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RESUMO

CHAVES, Karina da Silva, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2009.
Avaliacado de caracteristicas probidticas e de seguranga de Lactobacillus spp. isolados a
partir de recém-nascidos. Orientadora: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira.

Corientadoras: Regina Célia Santos Mendonca e Claudia Lucia Oliveira Pinto.

Bactérias do género Lactobacillus apresentam uma longa historia quanto ao seu
uso seguro em alimentos. No entanto, nos ultimos anos, esses microrganismos tém
sido relacionados a infecgdes, o que tem aumentado o interesse e o questionamento
da seguranga dos microrganismos probidticos, principalmente com relagdo as novas
estirpes. Em fungcdo da necessidade de disponibilizar isolados bem identificados com
caracteristicas probidticas definidas e seguros para a aplicagédo na area clinica, os
objetivos deste trabalho foram isolar e identificar fenotipicamente Lactobacillus,
isolados de quatro criangas, e avaliar o potencial probiético desses microrganismos
por meio de alguns aspectos de funcionalidade e seguranga, como resisténcia aos
sais biliares e ao suco gastrico, antagonismo a patégenos, suscetibilidade
antimicrobiana e atividade de hemolitica e gelatinase. Os 61 isolados selecionados
foram identificados como Lactobacillus rhamnosus (22), Lactobacillus brevis (29),
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (1), Lactobacillus plantarum (4), Lactobacillus
buchneri (2) e Lactobacillus fermentum (3). Dos 61 isolados, 91,8 % foram
resistentes aos sais biliares e 62,3 % apresentaram redugao de ciclos logaritmicos
menor ou igual a 1, ap6és 90 minutos de incubagdo em presenga do suco gastrico.
Em relagcdo ao perfil de suscetibilidade antimicrobiana, os isolados apresentaram
variagdo na sensibilidade de 1,6 % (ciprofloxacina) a 100 % (cefalexina e
meropenem) aos 14 antibidticos avaliados. A atividade antagbnica foi avaliada por
dois métodos: difusdo em placas e spot. No método de difusdo em placas, o
sobrenadante livre de células ndo promoveu a inibicdo dos patégenos avaliados. Ja
no método spot os isolados apresentaram variabilidade na atividade antagonistica
sobre o crescimento dos diferentes patdgenos, Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Escherichia coli (ATCC11229), Salmonella sp. (ATCC 6539) e Listeria
monocytogenes (ATCC 15313). A inibicdo observada foi estirpe dependente e
promovida ndo somente por acidos organicos, uma vez que nao foi totalmente

revertida quando se utilizou meio tamponado. Nenhum dos isolados foram
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gelatinase positiva, no entanto 60 isolados apresentaram atividade hemolitica, tendo
24 isolados apresentaram atividade a-hemolise, 34 [(-hemdlise e 3 néo
apresentaram atividade hemolitica (y- hemolise). Os isolados apresentaram variagéo
quanto as caracteristicas probidticas e de seguranga. Embora os isolados
UFVCC1152, UFVCC1153 e UFVCC1155 nao tenham apresentado atividade a ou
B-hemolise e atividade gelatinase, estes ndo usufruem de todas as caracteristicas
probioticas avaliadas, sendo a utilizaggdo como pool a melhor estratégia de
aplicagao, uma vez que os fendtipos estudados se complementam. Os resultados
encontrados ndo devem ser extrapolados para as bactérias do género Lactobacillus
e para as espécies identificadas, uma vez que as caracteristicas de funcionalidade,
seguranca e tecnoldgica podem ser estirpe dependente. Portanto, cada novo isolado
deve ser avaliado para todos os requisitos definidos no relatério da elaboragao de
diretrizes para a avaliagdo de probioéticos em alimentos (FAO/WHO, 2002), para que
o profissional de saude tenha a sua disposicdo estirpes bem caracterizadas e

seguras.



ABSTRACT

CHAVES, Karina da Silva, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2009. Evaluation
of probiotic characteristics and safety of Lactobacillus spp. isolated from newborns.
Adviser: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira. Co-Advisers: Regina Célia Santos

Mendonca e Claudia Lucia Oliveira Pinto.

Lactobacillus bacteria present a long history with regard to its safe usage in foods.
However, in recent years, these microorganisms have been related to infections which
have increased in numbers due to new strains of Lactobacillus. With the necessity of
making available well identified isolated that present well defined probiotic
characteristics and safety in clinical application, this study had the objective of isolating
and phenothypically identifying Lactobacillus isolated from four infants and evaluate
the probiotic potential of these microorganisms by some means of safety and
functional aspects, as to resistance to bile salts and gastric juice, antagonism to
pathogens, anti-microbiotic susceptibility and hemolytic and gelatinase activity.

The 61 selected isolated were identified as Lactobacillus rhamnosus (22),
Lactobacillus brevis (29), Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (1), Lactobacillus
plantarum (4), Lactobacillus buchneri (2) and Lactobacillus fermentum (3). From the
61 isolated, 91.8% were resistant to bile salts and 62.3 % presented a reduction of
logarithmic cicles lower than or equal to 1, after 90 minutes of incubation in the
presence of gastric juice. In relation to the anti-microbiotic susceptibility profile, the
isolated presented a variation at the sensitivity of 1.6% (ciprofloxacin) at 100 %
(cephalexin and meropenem) for the 14 evaluated antibiotics. An antagonic activity
was evaluated by two methods: plaque dissemination and spot. In the plaque
dissemination method, the cell free supernatant did not promote the inhibition of the
evaluated pathogens. As for the spot method, the isolated presented variability in the
antagonistic activity over the growth of different pathogens, Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC11229), Salmonella sp. (ATCC 6539) and
Listeria monocytogenes (ATCC 15313). The observed inhibition was a dependent
strain and was not promoted only by organic acids, since it was not totally reverted
when a buffered mean was used. None of the isolated were positive gelatinase,
however, 60 isolated presented hemolytic activity, 24 of the isolated presented a-

hemolysis, 34 B-hemolysis and 3 didn’t present hemolytic activity (y- hemolysis).The



isolated presented variation concerning probiotic and safety characteristics. Although
the isolated, UFVCC1152, UFVCC1153 e UFVCC1155 had not presented a or [3-
hemolysis and gelatinase activity, they do not fully enjoy all of the evaluated probiotic
characteristics, and its usage as a pool, was the best applying strategy, once the
studied phenotypes complemented themselves. The results should not be
extrapolated for the Lactobacillus type of bacteria and for the identified species, once
the functionality characteristics, safety and technology may be a dependent strain.
Therefore, each new isolated must be evaluated for all defined requisites on the
guideline elaboration report for the probiotic evaluation on foods (FAO/WHO, 2002),
so that health professionals may have well characterized and safe strains at his

disposal.
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1- Introducéo

A pesquisa na area de probidticos tem progredido consideravelmente e
avancgos significativos foram feitos na selecdo e na caracterizagdo de culturas
probidticas para uso especifico (FAO/WHO, 2002).

Os microrganismos probidticos desempenham importante papel na
modulagcdo da microbiota gastrointestinal, conferindo efeitos benéficos locais ou
sistémicos no organismo humano.

Os probidticos sao definidos como microrganismos vivos, que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro (FAO/WHO, 2001).

No processo de selegdo de um microrganismo probidtico devem ser
considerados: i) origem da estirpe; ii) capacidade de aderir a mucosa intestinal; iii)
resisténcia aos sais biliares; iv) resisténcia ao suco gastrico; v) capacidade de
produzir substancias antimicrobianas; vii) antagonismo a patdgenos; viii) histérico de
nao patogenicidade; ix) auséncia de genes de resisténcia a antibibticos; x) auséncia
de viruléncia; xi) incapacidade de produzir metabdlitos téxicos; xii) incapacidade de
translocar ou induzir a translocagdo de microrganismos patogénicos (FAO/WHO,
2002). Além disso, as estirpes ndo deverdo promover alteragdes no produto e
resistirem as condicdes de processamento, mantendo sua atividade e viabilidade,
para que no momento do consumo contenham numeros altos do microrganismo
probiético (HUIS'T VELD; SHORTT, 1996; FERREIRA, 2003).

As bactérias probioticas geralmente estudadas pertencem aos géneros
Lactobacillus e Bifidobacterium, que apresentam uma longa histéria de uso seguro
em alimentos. Os efeitos benéficos atribuidos a esses géneros incluem prevengao
de inflamacgdes intestinais, diminuicdo de eczema e diminuicdo na resposta de
hipersensibilidade de substancias alergénicas em criangas, além da redugdo dos
efeitos em individuos lactase nao persistentes (ISOLAURI et al., 2000; KALLIOMAKI
et al., 2001; GRIFFIN et al., 2002; ISOLAURI et al., 2004; KUKKONEN et al., 2007).

No entanto, nos ultimos anos, alguns estudos tém identificado bactérias
probidticas do acido latico envolvidas em infecgdes, o que tem aumentado o
interesse e 0 questionamento da seguranga dos microrganismos probidticos,
principalmente com relacdo as novas estirpes (VESTERLUND et al.,, 2007). Com

base nesta premissa, os objetivos deste estudo foram isolar do mesmo sitio



ecoldgico estirpes de Lactobacillus de origem infantil, que foram submetidas a
identificacdo fenotipica e avaliar o potencial probidtico por meio de alguns aspectos
de funcionalidade e seguranga, como resisténcia aos sais biliares e ao suco gastrico,
suscetibilidade antimicrobiana, antagonismo ao crescimento de patdégenos e

atividade da enzima gelatinase e hemolisina.



2- Revisao bibliogréfia

2.1 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal humana comecgca a ser formada no momento do
nascimento, por meio do contato do recém-nascido com o canal vaginal, com a pele
da mae, com as méaos das enfermeiras e com o ar do ambiente (MACKIE et al.,
1999; KLINGER et al., 2007). Inicialmente, os neonatos s&o colonizados por uma
grande variedade de bactérias, como Escherichia coli, Enterococcus spp.,
Clostridium spp., Staphylococcus spp. e Streptococcus spp., que possuem O
crescimento favorecido no principio da colonizacdo do trato gastrointestinal em
funcdo do potencial de oxirreducdo positivo no intestino. Posteriormente, com a
diminuicdo do teor de oxigénio, o ambiente torna-se reduzido e propicio ao
crescimento de bactérias anaerdbias obrigatérias, favorecendo a proliferacédo de
bifidobactérias, bacterdides e clostridios (MACKIE et al., 1999). Apéds trés a quatro
dias do nascimento, bactérias do género Bifidobacterium passam a predominar e as
bactérias presentes inicialmente apresentam redugdo gradual, provavelmente pela
reducdo de nutrientes utilizados em meio com baixo potencial de oxirredugao
(MITSUOKA, 1978). Embora as bactérias bifidas sejam consideradas os
microrganismos mais importantes para lactantes, bactérias do género Lactobacillus
e Escherichia coli encontram-se em alta proporcdo na microbiota intestinal de
criangas e adultos (MITSUOKA, 1996).

Durante o desmame, quando uma dieta de adulto é introduzida na
alimentagao das criangas, uma microbiota bacilar, Gram negativa, semelhante a de
adultos passa a predominar. O numero de bifidobactérias diminui sendo
ultrapassado por bacteroides, eubactéria e Peptostreptococci spp. (MITSUOKA,
1996). Apds o primeiro ano de vida, a microbiota torna-se estavel, e os géneros
comumente encontrados sdo: Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus
Eubacterium, Fusobacterium, E. coli e Clostridium (HOLZAPFEL et al., 1998;
SERINO et al., 2009). Com o passar do tempo, na terceira idade, a concentragao de
bifidobactéria diminui ainda mais e 0s microrganismos, como Lactobacillus,
Streptococci,  Enterobacteriacea e  Clostridium  perfringens,  aumentam
significativamente. Alteragdes na sucessdao microbiana ao longo do tempo sé&o
influenciadas pela dieta, pela idade, pelo estresse, pelo uso de antibidtico e pelo
estado fisioldgico do hospedeiro (KLIGLER et al., 2007; SERINO et al., 2009).



2.2 Probhiéticos

A palavra probidtico deriva do grego e significa “para vida”, sendo o anténimo
de antibidtico, “contra vida® (HAMILTON-MILLER et al., 2003). A terminologia
probiodtico recebeu varias definicbes, sendo a internacionalmente aceita a de que
sdo microrganismos vivos, que administrados em quantidades adequadas conferem
beneficios a saude do hospedeiro (FAO/WHO, 2001; SANDERS, 2003).

Os microrganismos mais comumente usados como probidticos sédo as
bactérias do acido latico, principalmente as bactérias do género Lactobacillus e
Bifidobacterium, que fazem parte da microbiota benéfica do intestino delgado e
grosso, respectivamente (KOPP-HOOLIHAN, 2001; FERREIRA, 2003).

A pesquisa na area de probidticos tem progredido consideravelmente, em
funcdo do aumento do interesse por produtos suplementados com estes
microrganismos para manutencgéo do equilibrio da microbiota intestinal, favorecendo
o combate a diarreia (ARVOLA et al., 1999), a estimulacdo do sistema imune
(ISOLAURI et al., 2004), a reducao de eczema e a hipersensibilidade de substancias
alergénicas em criangas (KALLIOMAKI et al.,, 2001; KUKKONEN et al., 2007), a
prevencado de inflamacgdes intestinais (ISOLAURI et al., 2000, KALLIOMAKI et al.,
2001), além de modular os efeitos indesejaveis da lactase ndo persistentes
(GRIFFIN et al., 2002).

2.3 O género Lactobacillus

Lactobacillus pertencem ao grupo de bactérias do acido latico (BAL), séo
Gram positivos, catalase negativos, anaerobios facultativos, ndo esporulam e sdo
fastidiosos. Os lactobacilos sao encontrados em uma variedade de habitats, por
exemplo, nas membranas mucosas da espécie humana e animal, como cavidade
oral, intestino e vagina, em plantas e material organico, em habitats artificiais, como
esgotos, e em alimentos fermentados ou deteriorados (AXELSSON,1998;
BERNARDEAU et al., 2006).

O género Lactobacillus foi descrito pela primeira vez por Beijerinck, em 1901.
As espécies do género foram agrupadas com base em caracteristicas fenotipicas,
de acordo com a temperatura 6tima de crescimento e a fermentagdo de hexoses
(ORLA-JENSEN,1919), e posteriormente como homofermentativos obrigatérios,

heterofermentativos facultativos e heterofermentativos obrigatorios (KANDLLER e



WEISS, 1986). Lactobacilos obrigatoriamente homofermentativos incluem aqueles
que fermentam glicose exclusivamente em acido latico e ndo fermentam pentoses
ou gliconato. Os heterofermentativos obrigatérios incluem os lactobacilos que
fermentam hexoses em acido latico, acido acético e/ou etanol e didxido de carbono,
sendo a producido de gas a partir da glicose uma caracteristica marcante dessas
bactérias. Os heterofermentativos facultativos incluem os lactobacilos que
fermentam hexoses em acido latico e podem produzir gas a partir de gliconato, mas
nao através da glicose. Esses microrganismos também fermentam pentoses, por
meio da atividade de uma fosfocetolase induzida para produzir acido latico e acético
(VASQUES et al., 2005).

O género Lactobacillus € filogeneticamente diverso. Com o desenvolvimento
das técnicas moleculares e caracterizagdo genética, este género foi reorganizado,
com a identificagdo de novos grupos, baseando-se na regido 16S rRNA (COLLINS
et al., 1991).

2.4 Lactobacillus: propriedades probioticas em humanos

Os beneficios a saude humana e animal de bactérias do género Lactobacillus
tém sido relatados em varios estudos. Pesquisas demonstraram a eficiéncia do uso
deste microrganismo na prevencao de desordens intestinais (ARVOLA et al., 1999;
MACFARLAN; CUMMINGS, 2002; REID; BURTON, 2002), na estimulagao do
sistema imune (PERDIGON et al., 2001; CROSS, 2002, ISOLAURI et al., 2004), na
utilizacdo da lactose por individuos lactase nao persistentes (GRIFFIN et al., 2002;
LEVRI et al., 2005), na reducéao de inflamagdes e reacdes alérgicas (VILJANEN et
al., 2005) e na prevengao de cancer de célon (WOLLOWSKI et al., 2001).

Arvola et al. (1999) demonstraram em criangcas um efeito benéfico de L.
rhamnosus GG (Lactobacillus GG; American Type Culture Collection ATCC53103)
no combate a diarreia apds terapia com antibiéticos. O mesmo microrganismo
mostrou efeito positivo na reducédo da incidéncia de eczema atdpico em criangas
(KALLIOMAKI et al., 2003). Rosenfeldt et al. (2002) observaram que as estipes L.
rhamnosus 19070-2 e L. reuteri DSM 12246 foram eficazes na redugao da duracao
de diarreia em pré-escolares.

A terapia de reidratagao oral € comumente utilizada em criangas com diarreia

aguda. Simakachorn et al. (2000) verificaram que a estirpe de L. acidophilus LB, ao



ser adicionada a terapia de reidratacdo oral, mostrou-se efetiva na reducédo do

tratamento nas criangas.

2.5 Selecdo de microrganismos probidticos

No processo de selecdo de um microrganismo probidtico os aspectos
funcionalidade, seguranga e caracteristicas tecnologicas sdo importantes requisitos

a serem avaliados para indicagdo em humanos (SAARELA, 2000).

2.5.1 Aspectos de funcionalidade

Dentre os aspectos de funcionalidade o microrganismo deve apresentar: i)
capacidade de aderir @ mucosa intestinal; ii) resisténcia aos sais biliares; iii)
resisténcia a lisozima; iv) resisténcia ao suco gastrico; v) produgédo de substancias
antimicrobianas; e vi) antagonismo a patégenos (SAARELA, 2000; FAO/WHO,
2002).

2.5.1.1 Sobrevivéncia de bactérias probidticas as barreiras gastrointestinais

Bactérias probidticas, ao serem ingeridas, devem ser resistentes as enzimas
da cavidade oral, como lisozima (FULLER, 1992), a acidez gastrica e a toxicidade a
bile (GIBSON e FULLER, 2000).

