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BACTERIAS DO ACIDO LATICO POTENCIALMENTE
PROBIOTICAS ISOLADAS DE LEITE NAO PASTEURIZADO

Potentially probiotic lactic acid bacteria isolated from
unpasteurized milk

Isabela Sguilla Rotta', Marcela Fernandes da Matta’, Celso Tadeu Barbosa dos Santos’,

Aline Dias Paiva', Alessandra Barbosa Ferreira Machado®”

RESUMO

Algumas Bactérias do Acido Latico (BAL), quando ingeridas em quantidades
adequadas, sdo capazes de impactar positivamente o hospedeiro, sendo consideradas
probidticas. Para serem utilizadas, essas bactérias devem ter sua identidade conhecida
e apresentar caracteristicas especificas. Nesse estudo, BAL foram isoladas a partir
de amostras de leite ndo pasteurizado e caracterizadas in vitro quanto ao potencial
probidtico. Apos isolamento, as colonias foram analisadas por coloragdo de Gram e
teste de catalase; DNA total foi extraido e o rDNA 16S foi amplificado e sequenciado.
Analise filogenética foi realizada para reconstrucdo da histéria evolutiva dos isolados.
Os isolados foram avaliados quanto a resisténcia ao pH acido e a presenca de sais
biliares. A atividade antagonista das bactérias isoladas foi avaliada utilizando teste de
sobrecamada e o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos foi realizado pelo método
de disco difusdo. Do total de 13 bactérias isoladas, trés foram caracterizadas como
bastonetes Gram-positivos e catalase negativos, apresentando 99% de identidade
com Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Weisella paramesenteroides.
Os isolados apresentaram resisténcia in vitro ao estresse acido e a presenga de sais
biliares; mostraram perfil de resisténcia semelhante aos antimicrobianos e capacidade
de inibir o crescimento de bactérias potencialmente patogénicas, como Staphylococcus
saprophitycus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
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Enterococcus faecium. Diante das caracteristicas comprovadas, as bactérias laticas
isoladas neste trabalho apresentam potencial probiotico.
Palavras-chave: analise filogenética; microbiota; Lactobacillus.

ABSTRACT

Some Lactic Acid Bacteria (LAB), when ingested in adequate quantities, are
able to positively impact the host, being considered probiotics. To be used, these
bacteria must have their identity known and show specific characteristics. In this
study, LAB were isolated from unpasteurized milk samples and characterized in
vitro for probiotic potential. After isolation, the colonies were analyzed by Gram
stain and catalase test; total DNA was extracted, and the 16S rDNA was amplified
and sequenced. Phylogenetic analysis was performed to reconstruct the evolutionary
history of the isolates. The isolates were evaluated regarding the resistance to acidic
pH and the presence of bile salts. The antagonistic activity of the isolated bacteria
was evaluated by the overlay test and the antimicrobial susceptibility profile was
performed by the disc diffusion method. Of the 13 isolated bacteria, three were
characterized as Gram positive and catalase negative rods, showing 99% of identity
with Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, and Weisella paramesenteroides.
The isolates showed in vitro resistance to acidic stress and to the presence of bile salts;
showed similar antimicrobial resistance profile and ability to inhibit the growth of
potentially pathogenic bacteria, such as Staphylococcus saprophitycus, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, and Enterococcus faecium. In
view of the proven characteristics, the lactic acid bacteria isolated in this work have

probiotic potential.

Keywords: phylogenetic analysis; microbiota; Lactobacillus.

INTRODUCAO

O trato intestinal (TI) alberga uma
populagdo diversa e complexa de micror-
ganismos denominada microbiota intestinal.
Sua colonizacdo tem inicio no nascimento e
perdura ao longo da vida, sofrendo alteragdes
resultantes de caracteristicas genéticas
e imunolégicas do hospedeiro, além de
fatores exogenos, como tratamento com
antimicrobianos, contamina¢do ambiental,
dieta e exercicios fisicos (CRUZ et al., 2015;
PINTO, 2017).

A microbiota intestinal estabelece
uma relagdo importante com o organismo
humano, modulando o sistema imunoldgico
e o metabolismo, auxiliando na digestdo

e absor¢do de nutrientes e atuando como
barreira contra agentes agressores, a0 com-
petir por nutrientes e sitios de ligacio,
produzir substancias antimicrobianas e
evitar a penetragdo de potenciais patdgenos
na mucosa intestinal (PASSOS; MORAES-
FILHO, 2017).

