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RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar o potencial probiético in vitro de Lactobacillus spp. isolados de
queijos minas artesanais da Serra da Canastra, considerando-se o antagonismo entre amostras isoladas
frente a microrganismos indicadores, a susceptibilidade a antimicrobianos, a sensibilidade ao &cido
gastrico e a sensibilidade a sais biliares. Todas as bactérias &cido-lacticas testadas apresentaram
resisténcia ao acido gastrico (pH 2,0) e aos sais biliares (0,3%), bem como atividade antagonista contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica var.
Typhimurium, Enterococcus faecalis e bactérias acido-lacticas isoladas dos proprios queijos —
Lactobacillus plantarum (D27) e Lactobacillus rhamnosus (B25). Todas as amostras foram sensiveis a
eritromicina e tetraciclina e resistentes a ciprofloxacina, gentamicina, oxacilina, estreptomicina e
vancomicina. L. plantarum (B17) apresentou melhor potencial probiético, pois obteve resultados
satisfatérios em todas as propriedades avaliadas. Mais estudos sdo necessarios para verificar a presenca e
a capacidade de transmissdo de genes de resisténcia antimicrobiana a outros microrganismos e para
avaliar o potencial dos microrganismos in vivo. As bactérias selecionadas poderdo ser utilizadas na
elaboracdo de queijos em que sejam mantidos o sabor e a tradi¢cdo do queijo minas artesanal do estado de
Minas Gerais.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine some in vitro probiotic features of Lactobacillus spp. isolated from
Minas artisanal cheese from Serra da Canastra in order to select some bacteria for future production of
safer cheeses keeping their natural flavor and tradition. The evaluated properties were antagonism
against indicator microorganisms, antimicrobial susceptibility and also sensitivity to gastric acid and to
bile salts. All lactic acid bacteria tested were resistant to gastric acid (pH 2.0) and bile salts (0.3%).
Antagonistic activities were detected against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Salmonella entericavar. Typhimurium, Enterococcus faecalis and other lactic bacteria
isolated from the same cheese — Lactobacillus plantarum (D27) and Lactobacillus rhamnosus (B25). All
samples were sensitive to the antimicrobials erythromycin, tetracycline and resistant to ciprofloxacin,
gentamycin, oxacillin, streptomycin and vancomycin. L.plantarum (B17) presented the best probiotic
potential. Further studies are needed to verify the presence and the capacity of transmission of
antimicrobial resistance genes to other microorganisms and evaluate the in vivo probiotic potential of the
selected microorganisms.
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INTRODUCAO

O queijo minas artesanal ¢ um dos mais antigos e
tradicionais queijos produzidos no Brasil, sendo
responsavel pela geracdo de renda de um grande
namero de pequenos produtores rurais (Dores e
Ferreira, 2012). Sua producdo, na maioria das
vezes, é feita de maneira tradicional nas
fazendas, a partir de leite cru e, por isso,
apresenta grande variabilidade na sua microbiota
(Costa et al., 2013). As informacdes sobre o
queijo minas artesanal da Serra da Canastra,
principalmente a respeito de sua microbiota
enddgena, e os fatores que podem determinar
variacBes nessa microbiota ainda s&o limitados
(Resende et al., 2011). A selecdo de
microrganismos probidticos a partir desses
queijos torna-se relevante para a formagéo de um
banco de culturas lacticas desejaveis as quais
possam  futuramente ser utilizadas para
proporcionar seguranca na producdo, bem como
sabor aos queijos, e, assim, preservar esse
patriménio cultural.

O objetivo deste estudo foi determinar o
potencial probidtico in vitro de Lactobacillus
spp. isolados de queijos minas artesanais
produzidos na regido da Serra da Canastra,
considerando-se 0 antagonismo entre amostras
isoladas frente a microrganismos indicadores,
a susceptibilidade a antimicrobianos, a
sensibilidade ao acido gastrico e a sensibilidade a
sais biliares.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi executado nos
laboratdrios de Genética Molecular de
Protozoéarios Parasitas do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas e de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Tecnologia e Inspecdo de
Produtos de Origem Animal da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de Minas
Gerais. Os Lactobacillus spp. empregados
nas analises foram previamente isolados e
identificados de queijos minas artesanais da
Serra da Canastra por Resende et al. (2011).

