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RESUMO

A colibacilose é uma das principais causas de diarreia neonatal em bezerros.
A administragcdo de probitticos tem representado alternativa promissora ao
tratamento com antibacterianos, que podem comprometer a colonizagcdo do
trato digestério dos bezerros. Nesta pesquisa, objetivou-se caracterizar e
selecionar cepas de bactérias laticas com potencial probidtico, provenientes
de bezerros Nelore criados no norte de Minas Gerais. Foram coletadas
amostras fecais de seis bezerros higidos, com trés a dez dias de vida e
desses mesmos animais aos trés meses de idade. Apds isolamento e
guantificacdo dessas bactérias, promoveu-se a caracterizagdo morfologica e
bioquimica com teste APl 50 CH, resisténcia a pH acido e a sais biliares e
capacidade antagbnica in vitro para trés cepas de Escherichia coli. Verificou-
se populagdo significativamente superior (p< 0,05) de bactérias laticas nas
fezes dos bezerros na fase colostral. Quanto a resisténcia ao acido cloridrico
92,3% dos isolados de bezerros recém-nascidos resistiram ao pH 4,0,
proporcao significativamente superior aquela observada para os isolados de
bezerros aos trés meses de idade. Na concentracdo maxima de 1% de sal
biliar, 92,3 e 84,6% dos isolados dos bezerros recém-nascidos e aos 90 dias,
respectivamente, resistram e apresentaram crescimento. No teste de
antagonismo as cepas de E. coli, os isolados, Be4 1m, Bel 2b e Be6 2a,
identificados, respectivamente, como Lactobacillus salivarius, L. crispatus e L.
pentosus, produziram halo de inibicdo. Especificamente o isolado de L.
salivarius apresentou halo de 20 mm de diametro de inibicdo sobre a E. coli
proveniente do intestino delgado de um bezerro macho, com dois meses de
idade, apresentando diarreia. Esses mesmos isolados de Lactobacillus spp.
apresentaram melhores habilidades de resisténcia ao pH acido e sais biliares,
indicando potencial para serem avaliados como probi6ticos.

Palavras-chave : Pecuaria de corte. Lactobacillus spp. Colibacilose.
Antagonismo microbiano. Semiarido Mineiro. Caracterizacdo bioquimica.
Isolamento.



ABSTRACT

Colibacillosis is one of the main causes of neonatal diarrhea in calves. The
administration of probiotics represents a promising alternative to the treatment
with anti-bacterial medication that can compromise the calves’ digestive tract.
The objective of this research was to characterize and select strains of lactic
bacteria with probiotic potential from Nellore calves in Northern Minas Gerais.
Fecal samples were collected from six healthy suckling subjects, aged three
to ten days and from those same subjects at three months. After isolation and
quantification of the bacteria, a morphological and biochemical
characterization was done using the APl 50 CH test, resistance to acid pH
and bile salts and in vitro antagonistic ability to three strains of Escherichia
coli. A significantly higher (p< 0,05) population of lactic bacteria was verified
in the calves’ feces in the colostral phase. Regarding resistance to
hydrochloric acid, 92.3% of neonatal calves isolates resisted to pH 4.0. That is
a significantly higher rate than the one observed on three-month-old calves. In
the maximum bile salts concentration of 1%, 92.3 and 84.6% of new-born and
three-month-old calves respectively, resisted and presented growth. On the
test for antagonism to Escherichia coli strains, the isolates Be4 1m, Bel 2b
and Beb6 2a respectively identified as Lactobacillus salivarius, L. crispatus and
L. pentosus produced an inhibition halo. Specifically, the L. salivarius isolate
presented an inhibition halo of 20mm in diameter against the Escherichia coli
from the small intestine of a two-month male calf with diarrhea. The same
Lactobacillus spp. isolates presented better resistance to acid pH and bile
salts, indicating potential for being rated as probiotics.

Keywords : Beef cattle. Lactobacillus spp. Colibacillosis, Microbial
antagonism. Minas Gerais’ semiarid region. Biochemical characterization.
Isolation.



N 270016 07.Y0 TR

SUMARIO

2 REVISAO DE LITERATURA ...cooiiiiiicieieeeeeeee e

2.1 Patologias em bezerros ...
2.2 Colibacilose .........c..ccoeene
2.3 Probioticos ..........ccvevnenne

2.4 Bactérias probidticas .......

2.5 Utilizacao dos probiéticos

2.6 Probiéticos para bovinos .

3 MATERIAL E METODOS ..

3.1 Amostragem e procedimento de coleta ..........occcuveiiiiiiiiiiieiiniiine

3.2 Cultivo, isolamento, quantificacao de bactérias laticas ..................

3.3 Armazenamento € reatiVaGa0 .........cccceeeeiiiiiuiiiiiieeeieee e

3.4 Crescimento €M A€IrODIOSE ..........uuiiiiieiiiie e

3.5 Caracterizacdo morfologica das bactérias laticas .........ccccceeeeevennns

3.6 Atividade de catalase ......

3.7 Caracterizagdo probiotica

3.7.1 Resisténcia a SaiS DIlIArES ........oooeeeeiiiiee e

3.7.2 Resisténcia ao Acido CloridriCo ..........ceeiieiiiiiieeeiieeee e

3.8 Caracterizacdo bioquimica de bactérias laticas ........cccccceeeevveeinnnns

3.9 Efeito antagonista dos isolados sobre cepas de Escherichia coli ...

3.10 Anélise estatistica ..........

4 RESULTADOS E DISCUSSAO ...cooovoviviiiieieeeeeeeeeeeeeee e

4.1 Cultivo, isolamento, quantificacdo de bactérias laticas ...................

4.2 Caracterizagdo morfoldgica e atividade de catalase das bactérias

[ALICAS ..vveieeieeeee e

4.3 Caracterizacao probiottica

11
11
12
13
16
18
18

20
20

20
21
22
22
22
22
22
23
23

26

27
27

28
29



4.3.1 Resisténcia aos sais biliares ...
4.3.2 Resisténcia ao acido CloridriCo .........cccccveveiviieeiiiiiie e
4.4 Crescimento em aerobiose ...
4.5 Caracterizagao bioquimica de bactérias laticas ...........ccccccevvcvvvernn.

4.6 Efeito antagonista dos isolados sobre cepas de Escherichia coli ...

5 CONCLUSAD .....oovietctieeetee et

REFERENCIAS ..ottt

ANEXO - Certificado do CETEA/UFMG relativo ao projeto

“Caracterizacdo de Lactobacillus spp. isolados de bovinos nelore

(Bos indicus) com potencial probiético sobre Escherichia Coli.”

29
31
32
34
37

40

41

52



1 INTRODUGCAO

Como resultado do melhoramento no manejo nutricional de
ruminantes, tem-se observado aumento nos indices de producao de carne e
leite nos Ultimos 30 anos (NOORAEE et al, 2010). Atualmente, a
bovinocultura é responsavel pelo abastecimento da maior parte da demanda
mundial de proteina animal. A carne e o leite bovinos possuem participacao
significativa na economia nacional, representando 8,4% do Produto Interno
Bruto (PIB) brasileiro. O rebanho bovino do Brasil é constituido
aproximadamente por 219 milhdes de cabecas, com a producdo anual de
7,15 milhdes de toneladas de carne e 24,5 bilhdes de litros de leite (IBGE,
2010).

A colibacilose é caracterizada como enfermidade bacteriana infecto-
contagiosa ocasionada por cepas patogénicas de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) (WITTUM et al., 1993). Essa bactéria causa diarreia
em bezerros com menos de duas semanas de vida, pode provocar a morte e
perdas financeiras consideraveis em sistemas de producdo de bovinos. Os
animais sobreviventes ndo apresentam o mesmo desenvolvimento quando
comparados aqueles livres dessa infeccdo (MAGALHAES et al., 1991).

Os disturbios entéricos promovem grandes prejuizos para a pecuaria
bovina de corte brasileira (OK et al., 2009). Estudos indicam indice de 2% de
mortalidade em bezerros, em diferentes Estados do Brasil e principalmente
em bezerros da raca Nelore (MOTA et al., 2000). Em propriedades leiteiras,
estudos recentes também indicam prejuizos em decorréncia da morte de
animais com colibacilose em diferentes paises (GULLIKSEN et al., 2009;
MORRELL et al. 2008; TORSEIN et al., 2011).

Durante a fase de aleitamento, os bezerros sdo mais susceptiveis as
doencas e as diarreias que representam as principais alteracdes intestinais
durante as primeiras semanas de vida (BUZINARO et al., 2003).