O equilibrio da microbiota pode ser
assegurado por suplementacao sistematica da
dieta com alimentos funcionais, os quais, além
de fornecerem nutricdo basica, promovem
a saude e o bem-estar (CRUZ et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017). Dentre os alimentos
funcionais destacam-se os probioticos,
definidos como microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades
adequadas, exercem efeitos benéficos ao
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hospedeiro. Para serem considerados pro-
bidticos os microrganismos devem ser
isolados, purificados e seus efeitos benéficos
cientificamente comprovados (FAO; WHO,
2001).

Os microrganismos considerados
probioticos devem apresentar resisténcia
ao pH 4cido do estdmago, aos sais biliares
e as enzimas pancreaticas e digestivas,
capacidade de aderéncia e colonizacdo das
células intestinais, atividade antagonista
contra bactérias potencialmente patogénicas,
resisténcia intrinseca aos principais anti-
microbianos utilizados clinicamente e capa-
cidade imunomoduladora (VENTURA et al.,
2012; LECLERCQ et al., 2017). Testes in
vitro e in vivo devem ser capazes de certificar
tais propriedades (SUAREZ, 2015).

Dentre as bactérias reconhecidamente
probidticas, muitas fazem parte do grupo
heterogéneo denominado Bactérias do Acido
Latico (BAL), que compreendem um grupo de
bactérias Gram-positivas, cocos, cocobacilos
ou bacilos, catalase negativas, ndo formadoras
de enddsporos e que possuem o acido latico
como principal produto da fermentacéo
de carboidratos (SUAREZ, 2015). Muitas
dessas bactérias sdo empregadas na industria
alimenticia, sendo que diversas espécies
apresentam caracteristicas tecnologicas
propostas a microrganismos probidticos
(CARVALHO et al., 2017). O grupo das
BAL compreende os seguintes géneros:
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Vagococcus, Weissella, Tetragenococcus e
Bifidobacterium (FERREIRA, 2012).

Os produtos lacteos sdo constituintes
dos hébitos alimentares da maior parte
da populacdo, sendo recomendados como
alimentos benéficos por 6rgdos promotores
de satde, como a Organizagdo Mundial de
Saude (OMS) e o Ministério da Satde. Nas
ultimas décadas, observou-se um evidente

crescimento da preocupagdo com a satde
associada a nutri¢do. Nesse cenario, nota-se a
expansao do uso de probioticos, bem como dos
estudos acerca dos beneficios relacionados a
esse consumo (FAO; WHO, 2001).

O objetivo deste estudo foi realizar
o isolamento e a caracteriza¢do molecular
e fisioldégica de BAL prospectadas a partir
de amostras de leite ndo pasteurizado
provenientes de rebanho bovino da cidade de
Uberaba, Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

As amostras de leite bovino foram
coletadas em uma fazenda na cidade de
Uberaba, Minas Gerais, e transportadas em
caixas de isopor com gelo até o laboratorio
de Microbiologia da Universidade Federal
do Triangulo Mineiro (UFTM), onde
permaneceram refrigeradas até o momento
das analises.

Isolamento e selecido das bactérias de
interesse

As amostras de leite foram diluidas
(até 10-%) em agua peptonada estéril (0,2%) e
inoculadas em placas de Petri contendo agar
MRS (Man, Rogosa e Sharpe, Kasvi, Italia).
As placas foram incubadas em microaerofilia,
a 37 °C, por 48 horas. Apos crescimento, as
colonias foram novamente estriadas em agar
MRS e analisadas quanto as caracteristicas
morfotintoriais, por meio da coloragdo de
Gram. Bastonetes Gram-positivos foram
selecionados nesta etapa, sendo entdo
realizado o teste de catalase, utilizando
peroxido de hidrogénio (30 %). Somente
os isolados Gram-positivos, bastonetes,
catalase negativos foram selecionados. As
culturas estoque foram mantidas em meio
BHI (Brain Heart Infusion, Kasvi, Italia)
contendo glicerol (20 %) e armazenadas em
freezer a -20 °C.
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Extracdo de DNA total das bactérias
isoladas

