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RESUMO - A colibacilose é uma das principais doencas que acomete bezerros nas fases iniciais, provocando
prejuizos a bovinocultura. Nesta pesquisa, caracterizou-se e selecionou-se cepas de bactérias laticas com
potencial probidtico, provenientes de bezerros Nelore criados no norte de Minas Gerais. Foram coletadas
amostras fecais de bezerros higidos contemporaneos, com trés dias de vida e novamente aos trés meses de idade.
Apos isolamento, realizou-se a quantificacdo, caracterizacdo morfoldgica e bioquimica com teste APl 50 CH,
resisténcia a pH &cido e a sais biliares e atividade antagonista in vitro para trés cepas de Escherichia coli.
Verificou-se populagdo 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,
apresentando-se superior aos isolados de bezerros aos trés meses de idade. No teste de antagonismo, os isolados,
Bed4 1m, Bel 2b e Be6 2a, identificados presuntivamente, como Lactobacillus salivarius, L. crispatus e L.
pentosus, respectivamente, produziram média de halo de inibicdo superior a 10 mm de didmetro e demonstraram
resisténcia ao pH acido e sais biliares, indicando potencial para serem utilizados como probi6ticos.

Palavras-Chave: pecuéria de corte; Lactobacillus spp.; diarreia neonatal; antagonismo microbiano.

ABSTRACT - Colibacilosis is one of the major diseases of calves, causing huge losses. The aim in this study
was to characterize and select lactic bacteria with probiotic potential from Nellore calves raised in northern
Minas Gerais. Stool samples from six healthy calves were collected, with three days old and again at three
months of age. After isolation, bacteria were enumerated and submitted to morphological and biochemical
characterization with API 50 CH test, pH and acid resistance to bile salts and antagonist activity in vitro for three
strains of Escherichia coli. The population of lactic acid bacteria was greater (p < 0.05) in feces of the calves at
colostrum phase. For resistance to chloric acid, 92.3% of isolates from newborn calves resisted pH 4.0,
presenting higher resistance than the isolates from calves at three months of age. In the antagonism test, the
isolates Be4 1m, Bel 2b and Be6 2a were presumptively identified as Lactobacillus salivarius, L. crispatus and
L. pentosus, respectively, and produced average inhibition zones greater than 10 mm of diameter and showed
resistance acid pH and bile salts, indicating potential probiotics.
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INTRODUGAO

A colibacilose ¢é caracterizada como doenca
bacteriana infectocontagiosa ocasionada por cepas
patogénicas de Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC). Ocorre frequentemente em animais de
producdo, principalmente 0s mais jovens, nos
primeiros dias de vida, desencadeando diarreia, € a
morte, 0 que promove perdas financeiras
consideraveis em sistemas de produgéo (Duse et al.,
2015).

Para o tratamento e controle dessa doenca, sdo
frequentemente administrados antibacterianos. No
entanto, a toxicidade, alergias e o favorecimento a
resisténcia tém fomentado o interesse clinico e
cientifico por probiéticos como alternativa a
antibioticoterapia (Bouchard et al., 2015).

Microrganismos probidticos sdo considerados
adjuvantes para melhorar o estado de salde de
bezerros recém-nascido (Magalhdes et al., 2008;
Bayatkouhsar et al., 2013). Espécies probiéticas
podem melhorar a resposta imune intestinal,
contribuindo com efeitos benéficos na microbiota
autoctone intestinal (Luongo et al., 2013). A
implementacdo de probidticos na dieta contribui
para melhor crescimento dos bezerros e ha
diminuicdo de diarreia (Bayatkouhsar et al., 2013;
Soto et al., 2014).

Cepas de bactérias 4cido laticas, utilizadas como
probidticos, produzem compostos antimicrobianos
como 0s acidos organicos, é&cido latico,
bacteriocinas e perdxido de hidrogénio (Agaliya &
Jeevaratnam, 2013; Sharma & Saharan, 2014), além
de estimularem a resposta imune inespecifica em
hospedeiros, sendo que Lactobacillus spp. podem
inibir a colonizagdo de diferentes bactérias
patogénicas (Rushdy & Gomaa, 2013; Soto et al.,
2014).

