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RESUMO 

 
OMURA, Michele Harumi. M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Novembro 
de 2014. Características probióticas e de segurança de bactérias do ácido 
lático predominantes em leite humano. Orientadora: Célia Lúcia de Luces 
Fortes Ferreira. Coorientadores: Luciana Rodrigues da Cunha e Raquel Maria 
Amaral Araújo.  
 
O estudo avaliou as características de segurança e potencial probiótico de 

bactérias do ácido lático predominantes do leite humano (LH) como forma de 

avaliar seu potencial para complementação da microbiota endógena do LH 

eliminada pelo tratamento térmico deste alimento depositado nos bancos de 

leite humano (BLH). As amostras de leite foram provenientes de 14 nutrizes 

com 5, 15, 30, 60 e 90 dias de lactação, foram plaqueadas nos meios Rogosa e 

MRS modificado, sendo que cinco isolados aleatórios de cada placa foram 

coletados, totalizando 286 isolados. Pela seleção da técnica de coloração de 

Gram e teste da catalase, 153 isolados foram avaliados quanto a hemólise e 

gelatinase. Observou-se a prevalência da atividade ȕ-hemolítica em 43/43 

(100%) dos isolados obtidos do meio Rogosa e 87/110 (79,09 %) de MRS. Os 

23 (20,91 %) isolados Ȗ-hemolíticos também foram seguros no teste da 

gelatinase e, identificados pelo sequenciamento do gene 16S do rDNA, como 

nove Staphylococcus epidermidis, três S. lugdunensis e 11 Enterococcus 

faecalis. Os onze E. faecalis prosseguiram com os testes de segurança 

(resistência a antibiótico e soro humano) e funcionalidade (resistência ao suco 

gástrico, resistência aos sais biliares e antagonismo a patógenos). No teste de 

susceptibilidade a antibióticos, E. faecalis foram resistentes a amicacina, 

gentamicina, sulfonamidas e sensíveis a ampicilina, penicilina, amoxicilina, 

cefalotriaxona e meropenem. Para eritromicina, vancomicina, oxacilina, 

ceftriaxona, ciprofloxacina e cefalexina, os resultados foram variáveis. Apenas 

para os glicopeptídeos tal resistência é preocupante pois não correspondem a 

característica intrínseca do gênero. No teste de resistência ao soro, o grupo 

patógeno foi mais susceptível aos componentes do soro comparado ao grupo 

probiótico, estando os E. faecalis mais próximos a resposta gerada pelos 

patógenos, porém de uma forma mais amenizada, sugerindo menor potencial 

inflamatório que os patógenos. Já com relação aos testes de funcionalidade, 

verificou-se alta sensibilidade dos isolados após 90 minutos de exposição ao 
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suco gástrico (pH 2,0) mas foram resistentes após 6 horas de exposição ao 

oxgall. E. faecalis também apresentaram bom desempenho antagônico frente a 

S. aureus (ATCC 13565), Salmonella spp. (ATCC 13076), Listeria 

monocytogenes (ATCC 15313) e Escherichia coli (ATCC 11229). Embora o 

potencial probiotico tenha sido verificado nestes isolados, mais estudos são 

necessários para confirmação da segurança destes isolados, bem como seu 

papel ecológico como componente da microbiota endógena do LH.  
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ABSTRACT 

 
OMURA, Michele Harumi. MSc., Universidade Federal de Viçosa, November, 
2014. Probiotic and safety characteristics of lactic acid bacteria 
predominant in human milk. Adviser: Célia Lúcia de Luces Fortes Ferreira. 
Co-advisers: Luciana Rodrigues da Cunha e Raquel Maria Amaral Araújo.  

The study evaluated the safety characteristics and potential probiotic lactic acid 

bactéria predominant in human milk (HM), in order to assess their potential to 

complemente the endogenous HM microbiota eliminated by heat treatment of 

the deposited food in human milk banks (HMB). Milk sampes were obtained 

from lactating from 14 with 5, 15, 30, 60 and 90 days of lactation were plated on 

rogosa and modified MRS agar, five random isolates were collected from each 

plate, totaling 286 isolates. By selecting the Gram staining technique and 

catalase test, 153 isolates were assessed for hemolysis and gelatinase. We 

observed the prevalence of ȕ-hemolytic activity in 43/43 (100%) of the isolates 

obtained from the middle Rogosa and 87/110 (79.09%) of MRS. 23 (20.91%) 

isolates Ȗ-hemolytic were also safe the test of gelatinase and identified by 16S 

rDNA gene, as nine Staphylococcus epidermidis, three S. lugdunensis and 11 

Enterococcus faecalis. The eleven E. faecalis continued with the safety tests 

(resistance to human sérum and antibiotics) and funcionality (gastric juice 

resistance, bile salts resistance and antagonismo to pathogens). In antibiotic 

susceptibility test, the E. faecalis were resistant to amikacin, gentamicin, 

sulfonamides, and sensible to amphicilin, penicillin, amoxicilin, cefalotriaxone, 

and merophenen. For erithromycin, vancomycin, oxacilin, ceftriaxone, 

ciprofloxacin and cephalexin, results were variable. Only for glycopeptide 

resistance is worrying because not correspond to intrinsic characteristic of the 

genre. In the serum resistance test, the pathogen group was more likely to 

serum components compared with the probiotic group, with tests isolated closer 

to the response generated by pathogens, but in a more mitigated form, 

suggesting lower inflammatory potential pathogens. In relation to the 

functionality testing, there was high sensitivity of the isolates after 90 minutes 

exposure to gastric juice (pH 2.0), but were resistant after 6 hours of exposure 

to Oxgall. E. faecalis also showed good performance antagonistic against S. 

aureus, Salmonella spp., Listeria monocytogenes and Escherichia coli. 

Although the probiotic potential has been checked these isolates, further studies 
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are needed to confirm the safety of these isolates and their ecological role as 

the LH endogenous microbiota component. 
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1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

O leite humano (LH) é o primeiro alimento ingerido pelo recém-nascido 

(RN) e essencial para a saúde do mesmo, devendo ser oferecido 

exclusivamente até os seis primeiros meses de vida, por ser um alimento 

completo em termos nutritivo, imunológico e microbiológico. Após o sexto mês 

de vida, os lactentes já podem receber alimentos complementares, mas 

recomenda-se o oferecimento do LH até dois anos ou mais (BRASIL, 2013).  

Dentre os mais importantes constituintes do LH estão aqueles que 

exercem efeitos de promoção da saúde, denominados de fatores bifidogênicos 

(principalmente oligossacarídeos) que estimulam o desenvolvimento de 

bactérias láticas (LAB) e bifidobactérias (COLLINS & GIBSON, 1999). Estes 

constituintes são importantes porque a colonização bacteriana intestinal 

humana inicia-se ao nascimento, no contato do RN com o canal vaginal, 

ambiente hospitalar circundante e a ingestão do LH, que juntos contribuirão na 

formação da microbiota intestinal do RN.    

No entanto, existem situações onde algumas mães não podem 

amamentar seus filhos, como nos RN incapazes de sugar o peito da mãe, 

ocorrência comum em prematuros, crianças portadoras de patologias 

respiratórias, cardíacas, gastrointestinais, entre outras (SILVA et al., 2008). 

Além disso, por questões fisiológicas ou emocionais da nutriz, pode ocorrer 

problemas na produção do leite devido a doenças graves, tendo-se como 

exemplo, a AIDS.  

Esses fatos, aliados a estudos que demonstraram diferenças na 

composição do leite obtido de mães de prematuros e de mães de crianças 

nascidas a termo, levaram ao desenvolvimento dos bancos de leite humano 

(BLH) para estocagem do LH para alimentação desses RN. Nesses 

estabelecimentos, o leite recebido é pasteurizado (62,5 – 65°C por 30 minutos), 

garantindo sua inocuidade microbiológica (ANVISA, 2008). Embora essencial, o 

tratamento térmico pode afetar as características nutricionais, imunológicas 

(CONTADOR et al., 2013), a disponibilidade de fatores bifidogênicos (BORBA e 

FERREIRA, 2012) assim como a microbiota endógena do leite. Portanto, a 

adição de bactérias endógenas eliminadas pela pasteurização do leite 

depositado nos BLH, constitui uma alternativa inovadora, para complementar 

este alimento, tornando-o mais apto a exercer as suas funções. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo Geral 

Identificar e avaliar os aspectos funcionais e de segurança de bactérias 

do ácido lático predominantes do leite humano em diferentes fases de lactação, 

quanto ao seu potencial probiótico, para complementação da microbiota 

endógena do LH eliminada pelo tratamente térmico deste alimento depositado 

nos BLH.  

 
2.2. Objetivos Específicos 

1. Selecionar LAB predominantes do leite humano em diferentes fases 

de lactação pela coloração de gram e teste da catalase. 

 2. Determinar a atividade hemolítica, gelatinase, susceptibilidade a 

antibióticos e resistência ao soro humano. 

3. Identificar os isolados por sequenciamento do gene 16S do rDNA.  

4. Determinar a funcionalidade das BAL selecionadas por meio da 

avaliação de resistência a sais biliares, suco gástrico e antagonismo a 

patógenos.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Leite Humano (LH) 

Biologicamente, o LH é um fluido complexo por conter proteínas, 

carboidratos, vitaminas, minerais, substâncias imunocompetentes (IgA, 

enzimas, interferón), além de fatores tróficos ou moduladores de crescimento 

(EUCLYDES, 2000). Desta forma, o LH torna-se o alimento ideal para o RN, 

pois, quando oriundo de mães saudáveis, supre todas as necessidades 

nutricionais do RN a termo ao longo dos seis primeiros meses de vida e, por 

isso, pode ser oferecido exclusivamente durante este período. Após o sexto 

mês de vida, recomenda-se oferecer aos lactentes alimentos complementares, 

mantendo o LH na alimentação até os dois anos de idade ou mais (BRASIL, 

2013).  

O LH é formado na glândula mamária, sendo que as células epiteliais 

dos alvéolos mamários sintetizam alguns componentes do leite e retiram outros 

do plasma sanguíneo. Cada célula alveolar é capaz de produzir leite com todos 

os seus constituintes (JALDIN & SANTANA, 2006).  

Dentre os fatores que podem influenciar na composição e volume da 

secreção láctea, estão: os genéticos, a nutrição materna (EMMETT & 

ROGERS, 1997), período de lactação (ANVISA, 2008), idade gestacional do 

RN, estágio (começo ou final) da mamada, frequência da demanda de leite do 

bebê, grau de plenitude ou esvaziamento das mamas (RIORDAN, 1999). Além 

destas, algumas modificações que ocorrem também durante os diferentes 

períodos de lactação parecem corresponder à evolução das necessidades do 

RN ao longo do tempo.  

Os diferentes períodos de lactação recebem as seguintes 

denominações: colostro (menos de sete dias após o parto), leite de transição 

(entre sete e quatorze dias após o parto), leite maduro (acima de quatorze dias 

após o parto) e leite de mãe de prematuro (parto realizado com idade 

gestacional inferior à 37 semanas) (ANVISA, 2008). Nessas fases, a 

concentração de macro e micronutrientes variam no leite em uma mesma 

nutriz, mesmo ao longo do dia (EMMETT & ROGERS, 1997). 

Já com relação às características microbiológicas, durante muito tempo 

a preocupação e estudos eram fundamentados na qualidade e inocuidade 

deste alimento, mas, atualmente, as pesquisas estão identificando e verificando 
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o impacto que a microbiota endógena pode exercer no estado de saúde do 

hospedeiro. 

 

3.2. Microbiota do LH 

O LH não é estéril antes da ordenha, mesmo que práticas de higiene 

sejam realizadas de forma eficiente. Apesar do LH conter uma baixa 

concentração de micro-organismos totais de < 103 UFC/mL (PEREZ et al., 

2007), estima-se que a ingestão de 800 mL/dia deste alimento, faz com que o 

lactente consuma cerca de 1 x 105 – 1 x 107 de bactérias comensais (MARTÍN 

et al., 2003). Pelo fato do leite ser rico em nutrientes, este alimento torna-se um 

meio de cultura para vários tipos de micro-organismos, representando um 

aspecto importante no desenvolvimento de uma microbiota diversificada que irá 

iniciar a colonização intestinal do RN (PEREZ et al., 2007). 

Alguns estudos que caracterizam a microbiota endógena do LH 

mostraram que no colostro há predomínio dos gêneros Staphylococcus, 

Enterococcus (JIMÉNEZ et al., 2008) e Streptococcus (SOLÍS et al, 2010). 

Além destes, Lactobacillus, Bifidobacterium (SOLÍS et al, 2010; JIMÉNEZ et al., 

2008), Propionibacterium, Escherichia, Leuconostoc, Actinomyces, Finegoldia, 

Gemella, Rothia, Enterobacter e Klebsiella aparecem com menor frequência 

(JIMÉNEZ et al., 2008). A medida que o lactação progride, a microbiota é 

praticamente mantida, sendo que Clostridium spp. (COLLADO et al, 2009); 

Corynebacterium spp. (HUNT, et al., 2011; PEREZ, 2007); Peptostreptococcus 

(PEREZ, 2007); Pseudomonas spp.; Serratia spp.; Ralstonia spp.; 

Bradyrhizobiaceae, Corynebacterium spp. e Sphingomonas spp (HUNT, et al., 

2011) podem também estar presentes.  

Desta forma, dentre a grande diversidade microbiológica do LH, 

encontram-se bifidobactérias e lactobacilos, gêneros comumente utilizados 

como probióticos, que atuam beneficamente no desenvolvimento do intestino 

infantil (MARTIN et al, 2007), reforçando a importância microbiológica deste 

alimento par o RN.  

No entanto, existem situações onde algumas mães não podem 

amamentar seus filhos, como é o caso de RN incapazes de sugar o peito da 

mãe, como ocorre com os prematuros, crianças portadoras de patologias 

respiratórias, cardíacas, gastrintestinas, entre outras (SILVA et al., 2008); 
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problemas na produção do leite por questões fisiológicas ou emocional da 

nutriz, bem como presença de doenças graves, como AIDS.  Esses fatos, 

aliados a estudos que demonstraram diferenças na composição do leite obtido 

de mães de prematuros e de mães de crianças de termo, levaram ao 

desenvolvimento de bancos de leite humano (BLH) para estocagem do 

alimento para alimentação desses RN. 

 

3.3. Bancos de Leite Humano (BLH). 

O primeiro BLH foi instalado na Áustria, na cidade de Viena, em 1900. 

No Brasil, o primeiro banco foi instalado em 1943 no Instituto Fernandes 

Figueira (IFF), localizado na cidade do Rio de Janeiro e permanece em 

atividade, sendo considerado o Centro de Referência Nacional para os Bancos 

de Leite Humano no Brasil (ALMEIDA, 1992). O trabalho da rede de BLH 

brasileira, representado pelo seu diretor João Aprigio Guerra de Almeira, foi 

reconhecida pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como a maior e mais 

complexa do mundo, contemplada com o prêmio Sasakawa de Saúde (2001) 

como melhor projeto de saúde pública. Atualmente o Brasil conta com 212 

unidades de BLH, além de mais de 139 postos de coletas, totalizando 351 

locais para captação do LH (FIOCRUZ, 2014). 

Os BLH tratam-se de centros especializados, obrigatoriamente 

vinculados a um hospital materno e/ou infantil, que incentivam o aleitamento 

materno e a execução das atividades de coleta, processamento e controle de 

qualidade dos três tipos de leite da lactação, sob prescrição médica ou de 

nutricionista. Já o Posto de Coleta de Leite Humano (PCLH), trata-se de uma 

unidade fixa ou móvel, intra ou extra-hospitalar, vinculada tecnicamente ao BLH 

e administrativamente a um serviço de saúde ou ao próprio BLH, responsável 

por ações de promoção, proteção e apoio ao aleitamento materno e execução 

de atividades de coleta da produção lática da nutriz e sua estocagem 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). 

O objetivo dos BLH não é substituir o aleitamento materno, e sim 

incentivar a doação do excedente da produção láctea para atender aos 

lactentes que não dispõem de aleitamento ao peito, segundo um critério de 

ordem clínica (ALMEIDA, 1985). 
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Considerando-se o fato do LH ser um alimento rico em macro e alguns 

micronutrientes, este torna-se um ótimo meio de cultura microbiano, e, 

portanto, facilmente contaminável, podendo carrear agentes infecciosos como 

vírus e bactérias. Além disso, substâncias nocivas podem ser transmitidas via 

sistêmica, tais como medicamentos e drogas utilizadas pelas nutrizes (ANVISA, 

2008). Assim, os BLH tomam uma série de medidas de segurança para garantir 

a qualidade e inocuidade deste alimento, como seleção rigorosa das doadoras 

com relação a hábitos de vida e ausência de agentes causadores de doenças 

como hepatite B e C, HIV, tuberculose e outros. 

Todo leite recebido é pasteurizado a 6β,5 ˚C – 65 ˚C por γ0 minutos 

para garantir a eliminação da microbiota potencialmente patogênica. Após este 

tratamento térmico, o leite é então congelado e submetido a testes de controle 

microbiológico para averiguar a efetividade da pasteurização (ARNOLD & 

LARSON, 1993).  

Apesar da pasteurização do LH ser um procedimento obrigatório nos 

BLH para garantia da segurança deste alimento, foi verificado que tal processo 

afeta as características nutricionais, imunológicas e de viabilidade da 

microbiota endógena do leite (ARNOLD & LARSON, 1993; BORBA et al., 

2003).  

O estudo realizado por BORBA (2001) avaliou o efeito da 

pasteurização do LH sobre o crescimento in vitro das bifidobactérias residentes 

naturais do TGI dos RN. O tratamento térmico prejudicou o crescimento de 

espécies de Bifidobacterium bifidum (ATCC 29521), Bifidobacterium breve 

(ATCC 15700) e Bifidobacterium breve (ATCC 15707), enquanto que no leite 

cru, o crescimento destas estirpes foi estimulado. Esse resultado revela que a 

pasteurização afeta diretamente algum componente que estimula, ou produz 

algum fator que inibe o crescimento das estirpes estudadas.  

Como é sabido, as bifidobactérias e lactobacilos são constituintes 

naturais do trato gastrointestinal (TGI) que favorecem o estabelecimento de 

uma microbiota intestinal balanceada, além de conferir proteção frente a 

infecções entéricas. Assim, uma interessante forma de compensar a inativação 

dos fatores bifidogênicos, bem como a redução da microbiota endógena 

benéfica do LH pela pasteurização, seria a adição direta destas bactérias no 

leite pasteurizado depositados nos BLH. 
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3.4. Probióticos 

Os probióticos são definidos como ―micro-organismos vivos que, quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do 

hospedeiro‖ (FAO/OMS, 2001). Uma importante condição para que haja o 

efeito benéfico destes micro-organismos é que estes devem proceder do TGI 

da espécie  (FERREIRA, 2012). Alguns efeitos benéficos desencadeados pelo 

consumo regular dos probióticos são mostrados na Figura 1. 

 

Figura 1. Efeitos benéficos desencadeados pelo consumo regular de 

probióticos (Adaptado de Parvez et al., 2006). 

 

Os probióticos mais utilizados em alimentos para consumo humano são 

estirpes de bactérias produtoras de ácido lático como as dos gêneros 

Lactobacillus e Bifidobacterium. Estes gêneros bacterianos são comumente 

utilizados como probióticos devido à longa história de uso seguro. No entanto, 

nos últimos anos a segurança destes micro-organismos começou a ser 

questionada em função de relatos de infecções, como bacteremias (DE 

GROOTE et al., 2005), endocardites (MACKAY et al., 1999), septicemia 

(CHOMARAT; ESPINOUSE, 1991) e colicistite (CHERY et al., 2013).  
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Infecções causadas por lactobacilos probióticos são extremamente 

raras, tendo alguns casos sido relatados em pacientes imunocomprometidos, 

indicando que cuidados devem ser tomados na administração de probióticos 

nesses indivíduos (VESTERLUND et al., 2007). Além destes, RN por 

possuírem sistema imune imaturo, também exige grande cautela na indicação 

do uso de probióticos. 

Devido à ocorrência destes casos, a generalização do uso de terapias 

imunossupressora, bem como a utilização de novas estirpes probióticas sem 

longa história de uso seguro, aumentou a exigência da avaliação da segurança 

de probióticos antes da autorização de seu uso (VESTERLUND et al., 2007).  

Dentre as espécies permitidas para uso como probióticos pela ANVISA 

(2008) estão: Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, 

Lactobacillus casei variedade rhammnosus, Lactobacillus casei variedade 

defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, 

Bifidobacterium animallis (incluindo a subespécie B. lactis), Bifidobacterium 

longum e Enterococcus faecium. 

 

3.4.1 Bactérias do Ácido Lático (LAB) 

As LAB compreendem gêneros microbianos que apresentam fenótipos 

semelhantes, como: gram-positivos, catalase negativo (algumas espécies 

podem produzir pseudocatalase), quimio-organotróficos, asporogênicos e o 

ácido lático é acumulado no meio como produto do metabolismo primário 

(HOLT et al.,1994; DELLAGIO et al., 1994). São anaeróbias, anaeróbio-

facultativas ou microaerofílicas. As LAB tratam-se de bactérias fastidiosas, 

presentes em ambientes ricos como vegetais, produtos de laticínios, produtos 

cárnicos e no TGI humano e animal (FERREIRA, 2012).  

Atualmente o grupo de LAB é composto de 15 gêneros: Aerococcus, 

Atopobium, Bifidobacterium, Brochothrix, Carnobacterium, Enterococcus, 

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, 

Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (FERREIRA, 2012). 

Porém a inclusão do gênero Bifidobacterium nesse grupo foi 

questionada, uma vez que Orla-Jensen (1924) sugeriu um grupo entre LAB e 

bactérias do ácido propiônico. No entanto, ainda não há um consenso 

taxonômico para esta classificação e, por grande parte do século XX, as 
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bifidobactérias eram classificadas como membros do gênero Lactobacillus, por 

causa da sua forma de bastão e características fermentativa obrigatória 

(LEAHY et al., 2005).  Além disso, as bifidobactérias apresentam propriedades 

bioquímicas, fisiológicas e nicho ecológico (inclusive o TGI), semelhantes às 

LAB, apesar de apresentarem alto conteúdo de G + C (> 50 %) (OLIVEIRA et 

al, 2002). 

 

3.4.1.1. O gênero Lactobacillus 

De acordo com List of Prokaryotic names with Standing in 

Nomenclature (LPSN, 2014), o gênero Lactobacillus compreende atualmente 

202 espécies e 29 subespécies, distribuídos em vários nichos ecológicos, ao 

longo de todo trato gastrointestinal e geniturinário, constituindo um importante 

gênero da microbiota de homens e animais (VARAVALHO et al., 2008).  

Lactobacillus spp. são caracterizados como gram-positivos, catalase 

negativos (algumas espécies chegam a produzir pseudo-catalase), forma 

bacilar ou cocobacilo, ocorrendo isolados, em pares ou formando correntes de 

vários tamanhos. São anaeróbio-facultativos, não formadores de esporos, com 

faixa térmica de crescimento entre 2 a 53 °C, podendo ser homofermentativos 

obrigatórios, heterofermentativos facultativos ou heterofermentativos 

obrigatórios (Bergey´s Manual, 1986).  

Com relação às espécies deste gênero que já foram testadas para 

serem utilizados como probióticos em humanos, estão: i) homofermentativos 

obrigatorios: L. acidophilus, L. crispatus, L. amylovarus, L. gallinarum, L. 

gasseri, L. johnsonii (FERREIRA, 2012), L. helveticus, L. delbrueckii subsp. 

bulgaricus (DARILMAZ et al., 2011), L. salivarius subsp. salivarius 

(MESSAOUDI et al., 2013); ii) heterofermentativos facultativos: L. casei, L. 

paracasei subsp. paracasei, L. paracasei subsp. tolerans (CAPRA et al., 2014), 

L. plantarum (ARIEF et al., 2014), L. rhamnosus e iii) heterofermentativo 

obrigatórios: L. fermentum e L. reuteri (SANDERS & KLAENHAMMER, 2001).  

Dentre alguns dos benefícios que os lactobacilos podem exercer na 

saúde do hospedeiro estão: estimulação do sistema imunológico (KATO et al, 

1988), modulação da microbiota intestinal (BENNO et al., 1996), efeitos 

benéficos nas disfunções do TGI, como encurtamento da diarreia por rotavírus 

(PANT et al., 2007), entre outros. 
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Dentreas espécies de Lactobacillus spp. encontradas no LH por 

métodos cultivo dependente, estão: L. fermentum, L. gasseri (MARTÍN et al., 

2012; ALBEHARAT et al., 2011; MARTÍN et al., 2003), L salivarius (MARTÍN et 

al., 2012; MARTÍN et al., 2006), L. reuteri (MARTÍN et al., 2012; SINKIEWICZ & 

LJUNGGREN, 2008), L. crispatus, L. rhamnosus (HEIKKILÄ & SARIS, 2003), L. 

casei, L. gastricus, L. vaginalis (MARTÍN et al., 2012), L. plantarum, (MARTÍN 

et al., 2012, MARTÍN et al, 2007; ALBEHARAT et al., 2011), L. brevis, L. 

animalis, L. helveticus e L. oris (ALBEHARAT et al., 2011). Desta forma, este 

alimento pode ser uma fonte promissora de Lactobacillus spp. probióticos.   

 

3.4.1.2. O gênero Bifidobacterium 

Atualmente, são conhecidas 49 espécies e 9 subespécies de bactérias 

bífidas (LPSN, 2014). As bifidobactérias são originárias dos tratos 

gastrintestinal e geniturinário humano e animal, e tratam-se de micro-

organismos gram-positivos, catalase negativos não formadores de esporos, 

desprovidos de flagelos, e no geral, anaeróbios estritos (BIAVATI et al., 1992), 

havendo algumas poucas estirpes tolerantes ao oxigênio (Ahn et al. 2001). A 

temperatura ótima de crescimento oscila entre 37 e 41 °C, com tolerância 

máxima e mínima de crescimento a 43 - 45 °C e 25 - 28 °C respectivamente. 