Para extra¢do do DNA total foi utilizada
metodologia descrita por Oliveira et al.
(2002), com modificagdes. As bactérias foram
cultivadas em placas contendo agar MRS, a
37 °C, em microaerofilia, por 24 horas. A
cultura foi ressuspendida em 500 pL de TE
(10 mM de Tris-HCI; pH 8.0, 1 mM EDTA)
e centrifugada (12000 rpm, 2 minutos).
O sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em 200 pL de solugdo de
lisozima (4 mg/mL). A mistura foi incubada
por 1 hora, a 50 °C. Posteriormente foi
adicionado proteinase K (100 pL, 10 mg/mL)
e a mistura foi novamente incubada a 50 °C,
por 1 hora. Apds incubagdo, as enzimas foram
inativadas com agua em ebuli¢do, por 10
minutos. Foi adicionado fenol-cloroféormio-
alcool isoamilico (400 pL, 25:24:1) e a
mistura foi novamente centrifugada (12000
rpm, 5 minutos). Apo6s retirada da fase
aquosa foi adicionado igual volume de
cloroféormio-alcool isoamilico (24:1) e a
mistura foi centrifugada (12000 rpm, 5
minutos). Novamente retirou-se a fase aquosa
(aproximadamente 200 pL) e foi adicionado
10 % de acetato de sodio (3 M, pH 6,0) e 2,5
vezes o volume de etanol absoluto gelado.
Os tubos foram incubados a 20 °C, por 30
minutos, e centrifugados (12000 rpm, 10
minutos.). O sobrenadante foi descartado e
o pellet foi lavado com etanol 70 % gelado
(1 mL) e centrifugado (13000 rpm, 20 minu-
tos). Ao final, desprezou-se a parte liquida
e o tubo foi seco a temperatura ambiente.
A quantificagdo do DNA foi realizada em
espectrofotometro NanoDrop (Thermo
Scientific®) e as amostras foram diluidas para
50 ng/uL para a realizagdo de PCR.

Amplificagdo dorDNA 168 e sequenciamento

O rDNA 168 foi amplificado utilizando

os primers universais 27F (AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG) e 1492R (GGT TAC
CTTGTTACGACT) (SUZUKI et al., 1998).
As reacdes de amplifica¢do foram realizadas
em um volume total de 25 puL. A PCR foi
realizada utilizando as seguintes condigdes:
temperatura inicial de desnaturagao a 95 °C,
por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 95 °C,
por 30 segundos, para a desnaturagio, 60 °C,
por 30 segundos, para anelamento dos primers,
e 72 °C, por 60 segundos, para a extensao
dos primers. O ciclo de amplificagdo foi
seguido por uma extensao final a 72 °C, por 7
minutos, € os tubos foram mantidos a 4 °C. Os
produtos de amplificagdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (1,5 %). O gel
foi corado com brometo de etidio (0,2 pg/mL)
e fotodocumentado sob luz ultravioleta. Os
produtos de PCR foram purificados utilizando
o Protocolo 1 de purificagdo (Purification
and concentration of DNA fragments from
enzymatic reactions) do Kit Invisorb fragments
Clean up (Stratec Molecular). Os produtos
foram sequenciados pela empresa Myleus
Biotecnologia e a anélise das sequéncias foram
realizadas utilizando o programa Basic Local
Alignment Search Tool para nucleotideos
(BLASTn).

Analise filogenética

Para cada sequéncia obtida foi feita
uma busca de identidade com a utilizagdo
do programa BLASTn. As sequéncias foram
utilizadas para a reconstrucdo de arvores
filogenéticas por Maxima Parcimdnia no
programa MEGA X. A Maxima Parcimoénia ¢
um método de reconstrucdo filogenética que
presume que a melhor hipotese filogenética
¢ aquela que envolve menor nimero de
passos evolutivos, isto ¢, o menor nimero
de mudancas que expliquem a variacdo de
uma matriz de dados (POSADA; BUCKLEY,
2004). Apos selecionar as sequéncias,
realizou-se um alinhamento global com o
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programa Clustal X. Em seguida o alinhamento
foi convertido para o formato MEGA. Uma
arvore filogenética foi reconstruida com o
auxilio do programa MEGA X, utilizando o
método de Maxima Parcimdnia com bootstrap
igual a 1000.