O baixo pH do estdmago e a agao antimicrobiana da pepsina representam
uma barreira eficaz a entrada de bactérias no trato intestinal. O pH do estdmago
varia entre 2,5 e 3,5 (HOLZAPFEL et al., 1998). No entanto, ndo ha um padrédo a
tolerancia gastrica no processo de selegao in vitro, devendo ser ressaltado que uma
escala de pH 1,0 a 5,0 tem sido usada para selecionar lactobacilos, bifidobactérias e
algumas estirpes de propionibactérias em relacéo a essa barreira (CONWAY et al.,
1987; LANKAPUTHRA; SHAH, 1995; CHARTERIS et al., 1998; CHOU; WEIMER,
1999; CHUNG et al., 1999; ZARATE et al., 2000).

O tempo de passagem do alimento no estdbmago pode apresentar duragao
média de 90 minutos, tendo a natureza do alimento influéncia no tempo de
residéncia do alimento, podendo variar de 2 a 4 horas (BERADA et al.,, 1991;
SMITH, 1995).



ApOs resistir ao estresse acido, as bactérias devem apresentar a capacidade
de resistir a toxicidade dos sais biliares.

A resisténcia das bactérias laticas aos sais biliares tem sido verificada, sendo
sua suscetibilidade testada em meio seletivo contendo diferentes concentragdes de
bile (GILLILAND et al., 1984; IBRAHIM; BEZKOROVAINY, 1993; CLARK; MARTIN,
1994; CHUNG et al., 1999). Bactérias do género Lactobacillus isoladas de produtos
fermentados e do trato intestinal tém apresentado resisténcia aos sais biliares. Esta
resisténcia tem sido relacionada a atividade hidrolase aos sais biliares, em que o
gene que codifica esta enzima foi caracterizado para L. jonhsonii 100-100, L.
acidophillus KS-13 e L. plantarum 80 (CHRISTIAENS et al., 1992; HALLER et al.,
2001; MOSER; SAVAGE, 2001; ELKINS et al., 2001). Moser e Savage (2001)
sugeriram que a atividade hidrolase aos sais biliares de alguns lactobacilos

apresenta um nivel de importancia para a colonizacao intestinal em humanos.

2.5.1.2 Antagonismo a patégenos

A atividade antagbnica contra bactérias patogénicas pode ocorrer por meio da
producdo de substancias antimicrobianas ou por exclusdo competitiva, em que os

microrganismos probioticos competem por sitios de adesao na superficie do epitélio.

A producgédo de metabdlitos, como acidos organicos, incluindo acido latico e
acido acético, de peroxido de hidrogénio e de bacteriocinas confere efeito protetor

ao ambiente intestinal do hospedeiro (JACK et al.,1995).

Bacteriocinas sao proteinas ou peptideos antimicrobianos, ribossomicamente
sintetizados e secretados por bactérias, sendo ativos contra bactérias patogénicas e
deteriorativas (KAISER; MONTVILLE, 1993; KLAENHAMMER, 1993; CLEVELAND
et al., 2001). Estudos realizados por diferentes pesquisadores evidenciaram a
producdo de bacteriocinas por bactérias do género Lactobacillus, sendo detectada
em L. acidophillus NCFM (FERREIRA; GILLILAND, 1988), L. johnsonii (LEER et al.,
1995), L. salivarius ssp. salivarius (FLYNN et al., 2002), L. reuteri (KABUKI et al.,
1997) e L. acidophilus (MURIANA; KLAENHAMMER, 1991; KANATANI et al., 1995).

As bacteriocinas geralmente sdo pequenas proteinas catidnicas,

heterogéneas e hidrofébicas, que apresentam de 20 a 60 residuos de aminoacidos,



ponto isoelétrico elevado e caracteristicas anfipaticas. Variam consideravelmente
quanto ao microrganismo produtor, ao espectro de agdo, ao peso molecular e as
suas propriedades bioquimicas (KAISER; MONTVILLE, 1996; VERHEUL et al.,
1997). O modo de agao das bacteriocinas depende da sua concentragao, podendo
elas apresentar efeito bactericida ou bacteriostatico e atuar na permeabilidade da
membrana dos microrganismos sensiveis por meio da formagédo de poros, o que
causa um desbalanco i6nico e fluxo de ions fosfato (BRUNO; MONTVILLE, 1994).

Os acidos organicos produzidos durante o metabolismo bacteriano
apresentam atividade antagbnica. Por serem lipofilicos, em sua forma néo
dissociada, apresentam capacidade de se difundirem na membrana celular,
causando alteracdes no pH interno. No citoplasma celular, ao sofrerem dissociagao,
promovem o colapso do gradiente de protons e a consequente interrupcéo do
sistema de transporte de substrato para a célula, comprometendo as funcdes
metabdlicas do microrganismo (MROZ, 2000). Bactérias probioticas do acido latico
apresentam como produto de seu metabolismo acido organicos, como acido latico e

acido aceético, que tém efeito inibitério contra bactérias patogénicas.

Midolo et al. (1995) observaram a inibicdo do crescimento de Helicobacter
pylori NCTC 11637 pelas estirpes de Lactobacillus acidophilus, L. casei subsp.
rhammnosus e B. bifidus, pela produgdo de acido latico e acético. Similarmente,
Strus et al. (2001) constataram que estirpes de lactobacilos isolados do trato
digestivo inibiram o crescimento de H. pylori, Campylobacter jejuni, E. coli e
Clostridium difficile, que sao agentes causadores de infeccbes gastroentéricas.
Wong e Chen (1988) verificaram inibicdo do crescimento das células vegetativas e
50 % da germinagdo dos endosporos de Bacillus cereus por meio dos acidos
organicos produzidos por Streptococcus lactis, S. thermophilus, L. acidophilus e L.

bulgaricus.

Outro composto antimicrobiano é o peroxido de hidrogénio (H202), produzido
durante o metabolismo de bactérias do acido latico em presenca de oxigénio, em
funcdo da acéo de flavoproteinas oxidases ou peroxidades (NADH) (HOLZAPFEL et
al.,, 1995). Os metabdlitos de oxigénio (perdxido de hidrogénio e radicais livres)
apresentam efeito bactericida ou bacteriostatico em relagdo aos microrganismos
patogénicos e deterioradores. O perdéxido de hidrogénio promove a inativagdo de

enzimas, devido a oxidagdo de grupos sulfidrilicos, altera a permeabilidade da



membrana por meio da peroxidacdo de lipideos e danifica a estrutura do DNA
bacteriano, pela formacdo de radicais livres como (O%) e hidroxil (OH’), podendo
esta alteracéo ser reversivel ou irreversivel (PIARD; DESMAZEAUD, 1991).
Bactérias do género Lactobacillus apresentam importante papel no equilibrio
da microbiota vaginal de humanos e animais. Em estudo realizado por Jung et al.
(2009) constatou-se que Lactobacillus isolados da vagina de humanos apresentaram
atividade antagobnica in vitro contra Staphylococcus aureus, devido a produgédo de
peréxido de hidrogénio. Xu et al. (2008) observaram resultados similares ao
verificarem que 78 estirpes de Lactobacillus isolados de vagina de mulheres
chinesas gravidas apresentaram efeito inibitoério sobre Candida albicans, S. aureus,
E. coli e Pseudomonas aeruginosa, por meio da produgdo de peroxido de

hidrogénio.

2.5.2 Aspectos tecnoldgicos

Os aspectos tecnoldgicos constituem critérios importantes a serem avaliados,
uma vez que as bactérias probidticas presentes no alimento carreador devem resistir
as condi¢cdes de processamento e estocagem, ndo promovendo alteragdes na
textura e nas caracteristicas sensoriais do produto, além de manterem-se ativas e
viaveis para exercer seus efeitos benéficos no hospedeiro (HUIS'T VELD; SHORTT,
1996, FERREIRA, 2003; VASILJEVIC; SHAH, 2008).

Ainda ndo ha consenso quanto a concentragdo recomendada de bactérias
probiéticas no alimento. Pesquisadores relatam que a concentragcdao de células
vidveis para que seja observado o efeito benéfico em humanos deve variar de 10° a
10" UFC.mL" (LEE; SALMINEN, 1995; BERNARDEAU et al.,2005).

Algumas bactérias probidticas, especialmente bactérias bifidas, n&o crescem
bem em leite, resultando em um produto com baixas concentracbes de
microrganismos viaveis, ou mesmo em perda total da viabilidade apds
armazenamento prolongado (MASCO et al., 2005; MICANEL et al., 1997;
TEMMERMAN et al., 2003; THARMARAJ; SHAH, 2003). Portanto, as caracteristicas
tecnoldgicas sao importantes, uma vez que o microrganismo probiodtico deve estar

viavel no momento do consumo para exercer seu efeito benéfico.



2.5.3 Aspectos de seguranca

As bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium s&do comumente
usadas como probidticos e apresentam uma longa histéria de uso seguro (SHORTT,
1999; SAXELIN et al.,, 2005). No entanto, nos ultimos anos a seguranga destes
microrganismos comegou a ser questionada em funcdo de relatos de infecgdes,
como bacteremias (SALMINEN et al., 2004; DE GROOTE et al., 2005), endocardites
(MACKAY et al., 1999) e septicemia (CHOMARAT; ESPINOUSE, 1991). Infeccbes
causadas por lactobacilos probidticos sao extremamente raras, tendo alguns casos
sido relatados em pacientes imunocomprometidos, o que indica que cuidados devem
ser tomados na administragdo de probioticos nesses individuos (VESTERLUND et
al., 2007). Devido a ocorréncia destes casos, a generalizagdo do uso de terapias
imunossupressora, bem como a utilizagdo de novas estirpes probidticas sem longa
histéria de uso seguro, aumentou a exigéncia da avaliagdo da seguranga de
probidticos (VESTERLUND et al., 2007).

Aspectos de seguranga, como origem da estirpe, por ndo apresentar historico
de associagao com doencgas ou desordens intestinais, n&o carrear genes plasmidiais
de resisténcia a antibioticos, ndo promover a degradagdo de muco intestinal, n&o
translocar ou induzir translocagado de microrganismos patogénicos para sitios extra-
intestinais e auséncia de fatores de patogenicidade, como a produgao de hemolisina
e gelatinase, devem ser avaliados (SAARELA, 2000; FAO/WHO, 2002).

2.5.3.1 Suscetibilidade a antibidticos

A suscetibilidade antimicrobiana de novos isolados visa prevenir a indicagao
de estirpes resistentes a antibidticos e a possibilidade de disseminacdo dessa
resisténcia para microrganismos patogénicos no trato intestinal do hospedeiro
comensal (AUSTIN et al., 1999; ROBREDO et al., 2000).

Desde que os antibioticos foram introduzidos no tratamento de doencas
microbianas, seu uso tem se tornando cada vez mais dificil, em funcdo da
resisténcia antimicrobiana de bactérias patogénicas (MATHUR; SINGH, 2005). O
mecanismo de resisténcia a antibidticos € fundamentado em quatro estratégias: i)
inativacdo da droga; ii) prevencao de que a droga alcance seu alvo; iii) reducao da
suscetibilidade ao alvo; ou iv) aquisicdo de novos mecanismos de resisténcia. A

resisténcia pode ocorrer por mutacbées e por aquisicdo de determinantes de
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resisténcia, que pode ser transferida entre bactérias de uma mesma espécie ou
género e entre bactérias de espécies ou géneros diferentes, podendo ser intrinseca
ou adquirida ou por pressao seletiva, em fungcdo do aumento das concentragdes dos
antibiéticos (BERGER-BACHI, 2002; MATHUR; SINGH, 2005).

A resisténcia intrinseca, ou natural, € cromossomal € nao pode ser transferida
para outras espécies, podendo estar presente em todas as estirpes de um género ou
espécie. Ja a resisténcia adquirida pode ocorrer em fungdo da ocorréncia de
mutagdes genéticas ou aquisicdo de uma resisténcia exdégena de outra bactéria por
meio da transferéncia horizontal de genes, podendo este gene ser retransferivel
(COURVALIN, 2006 a). Como exemplo pode-se citar a resisténcia a vancomicina de
algumas espécies de Lactobacillus e Enterococcus faecium. Certas espécies de
Lactobacillus apresentam uma parede de peptideoglicano insensivel a agado de
vancomicina. Ja E. faecium, normalmente, é suscetivel a vancomicina, e sua
resisténcia é adquirida mediante transferéncia de plasmideos (DANIELSEN; WIND,
2003, COURVALIN, 2006 b). Portanto, torna-se cada vez mais importante a
realizacdo do teste de suscetibilidade a antibidticos para evitar a entrada de

microrganismos resistentes na cadeia alimentar.

2.5.3.2 Fatores de viruléncia: atividade gelatinase e hemolitica

Fatores de viruléncia, como atividade hemolitica e gelatinase, séao
mecanismos comuns entre varios microrganismos patogénicos. A produgao de
hemolisina ocorre devido ao requerimento de ions ferro, uma vez que este € um
micronutriente requerido para o crescimento dos microrganismos patogénicos,
devido a sua participacdo como cofator de varias enzimas (HUSAIN, 2008). As
bactérias do acido latico sdo relatadas como uma excegédo entre os organismos
vivos, por nao apresentarem requerimento de ferro para crescerem, sendo esta
considerada uma vantagem ecoldgica no ambiente natural, onde competem com
bactérias patogénicas (ELLI et al., 2000).

A gelatinase € uma enzima proteolitica capaz de hidrolisar gelatina, colageno,
caseina, hemoglobina e outros peptideos bioativos, onde essas proteinases
encontram-se associadas com inflamagdes e viruléncias em humanos e animais
(KANEMITSU et al., 2001).
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Estudos realizados por Baumgartner et al. (1998) e Maragkoudakis et al.
(2006), constatou-se que algumas das estirpes de lactobacilos avaliadas
apresentaram atividade hemolitica, mostrando assim a importancia de verificar as

caracteristicas de seguranga dos microrganismos probiéticos em novas estirpes.
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3- Material e métodos

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Culturas Laticas do
Departamento de Tecnologia de Alimentos no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria (BIOAGRO), Universidade Federal de Vigosa (UFV), MG.

3.1 Origem, isolamento e identificacdo dos isolados de recém-nascidos

O isolamento foi realizado a partir de fezes de quatro recém nascidos

alimentados exclusivamente com leite materno, com as seguintes caracteristicas:
Amostra A: sexo feminino, nascida de parto normal, 23 dias de idade.
Amostra B: sexo feminino, nascida de parto normal, 7 dias de idade.
Amostra C: sexo feminino, nascida de cesariana, 7 dias de idade.
Amostra D: sexo masculino, nascido de parto normal, 7 dias de idade.

O material foi coletado nas fraldas (fezes recém-emitidas), transportado para
o laboratério e, entdo, pesado. Aliquotas de 1 mL foram transferidas para 99 mL de
solugdo tamp&o com baixo potencial de oxirredugédo (KH2PO4: 4,5 g L™, NayHPO,:
6,0 g L, L-cisteina HCI. H,0: 0,5 g L™, Tween 80: 0,5 g L™, 4gar: 1,0 g L™, pH 6,8),
segundo Mitsuoka (1989).

Seguiram-se sequéncias de diluigdes decimais com plaqueamento em
profundidade das amostras em agar Rogosa (ROGOSA et al., 1951). As amostras
foram incubadas em jarras de anaerobiose (GasPaK, BBL) contendo geradores de
CO; e Hy (Anaerobac, Probac), por um periodo de dois a trés dias, a 37 °C, até que
coldnias fossem formadas. Nas diferentes diluigdes (102 a 107), foi isolada de cada
amostra a raiz quadrada do numero de colbnias tipicas nas placas que
apresentaram contagens. Os isolados das diferentes amostras foram transferidos
para caldo MRS (MAN, ROGOSA, SHARPE, 1960) e cultivados a 37 °C, por 24 a 48
horas. Apds o crescimento, empregou-se 0 metodo de esgotamento do inéculo em
superficie de agar MRS, seguindo-se a incubagdo a 37 °C, por 48 horas, em
anaerobiose. As colOnias isoladas foram submetidas a coloragao de Gram e ao teste
da catalase, de acordo com a metodologia descrita por Holdeman et al. (1987). As

colonias que apresentaram morfologia bacilar, Gram positivas e catalase negativas,
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foram mantidas congeladas a -80 °C, em caldo MRS com 50 % (v/v) de glicerol.
Antes de cada analise, os isolados foram ativados trés vezes consecutivas em caldo
MRS (MAN, ROGOSA, SHARPE, 1960) estéril e incubados a 37 °C, por 18 horas.

Os isolados foram identificados fenotipicamente por meio do Kit APl CHL e
seu potencial probidtico foi avaliado por meio dos testes de resisténcia aos sais
biliares e ao suco gastrico, de atividade antagbnica a patégenos, de suscetibilidade
a antibidticos, de atividade de hemolisina e de produgao de gelatinase.

3.2 Caracterizacéo fenotipica dos isolados

Os isolados foram ativados por trés vezes consecutivas em caldo MRS, sendo
a ultima ativacao feita em volumes de 20 mL. Apds o crescimento, cada cultura foi
transferida para tubos de centrifuga de polipropileno (50 mL), com tampas
rosqueaveis, Nalgene, previamente esterilizados. Seguiu-se a centrifugacdo de
2.750 x g por 15 minutos, a 4 °C, em centrifuga de Beckman GS - 6R.

Apods o descarte do sobrenadante, ressuspendeu-se o concentrado de células
em 5 mL de tampao fosfato (pH 7,2) estéril, para lavagem das células, seguindo-se
nova centrifugacdo nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi descartado e o
concentrado foi ressuspendido em 2 mL do mesmo tampao, tendo sido utilizado
como inoculo para a caracterizagdo em Kits APl CHL (BioMerieux - SA, Marcy
L’Etoile, France), conforme descri¢ao do fabricante.

Os resultados foram interpretados com o auxilio do programa do Kit APl CHL
(BioMerieux - SA, Marcy L’Etoile, France).