O teste de antagonismo foi realizado em
triplicata, com duas repeticGes para cada
amostra, conforme a técnica adaptada relatada
por Tagg et al. (1976). Foram selecionadas sete
amostras de Lactobacillus spp., denominadas
culturas produtoras, isto é, as que foram testadas
guanto a capacidade antagonista contra outros
microrganismos, denominados de culturas
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reveladoras. Como culturas reveladoras, foram
utilizadas cinco bactérias patogénicas de
referéncia (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica var. Typhimurium e Enterococcus
faecalis), gentilmente cedidas pelo professor
Jacques Robert Nicoli, do Laboratério de
Ecologia e Fisiologia de Microrganismos do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais, e duas amostras
isoladas dos mesmos queijos minas artesanais
da Serra da Canastra (Lactobacillus plantarum
e Lactobacillus rhamnosus), isolados e
identificados por Resende et al. (2011), com o
intuito de examinar atividade inibitéria entre
bactérias presentes no préprio ambiente de onde
foram isoladas.

O antibiograma foi realizado em duplicata, com
duas repeticBes para cada amostra, de acordo
com o método adaptado de susceptibilidade a
antimicrobianos proposto por Charteris et al.
(1998). O teste de sensibilidade ao pH gastrico
foi realizado em triplicata, com duas repeti¢cdes
para cada amostra, de acordo com a técnica
adaptada de Neumann (1991).

O teste de sensibilidade aos sais biliares foi
realizado em triplicata, com duas repeticGes
para cada amostra, de acordo com o protocolo
de Costa et al. (2013). Os resultados foram
submetidos as analises estatisticas descritivas
e ndo paramétricas (Sampaio, 2002). A
comparacdo entre as médias dos diferentes
tratamentos realizados no teste de antagonismo
foi feita de acordo com o teste de Kruskal-Wallis
(Baja, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tab. 1 mostra que L. plantarum (B17), além
de inibir as outras bactérias reveladoras, foi a
Unica capaz de inibir S. enterica var.
Typhimurium.

Notou-se que houve inibicdo, mas em menor
proporcdo, contra as bactérias reveladoras do
préprio queijo, L. plantarum (D27) e L.
rhamnosus (B25). Entretanto, a amostra
produtora L. plantarum (D16) ndo inibiu a
reveladora L. rhamnosus (B25). Segundo
Guedes Neto (2005), a inibicdo de outros
microrganismos é desejavel para a sobrevivéncia
das bactérias acido-lacticas em ambientes que
apresentam microbiota diversificada e complexa,
como € o caso dos queijos.
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Tabela 1. Médias dos halos de inibicdo (mm), de duas repeti¢cGes em triplicata, do teste de antagonismo in
vitro de amostras de Lactobacillus spp., isolados de queijos minas artesanais da Serra da Canastra, contra

bactérias reveladoras

Bactérias reveladoras

Amostras EC EF ST LM SA LP LR
(D27) (B25)
L. casei (A1) 34,73 16,50 0 23,59 29,55 10,90 12,29
L. plantarum (A21) 24,46 24,77 0 19,1 31,52 12,60 8,09
L. plantarum (B13) 33,54 24,71 0 32,87 36,27 7,95 9,73
L. plantarum (B17) 44,48 12,18 5,72 31,03 36,48 21,27 14,31
L. plantarum (B21) 37,01 14,68 0 30,39 28,16 20,59 8,79
L. plantarum (D16) 33,90 13,35 0 25,86 34,4 28,09 0
L. rhamnosus (A8) 40,94 27,94 0 50,87 48,07 19,33 11,61

Legenda: EC = Escherichia coli ATCC 25922, EF = Enterococcus faecalis ATCC 19433, ST = Salmonella enterica
var. Typhimurium ATCC 14028, LM = Listeria monocytogenes ATCC 15313, SA = Staphylococcus aureus ATCC

29213, LP = L. plantarum, LR = L. rhamnosus.

