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RESUMO

Bactérias do acido latico (BAL) foram isoladas das
fezes de aproximadamente 40 suinos sadios e em
diferentes idades. Os isolados foram previamente
selecionados com base na coloragdao das colonias em
agar All Purpose Tween (APT) modificado pelo
acréscimo de 0,004% de puarpura de bromocresol e
0,5% de carbonato de céalcio, morfologia, coloracdo em
Gram e atividade de catalase. Das bactérias lacticas
isoladas, aproximadamente 50% das colonias
apresentaram morfologia de cocos/bastonetes Gram-
positivo, catalase negativa e colonias amareladas
quando cultivadas em agar APT modificado, sendo,
portanto, classificadas como BAL. Estes isolados
foram comparados pela sua habilidade em resistirem a
pH 3,0, crescerem na presenga de sais biliares por 3
horas e pela sua capacidade antagénica frente a
microrganismos indicadores (Salmonella typhi ATCC
6539, Campylobacter  jejuni  ATCC 29428,
Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 e Enterococcus faecalis ATCC 19433).
Apenas 18% dos isolados obtiveram menos que 1
Redugao Decimal (RD) quando cultivados na presenga
de pH 3,0. Cerca de 36,5% reduziram entre 1 e 2 RD e
45,5% tiveram mais que 2 RD. Nenhuma das cepas
avaliadas teve capacidade de crescer em meios
especificos com o pH ajustado para 3,0. Cerca

de 36,5% dos isolados cresceram em meio de cultivo
adicionado de 0,3% de sais biliares, 59% tiveram
reducdo decimal menor ou igual a 2 e 4,5% maior
que 2 RD. Os 12 isolados que apresentaram maior
resisténcia ao pH 3,0 e que responderam melhor em
meio de cultivo acrescido de sais biliares foram
selecionados para analise de antagonismo. Nos teste
de antagonismo entre os proprios lactobacilos
isolados nenhum halo de inibi¢do foi detectado,
indicando a possibilidade de serem cultivados
simultaneamente para producdo de um probidtico.
Todas as cepas avaliadas levaram a formacao de halo

de inibicdo sobre pelo menos dois dos
microrganismos indicadores testados.
PALAVRAS-CHAVE: antagonismo,

monogastricos, pH, probiotico, sais de bile, suinos.
SUMMARY

Lactic acid bacteria (LAB) were isolated from the
faeces of nearly 40 healthy pigs, with different ages.
The isolates were selected previously, based on the
coloration in All Purpose Tween (APT) agar
modified by the addition of 0,004% of purple
bromocresol and 0,5% of calcium carbonate, on

their morphology and on the coloration in
gram and  catalase activity. Approximately
50% of the isolated colonies presented
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morphology of Gram-positive cocos/bastonetes,
negative catalase and yellow colonies when cultivated
in modified APT agar, being classified as LAB. These
isolates of pig faeces were compared by their ability to
resist the pH 3.0, to grow in the presence of bile salts
for 3 hours and by their antagonistic capacity against
the indicative microrganisms (Salmonella typhi ATCC
6539,  Campylobacter  jejuni  ATCC 29428,
Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus
ATCC 6538 and Enterococcus faecalis ATCC 19433).
Only 18% of the isolates presented less than 1 Decimal
Reduction (DR) when cultivated in the presence of pH
3.0. Nearly 36.5% reduced from 1 to 2 DR and 45.5%
had more than 2 DR. No isolate had the capacity to
grow in specific means with the adjusted pH for 3.0.
About 36.5% of the isolates grew in cultivation medim
modified with the addition of 0.3% of bile salts, 59%
of isolates had decimal reduction smaller or equal to 2
and 4.5% presented decimal reduction larger than 2
DR. The 12 isolates that presented larger resistance to
the pH 3.0 and resisted in cultivation medium added of
bile salts were selected for the antagonism analysis.
No inhibition halo was detected among the isolates,
indicating a possible simultaneous growth to produce a
probiotic. All the evaluated isolates produced an
inhibition halo on at least two of the tested indicative
microrganisms.