3.3 Selecdo dos isolados resistentes a sais biliares e ao suco gastrico

3.3.1 Preparo do in6culo

As culturas puras de cada isolado foram ativadas por trés vezes em caldo
MRS, sendo a ultima ativagao feita em um volume de 20 mL. Apds o crescimento,
cada cultura foi transferida para tubos de centrifuga de polipropileno (50 mL), com
tampas rosqueaveis, Nalgene, previamente esterilizados. Seguiu-se a centrifugagéo

de 2.750 x g por 15 minutos, a 4 °C, em centrifuga de Beckman GS — 6R.
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Apo6s o descarte do sobrenadante, o concentrado de células foi ressuspendido
em 2 mL de caldo MRS (MAN, ROGOSA, SHARPE, 1960).

O concentrado celular foi ajustado, adicionando-se gotas do mesmo em tubos
contendo 5 mL de caldo MRS (MAN, ROGOSA, SHARPE, 1960), esterilizado, até
obter densidade o6tica de 0,90 + 0,2 em espectrofotdbmetro (SPECTRONIC 20 D+,
USA), a 600 nm. O concentrado de células padronizado de cada cultura foi utilizado

nos testes de resisténcia a sais biliares e ao suco gastrico (TESHIMA, 2001).

3.3.2 Teste de resisténcia a sais biliares

Inoculou-se 5 % do concentrado de células padronizado (DO ~ 0,9) em tubos
contendo 5 mL de caldo MRS, adicionado ou ndo (controle) de 0,3% de Oxgall
(DIFCO®, USA).

Os tubos foram mantidos a 37 °C e o crescimento foi avaliado em
espectrofotbmetro a 600 nm, em intervalos de 2 horas, durante 6 horas de
incubacdo (GILLILAND et al., 1984). A analise foi repetida duas vezes.

Segundo Gilliland et al. (1984), uma bactéria, para ser considerada resistente
aos sais biliares, deve apresentar densidade 6tica maior ou igual a 0,3 (600 nm),

apos 6 horas de incubagao na presencga de 0,3 % de sais biliares (oxgall).

3.3.3 Teste de resisténcia ao suco gastrico

O concentrado de células padronizado (DO ~ 0,9) de cada cultura foi
inoculado (5 %) em 10 mL de suco gastrico artificial (cloreto de sédio: 2,0 g; pepsina:
3,2 g; acido cloridrico concentrado: 7,0 mL; agua destilada: 1000 mL; e pH final de
2,0), de acordo com Gastric Juice (1980). A solug¢ao de suco gastrico foi esterilizada
a frio (membranas de Millipore de 0,45 um). As amostras de suco gastrico
inoculadas foram mantidas a 37 °C, e a contagem de células viaveis foram
realizadas imediatamente a 0, 15, 30, 60 e 90 minutos apds a inoculagdo, em agar
MRS (NEUMANN; FERREIRA, 1995). O numero de microrganismos no tempo zero
foi similar para todos os isolados, aproximadamente 10’ UFC mL™". A andlise foi

repetida duas vezes.
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3.4 Suscetibilidade aos antibioticos

Utilizou-se o método da difusdo em placa (BAWER, 1966) com discos
impregnados com os antibidticos: amicacina (10 ug), ampicilina (30 ug), cefalexina
(30 ug), vancomicina (30 ug), meropenem (10 pg), gentamicina (10 pg), oxacilina
(1 pg), cefalotina (30 pg), eritromicina (15 pg), sulfonamidas (300 pg), penicilina
(10 pg), ceftriaxona (30 ug), ciprofloxacina (5 pg) e amoxicilina (10 ug). Os discos
foram obtidos do laboratorio SENSIFAR® (Cefar Diagndstica, Sdo Paulo, Brasil).

Os isolados previamente ativados foram distribuidos (0,1 mL) em placas de
Petri contendo agar MRS, empregando-se técnica de espalhamento em superficie.
Utilizou-se uma suspensao de 108 UFC mL™" como inéculo (LEHTO; SALMINEN,
1997). O agar MRS foi utilizado, substituindo o agar Mueller-Hinton devido a alta
exigéncia nutricional do género Lactobacillus. Os discos contendo os antibidticos
foram adicionados as placas em pontos equidistantes, sob leve pressdo, com o
auxilio de uma pincga estéril. Apés 1 hora sob temperatura ambiente as placas foram
incubadas a 37 °C, por 48 horas, em camara de anaerobiose (Anaerobac work
station, Bug Box, Leeds, UK), utilizando-se mistura anaerébica (hidrogénio 10 %,
diéxido de carbono 5 %, nitrogénio, 85 %). Os halos de inibigdo foram medidos nas
trés repeticdes. Os resultados médios foram avaliados de acordo com a tabela-
padrao (SENSIFAR®). A escolha dos antibidticos utilizados nesta experimentacao
teve como base a frequéncia de uso nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI)

neonatais da cidade de Vigcosa-MG.

3.5 Antagonismo a patdégenos

Neste estudo foram utilizadas duas técnicas para verificagdo da atividade
antagonista dos isolados de Lactobacillus spp. sobre o crescimento de
microrganismos patogénicos: teste spot (FLEMING, 1975) e difusdo em placas
(Well diffusion assay) (TAGG et al., 1976).

No método spot verifica-se o antagonismo de células viaveis e no método de
difusdo em placas a inibicdo do microrganismo indicador € promovida pela presenga

de compostos inibitérios no sobrenadante livre de células.
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3.5.1 Origem, manutencdo e ativacdo dos microrganismos patogénicos
indicadores

Os microrganismos patogénicos indicadores utilizados foram Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC11229), Salmonella sp. (ATCC 6539) e
Listeria monocytogenes (ATCC 15313), cedidos pelo Laboratério de Embalagens do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (UFV). Os isolados foram mantidos sob
congelamento a -80 °C, em caldo BHI (Brain Heart Infusion Difco®, USA),
adicionados de solugao de glicerol 20 % (v/v).

Antes das analises as culturas foram descongeladas a temperatura ambiente
e repicadas (1 %) por trés vezes consecutivas, nos meios BHI, e incubadas a 37 °C

em aerobiose por 18 a 24 horas.

3.5.2 Determinacdo do antagonismo dos Lactobacillus spp. a patégenos por
meio da técnica de spot

Os isolados de Lactobacillus spp., previamente ativos em caldo MRS, foram
inoculados com o auxilio de uma agulha de repicagem descartavel estéril para
placas de Petri contendo 20 mL de agar MRS (1,5%). Posteriormente, as placas
foram incubadas a 37 °C por 48 horas, sob condicbes de anaerobiose. Apds
formagao de colbnias visiveis, 10 mL de agar semissolido BHI (0,7%), contendo
10° UFC mL™ da estirpe patogénica indicadora, foram vertidos sobre a placa. Estas
foram mantidas sob refrigeragao por 12 horas e posteriormente incubadas a 37 °C
por 48 horas (FLEMING, 1975).

A atividade antagonista foi verificada por meio da formagédo de zonas claras
ao redor das colbnias.

Para verificar se o antagonismo era promovido por acidos organicos, o
mesmo teste spot foi realizado em meio dgar MRS tamponado com 2 g L' de
bicarbonato de sédio (TOURE et al., 2003).

3.5.3 Determinacdo do antagonismo a patdgenos por meio da técnica de
difusdo em placas

Aliquotas de 0,2 mL de cada isolado, previamente ativo, foram transferidas
para 20 mL de caldo MRS, seguindo-se a incubagéo a 37 °C, por 24 horas. Apos

crescimento, transferiu-se o conteudo para tubos de centrifuga com capacidade de
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50 mL, com tampas rosqueaveis, previamente esterilizados. Seguiu-se a
centrifugagéo a 2.750 x g por 20 minutos, a 4 °C, em centrifuga Beckman GS-6R. O
sobrenadante foi coletado e filtrado em membrana Millipore 0,45 um e mantido sob
refrigeracao até o momento de uso.

Orificios de 7 mm foram feitos em &gar BHI (1,5 %), inoculado com
10° UFC mL™" do patogeno indicador. Posteriormente, 30 pL do sobrenadante livre
de células foram adicionados em cada orificio. As placas foram mantidas sob
refrigeracdo por 12 horas e posteriormente incubadas a 37 °C, por 48 horas. A
atividade antagonista foi verificada por meio da formagao de zonas claras ao redor
dos orificios (TAGG et al., 1976).

3.6 Avaliacao da capacidade de producédo de hemolisina

A atividade hemolitica foi avaliada pelo método Baumgartner et al. (1998)
adaptado, em que as estirpes foram estriadas em agar MRS suplementado com 5 %
de sangue de carneiro. Os resultados foram avaliados apés incubacéo a 37 °C, por
48 horas, sob condicdo de anaerobiose. A reacao hemolitica foi verificada pela
formacao de zonas claras ao redor da colénia (B- hemdlise), pela formagédo de
pigmento verde ao redor da colbnia (a- hemdlise) e pela auséncia de reagao (y-
hemolise) (Figura 1). Staphylococcus aureus (ATCC 6538) foi utilizado como

controle positivo.

Figura 1: Foto ilustrativa da atividade a- hemdlise, B- hemdlise e y- hemolise.
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3.7 Avaliacéo de capacidade de producéo de gelatinase

A presenca de atividade da enzima gelatinase foi avaliada, modificando-se a
metodologia de Su et al. (1991), em que as estirpes foram estriadas em agar MRS
suplementado com 3 % de gelatina. Os resultados foram avaliados apds incubagao
a 37 °C, por 48 horas. A producgao desta enzima foi verificada por meio da formagao
de halo turvo ao redor das coldnias. Para determinar se a gelatina no agar foi
realmente hidrolisada, 0,5 a 1,0 mL de solugéo de Frazier (cloreto mercurio, 15,0 g;
concentrado acido cloridrico, 20 mL; e agua destilada, 100 mL) foi vertido na
superficie do meio para precipitar a gelatina ndo hidrolisada, deixando um halo

transparente ao redor das colbnias.
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4- Resultados e discusséao

4.1 ldentificacao fenotipica dos isolados empregando Kit API

Foram obtidos 249 isolados a partir de fezes de quatro criangas recém-
nascidas, caracterizadas como amostras A, B, C e D. A selecao destes foi realizada
por meio dos testes de catalase e Gram. Os isolados que apresentaram morfologia
de bacilos ou cocobacilos, Gram positivos e catalase negativos foram selecionados,
totalizando 61 isolados, sendo 22 isolados da amostra A, 1 isolado da amostra B, 5

isolados da amostra C e 33 isolados da amostra D (Tabela 1).

Tabela 1- Caracteristicas dos isolados das amostras A, B, C e D quanto a

morfologia, coloragdo de Gram e presencga ou auséncia de catalase

Bacilos, Gram positivos e

Amostra Total de isolados  catalase negativos
A 24 22
B 60
C 91 5
D 74 33
> 249 61

Os 61 isolados que apresentaram essas caracteristicas fenotipicas foram
identificados por meio do Kit API.

De acordo com a Tabela 2, ao comparar o perfil de fermentacdo dos 22
isolados da amostra A, observou-se que todos eram bem semelhantes, sendo estes
identificados como L. rhamnosus. O isolado da amostra B foi identificado como L.
paracasei ssp. paracasei (Tabela 3).

Em relacdo a amostra C observou-se variacdo no perfil de fermentacao,
sendo identificadas duas espécies distintas; trés dos isolados foram identificados
como L. plantarum e dois como L. brevis (Tabela 4). Nos isolados da amostra D
foram identificadas quatro espécies, havendo a predominancia da espécie de L.
brevis; 27 isolados foram identificados como pertencentes a essa espécie. Dentre os
demais isolados, dois foram identificados como L. buchneri, trés como L. fermentum

e um como L. plantarum (Tabela 4).
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Tabela 2- Perfil de fermentagao de carboidratos e porcentual de confiabilidade de identificacdo dos 22 isolados da amostra A, de
acordo com o Kit API CHL (BioMerieux - SA, Marcy L’Etoile, France)

Carboidratos?®

Isolados fﬂ 2 I;\ E 5 f f ﬁ I;\ D\A X' ﬁ/' ,F: E F f\ 2 2 ; )LZ >L< Identificagéo % de confiabilidade
Y i i L ¢ L U T C L N Z F A B L R C E \L( \L( de identificagéo
UFVCC1179 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1180 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1181 + + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 93,7
UFVCC1182 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1183 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1184 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1185 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1186 + - - 4+ + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1187 + - - 4+ + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1188 + - - 4+ + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1189 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1190 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1191 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1192 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1193 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 86,5
UFVCC1194 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 86,5
UFVCC1195 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1196 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2
UFVCC1197 + - - 4+ + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 86,5
UFVCC1198 + - - 4+ + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 86,5
UFVCC1199 + - - 4+ + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 86,5
UFVCC1200 + - - + + + + + + + + + - + + + + + + - - Lactobacillus rhamnosus 69,2

4AMY: amigdalina; DARA: D-arabinose; LARA: L- arabinose; CEL: celobiose; ESC: esculina ; GAL: galactose; GLU: glicose; GNT: gluconato ; LAC: lactose;
MAL: maltose; MAN: manose; MLZ: melezitose; MEL: melibiose; RAF: rafinose; RHA: ramnose; RIB: ribose; SAL: salicina; SOR: sorbitol; SAC: sacarose;
TRE: trealose; DXYL: D-xilose; LXYL: L- xilose.

+ : reacao positiva; - : reagdo negativa.
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Tabela 3- Perfil de fermentacédo de carboidratos e porcentual de confiabilidade de identificacdo de um isolado da amostra B, de

acordo com o Kit API CHL (BioMerieux - SA, Marcy L’Etoile, France)

Carboidratos?®

AD L CE G G G L M M M M R R S 8§ s T D L e —_—
Isolado M A A E S A L N A A A L E A H I A O AZR X X Identificagéo % de confiabilidade
YR R L C L U T C L N Z L F A BLR CE Y Y de identificacdo
A A L L
UFVCC1178 + - + + + + + + + + - - - - + + + - + + - - Lactobacillus paracasei ssp. 93,1
paracasei

dAMY: amigdalina; DARA: D-arabinose; LARA: L- arabinose; CEL: celobiose; ESC: esculina ; GAL: galactose; GLU: glicose; GNT: gluconato ; LAC: lactose;
MAL: maltose; MAN: manose; MLZ: melezitose; MEL: melibiose; RAF: rafinose; RHA: ramnose; RIB: ribose; SAL: salicina; SOR: sorbitol; SAC: sacarose;
TRE: trealose; DXYL: D-xilose; LXYL: L- xilose.

+ : reacao positiva; - : reacao negativa.
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Tabela 4- Perfil de fermentagao de carboidratos e porcentual de confiabilidade de identificacdo dos cinco

acordo com o Kit API CHL (BioMerieux - SA, Marcy L’Etoile, France)

isolados da amostra C, de

Carboidratos®

Isolados R ,'; CE: E i f ﬁ k X '\AA '\f '\é' ,Fi E i 8 i ,; )Lz >"< Identificagao % de confiabilidade
i i L C L U T Cc L N Z L F A L R C E \[ I de identificagéo
UFVCC1168 - -+ + + 4+ - -+ + 4+ - - - + + - - + - Lactobacillus brevis nd*
UFVCC1169 -+ + + + + -+ 4+ -+ + o+ - + + + - + - Lactobacillus brevis 99,6
UFVCC1170 - -+ + + + + + + + + - - 4+ + + + + + - Lactobacillus plantarum 53,9
UFVCC1171 - -+ + + + + + + + + - - 4+ + + + + + - Lactobacillus plantarum 53,9
UFVCC1172 - -+ + + + + + + + + - - 4+ + + + + + - Lactobacillus plantarum 53,9

4AMY: amigdalina; DARA: D-arabinose; LARA: L- arabinose; CEL: celobiose; ESC: esculina ; GAL: galactose; GLU: glicose; GNT: gluconato ; LAC: lactose;
MAL: maltose; MAN: manose; MLZ: melezitose; MEL: melibiose; RAF: rafinose; RHA: ramnose; RIB: ribose; SAL: salicina; SOR: sorbitol; SAC: sacarose;
TRE: trealose; DXYL: D-xilose; LXYL: L- xilose.

+ : reagao positiva , - :

reagao negativa; *nd: ndo determinado.
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Tabela 5- Perfil de fermentagao de carboidratos e porcentual de confiabilidade de identificacdo dos 33 isolados da amostra D, de

acordo com o Kit API CHL (BioMerieux - SA, Marcy L’Etoile, France)

Isolados

Carboidratos®

> X >» O

-

r < X

Identificagéo

% de confiabilidade de

identificacao

UFVCC1135
UFVCC1136
UFVCC1137
UFVCC1138
UFVCC1139
UFVCC1140
UFVCC1141
UFVCC1142
UFVCC1143
UFVCC1144
UFVCC1145
UFVCC1146
UFVCC1147
UFVCC1148
UFVCC1149
UFVCC1150

+| > 20 >

+

+| - < X O

Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis

99,5
nd*
77,7
nd*
99,5
50,4
99,5
99,5
65,1
99,8
79,2
99,5
65,1
99,5
65,1
65,1

(Continua ...)
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Tabela 5 (continuagéo)- Perfil de fermentacdo de carboidratos e porcentual de confiabilidade de identificacdo dos 33 isolados da
amostra D, de acordo com o Kit APl CHL (BioMerieux - SA, Marcy L’Etoile, France)

Carboidratos®

>
>
-
m
>
T

r < X r

Identificacao

% de confiabilidade de

identificacao

Isolados
A D
M A
Y R
A
UFVCC1153 - -
UFVCC1154 + -
UFVCC1155 + -
UFVCC1156 - -
UFVCC1157 - -
UFVCC1158 - -
UFVCC1159 - -
UFVCC1160 + -
UFVCC1161 + -
UFVCC1162 - -
UFVCC1163 + -
UFVCC1164 - -
UFVCC1165 - -
UFVCC1166 + -
UFVCC1167 - -

+|>» 20>

+

+ + - + 4+ -
+ - - o+ 4+ -
+ - - o+ 4+ -
+ - - o+ 4+ -
+ - - o+ 4+ -
+ - - -+ -
+ - - o+ o+ -
- - -+ o+ -
+ - - o+ 4+ -
- - -+ o+ -

+|™ < X O

Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis
Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis

99,5
94,5
99,9
65,1
65,1
53,6
50,8
74,0
99,9
99,5
99,9
99,5
99,5
nd*
99,5

dAMY: amigdalina; DARA: D-arabinose; LARA: L- arabinose; CEL: celobiose; ESC: esculina ; GAL: galactose; GLU: glicose; GNT: gluconato ; LAC: lactose;
MAL: maltose; MAN: manose; MLZ: melezitose; MEL: melibiose; RAF: rafinose; RHA: ramnose; RIB: ribose; SAL: salicina; SOR: sorbitol; SAC: sacarose;
TRE: trealose; DXYL: D-xilose; LXYL: L- xilose.