Em relação ao pH ótimo, a variação ocorre entre 6 e 7, com ausência de 

multiplicação em valores de pH ácidos ≤ 4,5 - 5,0 ou valores alcalinos ≥ 8,0-8,5 

(BIAVATI et al., 1992). Além destas características, as bactérias bífidas 

apresentam um mecanismo particular no metabolismo da glicose que as 

diferenciam das demais LAB. Esta via específica refere-se a atividade da 

enzima frutose-6-fosfato fosfocetolase (DELLAGIO et al., 1994), que produz 

ácidos acético e lático na forma L(+) na proporção molar de 3:2 

respectivamente, além da produção de 5 moles de ATP a partir de 2 moles de 

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

Essa enzima quebra a frutose-6-fosfato em acetil-fosfato e eritrose-4-fosfato, e 

por último estes são convertidos em piruvato, (FOOKS & GIBSON, 2002; 

BIAVATI et al., 1992). Além da glicose, todas as bidifobactérias de origem 

humana são capazes de utilizar a galactose e a frutose como fontes de 

carbono (BIAVATI et al., 1992).  
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Várias espécies de bifidobactérias têm sido empregadas como 

probióticas, sendo as mais comuns B. adolescentis, B. animalis ssp. lactis, B. 

bifidum, B. breve, B. longum ssp. infantis e B. longum ssp. longum (FERREIRA, 

2012). No LH, as espécies deste gênero já encontradas foram: B. breve 

(MARTÍN et al, 2012; MARTÍN et al., 2009), B. longum (MARTÍN et al, 2012; 

MAKINO et al., 2011) B. bifidum, B. adolescentis (MARTÍN et al., 2009), B. 

animalis (ZACARÍAS et al., 2011; GUEIMONDE et al., 2007) e B. catenulatum 

(GUEIMONDE et al., 2007). 

Com relação aos efeitos benéficos à saúde gerada pela ingestão de 

bactérias deste gênero estão: atividade imunomoduladora (BOGSAN et al, 

2014), contribuindo assim para uma maior resistência à infecção (MITSUOKA, 

1990); antagonismo a patógenos (OLIVEIRA et al., 2014), suprimindo algumas 

bactérias putrefadoras, bem como a putrefação intestinal (MITSUOKA, 1990), 

prevenção da constipação (ARUNACHALAM, 1999), prevenção e tratamento 

da diarréia associada a antibióticos (ALLEN et al., 2013); entre outros.  

 

3.4.1.3. O Gênero Enterococcus. 

O gênero Enterococcus, referido antigamente como pertencente ao 

gênero Streptococcus do grupo D de Lancefield, foi transferido devido às 

modernas técnicas de classificação, como o sequenciamento do gene 16S 

rDNA (SCHLEIFER  & KLIPPER-BÄLZ, 1984). Bactérias desse gênero 

pertencem à família Enterococaceae, juntamente com os gêneros 

Baviriicoccus, Catelicoccus, Melissococcus, Polibacter, Tetragenococcus e 

Vagococcus; ele compreende 53 espécies distintas e duas subspécies (LPSN, 

2014), sendo E. faecalis e E. faecium as principais espécies isoladas a partir de 

alimentos (CAMARGO et al., 2014). A respeito das características fenotípicas, 

tem-se que os Enterococcus podem apresentar-se como cocos isolados, em 

pares ou em cadeias curtas; gram positivos, catalase negativo, não formadores 

de esporos, oxidase negativo, anaeróbio facultativo e possuem temperatura 

ótima de multiplicação de 35 °C, sendo que a maioria das espécies toleram a 

faixa de 10 a 45 ºC; também podem apresentar multiplicaçãona presença de 

altas concentrações de NaCl (até 6,5 %); pH em torno de 9,6 e sobreviver a 60 

ºC por 30 minutos, sendo portanto, termodúricos (SCHLEIFER  & KLIPPER-

BÄLZ, 1984). Além disso, integram o grupo das LAB, apresentando 
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metabolismo homofermentativo, ou seja, apresentam o ácido lático como 

principal produto da fermentação da glicose, sem produção de gás. O conteúdo 

de pirimidinas (G + C) no DNA varia de 37 a 45 % (MURRAY, 1990). 

Apesar dos Enterococcus spp. pertencerem ao grupo de LAB, sua 

utilização como probiótico requer bastante estudo, uma vez que mesmo 

apresentando vários requisitos exigidos para um micro-organismo probiótico 

(FRANZ et al., 1999), ele também está associado a processos inflamatórios 

nos seres humanos (DOBSON & BAKER, 1990).  

Dentre os aspectos benéficos observados pelos Enterococcus spp 

estão: capacidade de aderência ao epitélio intestinal (REDONDO, 2008); 

produção de ácidos, peróxido de hidrogênio e bacteriocinas (enterocinas) 

(RODRÍGUEZ et al., 2012), é também não invasivo, não patogênico, não 

carcinogênico e ainda pertence a microbiota intestinal normal (SALMINEN, et 

al., 1996). Porém este gênero também está associado a certas 

patogenicidades como infecções nosocomiais e ainda se envolver com casos 

de bacteremia, com ou sem casos de endocardites (MOELLERING, et al., 

1974), infecções do trato urinário (MALONE et al., 1986) e/ ou sepsia neonatal 

(DOBSON & BAKER, 1990), além de poderem carrear genes de resistência a 

antibióticos (SHEPARD & GILMORE, 2002).  

Pesquisas indicam que Enterococcus de origem alimentar apresentam 

menores fatores de virulência do que isolados de origem clínica (EATON & 

GASSON, 2001). Mesmo assim, sua utilização como probiótico é muito 

controversa na comunidade científica, devendo sua avaliação de segurança ser 

executada com bastante cuidado. 

 

3.4.2. Seleção de micro-organismos probióticos 

Para que um micro-organismo se caracterize como potencialmente 

probiótico e apresente reconhecimento como GRAS (generally recognized as 

safe) deve-se avaliar seus aspectos taxonômicos, fenotípicos, genéticos, 

funcionais, tecnológicos e de segurança. Devem atuar de forma eficaz no TGI, 

necessitando apresentar características como: ser de origem humana; resistir 

ao suco gástrico, à bile, à lisozima e às condições de processamento e 

armazenamento, ter capacidade de se aderir ao epitélio, capacidade de 



13 
 

agregação e apresentar concentração adequada no momento do consumo 

(BRASIL, 2008; FAO/ OMS, 2006).  

 

3.4.2.1 Aspectos de segurança 

 Os mais importantes aspectos de segurança para uso de bactérias como 

probióticos incluem: origem da estirpe, identificação adequada a nível de 

espécie, não apresentar histórico de associação com doenças ou desordens 

intestinais, não carrear genes plasmidiais de resistência a antibióticos, não 

promover a degradação de muco intestinal, não translocar ou induzir 

translocação de micro-organismos patogênicos para sítios extra-intestinais e 

não possuir fatores de patogenicidade, como a produção de hemolisina e 

gelatinase, (SAARELA, 2000; FAO/WHO, 2001).  

 

3.4.2.1.1 Identificação genética.  

De acordo com a FAO/ WHO (2001), todas bactérias, para serem 

consideradas probióticas, devem estar adequadamente identificadas a nível de 

espécie, utilizando métodos aceitos internacionalmente.  

A análise comparativa da sequência de determinados genes de 

macromoléculas conservadas tem sido empregada para a classificação de 

micro-organismos. A partir da década de 1980, a análise da sequência do RNA 

ribossomal (rRNA) se tornou amplamente utilizada como ferramenta 

taxonômica.  

O ribossomo procariótico é uma unidade 70S (Svedberg) composta por 

duas subunidades funcionais: 50S e 30S. A subunidade 50S é composta pelos 

RNAs 23S e 5S, além de aproximadamente 34 proteínas. Já a subunidade 30S 

é composta pelo RNA 16S e aproximadamente 21 proteínas (JAY, 2009). O 

sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S tem sido extensivamente 

utilizada com finalidade taxonômica e filogenética e é considerado o método de 

referência para a identificação bacteriana (NOLTE & CALIENDO, 2003). As 

sequências encontradas são comparadas com aquelas depositadas em bancos 

de dados, como o National Center for Biotechnology Information (NCBI) e 

Ribosomal Database Project (RDP), cujo acesso é gratuito.  
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3.4.2.1.2 Resistência a antibióticos. 

Antibióticos são substâncias químicas que possuem atividade 

bactericida ou bacteriostática sobre micro-organismos, podendo ser produzidas 

por bactérias, fungos ou sintetizadas total ou parcialmente (SILVA, 2006).  

As estratégias dos antibióticos correspondem a distintos mecanismos 

de ação (Figura 2). Estes antimicrobianos foram introduzidos para o tratamento 

de doenças microbianas, porém seu uso tem se tornando cada vez mais difícil, 

pois além de perturbar a eubiose intestinal, o emprego empírico e 

indiscriminado destas drogas pode levar ao desenvolvimento de resistência 

bacteriana e, consequentemente, desencadear o surgimento de infecções por 

micro-organismos multirresistentes (GRILLO, 2013). Desta forma, é 

imprescindível o conhecimento do perfil de sensibilidade das bactérias que 

estão diretamente associadas a infecções, bem como o mecanismo de 

disseminação da resistência. 

 

 

Figura 2. Mecanismo de ação de diferentes antimicrobianos.  

Fonte: Jáckson, et al.; 1998 (modificado). 
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alvo; iii) redução da suscetibilidade ao alvo; ou iv) aquisição de novos 

mecanismos de resistência (BERGER-BÄCHI, 2002). 

As bactérias probióticas apresentam variada resistência aos 

antimicrobianos (KLEIN, 2011), devido às suas características intrínsecas ou 

por aquisição da resistência.  

A resistência intrínseca é baseada nas características naturais do 

micro-organismo, como fisiologia e peculiaridades estruturais da estirpe 

(características da parede celular ou perda da função ativa do antibiótico) e não 

transferíveis a outros micro-organismo (WHIGHT, 2005) e os genes para esta 

resistência parecem residir no cromossoma (MURRAY, 1990).  

Já a resistência adquirida pode ser transferida horizontalmente entre 

bactérias e resulta da mutação no genoma bacteriano ou aquisição de genes 

de resistência por meio de processos de conjugação (requer transferência pelo 

contato célula-célula, diferentemente de outros processos), transdução 

(transferência genética por intermédio de bacteriófagos) e transformação 

(absorção de DNA solúvel a partir do meio por células doadoras) (MATHUR & 

SINGH, 2005). Transpossons podem também contribuir para transferência de 

genes, onde segmentos podem ―saltar‖ ou transferirem entre eles a partir de 

uma molécula de DNA (plasmídeo, cromossomo) para outra (plasmídeo, 

cromossomo, fago) dentro de uma única célula (TORTORA et al., 2005). 

Logo, pode-se dizer que estirpes bacterianas que carreiam genes de 

resistência adquirida a antibióticos, não devem ser utilizadas em alimentos, a 

menos que haja comprovação de que tal fenótipo seja resultante de mutação 

cromossômica (KLARE et al., 2007). 

Como exemplos de resistência em LAB, é conhecido que Lactobacillus 

spp. heterofermentativos são intrinsecamente resistentes à vancomicina 

(AMMOR et al., 2008) devido a presença de D-Ala-D-lactato em seu 

peptidoglicano ao invés do dipeptídeo D-Ala-D-Ala (KLEIN et al., 2000). A baixa 

suscetibilidade de Enterococcus spp. aos ȕ-lactâmicos é devido principalmente 

à superprodução de uma proteína de ligação de penicilinas (PBP) de baixa-

afinidade à penicilina, ou ainda por mutações nas PBP o que as torna menos 

suscetíveis a inibição pelas penicilinas (WILLIAMSON, et al., 1985). 

A determinação da resistência a antibióticos por métodos in vitro pode 

ser realizada por teste de diluição em ágar (HERRERO et al.,  2006), difusão 
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em discos (CAMARGO, 2014), E-test (AMMOR et al., 2008) e microdiluição 

(embora o cálculo do MIC seja minucioso). Os diferentes métodos por 

utilizarem condições experimentais distintas (tempo e temperatura de 

incubação, quantidade do inóculo, meio de cultura) acabam complicando a 

comparação direta com os resultados disponíveis na literatura (AMMOR et al., 

2007). 

 

3.4.2.1.3 Fatores de patogenicidade: Atividade de gelatinase, atividade 

hemolítica e sensibilidade ao soro humano. 

 Os fatores de patogenicidade, também conhecidos como fatores de 

virulência, referem-se a mecanismos comuns observados entre vários micro-

organismos patogênicos. Assim, a presença das atividades de gelatinase e 

hemolítica não são desejadas nas bactérias que serão utilizadas como 

probióticas. 

 A produção da hemolisina ocorre devido ao requerimento de íons de 

ferro, micronutriente fundamental que atua como cofator enzimático no 

desenvolvimento de micro-organismos patogênicos (HUSAIN, 2008). A 

aquisição de íons de ferro por tais micro-organismos pode desencadear anemia 

e edema no hospedeiro (VESTERLUND et al, 2007). No entanto, sabe-se que 

as LAB não requerem este íon para se multiplicarem, característica esta que 

oferece certa vantagem ecológica em seus habitat naturais, onde, em alguns 

casos, competem com bactérias patogênicas, como ocorre no trato intestinal 

(ELLI et al., 2000). Porém algumas LAB apresentam atividade hemolítica, 

sendo consideradas potencialmente virulentas.  

 A gelatinase é uma enzima proteolítica capaz de hidrolisar a gelatina, 

colágeno, caseína, hemoglobina e outros peptídeos bioativos e está associada 

à inflamações e virulências em humanos e animais (KANEMITSU et al., 2001). 

De acordo com uma revisão de literatura realizada pela FIOCRUZ 

(PINHEIRO, 2008), um dos componentes do LH são as proteínas do 

complemento. Também é sugerido que há uma via endógena pela qual as 

bactérias da microbiota intestinal atravessam o epitélio intestinal (SHERMAN, 

2010), carregadas dentro de células dentríticas na corrente sanguínea, 

colonizando os ductos lactíferos das mulheres no final da gestação e início da 

lactação (DONNET-HUGHES et al., 2010).  
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Assim, espera-se que as bactérias láticas legítimas do leite humano 

sejam resistentes à ação das proteínas do complemento do soro sanguíneo e 

sejam capazes de crescer bem no soro humano, diferentemente dos 

patógenos, conforme os achados de Vesterlund et al. (2007).  

O sistema complemento presente no sangue atua, como principal 

função biológica para reconhecer partículas estranhas e macromoléculas e 

eliminá-las, seja por opsonização (fagocitose) ou lise (no caso das bactérias 

que apresentam bicamada lipídica em sua membrana).  

O efeito bactericida do complemento utilizando testes in vitro ocorre 

apenas por lise celular, em um processo que requer ativação do complemento, 

que pode ser por três vias: clássica, alternativa e da lectina. Cada uma das três 

vias é inicializada por diferentes proteínas de reconhecimento, mas todas 

levam a ativação de uma cascata do componente 3 do complemento (C3), que 

receberá atuação da C3 convertase, liberando C3a (anafilatoxina) e C3b. O 

componete C3b tornar-se parte da C5 convertase que cliva C5, liberando C5a 

(fator quimiostático que atrai neutrófilos) e C5b. Este último agrupa-se com C6, 

C7 e C8, gerando o complexo C5b678 que se liga a 1-18 moléculas de C9. O 

conjunto C5b6789(1-18) é denominado complexo de ataque a membrana 

(MAC), que perturba o gradiente de prótons através da membrana, 

desencadeando lise e morte celular (CARROLL E SIM, 2011).  

Desta forma, a resistência ao soro pode ser um teste complementar de 

segurança capaz de diferenciar bactérias láticas de patógenos, e sugerir que 

bactérias probióticas não irão gerar resposta imune exacerbada com potencial 

inflamatório para os consumidores.  

  

3.4.2.2 Aspectos de funcionalidade 

Dentre os aspectos de funcionalidade as bactérias probióticas devem 

apresentar: i) capacidade de aderir à mucosa intestinal; ii) resistência aos sais 

biliares; iii) resistência à lisozima; iv) resistência ao suco gástrico; v) produção 

de substâncias antimicrobianas; e vi) antagonismo a patógenos (SAARELA, 

2000; FAO/ WHO, 2002). 
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3.4.2.2.1 Resistência às barreiras gastrointestinais 

As bactérias probióticas, para atuarem nos intestinos delgado e grosso 

e exercerem os efeitos desejados, devem resistir às barreiras gastrointestinais, 

ou seja, devem ser capazes de resistir às enzimas da cavidade oral, como a 

lisozima (FULLER, 1992), à acidez gástrica e à toxicidade da bile (GIBSON & 

FULLER, 2000) dentre outras. 

Sabe-se que o estômago apresenta um baixo pH, em torno de 2,5 a 3,5 

(HOLZAPFEL et al., 1998), e a pepsina apresenta ação antimicrobiana. Assim 

a combinação desta enzima a baixos valores de pH formam uma barreira eficaz 

frente à entrada de bactérias no trato intestinal.   

O teste in vitro para seleção de estirpes resistentes ao suco gástrico, 

não compreende um padrão quanto à tolerância às condições gástricas, mas 

uma escala de pH entre 1,0 a 5,0 tem sido sugerida para seleção de bactérias 

probióticas (CHOU & WEIMER, 1999; CHUNG et al., 1999). Além disso, o 

tempo de trânsito do alimento pelo estômago dura em média 90 minutos, mas 

pode atingir até 4 h, dependendo da sua natureza (BERADA et al., 1991). 

Assim, é comum em testes in vitro verificar a capacidade de sobrevivência da 

bactéria probiótica nessas condições por até 3 horas (NEUMANN & 

FERREIRA, 1995).  

Após a passagem pelo estresse ácido do estômago, tais bactérias se 

deparam com os sais biliares. Estes sais constituem o maior componente da 

bile e tratam-se de uma estrutura anelar de colesterol ligada à aminoácidos 

(glicina ou taurina) por ligações amida. A natureza anfifílica destes sais fazem 

deles emulsificantes, facilitando a absorção de lipídeos da dieta, ou agindo nos 

lipídeos da membrana celular das bactérias, destruindo-a (BEGLEY et al, 

2005).  

Alguns micro-organismos no TGI são capazes de hidrolisar as ligações 

amida dos sais biliares pela atividade enzimática da hidrolase de sais biliares 

(BHS), tais como enterococos, bacteroides, bifidobactérias e outros (HILL E 

DRASAR, 1968), criando sais biliares desconjugados, pela separação da 

glicina e taurina a partir da porção esteroide (DU TOIT et al., 1998), reduzindo 

os efeitos tóxicos dos sais biliares conjugados. No entanto, sais biliares 

desconjugados também podem danificar a membrana celular da bactéria, 

causando sua morte (KURDI et al, 2006).  
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A resistência das bactérias láticas aos sais biliares tem sido verificada 

testando diferentes concentrações de bile em meio seletivo (GILLILAND et al., 

1984). Lactobacillus e Bifidobacterium geralmente resistem aos sais biliares 

(KOLL et al, 2010; CHARTERIS et al, 1998), mas o nível de resistência varia 

entre espécies (CHATEAU et al 1994; GILLILAND et al, 1984), e tal diferença 

ocorre devido a produção e circulação da BSH, que reduz os efeitos tóxicos 

dos sais biliares conjugados.  

  

3.4.2.2.2 Antagonismo a patógenos 

 O antagonismo das estirpes probióticas frente a patógenos é 

interessante devido ao seu efeito protetor no hospedeiro contra as doenças que 

micro-organismos patogênicos podem desencadear (SAARELA et al, 2000). Os 

mecanismos antagônicos observados em Lactobacillus spp. e bifidobactérias 

ocorrem pela produção de ácidos orgânicos (acético e lático principalmente); 

competição por nutrientes e por sítios de adesão, estimulação do sistema 

imune do hospedeiro e produção de substâncias antimicrobianas específicas, 

como bacteriocinas e peróxido de hidrogênio (SERVIN, 2004). 

 A natureza lipofílica destes ácidos associado a sua forma não 

dissociada, podem se difundir na membrana celular, causando alterações no 

pH interno. No citoplasma célular estes ácidos sofrem dissociação, 

promovendo um colapso do gradiente de prótons e, consequentemente, 

interrupção do sistema de transporte de substrato para a célula, 

comprometendo as funções metabólicas do micro-organismo (MROZ, 2000). 

 As bacteriocinas são pequenas proteínas catiônicas, ou peptídeos, 

heterogêneas e hidrofóbicas, constituídas de 20 a 60 resíduos de aminoácidos, 

de elevado ponto isoelétrico, característica anfipáticas e ribossomicamente 

sintetizados e secretados por bactérias, sendo ativos contra bactérias 

patogênicas e deteriorativas, variando consideravelmente quanto ao micro-

organismo produtor, espectro de ação, peso molecular e suas propriedades 

bioquímicas (KLAENHAMMER, 1993; CLEVELAND et al, 2001). 

 O modo de ação das bacteriocinas depende da sua concentração, 

podendo exercer efeito bactericida ou bacteriostático, atuar na permeabilidade 

da membrana dos micro-organismos sensíveis pela formação de poros, 
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desencadeando desbalanço iônico e fluxo de íons fosfato (BRUNO; 

MONTVILLE, 1993). 

 Outra importante substância antimicrobiana são os metabólitos de 

oxigênio, tais como peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicais livres, que 

apresentam efeito bactericida ou bacteriostáticos frente a micro-organismos 

patogênicos e deterioradores. A produção do H2O2 ocorre durante o 

metabolismo das bactérias do ácido lático na presença de oxigênio, em função 

da ação de flavoproteínas oxidases ou peroxidases (HOLZAPFEL et al, 1995). 

O H2O2 pode promover a inativação de enzimas pela oxidação de grupos 

sulfidrílicos; alterar a permeabilidade da membrana por peroxidação de lipídeos 

e danificar o DNA bacteriano pela formação de radicais livres como O2- e 

hidroxil (OH-), e tais alterações podem ser reversíveis ou não (PIARD; 

DESMAZEAUD, 1991). 

 

3.5. LH como fonte de probiótico 

À longa data o conceito de probióticos remete a ideia de micro-

organismos que promovem efeitos benéficos ao hospedeiro quando oriundo do 

seu TGI. Porém alguns estudos vêm sendo executados para avaliar se o LH 

pode ser uma fonte importante destas bactérias como probiótico. 

Heikilä & Saris (2003) avaliaram o potencial probiótico de bactérias 

endógenas do LH testando a atividade antimicrobiana destes isolados frente a 

Staphylococcus aureus, por se tratar de uma bactéria comumente associada a 

infecções da nutriz e do RN. Dentre as espécies que antagonizaram S. aureus 

foram: Staphylococcus epidermidis, Streptococcus salivarium, Enterococcus 

faecalis, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus crispatus, Lactococcus lactis e 

Leuconoctoc mesenteroides.  

Vários estudos foram executados com estirpes de Lactobacillus spp. do 

LH e são apresentados resumidamente na Tabela 1 com relação aos efeitos 

benéficos encontrados. 
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Tabela 1. Efeitos benéficos de algumas linhagens de probióticos isoladas de 

leite humano. 

Linhagem Efeito benéfico Referência 
L. salivarius 
CECT5713 

Colonização intestinal Martín et al,. 2006 
Produção de compostos 
antimicrobianos 

Martín et al,. 2006 

Não produção de D-Lactic Martín et al,. 2006 
Efeito anti-microbiano Olivares et al., 2006 
Efeito imunomodulatório Díaz-Ropero et al., 2006 
Efeito anti-inflamatório Peran et al., 2005; Dias-

Ropero et al., 2006 
L. gasseri 
CECT5714 

Colonização intestinal Martín et al., 2005; 
Olivares et al., 2006 

Melhoria das funções 
gastrointestinal 

Lara-Villoslada et al., 
2007; Olivares et al., 
2006 

Produção de compostos 
antimicrobianos 

Martín et al., 2005 

Efeito anti-microbiano Olivares et al., 2006 
Efeito imunomodulatório Olivares et al., 2006; 

Lara-Villoslada et al., 
2007;  

Efeito anti-alergênico Olivares et al., 2005 
L. fermentum 
CECT5716 

Colonização intestinal Martín et al., 2005; 
Olivares et al., 2006 

Produção de compostos 
antimicrobianos 

Martín et al., 2005 

Efeito anti-microbiano Olivares et al., 2006 
Efeito imunomodulatório Diáz-Ropero et al., 2006 
Efeitos aumentados de 
vacinação 

Olivares et al., 2007 

Efeito anti-inflamatório Peran et al., 2005; Peran 
et al., 2007 

Fonte: LARA-VILLOSLADA et al., 2007 (adaptado). 

 

Zacarías et al (2011) encontraram em algumas amostras do colostro 

Bifidobacterium spp. na proporção de 1,4 a 2,8 log UFC/mL, todas identificadas 

como B. animalis subsp. lactis, que foram avaliadas quanto aos aspectos 

tecnológicos, como estabilidade à temperatura de congelamento a -20 °C e -70 

°C por 6 meses e refrigeração a 5 °C por 4 semanas em leite acidificado com 

ácido lático (pH 4,5), estabilidade ao processamento spray-drying utilizando 

leite desnatado reconstituído a 20 % (p/v), bem como na sua reidratação à 

elevada temperatura (50 °C). Como esta espécie foi satisfatória quanto a 

adequação tecnológica, foi avaliada quanto ao seu efeito imunomodulatório em 



22 
 

camundongos, mostrando resultados positivos quanto ao aumento de células 

produtoras de IgA nos intestinos delgado e grosso.  

Um estudo mais recente realizado por Trento (2012) que selecionou LAB 

do LH por cultivo em diferentes meios, testou a capacidade destas produzirem 

bacteriocinas em teste antagônico frente a vários patógenos como Bacillus 

cereus CTC 011, Listeria inócua L11, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e 

Micrococus luteus ATCC 4698. Os isolados que se mostraram efetivos no 

antagonismo foram testados quanto à resistência a pH 3,0 e pH 2,0, tolerância 

a 0,3 % de sais biliares, capacidade de aderência em chapa de aço inoxidável 

e resistência à clindamicina, eritromicina e gentamicina. Como resultado, seis 

isolados se mostraram aptos como probióticos, identificados como 

Enterococcus durans e Enterococcus avium. 