Resisténcia ao pH acido

Para avaliar a resisténcia ao pH acido
foi utilizada metodologia descrita por Erkkild
e Petdjd (2000), com modifica¢des. Culturas
pré-ativadas das bactérias selecionadas foram
transferidas (inéculo de 1 mL) para caldo
MRS (10 mL) e incubadas a 37 °C, por 12
horas, em microaerofilia. Apoés incubagdo, o
meio de cultura foi centrifugado (4000 rpm,
15 minutos, 4 °C), o pellet foi lavado por duas
vezes com agua peptonada e ressuspendido em
10 mL de agua peptonada, para obtengdo de
uma suspensdo contendo aproximadamente
10° UFC/mL. Uma aliquota de 1 mL dessa
suspensao foi transferida para tubos contendo
9 mL de caldo MRS, com pH 3,5. O pH
acido foi obtido através da adigdo de acido
cloridrico 1M com mensuracdo do pH através
de medidor de pH digital. Como controle
foi utilizado meio MRS pH 6,7. Os tubos
foram incubados a 37 °C, em microaerofilia,
sendo coletadas amostras nos tempos 0, 2
e 4 horas de incubagdo para verificagdo da
viabilidade celular, pela determinagdo de
UFC/mL, utilizando a técnica de semeadura
em profundidade (pour plate) e meio MRS.
O experimento foi realizado em duplicata.

Resisténcia a presenca de sais biliares

Para avaliar a tolerancia a sais biliares foi
utilizada metodologia descrita por Pennacchia
et al. (2004), com modifica¢des. Culturas
pré-ativadas das bactérias laticas selecionadas
foram transferidas (in6culo de 1 mL) para
caldo MRS (10 mL) e incubadas a 37 °C, por
12 horas em microaerofilia. Apos incubagéo,

o meio de cultura foi centrifugado (4000 rpm,
15 minutos, 4 °C), o pellet foi lavado por duas
vezes com agua peptonada e ressuspendido em
10 mL de dgua peptonada, para obtencdo de
uma suspensdo contendo aproximadamente
10° UFC/mL. Uma aliquota de 1 mL dessa
suspensao foi transferida para tubos contendo
9 mL de caldo MRS adicionado de 0,3 % de
sais biliares. Como controle foi utilizado meio
MRS sem adig¢@o de sais biliares. Os tubos
foram incubados a 37 °C, em microaerofilia,
sendo coletadas amostras nos tempos 0, 2
e 4 horas de incubagdo para verificagdo da
viabilidade celular, pela determinagdo de
UFC/mL, utilizando a técnica de semeadura
em profundidade (pour plate) e meio MRS.
O experimento foi realizado em duplicata.

Inibicdo do crescimento de bactérias in
vitro

A atividade antagonista das bactérias
laticas selecionadas foi avaliada pelo método
de sobrecamada (BOOTH et al., 1977),
utilizando como microrganismos indicadores
bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas
de referéncia e potenciais patdogenos. Os
isolados foram cultivados em meio MRS
solido, a 37 °C em microaerofilia, ¢ as
diferentes colonias obtidas foram transferidas
para outra placa contendo meio MRS. Apds
incubagdo e desenvolvimento das coldnias
foram vertidos 5 mL de meio BHI semi-sélido
(0,75 % de agar), previamente inoculado com
o microrganismo indicador. As placas foram
incubadas por até 48 horas, em microaerofilia,
a 37 °C. A atividade antimicrobiana foi
determinada pela presenca de halos de
inibi¢do (> 6 mm de didmetro) do crescimento
do microrganismo indicador em torno das
colonias dos isolados avaliados.

Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

O antibiograma foi realizado para
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cada isolado de acordo com Charteris et
al. (1998), utilizando o método de disco
difusdo, como recomendado pelo Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017).
Os isolados foram cultivados em agar MRS,
em microaerofilia, a 37 °C, durante 24 horas.
Em seguida, colonias foram transferidas
para tubos com 3,5 mL de solucdo salina
(0,85 %), para obtencdo de concentragdo
correspondente a 0,5 na escala McFarland
(103 UFC/mL). As amostras foram inoculadas
sobre a superficie de placas de Petri (15 cm
de didmetro), contendo agar Muller Hinton,
utilizando swab. Os discos contendo as
drogas antimicrobianas foram dispostos
sobre a placa, em pontos equidistantes,
sob leve pressdo, com o auxilio de uma
pinca estéril. Foram avaliadas as seguintes
drogas: ampicilina (10 pg), amicacina (30
pg), clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30
pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10
pg), oxacilina (1 pg), penicilina G (1U),
rifampicina (5 pg), tetraciclina (30 pg) e
vancomicina (30 pg). Apés 10 minutos
em temperatura ambiente, as placas foram
incubadas em microaerofilia, a 37 °C, por
18 horas. Apos incubacdo foi realizada a
medida dos didmetros dos halos de inibig¢ao
ao redor do disco de antimicrobiano (em
milimetros), utilizando régua. Os resultados
foram expressos quantitativamente, para a
classificacdo qualitativa dos microrganismos
em sensivel, resisténcia intermediaria ou
resistente as drogas antimicrobianas testadas.
Os pontos de corte utilizados foram aqueles
descritos por Charteris et al. (1998) e pelo
CLSI (2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos inoculagdo das amostras de leite
ndo pasteurizado em meio MRS foi possivel
o isolamento de 13 bactérias distintas. Todos
os isolados foram caracterizados como Gram-
positivos e catalase negativos. Em relagéo

a morfologia, nove linhagens apresentaram
forma de cocos, trés de bacilos ¢ uma
apresentou forma coco-bacilar. Com isso,
dentre os isolados obtidos, aqueles nomeados
como 2.6, 2.9 ¢ 2.11 foram selecionados
para os experimentos subsequentes por
apresentarem as caracteristicas iniciais de
interesse.

O leite ndo pasteurizado apresenta
grande diversidade de bactérias, o que pode
ser afetado por inimeros fatores como, por
exemplo, o nivel nutricional do animal,
as técnicas de ordenha utilizadas e as
condigdes sanitarias em que 0s animais sdo
mantidos. E necessario considerar ainda a
idade do animal, uma vez que pode afetar
consideravelmente a quantidade de bactérias
potencialmente benéficas presentes em seu
leite (WENDLING; WESCHENFELDER,
2013). Essas variaveis podem explicar
o isolamento de poucos microrganismos
pertencentes ao grupo de BAL em estudos
de prospeccao.

A caracterizacdo molecular de proca-
riotos oferece oportunidade para o melhor
entendimento de caracteristicas feno-
tipicas, fisioldgicas e ecoldgicas desses
microrganismos (KANT et al., 2017), con-
tribuindo para um estudo mais satisfatorio
de bactérias potencialmente probidticas. Os
isolados 2.6, 2.9 e 2.11 apresentaram 99 % de
identidade com Weisella paramesenteroides,
Lactobacillus paracasei e Lactobacillus casei,
respectivamente (Tabela 1). As sequéncias
parciais do rDNA 16S obtidas foram
depositadas no banco de dados GenBank,
com os nimeros de acesso SUB7310347 Seq3
MT431562 (Weisella paramesenteroides 2.6),
SUB7310347 Seq2 MT431561 (Lactobacillus
paracasei2.9)e SUB7310347 Seql MT431560
(Lactobacillus casei 2.11).

A partir da identificacdo genética foi
realizada analise filogenética para recons-
trucdo da histéria evolutiva das linhagens
isoladas neste trabalho (Figura 1). Dentre
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as inumeras técnicas de biologia molecular,
a analise comparativa de genes tem sido
amplamente empregada, principalmente
a analise da regido génica que codifica o
rDNA 16S (SANSCHAGRIN; YERGEAU,
2014). Essa técnica ¢ utilizada com finalidade
taxonomica e filogenética, de modo que
essa regido ¢ uma sequéncia que apresenta
caracteristicas conservadas ao longo da
evolucdo e pode auxiliar no entendimento de
como 0s microrganismos se inter-relacionam
(SILVA, 2016; KANT et al., 2017).

Bactérias probidticas devem resistir as
condic¢des adversas do trato gastrointestinal
de modo a atingirem o intestino em sua forma
vidvel. Portanto, a resisténcia in vitro ao pH
acido e aos sais biliares sdo caracteristicas
essenciais para que uma linhagem possa ser
considerada potencialmente probidtica, pois
revelam uma maior chance de a referida
linhagem sobreviver a passagem pelo
estomago e duodeno in vivo (WENDLING;
WESCHENFELDER, 2013).

