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Selecdo de Isolados deactobacillus acidophilusUsados como Probidtico em Bezerrds

Antonio Hamilton Chaves 2, José Fernando Coelho da Silva 3, Ad&o José Rezende Pinheiro 4,
Sebastido de Campos Valadares Filho 3, Oriel Fajardo de Campos °

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi selecionar estirpastobacillus acidophilupara serem usadas como probidtico em
bezerros. Estirpes deactobacillusacidophilus(12) foram isoladas de amostras de fezes de bezerros e selecionadas quanto as suas
capacidades acidificantes, aresisténcia a varios antibioticos usados na criagédo de bezerros, acido cloridrico, lisazsais, idiavks,

a capacidade de crescimento em liquido ruminal e a capacidade antag@iticea uma estirpe enteropatogénicaseherichia coli

Os isolados foram classificados como lentos na producéo de acido latico. Nos testes de resisténcia ao acido cloridec®,QpH 2,0
alisozima, ao fenol, aos sais biliares, aos antibidticos testados e ao liquido ruminal, osisolados LT 158A e LT 516xna@adardo

com a média dos outros isolados. No teste de antagonismo a estitpehéeichia colj os isolados LT 158A e LT 516 foram muito
eficientes, produzindo um halo de 18-mm de diametro. Os isolados LT 158A and LT 516 mostraram o melhor desempenho para serem
usados como probiético em bezerros.

Palavras-chave: bezericactobacillus acidophilusprobiético

Selection of Isolates of.actobacillus acidophilusUsed as Probiotic for Calves

ABSTRACT - The objective of this work was to select strainkactobacillus acidophiluto be used as a probiotic in calves.
Strainsof Lactobacillus acidophilugl2) were isolated from calves feces and selected according to their acidifying capacities,
resistance to hydrochloridric acid, lysozyme, phenol, biliary salt, antibiotics used in the calves productions, capamtieés®f g
in ruminal liquid, and their capacities to inhibit a strain of enteropathodesdberichia coli in vitro The isolates were classed
as slower in lactic acid production. In test of resistance to hydrochloridria acid (pH 2.0 and 3.0), lysozyme, phenolrgnd bilia
salt, tested antibiotics and ruminal liquid, the isolates LT 158A and LT 516 behaved in accordance with the means of the other
isolates. In the inhibition test witischerichia colithe isolates LT 158A and LT 516 were very efficient, producing an 18-mm
halo of diameter. The isolates LT 158A and LT 516 showed the best performance to be used as probiotics for calves.

Key Words: calfLactobacillus acidophilusprobiotic

Introducéo gastrintestinal e sua capacidade de sobrevivéncia e
multiplicacdo no intestino delgado um fator de grande
Bactérias usadas como probidtico, para atuarem relevancia, € de suma importancia que sejam testados
no intestino delgado, devem apresentar certas quali-antes de usa-los como probidticos, principalmente em
dades basicas: 1) ser habitante normal do intestino dorelagéo a lisozima, ao acido cloridrico, ao fenol, aos
hospedeiro ou ter a capacidade de se adaptar acsais biliares e até ao liquido ruminal &ctobacillus
ambiente intestinal; 2) sobreviver a passagem pelo acidophilus, além de produzir substancias
trato gastrintestinal e ser capaz de se implantar, antimicrobianas conhecidas como bacteriocinas, pro-
particularmente, no intestino delgado; 3) realizar fun- duz acido latico, que exerce atividade antimicrobiana
cdes que sejam vantajosas para o hospedeiro; e 4pobre os microrganismos causadores de toxi-infec-
ndo deve prejudicar a qualidade do alimento usado ¢des, comdStaphylococcus aureuSalmonella sp
como carreador, do mesmo modo que o alimento oue Escherichia colienteropatogénica.
0 seu processamento ndo devem prejudicar a cultura  E também necessario testa-los frente aos antibi-
(SHAHANI e CHANDAN, 1979). oticos mais usados para bezerros, objetivando-se,
Sendo a passagem do microrganismo pelo trato caso seja preciso, o fornecimentoldeetobacillus
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acidophiluse antibidticos ao mesmo tempo. porcdo de 1:1, seguido de incubacé&o a 37°C. As taxas
Outro fator importante na selecdo € testar estes de clareamento das suspensfes foram determinadas
isolados frente a microrganismos causadores de diarréiaspor meio da transmitancia a 5%, medidas em
Pelaimportancia da selecifovitro dos isolados, Spectrofotdmetro Spectronic 20 no momento da mis-
0s objetivos do presente trabalho foram determinar a tura (tempo zero) e apés 1 e 2 horas de exposicao a
producdo de acido latico e a concentracdo lisozima. Adiferencaentre os valores datransmitancia
hidrogenibnica; avaliar as resisténcias de 12 isoladosfinal e inicial, dividida pelo tempo de contato, em
de Lactobacillus acidophiluso &cido cloridrico, a  minutos, foi considerada como medida da
lisozima, ao fenol, a sais biliares e ao liquido ruminal; suscetibilidade das células (VAKIL et al., 1969).
testar as resisténcias destes isolados frente a diver- Caldo MRS adicionado de fenol nas concentra-
sos antibidticos; e avaliar suas capacidades antagbé-¢cdes de 0; 0,2; 0,3; 0,4; e 0,5% e esterilizado a 121°C

