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RESUMO 

O uso de alimentos contendo bactérias probióticas foi recentemente considerado uma 

possibilidade de prevenção contra a instalação ou atenuação de diversos processos 

infecciosos. Espécies pertencentes aos gêneros Bifidobacterium e Lactobacillus 

predominam na microbiota gastrintestinal humana e são amplamente utilizadas em 

alimentos funcionais. Em geral, a seleção de novas cepas probióticas para uso em 

humanos, tem como fonte a microbiota intestinal humana e o leite materno. Dessa forma, 

o objetivo deste estudo foi isolar e identificar novas estirpes com potencial probiótico a 

partir de fezes de lactentes amamentados exclusivamente com leite materno, além de 

avaliar seu potencial probiótico. Foram utilizadas amostras de material fecal de bebes 

alimentados exclusivamente com leite materno. O isolamento foi realizado utilizando-se 

ágar MRSC e ágar Beerens para bactérias ácido-lácticas (BAL) e Bifidobacterium spp. 

respectivamente. O potencial probiótico foi avaliado pelos testes de tolerância ao pH 

gástrico e sais biliares. Além disso, foi verificado sua capacidade de aderir à mucina e as 

células intestinais humanas (HT-29), bem como a capacidade de inibir adesão de distintas 

linhagens diarreiogênicas de E. coli além de sensibilidade a antimicrobianos. A 

identificação dos isolados promissores foi realizada através da região 16S rDNA. Cinco 

isolados apresentaram resistência ácido-biliar, com destaque para o isolado CLM0109 

que apresentou 90.2% e 64.6% de resistência a pH 3.0 e pH 2.0 respectivamente. Estes 

isolados tiveram a capacidade de aderir à mucina e células HT-29, o isolado FEB0308 

apresentou o maior nível de aderência a células HT-29. O ensaio de inibição da adesão 

demonstrou que todos os isolados foram capazes de inibir adesão de E. coli 

diarreiogênicas (DECs). Além disso, a análise de sensibilidade a antimicrobianos 

demonstrou que 3 isolados apresentaram resistência a um ou dois antibióticos 

(canamicina e estreptomicina). A análise molecular identificou os isolados como 

Lactobacillus casei. Concluímos que os cinco isolados apresentam potencial probiótico 

especialmente para uso na prevenção e tratamento de infecções causadas por DEC e 

demonstra que as amostras fecais de lactentes alimentados exclusivamente com leite 

materno, podem funcionar como fonte de bactérias com potencial probiótico. 

 

Palavras-chave: leite humano, fezes de lactentes, Lactobacillus casei, diarreia e 
probióticos



 

 

ABSTRACT 

The use of food for probiotic bacteria has recently been considered a possibility of 

prevention against the installation or attenuation of several infectious processes. Species 

belonging to the genera Bifidobacterium and Lactobacillus predominate in the 

gastrointestinal microbiota and are widely used in functional foods. In general, a selection 

of new probiotic strains for use in humans has as its source a human intestinal flora and 

breast milk. Thus, the objective of this study was to isolate and identify new species with 

potential probiotic from samples of breast milk and feces of infants exclusively breastfed, 

in addition to evaluating their probiotic potential. Samples of breast milk from two 

different lactation periods (colostrum and transitional milk) and samples of fecal material 

from infants were used. Isolation was used using MRSC and for Beerens for Lactic-Acid 

Bacteria and Bifidobacterium spp. respectively. Probiotic potential was assessed by 

physical pH and bile salt tolerance tests. Verified its ability to adhere to mucin and human 

intestinal cells (HT-29) and inhibit adhesion of different diarrheogenic strains of E. coli. 

The identification of the promising isolates was performed through the 16S rDNA region. 

Five isolates had acid-bile resistance, with CLM0109 insulation having 90.2% and 64.6% 

resistance, pH 3.0 and pH 2.0, respectively. These isolates have an ability to adhere to 

mucin and HT-29 cells, the isolate FEB0308 showed the highest level of adherence to 

HT-29 cells. The adhesion assay demonstrated that all isolates were absorbed by adhesion 

of diarrheogenic E. coli (DECs). Antimicrobial susceptibility analysis showed that 3 

isolates showed resistance to one or two antibiotics (kanamycin and streptomycin). The 

molecular analysis allowed identifying the isolates as belonging to the species 

Lactobacillus casei. The results show that the five isolates present probiotic potential 

especially for use in the prevention and treatment of infections caused by DEC and 

demonstrate that milk and stool samples from infants can act as a source of potential 

probiotic bacteria. 

Keywords: Human milk, infants stool, Lactobacillus casei, Childhood diarrhea, 

probiotics 
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1. INTRODUÇÃO 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), as enfermidades diarreicas 

representam a maior causa de morte em crianças menores de 5 anos de idade, provocando 

526 mil mortes anuais e apresentando aproximadamente 2,5 milhões de casos ao ano 

(WHO/UNICEF, 2015). As elevadas taxas de mortalidade são preocupantes devido as 

sequelas que podem se manifestar a longo prazo no desenvolvimento linear e nas funções 

físicas e cognitivas das crianças (SCHARF et al., 2014). 

A diarreia pode ser causada por uma variedade de microrganismos desde bactérias 

e vírus até parasitas. Entre os principais agentes que são reconhecidos como causadores, 

incluem: Adenovírus, Astrovírus, Calicivírus, Enterovírus, Norovírus (vírus Norwalk-

like), Sapovírus, Rotavírus, Aeromonas, Campylobacter, Clostridium dificille, 

Escherichia coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli 

enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli enteroagregativa 

(EAEC), Plesiomonas shigelloides, Salmonella spp., Shigella spp., Vibrio spp, Yersinia 

enterocolitica, Blastocystis hominis, Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidium, 

Entamoeba hystolitica, Giardia lamblia, Isospora, Strongyloides stercoralis, entre outros 

(HODGES; GILL, 2010; CHARLES et al., 2014).  

No caso de infecções parasitárias (como a amebíase e a giardíase) e de algumas 

infecções bacterianas (infecções sistêmicas, como a shigelose e a cólera), a terapia 

antimicrobiana adequada pode reduzir o curso clínico da doença e a duração da excreção 

fecal do agente infeccioso (GUERRANT et al., 2001). No entanto, quando se realiza o 

tratamento empírico com antibióticos de amplo espectro, ou quando ocorre falha no 

tratamento como resultado da resistência à droga utilizada, pode-se permitir a propagação 

da resistência a outras bactérias (ROBERTS; MULLANY, 2013; SOLOMON; OLIVER, 

2014).  

Não obstante, o tratamento empírico pode também resultar no uso desnecessário 

de antibióticos, tendo em vista a elevada prevalência de infecções virais (BARTELT; 

GUERRANT, 2014; KRONMAN et al., 2014). Não obstante, mesmo no caso de algumas 

infecções intestinais bacterianas, o resultado clínico tende a piorar com o uso de 

antibióticos, por exemplo: pacientes infectados por EHEC apresentam maior 

probabilidade de desenvolver síndrome hemolítica urêmica, quando tratados com 

antibióticos (CROXEN; FINLAY, 2010; GOLDWATER; BETTELHEIM, 2012) ou 

quando o paciente apresenta gastroenterites por Salmonellas não tíficas, a terapia com 

antimicrobianos pode aumentar o risco das bactérias presentes permanecerem por mais 
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tempo dentro do organismo e por sua vez ocasionar recrudescência ou reinfecção 

(OKORO et al., 2012). Outra complicação associada com o uso de antibióticos é o 

desenvolvimento de candidíase (VAZQUEZ-GONZALEZ et al., 2013) e diarreia 

associada a Clostridium difficile (GORBACH, 2014). 

A microbiota intestinal apresenta-se como um complexo ecossistema formado por 

microrganismos que possuem uma grande influência sobre a saúde humana, contribuindo 

para a maturação do intestino, resistência do hospedeiro a patógenos e manutenção da 

integridade física da mucosa intestinal (HUANG et al., 2013). Estudos in vitro e in vivo 

tem demonstrado que a microbiota intestinal normal é uma barreira muito eficaz frente a 

microrganismos oportunistas e patogênicos (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011; 

VAISHNAVA et al., 2011). A compreensão sobre as funções da microbiota intestinal e 

o uso de microrganismos para promover saúde tem crescido de maneira significativa nos 

últimos anos, sendo que o uso destes microrganismos oferece um enfoque inovador sobre 

o  modelo de intervenção terapêutica e de controle de enfermidades especificas 

(RAOULT, 2008).  

Microrganismos benéficos para os seres humanos são designados probióticos. 

Atualmente, segundo a Organização para a Agricultura e Alimentação das Nações Unidas 

(FAO) e a OMS os probióticos “são microrganismos vivos que quando administrados em 

quantidades adequadas conferem um benefício a saúde do hospedeiro” (FAO/WHO, 

2002). Os probióticos podem ser utilizados para tratar uma variedade de enfermidades 

gastrointestinais, incluindo doença inflamatória intestinal (DII), síndrome do intestino 

irritado (SII) e diarreia associada com o uso de antibióticos (DAA) (OREL; KAMHI 

TROP, 2014; REZAIE; PIMENTEL, 2014; YOON et al., 2014).  

As bactérias probióticas, tanto autóctones como as introduzidas ao organismo 

mediante alimentação, podem controlar a instauração e/ou desenvolvimento de diversos 

microrganismos patogênicos, entre estes se destacam: Salmonella thyphimurium, Shigella 

spp. Clostridium difficile, Campilobacter jejuni e Escherichia coli, além de proporciona 

proteção importante contra patógenos urogenitais como Gardnerella vaginalis, Candida 

albicans e Chlamydia trachomatis (MENARD, 2011). 