As médias dos halos de inibicdo para
cada bactéria reveladora, das amostras de
Lactobacillus spp., isoladas de queijos minas
artesanais da Serra da Canastra, foram mais
expressivas  sobre  Escherichia coli e
Staphylococcus aureus.

Pode ser observado na Tab. 2 que houve
diferenca nas inibigdes no teste de antagonismo
in vitro. Lactobacillus spp. isolados de queijos
minas artesanais da Serra da Canastra
apresentaram diferentes antagonismos contra
cada bactéria reveladora.

Tabela 2. Médias dos halos de inibicdo (mm), de duas repeti¢cbes em triplicata, do teste de antagonismo in
vitro de amostras de Lactobacillus spp., isolados de queijos minas artesanais da Serra da Canastra, para

cada bactéria reveladora

Reveladora Média Desvio-padrio Coeficiente de variagdo
(mm) (%)

Enterococcus faecalis 19,16¢ 6,77 35

Escherichia coli 35,58a 4,53 12

Lactobacillus plantarum(D27) 17,24c 6,13 35

Lactobacillus rhamnosus (B25) 9,26d 2,17 23

Listeria monocytogenes 30,53b 10,19 33

S. enterica var. Typhimurium 0,81e 2,55 313

Staphylococcus aureus 34,92a 7,88 22

Legenda: Médias seguidas por letras distintas indicam resultados estatisticamente diferentes pelo teste de Kruskal-

Wallis (P<0,05).

O coeficiente de variacdo da bactéria reveladora
S. enterica var. Typhimurium foi alto (313%),
pois a Unica bactéria que a inibiu foi
Lactobacillus plantarum (B17).

As médias dos halos de inibicdo para cada
bactéria  reveladora, das amostras de
Lactobacillus spp. isoladas de queijos minas
artesanais da Serra da Canastra, foram mais
expressivas (P<0,05) sobre Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Esse fato é importante,
pois essas bactérias sdo associadas a problemas
de saude publica no consumo de queijos minas
artesanais contaminados (ICMSF, 1998). Tais
resultados mostram o possivel potencial de
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utilizacdo de Lactobacillus spp. testados para
minimizar ou controlar problemas causados por
bactérias patogénicas em queijos, visando
melhorar a qualidade sanitaria do produto.

Na Tab. 2, a média do halo de inibicdo também
foi expressiva contra Listeria monocytogenes. As
inibicdes de  Enterococcus  faecalis e
Lactobacillus plantarum (D27) foram superiores
a inibicdo contra Lactobacillus rhamnosus (B25)
e S. enterica var. Typhimurium.

A média dos halos de inibicdo de todos os
Lactobacillus spp. isolados de queijos minas
artesanais da Serra da Canastra (Tab. 3) frente as
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bactérias reveladoras, patogénicas ou do proprio
queijo, apresentou valores entre 17,22 e
28,39mm, e ndo houve variacdo (P>0,05) entre a
capacidade inibitdria das diferentes espécies.

Tabela 3. Médias dos halos de inibicdo (mm), de
duas repeticBes em triplicata, do teste de
antagonismo in vitro de cada amostra de
Lactobacillus spp., isolados de queijos minas
artesanais da Serra da Canastra, frente as
bactérias reveladoras

Amostra b il Desvi~o dcg S/Zﬁfgatg

(mm) -padréo %)
L. casei (Al) 18,22 11,92 65
L. plantarum (A21) 17,22 10,94 63
L. plantarum (B13) 20,72 14,62 70
L. plantarum (B17) 23,63 14,13 59
L. plantarum (B21) 19,94 13,02 65
L. plantarum (D16) 19,37 14,95 77
L. rhamnosus (A8) 28,39 19,23 67