 Diante destas evidências, verifica-se que várias espécies bacterianas 

presentes no LH apresentem potencial como probiótico e, conhecendo os 

critérios de seleção necessários para ganho desta alegação funcional, o 

objetivo do presente trabalho foi verificar se as culturas láticas predominantes 

do LH em diferentes fases de maturação são aptas quanto aos aspectos 

funcionais e de segurança para serem utilizadas como probióticos.  
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4. METODOLOGIA 

A pesquisa foi conduzida no Laboratório de Culturas Láticas do 

Departamento de Tecnologia de Alimentos no Instituto de Biotecnologia 

Aplicada à Agropecuária (BIOAGRO), da Universidade Federal de Viçosa 

(UFV), MG. O fluxograma das análises executadas está ilustrado nas Figuras 3 

e 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Fluxograma da seleção de estirpes potencialmente probióticas 
isoladas no trabalho de Costa (2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supostos Lactobacillus spp. Supostas Bactérias bífidas 

Leite humano de 5, 15, 30, 60 e 90 dias de maturação 

Plaqueamento em Ágar Rogosa Plaqueamento em ágar MRS modificado 

Bactérias selecionadas  
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Figura 4. Fluxograma dos testes para seleção de estirpes potencialmente 
probióticas. 
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probiótico 

+ - Avaliar 



25 
 

4.1. Caracterização fenotípica dos isolados  

4.1.1. Origem e ativação dos isolados 

Partindo-se do trabalho desenvolvido por Costa (2012) que isolou 

vários gêneros microbianos do leite humano de 11 mães, em 5 períodos 

distintos (5, 15, 30, 60 e 90 dias após o parto), foram selecionados os isolados 

crescidos em meio Rogosa  e MRS (De Mann, Rogosa e Sharpe, 1960 - 

Acumedia) modificado (carbonato de sódio 0,02 % e cloreto de cálcio 

dihidratado 0,01 % e 1 % (v/ v) de L-cisteína.HCl 0,05 %) (CUNHA, 2006) e 5 

% (v/ v) da solução NPNL (SHAH et al., 1997), incubados à 37 ± 1 °C/ 48 h em 

jarras contendo geradores de anaerobiose (Anaerobac, PROBAC BRASIL) e 

cinco isolados de cada placa da maior diluição foram coletadas e mantidos sob 

congelamento a -80 ˚C em MRS modificado (MRSm) adicionado de solução de 

glicerol (20 %) no Banco de Culturas do Laboratório de Culturas Láticas, 

BIOAGRO. A coleta das amostras foi realizada ao longo do primeiro semestre 

de 2012.  

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

membrana Milipore (0,45 µm) e adicionada assepticamente ao MRS modificado 

esterilizado. A solução NPNL é composta por: ácido nalidíxico (15 mg/ L); 

sulfato de neomicina (100 mg/ L); cloreto de lítio (300 mg/ L) e sulfato de 

paramomicina (200 mg/ L).  

O armazenamento das culturas a baixas temperaturas por 1 ano 

impossibilitou algumas bactérias de se reestabelecerem nas condições normais 

de cultivo (MRS a 37°C/24 – 48h), então mais três mães foram recrutadas e 

seu leite coletado apenas em um tempo: Mãe 12 – leite de 11 dias (transição), 

mãe 13 – leite de 15 dias (transição) e mãe 14 – leite de 21 dias (maduro). Os 

leites foram plaqueados em MRS, purificados por estria de esgotamento e 

presseguiram com as análises.  

 

4.1.2. Coloração de Gram e teste da catalase 

 Os isolados foram ativados em caldo MRS e submetidos à técnica de 

coloração de Gram e ao teste da catalase, de acordo com a metodologia 

descrita por Holdeman et al. (1987). Os isolados gram-positivos, com forma 

cocóide ou bacilar e catalase negativos foram submetidos aos testes de 

segurança.  
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4.2. Determinação dos parâmetros de segurança dos isolados  

Os testes de segurança foram executados em dois momentos, o 

primeiro de caráter eliminatório com os teste da atividade hemolítica e da 

gelatinase; e o segundo após a identificação genética, para verificar a 

resistência a antibióticos e aos componentes do soro humano. 

 

4.2.1. Avaliação da capacidade de produção de hemolisina 

A atividade hemolítica foi executada adaptando-se a metodologia 

descrita por Baumgartner et al. (1998). Para isso as estirpes foram estriadas 

em ágar MRS suplementado com 5 % de sangue de carneiro desfibrinado 

recém-coletado. Os resultados foram avaliados após incubação a 37 ºC/ 48 h, 

em condição de anaerobiose. A atividade hemolítica foi verificada por meio da 

formação de zonas claras ao redor da colônia (ȕ- hemólise), formação de 

pigmento verde (α- hemólise) e ausência de reação (Ȗ- hemólise).  

 

4.2.2. Avaliação da atividade de gelatinase 

 A atividade da enzima gelatinase foi avaliada nas LAB selecionadas, 

Conforme metodologia sugerida por Su et al. (1991), utilizando-se o ágar MRS 

suplementado com 3 % de gelatina. O resultado foi avaliado após incubação 

dos isolados à 37 ˚C/ 48 h sob anaerobiose. A produção da enzima foi 

verificada por meio da formação de um halo ao redor da estria após adição de 

aproximadamente 0,3 mL da solução de Frazier (cloreto mercúrio, 15,0 g; 

concentrado ácido clorídrico, 20 mL; e água destilada, 100 mL) por placa para 

confirmação da hidrólise da gelatina.  

 

4.3. Identificação genética dos isolados 

Os isolados que apresentaram-se como gram-positivos, catalase 

negativos, gama hemolíticos e gelatinase negativos, foram identificados pelo 

sequenciamento do gene 16S rDNA.  
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4.3.1. Extração do DNA genômico 

A extração do DNA foi realizada por meio de uma metodologia 

desenvolvida pelo Laboratório de Imunovirologia Molecular do Departamento 

de Biologia Geralda UFV. 

Após ativação dos isolados, 1,0 mL de cada uma das culturas foi 

transferido assepticamente para microtubo e centrifugado a 3 000 x g por 10 

minutos (Centrifuge 5804 R). O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

ressuspendido em tampão SET (200 mM TRIS, 75 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 

7,5). Foi adicionado 5 µL de lisozima (1 mg/mL) e os tubos incubados a 37 ºC/ 

30 min. Conseguinte, adicionou-se 50 µL de SDS 10% e 10 µL de proteinase K 

(0,6mg/mL), incubando a 55 ºC/ 1 h. Adicionou-se NaCl e clorofórmio, 

homogeneizando-o manualmente por 30 minutos em temperatura ambiente, 

seguido da centrifugação a 12 000 x g por 10 minutos. Transferiu-se o 

sobrenadante para um novo microtubo, acrescentando-se 400 µL de 

isopropanol. Os microtubos foram centrifugados a 12 000 x g/10 min. e o pellet 

ressuspendido em 1 mL de álcool 70 %. Procedeu-se nova centrifugação nas 

mesmas condições descritas acima, deixando-se o pellet secar à temperatura 

ambiente. O DNA foi ressuspendido em 10 µL de água ultra pura e quantificado 

(ng/ µL) em espectrofotômetro a 260-280 nm (NanoDrop 2000 

spectrophotometer– Thermo Scientific). Após quantificação, as soluções foram 

estocadas a -20 ºC. 

 

4.3.2. Amplificação do gene 16S rDNA 

A reação da PCR foi realizada empregando-se primers universais, P027 

(5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-γ’) e R149β (5’-

GAGAGTTTGATCCTGGCTCTCAG-γ’) para amplificação do DNA entre as 

posições 27 e 1492 da região 16S do rDNA, como descrito por DELVAUX 

(2012). Tal reação foi padronizada para volume final de 75 µL, contendo, para 

cada reação, 2,5 µL de tampão 10X, 0,5 µL de desoxirribonucleotídeo 

trisfosfato (10 mM dNTP), 0,75 µL de MgCl2 (50 mM), 100 ng de DNA, 0,25 µL 

da Taq DNA polimerase e 1,25 µL de soro albumina bovina (BSA 10X). As 

amostras foram amplificadas em termociclador (Applied Biosystems) utilizando 

a seguinte programação: desnaturação inicial de 94 °C/ 4 min; 35 ciclos de 94 

°C/ 30 seg (amplificação), anelamento a 63 °C/ 60 seg, extensão a 72 °C/ 90 
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seg e extensão final a 72 °C/ 7 min (DELVAUX, 2012). Os produtos da PCR 

ficaram estocados a – 20 °C até o momento de sua utilização. 

Os produtos da reação da PCR foram separados por meio de 

eletroforese em gel de agarose 0,8 % (m/ v), utilizando-se o marcador de 1 kb 

DNA Ladder RTU (Read-to-use – 250 a 10.000 pb). O gel foi submetido a uma 

corrente de 100 V por 60 min e corado com solução de brometo de etídio de 

0,5 mg/ mL.Os perfis das bandas foram analisados em transiluminador de luz 

ultravioleta.  

Após confirmação da amplificação e geração de um fragmento de1500 

pb, as amostras da reação de PCR foram purificadas utilizando o kit comercial 

Wizard® SV and PCR Clean-Up system (Promega, Wisconsin, USA), de acordo 

com as instruções do fabricante. 

 

4.3.3. Sequenciamento do gene 16S rDNA 

Os produtos da PCR foram enviados para sequenciamento à empresa 

Macrogen Inc. (Seoul, Korea). Os resultados fornecidos foram otimizados para 

análisecom o programa BioEdit (Califórnia, EUA) para geração de contigs e 

comparados com as sequências depositadas em bancos de dados como RDP 

(Ribosomal Database Project) e GenBank do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequências foram 

alinhadas utilizando o MAFFT (KATOH et al., 2002) e o alinhamento foi 

inspecionado manualmente, sendo posteriormente cortado utilizando o G-

blocks (CASTRESANA, 2000). A matriz de distância aos pares (p-distance) foi 

calculada e os isolados foram agrupados pelo método Neighbor Joining 

(AUDISIO et al., 2011; SAITOU & NEI, 1987) utilizando o software MEGA 

versão 6 (Tamura, Stecher, Peterson, Filipski e Kumar, 2013). O suporte 

estatístico da árvore filogenética NJ foi calculado em 10.000 repetições de 

bootstrap e valor de corte de 90 %, utilizando-se Sulfolobus shibatae strain B12 
(NR 044677) como raiz (outgroup). 

 

4.4 Susceptibilidade aos antibióticos 

Para a verificação do perfil de sensibilidade à diferentes antibióticos, foi 

utilizado o método da difusão em placa (BAWER et al., 1966) com discos 

impregnados com os seguintes antibióticos: amicacina (10 μg), ampicilina (γ0 
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μg), cefalexina (γ0 μg), vancomicina (γ0 μg), meropenem (10 μg), gentamicina 

(10 μg), oxacilina (1 μg), cefalotina (γ0 μg), eritromicina (15 μg), sulfonamidas 

(γ00 μg), penicilina (10 μg), ceftriaxona (γ0 μg), ciprofloxacina (5 μg) e 

amoxicilina (10 μg); obtidos do laboratório SENSIFAR® (Cefar Diagnóstica, São 

Paulo, Brasil). 

LAB do LH e um de S. aureus (FIOCRUZ) foram previamente ativados e 

distribuídos (100 µL) pela técnica spread plate em placas de Petri contendo 

ágar MRS ou BHI, respectivamente, em concentração próxima a 108 UFC/mL 

(LEHTO; SALMINEN, 1997). O ágar MRS foi utilizado, substituindo o ágar 

Mueller-Hinton devido ao fato das LAB serem muito fastidiosas. Os discos 

contendo os antibióticos foram adicionados às placas em pontos equidistantes, 

sob leve pressão, com o auxílio de uma pinça estéril, Após 1 hora sob 

temperatura ambiente, as placas foram incubadas a 37 ºC, por 16 a 18 h e 24 h 

no caso da vancomicina (NCCLS 2003). A técnica foi realizada em duas 

repetições e S aureus ATCC 25923 utilizado como controle. A sensibilidade do 

micro-organismo foi avaliada por meio da medição dos halos de inibição ao 

redor dos discos de antibióticos, medidos com régua e expressos em mm 

(incluindo o diâmetro do disco). De acordo com o tamanho do halo obtido, os 

isolados foram classificados em resistente, intermediário e sensível (NCCLS 

M100-S15, 2005). 

A escolha dos antibióticos utilizados foi baseada na frequência de uso 

relatada por profissionais de saúde ativos nas Unidades de Terapia Intensiva 

(UTI) neonatais da cidade de Viçosa-MG. 

 

4.5 Resistência ao Soro Humano 

Para verificar a sensibilidade ao soro humano das LAB do LH, utilizou-

se a metodologia descrita por Vesterlund et al (2007) com algumas 

modificações. Amostras de sangue de três doadores (adultos saudáveis) foram 

centrifugadas e agrupadas e armazenados a -20 °C até o momento do uso. 

Metade do soro obtido foi tratado termicamente (soro DT) a 56 ˚C/ β0 min para 

inativar o sistema complemento e o restante do soro não passou por 

tratamento térmico (soro At), para avaliar o perfil de morte ou inibição da 

proliferação das culturas testadas na presença do sistema complemento ativo.  
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As bactérias analisadas foram ativadas e cultivadas em caldo MRS a 

37 ˚C/ 18 h. Aliquotas de 100 µL da bactéria foi inoculada em tubos contendo 3 

mL de MRS e incubadas a 37 ˚C por aproximadamente 3 h, para apresentarem 

D.O. inicial de 0,4 ± 0,1 em espectrofotômetro a 600 nm, para padronização do 

número de bactérias (107 – 108 UFC/mL). Conseguinte, os isolados foram 

lavados (2x) com tampão fosfato salino (PBS; pH 7.2, 10 mM fosfato)  e 

inoculadas em soro At ou soro DT, sendo a concentração final do soro de 80 

%, ou seja, 50 µL do isolado foram inseridos em 200 µL do soro e incubados a 

37 ˚C/ 90 min. A reação foi interrompida pela incubação em gelo por 10 min.  

A resposta dos isolados ao soro foi analisada de duas maneira, a 

primeira por citometria de fluxo, para verificar a tendência comportamental dos 

isolados em relação a porcentagem de morte; e a segunda, por plaqueamento 

em profundidade, para avaliar se as bactérias sobreviveram após exposição 

aos soro, pela contagem em UFC/mL.  

Para comparações comportamentais, foram analisados dois isolados 

de Lactobacillus gasseri (AJ02 e AJ36, pertencentes à coleção de culturas do 

Laboratório de Culturas Láticas da UFV), duas amostras de Cronobacter 

sakazakii DCD 7006 e CDC 7008, oriundas da Center For Disease Control, e 

doadas pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, São Paulo – SP), representanto 

patógeno G- e uma amostra de S. aureus ATCC 25923, doada pela FIOCRUZ, 

um patógeno G+. Os L. gasseri foram isolados de fezes de recém-nascidos e 

possuem indicação de uso como probiótico. 

No ensaio de citometria, após interrupção do tratamento pelo banho de 

gelo, os isolados foram lavados duas vezes em PBS e acrescido de uma 

solução de iodeto de propídio (1 mg/mL) 5 minutos antes da leitura no 

citômetro (FACSVerse). Já no ensaio por plaqueamento, após o banho de gelo 

realizou-se diluições seriadas em PBS e alíquotas foram plaqueadas em ágar 

MRS com incubação a 37 ˚C/ 48 h.  

Este teste foi conduzido em três condições de tratamentos (soro At, DT 

e MRS para LAB/ BHI para patógenos) com LAB de LH, dois Lactobacillus 

gasseri, dois Cronobacter sakazakii e um Staphylococcus aureus com três 

leituras/ plaqueamentos cada.  

 



31 
 

4.6. Determinação dos parâmetros de funcionalidade dos isolados 

4.6.1. Preparo do inóculo 

Para a execução dos testes de resistência ao suco gástrico e a sais 

biliares, cada isolado foi ativado três vezes consecutiva em caldo MRS, sendo 

a última ativação realizada em um volume de 20 mL. Após crescimento, cada 

cultura foi transferida para tubos de centrífuga de polipropileno (50 mL), com 

tampas rosqueáveis, previamente esterilizados. A centrifugação foi realizada à 

2.750 x g por 15 minutos, a 4 ˚C (Beckman GS – 6R); o sobrenadante 

descartado e o concentrado célular ressuspendido em 2 mL de caldo MRS. O 

inóculo foi ajustado adicionando-se gotas do concentrado celular em tubos 

contendo 5 mL de caldo MRS estéril, até obtenção de uma densidade ótica de 

0,9 +/- 0,2 em espectrofotômetro a 600 nm. Esse inóculo foi utilizado nos testes 

de resistência ao suco gástrico e sais biliares (TESHIMA, 2001). 

 

4.6.2. Teste de resistência ao suco gástrico 

O concentrado de células padronizado (DO ~ 0,9) de cada cultura foi 

inoculado (5 %) em 10 mL de suco gástrico artificial (cloreto de sódio: 2,0 g; 

pepsina: 3,2 g; ácido clorídrico concentrado: 7 mL; água destilada: 1000 mL; e 

pH final de 2), de acordo com  a descrição da farmacopeia americana 

publicada pela American Society of Microbiology, ASM (1981).  

As amostras foram incubadas a 37 ˚C, sendo realizado plaqueamentos 

(profundidade) em ágar MRS após 0, 15, 30, 60 e 90 minutos de exposição ao 

suco gástrico o início da incubação por duas vezes, totalizando 110 

plaqueamentos. A solução de suco gástrico foi esterilizada a frio (membranas 

de Milipore de 0,45 µm) e a contagem de células viáveis das placas foi 

realizada após incubação a 37 ˚C/ 48h. 

 

4.6.3. Teste de resistência a sais biliares 

A partir do concentrado de células padronizado (DO ~ 0,9), 5 % deste foi 

inoculado em tubos contendo 5 mL de caldo MRS, adicionado ou não (controle) 

de 0,3 % de Oxgall. Os tubos foram mantidos a 37 ˚C e o crescimento avaliado 

em espectrofotômetro a 600 nm, em intervalos de 2 h, durante 6 h de 

incubação (GILLIAND et al., 1984). O teste foi realizado com duas repetições.  
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 Segundo Gilliand et al. (1984), uma bactéria é considerada resistente a 

sais biliares quando apresentar DO ≥ 0,γ (600 nm) após 6 h de incubação na 

presença de 0,3 % de sais biliares. 

 

4.6.4. Antagonismo a patógenos 

A atividade antagônica dos isolados frente a micro-organismos 

patogênicos foi avaliada pela técnica spot (FLEMING, 1975).  

 

4.6.4.1 Origem, manutenção e ativação dos micro-organismos indicadores 

Os micro-organismos patogênicos e indicadores utilizados foram: 

Staphylococcus aureus (ATCC 13565), Escherichia coli (ATCC 11229), 

Salmonella sp. (ATCC 13076) e Listeria monocytogenes (ATCC 15313), 

obtidos da FIOCRUZ. Os isolados foram mantidos sob congelamento a -80 ºC, 

em caldo BHI (Brain Heart Infusion Difco, USA), adicionados de solução de 

glicerol 20 % (v/ v).  

Antes das análises, as culturas foram descongeladas à temperatura 

ambiente e ativadas (1 %) por três vezes consecutivas em meio BHI. As 

culturas foram incubadas a 37 ºC/ 18 a 24 horas.  

 

4.6.4.2 Determinação do antagonismo das LAB isoladas do LH a 

patógenos por meio da técnica de spot  

As LAB previamente ativadas em caldo MRS foram spotted (3,5 µL) na 

superfície de placas contendo 20 mL de ágar MRS (1,5 %). Conseguinte, as 

placas foram incubadas a 37 ºC/ 24 h. Após formação de colônias visíveis, 10 

mL de ágar semissólido BHI (0,7 %), contendo cerca de 106 UFC/mL do micro-

organismo indicador, foram vertidos sobre a placa. Após refrigeração por 12 

horas, as placas foram incubadas a 37 ºC/ 24 h (FLEMING, 1975). A atividade 

antagonista foi verificada pela formação de zonas claras ao redor das colônias, 

medidas manualmente com auxílio de uma régua.  

Para verificar se a natureza do agente inibidor tratava-se de ácidos 

orgânicos, as culturas que apresentaram halo de inibição frente aos patógenos 

analisados, foram testadas com diferentes concentrações de hidróxido de sódio 

(0,01; 0,1; 1; 2 e 10 mol/L) onde uma pequena alíquota desta substância foi 

colocadas ao redor das colônias das LAB (CUNHA et al., 2012). As placas 
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foram deixadas a temperatura ambiente durante 1 h. Conseguinte, uma 

sobrecamada com 10 mL de ágar BHI semi-sólido (0,75 %) contendo 106 

UFC/mL da bactéria indicadora foram vertidas na placas, seguido da incubação 

overnight a 37 ºC.  

 

4.7 Análise Estatística 

O teste de resistência ao soro humano teve a normalidade da 

distribuição das leituras avaliada segundo o teste de Shapiro-Wilk. Os dados 

foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Withney para 

comparação de médias entre os diferentes tratamentos (MRS, Soro AT e Soro 

DT). A análise gráfica por boxplot foi utilizada para analisar por categoria, 

patógenos (Cronobacter sakazakii CDC 7006 e 7008 e S. aureus), probiótico 

(AJ02 e AJ36) e teste (11 LAB) 

No teste de antagonismo a patógenos, a normalidade da distribuição foi 

avaliada pelo método de Shapiro-Wilk. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado 

para avaliar o desempenho antagônico geral dos isolados e Mann-Withney 

para atividade antimicrobiana individual dos isolados. Estes resultados foram 

ilustrados e analisados por boxplot. 

Foi empregado o software SPSS Statistics for Windows 17 0 .  

 

4.8 Aspectos Éticos: 

Todos procedimentos foram realizados de forma a não comprometer a 

identidade e integridade dos indivíduos envolvidos, com a devida autorização 

do Conselho de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Viçosa – CEP/ 

UFV aprovado com o parecer número 663.168 de 03/06/2014 (Anexo A). 
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5. RESULTADOS 

5.1 Características fenotípicas dos isolados 

O plaqueamento do LH das onze nutrizes, realizado por Costa (2012) 

nos meios Rogosa e MRS, revelou maior seletividade do meio Rogosa, pois o 

leite de algumas mães não apresentaram bactérias cultiváveis neste meio. De 

uma forma geral, foram obtidas altas contagens em ambos meios, onde no 

meio MRS foi observado contagens até 9,56 x 105 UFC/mL e no Rogosa até 

1,81 x 104 UFC/mL (Anexo B).  

Para cada conjunto mãe/ período de lactação, cinco colônias foram 

coletadas aleatoriamente, cultivadas em caldo MRS e armazenadas em meio 

contendo glicerol 20 %. Desta forma, Costa (2012) obteve 245 isolados 

bacterianos utilizando o meio MRS e 75 isolados em Rogosa. Porém após 1 

ano de armazenamento a -80 ºC, mesmo adicionado de substância 

crioprotetora (glicerol), foi possível ativar 140 isolados do MRS e 43 do Rogosa, 

totalizando 183 amostras. Para as outras três mães recrutadas, 20 isolados de 

cada amostra foram coletados, totalizando 60 isolados, todos obtidos de MRS. 

Pela análise morfológica utilizando-se a técnica de coloração de Gram, 

para as amostras isoladas em MRS foram encontradas leveduras em 30 

amostras (Figura 5), cocos gram negativos (G -) em 10 amostras, cocos gram 

positivos (G +) em 47 amostras e bacilos ou cocos-bacilos G + em 53 

amostras. Dos 60 isolados das três mães recrutadas posteriormente, todos 

apresentaram-se como cocos G+, mas a presença de levedura foi observada 

em 15/20 da mãe 12, 15/20 da mãe 13 e 17/20 da mãe 14. Já para os isolados 

obtidos em Rogosa, observou-se a presença de cocos G+ em 23 amostras e 

bacilos ou coco-bacilos G + em 20 amostras. As amostras com presença de 

leveduras e G -, foram descartadas.  
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Figura 5. Fotos da aparência de tubos com levedura, bem como a 

característica da colônia na placa. 

 

Nenhuma bactérias isolada isolado em Rogosa apresentou atividade 

da catalase, ao passo que três isolados gram + do meio MRS apresentaram 

atividade para este teste e foram descartadas. Logo, os isolados com as 

características fenotípicas desejáveis para obtenção de LAB com potencial 

probiótico foram: 53 cocos G+, 44 isolados bacilar ou coco-bacilo G+, 

totalizando 97 amostras obtidas do MRS, e 23 cocos G+ e 20 bacilos ou coco-

bacilos G+, totalizando 43 amostras obtidas de Rogosa.  

Dentre os 13 isolados das mães 12, 13 e 14, nenhuma apresentou 

atividade da catalase.  

 

5.2 Atividade hemolítica e gelatinase 

Por meio do teste da atividade hemolítica, todos os isolados obtidos do 

meio Rogosa apresentaram-se como ȕ-hemolíticos. Os isolados obtidos de 

MRS revelaram que 2 cocos G+ e 8 bacilos ou coco-bacilos G+ apresentaram-

se como Ȗ-hemolíticos e as demais como ȕ-hemolíticas (Figura 6). Todas 

amostras com atividade ȕ-hemolítica foram descartadas. Os 13 cocos G+ das 

mães 12, 13 e 14 apresentaram-se como Ȗ-hemolíticos e, portanto, 

consideradas como seguras.  
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As 23 amostras restantes, foram submetidas ao teste da atividade da 

gelatinase (Figura 6). Porém nenhuma delas apresentou tal atividade, o que é 

desejável, uma vez que a presença desta atividade representa uma 

característica de virulência. 

                

(a)                                                                
 

Figura 6. Avaliação dos fatores de patogenicidade dos Enterococcus faecalis 

(a) teste de gelatinase. Resultado positivo com S. aureus ATCC 13565 e 

resultado negativo com isolado do leite humano. (b) teste da hemolisina, onde 

ȕ-hemólise representa a atividade da hemólise e Ȗ-hemólise ausência da 

hemólise.  

 

A Figura 7 ilustra como foram as características fenotípicas 

apresentadas pelos isolados do LH cultivados no meio Rogosa e a Figura 8 o 

fluxograma da seleção das 10 amostras aptas obtidas por Costa (2012). 

 

(b) 

Positivo 

β-

hemólise 

γ-

hemólise 

Negativo 
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Figura 7. Etapas de seleção dos isolados candidatos a probióticos (isolados em 

meio Rogosa) por meio de testes fenotípicos e de segurança. Entre parênteses 

está o número final de isolados aptos de acordo com o teste avaliado. 