KEY WORDS: antagonism, monogastric, pH, bile
salts, probiotic, pig.

INTRODUCAO

As Dbactérias do acido latico (BAL) sdo
caracterizadas como Gram-positivas, ndo esporulantes
e, normalmente, ndo moveis, que produzem acido
latico como o maior ou o unico produto de
fermentagdo da glicose. Crescem anaerobicamente,
porém a maioria ndo ¢ sensivel ao Oy e podem crescer

tanto em sua presenga quanto em sua auséncia, sendo
entdo anaerobios aerotolerantes (BROCK et al., 1994).

As BAL desempenham um importante papel na
fermentagdo  contribuindo  para uma  maior
variedade de alimentos. Além de suas caracteristicas

sensoriais, permitem uma maior conservacao dos
alimentos e ainda podem ser usadas como
probiotico.

Probidticos sdo bactérias vivas contidas nos
alimentos, e, apds ingestdo exercem efeitos
benéficos ao hospedeiro. Os microrganismos mais
comuns encontrados nos alimentos com probidtico
sdo lactobacilos e bfidobactérias (CEBECI e
GUARAKAN, 2003). Para que o probidtico produza
beneficios terapéuticos, ¢ recomendado que o
alimento tenha aproximadamente 10¢
microrganismos vivos por g ou mL do produto no
momento do consumo (SHAH, 2000).

O uso de bactérias geneticamente modificadas
tem sido promissor. Bactérias do dacido latico
geneticamente modificadas tém sido usadas para
inibir patdgenos intestinais como E. coli. Varios
autores avaliaram a eficacia de probidticos como
promotores de crescimento em monogastricos, mais
especificamente em suinos € a maioria concluiu que
ha uma melhoria na taxa de crescimento e na
eficiéncia da utilizacdo do alimento, mas que os
resultados sdo variaveis. As variabilidades dos
resultados das pesquisas realizadas com probioticos
podem estar associadas com as diferentes cepas,
nivel de dose, condicdo de armazenamento,
composicdo de dieta, estratégia de alimentacdo e
interagdes com drogas (CLOSE, 2000).

Probidticos tém sido utilizados como uma
alternativa ao uso de antibidticos na dieta de
monogastricos. A ingestdo dos probidticos ¢ feita na
forma de preparagdes farmacéuticas como capsula
ou sache, de alimentos fermentados como iogurte,
leite “acidofilus” ou suplementado como o leite em
p6 adicionado de células vivas. Nao sdo conhecidos
probidticos capazes de se instalarem no ecossistema
digestivo mesmo apds uma ingestdo prolongada, ja
que a microbiota local, mesmo desequilibrada,
impede essa colonizagdao (NICOLI et al., 2003).

Outra importante caracteristica das BAL ¢ a
producdo de bacteriocinas e peptideos bacterianos ou
proteinas ativas, que agem contra outras bactérias
Gram-positivas (CLOSE, 2000).

O efeito antimicrobiano dos 4cidos organicos, como
acido latico, acido acético e acido propionico que sao
produzidos pelas BAL sdo bem conhecidos. Uma
acdo dos acidos organicos consiste em baixar
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o pH até intervalos que inibam o metabolismo
microbiano. Na forma ndo dissociada, esses acidos sdo
facilmente soltiveis na membrana celular e desta forma
interferem em sua permeabilidade inibindo o
transporte ativo (CAPLICE e FITZGERALD, 1999).

As Dbacteriocinas sdo peptideos complexos
ativos, que sao sintetizados nos ribossomos da célula
bacteriana e sdo lancados extracelularmente
apresentando atividade bactericida ou bacteriostatica
(GARNEAU et al., 2002). Embora as bacteriocinas
possam ser produzidas por diversas bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, as produzidas pelas BAL
tem tido aten¢do particular nos anos recentes, devido
ao seu potencial de aplicagdo na industria de alimentos
como preservativo natural (RODRIGUEZ et al., 2003).
Cada bacteriocina possui um espectro de inibigdo
especifico.