Poucos estudos tém avaliado e caracterizado a
populacdo de bactérias laticas em bezerros de corte,
criados em condicBes tropicais semiaridas, para
selecionar cepas adaptadas e efetivas contra
bactérias patogénicas causadoras de diarreia. A
utilizagdo dessas cepas poderia prevenir a
colibacilose nos bezerros nessas regides, reduzindo
a aplicacdo de antibacterianos e 0s prejuizos
durante a etapa de cria dos animais. Dessa forma,
neste estudo objetivou-se isolar, quantificar e
caracterizar bactérias acido-laticas com potencial
probidtico, provenientes de bezerros de corte,
criados no semiérido do norte de Minas Gerais.
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MATERIAL E METODOS
Coleta de amostras

Foram amostrados seis bezerros higidos e
contemporaneos da raca Nelore (Bos indicus)
nascidos em uma fazenda de Montes Claros, norte
de Minas Gerais. Coletou-se aproximadamente 20
gramas de fezes de cada animal em dois periodos.
Primeiramente foram amostrados bezerros com trés
dias de vida, na fase de ingestdo de colostro e,
posteriormente, com aproximadamente 90 dias de
idade, durante a fase de aleitamento. Todos o0s
procedimentos realizados com os bezerros foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, no
protocolo n°® 219/2011.

Isolamento, selecéo e caracterizagédo dos isolados

As amostras foram homogeneizadas e apds diluicdo
decimal, 100 pL foram inoculados em placas
contendo o meio sélido De Man, Rogosa e Sharpe
(MRS). As placas foram acondicionadas em jarras
de anaerobiose com uso de gerador de
microaerofilia (Bujnakova; Strakova; Kmet, 2014).

O material foi incubado em estufa BOD a 37°C,
durante 48 h. Apés esse periodo, realizou-se a
contagem total das unidades formadoras de colénias
(UFC), foram selecionadas, no primeiro periodo das
coletas, coldnias com morfotipos diferentes para
cada animal, totalizando 77 isolados. No segundo
periodo de coleta, foram selecionadas col6nias
morfologicamente diferentes para cada animal,
totalizando 22 isolados.

Em uma triagem inicial, para avaliar a capacidade
de coagulagdo do leite e os isolados que
apresentaram crescimento e sobrevivéncia ap6s as
trés incubacdes consecutivas foram selecionados e
submetidos aos testes de caracterizacdo bioquimica.

Com a finalidade de testar a habilidade de
crescimento das bactérias laticas em condigdes
aerdbicas, promoveu-se a inoculagdo em placas
contendo meio MRS e incubou-se por 48 horas em
estufa BOD & 37 ° C. Apds a incubagdo, foram
identificados morfologicamente através do método
de Gram 99 isolados, sendo 77 de bezerros recém-
nascidos e 22 de bezerros aos 90 dias. Todos o0s
isolados que apresentaram formas de bastonetes
Gram  positivos ndo  esporulados  foram
selecionados. O total de 56 isolados de bastonetes
Gram positivos, selecionados na etapa anterior,
foram submetidos a prova da catalase (Bujnakova;
Strakova; Kmet, 2014).
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Para avaliar as caracteristicas probioticas, testou-se
a resisténcia aos sais biliares em diferentes
concentracdes. 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 a 37
°C durante 24 h. Posteriormente, foram inoculados
100 pL do in6culo no 4gar MRS, contendo 0O; 0,3;
0,5 e 1,0 % de sais biliares. Apos incubagdo a 37 °C
durante 48 h em jarra de anaerobiose, o crescimento
das colbnias frente aos sais biliares foi observado
visualmente. Os procedimentos foram realizados
em duplicata e foram adaptados de Noh & Gilliland
(1993).

Posteriormente, avaliou-se 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 &cido cloridrico PA.
Os isolados foram inoculados em proporcdo de 5%
para cada meio contendo o pH avaliado e incubados
a 37 °C. O crescimento foi avaliado apds seis horas
e em seguida foram inoculados 50 pL desse meio
acidificado em placas contendo &gar MRS. Os
materiais foram cultivados em anaerobiose a 37 °C
e apos 48 h observou-se visualmente o crescimento
comparando com o controle em pH 7. Foi definido
0 padrdo ++++ (100%) representando 0
crescimento das colbnias no controle com pH 7, e
+++, ++ e +, respectivamente para 75%, 50%, 25%
do crescimento desse controle e negativo para a
auséncia de crescimento.