Desta maneira, as cepas probióticas tem sido alvo de muitos estudos devido ao 

aumento da variabilidade de espécies com potencial probiótico que foram descobertas e 

testadas. Esta mudança, fez com que o público alvo, antes formado por idosos, crianças 

e adultos com saúde debilitada, abrangesse também indivíduos saudáveis e até animais 

domésticos e de produção (KORTERINK et al., 2014). 
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar novas estirpes 

probióticas isoladas a partir de amostras de leite materno e fezes de bebês alimentados 

exclusivamente com leite materno, procedentes do Hospital Materno Infantil-

Universidade Federal do Maranhão. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1  MICRORGANISMOS E O HOMEM 

O corpo humano é habitado por um vasto número de bactérias, vírus e eucariotos 

unicelulares. Antes, alguns autores acreditavam que a proporção de bactérias em relação 

a células humanas era de 10:1, no entanto, estudos mais recentes demonstram que o 

número de bactérias é equivalente ao número de células humano (1:1) (SENDER et al., 

2016). Além disso, outras áreas do corpo também apresentam concentrações variadas de 

bactérias como pele, cavidade oral, trato intestinal e urogenital (QUIGLEY, 2013). 

A maior parte da microbiota intestinal é composta por anaeróbios obrigatórios, 

anaeróbios facultativos e aeróbios. Embora existam mais de 50 filos descritos, a 

microbiota intestinal é predominantemente formada por 4 filos: Firmicutes, 

Bacteroidetes, Proteobacteria e Actinobacteria. Os anaeróbios obrigatórios são 

encontrados em maior proporção do que as bactérias aeróbias e a maioria (60-90%) são 

representantes de duas famílias principais: 23% Bacteroidetes e 64% Firmicutes 

(SEKIROV et al., 2010). 

A proporção dos gêneros de microrganismos que integram a microbiota 

gastrointestinal varia consideravelmente ao longo do aparelho digestório. Dessa forma, 

por exemplo, no intestino delgado a quantidade de microrganismos oscila na ordem de 

104 UFC (Unidades Formadoras de Colônias) /mL a 106-7 UFC/mL (Figura 1). Os fatores 

que limitam o crescimento destes microrganismos no trato gastrintestinal são 

fundamentalmente o transito intestinal e a secreção de ácidos biliares e enzimas 

pancreáticas (CONLON; BIRD, 2015). 

A microbiota normal humana é adquirida num momento posterior ao nascimento 

(BEZIRTZOGLOU, 1997). Em uma primeira fase, cepas aeróbias e anaeróbias 

facultativas, colonizam o tubo digestivo, dentre elas Lactobacillus e Escherichia coli, 

como consequência, um microssistema é formado, onde também é destacada a grande 

proliferação de bactérias anaeróbias pertencentes aos gêneros: Clostridium, Bacteroides 

e Bifidobacterium (SEKIROV et al., 2010). Transcorridos os primeiros anos de vida, a 

microbiota do trato TGI encontra-se estabelecida (RODRIGUEZ et al., 2015). 

Estudos de colonização intestinal identificaram três funções primárias da 

microbiota intestinal: (A) nutrição e metabolismo, como um resultado da atividade 

bioquímica da microbiota, incluindo a recuperação de energia sob a forma de ácidos 

graxos de cadeia curta, produção de vitaminas e efeitos benéficos sobre a absorção de 

cálcio e ferro no cólon; (B) proteção, impedindo a invasão de agentes infecciosos ou o 
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crescimento excessivo de espécies residentes com potencial patogênico, e (C) trófica 

sobre a proliferação e diferenciação do epitélio intestinal, e sobre o desenvolvimento e a 

modulação do sistema imunológico local (GUARNER; MALAGELADA, 2003; 

TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011). 

 

Figura 1. Distribuição e concentração microbiana por sítio anatômico ao longo do TGI 

humano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Alan M. Mowat e W. Agace, 2014 

 

2.1.1 A Microbiota Intestinal 

A composição inicial da microbiota do TGI começa a ser estabelecida 

concomitante ao nascimento e depende fundamentalmente de dois fatores: tipo de parto 

e status nutricional da mãe (PENDERS et al., 2006). 

Durante o desenvolvimento gestacional, o ser humano encontra-se protegido por 

um ambiente fisiologicamente apropriado e estéril. No entanto, no momento do 

nascimento é invadido por uma variedade de espécies microbianas provenientes da 
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mucosa materna, consequência da sua passagem através do canal vaginal e contato com 

a pele, bem como o meio ambiente circundante (NURIEL-OHAYON et al., 2016). 

A partir deste momento é estabelecido no TGI uma residência bacteriana, que se 

modifica com a idade, impondo um padrão de distribuição. Regulada por fatores 

ambientais, interações fisiológicas hospedeiro-microrganismo e componentes 

alimentares (NEU, 2012). 

A alimentação é um fator crucial para a evolução da microbiota, como tem sido 

demonstrado em estudos que compararam crianças sob aleitamento materno e aquelas 

alimentadas com fórmula (BARTICK; REINHOLD, 2010; REPA et al., 2015). Em bebês 

alimentados exclusivamente com leite materno, a população de bifidobactérias é 

dominante, enquanto a presença de coliformes e clostrídios é pequena. Em contrapartida, 

os bebês alimentados com fórmulas apresentam uma microbiota mais complexa, com a 

presença de bacteroides, bifidobactérias, clostrídios, estreptococos e coliformes em 

proporções semelhantes (HARMSEN et al., 2000).  

Após o desmame, coincidindo com a introdução de suplementos alimentares, 

inicia-se o desenvolvimento de uma microbiota mais diversificada. Após dois anos, a 

microbiota da criança evolui para o que será a microbiota adulta. O número de 

Bacteroides spp. e cocos Gram-positivos aeróbios se estabiliza e chega a superar em 

número as bifidobactérias que, após a idade adulta, diminuem ao passo que o número de 

Lactobacillus aumenta (RODRIGUEZ et al., 2015) (Figura 2). 

Embora a maioria dos autores argumentem que o feto no útero é estéril e a 

colonização do recém-nascido é produzida principalmente pela microbiota do canal de 

vaginal, estudos recentes indicam que o leite materno apresenta um papel fundamental 

como fonte de microrganismos (MARTIN et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2013). 

Outros autores, especulam sobre a possibilidade da passagem de bactérias através do 

epitélio intestinal da mãe para outras regiões, tais como as glândulas mamarias, meio pelo 

qual o intestino do lactente é atingido (FUNKHOUSER; BORDENSTEIN, 2013; 

RODRIGUEZ, 2014). 
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Figura 2. Mudanças na composição da microbiota intestinal com o transcorrer do ciclo 

vital humano  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Tomotari Mitsouka, 1996 

 
2.1.2 Bactérias Ácido-lácticas e Bifidobacterias 

As bactérias ácido-lácticas (BAL) são definidas como microrganismos Gram (+), 

catalase (-), não esporuladas, com morfologia cocobacilar e produtores de ácido láctico 

como produto final da sua fermentação. Seu modo peculiar de fermentação de açúcares 

sob determinadas condições é uma importante ferramenta para sua diferenciação. Desta 

forma, as BAL podem agrupar-se em: aquelas que realizam Glicólise – via Embdem 

Meyerhof -  onde exclusivamente o produto final da fermentação é o ácido láctico 

(metabolismo homofermentativo) e aquelas que além do ácido láctico produzem etanol, 

acetato e CO2  pela via do ácido-6-fosfoglucônico (metabolismo heterofermentativo) 

(SALMINEN et al., 2004). Geralmente, estas bactérias possuem complexas necessidades 

de fatores de crescimento, como: vitamina B, aminoácidos, peptídeos, bases púricas e 

pirimídicas sendo esta uma das razões de estarem presentes de forma tão numerosa em 

um meio tão rico quanto o leite. 
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As BAL estão presentes em dois nichos ecológicos principais. Ambos ambientes 

apresentam uma grande quantidade nutrientes: a mucosa do TGI do homem e de animais 

homeotérmicos, além de ambientes lácteos. Algumas apresentam relevante interesse na 

biopreservação de alimentos, por sua capacidade de restringir o crescimento de 

microrganismos indesejáveis, por competição e/ou pela produção de agentes 

antimicrobianos, entre os quais estão as bacteriocinas (PEREZ, et al., 2014), ácidos 

orgânicos (CHAILLOU et al., 2005) e hipotiocianato (JONES et al., 2001). 

As bifidobacterias são microrganismos Gram-positivos pertencentes ao gênero 

Bifidobacterium, compartilham numerosas características fenotípicas e funcionais com as 

BAL “típicas”, por tradição e efeitos práticos foram reunidas no mesmo grupo, apesar de 

não estarem relacionadas filogeneticamente. Além disso, as bifidobacterias possuem uma 

concentração maior de guanina e citosina em seu DNA comparado às BAL tradicionais 

(HOLZAPFEL et al., 2001). 

Estes microrganismos foram isoladas pela primeira vez no final do século XIX 

por Henry Tissier (Tissier, 1900). As principais espécies desse gênero que apresentam 

interesse industrial para produção de leites fermentados com apelo probiótico são: 

Bifidobacterium adolescentis, B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum e 

B. termophilum.  Normalmente são encontradas no trato gastrintestinal, na vagina e na 

boca dos seres humanos e animais. Algumas espécies são, todavia, oriundas do ambiente 

ou de alimentos, normalmente de origem animal (MAYRHOFER et al., 2011). As 

bifidobactérias são anaeróbias obrigatórias e colonizam o intestino grosso, 

principalmente o cólon dos seres humanos nos seus primeiros dias de vida, se proliferam 

intensamente até atingirem uma população estável na idade adulta e, a partir de então, 

começam a decrescer gradativamente até o final da vida (FUJIMURA et al., 2010). 