Tradicionalmente, as bacteriocinas produzidas
pelas BAL sdo divididas em trés grupos: Classe I:
Lantibioticos — que sdo peptideos pequenos,
caracterizados pela presenca de aminoacidos como
pouco comuns como lantionina, B-metil alanina e a, 8
aminodcidos ndo saturados como dehidroalanina e
dehidrobutirina; Classe II: compreende um grande
nimero de peptideos ndo modificados e que sao
estaveis ao calor. Nesta classe incluem-se a pediocina,
bacteriocina ativa contra Listeria, as plantaricinas,
bacteriocina produzida por Lactobacillus plantarum,
entre outras (SULLIVAN et al., 2002); Classe III:
encontram-se as  helveticinas, produzidas por
Lactobacillus helveticus (RODRIGUEZ et al., 2003).
Seu modo de acdo ¢ complexo. As bacteriocinas mais
estudadas (nisina e pediocina) atuam destruindo a
integridade da membrana citoplasmatica através da
formagdo de poros, provocando a saida de compostos
pequenos ou altera a forga préton-motora necessaria
para a producdo de energia e sintese de proteinas
(MONTVILLE e CHEN, 1998).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
resisténcia ao pH baixo, aos sais de bile e as
propriedades antagdnicas in vitro de cepas de bactérias
do 4cido latico isoladas a partir de fezes de suinos
frente a diferentes microrganismos.

MATERIAL E METODOS

Os microrganismos foram isolados das fezes
de aproximadamente 40 suinos sadios e em
diferentes idades. Os isolados foram previamente
selecionados com base na coloracdo das colonias
desenvolvida em &agar All Purpose Tween (APT-
Merck) modificado pelo acréscimo de 0,004% de
purpura de bromocresol ¢ 0,5% de carbonato de
calcio, morfologia, coloracdo Gram e atividade de
catalase. Colonias que obedeciam aos critérios de
selecdo foram congeladas a — 800C em caldo Man
Rogosa Sharpe (MRS-Merck) acrescido de 30% de
glicerol para andlises posteriores.

Resisténcia ao pH 3,00

Os isolados foram ativados duas vezes
consecutivas em caldo MRS e incubados a 37°C por
24 h. Uma aliquota de 1 mL de cultura contendo
cerca de 10° UFC/mL foi adicionada em 10 mL de
caldo MRS com o pH ajustado a 3,00 com HCI 0,2
N. A contagem de células vidveis foi realizada apos
3 horas do inoculacdo da cultura neste meio.
Posteriormente, estes mesmos microrganismos foram
avaliados quanto ao crescimento em presenga de sais
de bile.

Tolerancia aos sais de bile

Para a avaliagdo da habilidade de crescimento
na presenca de sais de bile usou-se uma modifica¢do
da metodologia descrito em Du Toit et al. (1998). As
BAL foram crescidas em caldo MRS suplementado
com 0,3% de sais de bile (p/v) (Bacto-bile salts —
Difco) e 0,3% (p/v) de esculina (Difco). Tubos
contendo 10 mL do meio de cultura foi inoculado
com 1 mL de uma cultura de 18 horas. Os tubos
foram incubados a 37°C por 3 horas e as células
vidveis contadas em agar MRS (Merck).

Antagonismo entre isolados

Os isolados foram ativados duas vezes em
caldo MRS e o numero de células para o ensaio de
antagonismo foi padronizado segundo a escala 1,0 de
Marc-Farland. Ao atingirem o numero de células
desejadas, foram aplicadas a superficie do agar MRS
de acordo com o procedimento descrito a seguir: em
cada placa este foram aplicadas microgotas (5 pL),
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eqiiidistantes entre si, de suspensodes de trés isolados a
serem testados. Apds a secagem destas microgotas,
verteu-se uma sobrecamada de 7 mL de dgar MRS,
semi-solido, mantido em banho-maria a 47°C,
contendo um quarto isolado ndo presente nas
microgotas, também com crescimento padronizado
para 1,0 na escala de Marc-Farland. Dessa forma
foram testadas todas as combinagdes possiveis entre 0s
isolados. As placas foram incubadas a 37°C durante 18
a 24 horas e os halos de inibigao medidos.