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 utilizando o teste de
fermentacdo de 49 substratos APl 50 CHL,
BioMérieux SA, Marcy- D’Etoile/ Franga). As
leituras foram efetuadas em 24 e 48 h apos
inoculacdo nas galerias do teste. Para analise dos
resultados, utilizou-se o programa de probabilidade
LAB PLUS software version 4.0 database da
BioMerieux, Marcy I’Etoile, France.

Efeito antagonista dos isolados de Lactobacillus
spp. selecionados

O efeito antagonista dos 26 isolados selecionados
foi avaliado para trés isolados de Escherichia coli
como bactérias reveladoras, sendo um deles a cepa
ATCC 25922 (E1). 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 apresentavam diarreia.
Os isolados dos bezerros foram obtidos em cultivos
contendo o meio sélido Mac Conkey e identificados
presuntivamente, utilizando-se o meio Rugai
Modificado e em provas bioquimicas no
Departamento de Microbiologia do Instituto de
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Ciéncias Bioldgicas da UFMG.

A inibicdo do crescimento dessas bactérias
patogénicas foi verificada com adaptacdo 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 contendo agar Mueller Hinton. Em
seguida, 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 para verificar formacéo de halos
de inibicdo apo6s o periodo de incubagdo de 48 h
(Chaves et al., 1999). Todos os procedimentos
foram realizados em triplicata.

Com a finalidade de confirmar o efeito antagonista,
realizou-se a técnica de difusdo em sobrecamada de
agar, utilizando as bactérias reveladoras E1, E2 e
E3. Os isolados de Lactobacillus spp. que
apresentaram resultado positivo no teste de
antagonismo  anterior, foram inoculados na
superficie do &gar MRS, proporcionando o
crescimento da colénia no formato circular com
diametro médio de 0,4 mm. As placas foram
incubadas por 48 horas em anaerobiose a 37°C.
Apb6s o periodo de crescimento os isolados de
Lactobacillus spp. foram expostos ao vapor de
cloroférmio (1 mL em papel filtro), por 30 minutos,
para promover a morte das células. Apos esse
periodo, as placas foram abertas, por 40 minutos,
para evaporacdo do cloroférmio residual. Em
seguida, 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 vertido sobre as
placas e incubadas por 24 horas em anaerobiose a
37° C. O halo de inibicdo formado ao redor da
colénia de Lactobacillus spp. foi mensurado
conforme Sarkar & Banerjee (1996). Todos 0s
procedimentos foram realizados em triplicatas.

Andlise dos dados

Apobs a analise exploratoria, os dados obtidos da
quantificagdo das coldnias foram transformados
para logyy (X+10) e as médias de contagens
bacterianas foram comparadas pelo teste t de
Student. Os valores da frequéncia de coagulacdo do
leite foram comparados utilizando-se o teste Qui-
quadrado. Para o teste de antagonismo, as médias
dos halos de inibicdo foram comparadas com o teste
de Kruskal-Wallis. Utilizou-se o pacote SAEG,
versdéo 9,1 (2007), considerando o nivel de
significancia de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento, selecéo e caracterizagdo dos isolados
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Verificou-se positividade de bactérias crescidas no reducdo do crescimento das bactérias laticas, que
meio MRS para todos os bezerros avaliados e em utilizam  preferencialmente essa fonte de
ambos o0s periodos estudados e constatou-se carboidrato.

concentracdo significativamente superior dessas

bactérias nas fezes dos bezerros na fase colostral Em outro estudo com bezerros da raca Holandesa,
(Tabela 1). Aos trés meses de idade, os bezerros ja verificou-se que a contagem de bactérias acido
consumiam outros alimentos como pontas de capim laticas ndo diferiu entre os 14 e 28 dias apds o
e sal mineral, o que favoreceria outros nascimento dos bezerros. Entretanto o grupo
microrganismos que poderiam competir com as suplementado com probidtico apresentou média
bactérias laticas. Por outro lado, como a quantidade superior de populacdo de Lactobacillus spp. quando
de lactose estaria menor na dieta total disponivel comparado a0 grupo ndo  suplementado
aos hezerros aos trés meses, poderia ocorrer (Bayatkouhsar et al., 2013).