2.1.3 Funções da Microbiota 

A elevada atividade metabólica e endócrina do TGI, além do seu papel nutricional, 

resulta num importante impacto sobre a saúde e o bem estar do indivíduo. As bactérias 

presentes no cólon já são consideradas como os maiores determinantes da saúde e doença 

(HUMAN MICROBIOME PROJECT, 2012). 

 Nos últimos anos, muitos estudos foram iniciados buscando compreender melhor 

a complexidade deste sistema. O Programa Europeu de Metagenômica do Trato Intestinal 

Humano (MetaHIT) e o Projeto do Microbioma humano dos EUA (HMP), são exemplos 

de programas que possuem a intenção, através do sequenciamento em larga escala, de 
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caracterizar a diversidade de espécies microbianas encontradas nos diferentes sítios 

anatômicos do corpo humano (QIN et al., 2010; ARUMUGAM et al., 2011; HUMAN 

MICROBIOME PROJECT, 2012).  

 

2.1.3.1 Funções de Nutrição e Metabolismo 

A microbiota entérica metaboliza os substratos ou resíduos dietéticos não 

digeríveis, muco endógeno e os detritos celulares. A diversidade de genes na comunidade 

microbiana (microbioma) proporciona uma grande variedade de enzimas e vias 

bioquímicas distintas no hospedeiro (HOOPER et al., 2002). A fermentação de 

carboidratos não digeríveis pelo hospedeiro ocorre principalmente no ceco e cólon direito 

e representa uma fonte de energia importante para o crescimento de bactérias produzindo 

ácidos graxos de cadeia curta que o hospedeiro pode absorver. Isto resulta na reabsorção 

de energia na dieta e promove a absorção de íons (Ca, Mg, Fe) no ceco (MACFARLANE; 

MACFARLAND, 2014). Os tipos de funções metabólicas incluem a produção de 

vitaminas (K, vitamina B12, biotina, ácido fólico e pantotênico) e síntese de aminoácidos 

a partir do amoníaco ou da ureia. Já o metabolismo anaeróbio de peptídeos e proteínas 

ocorre em segmentos mais distais do cólon, e é uma fonte de ácidos graxos de cadeia 

curta, contudo, ao mesmo tempo, gera uma série de substâncias potencialmente tóxicas 

(POWER et al., 2014). 

 

2.1.3.2 Função de Proteção 

A função defensiva inclui efeito "barreira", em que as bactérias que ocupam um 

espaço ou nicho impedem a implantação de bactérias estranhas ao ecossistema. Além 

disso, a própria microbiota impede o crescimento excessivo de bactérias oportunistas que 

estão presentes no intestino, mas com crescimento restrito (KAMADA et al., 2013). O 

equilíbrio entre as espécies bacterianas residentes permite a estabilidade global da 

população microbiana. O efeito de barreira se deve à capacidade de certas bactérias de 

liberar substâncias antimicrobianas (bacteriocinas) que inibem a proliferação de outras 

bactérias, e também a competição entre essas bactérias por recursos do sistema, tanto 

nutrientes ou sítios ecológicos (NG et al., 2009). 
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2.1.3.3 Função Trófica 

Possivelmente, o papel mais importante da microbiota intestinal sobre a fisiologia 

colônica é o seu efeito trófico no epitélio intestinal (WONG et al., 2006). A diferenciação 

das células epiteliais é afetada em grande parte pela interação com microrganismos 

residentes e seus produtos metabólicos, principalmente ácidos graxos com cadeias curtas 

(butirato, acetato e propionato) que estimulam a proliferação e diferenciação de células 

epiteliais no intestino humano. Além disso, o acetato é utilizado pelo músculo esquelético 

e cardíaco para a obtenção de energia e pelos adipócitos para lipogênese (HOOPER et 

al., 2001).  

 

2.2 PROBIÓTICOS E A SAÚDE 

Atualmente, diversos trabalhos tem demostrado haver uma estreita relação entre 

a dieta e o estado de saúde (CLAESSON et al., 2012; GURA, 2014; KELDER et al., 

2014). Segundo estes autores, doenças metabólicas como obesidade e diabetes estão 

intrinsecamente correlacionadas com o papel da microbiota intestinal e a alimentação. 

Há muitos séculos, microrganismos probióticos têm sido utilizados de forma 

empírica na produção de alimentos como produtos lácteos e fermentados (MALAGO et 

al., 2011). Estes alimentos apresentam características ditas organolépticas, com base na 

presença de determinados microrganismos. Nos últimos anos o interesse sobre esses 

microrganismos elevou-se devido sua utilização na promoção de melhorias na saúde e 

prevenção de enfermidades (BARRETT et al., 2012; PETSCHOW et al., 2013; 

SHERIDAN et al., 2014). 

Sem dúvida a relação mais conhecida de probióticos com derivados lácteos 

fermentados corresponde a associação entre Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

e Streptococcus thermophilus, tradicionalmente utilizado na produção de iogurte.  Não 

obstante, a lista de linhagens tem aumentado com outros microrganismos que podem estar 

presentes na microbiota intestinal, com por exemplo, outras espécies de Lactobacillus, 

Streptococcus espécies de Bifidobacterium, Saccharomyces, cepas de Escherichia coli e 

inclusive espécies do gênero Enterococcus (FIJAN, 2014).     

Tais agentes devem possuir patogenicidade nula ou mínima, assim com 

capacidade de desempenhar funções favoráveis sobre a saúde, funcionando como 

coadjuvantes no tratamento de diarreias agudas, principalmente a provocada pelo uso de 

antibióticos (REZAIE; PIMENTEL, 2014).  
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2.2.1 Evolução da Definição dos Probióticos   

O conceito de microrganismos probióticos vem do Grego "pro-bios" (para a vida), 

e foi introduzido por Ilya Metchnikoff em 1907 . Contudo, o termo "probiótico" foi 

proposto em várias fontes, por Ferdinand Vergin em 1954 para "substâncias ativas que 

são essenciais para um desenvolvimento saudável da vida", por Werner Kollath em 1953 

e respectivamente usado por Lilly e Stillwell, em 1965.  

Várias espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium já foram investigadas 

intensamente, assim como estirpes de Saccharomyces, Enterococcus, Lactococcus, 

Propionibacterium e Streptococcus que foram considerados como microrganismos com 

propriedades probióticas (FUNG et al., 2011). 

Atualmente, os probióticos são definidos como "microrganismos vivos que, 

quando administrados em quantidades adequadas conferem benefícios à saúde do 

hospedeiro" (FAO/WHO, 2006). No entanto, esta definição não é aceita pela Autoridade 

Europeia para Segurança Alimentar (EFSA) e pela Administração Federal de Alimentos 

e Medicamentos dos EUA (FDA). No momento, tais órgãos informam que a alegação de 

saúde integrada na definição do termo probiótico não é mensurável, pois os mercados 

comerciais têm ultrapassado a capacidade da ciência para comprovar tal evidência 

(RIJKERS et al., 2011). Contudo, as alegações de saúde, como tratamento e cura de 

doenças usando probióticos, são mensuráveis e podem ser comprovadas utilizando 

abordagens, como ensaios randomizados, ensaios duplo-cegos ou controlados com 

placebo (FIJAN, 2014). 

No Brasil, a ANVISA estabelece que os probióticos são os microrganismos vivos 

capazes de melhorar o equilíbrio microbiano intestinal produzindo efeitos benéficos à 

saúde do indivíduo. Tal agência ainda estabelece critérios como: número de células 

viáveis, concentrações mínimas exigidas até o momento do consumo, dentre outros 

(BRASIL, 2002). 

Embora os benefícios do consumo de alimentos fermentados sejam conhecidos 

pela humanidade há séculos; muito antes dos microrganismos serem descobertos; o 

conceito de administração de microrganismos, a fim de promover um benefício a saúde 

humana iniciou-se a um século, quando Ilya Metchnikoff teorizou que a saúde pode ser 

melhorada, assim como o processo de envelhecimento retardado, manipulando-se o 

microbioma intestinal com bactérias “benéficas” encontradas no iogurte 

(METCHNIKOFF, 1907). 
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Desde então, até os dias atuais, têm crescido o interesse por esses alimentos que 

apresentam microrganismos benéficos para a saúde e de forma maior, pelos produtos 

lácteos fermentados (CEAPA et al., 2013; VEIGA et al., 2014; MANZO et al., 2015).  

 

 

2.2.2 Atividade dos Probióticos na Saúde Humana 

 Nos dias atuais, consumidores estão mais cientes da relação entre estilo de vida, 

dieta e boa saúde, o que explica o surgimento de uma forte procura por produtos que são 

capazes de melhorar a saúde, além de fornecer nutrição básica (KLIEM; GIVENS, 2011; 

ROZENBERG et al., 2016). A lista de benefícios conferidos a saúde dada pelos alimentos 

funcionais aumenta vertiginosamente e os probióticos demonstram ser uma das categorias 

que mais cresce (BISANZ et al., 2014; MOHAMADSHAHI et al., 2014).  

O uso de probióticos como suplementos na alimentação tem sido efetivo no 

controle de infecções do TGI e em condições inflamatórias (VERNA; LUCAK, 2010; 

OREL; KAMHI TROP, 2014; HORVATH et al., 2016).  Essas evidências indicam que 

estirpes específicas e selecionadas a partir da microbiota intestinal saudável, exibem 

poderosa capacidade antipatogênica e anti-inflamatória e consequentemente estão 

envolvidas na modulação da microbiota intestinal (ISOLAURI et al., 2004). 