 

Figura 8. Etapas de seleção dos isolados candidatos a probióticos por meio de 

testes fenotípicos e de segurança, isolados em meio MRS modificado. Entre 

parênteses está o número final de isolados aptos de acordo com o teste 

avaliado. 

 

O teste da atividade hemolítica gerou o maior ―afunilamento‖ para 

seleção de candidatos probióticos. Todos isolados do meio Rogosa foram 

reprovados neste teste, e aqueles obtidos do meio MRS, apenas 8/97 isolados 

de formato bacilar (8,25 %) e 2/97 cocos (2,06 %), apresentaram-se como Ȗ-

hemolíticos.  

Os isolados das 14 mães foram agrupados, onde aqueles oriundos das 

mães 12 (D = 15 dias) e 14 (D = 11 dias) foram inclusos ao tempo de 15 dias 

(leite de transição) e da mãe 13 (D = 21 dias) no tempo de 30 dias (maduro). 

Verifica-se, portanto, que com relação ao período de lactação, foi observado 

que todos isolados (N = 15) do colostro (100 %) apresentaram-se como ȕ-
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hemolítico, bem como 19/31 (61,29 %) no leite de transição e 53/64 (82,81 %) 

no leite maduro, sendo 14/22 (63,64 %) para 30 dias, 18/19 (94,74 %) para 60 

dias e 21/23 (91,30 %) para 90 dias, ou seja, maiores incidência desta reação 

em isolados com os menores (5 dias) e maiores tempos (60 e 90 dias).  

 

5.3. Identificação genética dos isolados 

A metodologia empregada para extração do DNA resultou em 

concentrações que variaram de 33,2 a 503,3 ng/µL. Como a concentração de 

DNA necessária para PCR é de 100 ng/µL, o volume de DNA utilizado foi 

ajustado para esta concentração para padronização da reação. A partir dos 

produtos de PCR, o perfil eletroforético das amostras confirmaram a 

amplificação do gene 16S rDNA na banca de 1500 pb (Anexo D). 

Uma vez confirmada a amplificação, os produtos de PCR foram 

purificados e quantificados, resultando em concentrações que variaram de 40,2 

a 114,3 ng/µL entre as amostras. 

 

5.3.1 Sequenciamento do gene 16S do rDNA 

Todas as sequências de gene 16S rDNA alinharam-se com, pelo 

menos, 90 % de identidade com outras sequências presentes no banco de 

dados utilizado (Anexo C). Por meio dos alinhamentos, pôde-se identificar 

isolados pertencentes a dois gêneros: Enterococcus spp. e  Staphylococcus 

spp. (Tabela 3).  
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Tabela 3. Identidade dos micro-organismos isolados do leite humano em MRS, 

como resultado do sequenciamento do gene 16S do rDNA. 

Código e espécie do alinhamento Query 
cover 

E value Ident 

EnM31 - Enterococcus faecalis strain ATCC19433 97% 0.0 98% 
Sta1 - Staphylococcus epidermidis strain Fussel 97% 0.0 99% 
Sta2 - Staphylococcus epidermidis strain Fussel 98% 0.0 96% 
Sta3 - Staphylococcus lugdunensis strain ATCC43809 97% 0.0 99% 
Sta4 - Staphylococcus lugdunensis strain ATCC43809 98% 0.0 99% 
Sta5 - Staphylococcus epidermidis strain NBRC 100911 97% 0.0 99% 
EnT1 - Enterococcus faecalis V583 strain V583 99% 0.0 88% 
EnT3 - Enterococcus faecalis strain ATCC19433 98% 0.0 99% 
Sta6 - Staphylococcus epidermidis strain Fussel 98% 0.0 97% 
EnT2 - Enterococcus faecalis strain ATCC19433 98% 0.0 95% 
Sta7 - Staphylococcus epidermidis strain NBRC 100911 72% 0.0 90% 
Sta8 - Staphylococcus epidermidis strain Fussel 98% 0.0 99% 
EnM32 - Enterococcus faecalis strain ATCC19433 97% 0.0 99% 
Sta9 - Staphylococcus epidermidis strain NBRC 100911 97% 0.0 99% 
EnM33 - Enterococcus faecalis V583 strain V583 97% 0.0 93% 
EnT4 - Enterococcus faecalis V583 strain V583 97% 0.0 94% 
Sta10 - Staphylococcus epidermidis strain Fussel 97% 0.0 97% 
Sta11 - Staphylococcus lugdunensis strain ATCC43809 97% 0.0 99% 
EnM91 - Enterococcus faecalis strain ATCC19433 96% 0.0 99% 
EnM92 - Enterococcus faecalis strain ATCC19433 99% 0.0 95% 
Sta12 - Staphylococcus epidermidis strain NBRC 100911 96% 0.0 96% 
EnM61 - Enterococcus faecalis strain ATCC19433 97% 0.0 93% 
EnM34 - Enterococcus faecalis strain ATCC19433 95% 0.0 93% 

 

Além da comparação das sequências com sequências contidas no 

GenkBank, os dados também foram adaptados no programa Mega para 

construção da árvore de filogenia (Figura 9). Os isolados EnM33, EnT3 e Sta7 

foram retirados da árvore devido a problemas do sequenciamento que 

prejudicava em quase 500 pb o alinhamento para construção desta e dificultava 

a separação das espécies Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium.   
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Figura 9. Árvore de filogenia das sequências do gene 16S rDNA dos isolados 

do leite humano. Os isolados foram agrupados pelo método Neighbor Joining, 

calculado em 10.000 repetições de bootstrap e valor de corte de 90 %, 

utilizando-se Sulfolobus shibatae estirpe B12 (NR 044677) como raiz 

(outgroup). Iniciais En representam Enterococcus spp. e Sta = Staphylococcus 

spp. 

 

A árvore de filogenia apresentado na Figura 9 agrupou os isolados para 

três gêneros: Staphylococcus spp., Enterococcus spp. e Sulfolobus shibatae 

(raiz da árvore).  

Para o gênero Staphylococcus spp., houve agrupamento para duas 

espécies, S. lugdunensis e S. epidermidis. De acordo com a Figura 10, verifica-

se que Sta4, Sta 3 e Sta 11, oriundos da mãe 13, apresentaram maior 

similaridade a S. lugdunensis strain ATCC 43809. Os demais isolados, 

representados como Sta, correspondem a S. epidemidis strain NBRC 100911 e 
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S. epidermidis strain Fussel, onde Sta9 e Sta 1 (mãe 12) apresentaram 

alinhamentos mais similar.  

Apesar dos Staphylococcus spp. apresentarem fenótipos interessantes 

pelos testes da gelatinase e hemolítica, tem-se que o objetivo do trabalho é 

obter LAB com potencial probiótico, por isso os demais testes foram realizados 

somente com os Enterococcus spp. 

Dentre os Enterococcus spp., o isolado EnT2 foi quem apresentou 

maior similaridade com E. faecalis strain ATCC 19433 e E. faecalis strain V583, 

comparado aos demais integrantes deste gênero. Estes isolados representam 

quatro amostras de leite de transição (EnT1, EnT2, EnT3 e EnT4), 

correspondente a 15 dias de lactação; sete amostras de leite maduro, sendo 

EnM31, EnM32, EnM33 e EnM34 obtidos 30 dias após o parto; EnM61 de 60 

dias; e EnM91 e EnM92 de 90 dias. 

 

5.4 Resistência ao soro humano 

5.4.1. Citometria de Fluxo 

A citometria de fluxo trata-se de uma técnica utilizada para contar, 

examinar e classificar partículas microscópicas suspensas em meio líquido em 

fluxo, cujo equipamento de detecção óptico-eletrônico permite analisar 

características físicas e/ ou químicas de uma simples células. Esta técnica 

permite a obtenção de informações sobre o número e a viabilidade de micro-

organismos em um curto período de tempo e consiste na adição de corante 

fluorescente, para corar DNA e RNA, de modo que ao receber um feixe de 

laser, cada célula emitirá fluorescência, a qual será captada pelo sistema óptico 

e, com isso, o número de células é determinado (ÁLVAREZ-BARRIENTOS et 

al., 2000). 

Esta técnica foi utilizada para verificar a porcentagem de morte das 

bactérias desencadeada pelos componentes bactericidas presentes no soro 

sanguíneo humano, onde as bactérias foram detectadas, célula por célula, no 

total de 10.000 eventos, quanto a sua resposta de coloração frente ao iodeto 

de propídio, que corresponde à morte celular, ou não, representando atividade 

metabólica normal da bactéria. 
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Figura 10. Resistência ao soro humano da amostra EnM34. O gráfico de 

pontos corresponde a relação do tamanho celular (FSC-A) pela marcação 

celular com iodeto de propídio nas condições de controle (MRS a esquerda), 

soro ativo (At, figura central) e soro inativado termicamente (DT a direita).  

 

A Figura 10 mostra na região delimitada por uma gate, as células que 

se coraram com iodeto de propídio, representando a taxa de morte do isolado 

nos diferentes tratamentos.  

As taxas de morte avaliadas conforme os meios de crescimento, 

independente da natureza da cepa utilizada, apresentam perfis de distribuição 

distintos (Kruskal-Wallis, p < 0,001), não atribuídos ao acaso entre soro At, 

soro DT e MRS. As taxas de morte entre os soros At e DT foram comparadas, 

sendo o soro At responsável pelas menores taxas (mediana = 4,48 %) e o soro 

DT pelas maiores (mediana = 9,92 %). O teste de Mann-Withney sugere que as 

diferenças entre as distribuições dos perfis de morte para estes dois meios são 

significativas e que, portanto não provêm do acaso (p = 0,004). O meio MRS, 

como esperado, foi responsável pelas menores taxas de morte bacteriana, com 

uma mediana de 1,55 % e distribuição estatística distinta do soro At (Mann-

whitney, p < 0,001). Portanto, verifica-se que o DT apresentou maior 

capacidade de eliminar cepas bacterianas, independente de sua natureza 

(patógeno, probióticos ou os enterococos testados). Para esse soro, as cepas 

apresentaram mediana da taxa de morte 8,37 % maior que o esperado (1,55%, 

encontrado no meio MRS), contra os 2,93 % apresentados para o soro At. 

Os isolados foram agrupados em três categorias: teste (Enteroccus 

faecalis), probiótico (Lactobacillus gasseri UFVCC AJ02 e AJ36) e patógenos 

(Cronobacter sakazakii ATCC 7006 e 7008, e Staphylococcus aureus ATCC 

25923). Deste agrupamento, foi avaliado a multiplicação em cada meio (soro 
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AT, DT e MRS). Não houve diferença estatística nas distribuições para as taxas 

de morte entre os diferentes agrupamentos de cepas e meio AT (Kruskal-

Wallis, p = 0,40). Contudo, para o soro DT, observou-se que os perfis de 

distribuição para as taxas são distintos (Kruskal-Wallis, p = 0,003). Neste meio, 

os isolados teste apresentaram maiores taxas de morte (mediana = 11,35 %), 

seguidos pelos patógenos (9,46 %) e probióticos (1,97 %). O perfil de 

distribuição das taxas de morte entre patógenos e probióticos em soro DT 

apresentou diferença significativa (Mann-Whitney, p = 0,005), sugestivo de que 

patógenos são mais sensíveis a esse meio, enquanto os probióticos sofrem 

menor ação nociva do mesmo . Há, também que se considerar que as taxas de 

morte dos isolados teste apresentaram distribuição fora do nível de 

significância estabelecido (Mann-Whitney, p = 0,36), indicativo de que as 

diferenças encontradas entre eles podem ser atribuídas ao acaso. 

 

 

Figura 11. Taxa de morte de cada Enterococcus faecalis e dos grupos 

patógenos (Cronobacter sakazakii CDC 7006 e 7008 e Staphylococcus aureus 

ATCC 25923) e probióticos (Lactobacillus gasseri AJ02 e AJ36). 

 

A Figura 11 ilustra a taxa de morte para cada isolado teste, junto aos 

grupos probióticos e patógenos. Observa-se uma tendência do soro DT 

apresentar maior eficácia na destruição de bactérias patogênicas do que o soro 
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At. Contudo, o grupo probiótico foi mais sensível quando exposto ao soro At, 

sugestivo de que probióticos são mais susceptíveis a este meio que os 

patógenos. O comportamento dos isolados teste, à exceção da cepa EnT4, 

aponta maiores taxas de óbito em soro DT do que as apresentadas em soro At. 

  

5.4.2. Plaqueamento 

As mesmas condições e parâmetros utilizados no ensaio por citometria 

de fluxo foram empregadas pela técnica de plaqueamento. O teste de Kruskal-

Wallis  (P < 0,001) sugere que entre os diferentes meios de cultura existem 

distribuições estatisticamente distintas e que os perfis de multiplicação em cada 

meio não se deram ao acaso. O grupo  RS apresentou a maior mediana  para 

o número de colônias (1,91 x 108 UFC/m ) , seguido do soro At (7,06 x 107 

UFC/mL) e soro DT (3,75 x 107 UFC/mL)  e no teste de Mann-Whitney foram 

encontradas diferenças significativas entre o perfil de crescimento do soro At e 

MRS (p < 0,001)  e entre soro At e DT (p = 0,001)  o que indica que o perfil de 

crescimento bacteriano é distinto em cada meio, independente da natureza da 

cepa.   

Quando avaliado o crescimento segundo categoria das cepas 

(Patógeno, Probiótico ou Teste), e meio (MRS, Soro AT e Soro DT), o teste de 

Kruskal-Wallis foi sugestivo de que a diferença entre as distribuições de 

crescimento de Patógenos, Probióticos e isolados Teste não se devem ao 

acaso para os meios MRS (P = 0,001),  Soro AT (P = 0,009 ) e Soro DT (P = 

0,001). Contudo, o teste de Mann-Whitney sugere que os grupos patógeno e 

probiótico não apresentam diferenças estatísticamente significativas em seus 

perfis de crescimento para o meio MRS (P = 0,12), Soro AT (P = 0,94) e soro 

DT (P = 0,63). Uma reavaliação do impacto dos diferentes meios testados no 

crescimento bacteriano se faz necessária pela ampliação do espaço amostral, 

bem como do número de repetições envolvidas no plaqueamento de cada 

cepa. O perfil gráfico observado na Figura 12 sugere que o grupo teste 

apresenta tendência a maior crescimento em soro AT e DT comparado ao 

grupo patógenos, ao passo que o agrupamento dos probióticos apresenta a 

menor mediana para crescimento em soro AT e maior mediana para 

crescimento em soro DT quando comparado ao grupo dos patógenos.  
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Figura 12: Log de crescimento microbiano nos diferentes tratamentos (soro 

ativo = At, soro inativado termicamente = DT e meio MRS/ BHI = controle) de 

isolados patogênicos (Cronobacter sakazakii CDC 7006 e 7008 e 

Staphylococcus aureus ATCC 25923), probióticos (Lactobacillus gasseri AJ02 e 

AJ36) e teste (Enterococcus faecalis). Círculos no gráfico correspondem a 

outlies e triângulos são extreme value.  

 

Na Figura 12 observa-se que E. faecalis corresponde um grupo 

bastante heterogêneo, apresentando vários outliers. Este comportamento não é 

incomum pois neste grupo engloba-se muitos isolados. Desta forma, na Figura 

17 os isolados foram trabalhadas em termos de crescimento relativo e o grupo 

E. faecalis desagrupado, onde observa-se que ausência de outliers   O 

crescimento relativo refere-se a divisão da média das contagens em soro pela 

média das contagens em meio MRS/BHI. 
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Figura 13. Crescimento Relativo [(contagem no soro At ou DT/ contagem em 

caldo MRS ou BHI) - 1] dos isolados de Enterococcus faecalis de leite humano 

após 15 (EnT1-4), 30 (EnM31-34), 60 (EnM61) e 90 (EnM91-92) dias de 

lactação e grupos probiótico (Lactobacillus gasseri AJ02 e AJ36) e patogênico 

(Cronobacter sakazakii CDC 7006 e 7008 e Staphylococcus aureus ATCC 

25923) em soro ativo = At e soro inativado termicamente = DT. 

Em contrapartida ao exposto na Figura 12, o grupo patógeno 

apresentou menor crescimento relativo tanto no soro At quanto no DT em 

relação aos probióticos, com a mediana dos patógenos para o soro At de 0,32 

e DT de 0,29. Para os probióticos, no soro At a mediana correspondeu a 1,15 

contra 0,42 no soro DT.  

De acordo com o comportamento gráfico observado, pode-se sugerir 

que entre os isolados teste EnM31, EnM32, EnM33, EnM61 e EnM91 

apresentaram padrão mais promissor de crescimento relativo, com maiores 

medianas para soro AT e DT. Uma avaliação mais ampla, com maior número 

de plaqueamentos, pode indicar potencial probiótico para estes isolados. 
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5.5 Resistência a antibióticos 

As classes de antibióticos estudadas foram aminoglicosídeos (AMI, 

GEN), macrolídeos (ERI), glicopeptídeos (SUL, VAN) e os beta lactâmicos, 

com as respectivas classes i) penicilinas (AMP, OXA, PEN), ii) inibidor de 

lactamase (AMO), iii) cefalosporina (CRO, CIP, CFE, CFL), iv) carbapenen 

(MER), ao todo 14 antibioticos mais utilizados em UTINs. As figuras 14 e 15 

ilustram o perfil de sensibilidade das onze estirpes estudadas aos diferentes 

antibióticos (expressos em porcentagens) de acordo com suas categorias.  

 

Figura 14. Perfil de resistência em relação aos cinco antibióticos dos grupos 

aminoglicosideos, macrolideos e glicopeptideos. Nomenclatura e concentração 

dos antibióticos: AMI = amicacina (10 μg), GEN = gentamicina (10 μg), ERI = 

eritromicina (15 μg), SUL = sulfonamidas (γ00 μg) e VAN = vancomicina (30 

μg). Obtidas da SENSIFAR® (Cefar Diagnóstica, São Paulo, Brasil). O número 

amostra para cada tempo foi: T15  N = 4. T30  N = 4. T60  N = 1. T90  

N = 2. 

 

A Figura 14 sugere alta resistência dos isolados frente aos grupos de 

aminoglicosídeos e glicopeptídeos.  

 

 

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

15 30 60 90 15 30 60 90 15 30 60 90 15 30 60 90 15 30 60 90

AMI GEN ERI SUL VAN

Aminoglicosideos Macrolideos Glicopeptídeos

P
e

rc
e

n
tu

a
is

 d
a

s 
re

sp
o

st
a

s 

 d
o

s 
is

o
la

d
o

s 

Sensível

Intermediário

Resistente



48 
 

 

Figura 15. Perfil de resistência dos 11 isolados em relação a nove antibióticos 

do grupo ȕ-lactâmicos. Nomenclatura e concentração dos antibióticos: AMP = 

ampicilina (γ0 μg), OXA = oxacilina (1 μg), PEN = penicilina (10 μg), AMO = 

amoxicilina (10 μg), CRO = ceftriaxona (γ0 μg), CIP = ciprofloxacina (5 μg), 

CFE = cefalexina (γ0 μg), CF  = cefalotina (γ0 μg) e MER = meropenem (10 

μg). Obtidas da SENSIFAR® (Cefar Diagnóstica, São Paulo, Brasil). As 

classificações abreviadas referem-se: in. Lact = inibidores de lactamase e 

Carbap = carbapenem. O número amostra para cada tempo foi: T15  N = 4. 

T30  N = 4. T60  N = 1. T90  N = 2. 

 

Dentre os antibióticos ȕ-lactâmicos, observa-se menor incidência de 

resistência dos E. faecalis, sendo o grupo cefalosporina o mais preocupante, 

pois três dos quatro representantes deste grupo não foram efetivos na inibição 

dos isolados analisados.    

As 11 espécies de Enterococcus avaliadas apresentaram perfil de 

susceptibilidade variado entre os antibióticos testados.  Todas as estirpes 

foram resistentes aos antibióticos AMI, GEN e SUL e sensíveis a MER, AMP, 

PEN, AMO, CFL. Para ERI, CRO e CFE os resultados foram sensíveis ou 

parcialmente sensíveis, enquanto para VAN, OXA e CIP, os resultados foram 

resistentes, parcialmente resistentes e epecificamente para a OXA cerca de 10 

% das estirpes apresentaram sensibidade. 

Já para ilustrar os resultados por isolado, a Tabela 4 especifica para 

quais antibióticos os isolados tendem a ser sensíveis ou resistentes e na figura 

16 a proporção geral de sensibilidade e resistência. 
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Tabela 4. Relação do perfil de resistência e sensibilidade dos isolados de 

acordo com os antibióticos analisados. 

Isolado Sensível Intermediário Resistente 

EnT1 AMP, AMO, CFL, CRO, MER, PEN CFE, ERI AMI, CIP, GEN, OXA, 
SUL, VAN 

EnT2 AMP, AMO, CFL, ERI, MER, PEN CFE, CRO, CIP, 
OXA, VAN 

AMI, GEN, SUL 

EnT3 AMP, AMO, CFE, CFL, CRO, ERI, 
MER, PEN 

CIP AMI, GEN, OXA, SUL, 
VAN 

EnT4 AMP, AMO, CFL, ERI, MER, PEN CFE, CRO, CIP, 
OXA, VAN 

AMI, GEN, SUL 

EnM31 AMP, AMO, CFL, MER, PEN CFE, CRO, CIP, 
ERI 

AMI, GEN, OXA, SUL, 
VAN 

EnM32 AMP, AMO, CFE, CFL, CRO, ERI, 
MER, PEN 

OXA, VAN AMI, CIP, GEN, SUL 

EnM33 AMP, AMO, CFE, CFL, MER, PEN CRO, CIP, ERI, 
VAN 

AMI, GEN, OXA, SUL 

EnM34 AMP, AMO, CFE, CFL, CRO, ERI, 
MER, PEN 

CIP, VAN AMI, GEN, OXA, SUL 

EnM61 AMP, AMO, CFE, CFL, CRO, ERI, 
MER, OXA, PEN 

VAN AMI, CIP, GEN, SUL 

EnM91 AMP, AMO, CFE, CFL, CRO, ERI, 
MER, PEN 

CIP, OXA AMI, GEN, SUL, VAN 

EnM92 AMP, AMO, CFL, ERI, MER, PEN CFE, CRO, OXA AMI, CIP, GEN, SUL, 
VAN 

 

 

Figura 16. Perfil da proporção sensibilidade/ resistência de cada isolado aos 

diferentes antibióticos analisados. 

 

Os isolados com menores possibilidades de carrearem genes de 

resistência a antibióticos são aqueles que apresentam a maior proporção 

sensibilidade/ resistência, ou seja, EnM61, EnM32 e EnM34 correspondem aos 

isolados de perfil sugestivo de maior segurança, uma vez que compreendem 
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resistência frente a quatro antibióticos, sendo que para três deles, todos os 

demais isolados também apresentaram tal característica. Ja os isolados EnT1 

e EnM31, por apresentarem a mesma proporção sensibilidade/ resistência, 

correspondem aos isolados potencialmente mais virulentos.  

 

5.6 Resistência ao suco gástrico  
O perfil de concentração bacteriana em UFC/mL e porcentagem de 

sobrevivência dos 11 isolados após 60 e 90 minutos de exposição ao suco 

gástrico são apresentados na Figura 17.  

 

  

Figura 17. Perfil de células viáveis e porcentagem de sobrevivência dos 

isolados após 60 e 90 minutos de exposição ao suco gástrico artificial (cloreto 

de sódio: 2,0 g; pepsina: 3,2 g; ácido clorídrico concentrado: 7 mL; água 

destilada: 1000 mL; e pH final de 2). As barras representam as contagens em 

UFC/mL de cada Enterococcus faecalis, as linhas aos percentuais de 

sobrevivência, reta sólida corresponde ao ponto de corte para viabilidade de 70 

% dos isolados após o tempo referido de exposição e, reta tracejada, ao ponto 

de corte para sobrevivência a partir de 107 UFC/mL. 

 
Charteris et al (1997) que trabalharam com isolados de Lactobacillus 

spp. e Bifidobacterium spp., utilizaram como critério de seleção para micro-

organismos potencialmente probióticos, cepas que apresentassem viabilidade 

superior a 70% no teste de sobrevivência gástrica. Diante deste critério, apenas 

o isolado EnM91, estaria apto como potencial probiótico.  
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Considerando-se a concentração do isolado para atuar como 

probiótico, FERREIRA (2012) apresenta como critério de seleção uma 

concentração em UFC/mL de 106 para Lactobacillus spp. e 107 para 

Bidobacterium spp., baseado no local de atuação no TGI, que correspondem 

ao intestino delgado e cólon respectivamente.  

Diante destes dois critérios, os isolados EnT2, EnT3, EnT4, EnM32, 

EnM33, EnM91 e EnM92 representam as estirpes mais adequadas, 

considerando o tempo de 60 min de exposição ao suco gástrico, ao passo que 

para uma maior exigência, como tempo médio de 90 min de exposição, apenas 

os isolados EnT4 e EnM91 atenderiam ao requisito da resistência. 

 

5.7 Resistência a sais biliares 

Os resultados dos 11 isolados de Enterococcus spp. multiplicados em 

caldo MRS (controle) e MRS + 0,3 % de oxgall estão apresentados na Figura 

18. 

 

Figura 18. Resistência aos sais biliares dos 11 isolados após 6 h de incubação 

à 37 °C em caldo MRS (controle) e caldo MRS acrescido de 0,3 % de oxgall a 

600 nm. 
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A partir dos resultados encontrados, pode-se dizer que todos isolados 

apresentaram-se resistentes aos efeitos tóxicos dos sais biliares, pois segundo 

Gilliland et al. (1984), uma estirpe é considerada resistente quando apresenta 

uma D.O > 0,3 após 6 h de exposição. Desta forma, tais isolados se mostraram 

promissoras para futuras análises para seleção de probióticos.  

 

5.8 Antagonismo a patógenos  

Para verificação da capacidade inibitória de cada isolado frente aos 

micro-organismos indicadores, foi verificado que os isolados apresentaram 

distribuição normal pelo teste de Shapiro-Wilk, exceto por EnM91 e EnM31. Por 

esta razão, o teste de Kruskal-Wallis foi aplicado apresentando p < 0,0044, 

indicando que há diferenças no desempenho antagônico geral dos isolados 

frente aos quatro micro-organismos patogênicos e indicadores analisados.  