+ : reacgao positiva; - :

reagdo negativa; *nd: ndo determinado.
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4.2 Resisténcia a sais biliares
O perfil de resisténcia aos sais biliares dos isolados, das amostras A, B, C e

D, esta representado nas Figuras de 2 a 5.
Dentre os 61 isolados, observou-se que os 22 da amostra A, o isolado da

amostra B, 4 da amostra C e 29 da amostra D foram resistentes aos sais biliares. A
concentracdo de sais biliares usada no teste corresponde aquela normalmente

encontrada na espécie humana e animal.
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Legenda:D controle; oxgall;, —— ponto de corte: resisténcia/ sensibilidade.
Figura 2- Resisténcia aos sais biliares dos 22 isolados (amostra A), apés 6 horas de
crescimento em caldo MRS (controle) e caldo MRS adicionado de 0,3 % de sais biliares

(oxgall) a 600 nm.
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Legenda:D controle; oxgall;
Figura 3- Resisténcia aos sais biliares do isolado (amostra B) apds 6 horas de crescimento
em caldo MRS (controle) e caldo MRS adicionado de 0,3% de sais biliares (oxgall) a
600 nm.

ponto de corte: resisténcia/ sensibilidade.
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Legenda:D controle; oxgall; ponto de corte: resisténcia/ sensibilidade.
Figura 4- Resisténcia aos sais biliares dos cinco isolados (amostra C) apés 6 horas de
crescimento em caldo MRS (controle) e caldo MRS adicionado de 0,3% de sais biliares
(oxgall) a 600 nm.
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DO (600 nm)

Legenda:D controle; oxgall; ponto de corte: resisténcia/ sensibilidade.

Figura 5- Resisténcia aos sais biliares dos 33 isolados (amostra D) apdés 6 horas de
crescimento em caldo MRS (controle) e caldo MRS adicionado de 0,3% de sais biliares
(oxgall) a 600 nm.

A resisténcia a bile é uma importante caracteristica, pois permite a
sobrevivéncia e o crescimento de lactobacilos no trato intestinal (GILLILAND et
al.,1984). Em geral, essa resisténcia é o resultado da atividade da enzima hidrolase,
bile salt hydrolase (BSH), sobre os sais biliares, reduzindo o efeito téxico (DU TOIT
et al., 1998).

Coeuret et al. (2004) observaram que 38,7 % dos lactobacilos isolados de
leite cru resistiram a 0,3 % de oxgall apés 3 horas de incubagdo. Kheadr (2006)
verificou o perfil de resisténcia de 13 estirpes de Lactobacillus em diferentes
concentragdes de oxgall, 0,1 a 0,5 %, apds 24 horas a 650 nm. Apenas as estirpes
L. acidophilus R052 e L. plantarum P/N 601383 foram sensiveis na presenca de
0,4% de oxgall. As demais estirpes apresentaram-se resistentes a 0,5 % de oxgall.
Em estudo semelhante, Neumann e Ferreira (1995) observaram que as estirpes de
L. acidophilus NCFM-R;, L. acidophillus NCFM-R; e L. acidophillus NCFM-S foram
sensiveis a 0,3% de oxgall, ndo atingindo 0,3 de absorbancia (620 nm) apds 6 horas

de incubacgao a 37 °C.
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A resisténcia aos sais biliares constitui uma importante caracteristica
fisiologica a ser avaliada, uma vez que as estirpes devem estar viaveis ao
alcangarem o intestino delgado. Entre as 61 estirpes, 91,8 % apresentaram

resisténcia aos sais biliares, indicando seu potencial para uso como probiético.

4.3 Resisténcia ao suco gastrico

Dentre os 61 isolados, 23 apresentaram baixo numero de células viaveis apos
90 minutos em suco gastrico artificial, em pH 2, e 38 isolados apresentaram uma
pequena variacao no numero de células viaveis, comparado com a concentragcao
inicial de células, 10’ UFC mL™" (Tabela 5). A avaliacdo da resisténcia ao suco
gastrico € comumente realizada pela incubagao dos isolados por um periodo de 180
minutos (NEUMANN; FERRERIA,1995; CHARTERIS et al., 1998; VINDEROLA;
REINHEIMER, 2003). No entanto, neste estudo o tempo maximo avaliado foi de 90
minutos, em fungdo da baixa viabilidade observada nas primeiras amostras

avaliadas.

Tabela 5- Numero de células viaveis (log UFC mL™") apés 90 minutos de incubag&o
em presencga de suco gastrico artificial a 37 °C.

Numero de células viaveis Numero de isolados
(log UFC mL™") apés 90 minutos
>7 18
6-7 20
5-6 0
4-5 0
34 0
2-3 0
1-2 1
<1 22
> 61

A sobrevivéncia dos 61 isolados das amostras A, B, C e D em suco gastrico
artificial, em pH 2, apdés 90 minutos, esta representada nas Figuras de 6 a 8,
respectivamente.

Os 61 isolados apresentaram variagdo quanto a resisténcia ao suco gastrico
artificial (pH 2). Os isolados da amostra A, apesar de terem resistido aos sais
biliares, ndo foram resistentes ao suco gastrico; 16 destes ndo apresentaram células

viaveis ap6s 90 minutos de contato com suco gastrico artificial (Figura 6). O isolado
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da amostra B apresentou reducao de aproximadamente 5 ciclos log. Na amostra C,
houve pequena variagcdo no numero de células viaveis, comparado a concentragao
inical de10” UFC mL™". Os isolados da amostra D mantiveram as concentragdes

iniciais aproximadas de 10" UFC mL™" apds 90 minutos de incubacio.

Log UFC/mL
o
o
|
1

Figura 6- Sobrevivéncia dos isolados da amostra A ao suco gastrico artificial (pH 2), ap6s 90
minutos.
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Figura 7- Sobrevivéncia dos isolados da amostra B ao suco gastrico artificial (pH 2), apos 90
minutos.
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Figura 8- Sobrevivéncia dos isolados da amostra C ao suco gastrico artificial (pH 2), apos 90
minutos.
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Figura 9- Sobrevivéncia dos isolados da amostra D ao suco gastrico artificial (pH 2), apés 90
minutos.

A resisténcia a barreria gastrica tem sido descrita como variavel, podendo ser
estirpe dependente para os microrganismos probioticos (CHARTERIS et al., 1998;
CHUNG et al., 1999). Vinderola e Reinheimer (2003) observaram que as bactérias
do acido latico apresentaram variacdo na resisténcia em pH 2 e 3, apds 3 horas de
incubacdo, tendo L. acidophilus apresentado maior resisténcia que as demais
bactérias laticas, nos dois valores de pH testados. Em estudo similar, Neumann e
Ferreria (1995) avaliaram a resisténcia de trés estirpes de L. acidophilus em pH 2,
em diferentes intervalos de tempo. Apdés 3 horas de incubacdo os autores
observaram redugdao no numero de células viaveis de 4, 3 e 2 ciclos log para as
estirpes de L. acidophilus NCFM-R1, L. acidophillus NCFM- R2 e L. acidophillus
NCFM-S, respectivamente. Charteris et al. (1998), ao simularem a barreira gastrica
para bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium isoladas do trato
gastrointestinal de humanos, também observaram variagdo na resisténcia entre as
estirpes apds 3 horas de incubacgéo.

Considerando as barrreiras fisioldgicas do trato gastrointestinal, verificou-se
que 29 isolados da amostra D, o isolado da amostra B e os quatro isolados da
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amostra C apresentaram resisténcia ao suco gastrico e a sais biliares indicando seu

potencial probidtico.

4.4 Suscetibilidade a antibiodticos

As estirpes de Lactobacillus spp. isoladas de fezes de recém-nascidos,
apresentaram um perfil de suscetibilidade variado entre os antimicrobianos
testados. As Tabelas de 6 a 9, mostra que os isolados obtidos das quatro criangcas
apresentaram variacdo em relagdo aos agentes antimicrobianos, sendo que, dentro
de um mesmo grupo a suscetibilidade entre os isolados variou pouco. A
susceptibilidade (porcentagem) das estirpes a cada agente antimicrobiano avaliado esta

indicada na Tabela 10.
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Tabela 6- Avaliacdo da suscetibilidade das 22 estirpes de Lactobacillus spp. da amostra A, isoladas de recém-nascidos, aos principais agentes
antimicrobianos utilizados na UTI- neonatal de Vigosa-MG

Antibidticos
Isolados AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO
UFVCC1179 3,41 s? 00 R15 | 00 R 03 R 14 | 22 s 22 s 30 s 25 s 20 | 26 s 27 R 29 s
UFvCcc1180 36 S 09 R 13 ROO R 08 R 09 R 24 S 20 S 32 S 25 S 19 | 26 S 28 | 28 S
UFvcc1181 30 S 05 R15 I 00 R 07 R 06 R 24 S 19 S 33 S 25 S 17 | 26 S 27 R 26 S
UFvCcCc1182 32 S 07 R18 | 00 R 03 R 07 R 26 S 20 S 33 S 20 S 19 | 24 S 31 S 29 S
UFvcc1183 31 S 12 R 17 |1 07 R 10 I 00 R 23 S 21 S 31 S 26 S 22 | 26 S 31 S 30 S
UFvCCc1184 35 S 04 R19 I 05 R 04 R 07 R 25 S 22 S 30 S 23 S 19 I 25 s 30 S 28 S
UFvCCc1185 32 S 08 R 14 RO0O8 R 13 S 10 R 22 S 20 S 22 S 25 S 19 | 25 s 28 R 33 S
UFvCC1186 29 S 00 R 18 | 06 R 08 R 05 R 22 S 21 S 31 S 22 S 20 | 23 S 31 S 30 S
UFvcc1187 34 S 03 R 17 | 07 R 15 S 03 R 25 S 21 S 31 s 23 S 18 | 26 S 27 R 30 S
UFvcc1188 34 S 00 R 17 I 03 R 13 S 04 R 25 S 22 S 32 S 22 S 22 | 28 S 29 S 28 S
UFvcc1189 30 S 05 R 18 I 08 R 08 R 03 R 23 S 22 S 32 S 25 S 16 | 24 S 27 R 27 S
UFvCC1190 34 S 05 R 14 RO4 R 11 | 00 R 22 S 147 S 32 S 23 S 15 I 21 S 24 R 30 S
UFvCC1191 29 R 09 R14 ROO R 13 | 06 R 19 S 19 S 34 S 23 S 16 | 24 S 23 R 28 S
UFvVCC1192 35 S 00 R 13 RO0O6 R 08 R 04 R 22 S 19 S 31 S 22 S 21 |1 22 S8 26 R 27 S
UFVCC1193 34 S 00 R 15 |1 00 R 07 R 04 R 21 s 19 s 29 S8 19 S 18 | 22 S 25 R 29 S
UFVCC1194 30 S 03 R 15 R 00 R 07 R 04 R 23 S 20 S 31 S 26 S 18 | 22 S 26 R 27 S
UFvCC1195 31 S 10 R 15 R 13 |1 09 R 06 R 24 S 21 S 30 8 23 S 20 I 24 S 28 | 28 S
UFVCC119%6 29 S 00 R 12 RO0OO0O R 04 R 09 R 22 S 19 S 34 S 22 S 19 | 24 S 28 | 28 S
UFvVCC1197 32 S 00 R 16 | 00 R 04 R 00 R 23 S 20 S 30 S 21 S 16 | 23 S 25 R 30 S
UFvCC1198 30 S 05 R15 I 140 R 05 R 03 R 23 S 18 S 36 S 22 s 17 | 23 S 27 R 29 S
UFVCC1199 32 S 03 R12 RO0O4 R 14 S 00 R 23 S 20 S 29 S 23 S 22 | 25 s 26 R 31 S
UFvVCC1200 30 S 00 R15 I 09 R 04 R 00 R 23 S 20 S 31 S 23 S 20 I 26 S 30 S 29 S

' Diametro do halo, em centimetros.

2 Escala de susceptibilidade: (S) Sensivel, (1) Intermediario, (R) Resistente.

AMI (amicacina), GEN (gentamicina), AMP (ampicilina), OXA (oxacilina), PEN (penicilina), AMO (amoxicilina), VAN (vancomicina), ERI (eritromicina),
MER (meropenema), CIP (ciprofloxacina), CFE (cefalexina), CFL (cefalotina), CRO (ceftriaxona), SUL (sulfonamida).
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Tabela 7- Avaliagdo da sucetibilidade da estirpe de Lactobacillus spp. amostra B, isoladas de recém-nascidos, aos principais agentes
antimicrobianos utilizados na UTI- neonatal de Vigosa-MG.

Antibiéticos
Isolados AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO
UFVCC1178 1,8 T R? 06 R 00 R OO R 10 | 00 | 18 s 22 s 30 s 25 s 20 | 26 s 27 R 1,6 |

' Diametro do halo, em centimetros.

2 Escala de susceptibilidade: (S) Sensivel, (1) Intermediario, (R) Resistente.

AMI (amicacina), GEN (gentamicina), AMP (ampicilina), OXA (oxacilina), PEN (penicilina), AMO (amoxicilina), VAN (vancomicina), ERI (eritromicina),
MER  (meropenema), CIP (ciprofloxacina), @CFE (cefalexina), CFL (cefalotina), CRO (ceftriaxona), @SUL (sulfonamida)
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Tabela 8- Avaliagdo da suscetibilidade das nove estirpes de Lactobacillus spp. da amostra C, isoladas de recém-nascidos aos principais agentes
antimicrobianos utilizados na UTI- neonatal de Vigosa-MG

Antibidticos
Isolado AMP AMI cip SuL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO
UFVCC1168 35" g2 03 R 15 R 04 R 13 | 11 R 24 g 21 g 31 g 26 g 19 | 28 g 30 g 25 g
UFVCC1169 32 4 18 g 11 R 00 R 00 R 14 | 25 g 05 R 31 g 26 g 21 | 33 g 32 g 20
UFVCC1170 31 ¢ 11 R 07 R 05 R 09 R 11 R 26 § 12 R 33 g 24 g 19 | 31 g 28 R 23 g
UFVCC1171 34 o 11 R 05 R 04 R 10 | 09 R 26 g 11 R 32 g 25 g 19 | 29 g 30 g 23 g
UFVCC1172 31 g 03 R 06 R 00 R 11 | 10 R 23 g 12 R 29 g 24 g 18 | 29 g 28 R 20

! Diametro do halo em centimetros
2 Escala de susceptibilidade: (S) Sensivel, (1) Intermediario, (R) Resistente.

AMI (amicacina), GEN (gentamicina), AMP (ampicilina), OXA (oxacilina), PEN (penicilina), AMO (amoxicilina), VAN (vancomicina), ERI (eritromicina),
MER (meropenema), CIP (ciprofloxacina), CFE (cefalexina), CFL (cefalotina), CRO (ceftriaxona), SUL (sulfonamida).
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Tabela 9- Avaliagao da suscetibilidade das 33 estirpes de Lactobacillus spp. da amostra D, isoladas de recém —nascidos, aos principais agentes
antimicrobianos utilizados na UTI- neo natal de Vigosa- MG.

Antibidticos
Isolado AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO
UFVCC1135 3,71 s? 06 R0O8 R 06 R 156 s 17 s 30 s 09 R 37 s 31 s 23 s 38 s 36 s 21 s
UFVCC1136 3,7 S 14 R 04 R 08 R 14 S 147 S 30 S 18 S 37 S 30 S 26 S 34 S 36 S 22 S
UFVCC1137 3,4 S 14 1 08 R 14 | 10 I 19 8 29 S8 08 R 35 S 29 § 22 | 36 S 36 S 26 S
UFVCC1138 3,5 S 16 | 05 R 15 | 1,1 /Il 10 R 27 S 12 R 34 S 29 S 23 S 33 S 30 S 23 S
UFVCC1139 3,5 s 06 R0O8 R 11 R 18 S 22 § 27 S 143 R 33 S 23 S 20 | 37 S 34 S 24 S
UFVCC1140 3,4 S 12 R 09 R 08 R 18 S 17 § 29 S 08 R 32 S 30 S 21 I 35 S 35 S 22 S
UFVCC1141 3,7 s 20 s 14 R 20 S 14 S 14 | 24 S 14 R 35 S 30 S 28 S 36 S 38 S 24 S
UFVCC1142 3,6 s 09 RO4 R 10 R 17 S 22 S 32 S 143 R 37 S 32 S 30 S 37 S 35 S 24 S
UFVCC1143 3,4 S 13 R0O3 R 00 R 13 S 16 S 27 § 10 R 36 S 31 S 25 S 36 S 37 S 22 S
UFVCC1144 3.3 S 14 R 03 R 09 R 18 S 16 S 26 S 214 S 32 S 28 S 22 | 35 S 33 S 25 S
UFVCC1145 3,6 s 04 ROO R OO R 19 S 147 § 29 § 14 R 35 S 30 S 24 S 35 S 35 S 21 S
UFVCC1146 3,7 S 13 R0O5 R 07 R 23 S 15 I 29 § 12 R 36 S 23 S 27 S 36 S 37 S 25 S
UFVCC1147 3,4 S 14 R OO R 1,7 S 14 S 16 S 26 S 00 R 32 S 27 S 26 S 32 S 35 S 25 S
UFVCC1148 3,6 s 04 ROO R 19 S 09 R 14 I 19 S8 11 R 34 S 24 S 26 S 33 S 29 | 20 |
UFVCC1149 3,9 S 15 I 1.3 R 00 R 14 S 16 S 32 S 13 R 36 S 29 S 21 I 34 S 37 S 20 |
UFVCC1150 3,5 S 14 1 14 R 17 | 16 S 15 1 30 S 07 R 35 S 28 S§ 25 S 34 S 28 | 24 S
UFVCC1151 3,3 S 07 R 00 R 16 | 12 1 14 1 23 S8 13 R 33 S8 28 S 23 1 33 S 34 S 21 S
UFVCC1152 3,5 S 16 | 05 R 15 | 15 8§ 14 1 26 S 14 R 34 S 29 § 18 |1 35 S 33 S 23 S
UFVCC1153 3,4 S 14 | 00 R 1,7 S 14 S 18 S 20 S 10 R 35 S 25 S 19 |1 35 S 34 S 24 S
UFVCC1154 3,1 s 20 S 03 R 07 R 04 R 05 R 22 S 05 R 28 S 27 S 21 I 26 S 32 S 20 |
UFVCC1155 3,0 S 11 R 07 R 13 Il 04 R 1,2 R 25 S 05 R 34 S 28 S 22 | 32 S 32 S 23 S
UFVCC1156 2,7 R 11 R 08 R 14 | 16 S 14 1 26 S 12 R 31 S 19 S 24 S 33 S 33 S 22 S
UFVCC1157 2,9 s 09 RO0O4 R 19 S 12 | 14 | 27 S 11 R 32 S 23 S 21 I 32 S 28 | 22 S

(Continua ...)

