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RESUMO: Doze isolados de Lactobacillus acidophilus, foram submetidos aos testes de selegao, tais com oomo
resisténcia a liquido ruminal, acido cloridrico, lisozima, fenol, sais biliares e antibiéticos, e antagonismo a uma
estirpe de E. coli enteropatogénica. O LT 516, apresentou melhor desempenho para ser usado como
probiético, apesar de ndo coagular o leite com 18 horas de incubacao e ser classificado como lento. No liquido
ruminal e nos testes de resisténcia ao acido cloridrico, a lisozima, ao fenol, aos sais biliares e aos antibidticos,
este isolado comportou-se de acordo com a média dos outros isolados. No teste de antagonismo a E. coli, os
os isolados LT 516 e LT 158A foram muito eficientes, entretanto o isolado LT 516 apresentou maior resisténcia
a lisozima e ao acido cloridrico (pH 3,0). O isolado LT 158A também classificado como cultura lenta na
producao de acido latico, teve resultados bastante similares ao LT 516 frente ao liquido ruminal. Qualquer dos
dois isolados, ou ambos simultaneamente, podem ser usados.
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SELECTION OF Lactobacillus acidophilus AS PROBIOTICS FOR CALVES

ABSTRACT: Twelve Lactobacillus acidophilus isolates were submitted to several screening tests including
acidifying capacity, resistance to some substances such as ruminal liquid, hydrochloric acid, lysozime, phenol,
biliary salts and several antibiotics and antagonism toward E. coli, an intestinal patogenic strain. The isolate LT
516 showed the best performance, although it did not coagulate milk after 18 hours of incubation. In the assays
with ruminal liquid, hydrochloric acid, lysozime, phenol, biliary salt and several antibiotics it was similar to the
other isolates, but in the antagonism test to E. coli the LT 516 and LT 158A isolates were very efficient. Each
one of these isolates or both simultaneously can be used as probiotics for calves.
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INTRODUCAO

Bactérias usadas como probidtico para
atuarem no intestino delgado, devem apresentar
certas qualidades basicas. Pela importancia da
selecdo “in vitro” dos isolados, o presente trabalho
teve como objetivos: a) avaliar as resisténcias de
12 isolados de Lactobacillus acidophilus a lisozima,
acido cloridrico, fenol, sais biliares e ao liquido
ruminal; b) determinar a produgao de acido latico e
concentragao  hidrogenibnica; «c) testar as
resisténcias destes isolados frente a diversos
antibiéticos e d)avaliar suas capacidades
antagbnicas frente a uma estirpe de E. coli
enteropatogénica.

MATERIAL E METODOS

Avaliou-se a capacidade acidificante dos
12 isolados, inoculando 1% da cultura em leite

desnatado reconstituido (LDR) e determinando a
acidez (°Dormic) e o pH nos tempos 0; 3; 6; 9; 12;
15; 18; 21; 24; 27; 30; 36 e 48 horas de incubagao
a 37°C. Os isolados foram também avaliados
quanto a resisténcia ao liquido ruminal e diversas
substancias, tais como acido cloridrico (DE MAN et
al., 1960), a lisozima (AGOSTINHO, 1988), fenol
(DAVIS, 1955), a sais biliares (GILLILAND et al.,
1985; FLOCH et al, 1970; NOH e
GILLILAND,1993) e a diferentes antibitticos
(WISTREICH e LECHTMAN, 1976; NCCLS,1983).
Os isolados foram testados, quanto as suas
capacidades antagOnicas a uma estirpe de E. coli
enteropatogénica isolada de fezes de bezerro com
diarréia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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O percentual de Aacido latico produzido
pelos diferentes isolados variou de 1,48 a 1,71%
com 48 horas de incubacdo; sendo que com 21
horas esta variagéo foi de 0,73 a 0,83%. O pH
variou de 3,72 a 3,54 para 48 horas e de 5,26 a
4,77 para 21 horas de incubagao. O liquido ruminal
ndo € um bom meio, pelo menos “in vitro”, para o
crescimento de Lactobacillus acidophilus, mas por
outro lado ndo causa efeitos deletérios graves
sobre este microrganismo. A taxa de crescimento
no liquido ruminal natural apés 12 horas de
incubagdo foi de 17,77% e quando o liquido
ruminal foi esterelizado 83,33%. Apds 24 horas de
incubacdo a taxa de sobrevivéncia no liquido
ruminal natural foi de 56,21% e no esteril 56,79%.
A média de sobrevivéncia em meio com &cido
cloridrico ap6s uma hora de exposi¢ao a pH 2,0 foi
de apenas 0,53%, enquanto em pH 3,0
obtiveram-se 55,61, 26,14 e 11,70% com 1,2 e 3
horas de exposicdo ao 4acido cloridrico,
respectivamente. Com 11,70% de sobrevivéncia, o
numero de unidade formadoras de col6nias (UFC)
foi de 6,67 X 10" 'mL. Quando expostas a lisozima
do ovo, todos os isolados apresentaram taxas de
lises bem inferiores ao Micrococcus lysodeikticus
(microrganismo usado como controle de lise), que
apresentou uma taxa de lise de 0,63% de
transmitancia/min. para a lisozima do ovo e 1,82%
para a lisozima do leite bovino. Os isolados
cresceram bem no meio com até 0,3% de fenol,
mesmo com 0,4 e 0,5%, alguns isolados ainda
apresentaram algum crescimento. Os isolados
apresentaram diferentes resisténcias aos sais
biliares, os que n&o alcangaram 0,3 de absorbancia
com 0,3% de “oxgall” com 8 horas de incubagéo,
ficaram muito préximos disto. Houve diferenca de
sensibilidade dos isolados frente aos diversos
antibioticos (Quadro 1) e os resultados do Quadro
2, indicam que, 4 isolados apresentaram
antagonismo considerado forte frente a E. coli
enteropatogénica.

CONCLUSAO

O LT 516, apresentou melhor desempenho
para ser usado como probidtico; o LT 158A
também teve resultados bastante similares
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QUADRO 1 - Sensibilidade dos isolados a diferentes antibi6ticos
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Isolados

LT154A LT LT LT LT LT LT LT LT LT LT LT

Antibioticos 156B 158A 350 360 361 482 484 510 516 518 520
Sulfazotrim R R R R R R R R R R R R
Gentamicina R R R R R R R R R R R R
Cefalotina R R R I S I R S R S I S
Kanamicina R R R R R R R R R R R R
Amicacina R R R R R R R R R R R R
Cloranfenicol I I R I I I I R | I S S
Carbenicilina | R R I S S | R R [ I S

Ampicilina R R R R S R S R R S S S
Cefoxitina R R R R R R R R R R R R
Tetraciclina R R R | S | R R R S S S
Cefazolina R R R S R R I R R R S R
Cefotaxinia R R R I I I I R | I S I

R - Resistente.
| - Intermediario.

S - Sensivel.

Quadro 2 - Atividade antagonista dos isolados frente a uma estirpe de E. coli (K99) enteropatogénica

Isolados Didmetro (mm) dos halos de inibicao Inibicao
LT154A 13 Moderada
LT156B 16 Forte
LT158A 18 Forte

LT 350 12 Moderada
LT 360 12 Moderada
LT 361 12 Moderada
LT 482 11 Moderada
LT 484 11 Moderada
LT 510 13 Moderada
LT 516 18 Forte

LT 518 14 Moderada

LT 520 16 Forte