Para o tratamento e controle dessa doenca, é frequentemente
empregada a administracdo de antibacterianos. No entanto, as toxicidades,
as alergias e o favorecimento a resisténcia tém fomentado o interesse clinico

e cientifico por probioticos, prebidticos e simbidticos, como alternativas a
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antibioticoterapia (ROSTAGNO et al., 2012; VASCONCELLOS et al., 2007).

Os microrganismos probiéticos tém sido propostos como adjuvantes
para promover a saude de bezerros recém-nascidos (EWASCHUK et al.,
2004;. MAGALHAES et al., 2008). A utilizacdo de probidticos na dieta
depende em parte da cepa utilizada, pois, hem todas as cepas possuem a
mesma capacidade de modular a microbiota local ou de aderir as células
intestinais (BRIIZUELA, 2003). As bactérias acido-lacticas séo utilizadas
frequentemente como probidticos por possuirem capacidade de inibir o
crescimento de bactérias patogénicas (FULLER, 1989).

Bactérias da microbiota intestinal e ou componentes dos probiéticos
podem produzir e liberar compostos como bacteriocinas, acidos organicos e
peroxido de hidrogénio, com acdo antibacteriana sobre os patdgenos.
Microrganismos presentes na microbiota intestinal, especialmente
Lactobacillus spp. inibem a colonizagcdo de diferentes bactérias, Gram
positivas ou Gram negativas, consideradas patogénicas (BLACKBURN et al.,
1989; CHAVES et al., 1999).

Poucos estudos no Brasil tém avaliado e caracterizado a populacéo de
bactérias laticas em bezerros de corte, criados em condi¢des tropicais, para a
selecdo de cepas adaptadas e efetivas contra bactérias patogénicas
causadoras de diarreia. A utilizacdo dessas cepas poderia prevenir a
colibacilose nos bezerros, reduzindo a aplicagdo de antibacterianos e os
prejuizos durante a etapa de cria dos animais. Nesta pesquisa, objetivou-se
isolar, quantificar e caracterizar bactérias laticas com potencial probidtico e

provenientes de bezerros de corte criados no norte de Minas Gerais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Patologias em bezerros

O manejo adequado dos animais jovens merece destaque, porque a
fase de cria representa expressiva importancia econdémica na bovinocultura.
A fase de aleitamento €&, provavelmente, a mais critica, uma vez que parte do
leite produzido é desviada para a alimentacao dos bezerros. Essa, também é
a fase em que os bezerros sdo mais susceptiveis &s doencas. As diarreias
sdo as principais alteragfes intestinais nas duas primeiras semanas de vida
(BUZINARO et al., 2003).

Considerando-se todas as categorias de animais em um sistema de
producdo de bovinos, as taxas mais elevadas de morbidade e mortalidade
geralmente sdo observadas no grupo de bezerros até o desaleitamento.
Nesses animais, os problemas sanitarios mais frequentes séo as infeccbes
de umbigo, diarreias, pneumonias, tristeza parasitaria, verminoses, doencas
carenciais e de pele (COELHO; CARVALHO, 2006; COUTINHO, 2006;
FONTES; CARVALHO, 2006). Enteropatégenos de origem bacteriana,
parasitaria e viral podem estar envolvidos, de forma isolada ou em
associagcdo, na etiologia de diarreia em bezerros, com destaque para
Escherichia coli, Salmonella spp., Rotavirus, Coronavirus e protozoarios dos
géneros e Cryptosporidium (ALVES 1997, FAGAN et al., 1995, LANGONI et
al., 2004).

A diarreia neonatal bovina é reconhecida como sindrome, visto que
decorre da interacdo entre fatores como a imunidade, o ambiente, a nutricao
e a infeccdo por diferentes microrganismos com potencial patogénico
(BENESI, 1999). Para Fuller (1997), o estabelecimento e a manutencéo de
microrganismos benéficos no intestino dos animais podem controlar

patdégenos entéricos, reduzindo ou eliminando as diarreias.
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2.2 Colibacilose

O conhecimento sobre a colonizacdo e desenvolvimento da microbiota
intestinal saudavel € necessario para prevenir e reduzir as diarreias. Seria
benéfico para o desenvolvimento de alternativas racionais como probioticos e
prebioticos, o conhecimento sobre a estrutura e funcdo da microbiota do trato
gastrointestinal, bem como a atividade de espécies microbianas dentro de
um ecossistema (KONSTANTINOV et al., 2004).

Escherichia coli € o microrganismo mais abundante da microbiota
intestinal dos bezerros e, como anaerdbio facultativo, desempenha
importante papel na manutencdo das funcgdes fisiolégicas normais dos
hospedeiros (ACRES,1985). Contudo pode ser patogénica, ocasionando
diarreia em bezerros recém-nascidos ao produzir enterotoxina e colonizar o
intestino delgado (HADAD; GYLES, 1982; RYCKE et al.,, 1987; SMITH,;
HALLS, 1967). Pode ocasionar tanto infec¢fes intestinais e extra-intestinais
(GAY; BESSER, 1994; SMYTH et al., 1994).

Cepas de E. coli causadoras de diarreia em bezerros séo classificadas
de acordo com os sinais clinicos produzidos relacionados aos fatores de
viruléncia. S&o agrupadas em enterotoxigénicas (ETEC), “attaching and
effacing” (AEEC), enteropatogénicas (EPEC) e produtoras de toxinas do tipo
Shiga (STEC), que quando apresentam também atividade “attaching and
effacing” sdo classificadas em enterohemorragicas (EHEC). Em cepas
comumente isoladas de bezerros, as fimbrias K99 e/ou F41 e a enterotoxina
Sta séo os fatores de viruléncia de ETEC, que participam da aderéncia ao
ileo e promovem hipersecrecao no lumen do intestino, respectivamente. A
proteina intimina participa da atividade de ades&o ao enterdcito e destruigdo
das microvilosidades intestinais em AEEC. E. coli enterohemorragica, como o
sorotipo O157:H7, possui atividade AE e produz toxinas Shiga do tipo 1, 2 ou
ambas (FRANCK et al.,1998).

As enterotoxinas produzidas causam saida de agua e de eletrélitos
para dentro do limem intestinal, provocando diarreia e desidratacdo (SMITH,;
HALLS, 1967; SMITH; HUGGINS, 1978). No intestino delgado, E. coli

promove aderéncia, colonizacdo e producdo de toxina, que ocasionam
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desequilibrio hidroeletrolitico e diarreia. A bactéria produz pili de aderéncia,
gue a possibilita fixar em diferentes tecidos do hospedeiro, e por isso é
considerado fator de colonizacéo, principalmente quando propicia aderéncia
as células epiteliais da mucosa intestinal (GAASTRA; GRAFF, 1982).

A diarreia desencadeia prejuizos na pecuaria bovina de corte, e apesar
disso s@o escassos o0s estudos no Brasil enfocando a identificacdo em
conjunto dos principais enteropatdégenos em bezerros de corte, criados
extensivamente (SALVADORI et al. 2003).

Alguns estudos revelam que a Escherichia coli é a enterobactéria mais
frequentemente isolada nas fezes dos bezerros com e sem diarreia,
ratificando a necessidade da presenca de fatores de viruléncia nas linhagens
para a ocorréncia de diarreia (ALVES 1997, MENDONCA et al. 1996,
LANGONI et al. 2004), seguido de Cryptosporidium spp., Coronavirus e
Rotavirus (FILHO et al., 2007).

2.3 Probibticos

O termo probiotico é derivado do grego e significa “para a vida”. Os
primeiros a usarem o termo foram Lilly e Stillwel (1965) ao descrever
“substéncias de certos microrganismos que estimulavam o crescimento”
contrastando com o termo antibiético. Fuller (1989) considerou que os
probiéticos sdo suplementos alimentares que contém bactérias vivas que
produzem efeitos benéficos no hospedeiro, favorecendo o equilibrio da
microbiota intestinal.

A definicdo atualmente aceita internacionalmente é que sé&o
microrganismos vivos, administrados em quantidades adequadas e que
conferem beneficios a saide do hospedeiro (FAO, 2001; SANDERS, 2003).
Os probidticos podem beneficiar a salude dos animais e seres humanos
(COPPOLA; TURNES, 2004; MOTA et al., 2006) (TAB. 1).
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Efeitos benéficos de probidticos

Efeitos Benéficos

Referéncias

Promove crescimento, aumentando o ganho de
peso

Reduz o pH intraluminal do tubo digestivo

Minimiza o estresse

Impede a colonizacdo da mucosa intestinal por
bactérias patogénicas

Aumenta a resposta imune humoral

Produz metabdlitos que inibem bactérias Gram
negativas ou positivas patogénicas. Compete por
sitios de adesao e produz vitaminas do grupo B.