nicas frente a uma estirpe d&scherichia coli por 15 minutos foi inoculado (1%) com os isolados
enteropatogénica. teste e incubados a 37°C; as sobrevivéncias ou cres-
cimentos destes isolados foram observados ou
Material e Métodos monitorados por meio da absorbancia a ®20,

medidas em Spectrofotdmetro Spectronic 20, no

O presente trabalho foi realizado nos laboratérios momento da incubacao e apés 24 e 48 horas de
do Departamento de Tecnologia de Alimentos da exposigao ao fenol (DAVIS, 1955).
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Para o teste de resisténcia a sais biliares, os

Avaliou-se a capacidade acidificante dos 12 iso- isolados dd.actobacillus acidophiluspreviamente
lados (LT 154A; LT 156B; LT 158A; LT 350; LT  ativados em MRS, foram inoculados (1%) no caldo
360; LT 361; LT 482; LT 484; LT 510; LT 516; LT MRS, contendo diferentes concentracbes de sais
518; e LT 520), inoculando-se estas culturas a 1% biliares (Oxgall-Merck): 0; 0,3; € 0,5%. Apés incuba-
em leite desnatado reconstituido (LDR) a 10% de ¢do a 37°C, a sobrevivéncia ou crescimento das
extrato seco desengordurado (ESD), previamente culturas de isolados frente aos sais biliares foi
esterilizado a 121°C por 15 minutos. Posteriormente, monitorada pela absorbéancia (62{m) em
determinaram-se a acidez (°Dornic) e o pH nos espectrofotbmetro Spectronic 20, no momento da
tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27, 30, 36 e 48inoculacao e a cada hora, pelo periodo de 8,0 horas de

horas de incubacéo a 37°C. incubacéo (FLOCH et al., 1970; GILLILAND et al.,
No teste de resisténcia ao &cido cloridrico, o pH 1985; e NOH e GILLILAND,1993).
do LDR (10% ESD) foi reduzido a 2,0 e 3,0 com Para a avaliacdo do crescimento em liquido