Tabela 1. Quantificacdo de bactérias em meio MRS provenientes de fezes de bezerros Nelore recém-nascidos e
aos 90 dias, criados no norte de Minas Gerais, Brasil.

Animais com trés dias de idade Animais com 90 dias de idade
Bezerros Média UFC* g de fezes Bezerros Média UFC* g de fezes
Bel 1.75 x 10° Bel 5.70 x 10°
Be2 2.97 x 10° Be2 2.0x 10°
Be3 77.00 x 10° Be3 2.90 x 10°
Bed 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 Média 5.33x 10%b

* Unidades formadoras de col6nia. Nota: Médias com letras diferentes na linha indicam diferenga significativa com p <0,001
(teste de Student).

O total de 99 isolados (77 da fase colostral e 22 dos respectivamente, foram positivos para essa
bezerros aos 3 meses de idade) foi avaliado quanto habilidade (Tabela 2). Algumas bactérias laticas
a capacidade de coagulacdo do leite. Observou-se oxidam a lactose do leite até acido latico, reduzindo
que 80,5% e 95,5% de isolados provenientes de o pH e promovendo a coagulando do leite
bezerros recém-nascidos e aos 90 dias, (Bujnakova; Strakova; Kmet, 2014).

Tabela 2. Quantificagdo e selecdo quanto ao morfotipo, capacidade de coagulagdo do leite, sintese de catalase e
micromorfologia de isolados de bactérias crescidas em meio MRS provenientes de fezes de bezerros Nelore
recém-nascidos e aos 90 dias, criados no norte de Minas Gerais, Brasil.

Idade dos Numero de morfotipos das Coagulagdo do Bastonetes Gram Catalase

Animais colbnias 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.
** |solados com resultados ndo compativeis com Lactobacillus spp. foram eliminados nos testes subsequentes.

Do total de 62 isolados provenientes dos bezerros verificou-se o predominio de bactérias catalase
recém-nascidos que coagularam o leite, 56,4% (35 negativo, bastonetes Gram positivos e com
isolados) eram bastonetes Gram positivos (Tabela habilidade de coagulagdo do leite, caracteristicas
2). J& na analise micromorfolégica dos isolados compativeis com o género selecionado (P < 0,05)
provenientes dos bezerros aos trés meses de idade, (Tabela 2). Essas diferengas observadas poderiam
95,5% eram bastonetes Gram positivos (21 ser atribuidas ao processo de colonizacdo e
isolados). Para os 56 isolados bastonetes Gram estabilizacdo da microbiota autdctone dos bezerros,
positivos, que foram submetidos ao teste de que é influenciado diretamente pela idade e dieta
catalase, 34 foram negativos para a producgdo dessa dos animais (Duse et al., 2015).

enzima (Tabela 2). Observou-se que para 0S

bezerros recém-nascidos, a populacdo de bactérias Para os bezerros recém-nascidos, verificou-se que
era constituida por maior diversidade de 100% dos 14 isolados de Lactobacillus spp.
morfotipos, com caracteristicas distintas do género selecionados resistiram a concentracdo de 0,3 e
Lactobacillus e por isso, proporcionalmente menos 0,5% de sais biliares. Na concentragdo maxima de 1
isolados foram selecionados (Tabela 2). Por outro % de sal biliar, 92,3 % dos isolados resistiram e
lado, para os bezerros aos 90 dias de vida, apresentaram crescimento. J& para os isolados dos
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bezerros aos trés meses de idade, 100, 92,3 e 84,6%
resistiram a concentragdo de 0,3, 05 e 1%,
respectivamente.

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 concentragdes 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 O0S
isolados Bel 2b (L. fermentum), Be5 2b (L.
plantarum), Be2 ij, Be2 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 do isolado Be5 2b na
concentragdo de 1%.