Estimula o sistema imune com a ativagcéo de
macrofagos. Ativa o sistema imune contra células
cancerigenas e restaura a microbiota intestinal.

Realiza a producéao de acido latico

(ARENAS et al., 2005a ;
KABIR et al., 2004)

(AGOSTONI et al., 2004)

(KABIR et al., 2004)

(AVILA et al., 2000;
LOZADA, 2001)

(ARENAS et al., 2005b).

(FULLER, 1989)

(CASTRO, 2003)

(FULLER, 1977)

Fonte: Da autora.

Além dos beneficios, descritos anteriormente, os probiéticos produzem

beneficios na alimentacdo dos ruminantes. Aumentam a digestibilidade das

fibras, reduzem niveis de aménia ruminal, promovem maior ingestdo de

matéria seca, melhora a estabilidade nos processos digestivos, com

antecipac¢éo da fase ruminante e reducéo de diarreias nos bezerros (GOMES,

2002).
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A adicdo de probidticos na alimentacdo animal também tem sido
indicada por reduzir a mortalidade resultante da colonizacdo intestinal por
microrganismos patdgenos, melhorando o desempenho e as caracteristicas
de producdo sem deixar residuos prejudiciais na carne (FULLER; COLE,
1988). A manutencdo da microbiota intestinal estavel com o uso de
probiodticos induz formacao de biofilme contra microrganismos potencialmente
patogénicos e propicia a obtencdo de bons resultados zootécnicos
(MULDER, 1991).

Os microrganismos utilizados como probiéticos sdo classificados em
quatro grupos: aerébios (Bacillus spp.); anaerébios (Clostridium spp.);
bactérias produtoras de acido latico (Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp.,
Enterococus spp.), leveduras (Saccharomyces cerevisae) e fungos
filamentosos (Aspergillus oryzae e A. niger). Alguns critérios de selecdo séo
essenciais na escolha de microrganismos probiéticos. Devem ser espécie-
especificos, reconhecidos como seguros (Generally Recognized as Safe),
resistentes ao suco gastrico e aos sais biliares, capazes de sobreviver aos
processos tecnoldgicos, permanecerem viaveis durante a vida de prateleira e
ainda terem beneficios a salde comprovados. Além disso, bactérias
selecionadas ndo devem apresentar fatores de viruléncia e transmissibilidade
de plasmideos resistentes a antibiéticos (DELGADO et al., 2008; MORAES;
COLLA, 2006).

Existem outros aspectos importantes no processo de selecdo das
cepas de microrganismos com funcédo probidtica como: ser totalmente seguro
ao hospedeiro (ndo-patogénica e ndo-toxica); ser resistente as secrecdes
pancreaticas; aderir as células epiteliais; garantir protecdo contra
microrganismos patogénicos por meio do processo de exclusdo competitiva;
secretar substancias inibidoras como acidos; resistir aos antibioticos; tolerar
aditivos alimentares; ser estavel nos alimentos e contribuir para a nutricao do
hospedeiro, como, por exemplo, produzir vitaminas (FIORAMONTI et al.,
2003; MACFARLANE et al., 2002).

Os probiéticos devem produzir metabdlitos inibidores da multiplicacéo
de microrganismos patogénicos como bacteriocinas, acidos orgénicos e
peréxido de hidrogénio (FULLER, 1992; JIN et al., 2000; OGAWA et al.,
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2001). As bacteriocinas sédo peptideos antimicrobianos de baixo peso
molecular, produzidas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que
apresentam amplo espectro de acdo (RUSSEL; MANTOVANI, 2002). Atuam
primariamente sobre a membrana plasmatica bacteriana, formando poros que
possibilitam o refluxo de componentes citoplasmaticos e causam perda da
viabilidade celular (MOLL et al., 1999).

Algumas bacteriocinas ja foram identificadas e caracterizadas em
bactérias do rimen, sugerindo que o0 antagonismo microbiano seja importante
nas relacdes do ecossistema ruminal (MANTOVANI et al., 2001). Sendo
substancias mais efetivas contra bactérias Gram-positivas, a acao
antimicrobiana desses peptideos se assemelha a dos antibioticos ionéforos
(RUSSEL; MANTOVANI, 2002). Esse tipo de antibidtico baseia-se na
desorganizacdo do transporte de cations nas membranas das bactérias
promovendo maior gasto energético para manter o balanco osmético entre o
meio interno e o externo da célula (BERGEN; BATES, 1984).

2.4 Bactérias probiéticas

Os alimentos probidticos sdo aqueles que carreiam ou sdo produzidos
por bactérias probidticas originadas do trato intestinal humano, quando o
produto se destina ao consumo humano. Devem ser provenientes do trato
intestinal de uma determinada espécie animal quando se destina a
alimentacdo dessa espécie. Esses alimentos fazem parte do mercado de
alimentos funcionais e estdo disponiveis em diferentes formatos,
principalmente como formulacBes para animais, produtos farmacéuticos,
produtos de confeitaria e produtos lacteos fermentados ou ndo (FERREIRA,
2003). As bactérias laticas sdo o0s microrganismos probiéticos mais
importantes e tipicamente associados com o trato gastrointestinal dos
humanos e animais (RAMIREZ, 2005).

Morfologicamente, as bactérias laticas podem ser cocos ou, bastonetes
regulares e irregulares. Os cocos sao de forma esférica mais ou menos
alargada entre 0,5 e 2 um, apresentam-se em pares, tétrades ou cadeias de
namero variado. Os géneros Streptococcus, Lactococcus, Vagococcus e
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Enterococcus estdo dispostos em pares ou cadeias, 0 género Leuconostoc
forma células lenticulares dispostas em pares ou cadeias e 0s géneros
Pediococcus e Tetragenococcus formam células dispostas em tétrades
(ALEXON, 1998; DE ROISSART; LUQUET, 1994; WOOD; HOLZAPFEL
1995).

Os bastonetes regulares podem ter didametro variavel entre 0,5 e 2 ym
e comprimento maior que 10 um, apresentado-se isolados, em pares ou
cadeias longas. Os Lactobacillus spp. pertencem a esse grupo (HAMES;
VOGEL, 1995). Ja os bastonetes irregulares sdo caracteristicos das bactérias
laticas do género Bifidobacterium e séo tipicos por apresentarem aspectos
extremamente variaveis de uma espécie a outra (DE ROISSART; LUQUET,
1994).

As bactérias laticas podem sobreviver em presenca de pH
relativamente baixo (3,5) de maneira diferente de outros grupos microbianos
com metabolismo respiratério. Possuem sistema de transporte simultaneo de
acido lactico e de prétons ao exterior celular, que além de contribuir para
homeostase do pH interno, produz energia (TSENG; MONTVILLE, 1993).

Outras caracteristicas comuns apresentadas por bactérias laticas sédo a
presenca de parede celular Gram positiva, sdo iméveis, ndo esporuladas,
catalase negativa, possuem caréncia de citocromos, ndo liquidificam a
gelatina e nem produzem sulfeto de hidrogénio (FERREIRA, 2003; GOMES
et al., 1999; RAMIREZ, 2005).

Os representantes do género Lactobacillus possuem caracteristicas
morfolégicas, metabdlicas e fisiolégicas em comum. S&o bastonetes Gram-
positivo, catalase negativa, iméveis, ndo formadoras de esporos, sem
citocromo, microaerofilos, nutricionalmente exigentes. Sao ainda tolerantes a
acidez, com metabolismo estritamente fermentativo, sendo o acido lactico o
principal produto do metabolismo de carboidratos (JAY, 1996; ROBINSON,
1991).

Lactobacillus spp. sdo naturalmente encontrados em habitats ricos em
nutrientes, como na superficie de vegetais e no trato gastrointestinal, de
diferentes espécies animais (KANDLER; WEISS, 1986; SALMINEM, 1998).

Esse género é reconhecido como grupo de microrganismos seguro para
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serem utilizados em alimentos, GRAS (LEE; SALMINEN, 1995).