solucéo diluida de acido cloridrico estéril. Osisolados ruminal, os isolados foraminoculados (1%) em liquido
previamente ativados em LDR (10% ESD) foram ruminal natural (sem esterilizagdo) e esterilizados a
inoculados (1%) e incubados a 37°C. As amostras 121°C por 15 minutos. Apés incubacao a 37°C, ava-
foram coletadas com 0, 1, 2 e 3 horas de exposi¢cdo adiaram-se as capacidades de crescimento por meio da
LDR acidificado. Ap6s neutralizagdo com solugcdo contagem de unidades formadoras de colénias (UFC),
(0,1N) de hidroxido de sédio esterilizada, foram con- em meio seletivo agar Rogosa SL, desenvolvido por
tadas as unidades formadoras de colénias (UFC) emRogosa (KANDLER e WEISS, 1986), nos tempos 0,
agar DE MAN, ROGOSA e SHARPE (MRS), 3,6, 12 e 24 horas de incubacéo.
desenvolvido por DE MAN et al. (1960). Utilizou-se o método da difusdo em placas com
No estudo deesisténcia a lisozima, alisozimada discosimpregnados com antibiéticos (antibiograma),
clara de ovo (mucopeptideo N-acetilmuramoil para o teste de sensibilidade dos isolados a diferentes
hidrolase, Sigma grade, 42000 Unit./mg) foi diluida antibi6ticos, cujas concentracdes e limites de diame-
em tampéo fosfato (pH 6,2) na concentragdo de tro dos halos de inibigdo encontram-se na Tabela 1
80 mg/100 mL (AGOSTINHO, 1988). As culturasde (WISTREICHe LECHTMAN, 1976; NCCLS,1983).
Lactobacillus acidophilugoram crescidas em cal- A incubacéo foi realizada a 37°C por 48 horas.
do MRS a 37°C. Ap0s atingirem a fase estacionaria  Os isolados foram testados quanto a suas capaci-
(aproximadamente 18 horas de incubacao), foram dades antagénicas a uma estirpé&deherichia coli
centrifugadas, lavadas e ressuspensas em tampae@nteropatogénica isolada de fezes de bezerro com
fosfato 0,067M (pH 6,2). As suspensfes de células diarréia, do laboratério de Medicina Preventiva da
foram adicionadas ao preparado enzimético na pro- Clinica Veterinaria da Universidade Federal de Vigo-
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Tabela 1 - Diametro de halos de inibicdo (mm), determinantes da resisténcia (R), intermediagéo (l) ou
sensibilidade (S), segundo o antibiético e sua concentragéo
Table 1 -  Diameter of inhibition halos (mm), indicating resistance (R), intermediation (I) or sensibility (S),
according to antibiotics and its concentration

Halo de inibic&o (mm)
Inhibition halo

Antibidtico Concentracdo (mcg) R I S
Antibiotic Corcentration

Sulfazotrim 25 < 10 11-15 >16
Gentamicina 10 <12 13-14 =15
Gentamicine

Cefalotina 30 < 14 15-17 >18
Cefalotine

Kanamicina 30 < 13 14-17 >18
Kanamicine

Amicacina 30 < 14 15-16 =17
Amicacine

Cloranfenicol 30 <12 13-17 >18
Chloranfenicol

Carbenicilina 100 < 17 18-22 =23
Carbenicilin

Ampicilina 10 <11 12-13 >14
Ampicilin

Cefoxitina 30 < 14 15-17 >18
Cefoxitin

Tetraciclina 30 < 14 15-18 =19
Tetracicline

Cefazolina 30 < 14 15-17 >18
Cefazolin

Cefotaxima 30 < 14 15-22 =23
Cefotaxim

Fonte ® Fabricante dos discos impregnados com antibiéticos (CECON).
Source ® Industry producing antibiotics impregnated discs (CECON).

sa (UFV). Os testes foram realizados nos mesmose MIKOLAJCIK, 1974; STAMER, 1979). Em traba-
moldes dos testes de resisténcia a antibiéticos Iho semelhante, SANTOS (1984), trabalhando com
(antibiograma), visto que desta vézszherichia colfoi trés estirpes deactobacillus acidophilussoladas
semeada na superficie do agar MRS e os discos (8 mnde fezes de bezerros, encontrou com 21 horas de
de didmetro) foram impregnados com o caldo MRS incubag&o variagdo no percentual de acido latico
contendo os isolados tlactobacillus acidophilusAs produzido de 0,53 a 0,68%. PAULO (1991), traba-
placas foram incubadas a 37°C por 48 horas e a deterfhando com sete estirpes deactobacillus
minagao da inibi¢do realizada de acordo com SANTOS acidophilusisoladas de material fecal de suinos,
(1984), que considerou como inibicdo muito forte as zonas encontrou com 24 horas de incubagao variagdo no
de 20 a 25 mm de diametro; inibicao forte, de 15a 19 mm, percentual de acido latico de 0,37 a 0,80%.
moderada, de 11 a 14 mm; fraca, de 9 a 10 mm; e = SPECK (1962) relatou que estirpes produzindo

nenhuma inibicdo, menor que 9 mm. de 0,8 a 1,0% de &cido latico, com 24 horas de
incubacdo sdo consideradas lentas. Esse autor, em
Resultados e Discusséo 1978, relatou ser estas estirpes as mais indicadas

para serem utilizadas como probidtico.