Resultados similares do antagonismo in vitro de
bactérias acido-lacticas isoladas de queijos
artesanais frente a bactérias reveladoras também

foram encontrados por outros autores. Alexandre
et al. (2002) demonstraram atividade antagonista
de bactérias lacticas contra S. aureus e L.
monocytogenes. Guedes Neto et al. (2005)
verificaram inibicdo de Lactobacillus spp. contra
Staphylococcus spp. e E.coli, e fraca inibicdo
contra as bactérias isoladas do proprio queijo, L.
acidophilus, L. raffinolactis L. lactis. Chioda et
al. (2006) indicaram que L. acidophilus foi capaz
de inibir o crescimento de L. monocytogenes.
Costa et al. (2013) relataram atividade
antagonista de Lactobacillus spp. isolados de
queijos minas artesanais contra Staphylococcus
spp., E.coli e L. monocytogenes, e pouca inibi¢do
contra microrganismos do proprio queijo, L.
rhamnosus e L. fermentum. Kos et al. (2011)
relataram atividade antagonista de L. lactis frente
a Staphylococcus spp. e E.coli.

Todas as amostras de Lactobacillus spp.
isolados de queijos minas artesanais da Serra
da Canastra apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos vancomicina, estreptomicina,
oxacilina, gentamicina e ciprofloxacina (Tab. 4).

Tabela 4. Médias dos halos de inibicdo (mm) da sensibilidade a antimicrobianos, de duas repetices em
duplicata, de amostras de Lactobacillus spp., isolados de queijos minas artesanais da Serra da Canastra

Antimicrobiano

(AT CAZ DA CIP E GN  OX  PEN 5 TE VA

L. casei (AL) 429 3014 1026 2787 1086 1057 1964 334 34,76 808
R s R s R R R R s R

L. plantarum (A21) 2539 1026 00 2503 00 00 11,83 00 1590 0,0
5 MS R 5 R R R R MS R

L. plantarum (B13) 2311 4007 00 3072 1247 00 11,69 00 2284 0,0
s s R s R R R R s R

L plantarum(B17) 2521 12 00 2851 824 222 916 00 1959 0,0
5 E R 5 R R R R 5 R

L plantarum(B21) 1220 1984 00 3155 500 2,67 1344 00 2611 00
R s R s R R R R s R

L. plantarum (D16) 12555 2032 0,0 3458 1034 00 1261 00 2623 0,0
R 5 R 5 R R R R 5 R

L.rhamnosus (A8) 3,80 2583 1144 3560 1044 447 2085 259 3651 0,0
R s R s R R MS R s R

Legenda: ceftazidima - CAZ (30png), clindamicina - DA (2ug), ciprofloxacina - CIP (5ug), eritromicina - E (15ug),
gentamicina - GN (10pg), oxacilina - OX (1ug), penicilina - PEN (10U), estreptomicina — S (30ug), tetraciclina - TE
(30pg), vancomicina - VA (30ug). R = resistente; MS = moderadamente sensivel; S = sensivel.

A resisténcia de Lactobacillus  spp. a
vancomicina é uma caracteristica comum, sendo
associada a esse género, portanto pode haver
resisténcia intrinseca a esse antimicrobiano
(Zhou, 2005). Outros trabalhos (Herreroset al.,
2005; Acdurcio, 2011; Costa et al., 2013) também
relataram alta resisténcia de Lactobacillus a
vancomicina.
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Todas as amostras de Lactobacillus spp. isolados
de queijos minas artesanais da Serra da Canastra
analisadas neste trabalho foram sensiveis ao
antimicrobiano eritromicina. L. plantarum (A21)
foi a Unica amostra que ndo foi sensivel ao
antimicrobiano  clindamicina, tendo  sido
moderadamente sensivel, e apenas L. plantarum
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(A21) ndo foi sensivel ao antimicrobiano
tetraciclina, sendo moderadamente sensivel.

Em geral, as amostras de bactérias acido-lacticas
foram resistentes a varios antimicrobianos
analisados. As amostras que obtiveram
menor nimero de resisténcia a antimicrobianos
foram L. plantarum (B13) e L. plantarum
(B17), pois apresentaram sensibilidade aos
antimicrobianos  ceftazidima,  clindamicina,
eritromicina, tetraciclina. As amostras que
obtiveram maior ndmero de resisténcia a
antimicrobianos foram L. casei (A1), L.
plantarum (B21) e L. plantarum (D16),
pois apresentaram sensibilidade somente aos
antimicrobianos clindamicina, eritromicina e
tetraciclina.