37



Tabela 9 (Continuagéo)- Avaliagdo da suscetibilidade das 33 estirpes de Lactobacillus spp. da amostra D, isoladas de recém- nascidos, aos

principais agentes antimicrobianos utilizados na UTI- neo natal de Vigosa- MG.

Antibidticos

Isolados AMP  AMI CIP SuL OXA  GEN CFE VAN  AMO  CFL ERI MER  PEN  CRO
UFVCC1158 34" 42 03 R 00 R 07 RO7 R 16 25 g 07 R 32 g 25 g 23 g 31 g 32 g 21 |
UFVCC1159 32 o 12 R 08 R 14 | 12 | 13 27 g 09 R 29 g 24 g 21 | 33 g 32 g 22 g
UFVCC1160 32 o 07 R 03 R 00 R 14 g 11 25 g 11 R 29 g 26 g 22 | 30 g 29 g 18
UFVCC1161 32 o 13 R 12 R 03 R 17 g 14 25 ¢ 10 R 31 g 22 g 22 | 31 g 26 R 21 |
UFVCC1162 34 o 15 | 04 R 08 R20 g 14 24 g 13 R 30 g 24 § 24 g 33 g 33 g 23 g
UFVCC1163 34 ¢ 10 R 22 g 00 RO9 R 10 26 5 04 R 32 g 22 g 24 g 32 g 32 g 23 g
UFVCC1164 32 o 12 R O7 R 13 | 1,1 | 14 24 g 04 R 32 g 22 g 23 g 31 g 33 g 21 g
UFVCC1165 32 o 10 R 00 R 23 g 18 g 17 27 g 08 R 26 g 26 g 18 | 31 g 35 g 24 g
UFVCC1166 31 o 17 g 13 R 04 R16 g 13 23 g 14 R 33 g 24 g 24 g 31 g 30 g 14
UFVCC1167 31 o 04 R 00 R 07 RO8 R 17 27 ¢ 05 R 30 g 25 g 19 | 30 g 32 g 19

' Diametro do halo, em centimetros.

2 Escala de susceptibilidade: (S) Sensivel, (1) Intermediario, (R) Resistente.
AMI (amicacina), GEN (gentamicina), AMP (ampicilina), OXA (oxacilina), PEN (penicilina), AMO (amoxicilina), VAN (vancomicina), ERI (eritromicina),

MER (meropenema), CIP (ciprofloxacina), CFE (cefalexina), CFL (cefalotina), CRO (ceftriaxona), SUL (sulfonamida).
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Tabela 10- Suscetibilidade antimicrobiana dos 61 isolados de fezes de recém nascidos

Agente Classificacéao
Grupo antimicrobiano antimicrobiano
(concentacdao) Resistente Intermediario Sensivel

lactami Penicilina (10 UI) 17 6 38
p-lactamicos- Oxacilina (1ug) 23 13 25

penicilinas -
Ampicilina (10ug) 3 0 58

B-lactédmicos- inibidores -

1

de lactamase Amoxicilina (20 ng) 0 60
lactami Cefalexina (30ug) 0 0 61
p-lactamicos- Ceftriaxona (30ug) 0 11 50

cefalosporina _
Cefalotina (30pug) 0 1 60

B-lactémicos
0 0 61
Carbapenémicos Meropenem (101g)
Quinolonas Ciprofloxacina (5u9) 47 13 1
icaci 50 7 4
Aminoglicosideos Amicacina (30 ug)

Gentamicina (10ug) 31 15 15
Macrolideos Eritromicina (15ug) 0 44 17
Glicopeptideos Vancomicina (30ug) 36 0 25
Sulfas Sulfonamida (300ug) 45 10 6

A classe de antibidticos p—lactamicos apresenta quatro grupos, p-lactamicos-
penicilina, B-lactdmicos-inibidores de lactamase, B-lactamicos-cefalosporina e [3-
lactamicos-carbapenémicos, classe em que os isolados apresentaram variagdo no
perfil de suscetibilidade em relagdo aos antibidticos desta classe.

Para os antibidticos do grupo [-lactdmicos-penicilina, os isolados das
amostras C e D foram sensiveis a ampicilina e apenas o isolado UFVCC1178 da
amostra B e o isolado UFVCC1191 da amostra A foram resistentes a esse
antibidtico.

O isolado da amostra B, 59,1 % dos isolados da amostra A, 40 % da amostra
C e o isolado UFVCC1161 da amostra D foram resistentes a penicilina. A oxacilina
apresentou efeito inibitério sobre o isolado da amostra B, os isolados das amostras
A, C e D foram resistentes em 68,2, 40 e 18,2%, respectivamente, a esse antibidtico.

Apenas o isolado UFVCC1178 da amostra B foi resistente a amoxicilina,

pertencente a classe dos B-lactamicos- inibidores de lactamases.
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Na classe dos B-lactamicos-cefalosporina, todos os isolados das amostras
foram sensiveis a cefalexina. Apenas o isolado UFVCC1178 da amostra B
apresentou resisténcia intermediaria a cefalotina; os demais isolados foram
sensiveis a esse antibidtico. A ceftriaxona apresentou efeito inibitério sobre todos os
isolados da amostra A, tendo o isolado UFVCC1178 da amostra B, os isolados
UFVCC1169 e UFVCC1172 da amostra C e UFVCC1148, UFVCC1149,
UFVCC1154, UFVCC1158, UFVCC1158, UFVCC1160, UFVCC1161, UFVCC1166 e
UFVCC1167 da amostra D apresentado resisténcia intermediaria.

A sensibilidade de todos os isolados das amostras ao meropenem,
pertencente a classe dos B-lactdmicos carbapenémicos, se deve ao seu amplo
espectro de acdo sobre a maioria dos grupos bacterianos. Este resultado corrobora
com o encontrado por Murray e Niles (1990), que observaram suscetibilidade ao
antibiético meropenem nas quatro estirpes de Lactobacillus spp..

O género Lactobacillus ndo apresentou um padréao caracteristico no perfil de
suscetibilidade aos antibiéticos da classe dos B-lactdmicos; essa variagdo também
foi observada em outros estudos. Bactérias do género Lactobacillus foram
suscetiveis a penicilina, ampicilina (KATLA et al., 2001; COEURET et al., 2003;
ZHOU et al, 2005, HERREROS et al., 2005; KHEARDR, 2006), oxacilina
(HENGYIXU et al., 2008), cefalotina (KATLA et al., 2001; COEURET et al., 2003;
ZHOU et al., 2005) e a amoxicilina (VERDENELLI et al., 2009). No entanto, varias
estirpes de Lactobacillus foram resistentes a oxacilina, cefalotina (DANIELSEN;
WIND, 2003), penicilina (ZARAZAGA et al., 1999), cefalexina (COPPOLA et al.,
2005) e a ceftriaxona (GOLDSTEIN et al., 2000; CROCO et al., 1994).

Dentre os 61 isolados, 40,9% da amostra A, 50% amostra B, 66,7% amostra
C e 96,9% amostra D foram resistentes ao antibidtico ciprofloxacina. Estes
resultados corroboram com aqueles encontrados por Elkins e Mullis (2004) que
verificaram que 77,8% dos isolados de Lactobacillus testados apresentaram-se
resistentes a ciprofloxacina. A resisténcia se deve principalmente a mutagdes no
DNA girase e topoisomerase 1V, alvo deste antibidtico (BERGER-BACHI, 2002).

Constatou-se para os antibiéticos da classe dos aminoglicosideos, amicacina
e gentamicina, que os isolados da amostra A tiveram alta resisténcia a ambos os
antibidticos, 100% a amicacina e 95,5% a gentamicina. O isolado da amostra B
apresentou resisténcia aos dois antibidticos desta classe. Os isolados da amostra C

apresentaram 80 % de resisténcia aos antibidticos amicacina e gentamicina. Os
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isolados da amostra D apresentaram 69,7% de resisténcia a amicacina e 15,2% a
gentamicina. A resisténcia aos antibioticos amicacina e gentamicina observada para
a maioria dos isolados também foi relatada em outros estudos, para bactérias do
género Lactobacillus, pelo método de difusdo em placas (DANIELSEN; WIND, 2003;
ELKINS; MULLIS, 2004; HERREROS, et al., 2005). Esses antibiéticos ndo sao
efetivos contra bactérias Gram positivas anaerdbias, em razdo da impermeabilidade
da membrana, em funcdo da reducido do potencial de membrana em condigdes de
anaerobiose, o que pode explicar a resisténcia observada para a maioria dos
isolados (DAVIS, 1987, citado por ELKINS; MULIS, 2004).

Observou-se que todos os isolados da amostra A, 50% da amostra B e 44,4%
da amostra C foram resistentes e 90,9% dos isolados da amostra D apresentaram-
se sensiveis a vancomicina. Katla et al. (2001) e Herreros et al. (2005) avaliaram a
resisténcia de lactobacilos a vancomicina, e constataram que todos os isolados
foram resistentes. A vancomicina € um antibiético de amplo espectro; usado para o
tratamento de infecgbes causadas por bactérias Gram positivas; esse antibidtico
inibe o ultimo estagio de formacédo da parede celular (BERGER-BACHI, 2002). A
resisténcia observada para alguns dos isolados pode ser explicada pelo fato de
algumas espécies de Lactobacillus apresentarem uma parede de peptideoglicano
insensivel a agado de vancomicina (WRIGHT, 2005).

O isolado da amostra B, todos os isolados da C, 95 % dos isolados A e 55% D
apresentaram-se resistentes a sulfonamida. Essa resisténcia € um fato comum na
natureza e é geralmente mediada por plasmideos (TORTORA et al., 2000). Portanto,
pode-se sugerir a possibilidade das estirpes sensiveis terem perdido o plasmideo
responsavel por esta resisténcia.

O perfil de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos é um importante
parametro a ser avaliado em novos isolados, sendo este um pré-requisito no
processo de selecdo de probidticos.

Em funcdo da variagdo no perfil de suscetibilidade das bactérias do género
Lactobacillus, esta caracteristica deve ser avaliada com critério, visto que a
resisténcia a alguns desses antimicrobianos encontra-se associada a caracteristicas
intrinsecas do microrganismo, néo representando riscos de transferéncia de genes
de resisténcia a microrganismos sensiveis. O perfil de suscetibilidade aos 14
antibioticos foi similar entre as amostras, em que todos os isolados foram sensiveis

aos antibidticos cefalexina e meropenem, 98,5% dos isolados foram sensiveis a
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amoxicilina e 955% a ampicilina. No entanto, os isolados UFVCC1170 e
UFVCC1178 apresentaram resisténcia a 50% dos antibidticos, devendo sua
utilizacdo ser evitada, considerando que a origem dessa resisténcia ndo é
conhecida. Da mesma forma, a baixa resisténcia observada para os demais isolados

pode ser extra-cromossomal, 0 que exige uma analise mais detalhada.

4.5 Atividade antagonista dos isolados de Lactobacillus spp. a patégenos

A atividade antagonista € uma caracteristica de funcionalidade a ser avaliada
para novos isolados com caracteristicas probidticas. O efeito antimicrobiano dos 61
isolados de Lactobacillus spp. das amostras A, B, C e D foi avaliado a partir de duas
técnicas: spot e difusdo em placas.

Na técnica de spot os isolados da amostra A, C e D apresentaram efeito
inibitorio variavel aos microrganismos patogénicos testados em meio tamponado e
nao tamponado, tendo o isolado da amostra B apresentado efeito inibitério em

ambos os meios (Tabela 11).

Tabela 11- Numero de estirpes de Lactobacillus spp. que apresentaram
antagonismo aos patdégenos avaliados pelo teste de spot em meio tamponado e
nao tamponado

Bactérias indicadoras

Amostra  Meio de cultura  Salmonella  Escherichia Listeria Staphylococcus
sp. (ATCC  coli (ATCC  monocytogenes aureus (ATCC
6539) 11229) (ATCC 15313) 6538)
A Nao tamponado 17222 18"/227 21"/22? 21"/22?
Tamponado 16/22 18/22 21/22 19/22
B Nao tamponado 11 171 1/1 1/1
Tamponado 11 11 11 11
C Nao tamponado 5/5 5/5 5/5 5/5
Tamponado 4/5 5/5 5/5 5/5
D Nao tamponado 33/33 22/33 28/33 33/33
Tamponado 30/33 7/33 14/33 28/33

1- Numero de estirpes de Lactobacillus spp. que apresentaram atividade antagonistica ao
crescimento dos patégenos avaliados.

2- Numero de estirpes de Lactobacillus spp. avaliadas.

As bactérias do género Lactobacillus, geralmente, sdo capazes de inibir o
crescimento de bactérias patogénicas, em fungcdo da produgcdo de compostos
inibitérios, como acidos organicos, peroxido de hidrogénio e bacteriocinas
(JACOBSEN et al., 1999; LOESSNER et al., 2003). O efeito antagbnico observado

nesta experimentacdo parece ser pH independente, uma vez que em meio
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tamponado a atividade inibitéria ndo foi reduzida para a maioria das estirpes, o que
sugere a existéncia de outros compostos inibitérios, além dos acidos organicos. A
hipotese de inibigdo por peroxido de hidrogénio foi rejeitada, uma vez que o teste foi
realizada em condi¢cdes de anaerobiose.

Esses resultados estdo em conformidade com os encontrados por Bernet-
Camard et al. (1997), que constataram a presenga de outras substancias
antimicrobianas, além do acido latico, produzidas por L. acidophillus com atividade
inibitéria sobre S. aureus, L. monocytogenes, S. typhinurium, Shigella flexneri,
Klebsiela pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa e Enterobacter cloacae.

Poppi et al. (2008) verificaram o efeito inibitério sobre L. monocytogenes, pelo
método spot, de L. delbrueckii delbrueckii (17fb) e L. reuteri (18fa) em meio nao
tamponado, n&o tendo sido observado em meio tamponado. Os autores sugeriram
que a inibicao foi devido aos acidos organicos. Em estudo semelhante, Fernandez et
al. (2003), ao avaliarem o espectro de inibicao das estirpes de L. acidophilus UO 001
e L. gasseri UO 002 isolados de humanos, verificaram efeito inibitério em relagao
Clostridium sp., Campylobacter jejuni e Listeria monocytogenes. Os autores
associaram a inibicdo a produgao de acidos organicos.

No método de difusdo em placas, Well diffusion assay, o sobrenadante livre
de células dos isolados das diferentes amostras ndo promoveram atividade inibitoria
sobre o crescimento dos microrganismos patogénicos S. aureus (ATCC 6538), E.
coli (ATCC11229), Salmonella sp. (ATCC 6539) e L. monocytogenes (ATCC 15313)
(Figura 1).

Esses resultados corroboram com os encontrados por Drago et al.(1997), que
nao observaram atividade inibitéria de trés estirpes de Lactobacillus, isoladas de
humanos, em relagcdo as enterobactérias E. coli, Salmonella enteritidis e Vibrio
cholera. Similarmente, Maragkoudakis et al. (2006) nao verificaram inibicdo das
bactérias indicadoras testadas por Lactobacillus isolados de produtos fermentados

por este método.
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Legenda: 11  (UFVCC1188); 12 (UFVCC1189); 13 (UFVCC1190);
15 (UFVCC1191).

Figura 10- Atividade antagonista de Lactobacillus spp. isolados de recém-nascidos
a Listeria monocytogenes (ATCC15313), pela técnica de difusdo em placas.

No presente estudo, verificou-se que os 61 isolados apresentaram atividade
inibitéria variavel sobre o crescimento de S. aureus (ATCC 6538), E. coli
(ATCC11229), Salmonella sp. (ATCC 6539) e L. monocytogenes (ATCC 15313),
mesmo em meio tamponado, 0 que sugeriu a existéncia de outros compostos
inibitérios, além dos acidos organicos.

A diferenga observada entre as duas técnicas pode ter ocorrido devido a
concentragdo da substancia inibitoria presente no sobrenadante no método de
difusdo em placas, uma vez que a concentragao desta no filtrado nao foi suficiente
para induzir a inibicdo, como a detectada pelo teste de spot. Olivares et al. (2005)
constataram inibicdo das bactérias indicadoras apdés a concentragdo do
sobrenadante.

Outra hipétese seria a necessidade da presencga de um fator de indugéo para
que a substancia inibitéria seja produzida. Segundo Touré et al. (2003), a
incapacidade de detectar atividade inibitéria pelo método de difusdo do
sobrenadante em agar ndo necessariamente implicou a auséncia da atividade
antibacteriana, mas sim a perda do contato célula-célula entre o indicador
(patégeno) e a bactéria produtora.