A bile € um componente antimicrobiano importante
para o sistema digestorio e é formada por diferentes
substancias. Os sais biliares sdo capazes de
promover danos a membrana celular e na estrutura
do DNA bacteriano (Merritt & Donaldson, 2009).
Portanto, a tolerdncia a esses compostos é
fundamental para sobrevivéncia do microrganismo
probiético no trato gastrointestinal Um fator que
pode favorecer a sobrevivéncia dos microrganismos
no duodeno é a presenca de alimentos. As bactérias
podem néo ficar expostas aos sais de bile, uma vez
que o alimento pode interagir com os &cidos
biliares, evitando, dessa forma a toxicidade sobre as
membranas microbianas (Merritt & Donaldson,
2009).

Do total de 13 isolados de bezerros recém-nascidos,
46,2% e 92,3% apresentaram bom crescimento
(+++ ou ++++), respectivamente, para 0 meio
ajustado com o pH 3 e 4. Para 0o meio ajustado com
pH 5 e 7, todos os isolados apresentaram bom
crescimento (++++ ou +++) . Ja 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 alta propor¢cdo de colbnias com
resisténcia as maiores concentragdo de 4cido
cloridrico.

Estudos realizados por Vieira et al. (2013)
indicaram a resisténcia em pH 6 para bactérias
laticas com potencial probidtico. Todas as espécies
apresentaram perdas no crescimento, porém, as
estirpes L. plantarum 1, 2 e 3; L. brevis 1
apresentaram menores perdas de crescimento. Apds
a ingestdo dos alimentos, o estbmago se esvazia
com aproximadamente duas a quatro horas. As
bactérias que sobrevivem as condigdes fisioldgicas
desse 6rgdo, posteriormente, deverdo resistir &s
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secrecOes de sais biliares no duodeno (Pennacchia
et al., 2004).

Uma pesquisa avaliou 73 isolados de Lactobacillus
spp. provenientes de aves e bezerros em testes de
tolerancia ao pH 2,5 e ao 0,5% de oxbili. Foram
selecionados somente 27,4 % desses isolados,
identificados como  Lactobacillus  salivarius,
Lactobacillus  agilis, Lactobacillus  reuteri,
Lactobacillus murinus e Lactobacillus amylovorus
(Bujnakova; Strakova; Kmet, 2014).

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 (Tabela 2). O
crescimento de alguns microrganismos como os do
género Lactobacillus, em condicdes de aerobiose
promove a formagdo de superdxido, perdxido de
hidrogénio e radicais hidroxila, que constituem os
principais fatores responsaveis pela toxicidade do
oxigénio. Bactérias laticas provenientes dos
bezerros de corte no primeiro periodo de vida ndo
fermentaram glicerol, eritrol, D- arabinose, L-
xilose, D- xdonitol, metil- BD- xilopiranosido, L-
sorbose, inositol, metil-aD-manopiranosido,
dulcitol, D-melezitose, glicogénio, xilitol, D-
lixose, D- fucose e 5- cetogluconato de potassio. J&
os isolados provenientes dos bezerros aos 90 dias
de vida ndo fermentaram eritrol, D- arabinose, L-
xilose, D-adonitol, metil-pD-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 distribuicdo das espécies de Lactobacillus spp.
variou para as duas idades avaliadas (Figura 1). A
analise bioquimica 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 & espécie Lactobacillus salivarius
com 99,9 % de similaridade. Ja 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. O isolado Bel 2b foi identificado
como Lactobacillus crispatus com similaridade de
99,9% e o0 Be6 2a correspondeu a Lactobacillus
pentosus com 89,3% de similaridade.

Em outro estudo sobre a caracterizacdo de isolados
provenientes 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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®m Isolados de bezerros com 90 dias de idade

Figura 1. Identificacdo presuntiva de bactérias laticas provenientes de fezes de bezerros Nelore criados no norte
de Minas Gerais, Brasil.

Efeito antagonista dos isolados de Lactobacillus apresentou inibicdo muito forte, com halo de 20
spp. Selecionados mm frente & E. coli proveniente do intestino

delgado de um bezerro macho com dois meses de
No teste de antagonismo, verificou-se que 0s idade (E3). Em metodologia similar, Chaves et al.
isolados Be4 1m (L. salivarius), Bel 2b (L. (1999) constatou que quatro isolados apresentaram
crispatus) e Be6 2a (L. pentosus) apresentaram antagonismo considerado forte frente a cepa de
atividade contra as bactérias reveladoras E3, E2 e Escherichia coli enteropatogénica.