Amostras de Lactobacillus spp. resistentes a
tetraciclina e a eritromicina foram descritas
anteriormente  (Azevedo et al, 2000;
Temmerman et al., 2002; Klare et al., 2007),
contrapondo com o0s resultados do presente
experimento.Em concordancia com esses dados,
Charteris et al. (1998) relataram que 100% das
amostras de Lactobacillus spp. foram sensiveis a
tetraciclina, 97,82% foram sensiveis a
eritromicina, e a maioria das amostras foram
resistentes & gentamicina,  estreptomicina e
ciprofloxacina. Temmerman et al. (2002)
observaram  resisténcia das amostras de
Lactobacillus spp. a penicilina. Hummel et al.
(2007) verificaram a resisténcia a
antimicrobianos em 40 culturas de fermento
lactico e cinco culturas probi6ticas. As culturas
foram sensiveis a tetraciclina e eritromicina, e
resistentes & gentamicina, estreptomicina e
ciprofloxacina. Herreros et al. (2005) também
encontraram altas taxas de resisténcia a
vancomicina e a oxacilina em cepas isoladas de
queijo artesanal espanhol. Zhou (2005)
demonstrou que bactérias acido-lacticas foram
sensiveis aos antimicrobianos eritromicina e
tetraciclina, e resistentes a vancomicina,
gentamicina e estreptomicina. Belletti et al.
(2009) encontraram alta porcentagem de
Lactobacillus spp. resistentes a gentamicina,
penicilina, oxacilina e vancomicina e sensiveis a
clindamicina, eritromicina e tetraciclina. Um dos
critérios de selecdo para culturas probioticas é
ser resistente ao pH baixo (Quwehand et al.,
1999), uma vez que, para atingir o intestino
delgado, os microrganismos precisam resistir as
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condicBes acidas no estdbmago (Chou e Weimer,
1999).

Gilliland et al. (1984) preconizaram que, para
uma bactéria acido-lactica ser resistente ao acido
gastrico, essa teria que alcancar absorbancia de
0,3 apo6s duas horas de incubagdo, em valores de
pH na faixa de 1,5 a 4,0.

Conforme a Tab. 5, considerando-se somente a
absorbancia maxima alcancada, todas as
amostras de bactérias acido-lacticas isoladas de
queijos minas artesanais da Serra da Canastra
foram tolerantes ao &cido gastrico em pH 2,0
(Costa et al, 2013), pois apresentaram
absorbancia maior que 0,3.

Tabela 5. Absorbancia méaxima alcangada, em
duas repeticbes em triplicata, por amostras de
Lactobacillus spp., isolados de queijos minas
artesanais da Serra da Canastra, ap6s trés horas
de incubacéo a 37°C em pH 7,0 (controle) e pH
2,0 (acido gastrico)

Absorbancia maxima

Amostra pH 2,0 pH7,0
L. casei (Al) 0,754 0,768
L. plantarum (A21) 0,584 0,674
L. plantarum (B13) 0,753 0,770
L. plantarum (B17) 0,685 0,579
L. plantarum (B21) 0,632 0,711
L. plantarum (D16) 0,612 0,682
L. rhamnosus (A8) 0,895 0,922

Segundo Dunne et al. (1999), Lactobacillus spp.
580 mais tolerantes a condicOes acidas que outras
bactérias lacticas. Os resultados da Tab. 6
indicam que as amostras de Lactobacillus spp.
suportaram o acido gastrico ao pH 2,0.

Como as bactérias Aacido-lacticas testadas no
presente trabalho foram isoladas de um ambiente
em que predomina a acidez, pois em
todo o processo de producdo de queijos o pH
baixo é frequente, era esperado que esses
microrganismos fossem adaptados as condicBes
de estresse gerado pela elevada acidez (Resende
etal.,, 2011; Costa et al., 2013).