2.5 Utilizagao de probidticos

A utilizacao de antibioticos como promotores de crescimento tem sido
amplamente difundida para aumentar a produtividade e para reduzir
problemas sanitarios decorrentes da maior densidade animal nos sistemas de
producdo (SANTOS; TURNES, 2005). Entretanto, segundo Vassalo et al.
(1997), frequentemente antibiéticos e quimioterapicos tradicionalmente
mostram-se ineficazes no controle de alteragfes intestinais ocasionadas por
microrganismos patogénicos, pois comumente verifica-se resisténcia, como
consequéncia da selecdo promovida com o uso frequente de alguns
principios ativos.

A administracdo de probi6ticos em animais pode ser recomendavel
para auxiliar na manutencdo da microbiota intestinal ndo patogénica,
restaurar a estabilidade dessa microbiota apds fatores de desequilibrios.
Esses fatores sao relacionados a falhas na ingestao de colostro, desmama,
alteracbes alimentares, doencas virais, mudan¢ca brusca de ambiente,
transporte de animais, uso de antibidticos por via oral e estresse. Podem
também serem recomendados para promover a colonizacao e estabilidade da
microbiota intestinal ndo patogénica em recém-nascidos (FERNANDES et al.,
2000).

2.6 Probiéticos para bovinos

O papel de probiéticos para bovinos é manter o equilibrio da
microbiota intestinal e ruminal, tendo como principal funcdo impedir a
colonizacdo intestinal por bactérias patogénicas como a Escherichia
coli enterotoxigénica (AVILA et al., 1988; AVILA et al., 1998) e aumentar o
ganho de peso (ABE et al., 1995; SIUTA, 1991).

Preparacdes de bactérias vivas dos géneros Ruminobacter,
Lactobacillus, Succinovibrio, Bacillus e Streptococcus, sdo comumente

adicionadas como suplementacdo dietética para manter e estabilizar uma
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populacdo de organismos benéficos no trato gastrintestinal, melhorando o
crescimento e a eficiéncia na utilizacdo de alimentos em bovinos (SMITH,;
LINGGOOD, 1972).

Em estudo realizado em bezerros leiteiros por Chaves et al., (1999),
fez-se o fornecimento diario de concentrado com células viaveis de
Lactobacillus acidophilus, verificou-se reducdo da ocorréncia de diarreias,
sem influir no odor e na consisténcia das fezes; os animais que receberam
probiédtico nos primeiros 10 dias de vida apresentaram maior niumero de
Lactobacillus spp. no intestino delgado. A concentracdo de coliformes totais
no intestino delgado foi maior nos animais controle e menor nos que
receberam probiético nos primeiros 56 dias de vida.

Abe et al., (1995) estudaram os efeitos da administracdo de um
probiético contendo Bifidobacterium thermophilum, Enterococcus faecium e
Lactobacillus acidophilus no ganho de peso de leitdes e bezerros recém-
nascidos. A frequéncia de diarreia em leitdes e bezerros foi menor nos
grupos tratados com o probiético. A média do ganho de peso dos bezerros,
apos 90 dias de experimento, foi 40% maior no grupo tratado com o
probiotico quando comparado ao grupo controle.

Avila et al., (1995) concluiram que o fornecimento de um probidtico
contendo Lactobacillus acidophilus, combinado com uma vacina contendo pili
K99 e Al4 de Escherichia coli, foi eficiente no controle da diarreia de
bezerros.

Frizzo et al., (2011), avaliaram o efeito da lactose e um indculo
microbiano integrado por trés cepas de bactérias laticas de origem bovina
para melhorar o crescimento, o desempenho e o equilibrio microbiano
intestinal em bezerros jovens. Os resultados evidenciaram que os animais
suplementados com o probidtico apresentaram maiores contagens bactérias
laticas.

Cepas de L. acidophilus de origem de bezerros sdo mais eficazes
como adjuvante da dieta do que a cepa de origem humana, uma vez que
aumentam a microbiota normal das fezes de bezerros recém-nascidos

durante duas semanas ap6és o nascimento (GILLILAND et al., 1980).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e procedimento de coleta

Neste estudo foram amostrados seis bezerros higidos da raga Nelore
(Bos indicus) da fazenda experimental do ICA/UFMG localizada em Montes
Claros, norte de Minas Gerais. A regido do presente estudo localiza-se
aproximadamente a 16°51' de latitude e 44°55’ de longitude, apresenta
temperatura média anual de 24,2°C, clima quente e seco com periodo de
estiagem entre os meses abril e outubro. Os animais foram criados em
sistema extensivo, em pastagem de Brachiaria spp. junto das maes.

Entre os meses de outubro de 2011 e margo de 2012, foram coletados
aproximadamente 30 gramas de fezes de cada animal em dois periodos.
Primeiramente foram amostrados com trés a 10 dias de vida, na fase de
ingestdo de colostro e, posteriormente, com aproximadamente 90 dias de
idade, durante a fase de aleitamento. As fezes foram obtidas por estimulacao
da ampola retal, massageando a parede do reto com os dedos protegidos por
luvas.

Os espécimes clinicos foram acondicionados em sacos plasticos,
devidamente identificados, armazenados em caixa isotérmica com gelo e
encaminhados imediatamente para o Laboratoério de Microbiologia do Instituto
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA-UFMG).
Todos os procedimentos realizados com os bezerros foram submetidos e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da
UFMG, no protocolo n°219/2011 (ANEXO).

3.2 Cultivo, isolamento, quantificacdo de bactérias laticas

As amostras foram homogeneizadas e diluidas na razdo de 1:9 (25
gramas de fezes em 225 mL de agua peptonada 0,2 %). Apds a diluicdo
decimal, 1000 pL foram inoculados por “pour plate”, em placas 90 x 150 mm,
contendo o meio sélido Man, Rogosa e Sharpe, MRS (HiMedia Laboratories
Pvt.Ltd., Munbai, Maharashtra India) (KANDLER; WEISS, 1986). As placas
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foram acondicionadas em jarras de anaerobiose, devidamente vedadas. Para
promover condicdes de microaerofilia, utilizou-se reator quimico. O material
foi incubado em estufa BOD a 37 °C, durante 48 h, (PELCZAR et al., 1997).
ApOs contagem total das unidades formadoras de colbénias (UFC), com
auxilio de contador de colbnias, as placas com colénias bem definidas foram
selecionadas para o isolamento. Foram selecionadas, no primeiro periodo
das coletas, colénias com morfotipos diferentes para cada animal, totalizando
77 isolados. No segundo periodo de coleta, foram selecionadas colénias
morfologicamente diferentes para cada animal, totalizando 22 isolados.

Para avaliar a capacidade de coagulagéo do leite, foram utilizados os
procedimentos adaptados de Kandler e Weiss (1986). Os isolados foram
transferidos para tubos contendo 8 mL de leite desnatado reconstituido
(LDR), contendo 12% de extrato seco desengordurado esterilizado a 121 °C
por 15 min. Os procedimentos foram realizados em triplicata e incubados a
37 °C durante 48 h e posteriormente os isolados foram novamente repicados
em LDR por trés vezes consecutivas. O teste foi considerado positivo quando
ocorreu coagulacdo do leite apds 48 h de incubacéo para as trés repeticoes.
Os isolados que apresentaram crescimento e sobrevivéncia apds as trés
incubagBes consecutivas foram selecionados e submetidos aos testes de

caracterizagdo bioquimica.

3.3 Armazenamento e reativacao

O total de 82 isolados selecionados na etapa anterior foram cultivados
em caldo BHI (Brain Heart Infusion, HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., Munbai,
Maharashtra India), e criopreservados em glicerol a (50%) a -18 °C. Para
preservacdo, foram adicionados 0,5 mL do isolados crescido em LDR, 0,5 mL
de caldo BHI e 0,5 mL de glicerol estéril (RAMIREZ, 2005). Para cada prova
seguinte, a reativa¢do foi promovida com inoculacéo de 1 % (v/v) das culturas
congeladas em tubos contendo 5 mL do caldo BHI e incubacdo a 37 T,
durante 24 h (MANGONI, 2009).
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3.4 Crescimento em aerobiose

Com a finalidade de testar a habilidade de crescimento das bactérias
laticas em condi¢bes aerbbicas, promoveu-se a inoculagdo por estriagdo em
placas contendo meio MRS e incubou-se por 48 horas em estufa BOD a 37 °
C. O resultado foi observado visualmente quanto a presenca ou auséncia de

crescimento da amostra.

3.5 Caracterizacdo morfologica das bactérias laticas

Foram preparados esfregacos em laminas corados pelo método de
Gram para 99 isolados, sendo 77 de bezerros recém-nascidos e 22 de
bezerros aos 90 dias. Todos os isolados que apresentaram formas de
bastonetes Gram positivos ndo esporulados foram selecionados (MANGONI,
2009).