 Certos produtos lácteos, que contêm linhagens iniciadoras como Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus thermophilus, são capazes de facilitar a 

degradação da lactose em indivíduos que apresentem intolerância, pois contém uma 

enzima chamada β-galactosidase que atua durante a fermentação dos produtos e também 

no intestino (EL KAFSI et al., 2014; SAVAIANO, 2014). 

 

2.2.3 Aplicações Clínicas dos Probióticos 

Atualmente, existem vários estudos investigando os reais benefícios de alimentos 

fermentados e probióticos a saúde humana (BISANZ et al., 2014; IVEY et al., 2015; 

PEREZ, C., 2015). No entanto, na maioria desses estudos os pesquisadores não utilizam 

informações suficientes ou utilizam microrganismos que não foram identificados 

definitivamente. Assim, enquanto o número de efeitos descritos pelo uso de probióticos 

for baixo, pouco impacto cientifico terão os probióticos, tornando restrita suas aplicações 

clinicas.  

Dentre os principais benefícios conferidos aos probióticos que estão relatados na 

literatura, convém destacar:  
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 Melhora do sistema imunológico; 

 Manejo da intolerância à lactose; 

 Prevenção do câncer de cólon; 

 Redução das concentrações de colesterol e triglicerídeos plasmáticos;  

 Redução da pressão arterial; 

 Redução de quadros inflamatórios; 

 Prevenção e tratamento de alergias; 

 Efeitos benéficos sobre o metabolismo mineral, particularmente a densidade óssea 

e estabilidade; 

 Redução da infecção por Helicobacter pylori; 

 Supressão de microrganismos patogênicos (efeito antimicrobiano); 

 Prevenção e tratamento de diarreias;  

 Prevenção de infecções urogenitais 

 

2.2.3.1 Manejo da intolerância à lactose 

 Intolerância a lactose, também conhecida como má absorção da lactose ou como 

denominado recentemente, “lactase não persistente”, é um dos tipos mais comuns de má 

absorção de carboidratos. Está associada com a incapacidade de digestão da lactose e seus 

constituintes, glicose e galactose, devido à baixa atividade enzimática da lactase, que 

muitos autores denominam de hipolactasia (MATTAR et al., 2012; PERETS et al., 2014).  

Após o nascimento, a atividade de lactase é alta e declina durante o crescimento. 

Como consequência, a lactose não absorvida, durante a fase adulta, é metabolizada por 

bactérias do colón que produzem gás (hidrogênio e metano) e ácidos graxos de cadeia 

curta. Os principais sintomas aparecem cerca de 30 minutos a 2 horas após o consumo de 

produtos alimentares contendo lactose, e podem variar desde inchaço e cólicas até diarreia 

(WILT et al., 2010). 

 As pessoas com intolerância a lactose, toleram melhor lactose presente no iogurte 

do que à lactose presente no leite, devido à presença de bactérias produtoras de lactase no 

iogurte, especialmente Lactobacillus acidophilus, o que contribui para a digestão e 

absorção de lactose (SUCHY et al., 2010; REPA et al., 2015). 

 A presença de Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus thermophilus diminuem 

a intolerância à lactose devido a capacidade que tem em produzir a enzima lactase 

(MONTES et al., 1995; VASILJEVIC; JELEN, 2001; RUL et al., 2011). 
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Adicionalmente, em outro estudo, verificou-se que o consumo de leite contendo 

Bifidobacterium longum resultou em uma menor produção de hidrogênio e sintomas de 

flatulência, quando comparado com o consumo de leite pasteurizado como controle 

(ANDRADE; BORGES, 2009).  

Atualmente, estudos com B. longum envolvendo imunomodulação, demonstram 

que a administração oral pode promover proteção contra infecções ocasionada por 

agentes virais como o vírus influenza (KAWAHARA et al., 2015). Com base nas 

informações citadas acima, pesquisadores especulam que a administração de probióticos 

pode ajudar na digestão de produtos lácteos contendo lactose. 

 

2.2.3.2 Prevenção de tratamento de alergias  

As doenças alérgicas representam um problema de saúde pública, atingindo mais 

de 20% da população mundial (PAWANKAR, 2014).  Em crianças, sua prevalência 

depende muito do status alérgico dos pais, sendo 10% naqueles sem pais ou irmãos 

alérgicos e 20 a 30% naqueles com parentes de primeiro grau atópicos (ARSHAD, 2005). 

Vale ressaltar também, a prevalência de alergias a alimentos apresentada por lactentes e 

crianças que oscila entre 3 a 10% (LACK, 2008) 

A prevalência de enfermidades alérgicas como eczema atópico, alergias 

respiratórias e alimentares tem aumentado nos últimos anos (DHAMI; SHEIKH, 2015). 

Estas condições estão associadas a presença de citocinas sintetizadas por linfócitos T 

CD4+ que estimulam a secreção de IgE (POULSEN; HUMMELSHOJ, 2007). 

Probióticos ao atuarem como imunomoduladores de respostas alérgicas, através 

da fagocitose e/ou produção de citocinas pro-inflamatórias, apresentam-se como uma 

nova abordagem terapêutica na prevenção e tratamento destas doenças (YAN; POLK, 

2011). Isto é confirmado através de estudos que relatam a influência da microbiota 

intestinal na sensibilização e origem de alergias. Tal hipótese, segundo alguns autores, 

pode explicar o aumento da incidência de doenças alérgicas recentemente (TROMPETTE 

et al., 2014). 

 

2.2.3.3 Prevenção e tratamento de diarreias  

Na diarreia, os efeitos dos probióticos ainda não estão totalmente elucidados, no 

entanto, existem pesquisas que relatam efeitos benéficos de probióticos sobre alguns tipos 

de diarreia (DIETRICH et al., 2014). O rotavírus, vírus da família Reoviridae, é 

considerado o principal agente causador de diarreia infantil e responsável por elevadas 
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taxas de mortalidade (WHO/UNICEF, 2015). Bons resultados foram obtidos no 

tratamento de diarreia com o uso de cepas de Lactobacillus rhamnosus GG (PANT et al., 

2011; NIXON et al., 2012; ZHANG et al., 2013). Existem relatos também, da ação de 

Lactobacillus acidophilus LB1, Bifidobacterium lactis e Lactobacillus reuterii, descritos 

por possuírem efeitos benéficos sobre diarreias (SALAZAR et al., 2009; GUTIERREZ-

CASTRELLON et al., 2014; PRESTI et al., 2015). 

Outros microrganismos associados a quadros graves de diarreia são os 

enteropatógenos bacterianos, dos quais os mais comuns são Escherichia coli (linhagens 

diarreiogênicas), onde a E. coli enteropatogênica clássica (EPEC) e enterohemorragica 

(EHEC), representam os agentes bacterianos mais frequentemente associados à diarreia 

infantil, além de Shigella sp., Salmonella sp. Campylobacter jejuni, Yersinia 

enterocolitica,  (WALKER et al., 2013). A avaliação da ação de probióticos sobre 

patógenos como EPEC e EHEC, mostra-se efetiva através de mecanismos como, exclusão 

competitiva e produção de substâncias inibitórias (JANDU et al., 2009; FORSSTEN et 

al., 2014; KLETA et al., 2014).  

Vale ressaltar que a antibioticoterapia, principal linha de intervenção contra 

enteropatógenos, pode provocar desde surtos leves a quadros graves de diarreia 

(HICKSON, 2011). Durante a terapia antimicrobiana a microbiota normal pode ser 

suprimida e como resultado disto, ser ocupada com cepas patogênicas. As mudanças da 

microbiota também podem levar a origem de cepas resistentes como de Clostridium 

difficile que é um dos principais agentes causadores de DAA (VARUGHESE et al., 2013). 

Este microrganismo é também responsável por uma infecção chamada ICD (infecção por 

Clostridium difficile) que é uma infecção gastrointestinal caracterizada por manifestações 

clínicas que podem variar desde diarreias leves à colite pseudomembranosa, com 

surgimento de megacólon e possível perfuração intestinal, estando intimamente associado 

a uso de antibióticos (FREEMAN et al., 2010).  

Várias pesquisas têm utilizado Saccharomyces boulardii, Lactobacillus spp. e 

Bifidobacterium spp. no combate a DAA (HICKSON, 2011; ALLEN et al., 2013; 

MICKLEFIELD, 2014). Esses microrganismos podem ser usados em pacientes idosos, 

internados por longos períodos ou em imunocomprometidos. As cepas de S. boulardii são 

eficientes em reduzir a concentração de C. difficile na ICD (SHAN et al., 2013; 

MCFARLAND, 2014). 
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2.2.4 Aspectos de Segurança dos Probióticos  

Certas cepas com características probióticas específicas podem ser utilizadas 

como bactérias comerciais, apresentando-se com seguras para uso em algumas aplicações 

(STEINBERG et al., 2014; GU et al., 2015). 

A segurança dos produtos probióticos é avaliada através das características 

fenotípicas e genotípicas e também por análises estatísticas obtidas a partir da utilização 

destes microrganismos numa determinada população (DORON; SNYDMAN, 2015). Os 

principais aspectos de segurança associados ao uso de probióticos incluem: 

 

 Utilização de estirpes de origem humana em humanos; 

 Isolamento a partir do TGI de humanos saudáveis; 

 Apresentar-se não-patogênica; 

 Não possuir nenhuma história de relação com doenças infecciosas; 

 Não serem capazes de desconjugar sais biliares; 

 Não transportar genes de resistência a antibióticos 

 

Conhecimentos a respeito da sobrevivência, propriedades de translocação e 

colonização são importantes para a avaliação dos possíveis efeitos positivos e negativos 

dos probióticos (BOYLE et al., 2006). Algumas propriedades enzimáticas como excesso 

de desconjugação de sais biliares ou degradação de muco tem revelado promover efeitos 

negativos (JAROCKI et al., 2014). 