Portanto, a atividade antagbnica observada nesta experimentagdo sugere a
necessidade de avaliar o efeito inibitério de bactérias probidticas por mais de uma

técnica, uma vez que os mecanismos sao diferentes.
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4.6 Atividade hemolitica e gelatinase

Dentre os 61 isolados de Lactobacillus spp., constatou-se atividade B —
hemdlise no isolado da amostra B, em 40 % os isolados da amostra C, em 90,9 %
dos isolados da amostra A e em 33,3 % da amostra D. A atividade a—hemolitica foi
observada em 9,1 % dos isolados da amostra A, em 60 % dos isolados da amostra
C e em 57,6 % dos isolados da amostra D. Apenas trés isolados da amostra D nao

apresentaram atividade hemolitica (y — hemolise) (Tabela 12).

Tabela 12- Atividade hemolitica de isolados das diferentes amostras de
Lactobacillus spp. de recém-nascidos

Atividade hemolitica
Amostra a — hemolise B — hemdlise Yy — hemodlise

A 2/22 20/22 0/22
B 0/1 11 0/1

C 3/5 2/5 0/5
D 19/33 11/33 3/33

A producdo de hemolisina € um fator de viruléncia comum entre varios
microrganismos patogénicos, que facilita a disponibilidade de ferro utilizado durante
seu metabolismo e causa anemia e edema no hospedeiro (VERTERLUND et al.,
2007).

Bactérias do acido latico, por serem microrganismos fastidiosos, apresentam
um grande requerimento nutricional, e normalmente os meios de crescimento
incluem ferro e/ou manganés. Espécies de lactobacilos sdo capazes de crescer em
meios com auséncia de ferro, apresentando uma exigéncia absoluta de manganés
para o seu crescimento 6timo (IMBERT; BLONDEU, 1998). No entanto, na literatura
tém sido relatados casos de estirpes de Lactobacillus produtores de hemolisina,
como observado neste estudo (Tabela 12). Baumgartner et al. (1998) constataram
atividade a-hemolitica em sangue de carneiro para as 53 estirpes de L. rhamnosus.
Similarmente, Maragkoudakis (2006) verificou que das 29 estirpes de lactobacilos de
origem lactea quatro apresentaram atividade a-hemolitica em sangue humano.

Nenhum dos isolados apresentaram atividade de gelatinase, que é uma

enzima proteolitica capaz de hidrolisar a gelatina, o colageno, a caseina, a
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hemoglobina e outros peptideos bioativos. Essas proteinases sao associadas a
processos inflamatorios e sdo associadas com viruléncias em seres humanos e
animais (KANEMITSU et al., 2001). A presenca dessa enzima tem sido relacionada
as bactérias do género Enterococcus (KANEMITSU et al.,, 2001; LOPES et al.,
2006). Relatos da presenca de sua atividade em bactérias do género Lactobacillus
n&o foram encontrados.

A atividade hemolitica constatada em algumas das estirpes estudadas
evidencia que estudos desta natureza devem ser efetivados para bactérias do
género Lactobacillus, mesmo sabendo que esse mineral ndo € essencial para o seu
crescimento e que tal fator de viruléncia compromete o seu carater probiotico, pelos
danos que poderiam causar a saude do hospedeiro

Os isolados UFVCC1152, UFVCC1153 e UFVCC1155 seriam os isolados
mais indicados para o prosseguimento do estudo sobre o potencial de seu uso como

probiotico, considerando que nao expressaram os fatores de viruléncia avaliados.
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5- Conclusdes

Os 61 isolados apresentaram variacdo em relacdo as caracteristicas
probioticas e de seguranga, onde apenas trés isolados poderiam ser indicados como
potencialmente probidticos neste estudo, considerando que nao apresentaram
atividade hemolitica e gelatinase, o que indica a importancia da avaliagdo dos
aspectos de segurancga, pois estes deveriam ser primeiros testes a ser realizados no
processo de sele¢ao de novos isolados.

Embora as estirpes UFVCC1152, UFVCC1153 e UFVCC1155 nao tenham
apresentado atividade a ou 3-hemdlise e atividade gelatinase, estas ndo usufruem
de todas as caracteristicas probioticas avaliadas, sendo a utilizagdo como pool a
melhor estratégia de aplicagdo, uma vez que os fendtipos estudados se
complementam.

Os resultados encontrados ndo devem ser extrapolados para as bactérias de
género Lactobacillus e nem para espécies identificadas, uma vez que as
caracteristicas de funcionalidade, seguranga e tecnolégica podem ser estirpe
dependente. Portanto, cada novo isolado deve ser avaliado para todos os requisitos
definidos no relatorio da elaboragao de diretrizes para a avaliagdo de probidticos em
alimentos (FAO/WHO, 2002), para que o profissional de saude tenha a sua

disposicao estirpes bem caracterizadas e seguras.
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Quadro 1- Dados de absorbancia (600 nm) obtidos na curva de crescimento dos
isolados de Lactobacillus spp. em caldo MRS (controle) e caldo MRS adicionado de
0,3% de oxgall (Oxgall), a 37 °C

Isolados Repeticao Controle Oxgall
1 0,49 0,25
UFVCC1135
2 0,62 0,34
1 0,31 0,16
UFVCC1136
2 0,64 0,34
UFVCC1137 ! 045 030
2 0,73 0,38
1 0,39 0,16
UFVCC1138
2 0,77 0,38
2
UFVCC1139 ! 0,55 0.28
2 0,70 0,42
1 2
UFVCC1140 ! 0.5 0.25
2 0,70 0,43
1 2
UFVCC1141 ! 0.6 0.29
2 0,72 0,38
UFVCC1142 ! 0,36 0.16
2 0,59 0,32
UFVCC1143 ! 043 0.8
2 0,47 0,34
UFVCC1144 ! 063 033
2 0,56 0,43
UFVCC1145 ! 0.61 040
2 0,51 0,39
UFVCC1146 ! 0:55 031
2 0,56 0,43
UFVCC1147 ! 0,61 0,32
2 0,84 0,48
UFVCC1148 ! 0,63 038
2 0,76 0,39
UFVCC1149 ! 0,56 0.30
2 0,63 0,34
1 0,59 0,34
UFVCC1150
2 0,71 0,37
UFVCC1151 ! 0,55 0:30
2 0,68 0,33
2
UFVCC1152 ! 063 0.28
2 0,75 0,47
7 4
UFVCC1153 ! 0.75 043
2 0,81 0,52
Continua ...
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Quadro 1A (Continuagéo)- Dados de absorbéancia (600 nm) obtidos na curva de
crescimento dos isolados de Lactobacillus spp. em caldo MRS (controle) e caldo
MRS adicionado de 0,3% de oxgall (Oxgall), a 37 °C

Isolados Repeticao Controle Oxgall
41
UFVCC1154 ! 0.80 0
2 1,02 0,60
74 4
UFVCC1155 ! 0 043
2 0,69 0,46
4
UFVCC1156 ! 0,68 045
2 0,76 0,54
UFVCC1157 ! 067 0,34
2 0,80 0,50
UFVCC1158 ! 065 0.35
2 0,81 0,50
UFVCC1159 ! 057 0,30
2 0,76 0,45
1 0,65 0,32
UFVCC1160
2 0,71 0,42
UFVCC1161 ! 0.68 0,34
2 0,72 0,47
UFVCC1162 ! 0.60 0.23
2 0,63 0,40
1 0,51 0,34
UFVCC1163
2 0,73 0,47
UFVCC1164 ! 0.59 0.20
2 0,73 0,51
1 0,50 0,18
UFVCC1165
2 0,75 0,56
4 2
UFVCC1166 ! 043 0.28
2 0,75 0,60
11
UFVCC1167 ! 059 0
2 0,76 0,60
2
UFVCC1168 ! 06 0,09
2 0,83 0,53
UFVCC1169 ! 062 0,34
2 0,89 0,53
UFVCC1170 ! 0,62 0.1
2 0,90 0,51
UFVCC1171 ! 063 0,09
2 0,92 0,50
UFVCC1172 ! 0.60 0.10
2 0,93 0,52
Continua ...
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Quadro 1A (Continuacédo)- Dados de absorbéncia (600 nm) obtidos na curva de
crescimento dos isolados de Lactobacillus spp. em caldo MRS (controle) e caldo
MRS adicionado de 0,3% de oxgall (Oxgall), a 37 °C

Isolados Repeticao Controle Oxgall
UFVCC1173 ! 0,55 0.10
2 0,62 0,10

UFVCC1174 ! 0,63 0.11
2 0,60 0,11

UFVCC1175 ! 0,59 0.10
2 0,56 0,08

UFVCC1176 ! 061 011
2 0,59 0,09

UFVCC1177 ! 061 0.09
2 0,60 0,10

UFVCC1178 ! 145 1,06
2 1,41 1,02

UFVCC1179 ! 1.08 0,51
2 0,89 0,48

UFVCC1180 ! 1.07 0,49
2 0,94 0,44

UFVCC1181 ! 1.08 0,37
2 0,98 0,56

UFVCC1182 ! 1,02 0,46
2 0,93 0,53

UFVCC1183 ! 1,03 0.54
2 0,09 0,43

UFVCC1184 ! 1.03 0,46
2 0,92 0,39

UFVCC1185 ! 0,99 0,42
2 0,91 0,48

UFVCC1186 ! 1,07 0,48
2 0,95 0,46

UFVCC1187 ! 1.10 0.47
2 0,94 0,46

UFVCC1188 ! 1,02 0,40
2 0,92 0,43

UFVCC1189 ! 0,95 0,45
2 0,88 0,38

UFVCC1190 ! 1,01 0,48
2 0,91 0,44

UFVCC1191 ! 0,98 0,40
2 0,89 0,39

Continua ...
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Quadro 1A (Continuacédo)- Dados de absorbéncia (600 nm) obtidos na curva de
crescimento dos isolados de Lactobacillus spp. em caldo MRS (controle) e caldo
MRS adicionado de 0,3% de oxgall (Oxgall), a 37 °C

Isolados Repeticao Controle Oxgall
UFVCC1192 ! 0,90 0,24
2 0,82 0,41

UFVCC1193 ! 0,80 0,48
2 0,80 0,36

UFVCC1194 ! 1,00 0,43
2 0,92 0,45

UFVCC1195 ! 1,02 0,24
2 0,93 0,44

UFVCC1196 ! 1,05 041
2 0,93 0,48

UFVCC1197 ! 1,15 0,46
2 0,77 0,39

UFVCC1198 ! 0.78 0,42
2 0,91 0,40

UFVCC1199 ! 1.15 0,54
2 0,99 0,52

UFVCC1200 ! 0,85 0,39
2 0,93 0,47
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Quadro 2- Dados da sobrevivéncia dos isolados de Lactobacillus spp. em suco

gastrico artificial (pH 2,0), expresso em Log UFC mL™, apés 90 minutos

Isolados repeticdo tempo 0 tempo 15' tempo 30' tempo 60" tempo 90'
UEVCC1135 1 7,36 7,29 7,15 6,11 6,88
2 7,59 7,46 7,46 7,41 7,48
UEVCC1136 1 7,15 7,32 7,20 6,88 6,81
2 7,58 7,49 7,46 7,53 7,38
UFVCC1137 1 7,38 7,48 7,36 7,04 6,97
2 7,56 7,57 7,45 7,49 6,43
UEVCC1138 1 7,15 7,18 7,08 6,45 6,53
2 7,41 7,36 7,38 6,49 6,30
UFVCC1139 1 7,28 7,26 7,08 6,94 6,15
2 7,30 7,43 7,34 7,38 7,34
UFVCC1140 1 7,30 7,18 7,04 6,98 6,18
2 7,41 7,49 7,48 7,54 7,52
UEVCC1 144 1 7,34 7,43 7,40 7,45 7,30
2 7,43 7,59 7,64 7,57 7,58
UFVCC1142 1 7,23 7,20 7,28 7,11 7,08
2 7,60 7,63 7,62 7,54 7,60
UEVCC1143 1 7,32 7,23 7,34 7,30 6,95
2 7,45 7,51 7,48 7,49 7,45
UEVCC1 144 1 7,26 7,20 7,28 7,26 7,18
2 7,51 7,48 7,57 7,49 7,20
UFVCC1145 1 7,34 7,36 7,36 7,04 7,23
2 7,52 7,51 7,56 7,58 7,58
UEVCC1146 1 7,34 7,15 7,28 7,23 6,93
2 7,54 7,49 7,52 7,41 7,28
UEVCC1147 1 7,08 7,15 6,91 7,00 6,88
2 7,28 7,15 6,61 6,57 6,34
UEVCC1148 1 7,15 7,20 7,23 7,08 6,93
2 7,45 7,41 6,65 6,04 6,83
UFVCC1149 1 7,40 7,26 7,38 7,45 7,23
2 7,36 7,26 7,26 7,04 6,81
UEVCC1150 1 7,41 7,48 7,49 7,41 7,36
2 7,46 7,30 6,08 6,28 6,00
UFVCC1151 1 7,30 7,15 7,04 6,32 6,00
2 7,38 7,46 7,28 7,23 6,69
UEVCC1152 1 7,20 7,18 6,74 6,94 5,49
2 7,34 7,32 7,36 7,20 7,08
UEVCC1153 1 7,36 7,40 7,30 7,30 6,99
2 7,34 7,30 7,30 7,38 7,32
UEVCC1154 1 7,40 7,23 7,49 7,46 7,08
2 7,36 7,41 7,43 7,36 7,30
Continua ...
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Quadro 2A (Continuagao)- Dados da sobrevivéncia dos isolados de Lactobacillus
spp. em suco gastrico artificial (pH 2,0), expresso em Log UFC mL", apds 90

minutos

Isolados Repeticdo tempo 0 tempo 15" tempo 30' tempo 60" tempo 90'

UFVCC1155 1 7,40 7,30 6,98 7,23 7,20
2 7,43 7.51 7,40 7.45 6,93
UFVCC1156 ! 7,38 7,43 7,30 6,93 6,46
2 7,45 7,20 7,51 7,34 7.36
UFVCC1157 1 7,36 7,30 7,28 7,04 6.93
2 7,38 7,41 7,36 7,40 7.18
UFVCC1158 ! 7,38 7.23 6,26 6,30 5,97
2 7,34 6,82 7,08 6,92 7,00
UFVCC1159 ! 7,20 7,00 6,91 6,45 6,15
2 7,36 7,40 7,32 7,08 7.08
UFVCC1160 1 7,26 7,38 7,46 7,49 7.49
2 6,66 6,79 6,65 6,18 5,65
UFVCC1161 1 7,38 7,43 7,26 7.26 7.32
2 7,49 7.54 7,52 7,49 7,41
UFVCC1162 ! 6,64 7,28 7,26 6.74 7.30
2 7,18 6,98 6’58 6’38 6,28
UFVCC1163 1 7,20 7,04 6,76 6,41 6.41
2 7,40 7,38 7,36 6,91 7.40
UFVCC1164 1 7,46 7,26 7,41 7,36 7,26
2 7,29 7.04 5,70 5,86 6,04
UFVCC1165 ! 740 7,30 7,38 7,23 7.32
2 7,04 6,86 6,63 6,40 6.32
UFVCC1166 1 7,34 7,34 7,28 7.15 7.30
2 7,32 6,93 6,53 6,32 6.18
UFVCC1167 1 7,45 7,41 7,15 6,51 6,26
2 7,23 6,95 6,36 5,95 5,85
UFVCC1168 ! 745 7,49 7,51 7,48 7,41
2 6,30 6,92 7,08 6,88 6,92
UFVCC1169 1 7,46 7,45 7,41 7.40 7.26
2 7,32 7,15 6,92 6.63 6,98
UFVCC1170 1 6,62 6,46 6,53 5,85 5,30
2 7,38 7.41 7,41 7,32 7.18
UFVCC1171 1 7,52 7,47 7,52 7,49 7,51
2 7,28 7,08 6’38 7’11 7’30
UFVCC1172 1 7,23 7,48 7,49 7.41 7.18
2 7,36 7,04 7,00 7,08 7,08
UFVCC1173 1 7,52 7,38 3,08 1,18 0,98
2 7,32 7.46 5,07 3,00 2,30
UFvCC1174 | 7,32 7,52 7,29 311 2,40
2 7,59 7,40 2,00 0,54 0.48
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Quadro 2A (Continuagao): Dados da sobrevivéncia dos isolados de Lactobacillus
spp. em suco gastrico artificial (pH 2,0), expresso em Log UFC mL™, apds 90

minutos.