O percentual de &cido latico produzido pelos O pHvariou de 3,72 a 3,54 e 5,26 a 4,77, respec-
diferentes isolados variou de 1,41 a 1,71% com 48 tivamente, em 48 e 21 horas de incubacéo (Tabela 3).
horas de incubacédo (Tabela 2), uma vez que com 21PAULO (1991), trabalhando com sete estirpes de
horas esta variagéo foi de 0,73 a 0,83%. Lactobacillus acidophilussoladas de material fecal

A atividade antimicrobiana ddactobacillus de suinos, encontrou com 48 horas de incubacéo
acidophilusem diferentes bactérias é atribuida, em variagdo no pH de 5,36 a 3,99.
grande parte, a producgédo de &cido latico (HAMDAN A média de sobrevivéncia (Tabelas 4 e 5) apos
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Tabela 2 - Média de acidez titulavel (% acido latico) dos isolados de Lactobacillus acidophilus em
LDR (10% ESD), com diferentes tempos de incubagéo a 37°C
Table 2 -  Mean of titrable acidity (% of lactic acid) from isolates of Lactobacillus acidophilus in LDR (10%
ESD), with different incubation times at 37°C
Tempo de incubacéao (h)
Incubation time
Isolado 0 3 6 9 » 15 18 21 24 27 30 36 48
Isolate
LT154A 032 032 035 041 045 051 062 0,78 094 112 131 136 1,71
LT156B 032 032 037 042 046 050 057 0,76 09 1,14 123 134 1,65
LT158A 031 032 036 042 044 053 057 074 089 106 114 123 161
LT 350 031 031 038 044 048 054 063 0,74 089 1,08 117 121 159
LT 360 032 033 038 043 048 059 066 0,76 087 1,08 117 124 164
LT 361 033 033 037 040 046 056 066 0,76 084 09 110 1,19 158
LT 482 032 033 036 040 045 055 066 0,73 085 097 107 1,14 156
LT 484 031 033 036 043 046 051 054 0,74 081 0,89 094 098 141
LT510 033 034 036 045 048 051 062 0,77 080 090 098 1,05 1,52
LT516 033 033 03 042 048 055 063 0,73 084 09 103 1,14 148
LT518 033 034 036 039 047 053 059 083 083 107 123 131 153
LT520 032 033 036 042 045 054 057 0,73 082 091 106 1,17 155

Tabela 3 - Média dos valores de pH dos isolados de Lactobacillus acidophilus, em LDR, (10% ESD)
com diferentes tempos de incubagdo a 37°C

Table 3 -  Mean pH values from isolates of Lactobacillus acidophilus, in LDR (10% ESD), with different
incubation times at 37°C

Tempo de incubacéo (h)
Incubation time

Isolado 0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 36 48
Isolate

LT154A 6,11 6,09 579 568 553 545 527 477 460 437 420 4,00 355
LT156B 6,13 6,11 581 568 556 540 536 493 458 432 426 401 354
LT158A 6,13 6,10 5,77 565 553 534 532 478 453 4,28 4,23 4,04 3,58
LT 350 6,09 6,08 577 567 545 533 526 491 457 434 426 4,10 359
LT 360 6,07 6,00 576 560 544 528 527 493 458 434 431 4,12 3,66
LT 361 6,09 6,06 5,77 563 547 540 533 501 468 441 437 420 371
LT 482 6,08 6,08 589 578 564 545 540 507 4,68 440 437 4,22 3,65
LT 484 6,06 6,05 587 573 557 544 533 521 480 453 439 4,38 3,66
LT510 6,05 6,05 588 563 552 541 537 526 4,72 446 444 425 3,72
LT516 6,06 6,05 589 575 558 544 534 519 474 446 439 4,17 3,66
LT518 6,11 6,11 591 576 562 542 519 492 466 437 424 4,09 3,62
LT 520 6,11 6,100 592 580 563 540 527 505 471 456 438 4,09 3,64