3.6 Atividade de catalase

Para verificar a capacidade de secrecdo de catalase de 56 isolados,
bastonetes Gram positivos, selecionados na etapa anterior, foram
adicionadas duas gotas de peréxido de hidrogénio, 3 % (v/v), sobre
fragmentos de col6nias isoladas e dispostas em laminas. A capacidade de
producdo de catalase foi considerada negativa com a auséncia de formacao

de microbolhas de oxigénio em torno das colénias (REQUENA, 1995).
3.7 Caracterizacao probiética
3.7.1 Resisténcia a sais biliares
Com a finalidade de evidenciar as caracteristicas probiéticas, testou-se
a resisténcia aos sais biliares. Nesta etapa, utilizou-se 27 isolados catalase

negativos, sendo 13 do primeiro periodo de coleta e 14 do segundo periodo.

Esses isolados foram previamente cultivados em caldo MRS (HiMedia
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Laboratories Pvt.Ltd., Munbai, Maharashtra India) a 37 °C durante 24 h. Para
o estudo de viabilidade as diferentes concentracdes de sais biliares, foram
inoculados 100 pL do in6culo no agar MRS, contendo 0; 0,3; 0,5 e 1,0 % de
sais biliares (Oxgall, Difco, Detroit, MIl, USA). Apés incubagédo a 37 °C durante
48 h em jarra de anaerobiose, o crescimento das col6nias frente aos sais
biliares foi observado visualmente. Os procedimentos foram realizados em
duplicata e foram adaptados de Gilliland et al., (1985) e Noh; Gilliland (1993).

3.7.2 Resisténcia ao acido cloridrico

Para avaliar a resisténcia ao acido cloridrico, o pH do caldo BHI foi
ajustado para 3,0, 4,0, 5,0 e 7,0 com adicdo de acido cloridrico estéril PA,
utilizando-se um pHmetro digital, de acordo com a metodologia adaptada de
Ramirez (2005). Os isolados, previamente cultivados em caldo BHI, em fase
exponencial, foram inoculados em proporcdo de 5 % para cada meio
contendo o pH avaliado. A incubacao ocorreu a 37 °C e o crescimento foi
avaliado apés seis horas de exposicdo ao caldo BHI acidificado. ApGs esse
periodo, foram inoculados 50 L desse meio acidificado em placas contendo
agar MRS e espalhados com alga de Drigalski. Os materiais foram cultivados
em anaerobiose a 37 °C e ap6s 48 h observou-se visualmente o crescimento
comparando com o controle em pH 7. Foi definido o padrdo ++++ (100 %)
representando o crescimento no controle com pH 7, e +++, ++ e + |
respectivamente para 75 %, 50 %, 25 % do crescimento desse controle e -

para a auséncia de crescimento.

3.8 Caracterizacao bioquimica de bactérias laticas

Para caracterizacdo bioquimica de 26 isolados selecionados, sendo 13
de bezerros recém-nascidos e 13 dos bezerros aos trés meses de idade,
promoveu-se a caracterizagdo em galerias APl 50 CHL (BioMérieux SA,
Marcy- I'Etoile/ Franga) mostrado na Figura 1. Esse kit permite avaliar a

capacidade de fermentacdo de 49 carboidratos e derivados.
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Apés o crescimento exponencial, com dois cultivos em agar MRS a
37 °C, durante 48 h em condicbes de anaerobiose, foram preparados
in6culos em caldo MRS (HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., Munbai, Maharashtra
India) que foram cultivados nessas mesmas condi¢gdes. Posteriormente,
in6culos de 2 mL foram incorporados ao meio APl 50 CHL Médium e
transferidos para 49 clpulas, contendo os diferentes substratos. Cada cupula
foi vedada com uma gota de 6leo mineral estéril e a incubacao foi em estufa
BOD a 37 °C (BIOMERIEUX, 2012).

As leituras foram efetuadas em 24 e 48 h apds inoculacdo nas
galerias API. Durante a incubacdo, o catabolismo conduz a formacdo de
acidos organicos que permitem a viragem do indicador do pH. Os resultados
obtidos constituem o perfil bioquimico da cepa, facilitando a identificagdo ou
tipagem bioquimica (RAMIREZ, 2005). Para andlise dos resultados, utilizou-
se 0 programa de probabilidade LAB PLUS software version 4.0 database da
BioMerieux, Marcy I'Etoile, France (BIOMERIEUX, 2012).

FIGURA 1 - Galerias API 50 CHL utilizadas para a
caracterizagdo bioquimica dos isolados de bactérias
laticas provenientes de bezerros criados no norte de
Minas Gerais.

Fonte: Da autora.
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3.9 Efeito antagonista dos isolados sobre cepas de Escherichia coli

O efeito antagonista dos isolados selecionados foi avaliado para trés
isolados de Escherichia coli como bactérias reveladoras, sendo um deles a
cepa ATCC 25922 (E1), gentilmente cedido pela Prof.2 Regina Maria Nardi
Drummond do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG. O segundo isolado
foi proveniente de fezes de uma bezerra com um més de idade (E2) e o
terceiro proveniente do intestino delgado de um bezerro macho com dois
meses de idade (E3), sendo que ambos bovinos apresentavam diarreia. Os
isolados dos bezerros foram obtidos em cultivos contendo o meio sélido Mac
Conkey (HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., Munbai, Maharashtra india) e
identificados presuntivamente, utilizando-se o meio Rugai Modificado e em
provas bioquimicas no Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG (KONEMAN, 2008).

A inibicao do crescimento dessas bactérias patogénicas foi verificada
com adaptac@o do método descrito por Tagg; Mc Given (1971). As culturas
puras de cada isolado de E. coli, em fase de exponencial, foram inoculadas
em toda a superficie de uma placa 90 x 150 mm contendo agar Mueller
Hinton (HiMedia Laboratories Pvt.Ltd., Munbai, Maharashtra india), com o
auxilio de um swab estéril. Posteriormente, discos de papel de filtro com 6
mm de didmetro, impregnados com o caldo MRS contendo um dos 26
isolados de bactérias laticas cultivadas a 37 °C durante 48 h, foram
aplicados sobre a superficie do agar. Apés o periodo de incubacédo de 48 h,
verificou-se a presenca ou auséncia de halos de inibicdo, bem como a
mensuracdo dos didmetros dos halos produzidos de acordo com Santos
(1984). Esse autor classifica como muito forte as zonas de inibicdo de 20 a
25 mm de didmetro; inibicdo forte entre 15 a 19 mm, moderada entre 11 a 14
mm); fraca entre 9 a 10 mm; e nenhuma inibicdo, menor que 9 mm.

Com a finalidade de confirmar o efeito antagonista, fez-se o ensaio
para deteccao do halo de inibicdo dos isolados com a técnica de difusdo em
sobrecamada de agar, utilizando as bactérias reveladoras E1, E2 e E3 e

seguindo a metodologia adaptada descrita por Alvim (2011). As cepas
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patogénicas utilizadas como reveladoras foram ativadas com indculo de 2%
(v/v) em caldo BHI (“Brain Heart Infusion” — Acumedia) e crescidas em
aerobiose a 37°C por 24 horas.

As placas contendo agar MRS foram preparadas e armazenadas 24
horas a 4°C. Os isolados de Lactobacillus spp. que apresentaram resultado
positivo no teste de antagonismo anterior, foram reativados (item 3.3) e
inoculados na superficie do agar MRS, com o auxilio de um swab,
proporcionando o crescimento da colénia no formato circular com didmetro
médio de 0,4 mm. As placas foram incubadas por um periodo de 48 horas em
anaerobiose a 37°C. Ap6s o periodo de crescimento dos isolados de
Lactobacillus spp., as placas foram retiradas da camara de anaerobiose e os
isolados expostos ao vapor de cloroformio (1 mL em papel filtro), por 30
minutos, para promover a morte das células. Em seguida, as placas foram
abertas, por 40 minutos, para evaporacdo do cloroférmio residual.
Posteriormente, uma sobrecamada de 20 mL de meio contendo Agar
Nutriente, a aproximadamente 40° C e previamente inoculado com as
amostras reveladoras E1, E2 ou E3, foi vertida sobre a placa.

Posteriormente, as placas foram incubadas 24 horas em anaerobiose
a 37°C e o halo de inibicdo formado ao redor da colénia de Lactobacillus spp.
foi mensurado com o auxilio de uma régua milimetrada, esse procedimento
foi realizado em triplicata. A atividade antagonista foi considerada positiva, se
observado uma zona clara de inibicao (halo) (largura 23,0 mm) ao redor de

cada isolado, conforme Sarkar e Banerjee (1996).