Teste de antagonismo entre isolados e
microrganismos indicadores

Foram  utilizados como  microrganismos
indicadores  Salmonella  typhi  ATCC 6539,

Campylobacter jejuni ATCC 29428, Escherichia coli
ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 6538 e
Enterococcus  faecalis  ATCC 19433. Os
microrganismos indicadores e os isolados foram
ativados em caldo Brain Heart Infusion (BHI-Oxoid) e
caldo MRS, respectivamente por 18 a 24 horas.
Suspensoes de trés isolados foram aplicadas sobre em
cada placa teste na forma de microgotas (5 pL),
eqiiidistantes entre si. Apds a secagem destas
microgotas, verteu-se uma sobrecamada de 7 mL de
agar BHI, semi-s6lido, mantido em banho-maria a
47°C, contendo um microrganismo indicador. O
crescimento microbiano foi padronizado para 1,0 na
escala de Marc-Farland. Dessa forma foram testadas
todas as combinagdes possiveis entre os isolados e
microrganismos indicadores. As placas foram
incubadas a 37°C durante 18 a 24 horas e os halos de
inibicao medidos.

Os isolados que apresentarem maior zona de
inibicdo para os microrganismos indicadores foram
caracterizados pelo kit API 50 CHL (BioMereux,
France) de acordo com as instrugdes do fabricante.

RESULTADOS

Dos isolados selecionados, aproximadamente
50% das colonias apresentaram morfologia de
cocos/bastonetes Gram-positivos, catalase negativa e
de coloracdo amareladas quando cultivadas em agar
APT modificado, sendo, portanto, classificadas como
BAL.

Na avaliagdo do perfil de resisténcia a pH

baixo, apenas 18% dos isolados obtiveram menos
que 1 RD (Redugdo Decimal) quando cultivados em
meio com pH ajustado a 3,00. Cerca de 36,5%
apresentaram RD entre 1 e 2 e 45,5% tiveram mais
que 2 RD. Nenhum dos isolados avaliados teve
capacidade de crescer em meios especificos com o
pH ajustado para 3,0.

Cerca de 36,5% dos isolados cresceram em
meio de cultivo adicionado de 0,3% de sais biliares,
59% tiveram redugdo decimal menor ou igual a 2 e
4,5% maior que 2 RD. Nenhum dos isolados
estudados hidrolisaram a esculina.

As andlises de antagonismo foram realizadas
nos 12 isolados que apresentaram maior resisténcia
ao pH 3,00 e que responderam melhor em meio de
cultivo acrescido de sais biliares. Nas andlises de
antagonismo entre os isolados classificados como
BAL nenhum halo de inibi¢do foi detectado. Na
avaliagdo do efeito antagbnico frente aos
microrganismos indicadores puderam ser observados
diferentes halos de inibicdo conforme os resultados
apresentados na Tabela 1.

DISCUSSAO

O pH do estomago de suinos varia de
aproximadamente 4,20 para animais de 10 dias a
2,80 para animais de 60 dias e o tempo de contato do
alimento com as condi¢des de acidez €, geralmente,
em torno de 2 a 3 horas. Desta forma os resultados
obtidos mostram que pelo menos 54,5% dos isolados
sd0 capazes de resistir a passagem pelo trato
gastrointestinal dos animais. Nas condic¢des
estudadas, tais microrganismos provavelmente serao
capazes de resistir as condigdes do intestino e
possivelmente  colonizd-lo se  administrados
juntamente com a ragao.