Pelo teste Mann-Withney, foi possível determinar que  EnT2 foi o 

isolado com maior atividade antimicrobiana, e as cepas EnT3, EnT4, EnM31, 

EnM32, EnM33, EnM34, EnM61 e EnM91 estatisticamente iguais (p > 0,05). 

No entanto, EnT1 e EnM92 apresentaram capacidade de inibição 

estatisticamente inferiores ao  EnT2 (Mann-Whitney p = 0,008 e 0,032, 

respectivamente) (Figura 19), sugerindo potencial antagônico inferior. 
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Figura 19. Capacidade de inibição de cada isolado de Entococcus spp. frente a 

quatro micro-organismos patogênico e indicadores: Staphylococcus aureus 

(ATCC 13565), Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella sp. (ATCC 13076) e 

Listeria monocytogenes (ATCC 15313). 

 

Dentre os isolados pertencentes ao grupo de maior potencial 

antagônico, EnM31 e EnM91 apresentaram valores mais dispersos para os 

halos de inibição quando comparados aos demais isolados com desempenho 

equivalente (Figura 3). Assim, sugere-se que, EnT2, EnT3, EnT4, EnM32, 

EnM33, EnM34 e EnM61 possuem melhor capacidade geral de inibição. 

A Figura 20 a seguir sumariza a capacidade dos isolados agrupados 

em inibir o crescimento de cada patógeno  e micro-organismo indicador. 
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Figura 20. Perfil de inibição dos isolados de Enterococcus spp. para cada 

patógeno e micro-organismo indicador avaliado. ° representam outliers e * 

extreme value.  

 

Para os patógenos analisados de forma isolada, verificou-se que 

Salmonella  (mediana 1,58) foi o mais sensível, com halos variando de 9 mm 

(EnT1) a 19mm (EnT2)  . A inibição frente à E. coli (mediana 1,44) foi a que 

apresentou menor variação nos valores encontrados sendo que, para este 

caso, os isolados EnM92, EnT3 e EnM91 apresentaram capacidade de inibição 

inferiores aos demais. Listeria monocytogenes foi o patógeno mais resistente 

(mediana igual a 1,01) com tamanho de halo variando de 0 mm quando 

antagonizado por EnT1, EnM31, EnM91 e EnM92 a 11 mm (EnT2, EnT3, 

EnT4, EnM32 e EnM33) (Tabela 5). Por fim, de um modo geral os isolados 

apresentaram boa competência em inibir o crescimento de S. aureus  (mediana 

de 1,26). 

Observa-se também que os isolados EnT1, EnM31, En91 e EnM92, 

incapazes de inibir a Listeria, foram os mesmos outlieres de Salmonella (EnT1 

e EnM31) e E. coli (EnM92 e EnM91). Observando a Figura 19, tem-se que 

estes isolados influenciaram na capacidade de inibição geral, uma vez que 
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constituem o grupo de menor inibição (EnT1 e EnM92) e maior oscilação 

dentro do grupo de maior inibição (EnM31 e EnM91). 

 

Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos isolados de Enterococcus spp. frente 

aos patógenos. 

Amostra S. aureus Salmonella Listeria E. coli 

EnT1 0,89 ± 0,16 0,94 ± 0,12 0 1,37 ± 0,03 

EntT2 1,39 ± 0,05 1,94 ± 0,23 1,17 ± 0,28 1,57 ± 0,07 

EntT3 1,36 ± 0,3 1,62 ± 0,32 1,12 ± 0,07 1,21 ± 0,37 

EntT4 1,2 ± 0,11 1,79 ± 0,02 1,17 ± 0,28 1,52 ± 0,11 

EnM31 1,31 ± 0,23 1,34 ± 0,51 0 1,47 ± 0,07 

EnM32 1,16 ± 0,12 1,54 ± 0,05 1,15 ± 0,14 1,39 ± 0,02 

EnM33 1,41 ± 0,41 1,45 ± 0,03 1,15 ± 0,11 1,64 ± 0,02 

EnM34 1,32 ± 0,28 1,66 ± 0,12 1,07 ± 0 1,54 ± 0,16 

EnM61 1,55 ± 0,07 1,55 ± 0,03 1,06 ± 0,16 1,41 ± 0,05 

EnM91 1,44 ± 0,23 1,54 ± 0,09 0 1,31 ± 0,3 

EnM92 0,85 ± 0,14 1,62 ± 0,21 0 0,9 ± 0,14 

 

Verificou-se variação em relação a capacidade inibitória entre os 

diferentes patógenos e dentre as diferentes estirpes enterocócicas. Esta 

complementação é desejável por capacitar como um todo o papel de proteção 

a patógenos dessas estirpes. 

O uso de diferentes concentrações de NaOH foi empregada para 

avaliar se a natureza de inibição provêem de ácidos orgânicos. Foi verificado 

que a concentração de 10 mol/L de NaOH não só eliminou o halo de inibição, 

como inibiu diretamente o patógeno avaliado, o que condiz que tal 

concentração não é favorável para tal avaliação. As menores concentrações 

(0,1 e 0,01 mol/L) não apresentaram diferenças quanto ao halo de inibição e a 

maioria das amostras apresentaram anulação da inibição com a concentração 

de 2 mol/L e poucas amostras apresentaram diminuição do halo de inibição 

com  a concentração de 1 mol/L (Figura 21). Desta forma, pode-se dizer que o 

efeito inibitório desencadeados pelos isolados não contam apenas com ácidos 

orgânicos, mas também com outros compostos, tais como  bacteriocinas, 

peróxido de hidrogênio, entre outros. 
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Figura 21. Efeito de diferentes concentrações de NaOH sobre o halo de 

inibição gerado pelo plaqueamento do isolado de Enterococcus faecalis do leite 

humano frente à Staphylococcus aureus. 

  

Analisando todos testes realizados, a Tabela 6 sumariza os isolados 

com maior e menor potencial probiótico. Verifica-se que EnT1 é o menos 

indicado e EnM32, EnM61 e EnM91 os mais promissores para uso como 

probiótico.  

 

Tabela 6. Relação dos Enterococcus faecalis com potencial probiótico.  

Teste Potencial probiótico Menor desempenho 

probiótico 

Soro EnM31, EnM32, EnM33, EnM61 
e EnM91 

EnT1, EnT2, EnT4 e EnM34 

Antibióticos EnM32, EnM34, EnM61 e 
EnM91 

EnT1 e EnM31 

Suco gástrico EnT2, EnT3, EnT4 e EnM91 EnT1, EnM31, EnM34, EnM61 e 
EnM92 

Sais biliares Todas - 
Antagonismo EnT2, EnM32 e EnM61 EnT1 e EnM92 
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6. DISCUSSÃO 

6.1. Seleção e identificação das bactérias predominantes do LH. 

Os critérios seletivos de bactérias do LH com potencial probiótico foram 

baseados em aspectos fenotípicos de segurança pela expressão da hemolisina 

e gelatinase. 

A verificação da produção da hemolisina é importante pois, trata-se de 

uma característica bastante comum à micro-organismos patogênicos que 

requerem o íon ferro à partir da hemoglobina durante seu metabolismo. Desta 

forma, a capacidade do micro-organismo em lisar hemácias pode desencadear 

como consequência anemia e edema (VESTERLUND et al., 2007).  

No caso dos enterococos, a atividade hemolítica pode ser 

desencadeada pela citolisina, uma toxina hemolítica (atuando também como 

bacteriocina) que aparece em até 60 % dos E. faecalis isolados de surtos, 

sendo exclusiva desta espécie (MUNDY et al., 2000). A citolisina é codificada 

pelo operon constituído de oito genes: cylR1, cylR2, cylLL, cylLS, cylM, cylB, 

cylA e cylI (MUNDY et al., 2000). Dentre os aspectos patogênicos 

desencadeados por esta toxina está o rompimento da membrana de glóbulos 

vermelhos e diversas outras células humanas (VELASCO et al., 2000).  

Logo, o fenótipo ȕ-hemolítico e a presença de genes que codificam a 

citolisina são indesejados nos isolados com destino de uso alimentar, como os 

probióticos, por medidas de segurança.  

A atividade hemolítica estava presente na grande maioria dos isolados 

predominantes no LH em todas as fases de maturação, incluindo todos aqueles 

obtidos no meio Rogosa e maiores incidência nos isolados com os menores (5 

dias) e maiores tempos de lactação (60 e 90 dias) do meio MRS. Desta forma, 

todos isolados ȕ-hemolíticos foram desconsiderados do estudo. As 23 estirpes 

identificadas pertencem à ME do LH, presentes em diversas fases de 

maturação e estão predominando nesse alimento na faixa de 105 UFC/ mL, e 

consiste em uma informação importante, indicando que esses isolados são 

inócuos, ou seja, não são passiveis de causar danos epiteliais.   

Considerando o meio Rogosa, o trabalho desenvolvido por Chaves 

(2009), que obteve seus isolados a partir de fezes de RN utilizando este meio, 

revelou que apenas 3 dos 61 isolados (4,92 %) eram Ȗ-hemolíticos em sangue 

de carneiro. Camargo et al (2014) trabalhando com Enterococcus spp. de 
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diferentes alimentos verificaram que 72 % dos seus isolados eram hemolíticos 

e pertencentes à espécie E. faecium.  

Semedo et al. (2003) encontraram que enteorococos agem melhor 

sobre eritrócitos de cavalo, humano e coelhos do que de carneiro. Como este 

teste foi aplicado antes da identificação do micro-organismo, logo, recomenda-

se que para estudos futuros estes isolados sejam reavaliados, pois micro-

organismos Ȗ-hemolíticos podem apresentar atividade α ou ȕ-hemolítico com 

uso destes outros sangues.  

Medeiros (2014) comparou o teste da hemolisina em ágar sangue de 

cavalo desfibrinado com a incidência do gene cylA em E. faecalis de origem 

alimentar e clínica. Os resultados revelaram maior incidência do gene em 

isolados clínicos (54,4 %) do que de alimentos (7,2 %) e entre estes isolados 

positivos, 74,2 % dos clínicos e 50 % dos alimentos, apresentaram hemólise no 

ágar sangue. Desta forma, verifica-se que o fenótipo negativo em ágar sangue 

pode ser positivo quanto a presença do gene clyA. Jiménez et al. (2008) 

analisando fatores de virulência de 8 isolados de E. faecalis do colostro 

humano, não detectou a presença do clyA. Estes estudos sugerem que a tanto 

a hemólise, quanto a incidência do gene cylA em E. faecalis podem ser 

influenciados pela origem do micro-organismo, onde isolados clínicos tendem a 

ser mais virulentos do que isolados alimentícios e aqueles oriundos do LH, 

parecem ser ainda mais seguros. 

A gelatinase trata-se de uma metaloendopeptidase capaz de hidrolisar 

insulina, caseína, hemoglobina, fibrinogênio, colágeno e gelatina (SU et al., 

1991). Acredita-se que a principal função da gelatinase na patogênese 

enterocócica é o fornecimento de nutrientes para as bactérias a partir da 

degradação do tecido do hospedeiro (FISHER & PHILLIPS., 2009). 

Todos isolados ausentes da atividade hemolítica também 

apresentarem ausência do fenótipo da gelatinase. Camargo et al (2014) 

encontraram alta incidência da gelatinase de E. faecalis oriundos de vários 

alimentos, com porcentagens de incidência em 50 % nos queijos, 80 % de 

aves, 66,7 % de vegetais e 50 % de porcos, e estes isolados raramente 

apresentaram atividade hemolítica. Gútiez et al. (2013) verificaram 100 % do 

fenótipo da gelatinase nos isolados de E. faecalis oriundos de alimentos, 

ambiente e clínico, assim como seu determinante de produção (gelE), mas 
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apenas 15 % foram hemolíticos. Medeiros et al. (2014) observaram que 54,5 % 

de E. faecalis de origem clínica e 13,9 % de origem alimentícia positivos para 

gelE, porém incapazes de degradar a gelatina 12 %, ou seja, o fenótipo pode 

condizer com ausência da gelatinase, mas esta espécie pode carrear um gene 

silencioso de expressão. Jiménez et al. (2008) também verificaram alta 

incidência de gelE nos E. faecalis do colostro humano (87,5 %). Desta forma, 

os resultados encontrados neste trabalho mostraram maior segurança dos E. 

faecalis comparado à esta espécie na literatura, mas recomenda-se avaliar, se 

possível em estudos futuros, o teste genotípico para verificação da presença do 

gene gelE.  

Os isolados Ȗ-hemolíticos e gelatinase negativos, identificados pelo 

sequenciamento do gene 16S do rDNA revelaram a predominância de 

Staphylococcus spp. e Enterococcus  spp. no LH, pois foram obtidos de 

diferentes mães, em diferentes tempos (15, 30, 60 e 90 dias de lactação) e de 

placas com contagens variando entre 1,0 x 102 até 1,3 x 103 UFC/mL e 1,2 x 

102 a 5,0 a 105 UFC/mL, respectivamente.  

Um estudo semelhante desenvolvido por de Solís et al. (2010) mostrou 

que o plaqueamento do LH em ágar MRS em todos períodos de lactação  (1, 

10, 30 e 90 dias pós-parto) revelaram o gênero Streptococcus como o mais 

representativo, seguido de Staphylococcus, sendo Staphylococcus epidermidis 

a espécie mais frequente, corroborando com os resultados obtidos nesse 

trabalho. Jiménez et al. (2008) analisando o colostro encontraram 

Staphylococcus spp. como gênero predominante (91,67 %), com S. epidermidis 

(83,33 %) e S. lugdunensis (22,22 %) como as espécies mais representativas. 

Hekkilä e Saris (2003) também identificaram Staphylococcus spp. como a 

bactéria comensal predominante no LH após 90 dias, representando 64 % dos 

isolados, com S. epidermidis como espécie predominante (50 %) e S. hominis 

(3,1 %), S. capitis (2,9 %), S. aureus (1,8 %) e S. lugdunens (0,4 %) também 

presentes em menor proporção.  

Considerando-se a persistência na predominância da espécie em 

diversas pesquisas, estudos mais aprofundados poderão esclarecer o papel 

dessa espécie na colonização inicial da microbiota do RN. Begovíc et al. (2013) 

ao avaliarem o impacto dos fatores de virulência que S. epidermidis obtidos de 

LH poderiam oferecer aos RNs, encontraram alta atividade lipolítica e 
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proteolítica, além de apresentarem genes associados a adesão e formação de 

biofilmes (mecanismos importantes para infecções nosocomiais em RN). Desta 

forma, eles confirmaram o risco que S. epidermidis podem representar à saúde 

do RN, mas que também são necessários mais estudos sobre os papéis que 

podem ser assumidos pelas diferentes espécies de bactérias do intestino 

humano, e não só das espécies consideradas benéficas.  

 Apesar dos Staphylococcus spp. isolados no presente estudo 

apresentarem fenótipos seguros em relação à ausência de atividades beta 

hemolítica e de gelatinase, o estudo foi realizado para conhecer LAB 

endógenas, predominantes nas diversas fases do leite humano, e desta forma, 

as espécies estafilocócicas foram armazenadas adequadamente para estudos 

posteriores, e prosseguiu-se às análises das espécies enterocócicas, 

componentes do grupo de BAL.   

Com relação às LAB, no colostro, Jiménez et al. (2008) encontrou 

porcentagens de amostras positivas para os gêneros de Lactobacillus e 

Bifidobacterium de apenas 2,77 %. Solís et al. (2010) não obteve Lactobacillus 

spp. no colostro, sendo encontrado apenas nos dias 10, 30 e 90 após o parto, 

com porcentagem entre 4 a 11 % e o  gênero Bifidobacterium spp. foi 

detectado em 3 % no leite de 1 dia, 11 % com 30 dias e 4 % com 90 dias. 

Hekkilä e Saris (2003) avaliando 30 amostras de LH até 90 dias do parto e 10 

amostras entre 90 e 421 dias, encontraram 9 % de LAB, representados por 

Lactobacillus rhamnosus, L. crispatus, Lactococcus lactis e Leuconostoc 

mesenteroides.  

Logo, as chances de se conseguir obter os gêneros Lactobacillus e 

Bifidobacterium é baixa, sendo o colostro o período mais delicado de obtenção 

destes isolados. Além disso, verifica-se que as espécies comumente 

empregadas como probióticos são raras considerando-se esta matriz. 

O teste presuntivo de Costa (2012), que plaqueou as amostras de LH 

deste trabalho já havia detectado que os enterococos predominavam no LH em 

todas fases de lactação, mas esperava-se que o plaqueamento em meio MRS 

fosse suficiente pra conseguir selecionar lactobacilos ou bifidobacterias (Anexo 

C). Desta forma, estudos mais aprofundados se fazem necessários pra poder 

obter um meio mais seletivo para estes gêneros considerando-se a matriz LH. 
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Para Enterococcus spp., Solís et al (2010) isolaram este gênero 

apenas nas amostras de 1 e 10 dias, nas porcentagens de 3 e 8 %, 

respectivamente. Jiménez et al (2008) observaram a presença deste gênero 

em aproximadamente 50 % das amostras de colostro analisadas, sendo o 

segundo gênero predominante, com Staphylococcus o gênero predominante, e 

E. faecalis foi a espécie mais representativa (41,66 %). No leite maduro após 

90 dias, Hekkilä e Saris (2003) encontraram Enterococcus spp em baixa 

proporção (4,3 %), corroborando E. faecalis como principal representante.  

Importa lembrar que no presente estudo, somente os isolados que se 

apresentaram como gama hemolíticos e sem atividade de gelatinase foram 

posteriormente sequenciados, identificados e avaliados para determinadas 

funcionalidades. Portanto, uma vez que nos estudos publicados essa estratégia 

não foi utilizada, pode-se sugerir a possibilidade desse gênero ser mais 

freqüente do que aqui reportado.  

 Embora vários estudos tenham demonstrado Enterococcus spp. como 

potenciais probióticos para uso em humanos e animais, representados pelas 

espécies E. faecium e E. faecalis, sendo que esta última tem sido mais utilizada 

em ração animal. No entanto, estirpes de diferentes espécies do gênero têm 

sido relaciona a certas patogenicidades, como infecções nosocomiais, 

bacteremia com ou sem casos de endocardites (MOELLERING, et al., 1974), 

infecções do trato urinário (MALONE et al., 1986) e/ ou septicemia neonatal 

(DOBSON & BAKER, 1990), além de poderem carrear genes de resistência a 

antibióticos (SHEPARD & GILMORE, 2002). Desta forma, a indicação do 

gênero deve ser vista com restrição principalmente, para indivíduos de alto 

risco, como crianças e idosos (ARAÚJO e Ferreira, 2013). No entanto, estudos 

são necessários para esclarecer o papel de tais espécies na colonização inicial 

do RN, pois fazem parte da ME do LH e da microbiota intestinal de indivíduos 

saudáveis durante toda sua vida.  

 

6.2. Resistência ao soro humano.  

O teste de resistência bacteriana aos componentes imunológicos 

presentes no soro foi realizado seguindo a metodologia sugerida por 

Vesterlund et al. (2007), que analisaram a porcentagem de sobrevivência de 

isolados de Lactobacillus spp. obtidos de fezes, sangue e produtos láticos, do 
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soro ativo pelo soro inativado termicamente, utilizando a técnica de 

plaqueamento. Estes autores encontraram que Lactobacillus spp. oriundos de 

produtos lácteos tendem a ser ligeiramente mais resistentes (91,2 %) do que os 

isolados de sangue (77,6 %) e das fezes (70,8 %), apesar de não haver 

diferença estatística entre as respostas considerando-se 5% de significância. 

Além disso, eles encontraram que todas estirpes analisadas foram sensíveis ao 

efeito bactericida do soro quando comparado ao soro inativado termicamente 

(56 °C/ 20 min), contradizendo os resultados deste estudo, pois tanto no teste 

de citometria quanto o plaqueamento, houve maior taxa de morte e menor 

crescimento no soro DT do que no AT, respectivamente.  

A tendência do soro inativado termicamente em exercer maior efeito 

inibitório frente a todos os isolados analisados, inclusive patógeno e probioticos 

(exceto para o ensaio de citometria), com relação ao soro ativo, indica que o 

aquecimento potencializou de alguma forma a ação inibitória microbiana. Este 

comportamento não esperado pode ser relacionado ao observado por 

Mackowiak & Marling-Cason (1983), que procuraram relatar a importância da 

febre sobre o efeito benéfico da atividade antimicrobiana do soro sobre 

bactérias gram-negativas e positivas oriundas da superfície do corpo e clínico. 

Neste estudo, as bactérias foram inoculadas no soro inativado termicamente 

(56 °C/2h) e incubadas a 33, 37 e 41 °C. Como resultado, foi verificado 

correlação positiva entre temperatura e susceptibilidade ao soro, ou seja, 

quanto maior a temperatura, maior o efeito inibitório do soro. Apesar destes 

autores não conseguirem esclarecer os mecanismos responsáveis pelo 

relacionamento entre atividade bactericida e temperatura, eles sugerem que 

deve haver um importante sistema antimicrobiano endógeno, que é estimulado 

pelas temperaturas encontradas em episódios febris. 

O ensaio por plaqueamento não possibilitou analisar o efeito 

bactericida do soro em termos de taxa de morte, pois as contagens após 

incubação foram superiores ao tempo inicial, ou seja, foi necessário analisar o 

efeito do soro em termos de crescimento relativo dos isolados, que 

corresponde o quanto os componentes do soro foram capazes de impedir o 

crescimento ótimo das bactérias, comparadas a um controle, neste caso, foi 

utilizado o próprio meio de cultura pra casa isolado (MRS para E. faecalis e L. 

gasseri e BHI para C. sakazakii e S. aureus). 
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Os resultados do plaqueamento revelaram que o grupo patógeno 

apresentou maior susceptibilidade ao soro AT do que o grupo probiótico, 

sugestivo de que os elementos do sistema imune do soro humano (proteínas 

do complemento) reconhecem os patógenos como organismo estranho, 

promovendo reação inflamatória. Já o grupo teste apresentou maior 

crescimento em soro AT e DT comparado ao grupo patógenos, sugerindo que 

são menos suscetíveis aos componentes imunológicos do soro e, portanto, 

menos sujeitos a produzirem exacerbada reação inflamatória em contato com o 

trato gastrointestinal.  

O teste de citometria revelou que a taxa de morte dos probióticos em 

soro AT foi superior àquelas geradas pelo grupo patógeno. Este resultado 

contradiz os obtidos pelo plaqueamento, onde o soro AT promoveu menor 

crescimento relativo no grupo patógeno, sugerindo maior efeito inibitório. 

Apesar dos resultados estarem sendo avaliados de forma diferentes, tem-se 

que a literatura prioriza os resultados gerados pelo método tradicional de 

plaqueamento do que a técnica de citometria para ensaios de viabilidade 

bacteriana. Logo, pode-se sugerir que patógenos são mais susceptíveis aos 

componentes imunológicos do complemento sanguíneo do que bactérias 

probióticas, mas são necessárias maiores investigações da segurança dos E. 

faecalis, bem como abordar um maior número de representes para oambos 

grupos controles, para garantir que o comportamento não foi tendencioso pelo 

uso de um pequeno número amostral (N ≤ 3). 

 

6.3. Resistência a antibióticos 

Todos E. faecalis analisados apresentaram resistência aos antibióticos 

do grupo aminoglicosídeos, aqui representados pela amicacina e gentamicina. 

Estes antibióticos são comumente empregados no tratamento de infecções 

causadas por bactérias gram -, exercendo efeito bactericida. Embora sejam 

fármacos importantes e amplamente utilizados, os mesmos são extremamente 

tóxicos, limitando sua utilização.  

O mecanismo de ação dos aminoglicosídeos é provocar leitura 

equivocada do código do RNAm e afetar a permeabilidade celular (SILVA, 

2006). Todas espécies de enterococos apresentam resistência intrínseca a 

baixas concentrações de  aminoglicosídeos (MIC 4-256 µg/mL) (CHOW, 2000). 
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A gentamicina é o representante dos aminoglicosídeos mais utilizado contra 

enterococos, apresentando MIC variando de 6 a 48 µg/mL (CHOW, 2000). O 

presente estudou mostrou que 10 µg deste antimicrobiano não foi efetivo contra 

E. faecalis. Riboldi (2009) encontrou apenas 22,2 % dos E. faecalis de 

diferentes alimentos resistentes, resultado similar ao encontrado por Gama 

(2008), em 34,7 % em amostras alimentícias e em 37,5 % de amostras de 

origem humana. Apesar da divergência dos resultados destes dois estudos, 

tem-se que estes autores testaram a sensibilidade dos isolados com 120 µg/ 

mL da gentamicina. Logo a maior porcentagem de resistência encontrada no 

presente estudo pode ser sugerida pela menor concentração testada do 

antibiótico.  

O mecanismo de resistência dos enterococos a aminoglicosídeos 

relaciona-se à mudança na estrutura da membrana, que leva a baixa taxa de 

entrada desses agentes na célula bacteriana, devido à baixa permeabilidade da 

parede celular a tais moléculas. A limitada absorção destas drogas nos 

enterococos pode estar ligada ao seu metabolismo anaeróbio facultativo 

(CHOW, 2000).  

Na classe dos glicopeptídeos, a vancomicina é utilizada no tratamento 

de infecções graves por micro-organismos gram-positivos (GONZÁLES-

PIÑERA et al., 1998a). Seu mecanismo de ação provem da inibição da 

formação da parede celular, diferindo-se de outras substâncias com ação sobre 

a parede celular, por não atuarem na biossíntese de enzimas produtoras desta 

parede, mas sim nos substratos dessas enzimas, os precursores do 

peptidoglicano. Atuam formando complexos com o dímero D-alanina-D-alanina 

(D-Ala-D-Ala), uma parte do pentapeptídeo precursor do peptidoglicano. Essa 

ligação leva a defeitos nas ligações entre os precursores, ocasionando perda 

da integridade da parede celular, lisando-a (WALSH et al., 1996).  

