão de resistência 

observadas neste trabalho também ocorrem in vivo. 
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