Du Toit et al. (1998), avaliaram a capacidade
de Lactobacillus isolados das fezes de suinos
crescerem em diferentes pHs e observou que
algumas cepas analisadas tiveram capacidade de
crescer em pH 3 e 4, em contrapartida, outras ndo
resistiam a pH 3. Estes tltimos isolados passariam pelo
estdbmago, porém em menor numero. Algumas cepas
tiveram a vantagem de tolerarem condi¢des mais acidas, e
sobreviveriam no estomago em casos extremos (pH 2,0).
Picot e Lacroix (2004), simulando as condigdes
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Tabela 1 - Efeito antagonista das bactérias do acido latico isoladas de suinos sobre microrganismos

indicadores.
Isolados Microrganismos
C. jejuni E. coli E. faecalis S. typhi S. aureus

A - 12 4 8 7
B - 7 2 5 9
C 4 11 4 5 4
D - 6 - 4 -
E 5 12 4 10 9
F 6 13 3 11 10
G 4 5 - - -
H 4 7 - - 4
I 3 6 4 5 4
J - 6 3 9 4
K 4 - 1 5 8
L - - 3 9 -

Valores dos halos de inibi¢ao dados em mm.
- : Auséncia de inibic¢ao.

gastrointestinais de humanos, observaram que as bal,
mais precisamente bifidobacterium, reduziam 6 ciclos
log ap6s 30 minutos de contato com ph 1,9.

As BAL 4cido-tolerantes e bile-tolerantes podem
ser isoladas sob condic¢des de estresse. A tolerancia ao
pH baixo e bile ndo podem ser generalizados, sdo
especificos de cada microrganismo, podendo ocorrer
variabilidade de resisténcia entre géneros ou espécies.

Du Toit et al. (1998), isolando lactobacillus das
fezes de suinos observaram que nem todas as cepas
apresentaram crescimento na presenca de sais biliares,
das cepas encontradas, estes autores constataram que
64,3% tiveram capacidade de hidrolisar sais biliares.
Picot e Lacroix (2004), observaram que
Bifidobacterium breve na presenga de sais de bile
possuem capacidade de crescerem cerca de 5 ciclos log
apos 6 horas de incubagdo a pH 7,5.

E dificil simular com exatiddo em laboratorio
todos os pardmetros que afetam a sobrevivéncia do
microrganismo in vivo. Um fator importante a ser
considerado € que a resisténcia ao acido e a bile varia
entre espécies e quando sdo feitas transferéncias desses
microrganismos para o meio de cultura nem todas as
células permanecem vidveis. Chateau et al. (1994)
avaliando o efeito dos sais de bile em 38 cepas de
Lactobacillus (principalmente L. rhamnosus)
isolados de probidticos observaram variacdo de

sensibilidade. Das 22 cepas de L. rhamnosus, 3
foram classificadas como resistentes, 5 como
tolerantes, 3 com baixa tolerancia ¢ 11 como
sensiveis. Esta variabilidade também foi constatada
por Du Toit et al. (1998). Gilliland et al. (1984)
mostraram que cepas de Lactobacillus resistentes a
bile sobrevivem em maiores nimeros no intestino

delgado.
A presenca de alimentos no intestino € outro
fator que pode afetar a sobrevivéncia dos

microrganismos. As bactérias podem ndo ficar
expostas aos sais de bile, uma vez que o alimento
pode interagir com os 4cidos biliares evitando desta
forma que estes exercam sua toxicidade.

Nas andlises de antagonismo entre os isolados
classificados como BAL nenhum halo de inibigao foi
detectado, indicando a possibilidade de cultivo
simultaneo.

Todas as cepas avaliadas levaram a formacao
de halo de inibigdo sobre pelo menos dois dos
microrganismos indicadores testados. Esse resultado
contrasta com os encontrados por Dabés et al.
(2001), que isolando BAL de produtos carneos,
encontraram que 79,5% das cepas estudadas ndo
apresentaram atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos avaliados.

Das 12 cepas de bactérias lacticas avaliadas,
58,3% levaram a formacdo de halo de inibi¢do
sobre C. jejuni. Resultado também encontrado por
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Chaverach et al. (2004), que avaliando a atividade
antagonista de bactérias frente ao crescimento de C.
jejuni e C. coli, demonstraram que Lactobacillus (P93)
tem propriedades probidticas contra cepas de
Campylobacter, porém seu mecanismo de ac¢ao ndo ¢
exatamente conhecido.