uma hora de exposic¢ao a pH 2,0 foi de apenas 0,53%,de lise), que foi de 0,63% de transmitancia/minuto
enquanto em pH 3,0 obtiveram-se 55,61; 26,14; e paraalisozimadoovoe 1,82% paraalisozimado leite
11,70% com 1, 2 e 3 horas de exposicdo ao acidobovino. VAKIL et al. (1969), trabalhando com diver-
cloridrico, respectivamente. Com 11,70% de sobrevi- sos microrganismos em testes de resisténcia a lisozima
véncia, o numero de unidades formadoras de coléniasdo leite bovino, constataram quelactobacillus
(UFC) foide 6,67 x 1fpormL. Segundo GILLILAND caseié um dos menos sensiveis a esta lisozima. Os
et al. (1978), 1® UFC por mL deLactobacillus resultados da Tabela 6 sdo compativeis com os en-
acidophilusséo suficientes para que ocorra 0 meca- contrados por AGOSTINHO (1988). J& CHASSY e
nismo competitivo com os patdgenos, assegurando suaGIUFFRIDA (1980) reportaram que os lactobacilos
implantacdo em nivel de trato gastrintestinal. sdo mais resistentes a lisozima que o0s estreptococos;
Todos os isolados apresentaram taxas de lisesesta menor sensibilidade se deve a maior espessura e
(Tabela 6) bem inferiores a dMlicrococcus densidade da parede celular dos lactobacilos. Segun-
lysodeikticusimicrorganismo usado como controle do VAKIL et al. (1969), a lisozima promove lise de
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Tabela 4 - Média das contagens de UFC, para as diversas culturas de isolados de Lactobacillus
acidophilus, e percentuais das médias destas UFC presentes no meio de cultura (pH =
2,0) com &cido cloridrico, incubadas a 37°C
Table 4 -  Mean of colony formation unit (UFC), for the several isolates cultures of Lactobacillus acidophilus
and mean percentages of UFC present in culture medium (pH = 2.0) with hydrochloric acid, for different
incubation times at 37°C
Isolado Tempo de incubacao (h)
|solate Incubation time
0 1 2 3
-------------------- UFC/ML === mmmmmmmemeeee
LT154A 3,35x 168 3,26x 16 1,20x1d 3,25x 163
LT 156B 7,84x18 4,00x16 7,33x16 3,40x 10
LT 158A 2,46x16 2,93x1d 9,50x 163 7,50x 13
LT 350 9,91x18 3,00x16 6,23x 108 1,00x 16
LT 360 7,61x18 3,00x16 1,92x16 7,50x 1@
LT 361 1,00x18 3,50x 16 6,11x16 1,08x1G
LT 482 4,18x18 3,66x16 4,98x10 1,63x1d
LT 484 5,48x18 4,01x16 1,15x16 5,25x 13
LT510 4,40x 18 4,02x16 1,17x16 6,50x 13
LT516 2,06x18 2,80x1G 6,00x 13 5,00x 13
LT518 5,72x18 4,79x16 2,16x16 4,98x10
LT 520 7,51x18 4,00x16 1,00x16 1,00x1d¢
Média 5,88x18 3,13x16 5,46x 16 5,74x 108
Mean
Percentual 100 0,53 0,093 0,0098
Percentage
Tabela 5 - Média das contagens de UFC, para as diversas culturas de isolados de Lactobacillus
acidophilus e percentuais das médias destas UFC, presentes no meio de cultura
(pH = 3,0) com &cido cloridrico, incubadas a 37°C
Table 5 - Mean of colony formation unit (UFC), for the several isolates cultures of Lactobacillus acidophilus
and mean percentages of UFC present in culture medium (pH = 3.0) with hydrochloric acid, for different
incubation times at 37°C
Isolado Tempo de incubacéao (h)
|solate Incubation time
0 1 2 3
-------------------- UFC/ML === mmmmmmmemmeee
LT154A 2,70x 168 1,41x1G8 8,43x 10 5,18 x 10
LT 156B 9,63x18 5,61x1G 1,17x168 2,95x 10
LT 158A 2,65x16 2,20x 16 2,70x 168 3,83x10
LT 350 1,18x18 3,85x 16 1,56x 1@ 6,85x 10
LT 360 6,88x 18 8,40x 168 2,30x 16 9,40x 10
LT 361 5,40x 18 3,85x 16 2,09x 16 1,47x1G6
LT 482 3,40x18 2,15x 1@ 1,16 x 16 1,78x10
LT 484 7,13x18 2,24%x 18 8,00x 10 4,58x10d
LT510 4,20x18 3,46x 16 1,42x1G8 8,63x1G
LT516 1,33x18 9,18x 10 6,60x 10 4,03x 10
LT518 8,57x18 1,67x1G6 8,50x 10 1,65x10
LT 520 4,65x18 2,28x 16 2,30x 16 1,65x 1@
Média 5,70x18 3,17x 16 1,49x 16 6,67 x10
Mean
Percentual 100 55,61 26,14 11,70