 

2.2.5 Mecanismo de ação dos probióticos 

Microrganismos probióticos se apresentam como suporte à saúde do hospedeiro. 

No entanto, este mecanismo de suporte não está bem explicado. Existe na literatura um 

número muito grande de pesquisas sobre este tema, porém muitos destes estudos tentam 

explicar apenas como probióticos podem proteger o hospedeiro de desordens intestinais 

(PLAZA-DIAZ et al., 2014; RINGEL-KULKA et al., 2014; PYNE et al., 2015).  

Dentro os principais mecanismos, convém destacar: 

 

 Produção de Substancias inibitórias: Produção de alguns ácidos orgânicos, 

peróxido de hidrogênio e bacteriocinas que são inibidores tanto de bactérias Gram-

positivas quanto de Gram-negativas (NEAL-MCKINNEY et al., 2012). 
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 Bloqueio de Sítios de Adesão: Probióticos e bactérias patogênicas estão em 

constante competição. Os probióticos inibem a adesão desses patógenos aderindo às 

superfícies epiteliais do intestino, bloqueando assim sítios de adesão (OHLAND; 

MACNAUGHTON, 2010) (Figura 3). 

 Competição por Nutrientes: Apesar da falta de estudos in vivo, os probióticos 

inibem o crescimento de outros patógenos consumindo os nutrientes que eles 

necessitam (REIFF; KELLY, 2010). 

 Estímulo da Imunidade: Estimulante da imunidade específica e não específica pode 

ser um possível mecanismo dos probióticos para proteger o hospedeiro contra doenças 

intestinais. Este mecanismo não está bem documentado, porém acredita-se que os 

componentes específicos da parede celular ou as camadas celulares podem atuar como 

adjuvantes e aumentar a resposta imune humoral (GIORGETTI et al., 2015). 

 Degradação de Receptores de Toxinas: Devido a degradação do receptor de toxina 

sobre a mucosa intestinal, demonstrou-se que S. boulardii protege o hospedeiro contra 

doença intestinal causada por C. difficile (POTHOULAKIS, 2009). 

 

 

Figura 3. Diagrama esquemático do mecanismo de ação de probióticos sobre 
microrganismos patogênicos, ilustrando mecanismos de ação por bloqueio de sítios de 
adesão em células epiteliais do trato intestinal. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: icbufmg 
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Alguns outros mecanismos demonstrados são a supressão da produção de toxinas, 

redução do pH do intestino, a atenuação da virulência. Todos mecanismos de ação dos 

probióticos ainda não foram plenamente estabelecidos (HOLZAPFEL et al., 1998; 

CHEN, C. C.; WALKER, 2005). Vale ressaltar que os probióticos não se multiplicam 

com rapidez, razão pela qual não permanecem como colonizadores perenes do tubo 

digestivo (MARCO et al., 2006). 

 

2.2.6   Critério para avaliação dos probióticos nos alimentos 

Durante a primavera de 2006, a FAO e WHO definiram conjuntamente novos 

critérios para avaliação dos probióticos. 

O informe compreende os seguintes pontos: 

 
 Identificação da cepa: Mediante técnicas que incluem métodos moleculares 

aceitos internacionalmente para estabelecer fenótipo, genótipo, gênero e espécie 

de acordo com o Código Internacional de Nomenclatura. 

 

 Caracterização biológica: Deve ser demonstrado os efeitos benéficos através 

de provas in vitro, determinando características como adesão a epitélio 

gastrointestinal, produção de bacteriocinas, ácido lático e peroxido de hidrogênio 

e a habilidade de inibir a aderência de patógenos. Também deve ser incluído 

ensaios in vivo com modelos animais para estabelecer os potenciais mecanismos 

de ação. 

 
 Segurança:  É necessário estabelecer e conhecer os padrões de resistência a 

antimicrobianos, atividade metabólica, produção de toxinas, atividade 

hemolítica, infectividade em modelos animais e os possíveis efeitos adversos nos 

consumidores. Garantindo assim, que se tratam de microrganismos GRAS 

(Generally Recognized as Safe). 

 
 Eficácia: Comprovar através de estudos clínicos os efeitos esperados dos 

probióticos em humanos. Portanto, ao associar um efeito a uma cepa concreta é 

necessário comprovar isto através de estudos tecnológicos, clínicos e 

epidemiológicos.  
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 Especificações: Definir na etiqueta um documento explicativo, com as 

características do produto, gênero e espécie da cepa, caracterização do 

microrganismo, condições de armazenamento e efeitos benéficos específicos. 

 

2.2.7    Probióticos Comercialmente Disponíveis 

Vários produtos com características probióticas se apresentam comercialmente 

disponíveis para consumo em todo mundo. Tais produtos variam desde produtos lácteos 

como: iogurtes, bebidas e suplementos em capsula a insumos para animas em geral 

(VEIGA et al., 2010; HUTCHINS et al., 2013; SANDERS et al., 2013). Em alguns 

produtos são administrados microrganismos isolados, em outros são utilizadas mesclas 

bacterianas. Entre elas podemos citar a mescla de cepas de Lactobacillus e Streptococcus 

que são utilizadas como fermentadoras de produtos lácteos com o objetivo de promover 

e melhorar a saúde humana (HERVE-JIMENEZ et al., 2009).  

No Brasil, a ANVISA, órgão responsável pelo controle sanitário de produtos e 

serviço, já aprovou 10 microrganismos com função probiótica: Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei variedade rhammosus, 

Lactobacillus casei variedade defensis, Lactobacillus paracasei, Lactococcus lactis, 

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

Bifidobacterium longum e Enterococcus faecium todos em concentrações mínimas de 108 

a 109 UFC de microrganismos probióticos por porção do produto (ANVISA, 2008). 

No entanto, estudos demonstram que em muitos produtos são encontradas 

discrepâncias entre os conteúdos declarados e os realmente presentes (DRAGO et al., 

2010; CHEN, T. et al., 2014). Estes problemas surgem em muitos casos em virtude da 

ausência de uma fiscalização regulatória precisa, pois tais produtos não são considerados 

produtos farmacêuticos (GOVENDER et al., 2014). 

Nos EUA, a FDA detém autoridade reguladora sobre produtos probióticos, 

fiscalizando responsabilidades sobre os fabricantes, incluindo a rotulagem e a segurança 

destes produtos seja em alimentos, suplementos ou na forma de drogas. Contudo, alguns 

procedimentos não abordam a verificação das declarações de eficácia ou qualidade 

composicional (identidade, pureza e força) (SANDERS, 2008). 

No Brasil, o registro para substâncias bioativas, probióticos isolados, alimentos 

com alegação de propriedade funcional/saúde, alimentos novos e outros ingredientes 

produzidos nacionalmente ou importados, passou a ser obrigatório. O processo é 
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encaminhado para a CTCAF (Comissão de Assessoramento Tecno-científico em 

Alimentos com Alegações de Propriedades Funcionais), que realiza a análise (ANVISA, 

2008)  

Portanto, a seleção de novas estirpes com potencial probiótico a partir de amostras 

de origem humana representaria um grande avanço no tratamento de diarreias e prevenção 

de outras doenças no Brasil e no mundo. Adicionalmente, uma das grandes preocupações 

da OMS é a implementação de novas terapias que não atuem como pressão seletiva, ao 

propiciar a seleção de patógenos cada vez mais resistentes aos antibióticos. Sendo assim, 

diante da necessidade de novas alternativas ao tratamento de doenças, a busca por novos 

microrganismos com potencial probiótico pode representar avanços e introduzir 

importantes benefícios para saúde pública. 
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Abstract 

Probiotics are suggested to aid the therapy or prevention of infectious diseases. The 

intestinal microbiota and breast milk are important sources of novel probiotic strains, with 

Lactobacillus as the most widely used functional food bacterium. In the current study, we 

aimed to identify new bacterial strains with probiotic potential isolated from stool samples 

of exclusively breast-fed infants. Five bacterial isolates were acid- and bile salt-resistant, 

and all of them were able to adhere to mucin. The isolates were also able to bind to the 

human intestinal HT-29 cells in vitro, and to inhibit the adherence of distinct 

diarrheagenic Escherichia coli (DEC) strains to these cells. Analysis of the 16S rRNA 

gene sequences revealed that these isolates are Lactobacillus casei. We suggest that these 

five novel L. casei strains isolated from the stools of breast-fed infants possess probiotic 

potential, and may be useful in preventing or treating intestinal infections caused by DEC 

strains. 

 

Keywords: Probiotic, Human milk, Escherichia coli, Childhood diarrhoea 
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1. Introduction  

According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations and 

World Health Organization (FAO/WHO, 2002), probiotics are defined as “living 

microorganisms that when administered in adequate quantities confer a benefit to the 

health of the host”. These microorganisms have been used in clinical practice as tablets 

or sachets, and also as food components, especially within risk groups and children (Chen 

et al., 2012; Irvine et al., 2010). Some species of Lactobacillus and Bifidobacterium are 

described as probiotics and are, in their majority, considered normal inhabitants of the 

human intestine and modulators of the host’s immune system (Gareau et al., 2010; 

Turroni et al., 2014; Walter, 2008).  

As probiotics, microorganisms must (1) be able to survive the enzymatic process 

of digestion, stomach acidity, and exposure to bile (2) colonize the intestine; (3) exhibit 

antimicrobial activity against potential pathogenic microorganisms; (4) be genetically 

stable; and (5) remain viable during the processing and storage of their carrier product 

(Adams, 2010; Morelli and Capurso, 2012). Recent studies have focused on the isolation 

and characterization of novel potential probiotic strains from different sources, including 

human milk and stool of newborn babies (Baruzzi et al., 2011; Vitali et al., 2012; Zavala 

et al., 2016). Clinical studies have demonstrated that probiotic bacteria, particularly 

Lactobacillus casei, protect the host against intestinal infections (Salazar-Lindo et al., 

2004; Walter, 2008). 