3.10 Anélise estatistica

ApOs a analise exploratdria, os dados obtidos da quantificacdo das
colbnias foram transformados para log;o (X+10) e as médias de contagens
bacterianas foram comparadas pelo teste t de Student no pacote estatistico
SAEG, considerando o nivel de significancia de 5 % (SAMPAIO, 2002).

Os valores da coagulacao do leite, foram comparados utilizando-se o
teste qui-quadrado com 5% de significancia, com o pacote SAEG, versédo 9,1
(2007) (SAMPAIO, 2002).
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4.1 Cultivo, isolamento, quantificacdo de bactérias laticas

Neste presente estudo verificou-se positividade de bactérias laticas

para todos os bezerros avaliados e em ambos os periodos estudados. As

amostras apresentaram contagens médias de 25,3 x 10° e 5,3 x 10° UFC g™

de fezes para bezerros recém-nascidos e aos 90 dias, respectivamente (TAB.

2).

TABELA 2

Quantificagdo de bactérias laticas em meio MRS provenientes de fezes de

bezerros Nelore recém-nascidos e aos 90 dias, criados no norte de Minas

Gerais, Brasil.

Bezerro com trés a 10 dias de vida

Média da UFC* g* de fezes

Bezerro com 90 dias de vida

Média da UFC* g™* de fezes

Bel 1,75 x 10° Bel 5,70 x 10°
Be2 2,97 x 10° Be2 2,0 x 10°
Be3 77,00 x 10° Be3 2,90 x 10°
Be4 65,00 x 10° Be4 9,90 x 10°
Be5 2,82 x 10° Be5 6,70 x 10°
Be6 2,64 x 10° Be6 4,80 x 10°
Média 25,36 x 10°A 5,33 x 10°B

*Unidade Formadora de Colbnias

Nota: Médias com letras diferentes na linha, indica diferenca significativa com
valor p< 0,001, utilizando-se o teste Student .

Fonte: Da autora.
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Apés analise estatistica, verificou-se concentracéo significativamente
superior dessas bactérias nas fezes dos bezerros na fase colostral. Aos trés
meses de idade, os bezerros ja consumiam outros alimentos como pontas de
capim e sal mineral, o que favoreceria outros microrganismos que poderiam
competir com as bactérias laticas. Por outro lado, como a concentracao de
lactose estaria menor na dieta total disponivel aos bezerros aos trés meses,
poderia ocorrer reducdo do crescimento das bactérias laticas, que utilizam
preferencialmente essa fonte de carboidrato.

O total de 99 isolados de bactérias laticas, sendo 77 da fase colostral
e 22 dos bezerros aos 3 meses de idade, foi avaliado quanto a capacidade
de coagulacdo do leite. Observou-se que 80,5 % e 955 % de isolados
provenientes de bezerros recém-nascidos e os de 90 dias, respectivamente,
foram positivos para essa habilidade (TAB. 3). Algumas bactérias laticas
oxidam a lactose do leite, até acido latico, reduzindo o pH e coagulando o
leite (KANDLER; WEISS, 1986).

4.2 Caracterizacdo morfoldgica e atividade de catalase das bactérias laticas

Do total de 62 isolados que coagularam o leite e eram provenientes
dos bezerros recém-nascidos, 56,4 % (35 isolados), eram bastonetes Gram
positivos. J& na analise micromorfolégica dos isolados provenientes dos
bezerros aos trés meses de idade, 95,5% eram bastonetes Gram positivos
(21 isolados). Para os 56 isolados bastonetes Gram positivos, que foram
submetidos ao teste de catalase, 40,0 % e 95,2 % foram negativos para
excrecdo dessa enzima em coldnias dos bezerros recém-nascidos e aos trés
meses, respectivamente (TAB. 3).

Observa-se que para os bezerros recém-nascidos a populagdo de
bactérias laticas era constituida por maior diversidade de morfotipos, com
caracteristicas  distintas do género Lactobacilus e por isso,
proporcionalmente menos isolados foram selecionados (TAB. 3). Por outro
lado, para os bezerros aos 90 dias de vida, verificou-se o predominio de
bactérias catalase negativo, bastonetes Gram positivos e com habilidade de

coagulacdo do leite, caracteristicas compativeis com o género selecionado
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(P<0,05) (TAB. 3). Essas diferencas observadas poderiam ser atribuidas ao
processo de colonizacdo e estabilizacdo da microbiota autéctone dos
bezerros, que é influenciado diretamente pela idade e dieta dos animais
(TANNOCK, 1999).
TABELA 3
Quantificacdo e selecdo quanto ao morfotipo, capacidade de coagulacdo do
leite, sintese de catalase e micromorfologia de isolados de bactérias laticas
provenientes de fezes de bezerros Nelore recém-nascidos e aos 90 dias,

criados no norte de Minas Gerais, Brasil

Idade dos Morfotipos Coagulacdo Bastonetes Gram Catalase
animais de colbnias do leite positivos negativa
Recém-nascidos 77 62 (80,5%) 35 (56,4%) 14 (40,0%)
Aos 90 dias 22 21 (95,5%)* 21 (100,0%)* 20 (95,2%)*
Total 99 83 (83,8%) 56 (67,5%) 34 (60,7%)

* indica diferenca significativa no teste qui-quadrado com valores de p < 0,05

Fonte; Da autora.

4.3 Caracterizacao probi6tica

4.3.1 Resisténcia aos sais biliares

Observou-se que para os bezerros recém-nascidos, 100% dos
isolados resistiram a concentracdo de 0,3 e 0,5 % de sais biliares. Na
concentracdo maxima de 1 % de sal biliar, 92,3 % dos isolados resistiram e
apresentaram crescimento. Ja para os isolados dos bezerros aos trés meses
de idade, 100, 92,3 e 84,6 % resistiram a concentracdo de 0,3, 0,5 e 1 %,

respectivamente (TAB. 4).
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Em estudo realizado por Chaves et al. (1999), com bactérias isoladas
de bezerros, observou-se que todas as cepas de Lactobacillus acidophilus
cresceram bem nas diferentes concentracbes de sais biliares. Resultados
similares foram observados com Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus fermentum no mesmo estudo. Esse
resultado corrobora o evidenciado nesta pesquisa, uma vez que os isolados
Bel 2b (L. fermentum), Be5 2b (L. plantarum), Be2 ij, Be 2 1h, Be3 1i, Be4
1c2, Be6 1n e Be4 2b (L. brevis), cresceram bem nas concentracdes de sais
biliares de 0,3, 0,5 e 1 %, excetuando o crescimento da col6nia Be5 2b na
concentracdo de 1 % (TAB. 4).

A bile € um componente antimicrobiano importante para o sistema
digestorio e é formada por diferentes substancias. Os sais biliares séo
capazes de promover danos a membrana celular e na estrutura do DNA
bacteriano (MERRITT; DONALDSON, 2009). Portanto, a tolerancia a esses
compostos é fundamental para sobrevivéncia do microrganismo probiético no
trato gastrointestinal (LEBEER, et al., 2008). Um fator que pode favorecer a
sobrevivéncia dos microrganismos no duodeno é a presenca de alimentos.
As bactérias podem nédo ficar expostas aos sais de bile, uma vez que o
alimento pode interagir com os acidos biliares, evitando, dessa forma a
toxicidade sobre as membranas microbianas (MARTINS et al., 2006).

A Figura 2 mostra o crescimento de bactérias laticas provenientes de

bezerros do norte de Minas Gerais em meio MRS acrescido de Oxgall bile.
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FIGURA 2-Crescimento de bactérias laticas provenientes de bezerros
do norte de Minas Gerais em meio MRS acrescido de Oxgall bile
Fonte: Da autora.

4.3.2 Resisténcia ao acido cloridrico

Do total de 13 isolados de bezerros recém-nascidos, 46,2 % e 92,3 %
apresentaram bom crescimento (+++ ou ++++), respectivamente, para o meio
ajustado com o pH 3 e 4. Para 0 meio ajustado com pH 5 e 7, todos os
isolados apresentaram bom crescimento (++++ ou +++) . J& para os 13
isolados provenientes dos bezerros aos 90 dias de idade, 61,5 % e 76,9 %
apresentaram bom crescimento (++++ ou ++) para o pH 3 e 4,
respectivamente, o que revela uma alta proporcdo de colénias com
resisténcia as a alta concentracéo de acido cloridrico (TAB. 4).