Resultados similares da sensibilidade in vitro ao
pH gastrico de bactérias acido-lacticas também
foram encontrados por outros autores. Chou e
Weimer (1999) relataram tolerancia de amostras
de L. acidophilus ao pH 3,5. Araujo et al. (2009)
indicaram que as culturas de Lactobacillus
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delbrueckii UFV H2b20 extraidas de queijo tipo
cottage exibiram resisténcia a baixos valores de
pH. Costa et al. (2013) relataram tolerancia ao
pH 2,0 por todas as amostras de Lactobacillus
spp. isoladas de queijos artesanais da Serra da
Canastra. Meira (2010) relatou tolerancia ao pH
3,0 e a0 pH 4,0 de bactérias acido-lacticas
isoladas de leite e queijo de ovelha. Tambekar e
Bhutada (2010) observaram Lactobacillus spp.
tolerantes ao acido gastrico (pH 2,0). Shruthy et
al. (2011) verificaram tolerdncia ao é&cido
gastrico (pH 3,5) da maioria dos Lactobacillus
spp. de amostra de coalhada.

Tabela 6. Percentual de inibicdo por &cido
gastrico (pH 2,0), de duas repeticGes em
triplicata, sobre amostras de Lactobacillus spp.,
isolados de queijos minas artesanais da Serra da
Canastra, ap0s trés horas de incubagéo a 37°C em
acido gastrico (pH 2,0)

Amostra Percentual de inibigao (%)
L. casei (Al) -1,55

L. plantarum (A21) 13,49

L. plantarum (B13) 3,58

L. plantarum (B17) -19,88

L. plantarum (B21) 13,84

L. plantarum (D16) 12,99

L. rhamnosus (A8) 10,92

Segundo Gilliland et al. (1984), quando a
absorbancia de 0,3 é atingida por uma bactéria
acido-lactica, apos oito horas de incubagdo em
meio adicionado de 0,3% de Oxgall, essa pode
ser considerada tolerante aos sais biliares.

Como mostra a Tab. 8, todas as amostras de
Lactobacillus spp. isolados de queijos minas
artesanais da Serra da Canastra avaliadas foram
tolerantes por apresentarem menos de 40% de
inibicdo ao Oxgall (BD) 0,3%.

Tabela 8. Percentual de inibigdo por sais biliares
(Oxgall, BD, 0,3%), de duas repeticdes em
triplicata, sobre amostras de Lactobacillus spp.,
isolados de queijos minas artesanais da Serra da
Canastra, em 12h de incubacdo a 37°C

Amostra Percentual de inibi¢éo (%)
L. casei (Al) 2,33

L. plantarum (A21) -9,51

L. plantarum (B13) 37,61

L. plantarum (B17) -3,15

L. plantarum (B21) -11,85

L. plantarum (D16) -0,04

L. rhamnosus (A8) 14,41

Considerando-se somente a absorbancia maxima
alcancada, todas as amostras de Lactobacillus
spp. isolados de queijos minas artesanais da
Serra da Canastra (Tab. 7) foram tolerantes aos
sais biliares com 0,3% de Oxgall (BD), pois
apresentaram absorbancia maior que 0,3.

Tabela 7. Absorbancia maxima alcancada, em
duas repeticbes em triplicata, por amostras de
Lactobacillus spp., isolados de queijos minas
artesanais da Serra da Canastra, ap6s 12h de
incubacdo a 37°C, na presenca de 0,3% de sais
biliares

Absorbancia maxima

Amostra Sais biliares Controle
0,3%
L. casei (Al) 1,031 0,905
L. plantarum (A21) 1,057 0,876
L. plantarum (B13) 0,712 0,964
L. plantarum (B17) 1,016 0,836
L. plantarum (B21) 0,977 0,760
L. plantarum (D16) 0,985 0,857
L. rhamnosus (A8) 1,016 1,017
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Segundo Aculrcio (2011), uma amostra ¢é
considerada tolerante aos sais biliares, Oxgall
0,3%, se houver um percentual de inibigcdo
menor que 40%.