Diarrheal diseases continue to be one of the leading causes of child mortality in 

the world, with more than 5000 deaths in 2013 (Liu et al., 2015). Diarrheagenic 

Escherichia coli (DEC) are considered important etiologic agents of intestinal infection 

worldwide, especially in children (Acosta et al. 2016, Al-Gallas et al. 2007, Bueris et al. 

2007, Dias et al. 2016, Ifeanyi et al. 2015, Iijima et al. 2017). At least five main DEC 
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pathotypes are identified: enteropathogenic E. coli (EPEC), enterotoxigenic E. coli 

(ETEC), enteroinvasive E. coli (EIEC), enterohemorrhagic E. coli (EHEC), and 

enteroaggregative E. coli (EAEC); they possess distinct pathogenic traits (Croxen and 

Finlay, 2010; Dias et al., 2016). The initial stage of infection by all DEC strains comprises 

their interaction with the host cells (Avelino et al., 2010; Dias et al., 2016; Monteiro-Neto 

et al., 2003; Rendón et al., 2007; Xicohtencatl-Cortes et al., 2007), followed by the 

expression of a variety of virulence factors that, in turn, trigger diarrhea (Croxen and 

Finlay, 2010; Dias et al., 2016; Nataro and Kaper, 1998).  

In the current study, we characterized novel L. casei strains with probiotic 

potential, which were isolated from stools of healthy and exclusively breast-fed infants. 

We also investigated the ability of these isolates to inhibit the adherence of DEC strains 

to human colorectal adenocarcinoma HT-29 cells. 

 

2. Materials and methods 

2.1. Biological samples  

Stool samples were collected from 15 healthy and exclusively breast-fed infants 

under 1 month of age. The participants were recruited at the Maternity Hospital of the 

Universidade Federal do Maranhão (Federal University of Maranhão, São Luís, Brazil), 

after obtaining a written informed consent from their parents. The study was reviewed 

and approved by the Human Research Ethics Committee of the Universidade Ceuma 

(Ceuma University, São Luís, Brazil) and was performed in compliance with the 

Declaration of Helsinki.  
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2.2. Bacterial isolation 

Bacteria were isolated from stool samples, as previously described (Thompson-

Chagoyan et al., 2010). Briefly, the stools were diluted in phosphate-buffered saline 

(PBS; pH 7.4) and streaked onto de Man-Rogosa-Sharpe agar plates (MRS agar, Oxoid). 

The plates were incubated at 37 °C for 48–72 h under anaerobic conditions. Fifty colonies 

were randomly selected from each plate, inoculated into MRS broth (Oxoid) 

supplemented with 0.05% (w/v) cysteine (Sigma-Aldrich), and incubated anaerobically 

at 37 °C for 24–48 h. The bacterial cells were stored in MRS broth supplemented with 

20% (v/v) glycerol at -80 °C until further analysis. 

 

2.3. Characterization of bacterial acid and bile resistance 

The resistance to acidic pH and bile salts was evaluated as described previously 

(Muñoz-Quezada et al., 2013), with minor modifications. Briefly, 20 µL of bacterial 

cultures grown overnight in MRS broth were inoculated into 180 µL of MRS broth 

adjusted to acidic (2.0–3.0) or neutral pH (7.0; a control). To assess bacterial resistance 

to bile salts, 20 µL of bacterial cultures were added to 180 µL of MRS broth supplemented 

with oxgall (0.3-1.0 g/dL, Difco). Both assays were performed in 96-well plates; the 

plates were incubated at 37 °C for 3 h under anaerobic conditions. After the incubation, 

the number of viable bacteria was determined and expressed as percentage relative to the 

control.  

The ability to adhere to mucin (section 2.5) and HT-29 cells (section 2.6) was only 

evaluated in strains that were able to survive the acidic pH and bile acid insults.  

Lactobacillus fermentum ATCC 23271 was obtained from National Institute of 

Quality Control in Health (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde – 
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FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil) and used as a reference strain (do Carmo et al., 2016), 

to assess the activity of the isolates in the assays. 

 

2.4. Molecular identification of the isolates 

Gram-positive and catalase-negative bacillus isolates that tolerated low pH and 

exhibited bile salt resistance were identified by sequencing of the V3–V4 hypervariable 

region of the 16S rRNA gene; 1 ng of cDNA was used and the following primers: 341F 

(5′-CCTACGGGRSGCAGCAG-3′) (Hansen et al., 1998) and 806R (5′-

GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′) (Caporaso et al., 2012), 0.2 µM per reaction. 

Sequencing was performed at Neoprospecta Microbiome Technologies (Santa Catarina, 

Brazil), using the MiSeq platform (Illumina, Inc., San Diego, CA).  

 

2.5. Mucin binding assay 

The ability of bacterial isolates to adhere to mucin was evaluated as previously 

described (do Carmo et al., 2016). Initially, porcine gastric mucin type III (Sigma, Saint 

Quentin Fallavier, France) was suspended in PBS (pH 7.4; Sigma) at a final concentration 

of 10 mg/mL; 500 µL of mucin solution were added to a 24-well plate. Overnight bacterial 

cultures (Lactobacillus isolates and L. fermentum ATCC 23271, as a positive control), in 

the early stationary phase of the growth, were added (ca. 108 colony-forming units 

(CFU)/mL). After a 3-h incubation, 10-fold serial dilutions were prepared and spread onto 

MRS agar plates to determine the number of bacterial cells that adhered to mucin. The 

data are presented as CFU/mL. Mucin-containing wells without bacteria were used as 

negative controls.  
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2.6. Bacterial adhesion to HT-29 cells 

HT-29 cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

containing glutamax (Gibco), and supplemented with 1× antibiotic-antimycotic solution 

(Gibco) and 10% (v/v) fetal bovine serum (Gibco), at 37 °C under a 5% CO2 atmosphere. 

Lactobacillus strains were cultured in MRS broth under the conditions described in 

section 2.1. After 24 h, the bacterial cultures were centrifuged at 9000 × g, washed three 

times with PBS (pH 7.4, Sigma), and the pellets were resuspended in DMEM. The assay 

was then performed as previously described (Walsham et al., 2016), with minor 

modifications. Briefly, HT-29 cells (6 × 105/well) were seeded into 24-well plates with 

or without glass coverslips. Then, 50 µL of Lactobacillus suspensions (5 × 107 CFU) 

were added to each well, and the plates were incubated at 37 °C under 5% CO2 for 3 h. 

Following the incubation, each well was rinsed three times with PBS to remove non-

adherent bacteria. Immediately after this step, the cells were incubated with 0.1% (v/v) 

Triton X-100 (Sigma) for 5 min, and 10-fold serial dilutions were spread onto agar plates 

to determine the number of bacterial cells that adhered to the HT-29 cells. The data are 

presented as CFU/mL. To visualize bacterial adherence to the HT-29 cells, each glass 

coverslip was fixed in methanol (P.A., Amresco, Sydney,Australia) and stained with 0.2% 

May-Grunwald and 0.6% Giemsa stains (Amresco). The coverslips were then mounted 

onto glass slides and visualized by light microscopy under oil-immersion objective (100×, 

Leica ICC50 HD microscope, Leica). Vehicle-treated HT-29 cells were used as negative 

controls.  

 

2.7. Inhibition of DEC adherence to HT-29 cells 

The ability of lactobacilli to inhibit the adhesion of DEC strains (EPEC, EHEC, 

ETEC, and EAEC) to HT-29 cells was assessed. Lactobacillus strains were washed three 
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times with PBS (pH 7.4) and inoculated (ca. 4.5 × 107 CFU/mL) into 24-well plates 

containing confluent monolayers of HT-29 cells. After incubation at 37 °C under 5% CO2 

for 1 h, the tested pathogens (ca. 1.5 × 108 CFU/mL) were added to the cultures (Tallon 

et al., 2007). The plates were incubated at 37 °C under 5% CO2. After 1 h, the monolayers 

were washed three times with PBS, and the cells were lysed using 0.1% (v/v) Triton X-

100 in water; 10-fold serial dilutions were spread onto MacConkey agar plates (Difco) to 

determine the number of E. coli cells that adhered to the HT-29 cells (Walsham et al., 

2016). The data are presented as CFU/mL. 

 

2.8. Antibiotic susceptibility testing 

The antibiotic susceptibility profiles of Lactobacillus isolates were determined by 

the disc diffusion method (CLSI, 2012). Commercial discs containing different 

antibiotics [ampicillin (10 µg), vancomycin (30 µg), gentamicin (10 µg), kanamycin (30 

µg), streptomycin (25 µg), erythromycin (15 µg), clindamycin (2 µg), tetracycline (30 

µg), and chloramphenicol (30 µg)] were placed on MRS agar plates inoculated with 

Lactobacillus (108 CFU/mL). The plates were incubated anaerobically at 37 °C for 24 h. 

Lactobacilli antibiotic susceptibility was evaluated based on the diameter (in mm) of the 

growth inhibition zone around the discs  

 

2.9. Statistical analysis  

Statistical analysis was performed using GraphPad Prism software (v. 6.0; 

GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). All results are expressed as the mean ± SD. 

One-way analysis of variance (ANOVA), followed by the Dunnet’s test (when the 

variances were assumed to be unequal) or Bonferroni test (when the variances were 

assumed to be equal) were used for multiple comparisons of the means. Statistical 
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significance was established at p < 0.05. All assays were performed in triplicate in three 

independent experiments. 