A Figura 3 mostra o crescimento de bactérias laticas isoladas de
bezerros do norte de Minas, em meio MRS compH 7, 5,4 e 3.

Diferentemente dos resultados observados para a resisténcia ao pH
acido, neste presente estudo, Martins et al. (2006), ao avaliarem a resisténcia
de bactérias laticas isoladas de suinos constataram que nenhum dos isolados

selecionados apresentou capacidade de crescer em meios com o pH.
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Fuchs (2006), em estudo com Lactobacillus casei, constatou que as
células foram resistentes as condi¢cdes acidas avaliadas com pH 6,0, 4,0 e
2,0, evidenciando assim importante caracteristica probittica. Dessa forma, a
bactéria seria capaz de ultrapassar a primeira barreira fisiolégica do trato
digestorio, que corresponde ao baixo valor de pH do estdmago (GIBSON,
2004). Ap6s a ingestdo dos alimentos, o estdmago se esvazia com
aproximadamente duas a quatro horas. As bactérias que sobrevivem as
condicdes fisioldgicas desse 0rgdo, posteriormente, deverdo resistir as
secrecdes de sais biliares no duodeno (PENNACCHIA et al., 2004).

FIGURA 3 - Crescimento de bactérias laticas isoladas de
bezerros do norte de Minas, em meio MRS com pH 7, 5, 4 e 3.
Nota: pH3: +; pH4: ++; pH5: +++ e pH7: ++++.

Fonte: Da autora.

4.4 Crescimento em aerobiose

A capacidade de crescimento em aerobiose foi constatada para 69,2
% dos isolados provenientes das fezes dos bezerros e em proporcdes iguais
para ambas as idades avaliadas (TAB. 4). O crescimento de alguns
microrganismos como os do género Lactobacillus, em condi¢cdes de
aerobiose promove a formagdo de superoxido (O,-), peroxido de hidrogénio
(H20,) e radicais hidroxila (OH-), que constituem os principais fatores

responsaveis pela toxicidade do oxigénio.



TABELA 4

Resisténcia a sais biliares, ao pH acido e crescimento em aerobiose de isolados de
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Lactobacillus spp. provenientes de fezes de bezerros Nelore recém-nascidos e aos

90 dias, criados no norte de Minas Gerais, Brasil

Isolados pH Sal biliar Crescimento
3 4 5 7 0% 03% 05% 1% em aerobiose
Bezerros recém-nascidos
Be2.1j 4+ A A ++++ + + + + +
Be2.1h ++ +++ +++ ++++ + + + +
Be3.1la ++ +++ A+ ++++ + + + + -
Be3.1li + ++++ At ++++ + + + + -
Be3.1c ++ +++ ++++ ++++ + + + B +
Be4.la + 4+ ++++ + + + + -
Be4.1r ++ ++ +++ ++++ + + + " -
Be4.1m ++ ++++ +++ + + + + +
Be4.1c2 +++ +++ A+ ++++ + + + + +
Be4.1c3 +++ +++ +++ ++++ + + + + +
B4.1c +++ +++ et +++ + + + + +
B4.1l +++ +++ et ++++ + + + + +
Be6.1n 4+ A At ++++ + + + + +
Bezerros aos 90 dias
Bel.2b - - 4+ +H++ + + " + +
Bel.2d - + +++ ++++ + + + +
Be2, 2c +++ +++ +H++ + + - + +
Be3, 2a - + ++ +++ + + + + -
Be3, 2b - - ++ T+ + " + + +
Be4, 2a + + 4+t + + + + -
Be4, 2b ++ +++ +H++ + + + + -
Be4, 2c +4++ +4++ +H++ At + + + + +
Be5, 2b - ++ +++ 4+ + + + B +
Be5, 2¢c +4++ +4++ ++++ 4+ + + + _ +
Be6, 2f + - - + + " . + +
Be6, 2a +++ +++ ++H++ + + + + -
Be6, 2b ++ + +++ ++++ + + + + +
Nota: O resultado do pH foi expresso em termos de intensidade de

crescimento. A concentracdo de sal biliar e o crescimento em anaerobiose
avaliou-se o crescimento (+) ou ndo crescimento (-).
Fonte: Da autora.



4.5 Caracterizacao bioquimica de bactérias laticas

A TAB. 5 mostra as caracteristicas fermentativas de 40 carboidratos
para os isolados de bactérias laticas provenientes dos bezerros de corte no
primeiro periodo de vida. Para os 13 isolados avaliados nao verificou-se
capacidade fermentativa para Glicerol, Eritrol, D- arabinose, L- Xilose, D-
Adonitol, Metil- BD- Xilopiranosido, L- Sorbose, Inositol, Metil- aD-
manopiranosido, Dulcitol, D- Melezitose, Glicogénio, Xilitol, D- Lixose, D-
Fucose e 5- Cetogluconato de potassio.

A TAB. 6 mostra as caracteristicas fermentativas de 34 carboidratos
para os isolados de bactérias laticas provenientes dos bezerros de corte no
segundo periodo da coleta. Para os 13 isolados, ndo foi observado
capacidade fermentativa para 15 carboidratos, que corresponderam ao
Eritrol, D- Arabinose, L- Xilose, D- Adonitol, Metil- BD-Xilopiranosido, L-
Sorbose, Dulcitol, Inositol, D-lixose, D-fucose, L-fucose, D-Arabitol, L-
Arabitol, 2- Cetogluconato de potassio e 5- Cetogluconato de potassio, D-
Melezitose e Xilitol.

A andlise presuntiva indicou o predominio das espécies Lactobacillus
lactis ssp. e L. brevis para os bezerros recém-nascidos, correspondendo a
53,8 e 38,5 % dos isolados identificados. O isolado Be4 1m correspondeu a
espécie Lactobacillus salivarius com 99,9 % de similaridade. J& para as
bactérias laticas provenientes dos bezerros aos trés meses de idade,
verificou-se o predominio da espécie Lactobacillus pentosus, que
correspondeu a 46,1 % dos isolados (TAB. 6). O isolado Bel 2b foi
identificado como Lactobacillus crispatus com similaridade de 99,9 % e o Be6
2a correspondeu a Lactobacillus pentosus com 89,3 % de similaridade.

De um total de 526 isolados iniciais de fezes de bezerros, Chaves et
al., (1999), identificou 12 (2,28 %) cepas de Lactobacillus acidophilus, a partir
de fezes de bezerros com 1 a 3 dias de idade utilizando a mesma

metodologia empregada neste presente estudo.
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Capacidade fermentativa e identificacédo presuntiva de bactérias laticas provenientes

de fezes de bezerros Nelore recém-nascidos criados no norte de Minas Gerais, Brasil

Carboidratos

Isolados de bactérias laticas de bezerros recém-nascidos

Be2 Be2 Be3 Be3 Be3 Be4 Be4 Be4 Be4 Be4 Be4 Be4 Be6
1j 1h la 1i 1c la 1r im 1c2 1c3 1c 1l 1n
L- arabinose + + + + + + + - + + + + +
D- ribose + + + + + + + - + + + + +
D- xilose + + + + + + + - + + + + +
D- galactose + + + + + + + + + + + + +
D- glucose + + + + + + + + + + + + +
D- frutose + + + + + + + + + + + + +
D- manose + + + + + + + + + + + + +
L- ramnose - - - - v v - -
Dulcitol - - - - v - - -
D- Manitol v v + v + + + + + v + + +
D- Sorbitol - - - - v + v v
Metil- aD- Glucopiranosido v v v v v v v v v v v v v
N- AcetilGlucosamina + + + + + + + + + + + + +
Amigdalina + + + + + + + - + + + + +
Arbutina + + + + + + + - + + + + +
Esculina citrato de ferro + + + + + + + + + + + + +
Salicina + + + + + + + - + + + + +
D- celobiose + + + + + + + - + + + + +
Glicerol + + + + + + + + + + + + +
D- lactose (origem bovina) + + + + + + + + + + + + +
D- melibiose - - - - v + \ -
D- sacarose + + + + + + + + + + + + +
D- trealose + + + + + + + + + + + + +
Inulina - - - v v - v -
D- Rafinose - v v \ + + \ -
Amido v v v \ v \Y + - \ \ v \
Gentiobiose + + + + + + + v + + + + +
D- Turanose v - - - v - - -
D- Tagatose + - - v v v v - + + + v
L- Fucose - - - - v v _ _
D- Arabitol - - - - v - -
Gluconato de potassio + + + + + + + - + + + + +
2- Cetogluconato de potassio - - - - v - -
Identificagdo presuntiva L7 L7 L6 L7 L6 L6 L6 L8 L7 L6 L6 L6 L7