Cerca de 75% das bactérias lacticas
apresentaram atividade contra S. aureus, resultado
superior ao encontrado por Dabés et al. (2001), que
analisando a atividade das BAL isoladas de produtos
carneos, encontrou que 13,5% destas inibiam o
crescimento de S. aureus.

A atividade antimicrobiana das BAL isoladas
sobre E. coli e S. typhi foi de 83,3%, mostrando que a
maioria dos isolados sdo efetivos contra esses dois
microrganismos. Gopal et al. (2001), observaram
zonas claras de mesmo didmetro ao redor de E. coli, na
presenga de L. rhamnosus DR20 e L. acidophilus,
indicando niveis similares de inibigdo. Tsai et al.
(2005), observou que quando E. coli, Salmonella
typhimurium e S. aureus foram usadas como bactérias
indicadoras, L. acidophilus isolado de suinos inibiu o
crescimento dessas bactérias.

Dos isolados apenas trés ndo inibiram o
crescimento de E. faecalis. Enterococcus tem como
habitat predominante o trato gastrointestinal de
humanos e animais ¢ ainda podem ser utilizados como
probidticos. Os halos de inibi¢do para esse
microrganismo variou de 1 a 4 mm, sendo os menores
existentes nesse experimento.

Como as condigdes do intestino grosso sao
anaerobias (BROCK et al., 1994), provavelmente em
anaerobiose a velocidade de crescimento das BAL ¢
maior, implicando em maior halo de inibi¢do nestas
condi¢des. Portanto, os halos de inibicdo podem ser
maiores que os encontrados em condigdes de
aerobiose.

O antagonismo observado pelos isolados pode
ser devido a producdo de 4cidos, peréxido de
hidrogénio ou bacteriocina (substancia de natureza
protéica). Como as BAL ndo sintetizam catalase,
enzima responsavel pela eliminacdo do perdxido de
hidrogénio gerado na presenga de O,, o peroxido de
hidrogénio pode acumular no meio de crescimento e
inibir ~ varios  microrganismos (CAPLICE e
FITZGERALD, 1999).

Os acidos organicos, inclusive o acido latico,
agem inibindo os microrganismos porque abaixam o
pH do meio e também podem atuar na sua forma nao
dissociada. O pKa do dacido latico ¢ 3,1, o que
significa que neste valor 50% do 4cido se encontra
na forma ndo dissociada e nesta forma atravessa a
membrana celular interferindo na sua
permeabilidade, inibindo o transporte ativo e
promovendo a acidificagdo do conteudo celular
(CLIVER e MARTH, 1990).

Somente quatro isolados apresentaram halos de
inibi¢ao contra todos os indicadores, concluindo-se
que essas cepas apresentaram amplo espectro de
atividade frente a bactérias de géneros diferentes.
Dessas, as duas que apresentaram maior halo de
inibi¢do para todos os microrganismos indicadores
foram identificados pelo kit API 50 CHL como
Lactobacillus plantarum (cepa E) e Lactobacillus
brevis (cepa F).

A atividade frente aos microrganismos
indicadores pode ser explicada pela produgdo de
acidos organicos e perdxido de hidrogénio pelos dois
microrganismos. Quanto ao L. plantarum, possue um
fator adicional que ¢ a produgdo de uma
bacteriocina, a plantaricina, que pode ter efeito
inibidor sobre o0s microrganismos indicadores
avaliados.

Para os microrganismos serem utilizados
como probidticos € necessario que estes sejam
tolerantes as condicdes acidas, resistindo desta forma
as condi¢des predominantes no estomago e a bile
quando no inicio do intestino delgado. Por outro
lado, ¢ necessaria a capacidade de inibicdo da
microbiota patogénica autdctone passivel de ser
encontrada no trato gastrointestinal dos animais as
quais podem vir a ser um problema de satide animal

¢ humana no consumo desta carne.

CONCLUSAO

Os isolados identificados neste estudo se
apresentam com boas caracteristicas para uso como
probidtico uma vez que cumprem de modo eficiente
as caracteristicas desejadas no processo de selecao.
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