 

3. Results 

3.1. Isolation and characterization of acid- and bile-resistant lactobacilli  

 In total, 750 colonies were isolated from 15 analyzed stool samples. Five isolates 

(CLM0109, LTM4001, LTB0308, FEB0308, and FEB0311) were able to grow at low pH 

(pH below 3.0). CLM0109 was the most resistant isolate, with 64.6% and 90.2% survival 

at pH 2.0 and 3.0, respectively (Table 1). These five strains were also tested for their 

ability to withstand different concentrations of bile salts. The growth of FEB0308 and 

FEB0311 was completely inhibited upon incubation with 0.5 g/dL bile salts. On the other 

hand, all isolates partially survived (27.7–37.3%) incubation with the lowest 

concentration of bile salts (0.3 g/dL), None of the isolates survived incubation with 1.0 

g/dL bile salts.  

 

3.2. Molecular identification of isolates with probiotic properties 

The five isolates that demonstrated tolerance to low pH and were resistant to bile 

salts were identified as L. casei, sharing over 99% identity with the 16S rRNA sequences 

deposited for this bacterium in the GenBank.  

 

3.3. Isolate binding to mucin and adhesion to HT-29 cells 

All lactobacilli exhibited a similar ability to bind mucin (Table 2). Adhesion 

assays with HT-29 cells revealed that L. casei LTB0308 possessed the highest adhesive 

capacity (Table 2). The adhesive capacity of L. casei LTB0308 to HT-29 cells was higher 

than that that of the reference strain L. fermentum ATCC 23271 (Table 2).  
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3.4. Inhibition of DEC adherence to HT-29 cells by L. casei strains 

The abilities of isolated lactobacilli to inhibit the adhesion of different DEC strains 

to HT-29 cells are depicted in Fig. 1A–D. Overall, all tested L. casei isolates significantly 

reduced the adherence of pathogenic E. coli to HT-29 cells. All isolates showed a similar 

ability to inhibit the adhesion of EAEC to HT-29 cells (ca. 97% reduction; Fig. 1A). 

FEB0308 and LTM4001 inhibited the adhesion of EHEC to HT-29 cells to the greatest 

degree, with percentage inhibitions of 92.2% and 99.1%, respectively (Fig. 1B). A less 

pronounced effect was observed with FEB0311, CLM0109, and LTB0308 (ca. 47.0% 

inhibition; Fig. 1B). CLM0109, LTM4001, and FEB0308 had the greatest effect on the 

adhesion of EPEC to HT-29 cells (ca. 96.6% inhibition), followed by FEB0311 and 

LTB0308 (62.6% and 29.1% inhibition, respectively) (Fig. 1C). LTM4001 inhibited the  

ETEC adhesion to HT-29 cells to the greatest degree (92.8%; Fig. 1D). The reference 

strain L. fermentum ATCC 23271 diminished the adhesion of all tested pathogens (Fig. 

1A–D).  

 

3.5. Antibiotic susceptibility of the stool isolates 

The results of antibiotic susceptibility testing of Lactobacillus isolates are shown 

in Table 3. Only three isolates were resistant to one or two out of the nine tested 

antibiotics: LMT4001 was resistant to kanamycin; LTB0308 was resistant to 

streptomycin; and FEB0308 was resistant to both kanamycin and streptomycin. 
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4. Discussion  

Increased human consumption of probiotic products, in conjunction with their 

beneficial properties, has increased the prospecting of novel probiotic bacterial species. 

In the current study, we investigated the probiotic potential of Lactobacillus strains 

isolated from stools of breast-fed infants as well as their ability to inhibit the adherence 

of DEC strains to HT-29 cells and mucin.  

One of the main criteria before a strain is considered as a probiotic is its ability to 

resist acidic pH (Corcoran et al., 2005). This property is critical for probiotic viability, as 

the microorganism has to survive the acidic environment of the stomach in order to 

colonize the intestine following ingestion. After a 4-h exposure to all stool isolates were 

found to be resistant to low pH (2.0 and 3.0), and were classified as moderately tolerant 

to acidic conditions. Bacteria with promising probiotic activity should withstand pH as 

low as 3.0 (Fernández et al., 2003), similarly to the majority of strains isolated in the 

present study. Indeed, a previous study demonstrated that different lactobacilli isolated 

from breast milk are resistant to low pH; however, their tolerance varies among species 

(Shokryazdan et al., 2014). Differences in pH resistance may be associated with multiple 

factors related to the strain itself and/or the particular strain microenvironment (Šeme et 

al., 2015). 

Bile salts produced during digestion, even at low concentrations, inhibit the 

growth of many microorganisms (Reis et al., 2016). Their concentrations in the intestinal 

lumen are variable as their mean estimated values correspond to their critical micelle 

concentration, which ranges from 6 to 10 mmol/L (i.e., 0.23–0.39 g/dL) (Martínez-

Augustin and de Medina, 2008). In the current study, most of the analyzed stool isolates 

were tolerant to the lowest tested concentration of bile salts (0.3 g/dL), consistent with 

previous data (Gilliland et al., 1984). However, the strain survival rates were modest. 
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Exposure to bile salts may promote disruption of cellular homeostasis, by dissociating the 

lipid bilayer and integral cell membrane proteins, resulting in bacterial content leakage 

and subsequent cell death. Tolerance to bile salts may be strain-dependent; existing 

evidence suggests that, in general, Lactobacillus strains are able to progressively adapt to 

the presence of bile salts, becoming resistant following exposure to increasing 

concentrations of bile (Burns et al., 2010). Incorporation and coating of lactobacilli with 

certain substances, such as alginate-starch beads with stearic acid, may be useful in 

improving their resistance if the bacterial survival rates are reduced in the presence of 

low pH, bile salts, and other adverse conditions, as recently demonstrated for L. casei 

NCDC 298 (Mandal et al., 2014).  

Binding to the gut mucosal layer and subsequent adhesion to the host intestinal 

cells is one of the main bacterial properties required for gut colonization; thus, probiotics 

need to be able to colonize the mucosal layer and the intestinal epithelium to modulate 

and protect the gastrointestinal tract (Johansson et al., 2008). Our results indicate that the 

five tested L. casei strains were able to adhere to the intestinal cells and also bind to 

mucin, a major mucus protein of the gastrointestinal tract. Importantly, their binding 

capacity to mucin was similar to that of the reference strain L. fermentum ATCC 23271. 

Similar findings were previously reported for different Lactobacillus species, in which 

several proteins have been linked with this property, including Mub, a cell surface protein 

detected in L. reuteri 1063 and a variety of Mub homologues and other mucus binding 

proteins (Roos and Jonsson, 2002; Van Tassell and Miller, 2011).  

Binding to epithelial cells constitutes the first stage of a process whereby the 

enteric pathogens colonize host tissue and establish intestinal infection. Therefore, the 

ability of a probiotic to interrupt the adherence of an enteropathogen to the intestinal 

epithelial cells may be of therapeutic benefit to the host (Krachler and Orth, 2013). We 
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investigated whether the isolated lactobacilli are able to inhibit the adherence of various 

enteropathogens usually associated with gastrointestinal infections to HT-29 cells. We 

showed that all tested isolates were able to inhibit the adherence of DEC strains to HT-

29 cells; L. casei LTM4001 and CLM0109 were most effective. Previous in vitro studies 

have reported the capacity of Lactobacillus spp. to protect human cell lines against 

infections caused by EPEC and EHEC strains (Sherman et al., 2005; Walsham et al., 

2016). Lactobacillus spp. are also able to prevent some intestinal pathogenic infections, 

e.g., salmonellosis and shigellosis (Jandu et al., 2009; Moorthy et al., 2007; Zihler et al., 

2011). The existing evidence suggests that this effect may be associated with the ability 

of Lactobacillus spp. to stimulate the secretion of mucin by epithelial cells, leading to a 

diminished adhesion of enteropathogens to the gut mucosa (Cornick et al., 2015; Mack et 

al., 2003). Additional mechanisms of action have been also demonstrated, including the 

effect of lactobacilli on the production of organic acids, hydrogen peroxide, and 

bacteriocins these may all contribute to protecting the gut against infectious insults 

(Bermudez-Brito et al., 2012; Servin, 2004; Valerio et al., 2004). 

Probiotics may act as carriers of genes of clinical importance and may transfer 

acquired virulence and/or resistance genes to pathogenic bacteria (Devirgiliis et al., 

2013). Some of the isolates evaluated in the current study were only resistant to 

kanamycin and/or streptomycin (LMT4001, LTB0308, and FEB0308). Many authors 

have reported both intrinsic and acquired resistance in different Lactobacillus species to 

some antibiotics (Danielsen and Wind 2003, Ouoba et al. 2008, Zhou et al. 2005). 