O perfil apresentado pelos isolados frente a vancomicina (30µg) 

revelaram características intermediária e resistente. A grande problemática de 

linhagens enterococcicas resistentes a vancomicina (VRE) que colonizam um 

paciente, consiste em sua persistência no TGI e possibilidade de disseminação 

para outros pacientes (CHENG et al. 2004). Desta forma, sugere-se que testes 

genéticos mais aprofundados sejam realizados com os isolados deste estudo, 

para garantir a segurança dos mesmos, antes de indica-los como potenciais 
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probióticos, principalmente dos isolados EnT1, EnT3, EnM31, EnM91 e EnM92, 

que apresentaram perfil de resistência a esse antibiótico. 

Os antibióticos pertencentes aos macrolídeos são bacteriostáticos, 

inibindo a síntese proteica pela ligação reversível às subunidades ribossômicas 

50S de micro-organismos (GONZÁLES-PIÑERA et al., 1998b). O principal 

mecanismo de resistência dos Enterococos a este grupo é conferida por 

enzimas que metilam um resíduo de adenina na porção 23S da subunidade 

50S do rRNA, impedindo a ligação do antimicrobiano (eritromicina) ao 

ribossomo. As espécies enterocócicas dessse estudo apresentaram 

sensibilidade intermediária à eritromicina, corroborando resultados encontrados 

por Riboldi et al (2009) que analisando a susceptibilidade de estirpe de E. 

faecalis originadas de diversos alimentos encontrou 77,8 % das estirpes 

classificadas como sensíveis, 11,1 % com sensibilidade intermediária e 

também 11 % de estirpes resistentes. Trento (2012) utilizando a concentração 

de 5 µg deste mesmo antimicrobiano revelou que todos isolados de 

Enterococcus spp do colostro do LH foram resistentes, mas este resultado 

pode ter sido conferido pela baixa concentração do antibiótico. 

Enterococos de origem clínica apresentam baixa suscetibilidade aos ȕ-

lactâmicos, devido principalmente à superprodução de uma proteína de ligação 

de penicilinas (PBP) de baixa-afinidade à penicilina, ou por mutações nas PBP 

que as torna menos suscetíveis a inibição pelas penicilinas. A resistência 

intrínseca difere entre os antibióticos desse grupo, com as penicilinas 

exercendo maior atividade frente a estes micro-organismos, seguidas por 

carbapenens e cefalosporinas, com a menor atividade (RIBOLDI, 2007). Esta 

informação confere com os resultados obtidos no presente trabalho, pois foi 

verificado que três, dos quatro representantes do grupo cefalosporinas 

apresentaram sinais de resistência, ao passo que apenas uma das penicilinas 

(oxacilina) sugeriu esta característica. A resistência intrínseca as 

cefalosporinas é tão elevada que o mesmo não pode ser empregado no 

tratamento de pacientes infectados com Enterococcus (SILVA, 2006). 

Dentro da categoria penicilinas, ampicilina é a mais efetiva 

(MARKOWITZ et al., 1991), e o caráter de resistência dos isolados foi somente 

para o antimicrobiano oxacilina em isolados de 15 dias (50 %) e 30 dias (75 %).  

De acordo com as informações fornecidas pela NCCLS (2003) os enterococos 
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podem ser resistentes à penicilina ( IC ≥ 1β8 µg/ m ) e à ampicilina ( IC ≥ 64 

µg/mL), por conta das PBPs ou, com menor frequência, devido à produção de 

ß-lactamase. Porém para os isolados deste trabalho obtidos de LH, não foi 

verificada característica de resistência para ambos, mesmo utilizando 

concentrações bastante inferiores ao sugerido para MIC. Este resultado foi 

similar ao encontrado por Riboldi (2009) onde dos 27 isolados de E. faecalis 

obtidos de diferentes alimentos, 88,9 % apresentaram perfil de sensibilidade a 

ampicilina.  

No grupo carbapenens, representado neste trabalho apenas pelo 

meropenem, trata-se de um antimicrobino mais ativo frente à bactérias Gram-

negativas (SILVA, 2006), porém sua atividade frente ao E. faecalis se mostrou 

bastante efetivo na concentração utilizada (10 µg). 

Desta forma, o caráter resistente a alguns antibióticos foram bastante 

associados com perfis de uso de baixa concentração do agente teste e de 

origem intrínseca, pela incompatibilidade do antibiótico com a parede celular da 

bactéria, que impede sua entrada e, consequentemente, não permite sua 

atuação bactericida, bem como pela presença de enzimas que interferem na 

ligação do antibiótico ao seu sítio de atuação. Apenas a resistência à 

vancomicina merece atenção especial, pois esta propriedade pode ser oriunda 

de caráter adquirido e, consequentemente, pode ser transferida 

horizontalmente a outras bactérias que ocupem o mesm nicho ecológico, como 

o TGI.  

Como sugestões para próximos estudos, várias sequencias de 

oligonucleotídeos já foram estudadas e desenvolvidas para averiguar a 

presença de genes que expressam resistência a antibióticos específicos, 

detectável pela técnica de PCR convencional, assim é possível avaliar se o 

caráter resistente é decorrente de características intrínsecas ou por genes.  

 

6.4. Resistência as barreiras do trato gastrointestinal 

De acordo com a ANVISA, dentre os requisitos exigidos para alegação 

de probiótico, há a necessidade de uma documentação que comprove a 

eficácia quanto a resistência da cultura à acidez gástrica e aos sais biliares, 

considerados barreiras para que a estirpe atinja seu local de atuação quais 
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sejam, intestino delgado geralmente para espécies do gênero Lactobacillus ou 

o cólon, para Bifidobacterium. 

A primeira barreira significativa do TGI é a acidez gástrica. Assim, para 

as estirpes estudadas manterem sua viabilidade junto ao alimento carreador e 

atingir sítios específicos do TGI, deverão resistir às condições ácidas 

características do suco gástrico (BERADA et al., 1991) por períodos variados. 

O tempo de esvaziamento gástico varia conforme a alimentação. Para metade 

do esvaziamento gástrico de um RN, o tempo médio é de 28 minutos (NEWELL 

et al., 1993), Em crianças alimentadas com fórmulas esse tempo pode variar de 

63 – 78 min para aqueles que recebem fórmula infantil (EWER et al., 1994; 

CAVELL, 1981). Desta forma, pode-se sugerir que o tempo de 60-90 minutos 

de exposição ao suco gástrico é adequado para avaliação da sobrevivência 

dos isolados.  

Baseando-se nos critérios de Charteris et al. (1997) e Ferreira (2012), 

apenas EnM91  estaria apto como potencial probiótico, mas se apenas a 

exigência da concentração de 107 UFC/mL (FERREIRA, 2012) for suficiente, 

com 90 minutos EnT4 se enquadraria como promissor e, com 60 min, EnT2, 

EnT3, EnM32, EnM33 e EnM92 também atenderiam ao requisito.  

Martín et al (2005) verificaram sobrevivência variada entre 

Lactobacillus spp. isolados de LH em ensaio de simulação ao modelo 

gastrointestinal dinâmico, onde L. fermentum CECT5716 foi o mais resistente, 

com percentual de sobrevivência de 74,37 % e, L. gasseri CECT5714 e 

CECT5715 com 30,25 % e 29,54 % mais sensíveis. Apesar desta diferença, 

estes autores afirmaram que todos apresentaram potencial probiótico, 

principalmente se forem destinados a crianças e utilizando leite como veículo, 

pois representam uma passagem mais curta e menos restritiva do TGI e devido 

a presença de componentes protetores do leite sobre LAB.  

Para o gênero Enterococcus, Lertworapreecha et al. (2011) 

trabalhando com 60 isolados de E. faecium do TGI de frangos verificaram que 

apenas 25% de seus isolados foram capazes de sobreviver ao pH 2,0. 

Rodríguez et al. (2012) encontraram que dos 34 Enterococcus spp oriundo de 

fezes de RN saudáveis, apenas três foram capazes de resistir ao pH 3,0. 

Trento (2012) verificou que entre seus seis isolados oriundos do LH, apenas 

uma delas foi capaz de sobreviver ao pH 2,0 após 60 min de exposição. 
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Comparando os resultados descritos com as estirpes do presente estudo, 

pode-se sugerir que essas são mais resistentes do que as reportadas até o 

momento, uma vez que todas resistiram, em concentrações variadas, após 60 

e 90 minutos de exposição ao SGA.  

Ressaltamos também que este teste foi realizado de acordo com a 

ASM que se refere as condições gástricas para adultos, portanto, estas 

bactérias teriam condições melhores de sobrevivência no RN.  

Sugere-se que, embora não existam parâmetros específicos para este 

teste, uma vez definida a bactéria a ser avaliada, concentrações em torno das 

que são normalmente utilizadas para veicular probióticos (109 UFC/g) devam 

ser utilizadas para inicialização desse teste. No entanto o efeito dessas 

concentrações elevadas no RN é desconhecido.  

A resistência a bile é outra barreira que um micro-organismo precisa 

ultrapassar para atingir seu sítio de atuação no TGI (BRASIL, 2008). A bile 

lançada próxima ao íleo atua como detergente, emulsificando gorduras e 

facilitando a digestão. Sua ação pode pode afetar a concentração microbiana 

por causar desorganização celular, devido à composição da sua membrana, 

que contém lipídeos e ácidos graxos. Sua ação pode afetar a concentração 

microbiana por causar desorganização celular podendo influenciar a viabilidade 

celular bacteriana e suas interações (Valdez et al, 1997). 

Alguns micro-organismos no TGI são capazes de hidrolisar as ligações 

amida dos sais biliares pela atividade enzimática da hidrolase de sais biliares 

(BHS), tais como enterococos, bacteroides, bifidobacterias e outros (HILL & 

DRASAR, 1968), criando sais biliares desconjugados, pela separação da 

glicina e taurina a partir da porção esteroide (DU TOIT et al., 1998), reduzindo 

assim, os efeitos tóxicos dos sais biliares conjugados, uma vez que as BHS 

podem atuar como proteína de choque detergente, permitindo a sobrevivência 

sob o estresse biliar intestinal (DE SMET et al, 1995). Diante destas 

informações, era esperado que os E. faecalis neste estudo fossem resistentes 

aos sais biliares 0,3 %, fato este observado para todos isolados, independente 

do período de obtenção.  

Este resultado foi semelhante ao encontrado por Trento (2012), onde 

isolados de LH identificados por perfil de fermentação como E. durans e E. 

avium, apresentaram-se resistentes após 4h de exposição aos sais biliares sob 
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a mesma concentração. Da mesma forma, Rodríguez et al. (2012), trabalhando 

com Enterococcus spp. de fezes de RN, mostrou que todos seus 34 isolados 

foram capazes de crescer na presença de 3 g. L-1 de oxgall, confirmando 

assim, a alta resistência aos sais biliares deste gênero. 

Vale considerar que o estresse desencadeado pelos sais biliares frente 

às bactérias no TGI é mais complexo do que nas condições in vitro por pelo 

menos três razões: i) a concentração da bile não é estática ao longo do TGI, 

pois o tempo de residência da digesta varia em cada segmento; ii) os sais 

biliares formam micelas com fosfolipídeos e, portanto, apresenta menor 

atividade antibacteriana do que solução artificial de sais biliares pura e; iii) in 

vivo o estresse sucessivo pela acidez gástrica e a bile podem exercer um efeito 

antimicrobiano superior ao desencadeado por estas mesmas barreiras 

isoladamente (MARTEAU et al, 1997).  

Pode-se considerar também que o presente estudo busca por 

potenciais probióticos para RN, e nestes a velocidade de síntese dos sais 

biliares é menor do que no adulto e, consequentemente, o pool de sais biliares 

é reduzido. No RN normal, a concentração de sais biliares varia de 1,5 a 5,0 

mmoles/L, enquanto no adulto o normal é de 7,0 a 20,0 mmoles/L. No 

prematuro é ainda mais baxia (1 a 2 mmoles/L) e quase sempre inferior à 

concentração miscelar crítica (2 mmoles/L). Outro fator que limita o pool de sais 

biliares é a menor eficiência da circulação êntero-hepática, o que resulta em 

menor fluxo biliar (EUCLYDES, 2014). Desta forma, as chances dos isolados 

conseguirem ultrapassar por esta barreira intestinal é otimizada.  

 

6.5. Antagonismo a patógenos. 

A nomenclatura das bacteriocinas são baseadas de acordo com as 

espécies que as produzem, desta forma, as produzidas por Enterococcus spp. 

são denominadas enterocinas (JAVED, 2009). A ação inibitória destas 

proteínas é resultante da interferência na permeabilidade da membrana e das 

funções celulares essenciais, como replicação do DNA e translocação 

(CLEVELAND et al., 2001). 

E. faecalis deste estudo mostraram-se bastante efetivos frente aos 

quatro micro-organismos indicadores analisados, porém com perfis variados 
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pois, de um modo geral, inibiram com maior eficiência as cepas de Salmonella , 

seguido de E. coli, S. aureus  e Listeria monocytogenes foi o patógeno menos 

inibido, pois quatro (EnT1, EnM31, En91 e EnM92) dos 11 analisados, foram 

incapazes de inibi-lo.  

Quando NaOH foi acrescido ao teste, verificou-se a presença do NaOH 

1 e 2 mol/ L próximo ao local de inoculação das estirpes enterocócicas (EnT1, 

EnT2, EnT4, EnM34, EnM91 e EnM92) inibiu o crescimento de Salmonella, 

indicando que a inibição observada deveu-se a ácidos orgânicos, as outras 

estirpes continuaram inibindo este patógeno mesmo em presença da 

neutralização, indicando que a inibição deveu-se a metabólitos de outra 

natureza (por exemplo, bacteriocinas). 

Quanto a estirpe mais resistente (Listeria), das sete estirpes 

enterocócicas que promoveram inibição, quatro a natureza do inibidor deveu-se 

a ácidos orgânicos (EnT3, EnM32, EnM33 e EnM34). Nos outros patógenos, da 

mesma forma, a natureza do inibidor não foi apenas de ácidos orgânicos, mas 

provavelmente por outros compostos, como bacteriocinas e/ou peróxido de 

hidrogênio.  

Maldonado-Barragán et al (2009) mostraram que a enterocina C, 

produzida por E. faecalis C901, obtido de colostro humano, é bastante ativo 

contra E. faecalis de colostro, leite humano e exudado vaginal, sugerindo que 

esta bacteriocina poderia impedir a colonização do intestino infantil por outras 

cepas de E. faecalis patogênicas, protegendo, assim, o RN contra algumas 

infecções. Rodríguez et al. (2012) mostrou que E. faecalis oriundos de fezes de 

RN saudáveis, apresentaram a enterocina AS-48, confirmando seu efeito anti-

listeria., pois inibiu L. innocua BL 86/26 e L. monocytogenes Ohio. Trento 

(2012) também verificou que Enterococcus spp. isolados de LH foram efetivos 

na inibição de Listeria monocytogenes, mas inofensivos contra S. aureus e E. 

coli. Maisnier-Patin et al (1996) analisando o efeito da enterocina EFS2, 

produzida por E. faecalis de queijo francês, encontraram total eficácia inibitória 

deste composto a Listeria monocytogenes, mas apenas 26,67 % frente a 

Staphyolococus aureus. Desta forma, pode-se sugerir que as enterocinas 

produzidas pro E. faecalis apresentam um bom desempenho antagônico frente 

a Listeria spp., mas agem pouco em relação a S. aureus e bactérias gram-

negativas. Logo, o efeito antagônico encontrado neste estudo frente a 
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Salmonella spp. e E. coli pode ter sido mais influenciado por outras fatores, 

como ácidos orgânicos ou peróxido de hidrogênio.  
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7. CONCLUSÕES 

Embora o objetivo do trabalho fosse isolar LAB do LH com potencial 

probiótico, as estratégias de isolamento das formas predominantes nas 

diferentes fases de lactação, resultaram no isolamento de bactérias 

pertencentes ao gênero Staphylococcus e bactérias do ácido lático do gênero 

Enterococcus (E. faecalis).  

Os enterococos apresentaram características probióticas interessantes, 

no entanto, pelo fato de todas pertencerem a espécie Enterococcus faecalis, a 

sua indicação como probiótico exige precaução.  

O estágio de conhecimento sobre composição e diversidade de 

bactérias láticas no TGI do RN não nos permite de forma conclusiva fazer a 

indicação destas estirpes enterocócicas para uso nos BLH, embora se saiba 

que este gênero faça parte da microbiota endógena intestinal do RN.  

O presente estudo, de caráter exploratório, permitiu a pré-seleção de 

estirpes com melhor potencial próbiótico, tanto em sua performance quanto em 

seu perfil de segurança. Sugere-se que as cepas EnM32, EnM61 e EnM91, 

que apresentaram melhores desempenho nos testes executados, sejam 

estudadas de modo mais detalhado.  
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Anexo A: Comitê de Ética em Pesquisa 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIÇOSA – UFV 

          COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Você está sendo convidado(a) para participar, como voluntário(a), em uma pesquisa. 
Leia cuidadosamente o que segue e me pergunte sobre qualquer dúvida que você 
tiver. Após ser esclarecido(a) sobre as informações a seguir e, no caso, aceite fazer 
parte do estudo, assine ao final deste documento, que consta em duas vias. Uma via 
pertence a você e a outra ao pesquisador responsável. Em caso de recusa você não 
sofrerá nenhuma penalidade. 
 

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos: 

 

1. O trabalho tem por finalidade encontrar espécies bacterianas do leite humano 
seguras e com potencial probiótico, para serem reintroduzidos nos leites 
depositados nos Bancos de Leite Humano; 

2. Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para melhorar a qualidade dos 
leites oferecidos nos Bancos de Leite Humanos que serão posteriormente 
ofertados à recém-nascidos desfavorecidos de receberem o leite de sua própria 
mãe; 

3. Terei que doar para a realização dessa pesquisa, o seguinte material biológico: 
300 mL de sangue ; 

4. A minha participação como voluntário deverá ter a duração de até 30 minutos; 
5. Durante a execução do projeto poderão ocorrer riscos de constrangimento devido 

à coleta de informações de dados pessoais como nome, idade, tipo sanguineo, 
que serão atenuados com o devido sigilo de todos os dados informados e, no 
momento da coleta de sangue, poderá haver alguma dor decorrente da punção da 
pele. Complicações de coleta de sangue rotineira são raras e geralmente de 
pequeno porte. Se houver pequena perda de sangue da veia no local da punção 
geralmente há um pequeno desconforto que desaparece em poucos dias. A coleta 
de sangue será realizada em local apropriado e por pessoa especializada, para 
que no caso de algum tipo de reação, como tonturas ou desmaios, a pessoa será 
atendida prontamente por um profissional da área. Ao mesmo tempo estarei 
recebendo como benefícios pela minha participação café e biscoitos. 

6. Os materiais empregados na coleta serão descartáveis e de uso individual; 
7. Os procedimentos aos quais serei submetido não provocarão danos morais, 

físicos, financeiros ou religiosos e minha identidade será mantida sob sigilo; 
8. Não terei nenhuma despesa ao participar desse estudo; 
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9. Poderei deixar de participar do estudo a qualquer momento sem prejuízo do meu 
tratamento. 

10. Meu nome será mantido em sigilo, assegurado assim a minha privacidade e se 
desejar, deverei ser informado dos resultados dessa pesquisa; 

11. Qualquer dúvida ou solicitação de esclarecimentos poderei entrar em contato com 
a equipe científica pelo telefone (31) 3899 2959 ou (31) 9132 2406; 
OBS: Este TCLE foi redigido em conformidade com os requisitos da Resolução 

CNS 466 de 2012 

 

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar do estudo 
―CARACTERÍSTICAS PROBIÓTICAS E DE SEGURANÇA DE BACTÉRIAS DO 
ÁCIDO LÁTICO ISOLADAS DE LEITE HUMANO COM POTENCIAL PARA USO EM 
BANCOS DE LEITE‖, na qualidade de voluntário (a)  

 
Viçosa,________de__________________de 2014. 

 
_________________________________________________________________ 

Assinatura do voluntário 
 
 

Atenciosamente 
        ________________________________ 

                                                                  Michele Harumi Omura 
                                              Departamento de Tecnologia de Alimentos 
                                                                   michele_hom@hotmail.com 
 
 
 
Responsáveis pela pesquisa: 
Nome: Michele Harumi Omura 
Endereço: Av. P.H. Rolfs, s/n, Campus Universitário – Viçosa (MG), CEP: 36570-900 
– Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuária (BIOAGRO) 
Endereço particular: Av. Bernardes Filho, 162/302, Lurdes – Viçosa (MG), CEP: 
36570-000 
Telefone: (31) 3899-2959 ou (31) 3899-2960 
Telefone particular: (31) 9132-2406 
 
Nome: Célia Lúcia de Luces Fortes Ferreira 
Endereço: Av. P.H. Rolfs, s/n, Campus Universitário – Viçosa (MG), CEP: 36570-900 
– Departamento de Tecnologia em Alimentos 
Endereço particular: Travessa Irmã Francisca, 31/903, Clélia Bernardes – Viçosa 
(MG), CEP: 36570-000 
Telefone: (31) 3899-1756  
Telefone particular: (31) 8881-6535 
 
 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Viçosa 

– CEP/UFV 
Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, prédio Arthur Bernardes, piso inferior, Campus 

Universitário – Viçosa (MG) – CEP: 36570-900 
Telefone: (31) 3899-2492; correio eletrônico: cep@ufv.br 

mailto:cep@ufv.br
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Anexo B: Resultados dos plaqueamentos de Costa (2012). 
Contagens do cultivo do leite humano no meios MRS e Rogosa nos diferentes 
tempos analisados, expressos em UFC/ mL. 

 

T5, T15, T30, T60 e T90 correspondem ao período de lactação do leite 

humano. Meios de cultivos utilizado: MRS (de Man, Rogosa and Sharpe 

Medium) e ROG (Rogosa). M1-M11 represantam as 11 mães recrutadas para 

doações dos leites analisados. 

 

Predominância das LAB do leite humano, expressos em UFC/ mL para os 

meios seletivos: MRS (Bifidobacterium spp.), Rogosa (Lactobacillus spp.) e Bile 

Esculina (Enterococcus sppp.).  

 

 
 

 
 

 

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 TOTAL MÉDIA

MRS 4,40E+01 1,10E+02 7,90E+03 1,52E+03 1,35E+02 0,00E+00 9,30E+02 1,10E+05 4,20E+04 6,90E+03 6,55E+03 1,76E+05 1,60E+04

ROG 2,70E+01 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 6,50E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,25E+01 4,60E+01 4,18E+00

MRS 1,05E+02 1,21E+02 1,48E+03 1,30E+03 2,02E+04 2,36E+05 1,28E+03 1,04E+05 1,60E+05 6,80E+02 4,70E+04 5,72E+05 5,20E+04

ROG 2,80E+01 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 5,50E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,79E+04 0,00E+00 1,44E+02 1,81E+04 1,64E+03

MRS 8,75E+02 1,32E+02 1,96E+04 4,00E+03 5,10E+05 1,67E+02 4,75E+03 1,11E+04 8,45E+02 4,05E+05 9,56E+05 9,56E+04

ROG 2,70E+02 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,67E+03 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 1,94E+03 1,94E+02

MRS 3,40E+02 1,80E+02 7,60E+02 5,95E+02 4,50E+03 2,95E+05 4,90E+04 3,50E+03 0,00E+00 2,50E+02 3,54E+05 3,54E+04

ROG 1,49E+02 0,00E+00 2,80E+02 0,00E+00 4,40E+01 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 6,25E+02 0,00E+00 1,10E+03 1,10E+02

MRS 1,16E+03 5,40E+03 6,00E+02 2,60E+05 5,90E+04 3,47E+05 8,20E+03 1,90E+02 0,00E+00 2,70E+02 6,82E+05 6,82E+04

ROG 2,63E+02 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00 4,10E+02 0,00E+00 6,73E+02 6,73E+01
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Anexo C: Alinhamento das sequências do gene 16S do rDNA.  
Resultado do BLAST do sequenciamento do gene 16S rDNA, analisados por similaridade nas sequências depositadas no 

banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov). 