Percentage
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Tabela 6 - Média das transmitancias iniciais e finais para os tempos de 1 e 2 horas de incubagdo, com os
respectivos calculos de lise em % de transmitancia por minuto (%T/min.), para as culturas dos
isolados de Lactobacillus acidophilus, no teste de resisténcia a lisozima, incubadas a 37°C

Table 6 - Mean initial and final transmitances for 1 or 2 hours of incubation times, with the respectives lyse calculations
in % of transmitance per minute (%T/min), for the isolates of Lactobacillus acidophilus isolates, in lysozyme
resistence test, incubated at 37°C

Isolado % transmitancia F'min
Isolate % transmitance

Final - inicial Final - inicial 1 hora 2 horas

Final - initial Final - initial

1 hora 2 horas

LT 154 A 19 - 18 27 —-18 0,017~ 0,075
LT 156 B 17 - 15 22-15 0,033 0,058
LT 158A 15-12 41 -12 0,050 0,242
LT 350 18- 16 25-16 0,033 0,075
LT 360 22-20 32-20 0,033 0,100
LT 361 16 - 15 24 -15 0,017 0,075
LT 482 16 - 13 28 -13 0,050 0,125
LT 484 19-16 22 -16 0,050 0,050
LT 510 18- 17 33-17 0,017 0,133
LT 516 16 - 14 20-14 0,033 0,050
LT 518 14 - 13 21-13 0,017 0,067
LT 520 17 -16 21-16 0,017 0,042

* Taxa de lise do isolado LT 154A em 1 hora de exposigdo a lisozima.
* Tax of lyse for isolate LT 154A in 1 hour of lysozyme exposure.

certas bactérias, por hidrolisarpaigacdo entre o Os resultados das Tabelas 9 e 10 indicam que o
acido muramico e a glicosamina dos glicopolissacarideos“liquido ruminal” ndo é bom meio, pelo mends “
das paredes celulares destas bactérias. vitro”, para o crescimento déactobacillus

A concentragao da lisozima no leite bovino pode acidophilus porém n&do causa efeitos deletérios
variar de 0 a 26Qig, com média de 18g/100 mL graves sobre este microrganismo. A taxa de cresci-
(VAKIL et al., 1969). Por ser esta concentragdo mento no liquido ruminal natural, apés 12 horas de
muito abaixo da utilizada no teste com lisozima da incubacéo, foi 17,77% e no liquido ruminal esteriliza-
clara do ovo, supde-se que os isolados de do, 83,33%. Ap6s 24 horas de incubacéo, a taxa de
Lactobacillus acidophilusndo sofrerdao danos sobrevivéncia para o liquido ruminal natural e estéril
significativos, quando o leite bovino for usado como foi 56,21 e 56,79%, respectivamente.
veiculo para sua administracao. Os isolados apresentaram diferencga de sensibili-

Os isolados cresceram bem no meio com até 0,3%dade frente aos diversos antibiéticos (Tabela 11),
de fenol e, mesmo com 0,4 e 0,5%, alguns isolados portanto, analises destes resultados deveréo ser fei-
ainda apresentaram algum crescimento (Tabela 7).tas quando houver uso conjunto de alguns isolados e
Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados paintibioticos; contudo, os antibioticos sulfazotrim,
PAULO (1991), que trabalhou coimactobacillus gentamicina, kanamicina, amicacina e cefoxitina
acidophilusisolados de fezes de suinos. Segundo podem ser usados associados a qualquer dos isolados
DAVIS (1955), todas as estirpes tlactobacillus de Lactobacillus acidophilusestados
acidophiluscrescem na presenca de 0,3% de fenol. Os resultados (Tabela 12) indicam que quatro