No teste de resisténcia a acidez,

Tabela 1 — Identificag@o genética das linhagens bacterianas isoladas a partir de leite bovino nao

pasteurizado
Linhagens Identidade (Blastn)* Microrganismo*
2.6 99% Weisella paramesenteroides CE.3.4
2.9 99% Lactobacillus paracasei
2.11 99% Lactobacillus casei NIF1AN12

* Dados obtidos no banco de dados NCBI (Nacional Center for Biotechonology Information)
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Lactobacillus fermentum 14931

AF126739.1 Lactobacillus mucosae

M58731.1 Bifidobacterium breve

NRO074802.2 Bifidobacterium adolescentis ATCC 15703
M58729.1 Bifidobacterium adolescentis
KM676454.1 Lactobacillus curvatus NRIC 0822
M58827.1 Lactobacillus plantarum
Lactobacillus agilis HBUAS53196
Lactobacillus salivarius salicinius

Lactobacillus casei NIF 1AN12

Lactobacillus paracasei

Enterococcus hirae

Figura 1 — Reconstrucdo da histdria evolutiva das linhagens de BAL isoladas a partir de leite

bovino néo pasteurizado
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Weisella paramesenteroides 2.6 manteve a
viabilidade inicial (107 UFC/mL) ao longo
das 4 h de exposicdo ao pH acido, enquanto
Lactobacillus paracasei 2.9 e Lactobacillus
casei 2.11 apresentaram diminui¢do de até
um ciclo logaritmico, apds 4h e 2h em meio
MRS com pH 3,5, respectivamente (Tabela
2). Guimardes et al. (2018) ao avaliarem
BAL provenientes do leite de transig¢do
bovino fermentado, observaram caracteristica
de resisténcia ao pH acido semelhante as
apresentadas neste estudo. Fusco et al.
(2015) também indicaram que Weissella
paramesenteroides ¢ tolerante a pH abaixo
de 5, corroborando com os resultados obtidos
neste trabalho.

Apos quatro horas de exposi¢cdo aos
sais biliares (0,3 %), W. paramesenteroides
2.6 e L. paracasei 2.9 mantiveram a

viabilidade inicial (10® UFC/mL), enquanto
L. casei 2.11 apresentou reducao de um ciclo
logaritmico (Tabela 3). Mangoni et al. (2011)
avaliaram o crescimento de Lactobacillus spp.
provenientes de suinos em meio acrescido de
0,3 % de sais biliares, sendo duas linhagens
tolerantes aos sais biliares. Alvim (2011)
também demonstrou que a maioria das BAL
isoladas de suinos foram tolerantes a presenca
de sais biliares.

A inibicao de bactérias potencialmente
patogénicas ¢ uma das principais propriedades
desejaveis para linhagens probidticas
(LECLERCQ et al., 2017). No teste de
sobrecamada, as culturas sdo separadas
dos microrganismos indicadores por uma
camada de agar semi-solido, que impede o
contato direto entre elas. Dessa maneira, é
possivel avaliar a produgdo de substancias

Tabela 2 — Efeito do estresse acido (pH 3,5) sobre a sobrevivéncia (UFC/mL) das linhagens
bacterianas isoladas a partir de leite bovino nao pasteurizado; como controle foi utilizado meio

MRS pH 6,7
UFC/mL pH 6,7 UFC/mL pH 3,5
Isolados
Oh 2h 4h Oh 2h 4h
2.6 7,5x107 2,02x108 3,77x108 3,7x107 3,2x107 3,7x107
2.9 1,03x108 1,03x108 3,54x108 1,77x108 1,29x108 6,7x107
2.11 2,05x108 1,98x108 1,56x108 1,64x108 9,9x107 2,7x107

Tabela 3 — Efeito de sais biliares sobre a sobrevivéncia (UFC/mL) das linhagens e meio controle
(sem adig@o de sais biliares) e em meio com adig¢do de 0,3% de sais

UFC/mL 0% Sais

UFC/mL 0,3% Sais

Isolados
Oh 2h 4h Oh 2h 4h
2.6 1,95x108 3,1x108 8x108 1,23x10%  1,24x107  2,44x108
2.9 2,7x103 2,8x103 1,96x10° 1,56x108 2,33x108 2,22x108
2.11 8,1x10° 1,88x107  2,96x107  1,27x107 8,7x10° 9,7x10°
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extracelulares e difusiveis como, por exemplo,
acidos organicos (como acido latico), peroxido
de hidrogénio, radicais livres, diacetil e
peptideos (como as bacteriocinas), uma
vez que o composto gerado deve difundir-
se no agar para exercer seu efeito sobre as
bactérias indicadoras (BOOTH et al., 1977;
LECLERCQ et al., 2017).