E2, respectivamente (Tabela 3). O isolado Be4 1m

Tabela 3. Valores médios do halo de inibigdo em milimetros do antagonismo de Lactobacillus spp. provenientes
de fezes de bezerros Nelore, criados no norte de Minas Gerais, Brasil para trés cepas de Escherichia coli.

Isolados Espécie El E2 E3
Bel, 2b Lactobacillus crispatus 12,3 9,3 13,7
Be4, Im Lactobacillus salivarius 15,0 12,3 13,3
Beb, 2a Lactobacillus pentosus 12,3 10,7 20,0

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).

Em estudos realizados por Maldonado et al. (2012), acido lactico, mostrando os bacilos com o mais alto
a partir de fezes de bezerros, os isolados de grau de inibic&o.

bactérias 4cido laticas apresentaram atividade

inibitéria sobre E. coli, Y. enterocolitica, S. dublin e O Lactobacillus crispatus (Bel, 2b) e o
Klebsiella ssp., principalmente pela producdo de Lactobacillus pentosus (Be6, 2a), foram mais
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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 inibicdo 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. De acordo com o parametro
estabelecido por Sarkar & Banerjee (1996), o0s
resultados foram positivos, uma vez que as médias
foram representativamente maiores que 3 mm.

Em estudo realizado com vitelos administrou-se
duas preparagdes diferentes contendo seis espécies
de Lactobacillus spp. provindos de bovinos e
humanos. Observou-se reducdo na mortalidade, na
incidéncia de diarreia e na reducdo da contagem de
coliformes fecais quando se utilizou cepas bovinas
(Timmerman et al., 2005).

A utilizacdo de Lactobacillus spp. pode ainda
contribuir com a reducéo da excre¢do ambiental de
bactérias patogénicas (Pond et al.,, 2014). A
alimentacdo de bovinos jovens com flocos de milho
adicionado de Lactobacillus acidophilus durante as
Gltimas semanas do abate, mostrou-se efetivo na
reducdo de 57% de E. coli O157 na excregéo fecal
(Younts-Dahl et al., 2004). Em outra pesquisa, a
alimentacéo diaria com L. acidophilus em bezerros
durante o periodo de dois anos promoveu reducao
de 35% de E. coli O157:H7 na excrecdo fecal
(Peterson et al., 2007).

O antagonismo de Lactobacillus spp. em cepas de
bactérias patogénicas tem sido atribuido a acdo de
bacterioncinas. Um estudo verificou a presenca de
L.casei (27%), L.delbrukii (43%) e L. fermentum
(30%) no colostro de bufalas. As bacteriocinas
produzidas por essas bactérias inibiram bactérias
como Enterobacter aerogenes, E. coli, Klebsiella
pneumoniae e S.aureus inicando amplo espectro de
acdo (Viswanathan et al., 2015).

Além da variagdo entre as espécies de bactérias
laticas a produgdo de bacteriocinas pode ser
influenciada pela composi¢do e pH do meio e até
mesmo a fase de crescimento do
microrganismoprodutor  (Schillinger, 2014). A
eficacia das bacteriocinas é muitas vezes ditada por
fatores ambientais, como, além do pH, a
temperatura, a composicédo, estrutura e microbiota
presente nos substratos (Agaliya & Jeevaratnam,
2013). Dessa forma, esses fatores devem ser
considerados em futuros estudos para maximizagao
do efeito antagonista verificado para os isolados
selecionados nesta presente pesquisa.
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CONCLUSOES

Isolados com caracteristicas de Lactobacillus spp.
provenientes de bezerros de corte apresentam
resisténcia a pH &cido e a sais biliares. As espécies
L. lactis ssp. e L. brevis predominam entre o0s
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. Trés isolados de
Lactobacillus spp. selecionados apresentaram forte
antagonismo contra cepas de Escherichia coli
provenientes de bezerros com diarreia, indicando
potencial probiético.
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