Isolados Repeticao tempo0 tempo 15" tempo 30' tempo 60’ tempo 90'

UEVCC1175 1 7,61 7,57 2,55 0,65 0.65
2 756 4,30 1,32 0,00 0,00
1 7
UFVCC1176 69 7,54 0,00 0,48 0,00
2 7,34 7,46 6,29 3,20 2,69
UFVCC1177 1 7,46 7,49 3,38 2,75 2,36
2 7,65 7,57 2,18 0,85 0,70
UFVCC1178 1 7,18 7,20 6,65 411 0,98
2 748 7.46 6.68 2.94 2.56
UFVCC1179 ! 7,26 3,30 0,00 0,78 0,00
2 7,43 7,32 2,30 0,00 0,00
UFVCC1180 1 7,26 6,61 2,81 1,66 0,00
2 7,20 7,20 4,54 0,48 0,18
UEVCC1181 1 7,46 5,79 2,18 1,82 0,00
2 7,34 6,80 2,30 0,00 0.00
UFVCC1182 1 6,92 5,88 3,32 0,78 0,00
2 7,28 7,00 0’00 0’00 0’00
UFVCC1183 1 7,08 4,49 0,00 1,49 0,00
2 7,34 6,98 4,75 1,10 0,40
UFVCC1184 1 7,41 5,94 4,94 2,18 0,00
2 7,32 7,34 3,26 0,00 0.00
UFVCC1185 1 7,20 5,18 2,48 1,32 0.00
2 7,15 6,51 2,00 0,00 0,00
UFVCC1186 1 7,04 4,34 3,08 0,78 0,00
2 715 6,89 2,60 0,30 0,18
UFVCC1187 1 7,18 5,32 0,00 1,32 0,00
2 7,26 7,04 0,00 0,00 0,00
UFVCC1188 1 7,15 4,48 3,00 0,78 0.18
2 7,30 6,81 2,18 0,00 0.30
UFVCC1189 1 711 5,54 2,81 1,66 0,00
2 7,20 6,97 2,40 0,70 0,30
UFVCC1190 1 7,04 4,76 2,00 0,78 0,00
2 7,28 6,97 2,18 0,30 0.00
UFVCC1191 1 7,28 6,30 6,15 2,60 0.00
2 7,18 4,08 0,00 0,00 0,00
UFVCC1192 1 7,23 6,11 6,04 1,56 0,00
2 7,26 6,92 0,00 0,18 0,00
UFVCC1193 1 7,38 7,23 5,43 1,20 0,00
2 7,28 7,18 4,81 0,00 0,00
Continua ...
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Quadro 2A (Continuagao)- Dados da sobrevivéncia dos isolados de Lactobacillus

spp. em suco gastrico artificial (pH 2,0), expresso em Log UFC mL™, apds 90

minutos
Isolados repeticdo tempo O tempo 15' tempo 30' tempo 60" tempo 90'
UFVCC1194 1 7,18 7,18 6,04 2,58 0,00
UFVCC1195 1 7,20 4,56 0,00 0,00 0,00
2 7,23 7,23 0,00 0,18 0.00
UFVCC1196 1 7,20 7.23 5,60 2,80 0,00
2 7,26 3,00 0,00 0,00 0,00
UFVCC1197 ! 6,91 6,91 5,08 1,04 0,00
2 7,30 4,08 2,00 0,65 0,00
UFVCC1198 1 7,18 7,08 5,15 2,48 0,00
2 7,26 4,92 0,00 0,00 0,00
UFVCC1199 1 718 4,90 3,60 0,78 0,00
2 7,15 4,62 0,00 0’00 0’00
UFVCC1200 1 7,32 7,32 5,30 4,11 0,00
2 7,43 7,04 3,49 0,90 0,90
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Quadro 3- Dados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Lactobacillus spp. a 14 antibiéticos utilizados na UTI neonatal

de Vigosa, MG

Isolado Repetigao AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO

1 3,8 0,0 0,0 0,0 1,3 0,9 2,8 1,5 3,8 2,8 2,9 3,6 3,7 1,3

UFVCC1135 2 3,6 0,8 0,0 1,9 1,9 2,4 3,1 1,3 3,5 3,4 2,3 3,8 3,5 2,4
3 3,7 0,9 2,4 0,0 1,3 1,9 3,0 0,0 3,7 3,0 1,8 4.0 3,7 2,7

1 4,0 11 1,1 2,3 1,0 2,3 3,2 1,2 3,5 3,5 2,5 3,5 3,7 2,4

UFVCC1136 2 3,4 2,0 0,0 0,0 1,4 1,2 2,7 1,7 3,5 2,8 2,8 3,2 3,4 2,4
3 3,7 1,0 0,0 0,0 1,7 1,7 3,0 2,5 4,0 2,8 2,5 3,5 3,6 1,9

1 3,6 1,0 0,0 1,5 2,1 1,9 2,9 2,4 3,8 3,5 2,4 3,7 3,8 2,5

UFVCC1137 2 3,0 0,8 2,4 0,9 1,0 1,8 2,9 0,0 3,0 2,2 1,9 3,4 3,5 2,6
3 3,5 2,4 0,0 1,9 0,0 1,9 2,9 0,0 3,8 3,0 2,3 3,8 3,5 2,7

1 3,3 1,5 1,6 1,6 1,9 1,2 2,3 2,0 3.1 2,7 1,5 3,0 2,5 2,7

UFVCC1138 2 3,7 2,4 0,0 0,0 0,0 1,0 3,0 0,0 3,5 3,1 2,7 3,5 3,4 2.1
3 3,5 1,0 0,0 2,8 1,5 0,9 2,9 1,6 3,7 3,0 2,8 3,5 3,2 2.1

1 3,6 0,0 2,4 0,0 1,4 2.1 3,1 1,2 3,7 2,6 1,9 3,9 3,7 2,8

UFVCC1139 2 3.1 0,8 0,0 2,3 1,5 1,7 2,5 1,5 2,5 2,2 2,0 3,4 3,1 2,1
3 3,7 1,0 0,0 1,1 2,6 2,7 2,6 1,2 3,7 2,0 2,0 3,7 3,4 2,3

1 3,7 2,5 0,0 2,4 1,2 2,0 3,0 0,0 3,6 3,1 2,1 4.0 3,8 2,3

UFVCC1140 2 3.1 0,0 0,0 0,0 2,3 1,8 2,6 1,4 2,7 2,8 2,3 3,2 3,5 2,2
3 3,5 1,1 2,6 0,0 2,0 1,3 3,1 0,9 3,4 3,0 2,0 34 3,3 2,2

1 4,2 2,0 1,1 2,5 1,7 1,5 3,4 1,5 4,0 3,5 3,1 4,3 4,2 2,3

UFVCC1141 2 3,5 1,3 2,2 2,4 1.1 1,9 2,6 1,1 3,0 2,4 2,5 3,0 3,5 2,5
3 3,4 2,6 1,0 1,1 1,3 0,9 1,3 1,7 3,4 3,0 2,7 3,4 3,7 2,4

1 4,0 0,0 0,0 0,0 2,5 2,0 3,7 1,5 4,0 3,4 3.1 4,0 4,0 3,0

UFVCC1142 2 3,2 1,4 0,0 0,0 1,1 2,3 3,0 2,5 3,5 3,4 2,9 3,3 3,0 2,3
3 3,5 1,4 1,3 2,9 1,5 2,2 2,8 0,0 3,7 2,8 3,0 3,7 3,4 1,8

1 3,7 2,1 0,0 0,0 0,0 1,1 2,8 0,0 3,6 3,5 2,9 3,9 4,0 2,6

UFVCC1143 2 2,8 0,8 0,8 0,0 1,5 1,9 2,4 1,1 3,3 3,0 2,4 3,3 3,2 2.1
3 3,6 1,0 0,0 0,0 2,4 1,8 3,0 1,8 4,0 2,8 2,1 3,5 4,0 2,0
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Quadro 3A (Continuagao)- Dados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Lactobacillus spp. a 14 antibiéticos utilizados

na UTI neonatal de Vigosa, MG

Isolado Repeticdo  AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO

1 3,3 0,9 0,0 0,0 1,4 1,3 2,3 1,4 3.1 2,2 1,8 3,1 3,2 2,4
UFVCC1144 2 3.1 2,1 1,0 2,6 1,8 1,8 2,5 1,8 3,3 3,0 2,5 3,5 3,3 2,4
3 3,5 11 0,0 0,0 2,3 1,8 3,0 3,0 3,3 3,3 2,2 3,9 3,5 2,6
1 4,0 0,0 0,0 0,0 1,7 2,1 3,1 2,0 3,9 3,0 2,6 3,6 3,7 2,3
UFVCC1145 2 3,3 0,0 0,0 0,0 2,0 1,7 2,9 1,3 3,3 3,1 2,6 3,4 3,4 2.1
3 3,6 11 0,0 0,0 2,0 1,3 2,8 0,9 3,4 3,0 2.1 3,5 3,5 2,0
1 4,0 2,8 1,4 0,0 2,7 1,5 3,1 2.1 3,8 3,2 2,9 4.0 4,0 2,8
UFVCC1146 2 4.1 0,0 0,0 2,0 1,6 0,9 3,0 0,0 3,6 2,5 2,6 3,7 3,4 2,5
3 3,0 1,0 0,0 0,0 2,5 2,0 2,6 1,6 3,5 1,2 2,7 3.1 3,6 2,2
1 3,4 0,0 0,0 1,8 1,5 1,2 2,9 0,0 3,2 3,0 3,0 3,2 3,5 2,8
UFVCC1147 2 3,5 1,8 0,0 1,7 1,7 1,7 2,0 0,0 3,0 2.4 2,4 3,4 3,5 2,2
3 3,4 2,3 0,0 1,7 1,0 1,8 2,9 0,0 3,4 2,6 2,3 3,0 3,5 2,5
1 3,6 0,0 0,0 0,0 0,0 1,8 2,7 1,5 3,5 3,0 2,0 3,3 3,3 1,3
UFVCC1148 2 4,0 0,0 0,0 2,8 1,1 0,9 3,0 0,0 3,4 2,6 2,8 3,2 2,4 2,2
3 3,2 1.1 0,0 2,9 1,5 1,4 0,0 1,9 3,3 1,5 3,0 3,5 2,9 2,5
1 4.5 2,6 1,2 0,0 1.1 2,1 3,3 1,3 3,7 3,0 2,4 3,6 3,8 2.1
UFVCC1149 2 3,7 0,8 0,0 0,0 1,6 0,9 2,8 1,1 3,5 2,9 2,1 3,4 3,7 1,5
3 3,5 1,1 2,8 0,0 1,6 1,7 3,5 1,5 3,5 2,9 1,8 3,3 3,5 2,4
1 3,8 2.1 0,8 0,0 2.1 1,0 3,0 0,0 3,6 3,0 2,6 3,3 3,4 2,7
UFVCC1150 2 3,2 11 2.1 1,9 1,4 1,3 2,9 0,7 3,5 2,7 2,4 3,5 3,7 2,5
3 3,5 1,0 1,4 3.1 1,2 2,1 3.1 1,4 3,5 2,8 2,6 3,5 1,3 2,1
1 3,4 1.1 0,0 2,4 1,1 1,7 1,6 2,4 3,7 2,9 2,1 3,3 3,4 2,1
UFVCC1151 2 3,0 0,0 0,0 0,0 1,1 1,2 2,5 0,0 3.1 2,4 2,1 3,5 3.1 2.1
3 3,4 1,0 0,0 2,4 1,3 1,2 2,9 1,5 3.1 3,0 2,6 3,0 3,7 2.1
1 3,8 2.4 0,0 2,3 1,4 1,4 3,1 1,3 3,7 3,2 2,0 3,7 3,8 2,5
UFVCC1152 2 3,6 2,3 1,5 2,3 1,7 1,6 2,6 1,3 3,6 2,8 2.1 3,3 3,0 2.1
3 3,0 0,0 0,0 0,0 1,5 1,2 2.1 1,5 3,0 2,8 1,2 3,5 3,0 2,3
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Quadro 3A (Continuagao)- Dados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Lactobacillus spp. a 14 antibiéticos utilizados

na UTI neonatal de Vigosa, MG.

Isolado Repetigao AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO

1 3,6 2,3 0,0 2,4 1,3 1.1 3,0 1,3 3,7 3,0 1,9 3,7 3,9 2,3

UFVCC1153 2 3,7 1,0 0,0 2,7 1,4 2,0 1,1 1,7 3,4 2,0 1,9 3,4 3,2 2,1
3 2,9 0,9 0,0 0,0 1,6 2,2 2,0 0,0 3,5 2,4 2,0 34 3,0 2,9

1 3.1 1,7 0,0 0,0 1.1 1,5 2,0 1,4 3,0 2,7 2,0 2,5 3,7 2,0

UFVCC1154 2 3,0 2,0 0,0 2,0 0,0 0,0 2,0 0,0 3,0 2,6 1,9 2,4 2,7 2,2
3 3.1 2,3 1,0 0,0 0,0 0,0 2,7 0,0 2,5 2,9 2,4 3,0 3,2 1,7

1 2,8 1,4 0,0 0,0 1,3 1,0 2,8 0,0 3,2 2,7 2,2 3,0 3,3 2,4

UFVCC1155 2 2,9 0,8 2,1 1,6 0,0 1,5 2,1 0,0 3,2 2,8 2,0 3,2 3,0 2,1
3 3,3 11 0,0 2,3 0,0 1,0 2,6 1,4 3,7 2,8 2,3 3,3 34 2,4

1 2,7 1,2 2,5 0,0 1,8 1,0 2,5 1,5 3.1 1,7 2,4 3,2 3,2 2,8

UFVCC1156 2 2,7 1,2 0,0 2,1 1,8 1,5 2,4 1,1 3,0 2,3 2,2 3.1 3.4 2,0
3 2,8 1,0 0,0 2,0 1,2 1,7 2,8 1,0 3,3 1,8 2,5 3,6 3,3 1,9

1 3.1 0,0 0,0 2,3 1,0 1,1 3,0 1,2 3,0 2,2 2,0 3,2 3,4 2,3

UFVCC1157 2 2,7 1,7 1,2 1,4 1,2 1,7 2,8 0,7 3,5 2,4 2,0 3,1 3,1 2,0
3 3,0 0,9 0,0 2,0 1,3 1,5 2,3 1,4 3,0 2,3 2,3 3,3 2,0 2,4

1 3,4 0,0 0,0 0,0 0,0 1,5 2,4 0,0 3.1 2,7 2,4 2,9 3,3 1,6

UFVCC1158 2 3,3 0,0 0,0 2.1 0,9 1,0 2,6 0,0 3,2 2,4 2,1 3,0 3,0 2,2
3 3,6 1,0 0,0 0,0 1,3 2,3 2,5 2,2 3,4 2,5 2,5 3,5 3,2 2,4

1 3,2 0,0 1,6 2.1 1,0 1,1 2,9 0,7 3.1 2,9 2.1 3,5 2,6 2,0

UFVCC1159 2 3.1 1,5 0,8 2,0 1,4 1,3 2,6 2.1 3,0 2,8 2,4 3,1 3,5 2,3
3 3,4 2,2 0,0 0,0 1,3 1,6 2,5 0,0 2,5 1,5 1,7 3,2 3,4 2,4

1 3,2 0,0 0,8 0,0 1,4 1,2 2,7 1,0 3,4 2,6 2,0 2,9 3,0 2,0

UFVCC1160 2 3,4 0,0 0,0 0,0 1,6 1,0 2,4 2,2 2,3 2,6 2,4 3,0 3,2 1,9
3 3.1 2,0 0,0 0,0 1.1 1,0 2,5 0,0 3,0 2,5 2,1 3,0 2,5 1,4

1 3,5 1,7 1,2 0,0 0,8 1,4 2,8 0,0 3,3 2,8 2,2 3.1 3,4 2,3

UFVCC1161 2 3.1 0,9 2,3 0,9 1,6 1,3 2,5 1,4 3,3 1,4 2.1 3,0 3,0 2,4
3 3,0 1,2 0,0 0,0 2,8 1,5 2,2 1,7 2,7 2,4 2,2 3,2 1,5 1,5
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Quadro 3A (Continuagao)- Dados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Lactobacillus spp. a 14 antibiéticos utilizados

na UTI neonatal de Vigosa, MG

Isolado Repetigao AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO

1 3,5 1,5 1,1 2,3 1,7 1,0 2,9 2,5 3,0 2,8 2,0 3,1 3,0 2,5

UFVCC1162 2 3,4 0,8 0,0 0,0 2,5 2,0 2,4 1,4 3.1 2,7 3,2 3,1 3,4 2,4
3 3,3 2,3 0,0 0,0 1,7 1,3 2,0 0,0 2,8 1,7 2,0 3,7 3,5 2,0

1 3,3 11 2,3 0,0 0,0 1,0 2,7 0,0 3,8 3,0 2,7 3,3 3,5 2,4

UFVCC1163 2 3,3 0,8 2,3 0,0 1,1 0,9 2,7 1,2 2,7 2,1 2,1 3,0 3,2 2,1
3 3,5 1,0 2,0 0,0 1,6 1,1 2,5 0,0 3,0 1,4 2,4 3,4 3,0 2,3

1 3,5 1,7 0,0 1,8 0,0 0,9 2,5 0,0 3,6 1,9 2,5 3,2 3,5 2,6

UFVCC1164 2 3,2 0,7 2,0 2,0 1,0 1,0 2,3 0,0 2,9 2,1 2,6 3,0 3,4 1,2
3 2,9 11 0,0 0,0 2,4 2,3 2,4 1,2 3,0 2,5 1,8 3.1 3,0 2,5

1 3,3 0,8 0,0 2,3 1,6 2,0 2,9 1,6 2,2 2,6 1,7 3,3 3,7 2,3

UFVCC1165 2 3,0 1,1 0,0 2,0 2,3 1,4 2,3 0,9 2,8 2,6 1,8 2,7 3.4 2,2
3 3,4 1,0 0,0 2,5 1,6 1,6 2,8 0,0 2,8 2,5 1,9 3,2 3,4 2,6

1 3,0 2,4 1,6 1,3 1,5 1,2 2,7 1,1 3,2 2,2 2,4 3,2 3,2 1,9

UFVCC1166 2 3,2 0,8 0,0 0,0 1,4 1,9 2,4 1,8 2,8 2,6 2,4 3,1 2,7 2,2
3 3.1 2,0 2,2 0,0 1,9 0,8 1,7 1,2 3,8 2,4 2,4 3,0 3,0 0,0

1 3,2 0,0 0,0 0,0 0,9 1,6 2,8 0,0 2,9 2,6 1,8 3,0 3,2 2.1

UFVCC1167 2 2,8 0,0 0,0 2,2 0,0 0,9 2,6 0,0 3,0 2,4 2,0 2,7 3,2 2,0
3 3,3 1,2 0,0 0,0 1,4 2,6 2,6 1,5 3,0 2,5 2,0 34 3,2 1,7

1 3,3 1,0 2.1 0,0 1,0 1,4 2,3 1,7 3,0 2,7 1,6 2,6 3,0 2,5

UFVCC1168 2 3,4 0,0 2,3 1,1 1,3 0,8 2,3 2,4 3,0 2,4 2,0 2,6 3,0 2,5
3 3,0 0,0 0,0 0,0 1,5 1.1 2,6 2,1 3,2 2,8 2,0 3,2 3,0 2,6

1 3,5 2,3 1,3 0,0 0,0 1,4 2,9 0,0 3,0 2,7 1,8 3,1 3,3 2,0

UFVCC1169 2 3,0 2,2 0,0 0,0 0,0 1,8 2,6 0,0 3.1 2,7 2,5 3,6 3,7 2,0
3 3,0 0,9 2,1 0,0 0,0 1,0 2.1 1,4 3.1 2,5 2,1 3,2 2,6 2,1