Amostra 1: Enterococcus faecalis 

 

             

Sequência original: 

NNNNATCNNTCCACTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA
CGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCAT
GACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGT
CACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA
ACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAACAGGATGTCAAGACCTGGTAGCAGGTTCTTCGCGAATGCTTAGAATTA
AACCACAGTGCTCCACCGATTGGGCGGAGCCCCAGTCAAATCCTGTGAGTTACAACCTGAGCGGTAGTACTCCCCAGCAGCAGGAGTGATTAATGCATTTGAATGC
AGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACGAAGCACTCATCGTGTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGT
CAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCC
CAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACC
TACGTATTACCGCGACTGCTGGCACGTAGTTTAGCCGTGGCTTTTCTCGCTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGA
GTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGT
GTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGGGTCCATCCATC
AGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCACTCTTATGCCATGCGGCATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCCTCTGATGGGTAGGTTACCC
ACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCCTCTTTCCAATTGAGTGCAAGCACTCGGGAGGAAAGAAGCGCTCGACTTCCANNTTAAGNNNGNNNGNNNANANNNNNN 
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Amostra 2: Staphylococcus epidermidis 

 

 

Sequência original: 

NNNNNAGNNGTCNNNTACGACGGCTAGCTCCAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAAC
GTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGAC
CTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCAC
CGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAACTCTATCTCTAGAGGGGTCAGAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTGCGCGCTAGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAAATTCCTTTGAGTATCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAAG
GGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGA
CCAGAAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAA
TGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACC
GCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCATAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGA
AGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGT
GTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCGGCGCGGATCCATCTATAAGTGACAGCAAAAC
CGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGT
CCGCCGCNANNTNGNGNANGANNCAGCTCCTCGTCTGTCGCTCGACTTGCANTATTNNGAACCGCCCTNNNNTN 
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Amostra 3: Staphylococcus epidermidis 

 

 

 

Sequência original: 

CNNAAANNTNTCACCTTCGACGGCTAGCTCCAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGA
ACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCT
TGACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTT
GTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGATANNNAGACTCTATCTCTAGAGGGGATCAGAGGGATGTGCAAGATTTGNGTAAGGTTCATGCG
CGCTAGCTTCGAATCTAAACCACATGCTCCTAACAGCTGGTGCGGGTCCCCGNTTTCAAATTCCTTTGTAGTTTCAACCTTGGCGGTCATACTCCCCAGGTCGTG
AGTGCTTAATCAGGCATTAGCTGCAGCACTAAGGAGAGGAAACCCCCCTAACACATAGCACTCATCCGCTTACGAGATGTGGGACGAACAGGATATCTAATCCTG
TCTGATCCCCACGCTATTCGCACATCAGCGTCAGATACAGACCAGAAAATCGCCTTCGCCACTCGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATGTCACCGCTACACATGG
AATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCT
TTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCATA
GTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATT
CCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACC
TTACCAACTAGCTAATGCGGCGCGGATCCATCTATAAGTGACAGCAAAACCGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTT
TCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAGAGGAGCAAGCTCCTCGTCTGTTTNGCNNN 
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Amostra 4: Staphylococcus lugdunensis 

 

 

 

Sequência original: 

CNNNNNTNGTCNCCTTCGACGGCTAGCTCCAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAA
CGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTT
GACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTT
GTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAAATCTCTATCTTCTAGAGCGGTCAAAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCATCGCGCTAGCTT
CGAACTAAACCACATGCTCCACCAGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCCTTGAGTTTCAACCCTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCT
GCAGCACTAAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCA
GCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAG
TTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTG
CCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTATCNTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCACAGTTACTTACACGTTTGTTCTTCCCTAATA
ACAGAGTTTTACGATCCTAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTG
GACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATACGGCGCGGGTC
CATCTATAAGTGATAGCAAAACCATCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAACATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTGTCCCAGTCTTATAGGTAG
GTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTTATCTGTTCGCTCGACTTGCAGTATTAAAGCNNGCCNNATGNGNNNA 

 



101 
 

Amostra 5: Staphylococcus lugdunensis 

 

 

 

Sequência original: 

CNNNAANNTNTGTCCACTTCGACGGCTAGCTCCAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGG
GAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTG
CTTGACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAAACNNNNTCTATCTTCTAGAGCGGTCAAAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTT
GCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTA
GCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACAT
CAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACT
CAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAAC
GCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCACAGTTACTTACACGTTTGTTCTTCCC
TAATAACAGAGTTTTACGATCCTAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGA
GTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATACGGCGC
GGGTCCATCTATAAGTGATAGCAAAACCATCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAACATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTGTCCCAGTCTTATA
GGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTTATCTGTTCGCTCGACTTGCATNTATNAGGNANNCCCCANNNNNN
NN 
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Amostra 6: Staphylococcus epidermidis 

 

  

 

Sequência original: 

TNNNNCNNCTTCGACGGCTAGCTCCAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTAT
TCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCT
CGCGGTTTCGCTACCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC
GGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAAC
CATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAACTCTATCTCTAGAGGGGTCAGAGGACGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTGCGCGCTAGCTTCGAACTA
AACCACATGCTCCACAGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATGCCTTTGAGTTTCAACCCTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGATTAATGCGTTAGCTGCAGCAC
TAAGGGGCGGAAACCCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAG
TTACAGACCAGAAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCA
GTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCT
ACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCTGTCGAAGACGTGCATAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGA
GTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACC
GTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCGGCGCGGATCCATCT
ATAAGTGACAGCAAAACCGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTAT
CCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAGAGGAGCAAGNGTCNCNNCTGTTCGCTCGACTTGCANNTTANAAAAANGNNANNTNCNNNNN 
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Amostra 7: Enterococcus faecalis 

 

 

  

Sequência original: 

NNNNNNNTANGCGGCTGGCTCCAAAAGGGTACTCTCACCGACTTCGGGNGTTACAAACTCTCGGGGTGGACNGGGGGGTGTGTACAAGGCCGGGGAACGNTTT
CACCGCGGCGGGCTGATCCGCAATTACAAGCGATTCCGGTTTCTTGCGTGGAAGTTGCAACCTGCAATCCAAATTGAAAGAAGTTTTAGGAGATTTGCTTGACCT
CGCGGTCTAGCGACTCGTTGTTTTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCAAAAGGGGCAGGAGGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCAC
CGGCAGTCTCGCTAAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA
ACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCGAAGGGAAAGCACTATCTCTCTAGTGGGCACAGAATGTCAGAGACGATGGTCAAGATTCTTCTAAGATGCTTACGAA
ATAGAACCACATGCTCAACCAACTTNGNNTGCAGAGACCCGCGTCGAAGTTGCCTGTGAGATTTAACCTTGTCGAGCAGCAAGTACCCCCGCGTAGTAGGAGCG
GATGTAGTGCGGTTGCGATGCGAGCACTCAAGGGGCGGAAAACGCGGCCAAGCACTTAGCTACTCATCGTGTACAGATGTGGACTAGCAACGGGTATATACATC
CTGTGTGAATCCCCACGCTTTCGAGCATCATCAGTCAGTTACAGACAAGAAAGACGCAGTAACTACCCCTGGGGTGCATCCATATATCTACGCATTTCTCACCGC
AACACATGGGGAATACTACACTGTAATCTTCTTGCACTCAAGTGTACCAGTGTTCAACTGAGACCCCCACCGGCTGGAGACGGGGGGAGCTTTCACATCAGAAAT
TATAAAAAAGACTGCAAGAACTCGCGTTATACGCCCAATAAAATCCCGAGAACGCTTGCGACCTACATATGTACACCCGCGTGATGATGACACATNAATCACACGT
AGTTTCTCTGGTTAGAATAACCGTCNNAGGGGCCGTCCAGTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTAACGATCCGAAAACATTCTTCACTCACGC
GGCGTCACTCGGTCAGACTTTGGCACATTTTCGAAGATTCCGGAAGATTGCCTCCCGTAGGAGTCTGTAGGAGTCTCAGTCCCTGTCAGTTCGATCACCCTCTCA
GGTCGTCTCAGCATGGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGGGTCCATCCATCATCCACACCCGAAAGCGCCTTTCACTGTCTAT
CCATGCGGCATAAACTGGTTCAAGGTATTAGCACGTGTTTCCAAGTGTTTCCCCATTTGATGCGTTGGTATAGCTAGGGTAACTCACCCGTCCTCCCTCTTCTTTG
CAACGAGAGCAGGCCCTGGGGAGGAAAGAAGCGCTCGACTGCATGNNN 
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Amostra 8: Enterococcus faecalis 

 

 

  

Sequência original: 

NNNNNNNNNNCNCTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGA
ACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTG
CATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCA
GCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGT
CAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTC
CCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCC
ACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAAC
AGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGG
CCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGGGTCCA
TCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCACTCTTATGCCATGCGGCATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCCTCTGATGGGTAG
GTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCCTCTTTCCAATTGAGTGCAAGCACTCGGGAGNAAAGAAGCGTTCGACTGCATGTATAGCACGCCGNNNNNC
NNC 
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Amostra 9: Staphylococcus epidermidis 

 

 

 

Sequência original: 

NNNNNTNAANACNTTCGACGGCTAGCTCCAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAAC
GTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTG
ACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGT
CACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGA
CAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAACTCAGTATCTCTACGAGGGATCTAGAGGACGTGCAAGATTTGGTAAGGTTCTTGCGCGCTAG
CTTCGAATCAAACCACATGCTCCTACAGCTCGTGCTGGGTCCCCGTCAATTCTCTTGGAGTGTCAACCTCGCGGTCGTACTCCCCAGGTCGGAGTGAATTAATGA
GTTAGCGGCAGCAATAAGGGAGCGGAAACCTCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTGACGACGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTT
CGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCT
GCACTCAAGTTTTCCAGATTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTATCACCATCAGACTATAAAAAACCGACCTACGCGCGCTTTACGACCCAAGTA
ATTCCAGGATAACGCTTGCCGACCTACGTATTACCGCGGCTTGCTGGTCACGTAGATCAGCCGTGGGCTTTCTGATTACGGTACCGTCAAGACGTGCATAGTTAC
TTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTA
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACC
AACTAGCTAATGCGGCGCGGATCCATCTATAAGTGACAGCAAAACCGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCG
AAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAGAGGAGCAAGCTCCTCGTCTGTTCGCTCGACTGCATGTATAG
CACGCCGCNNNNNNNC 
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Amostra 10: Enterococcus faecalis 

 

 

 

Sequência original: 

ANNGCTNCAAAAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTG
CTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGC
GACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCG
CTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGANGACAAAGGATGTCAAGACCCGNGTANNAGCTGCTTCGCGATAGTCTTCGAATTAACACCAC
ATGCTCCGACAGCTATGTGGNCGGAAACCCGATCAATTCCGTTTGAGTTTCAACCTCGTAGCGGAAGTACCCCCCACGCACCCAGGGCANGTTAATTGCGACTG
CTGCAGCACTCAAGGGCGCAAACCATGCGACAGAAACTTAGCACTCATCGTTTAGCGGCTGAGTGGACTAGCCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCAAGCACGC
TTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTGAGCAACCAGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCT
TCTGCACTCAAGTCTCCCAGNTTCAACAATGACCCTCACCGGCTGAGCCGGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAAACAGCCTGCGCTCGCGTTACGCCCAAT
AAATCCGGACAACGCNTTGCCACCTACGTATTACCGACAGACTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTNTTCATCGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTAC
TAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTA
CTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCAC
CAACTAGCTAATGCACCGCGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCACTCTTATGCCATGCGGCATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTC
CAAGTGTTATCCCCCTCTGATGGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCCTCTTTCCAATTGAGTGCAAGCACTCGGGAGNAAAGAAGCGTTCG
ACTGCATGTATTAGCACGNNNNNCNNTN 
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Amostra 11: Staphylococcus epidermidis 

 

 

 

Sequência original: 

TGAGGCAACAAGCATAAGGTGACAGCTCGTGAAACGGACTTACCCAACATTCCCGCCCGAGCCTGCGGCACCAGGGCTGCTACACCGGACATTCGTCCCCCGA
TACGGGAAGGACTCAAACTCAAGATCGGGTCAGCTAGGAGTCAACATTCGTAAGTTCTTCGCGTTCTTCGAAACTTGAACAAAAATGTCGGCACCACATAATTGC
GGTTGCTCCCCCTCGAAAGCAGTATAAAAACAGATAATCGTCCACACCCCCGCGGGGTCGCACTCCCCAGGGTTACGGTGGAAGGTAGGCACTTAATCCACCCT
AGCTCCAGCACTAAGGGTGCGGAAACCCCCTAACACATAGTGCACACACCCCTATGAAGGCGTGGGAATACCACGGCGCATCATTGGGCAGAATCCTGCCGGA
TCCACTACGCGTTCGCACATCAGCGTCAGATACAGACCTAGACAACTCGCCTTCGACACTGGTGGTCCTCCATATAAATATGCGCATTTCAGCCAGCTACACAGG
GAATTCCAATTTCCTCTTCACGCACTCAAGACTTTCCAAATTTACAATGACCCTCGCACGCGTTGAGCCGTGGGCTCTTAAACAAAAGACCCAAAAAACCGCCTCC
GATCGCGCTTGACGCCCAATAATTCAAGGAAAACCGGGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCG
TCAAGACGTGCATAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTATACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCC
CATTGCGGAAGATTCCTTCCTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGCCCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCGCCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTTCCTT
GGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAACGCGGAGCGGATCCATCTATAAGTGACAGCAAAACCGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGG
TATGAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCAAAGGGCCTCCGCTAACGTCAGAGGAGCAAGCTCCTTGTCAGTT
CGCTCGACTGGCATGTATAGTAAAAACCAAATACCC 
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Amostra 12: Staphylococcus epidermidis 

 

 

  

Sequência original: 

NNNTNNTNNTCTTCGACGGCTAGCTCCAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGT
ATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGAC
CTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCA
CCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACA
ACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAGNATCTTCTATCTCCTAGAGGGGTCAGAGGACGTCAAGATTTGGTAAGGTTCATGCGCGCTAGCT
TCGAACTAAACCACATGCTCCACAGCTTGTGCTGGGTCCCCGTCAATTCCCTTTGAGTTACAACCCTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAG
CTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATC
AGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAA
GTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCATAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAAT
AACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCGGCGCGGAT
CCATCTATAAGTGACAGCAAAACCGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTA
GGTTATCCACGTGTTACTCACCCGNCCGCCGCTAACGTCAGAGGAGCAAGCTCCTCGTCTGTTCGCTCGACTGCATGTATAGCANNCNNNNNNCCNC 
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Amostra 13: Enterococcus faecalis 

 

 

 

Sequência original: 

NNNNNNNNCNCTAGGCGGCTGGCTCCAAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
TATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATTTGCAT
GACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTT
GTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGAC
GACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGATAAGGTTCTTCGCGTGTNGCTTAGA
ATTAAACCCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGAGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTAGCGGTAGTACTCCCCCAGGCGGAGTGCTGAATGCGTTTGCTG
CAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGC
GTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGT
CTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAA
CAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTC
TGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGG
GTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCACTCTTATGCCATGCGGCATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCCTCTGATG
GGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCCTCTTTCCAATTGAGTGCAAGCACTCGGGAGGAAAGAAGCGTTCGACTGCATGTNTNNGCNNNACN
NNNNNNNC 
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Amostra 14: Staphylococcus epidermidis 

 

 

 

Sequência original: 

CNNNNNNNTNGACGGGCTAGCTCCAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGGGAACGTATT
CACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTGCTTGACCTC
GCGGTTTCGCTACCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCG
GCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCA
TGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAACTNCTATCTCCTAGAGGGGTCAGAGGATGTCAAGATTTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTGCAGCACTAA
GGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCACATCAGCGTCAGTTAC
AGACCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAAATTCCACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTT
CCAATGACCCTCCACGGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTTGCCACCTACG
TATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCATAGTTACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTT
ACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTC
TCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTAATGCGGCGCGGATCCATCTATAAG
TGACAGCAAAACCGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACG
TGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAGAGGAGCAAGCTCCTCGTCTGTTCGCTCGACTGCATGTATATNCCCGCNACCNNNNNNNNN 
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Amostra 15: Enterococcus faecalis 

 

 

  

Sequência original: 

AAATTCCTTTTTAAATTAGAGGTAGGCCGCTGGCTCCAAGAGGTTACCCCTCCGACTTCGGGCGTTACGGAATCTCGTGGTGTGACGGGCGTTGTGTATTAGGAC
AGGGAACGTATTCACCGCAGCGTGCTGATCCGCTGTTACTAGCGATTCCGGTTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAAAGAAGCTTTAACAAA
TTTGCATGACCTCGCGGTCTAACGACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCT
CCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTAGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACG
AGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGACAAAGGATGTCAAGACCTGCTAAGGTTCTTCGCGTTGC
TTCTAATTAAACCACATGTTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCTTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGACGAACTCCCCATGAGGAGCGCTTATTGCGATTGCT
GCAGGGGTGAAGGGCGGAATTCCTCCAACTCTTAGGATTTATTTTTTACGGCGTGGACTACAAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAT
CGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTTCGCCACTGGTGTTCCTCCCATATATCTACGCATTTTACCGCTACACATGGAATTTCCCTCTCCTCTTCTGCACTCAA
GTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTTCCCGGTTGAGCCGGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCCTGCGCTCGCTTTTACGCCTCAATAAATCTGGGACA
ACGCTTGCCCTCCCTACTAATACCGGCGTCTTGCTGGCATCGTAACTTACGCCGGGTCTTTCTGGGCT 
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Amostra 16: Enterococcus faecalis 

 

 

 

Sequência original: 

CCCTGTTGTATCCCGGGTATGGTGGCTGGCTCCAAGGGGTACCTCAGCGACTTCGGGTGTTCGGACTCTTCGCCCCTTTACGGGCGGTGTGTTCTAGGGCCGG
GAACGTATTCACCGCGTCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGGGGGCGAGTTGCAGCCTGCGGTCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGATT
TGCATGACCTCGCGGTCTAGCGGACTCGTCTCGTACTTCCCATTGTTTCACGTGTGGAGCCCAGGCCCCAAGGGGCGTGATGATTTGACGTCATCCCCTCCTTC
CTCCGGTTTGTCACCGGGAGGCTCGCTAGAGTGCCCACCTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGGTGCGCTCGTTGCGGGATTTAACCCACCATCTCACGACG
CGAGCTGACGACAACCATGGACCACCTGTTTCTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGAGGGCAAAGGATGACAAGACCTGGTTGGGTTCTTCGCGT
TGCTTCAAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCATTTCCTTTGAGTTTCGACCGAGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGATGAATGCGG
TTGCTGCGGACCTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTATCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGC
CTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACT
CAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAAC
GCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACG 
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Amostra 17: Staphylococcus epidermidis 

 

 

 

Sequência original: 

NNNNNNNTTNTGACCCTTTNAAACGGCTAGCTCCAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCGG
GAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTTG
CTTGACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAACTCTATCTCTAGAGGGATCAGAGGACGTCAAGATGTGGTAAGGTTCTNNTGCGCGCTA
GCTTCGAACTAAACCTACATGCTCCACAGCTTGTGCAGGGTCCCCGTCAATTCCTTTGAGTATCAACCTTGCGGTCAGCACTCCCCAGGTCGGAGGGACTTAATG
CGAATTAGCGGCAGCACTAAGGGAAAGGAGAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTGACGACGTGGACTAACAGGATATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGC
TCTCGCACATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAATCGCCTTCGCCACTCGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATGTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTC
TTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTC
CGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGATAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACNCGTCAAGACGTGCATAGTTACTTACACATTT
GTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTTACCAACTAGCTA
ATGCGGCGCGGATCCATCTATAAGTGACAGCAAAACCGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTATCC
CAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTAACGTCAGAGGAGCAAGCTCCTCGTCTGTTCGCTCGACTGCATGTATAGCACNNCNGC
ACNNNNC 
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Amostra 18: Staphylococcus lugdunensis 

 

 

 

Sequência original: 

NNNNNNNNNNNNGATNNANNTNACGGCGANANTCCAAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACC
CGGGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATGTAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGAT
TTGCTTGACCTCGCGGTTTCGCTGCCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
GGTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC
TGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCCGAAGGGGAAAACTCTATCTCTAGAGCGGTCAAAGGATGTCAAGACTTTGGTAAAGATTCTTGCGCGTT
ACCTTCGAACTAAACCTACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGTCCCCGTCAAATCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCCGAGTGCTTAATGCGT
TAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGATCCCCACGCTTTCGCAC
ATCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTTTCCTCTTCTGCAC
TCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTACGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAA
CGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGATTAGGTACCGTCAAGACGTGCACAGTTACTTACACGTTTGTTCTTCC
CTAATAACAGAGTTTTACGATCCTAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGG
AGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGTATCGTTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATACGGCG
CGGGTCCATCTATAAGTGATAGCAAAACCATCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAACATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTCCCGAAGTTGTCCCAGTCTTAT
AGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCNNCCGCCGCTAACGTCAAAGGAGCAAGCTCCTTATCTGTTCGCTCGACTGCATGTATAGCACGCCGCNNNNNC 
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Amostra 19: Enterococcus faecalis 

 

 

  

Sequência original: 

NNNNNNTNNTANNNGCNNTAAACNGCTGTGGTCCATAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCG
GGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGAT
TTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAAGACCTGGTAAAGTTCTTCGCGTTGCT
TAGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGC
TGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCA
GCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAG
TCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCT
TGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAA
CAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTC
TGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGG
GTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCACTCTTATGCCATGCGGCATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCCTCTGATG
GGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCCTCTTTCCAATTGAGTGCAAGCACTCGGGAGGAAAGAAGCGTTCGACTGCATGTATAGGCNNCGNN
NTCANCNNNNNN 
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Amostra 20: Enterococcus faecalis 

 

 

 

Sequência original: 

CCATCTCTATGCACCTTAGGCGGCTGGCTCCAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGA
ACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCTGCGATTTTAATAGCGATCTCCGGCTTCAAAGCGAGGCGAGTATCCCAGCCTGTCAATCCGGGAACGGGGAGAGAAGC
TTTAAGAGGAATTCCCCACGACCCCGCGGTCTAAAGCGACTCGTGTGTACTCTCCCATTGGGAGCACGTGTGTACCCCCAGGTAATAAGGGGCAATGATGATTT
GACGCTCACCCCCACTCTTCCCTCCGGTTTGTCCACCGGCAGTCTCTGCTAAGAGTGCCCCAAATAAAAGGAGGGCAACTAACAAATAAGGGGTTGCGCTCGGT
GCGGGGACTTAACCCCAACATTCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTTATCTCTAGAGTGGTCAAA
GGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGT
CGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTTGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCACCGCT
ACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCGCCTG
CGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAGG
GGACGTTCAGTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTG
CCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCCGTAGGAATCTGGGGCCGTGTCTCAGTCCCAAGTGGGGCCGATCACCCTCTTCAAGGTCGGCTATGCATCCGGGGCC
TTGGGGGAGCCGTTACCTCACCAACTAAGCTAAAGGCACCGCGGGGGCCATCCATCAGCGGACACCCCGAAGAACGCCTTTTCACTCTTATTGCCATGCCGGCA
TAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCCTCTGATGGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCCTCTTTCCAATTGAG
TGCAAGCACTCGGGAGGAAAGAAGCGTTCGACTGCATGTATAGCACGCCGCCATTGCC 
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Amostra 21: Staphylococcus epidermidis 

 

 

  

Sequência original: 

NNNNNNNNTANCNNNTNCTNTNACCCNCTTGTTCCAATGGTTACTCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGACCCG
GGAACGTATTCACCGTAGCATGCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCAGCTTCATATAGTCGAGTTGCAGACTACAATCCGAACTGAGAACAACTTTATGGGATTT
GCTTGACCTCGCGGTTTCGCTACCCTTTGTATTGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAAATCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCG
GTTTGTCACCGGCAGTCAACTTAGAGTGCCCAACTTAATGATGGCAACTAAGCTTAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTGTCCCCCGAAGGGGAAAACTCTATCTCTAGAGGGNGAATTCAGAGGAACGTCAAGATTTGGTAAGGCTCTTCGCG
CTAGCTTCGAACTAAACCACATGCTCCTACAGCTTGTNGCGGGTCCCCTGTCTAATTCCTTTGAGTTTCAACCCTGCGGTCAGTACTCCCCAGGTCGGAGTGACT
CAATGAGTTATGATGCAGCAATAAGGAAAGGAGAACCCCCTAACACTTAGCACTCATCGTCATACGACGTGGACTAACACGATATCTAATCCTGTTTGATCCCCAC
GCTTTCGCACATCAGCGTCAGATACAGACCAGAAAATCGCCTTCGCCACTCGTGTTCCTCCATATCTCTGCGCATGTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCT
CTTCTGCACTCAAGTTTTCCAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGTGGGCTTTTCACATCAGGACTTAAAAAACCGACCTACACGCGCTGTTACGACCCAA
GTAAGTTCCAGAATAACGCTAGCCACCATACGTATTACCGCGGCTGCTGGTCACGCAGATCAGCTCGTGGCTTTCTGATTATGGTACCGTCAAGACGTGCATAGT
TACTTACACATTTGTTCTTCCCTAATAACAGAGTTTTACGATCCGAAGACCTTCATCACTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAGGCTTTCGCCCATTGCGGAAGATTCC
CTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCGTTGCCTTGGTAAGCCGTTACCTT
ACCAACTAGCTAATGCGGCGCGGATCCATCTATAAGTGACAGCAAAACCGTCTTTCACTATTGAACCATGCGGTTCAATATATTATCCGGTATTAGCTCCGGTTTC
CCGAAGTTATCCCAGTCTTATAGGTAGGTTATCCACGTGTTACTCACCCNNCCGCCGCTAACGTCAGAGGAGCAAGCTCCTCGTCTGTTCGCTCGACTGCATGTA
TAGCACCNCNCCNNNNNCNC 

 



118 
 

Amostra 22: Enterococcus faecalis 

 

 

 

Sequência original: 

NNNNNNNCGGNNTGNTCNCTNTTAACCCCCCTGACTCAAAAAAGGTTACCTCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAA
GAGATTTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCT
TCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGATGTCAACGANGTCNNNNCTGTGTAAGG
ATGTCTTCGCGTATCGCTTGCGAATTAAACCACATTGCTCCGACTCACTTNGTGCGGAACCGCCCGTCACATGCCGTTTGAGTTTCAANTCCTATGCGGAAAGTA
CCTCCCGCCTCAGGCAGGAGGTGATTAATTGCGACTGCTGCAGTCACTGAAGGGCGGAAACCCGCCAACACTTAGCAATCATCGTGTACGGCGCGGACTACCA
GGGTAGCTAATACTGAAGGATCCCCAGTGCGAAGGCGGCTTTCGAGCCTCAGAGTCACTTACAGACTCAGAGAGCCGCCGGAGCAACCAGGTGTTACATCCATA
TATCTACTGCATGCCGTAACGCTACACATGGAATAAGCACTCTACTCTTCTCCACTCAAGTCTCCTCAAGTTTCAAAAACGACCCTCCCCGGGTTGAGCCGGAGG
GCTTTCACATCAGACTTAAGAAAACGCAATGCGCTCGCGTTACGCCCAAATAAATCCGGACAACGCTTGACACTCGAACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAG
TTAGCCGTGGCTTTCNNTGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACT
CACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCAC
CCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCA
CTCTTATGCCATGCGGCATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCCTCTGATGGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCA
CTCCTCTTTCCAATTGAGTGCAAGCACTCGGGAGGAAAGAAGCGTCGACTGCATGTATTAGCNCNNNGNANNNNNNN 
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Amostra 23: Enterococcus faecalis 

 

  

 

Sequência original: 

ANNNNNNNNTTTAACCTNTAAACCCTTATACCATAACGTACATATCCCACCGACTTCGGGTGTTACAAACTCTCGTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCG
GGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGGCTTCATGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAATCCGAACTGAGAGAAGCTTTAAGAGAT
TTGCATGACCTCGCGGTCTAGCGACTCGTTGTACTTCCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTCGCTAGAGTGCCCAACTAAATGATGGCAACTAACAATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTTTGTCCCCGAAGGGAAAGCTCTATCTCTAGAGTGGTCAAAGGGATGTACATTAGACCTGGCTACAAGTTCTTCGC
TGTAGTGCTTAGATATGAAACCACATGCCTCCACTCGCTTGTGACTGGAGCCCAAGTCAATGCCGTTTGAGTTTCAACCTAGCAGTAAGTACTCCCCAGACGCAG
TGCATAATACCTTTAAATTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTACAACACTTATGCACTCATAGTTTACGGCGGATGGACTAACAGGGGAGTCTAATCCTCTGGG
CTACCCACGCTTTCGAGCCTCAGAGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGCCGTAGCCACCGGTGATTCGACTCACATATATCTACGCATTCGTCACCGCTACACATG
GAATAGCACTGTAGTCGCCTCTTCTCCACTCAAGTGTGCTCCAGTCTCCAACGACACCTCCCCGGGGTGAGCCGGGAGGGCGTCCGCATCAGATGATTAAGAAA
ACAGCAATGCGCACGGCTGTACGCCCAAATAAATCCGGAACAACGCGTGTCAATTCATAAGTATTAACAGCAAGCTGCTGGCAGCGTAGNTTAGCCGTGGCTTTC
TGGTTAGATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACGTCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGG
TCAGACTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTAT
GCATCGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAATGCACCGCGGGTCCATCCATCAGCGACACCCGAAAGCGCCTTTCACTCTTATGCCATGCGGC
ATAAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATCCCCCTCTGATGGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGNCNCTCCTCTTTCCAATTGA
GTGCAAGCACTCGGGAGGAAAGAAGCNTCGACTGCATGTATAGGCNNNNNGCNAATTGNNNN 
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Anexo D: Gel de Eletroforese do gene 16S do rDNA 
Amplificação do gene 16S dos Enterococcus faecalis. A banda de maior 
intensidade representa, de acordo com o marcador utilizado, que todas 
amostras analisadas amplificaram um fragmento de aproximadamente1500pb. 
As amostras Sta7, EnT3 e EnM92 não constam neste gel porque o envio das 
amostras pra Coréia ocorreu duas vezes, na primeira apenas estes três 
isolados apresentaram resultados satisfatórios, os demais precisaram  ser 
refeitos e reencaminhos pro sequenciamento. 