Atividade antagonista foi demonstrada
pelas trés linhagens avaliadas neste estudo,
com destaque para L. casei 2.11, que inibiu
cinco das seis bactérias indicadoras testadas,
incluindo Escherichia coli ATCC 35218,
uma bactéria Gram-negativa (Tabela 4).

Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi a
unica bactéria indicadora inibida pelas trés
BAL isoladas neste trabalho, enquanto o
crescimento de Enterococcus gallinarum
ATCC 12359 nio foi inibido por nenhuma
das bactérias.

Um bom probidtico ndo deve carregar
genes de resisténcia a antimicrobianos
(MONTORO et al., 2018), isto €, apesar de
muitas linhagens de BAL, especialmente as de
Lactobacillus spp., apresentarem resisténcia
a determinados antimicrobianos, essa
resisténcia normalmente ¢ nio transferivel.
Todas as linhagens avaliadas mostraram-

Tabela 4 — Inibigdo de crescimento in vitro de bactérias potencialmente patogénicas ou
deterioradoras de alimentos por bactérias laticas isoladas a partir de leite bovino nio pasteurizado

Indicadoras Isolados

2.6 2.9 2.11
Enterococcus faecium 7171 - - +
Enterococcus faecalis 29212 + - +
Enterococcus gallinarum 12359 - - -
Staphylococcus saprophyticus 35552 + - +
Staphylococcus aureus 25923 + + +
Escherichia coli 35218 + - +

Legenda: (+) inibi¢do; (-) ndo inibigdo.

Tabela 5 — Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de bactérias laticas isoladas a partir de

leite bovino ndo pasteurizado

Isolados Antimicrobianos
AMK AMP CLI CHL ERI GEN OXA PEN RIF TCY VAN
2.6 R S S S S R R S RI S R
2.9 R S S S S R S S S S R
2.11 R S S S S R RI S S S R

Legenda: AMK = amicacina; AMP = ampicilina; CLI = clindamicina; CHL = cloranfenicol; ERI = eritromicina;
GEN = gentamicina; OXA = oxacilina; PEN = penincilina G; RIF = rifampicina; TCY = tetraciclina; VAN =
vancomicina. S = sensivel; R = resistente; RI = resisténcia intermediaria.
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se resistentes a amicacina, gentamicina e
vancomicina, sendo sensiveis a ampicilina,
clindamicina, cloranfenicol, eritromicina,
penicilina e tetraciclina (Tabela 5).

As linhagens estudadas apresentaram
resisténcia a vancomicina, reforcando estudos
que ja mostraram linhagens de Lactobacillus
e Weissella resistentes a esse glicopeptideo
(COPPOLA; TURNES, 2004; OUOBA et
al., 2008; RODRIGUEZ-ALONSO et al.,
2009). Tais microrganismos possuem o sitio
de reconhecimento do glicopeptideo alterado,
dificultando a ligagdo do antibidtico ao seu
alvo. Esse mecanismo tem sido relacionado
a microrganismos resistentes intrinsicamente
a vancomicina (OUOBA et al., 2008), ndo
passivel de transferéncia.

CONCLUSAO

Os resultados encontrados sugerem que
Weisella paramesenteroides 2.6, Lactobacillus
paracasei 2.9 e Lactobacillus casei 2.11,
isolados de leite bovino ndo pasteurizado
na cidade de Uberaba — MG, apresentam
caracteristicas promissoras para serem consi-
derados como potencialmente probidticos.
Estudos adicionais devem ser realizados
para esclarecer os mecanismos moleculares
de probiose ¢ os efeitos dessas linhagens in
vivo para que possam ser utilizadas para o
desenvolvimento de probidticos eficazes.
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