1 3,2 1,3 2,0 1,4 1,3 0,9 2,3 1,7 3,2 2,3 1,3 2,9 3,0 2,9

UFVCC1170 2 2,8 2.1 0,0 0,0 1,5 1,4 2,9 1,8 3,3 2,5 2,4 3,3 2,7 1,9
3 3,2 0,0 0,0 0,0 0,0 1.1 2,5 0,0 3,3 2,5 1,9 3,1 2,6 2,0
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Quadro 3A (Continuagao)- Dados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Lactobacillus spp. a 14 antibiéticos utilizados

na UTI neonatal de Vigosa, MG

Isolado Repetigao AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO

1 3.1 0,0 1,6 1,3 1,5 0,9 2,5 1,9 3,6 2,5 2,0 3,0 3,2 2,8

UFVCC1171 2 3,0 2,5 0,0 0,0 1,5 1,0 2,6 1,3 3.1 2,5 2,0 2,7 2,9 1,5
3 3.1 0,9 0,0 0,0 0,0 0,9 2,8 0,0 2,8 2,4 1,7 3,0 2,9 2,6

1 3,5 0,0 1,7 0,0 1,3 1,6 2,3 1,9 3,3 2,5 1,6 2,9 2,8 3,0

UFVCC1172 2 2,8 0,9 0,0 0,0 2,1 1,5 2,2 1,6 2,7 1,5 1,8 2,9 3,0 1,5
3 3,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,4 0,0 2,6 3,1 2,0 3,0 2,5 1,5

1 3,2 0,8 1,5 2,4 1,7 0,6 2,6 2.1 3,4 2,7 1,6 3,2 2,4 2,7

UFVCC1173 2 3,0 1.1 2,0 0,0 1,5 1,7 2,3 2,1 3.1 2,4 1,8 1,8 2,7 1,7
3 3,2 0,0 1,3 0,0 1,1 0,0 2,5 2.1 3,2 2,5 1,8 2,9 3,0 2,6

1 3,4 0,9 2,1 0,0 1,7 1,0 2,5 2,0 3,3 2,3 1,4 2,7 2,9 2,7

UFVCC1174 2 3,0 1,4 2,3 0,0 1,4 1,0 2,5 2,3 2,8 2,3 1.1 2,2 2,5 2,8
3 3.1 0,0 1,3 0,0 1,4 0,0 2,5 1,6 3,5 2,3 1,0 2,7 2,7 2,4

1 3,0 0,8 1,6 0,6 1,4 1,2 2,6 2.1 2,8 2,4 1,8 2,6 2,9 2,4

UFVCC1175 2 3.1 1,8 1,4 0,0 1,4 1,4 2,3 1,5 2,8 2,3 1,2 2,6 2,7 2,7
3 3,2 2,4 1,3 0,0 1,3 0,0 2,6 2,3 3.1 2,3 1,8 2,9 3,0 2,9

1 3,3 0,0 1,5 0,0 1,2 0,9 2,5 2,0 3,4 2,5 1,5 3,0 3,5 2,8

UFVCC1176 2 2,7 1,0 1,8 0,0 1,4 1,8 2,5 2,2 3,3 2,7 1,3 2,4 2,3 2,8
3 3,7 0,0 2,0 0,0 2,0 1,4 3,1 2,3 3,7 2,9 1,6 3,0 3,0 2,6

1 3.1 0,6 1,5 0,0 1,5 1,1 2,6 2,0 3,4 2,3 1,9 3,0 2,4 2,9

UFVCC1177 2 3,0 1,7 2,0 1,4 1,6 1,0 2,3 1,9 3,0 2,4 1,5 2,4 2,7 2,3
3 3,2 0,0 1,8 0,0 1,0 0,0 2,5 1,9 3,7 2,1 11 2,6 2,8 2,5
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Quadro 3A (Continuagao)- Dados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Lactobacillus spp. a 14 antibiéticos utilizados

na UTI neonatal de Vigosa, MG

Isolado Repetigao AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO

1 1,6 0,9 0,0 0,0 0,9 0,0 1,4 0,0 1,7 1.1 1,3 2,1 1,9 1,1

UFVCC1178 2 1,9 0,8 0,0 0,0 1,1 0,0 2,1 0,0 1,9 1,8 1,5 1,3 1,4 2,0
3 2,0 0,0 0,0 0,0 1,1 0,0 2,0 0,0 1,6 2.1 1,7 1,8 1,9 1,6

1 3,5 0,0 2,2 0,0 1,0 1,5 2,0 2,2 3,2 2,5 1,5 3,0 2,5 3,0

UFVCC1179 2 3,3 0,0 1,5 0,0 0,0 1,0 2,2 1,9 2,7 2.4 2,4 2,0 2,5 2,9
3 3,5 0,0 0,9 0,0 0,0 1,7 2,4 2,4 3,0 2,6 2,0 2,7 3,0 2,9

1 4,0 0,0 1,5 0,0 1,5 1,0 2,0 2,0 3,5 2,4 1,8 3,0 2,7 3,5

UFVCC1180 2 3,3 1,0 1,2 0,0 0,0 0,0 2,5 2,0 3,0 2,3 1,8 2,0 2,8 3,0
3 3,5 1,7 1,2 0,0 1,0 1,7 2,6 2.1 3,0 2,8 2,0 2,8 2,9 2,0

1 3,0 0,0 2,0 0,0 1,0 0,0 2,5 2,0 3,5 2,5 1,6 2,5 3,0 3,0

UFVCC1181 2 3,0 0,0 1,2 0,0 0,0 0,0 2,4 1,8 3,0 2,3 1,8 2,8 2.1 2,5
3 3,0 1,6 1,3 0,0 1.1 1,7 2,3 2,0 3,5 2,6 1,6 2,6 2,9 2,3

1 3,5 2,0 2,0 0,0 0,0 1,1 2,7 2,0 3,5 2,2 1,8 2,8 3,0 3,5

UFVCC1182 2 3,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 2,3 1,9 3,0 1,5 2,0 2,0 3,0 2,6
3 3,0 0,0 1,4 0,0 1,0 0,9 2,7 2,0 3,3 2,4 2,0 2,5 3,2 2,6

1 3,5 0,0 2,0 0,9 1,0 0,0 2,5 2,0 3,0 2,5 2,8 2,5 3,8 3,8

UFVCC1183 2 2,8 1,5 1,8 0,0 0,0 0,0 2,1 2,0 2,9 2,7 2,2 2,4 2,4 2,5
3 3,0 2,1 1,3 1,3 2,1 0,0 2,4 2,3 3,4 2,6 1,5 2,8 3,0 2,8

1 3,4 0,0 2,0 0,0 0,0 1,0 2,3 2,5 2,2 1,5 2,0 2,8 3,0

UFVCC1184 2 3,5 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 2,3 2,0 2,7 2,6 2,0 2,6 2,5 2,5
3 3,6 1,1 2,3 1,4 1,2 1.1 2,8 2,2 3,2 2,2 2,2 2,9 3,7 2,8

1 3,2 1.1 1,7 0,0 1,1 1,0 2,3 2,0 3,5 2,5 2,0 2,5 3,0 4,0

UFVCC1185 2 3,0 0,0 1,2 1,2 1,6 1,0 2,0 1,9 3,0 2,5 1,8 2,5 2,2 3,0
3 3,3 1,3 1,4 1,1 1,3 1,0 2.4 2,0 0,1 2,5 1,8 2,4 3.1 2,8

1 2,8 0,0 1,9 0,0 1,0 0,0 2,0 2,0 3,5 2,2 1,7 2,5 3,5 3,5

UFVCC1186 2 3,0 0,0 1,9 0,0 0,0 0,0 2,2 1,9 2,8 2,0 2,0 2,0 2,5 3,0
3 3,0 0,0 1,5 1,8 1,3 1,4 2,3 2,3 3.1 2,5 2,2 2,5 3,4 2,6
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Quadro 3A (Continuagao)- Dados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Lactobacillus spp. a 14 antibiéticos utilizados

na UTI neonatal de Vigosa, MG

Isolado Repetigao AMP AMI CIP SUL OXA GEN CFE VAN AMO CFL ERI MER PEN CRO

1 4,0 0,0 2,0 0,0 2,0 0,0 2,5 2,2 3,2 2,5 1,8 2,5 2,5 3,0

UFVCC1187 2 3,0 0,0 1,3 1,2 1,2 0,0 2,2 1,9 3,2 2,0 2,0 2,5 2,2 3,0
3 3.1 0,9 1,7 1,0 1,2 0,9 2,7 2.1 2,8 2,5 1,5 2,8 3,5 3,0

1 4,0 0,0 2,0 0,0 1,2 0,0 2,5 2,0 3,5 2,3 2,5 2,5 2,6 3,0

UFVCC1188 2 3,0 0,0 1,8 0,0 1,2 0,0 2,5 2,4 3,0 2,3 2,2 2,7 3,0 2,7
3 3,3 0,0 1,2 1,0 1,5 1,2 2,4 2,2 3.1 2,0 1,8 3,2 3,2 2,7

1 3,0 0,0 1,5 0,0 1,2 0,0 2,5 2,0 3,5 2,5 2,0 2,4 2,8 3,0

UFVCC1189 2 3,0 0,0 1,5 1,1 0,0 0,0 2,0 2,2 3,0 2,3 1,5 2,2 2,3 2,5
3 3.1 1,4 2,5 1,4 1,3 0,9 2,5 2,3 3,2 2,7 1,4 2,5 3,0 2,7

1 3,5 0,0 1,0 0,0 1,2 0,0 2,0 2,0 3,6 2,2 1,7 1,5 2,5 3,5

UFVCC1190 2 3,5 0,0 1,5 0,0 1,2 0,0 2,2 1,4 3,0 2,0 1,3 2,2 2,0 3,0
3 3,2 1,5 1,8 1,1 1,0 0,0 2,3 1,7 3.1 2,6 1,5 2,6 2,6 2,6

1 3,0 0,0 1,0 0,0 1,2 0,0 2,2 1,8 3,8 2,5 1,5 2,2 2,0 3,0

UFVCC1191 2 2,7 1,4 1,5 0,0 1,2 0,0 2,0 2,0 3,0 2,1 1,7 2,2 2,1 3,0
3 3,0 1,3 1,7 0,0 1,4 1,7 1,6 1,8 3,3 2,2 1,7 2,8 2,9 2,3

1 4,0 0,0 1,0 0,0 1,2 0,0 2,2 1,8 3,3 2,5 2,0 2,0 2,5 3,0

UFVCC1192 2 3,4 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 2,2 2,0 3,0 2,0 2,0 2,0 2,5 2,5
3 3,2 0,0 1,4 1,8 1,2 1,1 2,3 1,9 3.1 2,1 2,2 2,6 2,8 2,7

1 4,0 0,0 2,0 0,0 1,0 0,0 1,8 2,2 3,0 1,5 1,6 2,0 2,5 3,8

UFVCC1193 2 3,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 2,3 1,8 2,6 2,0 1,5 2,2 2,4 2,0
3 3,2 0,0 1,1 0,0 1,0 1.1 2,2 1,8 3,2 2,1 2,4 2,3 2,6 2,8

1 3,0 0,0 1,5 0,0 1,0 0,0 2,0 2,0 3,4 3,0 2,0 1,8 3,0 3,0

UFVCC1194 2 3,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 2,1 2,0 3,0 2,2 2,0 2,2 2,2 2,8
3 3.1 0,9 1,4 0,0 1.1 1,1 2,8 1,9 29 2,7 1,5 2,5 2,7 2,4

1 3,0 0,0 1,4 1,4 1,5 0,0 2,5 2.1 3,0 2,0 1,7 2,5 3,8 3,0

UFVCC1195 2 3,0 2,0 1,7 1,1 0,0 0,0 2,2 2,0 3,0 2,4 2,2 2,0 2,2 2,6
3 3,3 1,0 1,3 1,4 1,3 1,9 2,4 2,1 2,9 2,6 2,0 2,6 2,5 2,9
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Quadro 3A (Continuagao)- Dados da suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Lactobacillus spp. a 14 antibidticos utilizados

na UTI neonatal de Vigosa, MG

1 2,8 0,0 1,0 0,0 0,0 1,5 2,0 2,0 3,5 2,0 2,5 2,2 3,0 2,8
UFVCC1196 2 3,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 2,0 2,0 3,5 2,2 2,0 2,2 2,5 2,5
3 3,0 0,0 1,2 0,0 1,3 1,1 2,6 1,8 3,1 2,5 1,2 2,7 3,0 3,0
1 3,5 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 24 2,0 3,0 24 1,5 2,5 2,6 3,5
UFVCC1197 2 3.0 0,0 1,4 0,0 0,0 0,0 2,1 1,9 3,1 1,7 1,6 2,0 2,2 2,7
3 3,1 0,0 2,3 0,0 1,3 0,0 2,3 2,1 3,0 2,3 1,6 2,3 2,8 2,9
1 3,0 0,0 1,4 1,5 0,0 0,0 2,5 2,0 4,4 2,5 2,4 2,5 3,0 3.4
UFVCC1198 2 2,8 0,0 1,6 1,5 0,0 0,0 2,0 1,8 3,2 2,0 1,4 2,2 2,5 3,0
3 3,1 1,4 1,5 0,0 1,5 0,9 2,5 1,7 3,1 2,0 1,2 2,2 2,7 2,3
1 3,5 0,0 1,0 0,0 1,5 0,0 2,5 2,2 2,5 2,5 25 2,5 2,2 3,4
UFVCC1199 2 3.0 0,0 1,5 0,0 1,5 0,0 2,1 1,9 3.2 2,0 2,2 2,2 2,5 2,8
3 3,2 1,0 1,2 1,2 1,3 0,0 2,3 2,0 3,0 2,3 1,8 2,7 3,0 3,0
1 3,0 0,0 1,1 1,1 0,0 0,0 2,7 2,1 3,2 2,5 2,0 2,5 3,8 3,2
UFVCC1200 2 3,0 0,0 1,5 0,0 0,0 0,0 1,8 2,0 3,0 2,0 1,9 2,6 2,2 3,0
3 3,1 0,0 1,9 1,6 1,3 0,0 24 1,9 3,1 24 2,2 2,6 3,0 2,5
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Quadro 4- Dados do antagonismo dos isolados de Lactobacillus spp. sobre patégenos pelo método spot em meio tamponado ou

nao

Isolados

SPOT

SPOT em meio tamponado

Salmonella sp.

L. monocytogenes

S. aureus

E. coli

Salmonella sp.

L. monocytogenes

S. aureus

E. coli

UFVCC1135
UFVCC1136
UFVCC1137
UFVCC1138
UFVCC1139
UFVCC1140
UFVCC1141
UFVCC1142
UFVCC1143
UFVCC1144
UFVCC1145
UFVCC1146
UFVCC1147
UFVCC1148
UFVCC1149
UFVCC1150
UFVCC1151
UFVCC1152
UFVCC1153
UFVCC1154
UFVCC1155

+ 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+

+ + + 4+ + + o+ o+ o+ o+ o+

+ + o+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+

+ + + 4+ + + + + + + o+

+ + + + + + + + + + + 4+ + + + o+

+ + +

+ 4+ 4+ + o+ o+ o+ + + o+ o+ o+ o+

+ + + +

+

Continua ...
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Quadro 4A (Continuagéo)- Dados do antagonismo dos isolados de Lactobacillus spp. sobre patégenos pelo método spot em meio

tamponado ou ndo

SPOT SPOT em meio tamponado

Salmonellasp. L. monocytogenes S.aureus E.coli Salmonellasp. L. monocytogenes S.aureus E. coli
Isolados

UFVCC1156
UFVCC1157
UFVCC1158
UFVCC1159
UFVCC1160
UFVCC1161
UFVCC1162
UFVCC1163
UFVCC1164
UFVCC1165
UFVCC1166
UFVCC1167
UFVCC1168
UFVCC1169
UFVCC1170
UFVCC1171
UFVCC1172
UFVCC1173
UFVCC1174
UFVCC1175
UFVCC1176

+ + + + + + + + 4+
+ 4+ + + +
+ 4+ + + + o+ o+
+
1
1

+
+

+

1
1
1
+ 4+ + + + +
1

+ + + +

+ + + + + o+ o+

+ + + + + +

+ 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
+ 4+ 4+ + + o+ o+ o+ o+ o+

+ + + + F + + + F + + + + + + + + + + + 4+
1

+ 4+ + + + + + + o+ + o+
+ 4+ + + + + + + + 4+
+ 4+ + + + + + + + 4+

+
1
+

Continua ...
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Quadro 4A (Continuagéo)- Dados do antagonismo dos isolados de Lactobacillus spp. sobre patégenos pelo método spot em meio

tamponado ou ndo

SPOT SPOT em meio tamponado

Salmonellasp. L. monocytogenes  S.aureus E.coli Salmonellasp. L. monocytogenes S.aureus E. coli

Isolados
UFVCC1177 + + + + + + + +
UFVCC1178 + + + + + + + +
UFVCC1179 + + + + + + + +
UFVCC1180 + + + + + + + +
UFVCC1181 + + + + + + + +
UFVCC1182 + + + + + + + +
UFVCC1183 + + + + + + + +
UFVCC1184 + + + + + + + +
UFVCC1185 + + + + + + + +
UFVCC1186 + + + + + + - +
UFVCC1187 - + + - - + + -
UFVCC1188 + + + + + + + +
UFVCC1189 + + - + + + - +
UFVCC1190 + + + - + + + +
UFVCC1191 + + + + + + + +
UFVCC1192 + + + - + + + -
UFVCC1193 + + + - + + + -
UFVCC1194 + + + + + + + -

Continua ...
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Quadro 4A (Continuagéo)- Dados do antagonismo dos isolados de Lactobacillus spp. sobre patégenos pelo método spot em meio

tamponado ou ndo

SPOT SPOT em meio tamponado

Salmonellasp. L. monocytogenes  S.aureus E.coli Salmonellasp. L. monocytogenes S.aureus E. coli

Isolados
UFVCC1195 - + + + - + + +
UFVCC1196 - + + + - + + +
UFVCC1197 - + + + - + + +
UFVCC1198 - + + + - + + +
UFVCC1199 + - - + - - - +
UFVCC1200 + + + + + + + +
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