 

  1    2   3   4   5    6   7   8             9    10   11   12  13  14  15  16    17   18   19  20   21  22 

 

Os números representam a identificação das amostras e as letras o tamanho 
da banda em números de pares de bases, compreendendo 2 valores por letras 
(superior e inferior apenas por questões estéticas).  

1 = marcador molecular, 2 = EnT3, 3 = Sta1, 4 = Sta2, 5 = Sta3, 6 = Sta4, 7 = 
Sta5, 8 = EnM33, 9 = marcador molecular, 10 = EnT1, 11 = EnT2, 12 = Sta6, 
13 = EnT4, 14 = Sta8, 15 = EnM32, 16 = Sta9, 17 = Sta10, 18 = Sta11, 19 = 
EnM91, 20 = Sta12, 21 = EnM61 e 22 = EnM34. 

a = 10.000 e 8.000, b = 6.000 e 5.000, c = 4.000 e 3.000, d = 2.500 e 2.000, e = 
1.5000 e 1.000, f = 750 e 500 e g = 250. 

 

 
 

 

 

 

 

a 
b 
c 
d 
e 
 
f 
 
g 
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Anexo E: Coloração de Gram dos diferentes isolados obtidos. 

Morfologia dos isolados do leite humano pela técnica de coloração de Gram. 

(a) Enterococcus faecalis EnM34; (b) Staphylococcus epidermidis Sta1 e; (c) 

Staphylococcus ludgunensis Sta5. 

 

 

(a) E. faecalis      (b) S. epidermidis  (c) S. lugdunensis 
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Anexo F: Classificação da susceptibilidade a antibióticos para 
Enterococcus spp. 
Relação dos diâmetros do halo de inibição para classificação da 
susceptibilidade a antibióticos para Enterococcus spp. de acordo com NCCLS 
2003 e tabela padrão (SENSIFAR®) 

Antibiótico 
Diâmetro do halo de inibição em mm 

Resistente Intermediário Sensível 
Amicacina (AMI) ≤ 14 15 – 16 ≥ 17 
Ampicilina (AMP) ≤ 16 -  ≥ 17 
Cefalexina (CFE) ≤ 14 15 – 17 ≥ 18 
Vancomicina (VAN) ≤ 14 15 – 16 ≥ 17 
Meropenem (MER) ≤ 1γ 14- 15 ≥ 16 
Gentamicina (GEN) ≤ 6 7 – 9 ≥ 10 
Oxacilina (OXA) ≤ 10 11 – 12 ≥ 1γ 
Cefalotina (CFL) ≤ 14 15 – 17 ≥ 18 
Eritromicina (ERI) ≤ 1γ 14 – 22 ≥ βγ 
Sulfonaminas (SUL) ≤ 1β 13 – 16 ≥ 17 
Penicilina (PEN) ≤ 14 -  ≥ 15 
Ceftriaxona (CRO) ≤ 1γ 14 – 20 ≥ β1 
Ciprofloxacina (CIP) ≤ 15 16 – 20 ≥ β1 
Amoxicilina (AMO) ≤ 19 -  ≥ β0 
 

Ilustração do halo de inibição desenvolvido por diferentes antibióticos frente ao 

controle Staphylococcus aureus ATCC 25923 (a) e presença e ausência do 

halo de inibição de Enterococcus spp (b). 

 

  

 

 

(a)         (b) 
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Anexo G: Origem, identificação e nomeação dos isolados 

1. Rastreamento dos isolados selecionados pelas características fenotípicas de 

acordo com a mãe e tempo de maturação. 

Mãe 
 Tempo Identificação 

UFVCC 11 15 21 30 60 90 

1 - - - - - - - 

2 - 1 - - - - 1180 

3 - - - - - 2 1188, 1189 

4 - - - - 1 - 1187 

5 - 2 - 3 - - 1181,1182, 

1183,1185 e 1186 

6 - - - - - - - 

7 - - - - - - - 

8 - - - - - - - 

9 - - - - - - - 

10 - - - - - - - 

11 - - - 1 - - 1184 

12 4 - - - - - 1179, 1194, 1195, 

1198 

13 - 5 - - - - 1190, 1192, 1193, 

1196, 1200 

14 - - 4 - - - 1191, 1197,1199, 

1201 
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2. Relação da origem dos isolados, bem como a nomenclatura utilizada nesta 

dissertação e nomeação na Coleção de Culturas da Universidade Federal de 

Viçosa (UFVCC) do laboratório de Culturas Láticas.  

 

Identidade Nomenclatura UFVCC 

EnT11.1 M12 EnT1 1179 

EnT15 M2 EnT2 1180 

EnT15.1 M5 EnT3 1181 

EnT15.2 M5 EnT4 1182 

EnM30.1 M5 EnM31 1183 

EmM30 M11 EnM32 1184 

EnM30.2 M5 EnM33 1185 

EnM30.3 M5 EnM34 1186 

EnM60 M4 EnM61 1187 

EnM90.1 M3 EnM91 1188 

EnM90.2 M3 EnM92 1189 

StaT.1 M13 Sta1 1190 

StaM21.1 M14 Sta2 1191 

StaT.2 M13 Sta3 1192 

StaT.3 M13 Sta4 1193 

StaT11.1 M12 Sta5 1194 

StaT11.2 M12 Sta6 1195 

StaT.4 M13 Sta7 1196 

StaM21.2 M14 Sta8 1197 

StaT11.3 M12 Sta9 1198 

StaM21.3 M14 Sta10 1199 

StaT.5 M13 Sta11 1200 

StaM21.4 M14 Sta12 1201 
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Quadro 1. Dados de absorbância (600 nm) obtidos na curva de crescimento 
dos isolados de Enterococcus faecalis em caldo MRS (controle) e caldo MRS 
adicionado de 0,3% de oxgall (Oxgall), a 37 ºC. 

Amostra  Controle  Oxgall 
0 2 4 6  0 2 4 6 

EnT1 1 0,052 0,165 0,45 0,672 1 0,114 0,146 0,43 0,575 
2 0,042 0,176 0,364 0,586 2 0,038 0,136 0,207 0,299 

Média 0,047 0,171 0,407 0,629 Média 0,076 0,141 0,318 0,437 
EnT2 1 0,066 0,316 0,698 1,017 1 0,042 0,159 0,395 0,677 

2 0,038 0,315 0,84 1,002 2 0,050 0,174 0,497 0,66 
Média 0,052 0,315 0,769 1,01 Média 0,046 0,167 0,446 0,668 

EnT3 1 0,077 0,291 0,734 1,037 1 0,059 0,151 0,39 0,663 
2 0,059 0,351 0,89 1,015 2 0,061 0,178 0,516 0,667 

Média 0,068 0,321 0,812 1,026 Média 0,060 0,165 0,453 0,665 
EnT4 1 0,058 0,196 0,684 1,015 1 0,063 0,145 0,448 0,651 

2 0,045 0,154 0,519 0,865 2 0,068 0,101 0,288 0,529 
Média 0,052 0,175 0,601 0,94 Média 0,065 0,123 0,368 0,59 

EnM31 1 0,045 0,291 0,714 1,015 1 0,052 0,168 0,387 0,673 
2 0,053 0,316 0,845 1,01 2 0,04 0,178 0,512 0,654 

Média 0,049 0,303 0,779 1,012 Média 0,046 0,173 0,449 0,663 
EnM32 1 0,055 0,225 0,734 1,012 1 0,062 0,142 0,426 0,665 

2 0,06 0,178 0,708 1,005 2 0,075 0,105 0,418 0,691 
Média 0,058 0,202 0,721 1,009 Média 0,068 0,124 0,422 0,678 

EnM33 1 0,057 0,198 0,707 1,012 1 0,041 0,122 0,386 0,653 
2 0,034 0,142 0,553 0,897 2 0,056 0,094 0,284 0,532 

Média 0,046 0,170 0,63 0,955 Média 0,048 0,108 0,335 0,592 
EnM34 1 0,055 0,219 0,774 1,075 1 0,035 0,111 0,446 0,63 

2 0,045 0,176 0,603 0,97 2 0,053 0,094 0,306 0,624 
Média 0,05 0,197 0,688 0,994 Média 0,442 0,103 0,376 0,627 

EnM61 1 0,042 0,178 0,743 1,01 1 0,038 0,088 0,422 0,636 
2 0,066 0,238 0,703 0,927 2 0,049 0,131 0,380 0,553 

Média 0,054 0,208 0,723 0,969 Média 0,044 0,11 0,401 0,594 
EnM91 1 0,055 0,176 0,73 0,99 1 0,028 0,104 0,417 0,669 

2 0,045 0,156 0,602 0,932 2 0,054 0,121 0,318 0,573 
Média 0,05 0,166 0,666 0,961 Média 0,041 0,112 0,367 0,621 

EnM92 1 0,050 0,163 0,711 0,98 1 0,039 0,078 0,415 0,67 
2 0,042 0,180 0,642 0,917 2 0,069 0,11 0,342 0,576 

Média 0,046 0,172 0,676 0,949 Média 0,054 0,094 0,378 0,623 
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Quadro 2. Sobrevivência dos isolados de Enterococcus faecalis em suco 
gástrico artificial (pH2,0) após 0, 15, 30, 60 e 90 minutos. 

  T0 T15 T30 T60 T90 
E

n
T

1
 1 7,88 > 6 > 4 > 4 > 2 

2 7,9 7,51 6,98 5,94 4,49 
Média 7,91 7,51 6,98 5,94 4,49 

E
n

T
2

 1 7,79 > 6 > 4 > 4 > 2 
2 7,68 7,34 7,51 7,25 7,27 

Média 7,74 7,34 7,51 7,25 7,27 

E
n

T
3

 1 7,92 > 6 > 4 > 4 > 2 
2 7,5 7,54 7,47 7,51 6,97 

Média 7,76 7,54 7,47 7,51 6,97 

E
n

T
4

 1 7,46 7,35 > 4 > 4 > 2 
2 7,43 7,17 7,41 7,23 6,9 

Média 7,45 7,27 7,41 7,23 6,9 

E
n

M
3

1 

1 7,83 > 6 > 4 > 4 > 2 
2 7,26 7,39 7,4 6,36 3,41 

Média 7,63 7,39 7,4 6,36 3,41 

E
n

M
3

2 

1 8,04 > 6 > 4 > 4 > 2 
2 7,68 7,49 7,49 7,41 6,15 

Média 8,2 7,49 7,57 7,41 6,15 

E
n

M
3

3 

1 7,61 7,53 > 4 > 4 > 2 
2 7,5 7,43 7,36 7,04 6,82 

Média 7,56 7,48 7,36 7,04 6,82 

E
n

M
3

4 

1 8,47 7,5 > 4 1,96 0 
2 7,39 7,45 7,25 2,14 0 

Média 8,2 7,47 7,25 2,06 0 

E
n

M
6

1 

1 7,8 7,5 > 4 > 4 > 2 
2 7,54 7,51 7,6 6,76 4,4 

média 7,7 7,51 7,6 6,76 4,4 

E
n

M
9

1 

1 7,64 7,58 > 4 > 4 > 2 
2 7,49 7,54 7,76 7,67 7,59 

Média 7,72 7,56 7,76 7,67 7,59 

E
n

M
9

2 

1 7,67 7,46 > 4 > 4 > 2 
2 7,57 7,34 7,56 7,3 2,42 

Média 7,62 7,4 7,56 7,3 2,42 
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Quadro 3- Dados referentes ao tamanho do halo de inibição (em cm) da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de 

Enterococcus faecalis a 14 antibióticos utilizados na UTI neonatal de Viçosa, MG. 

 
Isolado 

Repetição AMP AMI AMO CFE CFL CRO CIP ERI GEN MER OXA PEN SUL VAN 

EnT1 
1 3,15 0 3 1,6 1,9 2,35 1,5 2,3 0 2,5 0,95 2,2 0 1,4 
2 2,95 0 2,75 1,55 1,85 1,95 1,55 2,15 0 2 1 2,4 0 1,4 

 Média 3,05 0 2,875 1,575 1,88 2,15 1,53 2,23 0 2,25 0,98 2,3 0 1,4 

EnT2 
1 3,25 0 3,3 1,7 2 2,15 1,8 2,3 0 2,25 1,05 2,25 0 1,3 
2 2,85 0 3,05 1,95 1,85 2,05 1,75 2,35 0 2,05 0,9 2,2 0 1,45 

Média 3,05 0 3,175 1,825 1,93 2,1 1,78 2,33 0 2,15 0,98 2,23 0 1,38 

EnT3 
1 3,05 0 3 2 1,85 2,2 1,8 2,45 0 2,3 1,2 2,5 0 1,35 
2 3 0 3 1,55 1,95 1,75 1,75 2,05 0 2,1 1 2,3 0 1,55 

Média 3,025 0 3 1,775 1,9 1,98 1,78 2,25 0 2,2 1,1 2,4 0 1,45 

EnT4 
1 3,2 0 3,3 1,6 1,9 1,9 1,7 2,55 0 2,35 1 2,4 0 1,35 
2 3,05 0 2,9 1,65 1,8 1,7 1,8 2,25 0 2,05 1,05 2,45 0 1,5 

Média 3,125 0 3,1 1,625 1,85 1,8 1,75 2,4 0 2,2 1,03 2,43 0 1,43 

EnM31 
1 3,25 0 2,9 1,9 2,2 1,9 1,8 2,45 0 2,35 1,05 2,2 0 1,45 
2 2,95 0 3,1 1,6 2,05 1,7 1,75 2,05 0 2 0,95 2,35 0 1,3 

Média 3,1 0 3 1,75 2,13 1,8 1,78 2,25 0 2,18 1 2,28 0 1,38 

EnM32 
1 3,05 0 3 1,65 2,15 2,45 1,6 2,6 0 2,05 1,1 2,1 0 1,55 
2 2,75 0 2,8 1,95 2,1 2,5 1,5 2,65 0 2,05 1,05 2 0 1,5 

 Média 2,9 0 2,9 1,8 2,13 2,48 1,55 2,63 0 2,05 1,08 2,05 0 1,53 

EnM33 
1 2,9 0 3 1,95 2 2,25 1,75 2,35 0 2 1 2,1 0 1,5 
2 3 0 2,95 1,65 1,95 1,85 1,6 2,1 0 2,1 0,95 2,15 0 1,45 

Média 2,95 0 2,975 1,8 1,98 2,05 1,68 2,23 0 2,05 0,98 2,13 0 1,48 

EnM34 
1 3,4 0 3,1 1,95 2,1 2,5 1,9 2,55 0 2,4 1 2,65 0 1,6 
2 2,9 0 3,15 1,8 2 2 1,7 2,65 0 2,3 1,05 2,4 0 1,55 

Média 3,15 0 3,125 1,875 2,05 2,25 1,8 2,6 0 2,35 1,03 2,53 0 1,58 

EnM61 
1 3 0 3 1,8 2,2 2,3 1,5 2,55 0 2,5 2,1 2,15 0 1,45 
2 2,9 0 3 2 2,1 2,45 1,45 2,35 0 2,35 1,75 2,25 0 1,65 

Média 2,95 0 3 1,9 2,15 2,38 1,48 2,45 0 2,43 1,93 2,2 0 1,55 
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Quadro 3 (Continuação). Dados referentes ao tamanho do halo de inibição (em cm) da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados 

de Enterococcus faecalis a 14 antibióticos utilizados na UTI neonatal de Viçosa, MG. 

 
Isolado 

Repetição AMP AMI AMO CFE CFL CRO CIP ERI GEN MER OXA PEN SUL VAN 

EnM91 
1 3 0 2,65 2 1,95 2,2 1,65 2,3 0 2,05 1,3 2,05 0 1,4 
2 3,1 0 3 1,65 1,95 2,25 1,75 2,5 0 2,4 1,05 2,4 0 1,4 

Média 3,05 0 2,825 1,825 1,95 2,23 1,7 2,4 0 2,23 1,18 2,23 0 1,4 

EnM92 
1 3,05 0 2,75 1,75 2,05 2 1,4 2,55 0 1,85 1,2 2 0 1,2 
2 3,1 0 2,9 1,6 1,9 2,1 1,55 2,35 0 2,1 1,15 2,25 0 1,45 

 Média 3,075 0 2,825 1,675 1,98 2,05 1,48 2,45 0 1,98 1,18 2,13 0 1,33 

S. aureus 
1 3,7 2,1 3,3 3,3 3 2,6 2,1 2,3 2,1 3,5 2,6 3,9 0 1,4 
2 3,7 2,2 3,2 3,1 3,4 2,7 2,1 2,3 2 3,4 2,7 3,6 0 1,5 

 Média 3,7 2,15 3,25 3,2 3,2 2,65 2,1 2,3 2,05 3,45 2,65 3,75 0 1,45 
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Quadro 4.1.A. Porcentagem de células mortas dos isolados de Enterococcus faecalis frente a exposição em soro ativo (At), soro 

inativado termicamente (DT) e MRS (controle), pela técnica de citometria de fluxo. 

Tratamento Rep EnT1 EnT2 EnT3 EnT4 EnM31 EnM32 EnM33 EnM34 EnM61 EnM91 EnM92 

S
o

ro
 A

t 

1 17,9 2,13 0,82 38 1,42 2,97 7,38 8,09 0,65 2,23 2,04 

2 21,1 2,14 0,69 28,4 0,96 5,04 3,97 17,5 1,11 4,91 1,54 

3 18,6 3,92 0,92 16,9 1,22 7,05 14,5 12,7 0,16 6,99 1,05 

Média 19,2 2,73 0,81 27,77 1,2 5,02 8,62 12,76 0,64 4,71 1,54 

S
o

ro
 D

T
 

1 24,8 12,3 9,65 10,1 16,1 8,03 23,1 31,7 3,75 11,3 1,17 

2 20,4 10,1 8,56 8,71 12 9,35 30,4 42,9 3,48 12,2 2,66 

3 12,7 11,8 9,18 9,75 12,2 15,5 37 45,6 3,7 13,1 3,97 

Média 19,3 11,4 9,13 9,52 13,43 10,96 30,17 40,07 3,64 12,2 2,6 

M
R

S
 

1 2,22 0,33 0,38 0,37 0,46 0,47 0,33 0,53 0,27 0,45 2,68 

2 1,43 0,28 0,43 0,83 1,99 0,34 0,26 0,47 0,33 0,49 1,52 

3 1,5 0,52 0,2 0,86 0,67 0,47 0,57 0,37 0,37 0,86 1,52 

Média 1,72 0,38 0,34 0,69 1,04 0,43 0,39 0,46 0,32 0,6 1,91 
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Quadro 4.1.B. Porcentagem de células mortas de Lactobacillus gasseri (AJ02 e AJ36), Cronobacter sakazakii (ATCC 7006 e 7008) 
e S. aureus (ATCC 25923) frente a exposição em soro ativo (At), soro inativado termicamente (DT) e MRS (controle), pela técnica 
de citometria de fluxo. 

Tratamento Repetição AJ02 AJ36 7006 7008 S. aureus 

S
o

ro
 A

t 

1 2,12 14,4 3,69 6,39 6,68 

2 4,05 21,7 3,84 5 9,97 

3 5,19 17,2 3,88 6,03 0,45 

Média 3,79 17,76 3,8 5,81 5,7 

S
o

ro
 D

T
 

1 4,57 1,91 3,6 11,2 17,8 

2 2,04 1,85 3,29 8,15 15,6 

3 1,36 4,44 5,52 9,46 16,57 

Média 2,66 2,73 4,14 9,6 16,67 

M
R

S
/ 

B
H

I*
 

1 0,7 2,29 7,98 3,67 6,14 

2 0,72 0,96 3,02 3,44 7,18 

3 0,72 1,46 4,01 3,07 4,43 

Média 0,71 1,57 5 3,39 5,91 

* MRS para AJ02 e AJ36; BHI para 7006, 7008 e S. aureus. 
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Quadro 4.2.A. Porcentagem de inibição dos isolados de Enterococcus faecalis frente a exposição em soro ativo (At), soro inativado 

terminacamente (DT) e MRS (controle), pela técnica de plaqueamento. 

Tratamento Rep EnT1 EnT2 EnT3 EnT4 EnM31 EnM32 EnM33 EnM34 EnM61 EnM91 EnM92 

S
o

ro
 A

t 

1 6,08 7,88 7,81 8 8,01 8 8,11 8,01 7,85 8,08 7,87 

2 8,52 7,96 7,74 7,61 7,8 7,34 7,87 7,68 7,37 7,52 7,43 

3 7,1 8,08 8,06 8,59 8 7,84 8 7,89 7,81 7,79 7,74 

Média 7,23 7,97 7,87 8,07 7,94 7,73 7,99 7,86 7,68 7,8 7,68 

S
o

ro
 D

T
 

1 6,41 7,76 7,69 8,32 7,87 7,67 7,82 8,11 8,11 7,72 7,73 

2 6,98 7,83 7,56 7,51 7,54 7,34 7,61 7,46 7,15 7,25 7,33 

3 6,88 7,72 7,82 7,73 7,74 7,57 7,99 7,79 7,56 7,66 7,63 

Média 6,76 7,77 7,69 7,85 7,72 7,53 7,81 7,71 7,61 7,54 7,56 

M
R

S
 

1 7,7 8,46 8,49 9,28 8,46 8,64 8,71 8,65 8,44 8,48 8,76 

2 7,91 9,38 8,28 8,32 8,39 8,26 8,36 9,43 8,22 8,23 8,29 

3 7,58 8,17 8,6 8,63 8,26 7,84 8,32 8,18 8,15 8,14 8,12 

Média 7,73 8,67 8,46 8,74 8,37 8,25 8,46 8,75 8,27 8,28 8,39 
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Quadro 4.2.B. Porcentagem de inibição de Lactobacillus gasseri (AJ02 e AJ36), Cronobacter sakazakii (ATCC 7006 e 7008) e S. 

aureus (ATCC 25923) frente a exposição em soro ativo (At), soro inativado terminacamente (DT) e MRS (controle), pela técnica de 
plaqueamento. 

Tratamento Repetição AJ02 AJ36 7006 7008 S. aureus 

S
o

ro
 A

t 

1 7,04 < 5 < 5 < 5 7,67 

2 7,25 7,12 3,26 3,4 6,87 

3 7,18 7 2,89 5,13 7,46 

Média 7,16 7,06 3,07 4,26 7,33 

S
o

ro
 D

T
 

1 6,87 6,85 6 < 5 7,6 

2 6,95 6,88 5,9 5,97 7,51 

3 7,63 6,92 > 2 > 2 7,25 

Média 7,15 6,88 5,95 5,97 7,45 

M
R

S
/ 

B
H

I*
 

1 6,6 6,08 < 5 6,94 5,9 

2 7,36 7,21 9,01 8,81 7,72 

3 7,28 7,73 8,3 8,52 7,62 

Média 7,08 7 8,65 8,09 6,98 

* MRS para AJ02 e AJ36; BHI para 7006, 7008 e S. aureus. 
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Quadro 5 - Dados referentes ao tamanho do halo de inibição (em cm) do antagonismo dos isolados de Enterococcus faecalis frente 

a diferentes patógenos. 

Patógeno  EnT1 EnT2 EnT3 EnT4 EnM31 EnM32 EnM33 EnM34 EnM61 EnM91 EnM92 

S
. 

a
u

re
u

s 

1 0,77 1,42 1,57 1,27 1,15 1,25 1,7 1,52 1,6 1,6 0,95 

2 1 1,35 1,15 1,12 1,47 1,07 1,12 1,12 1,5 1,27 0,75 

Média 0,88 1,39 1,36 1,2 1,31 1,16 1,2 1,32 1,55 1,44 0,85 

S
a

lm
o

n
e

lla
 1 0,85 2,1 1,4 1,8 1,7 1,5 1,8 1,75 1,57 1,6 1,77 

2 1,02 1,77 1,85 1,77 0,97 1,57 1,77 1,57 1,52 1,47 1,47 

Média 0,94 1,94 1,62 1,79 1,34 1,54 1,79 1,66 1,55 1,54 1,62 

L
is

te
ri

a 

1 0 0,97 1,075 1,37 0 1,25 1,07 1,07 0,95 0 0 

2 0 1,37 1,175 0,97 0 1,05 1,22 1,07 1,17 0 0 

Média 0 1,17 1,12 1,17 0 1,15 1,15 1,07 1,06 0 0 

E
. 

c
o

li 

1 1,47 1,52 1,47 1,6 1,42 1,37 1,62 1,65 1,45 1,52 1 

2 0,95 1,62 0,95 1,45 1,52 1,4 1,65 1,42 1,37 1,1 0,8 

Média 1,21 1,57 1,21 1,52 1,47 1,39 1,64 1,54 1,41 1,31 0,9 

 