Resultados similares da sensibilidade in vitro de
bactérias &cido-l4cticas aos sais biliares também
foram encontrados por outros autores. Chou
e Weimer (1999) mostraram tolerdncia de
amostras de L. acidophilus aos sais biliares a
0,2%. Araljo et al. (2009) indicaram que
culturas Lactobacillus delbrueckii UFV H2b20
extraidas de queijo tipo cottage exibiram
resisténcia satisfatéria a altas concentracBes de
sais biliares. Meira (2010) revelou tolerancia aos
sais biliares a 0,3% de bactérias acido-lacticas de
leite e queijo de ovelha. Tambekar e Bhutada
(2010) demonstraram que Lactobacillus spp.
apresentaram tolerdncia aos sais biliares a 2%.
Shruthyet al. (2011) verificaram toler&ncia aos
sais biliares (0,3%) da maioria dos Lactobacillus
spp. pertencentes a coalhada.

Considerando-se todos o0s testes in vitro
realizados  para  selecdo  de  culturas
potencialmente probiéticas, percebe-se que
houve grande resisténcia dos Lactobacillus spp.
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isolados de queijos minas artesanais da Serra da
Canastra frente aos antimicrobianos testados.
Entretanto, ainda é necessario testar a presenga e
a capacidade de transmissdo dos genes de
resisténcia aos antimicrobianos para uma
caracterizacdo probidtica mais completa das
bactérias candidatas a probi6ticos.

A amostra L. plantarum (B17) chama atencéo,
pois foi a Unica que inibiu a bactéria reveladora
patogénica S. enterica var. Thyphimurium (Tab.
1); além disso, obteve o menor valor de inibicdo
por acido gastrico ao pH 2,0 (Tab. 7) e o terceiro
menor valor de inibicdo por sais biliares 0,3%
(Tab. 8).

No teste de antagonismo in vitro entre amostras
de Lactobacillus spp. contra  bactérias
reveladoras, no teste de sensibilidade ao pH
gastrico (2,0) e no teste de sensibilidade aos sais
biliares (0,3% de Oxgall), todos os Lactobacillus
spp. testados apresentaram comportamento
favoravel.

Os microrganismos probidticos devem ser
resistentes ou tolerantes aos desafios ao longo do
trato gastrintestinal, como o pH é&cido do
estdmago e a secre¢do de sais biliares ao longo
do intestino delgado, para que possam persistir e
se estabelecer ao longo do trato digestivo, além
de apresentarem uma forte atividade antagonista
contra bactérias enteropatogénicas.

Nesse sentido, embora todas as amostras de
Lactobacillus spp. analisadas neste trabalho
tenham apresentado capacidade de inibir todas
ou quase todas as bactérias patogénicas no teste
de antagonismo, bem como boa tolerancia aos
sais biliares e ao &cido géastrico, a amostra L.
plantarum (B17) demonstrou ser a bactéria
testada que obteve o melhor potencial probidtico;
assim, é candidata a compor novas culturas
lacticas ou fermentos lacticos a serem utilizados
para  producdo de produtos  contendo
microrganismos probidticos, de forma a auxiliar
na seguranca alimentar e na preservacdo da
microbiota original de queijos artesanais de
Minas Gerais. No entanto, para que essa amostra
seja considerada probi6tica, testes in vivo ainda
S30 necessarios.
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CONCLUSOES

As amostras de Lactobacillus spp. isoladas de
queijos minas artesanais da Serra da Canastra
atenderam a alguns critérios de sele¢do in vitro
de probidticos. Elas apresentaram atividade
antagonista in vitro contra bactérias de interesse
em salde publica, tolerancia ao &cido gastrico e
aos sais biliares e sensibilidade a
antimicrobianos. De todos 0s microrganismos
analisados neste trabalho, L. plantarum (B17)
demonstrou melhor potencial probidtico in vitro,
pois obteve resultados satisfatdrios em todas as
propriedades avaliadas, embora as outras
bactérias avaliadas também tenham apresentado
caracteristicas desejaveis. Os resultados do
presente trabalho indicam a possibilidade de as
bactérias &cido-lacticas adquirirem resisténcia a
antimicrobianos, 0 que causa uma grande
preocupacdo, tendo em vista que 0S genes que
conferem resisténcia podem ser transferidos de
uma bactéria a outra. Mais estudos devem ser
feitos para confirmar a presenca e a capacidade
de transmissdo dos genes de resisténcia a
antimicrobianos e verificar o potencial dos
microrganismos probidticos in vivo.
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