Nevertheless, antibiotic resistance observed in our L. casei isolates may be intrinsic, since 

uptake of aminoglycosides is a two-step process that involves an oxygen- or nitrogen-

dependent electron transport system, which are not present in anaerobic bacteria and 

therefore do not import aminoglycosides (Rasmussen et al. 1997). 
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5. Conclusions 

Our study demonstrates for the first time the probiotic potential of five L. casei 

isolates obtained from infant stools. These lactobacilli, especially LTM4001 and 

CLM0109, were able resist exposure to low pH and were tolerant to bile salts. In addition, 

they decreased DEC adherence to intestinal HT-29 cells, and they have the ability to bind 

to mucin and to adhere to HT-29 cells. We suggest that these strains may represent an 

alternative or complementary therapy for the treatment or prevention of infections caused 

by DEC strains. 
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Table 1  

Resistance of the isolated Lactobacillus sp. strains to pH and bile salts 

 

 

Strain 

 
                      Survival (%) 

        pH  Bile salts (g/dl) 

2.0 3.0       0.3 0.5 1.0 

 
L. casei CLM0109 

 
64.6 

 
90.2 

  
37.3 

 
11.2 

 
0 

L. casei FEB0308 56.5 70.4  27.7 0 0 

L. casei FEB0311 34.4 68.6  32.2 0 0 

L. casei LTB0308 30.8 60.0  31.5 17.5 0 

L. casei LTM4001 9.4 30.2  35.1 7.9 0 

L. fermentum ATCC 23271 10.2 88.8  53.8 76.1 0 

The numbers indicate the percentage (%) survival under either different pH conditions 

or in the presence of different bile salt concentrations.  
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Table 2  

The ability of L. casei isolates and reference strain L. fermentum ATCC 23271 to bind 

to mucin and adhere to HT-29 cells 

Strain 
Binding to mucin 

(CFU × 108/mL) 

Adhesion to HT-29 

(CFU × 105/mL) 

 
L. casei FEB0311 1.14 ± 0.29 0.01 ± 0.01 

L. casei LTM4001 1.41 ± 0.35 0.94 ± 0.05 

L. casei CLM0109 1.18 ± 0.37 0.28 ± 0.05 

L. casei LTB0308 1.20 ± 0.30 3.46 ± 0,45 

L. casei FEB0308 1.27 ± 0.25 0.53 ± 0.11 

L. fermentum ATCC 23271 1.55 ± 1.13 1.67 ± 0.55 
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Table 3  

Susceptibility of Lactobacillus spp. to antibiotics  

 

Antibiotic (µg/disc) 

 

Bacterial isolate 

L. casei FEB0311 L. casei LTM4001 L. casei CLM0109 L. casei LTB0308 L. casei FEB 0308 

Ampicillin (10) 30 ± 0.7 (S) 28 ± 1.3 (S) 29 ± 0.2 (S) 26 ± 0.4 (S) 30 ± 0.0 (S) 

Vancomycin (30) 30 ± 0.0 (S) 38 ± 0.1(S) 28 ± 0.4 (S) 26 ± 1.4 (S) 25 ± 0.0 (S) 

Gentamicin (10) 16 ± 0.9 (S) 15 ± 0.4 (S) 20 ± 1.5 (S) 18 ± 0.0 (S) 15 ± 0.1 (S) 

Kanamycin (30) 22 ± 0.7 (S) 13 ± 0.1 (R) 20 ± 0.3 (S) 15 ± 0.7 (MS) 10 ± 0.7 (R) 

Streptomycin (25) 18 ± 0.3 (S) 12 ± 0.8 (MS) 19 ± 1.0 (S) 10 ± 0.5 (R) 10 ± 0.1 (R) 

Erythromycin (15) 35 ± 0.0 (S) 30 ± 1.3 (S) 30 ± 0.2 (S) 29 ± 1.2 (S) 40 ± 0.4 (S) 

Clindamycin (2) 20 ± 0.0 (S) 20 ± 1.5 (S) 20 ± 0.0 (S) 14 ± 0.8 (S) 25 ± 1.7 (S) 

Tetracycline (30) 40 ± 0.2 (S) 37 ± 0.6 (S) 33 ± 0.1 (S) 28 ± 1.9 (S) 39 ± 2.4 (S) 

Chloramphenicol (30) 33 ± 0.7 (S) 31 ± 4.0 (S) 30 ± 0.4 (S) 29 ± 0.5 (S) 35 ± 1.3 (S) 

      

The isolates were obtained from stool samples of breast-fed newborns. Growth inhibition zone diameters (mean ± SD, mm) were registered for 
all isolates in the presence of nine different antibiotics. The strains were classified as: (a) R, resistant; (b) MS, moderately susceptible; or (c) S, 
susceptible. 
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Figure legend 

Fig. 1. The effect of different L. casei isolates on DEC adherence to HT-29 cells. Cell 
adherence was quantified based on the CFU numbers per well, following the incubation 
of HT-29 cells with different lactobacillus isolates and DEC strains. The results are 
expressed as percentage (%) of adhesion relative to control (bacteria incubated with 
vehicle only). Data are shown as the mean ± SEM, from three independent experiments 
performed in duplicate; *p < 0.05 in comparison with control samples. 
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Documento de Patente 
 
- Cápsula probiótica gastrorresistente a base de Lactobacillus casei isolado de fezes de 
recém nascidos alimentados exclusivamente com leite materno, Patente de Invenção – 
BR 10 2017 008185 0 – sob análise no INPI. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A diarreia infecciosa representa um grave problema de saúde pública. Vários 

microrganismos estão associados com esta doença, dentre estes linhagens de E. coli 

diarreiogênicas. No entanto, a pressão seletiva propiciada pelo uso de antimicrobianos 

preocupam autoridades sanitárias, pois pode conduzir à seleção de cepas bacterianas 

resistentes, além de implicações negativas relacionadas com a saúde humana e o meio 

ambiente. Desta forma, a descoberta e uso de métodos terapêuticos que não atuem 

induzindo resistência, como uso de probióticos, representam uma boa solução para esta 

problemática. Diante do exposto, nosso trabalho conclui que: 

• O leite materno, assim como material fecal de lactentes alimentados exclusivamente 

com leite materno, podem funcionar como fonte de novas estirpes com potencial 

probiótico; 

• Com base nos critérios estabelecidos de caracterização probiótica apenas cinco cepas 

foram selecionadas como possíveis probióticos (LTM4001, CLM0109, FEB0308, 

LTB0308 e FEB0311) 

• A análise taxonômica e genética determinou que as cinco cepas selecionada 

pertencem a espécie Lactobacillus casei;  

• Os resultados obtidos a partir da capacidade de adesão a mucina e células HT-29 em 

conjunto com avaliação da capacidade inibitória das cepas frente a E. coli 

diarreiogênicas in vitro, permite considera-las alternativa no tratamento de infecções 

causada por estes microrganismos; 

• Dentre os isolados analisados, as estirpes LTM4001 e CLM0109 apresentaram os 

melhores resultados após testes de caracterização probiótica;  

• As cepas selecionadas podem ser consideradas seguras pois cumprem os pré-

requisitos baseados nas Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food quanto a 

resistência a antibióticos.  

 

Por outro lado, perspectivas futuras associadas a avaliação do potencial probiótico e 

segurança para utilização em humanos são necessárias. 
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ANEXO I 

 

(MODELO DE TERMO CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO) 

UNIVERSIDADE CEUMA 

Pró-Reitoria de Pós-Graduação, Pesquisa e Extensão 

Comitê de Ética em Pesquisa 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

Título da Pesquisa: “Identificação de Novos Microrganismos com Potencial Probiótico 

contra Enteropatógenos Bacterianos” 

Nome do Pesquisador: Valério Monteiro Neto 

1. Natureza da pesquisa: A Sra. está sendo convidada a participar desta pesquisa que 

tem como finalidade analisar bactérias presentes em leite materno e em fezes de 

crianças, em condições normais e com isso verificar os seus benefícios para a saúde 

humana e propor medidas alternativas de controle e prevenção de determinadas 

doenças, como a diarreia infantil. 

2. Participantes da pesquisa: Serão incluídos mães e crianças em amamentação. 

3. Envolvimento na pesquisa: a sua participação no referido estudo será no sentido de 

fornecer uma pequena quantidade de leite (até 10 ml) e também de fezes do seus 

filho(a), bem como informações sócio-demográficos 

4. A Sra tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar 

participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuízo para a Sra. ou seu 

filho. Sempre que quiser poderá pedir mais informações sobre a pesquisa através do 

telefone do pesquisador do projeto e, se necessário, através do telefone do Comitê de 

Ética em Pesquisa.  

5. Sobre as entrevistas: As entrevistas serão realizadas nas residências ou no banco de 

leite do Hospital Universitário Materno-Infantil.  

6. Riscos e desconforto: A participação nesta pesquisa não traz complicações legais. 

Somente haverá um pequeno desconforto quanto a retirada de uma amostra leite, mas 

tudo na maior segurança e com profissionais qualificados. A coleta das fezes 

ocorrerá diretamente nas fraldas e não oferece riscos e nem desconforto. Os 

procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Ética em Pesquisa 
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com Seres Humanos conforme Resolução no. 466/12 do Conselho Nacional de Saúde. 

Nenhum dos procedimentos usados oferece riscos à sua dignidade. 

7. Confidencialidade: Todas as informações coletadas neste estudo são estritamente 

confidenciais. Somente os pesquisadores terão conhecimento dos dados. 

8. Benefícios: Ao participar desta pesquisa a Sra. não terá nenhum benefício direto. 

Entretanto, esperamos que este estudo traga informações importantes sobre os 

benefícios dessas bactérias para a nossa saúde, principalmente de crianças. 

9. Pagamento: A Sra não terá nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa, 

bem como nada será pago por sua participação. 

 

Após estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para 

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem: 

 

Consentimento Livre e Esclarecido 

Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida, 
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa. 

 

 

_______________________________                       ______________________________ 

Nome do Participante da Pesquisa                          Assinatura do participante          
da pesquisa 

 

_______________________________ 

Assinatura do Pesquisador 

 

TELEFONES 

Pesquisador: Prof. Dr. Valério Monteiro Neto (98) 9972-2651 e 3214 4252 

  

Comitê de Ética em Pesquisa do Uniceuma:  
Endereço: Rua Josué Montello, nº1, Renascença II, São Luís-MA, CEP 65.075-120.  
Telefone: (98) 3214-4189. E-mail: cep@ceuma.br. 
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ANEXO III 

(PARECER CONSUBSTANCIADO –CEP) 
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