Os isolados apresentaram diferentes resisténciasisolados apresentaram antagonismo considerado
a sais biliares (Tabela 8) - os que ndo alcangcaram comforte frente a estirpe deéEscherichia coli
8 horas de incubacéo, 0,3 de absorbanciacom 0,3% deenteropatogénica. Um isolado 4Bl,,) de
sais biliares (oxgall-Merck), ficaram muito proximos Lactobacillus acidophilugoi testado por SANTOS
disto. Segundo GILLILAND et al. (1985), isolados (1984), sendo considerado causador de inibicdo mo-
que atingem 0,3 de absorbancia com 8 horas dederada (13 mm) com 40 horas de incubacgéo frente a
incubacéo séo considerados tolerantes a sais biliaresEscherichia coliK 12.
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Tabela 7 -Crescimento dos isolados em diferentes
concentragdes de fenol e incubacéo, por 48 horas,
a 37°C

Table 7 - Growth of isolates in different phenol concentrations
and incubated for 48 hours, at 37°C

Isolado % de fenol

Isolate Phenol

0,2 0,3 0

o
o

ISESESESESN RIS IS IR I IS IS
1

LT154A
LT156B
LT158A
LT 350
LT 360
LT 361
LT 482
LT 484
LT 510
LT 516
LT 518
LT 520 +

+ - Crescimento (growth).

? - Baixissimo crescimento (very slow growth).
- Auséncia de crescimento (absence of growth).

N
A I T T T T
+ 4+ +++ 0+ ++ A+ ++
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Tabela 8 - Periodo necessario (horas) para os isolados
incubados a 37°C atingirem 0,3 de absorbancia
em caldo MRS contendo “oxgall”

Table 8 - Necessary period (hours) for the isolates incubated at
37°C to get .3% of absorbance in MRS liquid with 0,

.3 and .5% of oxgall

Isolado Concentracao de “oxgall” (%)
Isolate Oxgall concentration

0 0,3 05
LT 154A 4,18 7,50 -
LT156B 3,47 - -
LT 158A 3,82 7,67 -
LT 350 3,38 - -
LT 360 3,62 7,17 -
LT361 2,72 - -
LT 482 3,37 7,40 -
LT484 3,42 6,57 -
LT510 3,29 - -
LT516 4,27 7,38 -
LT518 3,15 6,25 -

3,35 - -

LT520

- Na&o atingiram 0,3 de absorbancia com 8,0 horas de incuba-

¢do a 37°C.

7,50 -~ Tempo gasto para que o isolado LT 154A atingisse 0,3 de

absorbéncia.
- - Did not get .3% of absorbance with 8.0 hours incubation at 37°C.
7.50 - Time spent for the isolate LT 154A to get .3 of absorbance.

Tabela 9 - Média de unidades formadoras de coldnias (UFC), contagens de lactobacilos facultativos
(principalmente isolados de Lactobacillus acidophilus) e percentuais das médias de
UFC no liquido natural de rimen, para os diferentes tempos de incubagdo a 37°C

Table 9 - Mean of colony formation unit (UFC), of facultatives lactobacilli (mainly isolates of Lactobacillus
acidophilus) and mean percentages of UFC in natural rumen liquor, for different incubation times

at 37°C
Isolado Tempo de incubacéo (h)
|solate Incubation time
0 3 6 P 24
UFC/mL
LT154A 1,06 x 10 1,42x10 1,99x 10 5,09x 1 3,12x1¢
LT156B 3,60x 10 1,03x10 1,31x10 2,44x10 6,24x 10
LT158A 1,38x10 5,93x 10 3,33x10 1,26 x 10 7,91x10
LT350 8,58x 1 1,72x10 2,04x 10 3,20x 10 1,45x 10
LT360 4,22x10 4,21 x10 1,10x 10 1,03x10 2,46x 10
LT361 1,17x10 2,08x10 1,28x 10 8,75x 1P 4,00x1¢
LT482 2,12x16 4,33x10 7,25x 1 5,92x 10 4,03x10
LT484 8,03x 1 6,93x 10 5,72x 10 3,12x1¢ 2,30x 10
LT510 1,04x10 6,55x 1 1,00x 10 6,58 x 1 8,13x 1
LT516 1,79x10 1,92x10 9,33x 1P 5,95x 1 3,32x10
LT518 5,68x 1 5,05x 1 9,98x 1P 4,50x 10 2,44x10
LT520 1,54x10 1,13x10 1,46x 10 1,33x10 4,54x 10
Média 9,34x16 1,49x10 1,39x 10 1,10x 10 5,25x 1
Mean
Percentual 100 159,53 148,82 117,77 56,21