Nota: L1 - Lactobacillus crispatus; L2 - Lactobacillus fermentum1; L3 - Lactobacillus pentosus; L4

— L. plantarum 1; L5 - L. paracasei ssp.; L6 - L. lactis ssp; L7 - L. brevis 1; L8 - L. salivarius.
Fonte: Da autora.
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Capacidade fermentativa e identificacdo presuntiva de bactérias laticas provenientes de fezes de

bezerros Nelore com trés meses de idade e criados no norte de Minas Gerais, Brasil

CARBOIDRATOS

Isolados de bactérias laticas de bezerros aos 90 dias

Bel Bel Be2 Be3 Be4 Be4 Be4d Be5 Be5 Be6 Be6 Be6

2b 2d 2c 2a 2a 2b 2c 2b 2c 2f 2a 2b
Glicerol - v - - v - - - - - - -
L- arabinose - v + + + + + + v + + +
D- ribose - + + + + + + + + + + +
D- xilose - v + + + + + + v v + +
D- galactose + + + + + + + + v v + +
D- glucose + + + + + + + + + + + +
D- frutose + + + + + + + + + + + +
D- manose + v + + + + + + + + + +
L- ramnose - - v \Y v - v v v v - -
D- Manitol - - + + + + + + + + + +
D- Sorbitol - - + + + v + + v v v +
Metil- aD- Manopiranosido - - - \ v - v + v v \ -
Metil- aD- Glucopiranosido - - v \ v v v \ v v + v
N- AcetilGlucosamina + - + + + + + + + + + +
Amigdalina + - + + + + + + + + + +
Arbutina + - + + + + + + + + + +
Esculina citrato de ferro + - + + + + + + + + + +
Salicina + - + + + + + + + + + +
D- celobiose + - + + + + + + + + + +
Glicerol + + + + + + + + + + + +
D- lactose (origem bovina) + + + + + + + + v + + +
D- melibiose + - v v v v v v v v + v
D- sacarose + + + + + + + + + v + +
D- trealose + - + + + + + + + + + +
Inulina - - \ \Y \ \ v \ v \ \ -
D- Rafinose + - \ \Y \ \ \ \ v v + \
Amido + - v v v v v + - v v -
Glicogénio + - - - - - - + - - - v
Gentiobiose + = + + + + + + - + + +
D- Turanose - \ - - v - - - + - v -
D- Tagatose - - + + + + + + + + + v
Gluconato de potéssio - - \ v + + + v v v + +
Identificacéo presuntiva L1 L2 L3 L3 L3 L7 L3 L4 L5 L6 L3 L3

Nota: L1 - Lactobacillus crispatus; L2 - Lactobacillus fermentuml; L3 - Lactobacillus
pentosus; L4 - Lactobacillus plantarum 1; L5 - Lactobacillus paracasei ssp.; L6 -
Lactobacillus lactis ssp; L7 - Lactobacillus brevis 1; L8 - Lactobacillus salivarius.

Fonte: Da autora.
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A distribuicdo das espécies de Lactobacillus spp. variou para as duas
idades avaliadas. Para os bezerros recém-nascidos verificou-se, entre os
isolados identificados, 53,8 % de L. lactis ssp., 38,5 % de L. brevis e 7,7% de
L. salivarium. Para os bezerros aos 90 dias 53,9 % dos isolados foram
identificados como L. pentosus e 46,1% deles foram classificados como

outras espécies (TAB. 5 e 6).

4.6 Efeito antagonista dos isolados sobre cepas de Escherichia coli

No teste de antagonismo avaliado neste estudo, verificou-se que os
isolados Be4 1m (L. salivarius), Bel 2b (L. crispatus) e Be6 2a (L. pentosus)
apresentaram atividade contra as bactérias reveladoras E3, E2 e E2,
respectivamente. De acordo com 0s parametros estabelecidos por Santos
(1984), o Be4 1m apresentou inibicdo muito forte, com halo de 20mm frente a
E. coli proveniente do intestino delgado de um bezerro macho com dois
meses de idade (E3) (TAB. 7). Em metodologia similar, Chaves et al. (1999)
constatou que quatro isolados apresentaram antagonismo considerado forte
frente a cepa de Escherichia coli enteropatogénica. A inibicao do crescimento
de bactérias patogénicas é uma das principais propriedades desejaveis para
linhagens probidticas de bactérias do acido latico (GUO et al., 2010).

A atividade antimicrobiana do Lactobacillus acidophilus em diferentes
bactérias é atribuida, em grande parte, a producéo de acido latico (HAMDAN;
MIKOLAJCIK, 1974; STAMER, 1979). Em trabalho semelhante, Santos
(1984), avaliando trés cepas de Lactobacillus acidophilus isoladas de fezes
de bezerros, verificou-se apés 21 horas de incubacao, variagdo no percentual
de &cido latico produzido entre 0,53 e 0,68%. Paulo (1991), ao avaliar sete
cepas de Lactobacillus acidophilus provenientes de fezes de suinos,
encontrou com 24 horas de incubacao variacdo no percentual de acido latico
de 0,37 a 0,80%.

Um isolado de Lactobacillus acidophilus foi testado por Santos (1984),
sendo considerado causador de inibicdo moderada (13 mm) com 40 horas de

incubacédo frente a Escherichia coli K 12 no mesmo estudo, resultados
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indicam que quatro isolados apresentaram antagonismo considerado forte

frente a estirpe de Escherichia coli enteropatogénica

TABELA 7

Valores médios do halo de inibicdo em milimetros do antagonismo de
Lactobacillus spp. provenientes de fezes de bezerros Nelore recém-nascidos
e aos 90 dias, criados no norte de Minas Gerais, Brasil, frente a trés cepas de

E. coli.
Isolados Espécie E1l E2 E3
Bel, 2b Lactobacillus crispatus 12,3 9,3 13,7
Be4, 1m Lactobacillus salivarius 15 12,3 13,3
Be6, 2a Lactobacillus pentosus 12,3 10,7 20

Nota: E1 (ATCC 25922); E2 (proveniente de fezes de uma bezerra com um
més de idade com diarreia); E3 (proveniente do intestino delgado de um
bezerro macho com dois meses de idade com diarreia).

Fonte: Da autora.

O Lactobacillus crispatus (Bel, 2b) e o Lactobacillus pentosus (Be6,
2a), foram mais eficientes na inibicdo da E3, tendo como média dos halos
13,7 mm e 20 mm respectivamente. Esses mesmos Lactobacillus
apresentaram valores iguais de halo médio de inibigdo para a E1,
evidenciando assim a mesma eficiéncia contra essa reveladora. O
Lactobacillus salivarius (Be4, 1m), apresentou maior antagonismo frente a
E1, com o halo médio de inibicdo de 15 mm.

Na técnica de difusdo em sobrecamada de agar, utilizada neste
trabalho para verificar a capacidade antagonista dos isolados, as culturas
probidticas sdo separadas dos microrganismos indicadores por uma camada
de agar semissolido que impede o contato direto entre elas. Desta forma, é
possivel avaliar a producao de substancias extracelulares e difusiveis, uma
vez que o composto gerado deve difundir-se no agar para exercer seu efeito
sobre as bactérias patogénicas (GONZALEZ et al., 1993 apud PEREIRA;
GOMEZ, 2007).
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De acordo com o parametro estabelecido por Sarkar e Banerjee
(1996), os resultados foram positivos, uma vez que as médias foram
representativamente maiores que 3 mm.

Em estudo realizado com suinos, Alvim (2011) observou que as
reveladoras E. coli e Salmonella. enterica, apontadas como patégenos de
maior impacto sobre a suinocultura moderna, foram fortemente inibidas, nas
quais duas amostras de diferentes isolados apresentaram halo de inibicdo de
28 e 40 mm.
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5 CONCLUSAO

Isolados com caracteristicas de Lactobacillus spp. provenientes de
bezerros de corte apresentam resisténcia a pH acido e a sais biliares. As
espécies L. lactis ssp. e L. brevis predominam entre os isolados provenientes
dos bezerros recém-nascidos, enquanto L. pentosus corresponde a espécie
mais frequente para os isolados provenientes dos bezerros aos trés meses
de idade. O isolado L. salivarius apresentou forte antagonismo contra uma
cepa de Escherichia coli proveniente de bezerro com diarreia, indicando

promissor potencial probiético.
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