Percentage
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Tabela 10 -Média de unidades formadoras de col6nias (UFC), de contagens de isolados de Lactobacillus
acidophilus e percentuais das médias de UFC no liquido estéril de ramen, para os diferentes
tempos de incubacgéo a 37°C

Table 10 - Mean of colony formation unit (UFC), of isolate countings of Lactobacillus acidophilus and mean
percentages of UFC in esterile rumen liquor, for different incubation times at 37°C
Isolado Tempo de incubacéo (h)
|solate Incubation time
0 3 6 12 24
UFC/mL

LT154A 4,23x1® 6,31x 10 1,18 x 10 3,04x10 3,30x 10
LT156B 4,97 x10P 1,20x 10 2,79x10 2,32x10 4,15x 1
LT158A 2,78x10 2,02x10 3,07x10 4,74x10 9,90x 10
LT350 5,10x 16 9,93x 10 3,58x 10 1,84x10 5,60x 10
LT360 2,48x 10 2,33x 10 4,07 x1¢ 2,80x 1P 2,19x 16
LT361 1,16 x 100 1,21x10 2,13x10 3,59x 1P 5,54x 10
LT482 2,07x10 3,88x 10 5,19x 1P 4,92x10 1,84x10
LT484 1,86 x 10 1,94x10 2,74x10 1,71x10 557x 10
LT510 9,80x 10 521x10 9,60x 10 1,60x 10/ 8,43x 10
LT516 2,99x 16 4,23x1¢ 6,22x 10 2,40x 1P 2,15x 10
LT518 8,60x 10 6,98x 10 3,08x 10 1,11x 10 2,85x 10
LT520 2,52x 10 4,70x 1 8,32x 10 7,92x 10 5,66 x 1P
Média 8,40x 16 8,34x 10 1,33x10 1,54 x10 4,77x10
Mean
Percentual 100 99,29 158,33 183,33 56,79
Percentage
Tabela 11 - Sensibilidade dos isolados a diferentes antibi6ticos
Table 11 - Sensibility of isolates to different antibiotics
Antibiético Isolado
Antibiotic Isolate

154A 156B 158A 350 360 361 482 484 510 516 518 520
Sulfazotrim R R R R R R R R R R R R
Gentamicina R R R R R R R R R R R R
Gentamicin
Cefalotina R R R | S | R S R S | S
Cefalotine
Kanamicina R R R R R R R R R R R R
Kanamicin
Amicacina R R R R R R R R R R R R
Amicacin
Cloranfenicol | | R | | | | R | | S S
Chloranfenicol
Carbenicilina | R R | S S | R R | | S
Carbenicilin
Ampicilina R R R R S R S R R S S S
Ampicilin
Cefoxitina R R R R R R R R R R R R
Cefoxitine
Tetraciclina R R R | S | R R R S S S
Tetracicline
Cefazolina R R R S R R | R R R S R
Cefazoline
Cefotaxima R R R | | | | R | | S |
Cefotaxime
R - Resistente.
R - Resistent.
| - Intermediario.
I - Intermediary.
S - Sensivel.
S - Sensible.
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Tabela 12 - Atividade antagonista dos isolados frente a uma
estirpe de Escherichia coli enteropatogénica

Table 12 -  Antagonistic activity of isolates to an enteropathogenic
E. coli strain
Isolado Diametro (mm) dos Inibicdo
Isolate halos de inibigédo Inhibition
Inhibition halo diameter (mm)
LT154A 13 Moderada
LT156B 16 Forte
LT158A 18 Forte
LT 350 12 Moderada
LT 360 12 Moderada
LT361 12 Moderada
LT482 11 Moderada
LT484 11 Moderada
LT510 13 Moderada
LT516 18 Forte
LT518 14 Moderada
LT520 16 Forte

Moderada (Moderate)
Forte (Strong).

Conclusdes

Os isolados LT 158A e LT 516 apresentaram
melhores desempenhos para serem usados como
a estirpe de

probiodtico. No teste de antagonismo
Escherichia coli,os isolados LT 158A e LT 516
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