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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana de um extrato pirolenhoso (EP) sobre a cinética de
crescimento de duas cepas de E. coli enterotoxigênica (ETEC) isoladas do trato gastrointestinal de suínos. E. coli U21 (K88
LT/STb/F18/STa) e E. coli U7 (K88/LT/STb) foram submetidas a diversas concentrações do EP (0,047-6%) para determinar
a concentração inibitória mínima (CIM) e bactericida mínima (CBM), assim como, o efeito do EP sobre a cinética de
crescimento das ETECs. As curvas da cinética de crescimento foram modeladas utilizando o modelo modificado de
Gomperzt, o qual permitiu determinar a população bacteriana máxima (A), a taxa máxima de multiplicação (µmax) e a
duração da fase Lag (?). Os resultados da CIM e CBM mostraram que E. coli U7 foi mais sensível ao efeito de EP (CIM=3%;
CBM=6%). No entanto, o EP causou alterações maiores na cinética de crescimento de E. coli U21, já que suas A e µmax
diminuíram conforme a concentração de EP foi aumentada. Contrariamente, ? aumentou conforme a concentração de EP foi
aumentada. Para E. coli U7, somente µmax foi afetada. Portanto, EP apresenta atividade antibacteriana sobre ETECs isoladas
de suínos e tem potencial para ser uma alternativa aos antibióticos utilizados na alimentação de suínos.
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EFFECT OF A PYROLIGNEOUS EXTRACT ON THE GROWTH KINETICS OF

ENTEROTOXIGENIC E. COLI ISOLATED FROM PIG GUT 
Abstract: The aim of this study was to evaluate the antibacterial activity of a pyroligneous extract (PE) and its effect on
growth kinetic of two enterotoxigenic E. coli (ETEC) strains isolated from pig gut. E. coli U21 (K88 LT/STb/F18/STa) and
E. coli U7 (K88/LT/STb) were exposed to several concentrations of PE ranging from 0.047-6% in order to determine the
Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Bactericidal Concentration (MBC) as well as the effect of EP on the
growth kinetics of both ETEC strains. The curves of the growth kinetics were modeled using the modified Gomperzt Model,
which enabled to determine the maximal bacterial population (A), the maximum growth rate (µmax) and the Lag phase
duration (?). Results of the MIC and MBC showed the E. coli U7 was more sensitive to the PE effect (MIC=3%, MBC=6%).
However, PE caused greater disturbances on the normal growth kinetics of E. coli U21, as it was observed that A and µmax
were reduced as much as the concentration of EP was increased. Conversely, ? was increased as much as PE concentration
was increased. In E. coli U7 only µmax was affected. Therefore, PE has an antibacterial activity on ETECs strains isolated
from pig gut and PE has the potential to be an alternative to antibiotics in pig feeding.
Keywords: antimicrobial additive, gastrointestinal tract, post-weaning diarrhea, pig sector.  
Introdução: O uso de antibióticos na alimentação de suínos tem sido comum desde 1950 para melhorar o desempenho
animal (Teillant et al., 2015) e, entre outros fatores, controlar diarreia pós-desmame causada por Escherichia coli
enterotoxigênica (ETEC). No entanto, esta prática tem sido identificada como possível causa do surgimento de
microrganismos resistentes aos antibióticos, e restrições ao seu uso na alimentação animal têm sido adotadas (MARSHALL;
LEVY, 2011). Neste contexto, se faz necessário a busca por alternativas para substituir os antibióticos na suinocultura. O
extrato pirolenhoso (EP) é obtido pela condensação da fumaça formada durante a carbonização da madeira para produção de
carvão e estudos tem mostrado que EP tem propriedades antimicrobianas (DE SOUZA ARAÚJO et al., 2018). O objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana de um EP e seus efeitos sobre a cinética de crescimento de duas cepas de
ETEC isoladas do trato gastrointestinal de suínos. 
Material e Métodos: Foram utilizaram duas cepas de ETEC isoladas do trato gastrointestinal de suínos: E. coli U7 (K88/ LT/
STb) e E. coli U21 (K88/ LT/ STb/ F18/ Sta).A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) foi realizada pelo
método de microdiluição utilizando uma microplaca de 96 poços. Preparou-se um inóculo de 1x106 UFC/mL de cada bactéria
em solução de NaCl (0,85%) e uma solução estoque do EP a 12% v/v com Caldo Müeller Hinton. A partir da solução estoque
foram feitas diluições duplas seriadas em uma faixa de 6 a 0,047 % v/v. Vinte microlitros do inóculo foram adicionados a
cada poço contendo 180 µL das concentrações de EP. A microplaca foi incubada em um leitor de microplacas a 37ºC por 24h.
A CIM foi estabelecida como a menor concentração do EP que inibiu o crescimento bacteriano visível. A determinação da
concentração bactericida mínima (CBM) foi realizada a partir dos poços onde não houve crescimento bacteriano visível.
Semeou-se 50 µL de cada poço em ágar Muller-Hinton. Após 20 h de incubação a 37°C, foi definida a CBM como a menor
concentração de EP capaz de causar a morte da bactéria representada pela ausência de colônias no ágar. A cinética de
crescimento bacteriano foi construída a partir de leituras de absorbância a 600 nm dos poços da microplaca, realizadas a cada
hora durante 24 h. As curvas foram modeladas utilizando o modelo modificado de Gomperzt (ZWIETERING et al., 1990), o
qual permitiu determinar a população bacteriana máxima (A), a taxa máxima de multiplicação (µmax) e a duração da fase Lag
(?).Os ensaios foram realizados em triplicata.



Resultado e Discussão: A E. coli U7 foi a cepa mais sensível ao efeito do EP, já que apresentou CIM mais baixo (CIM=3%)
do que E. coli U21 (CIM=6%). No entanto, a CBM (6%) foi igual para ambas bactérias. O EP causou alterações maiores na
cinética de crescimento de E. coli U21 do que E. coli U7, já que houve um efeito dose-dependente significativo do EP sobre
os parâmetros da cinética de crescimento A, µmax e ? de E. coli U21. No caso do parâmetro A, a concentração sub-CIM mais
alta (1,5%) reduziu (P<0,05) A em 31,6% em relação ao controle (0% de EP). No caso de µmax, este parâmetro foi reduzido
seguindo uma tendência quadrática, sendo que a sub-CIM mais alta (1,5%) reduziu (P<0,05) em 68,6% µmax em relação ao
controle. Contrariamente, ? aumentou (P<0,05) conforme a concentração de EP foi aumentada seguindo uma tendência
quadrática, sendo que EP a 1,5% aumentou (P<0,05) ? em 1,66 vezes em relação ao controle. Para E. coli U7, somente µmax
foi afetada (P<0,05). Estes resultados estão em linha com resultados prévios que mostraram que o EP é efetivo para causar a
inibição de diversas cepas de E. coli causadoras de infeções (DE SOUZA ARAÚJO et al., 2018). Similarmente, a efetividade
de três EP para inibir E. coli tem sido reportada (WEI; MA; DONG, 2010).

 
Conclusão: O EP apresenta atividade antibacteriana sobre ETECs isoladas de suínos, causando sua inibição ou morte a
concentrações de 3-6%. Além disso, concentrações sub-inibitórias de EP são capazes de alterar significativamente a cinética
de crescimento de ETECs. Portanto, EP tem potencial para ser alternativa aos antibióticos utilizados na alimentação de suínos
para combater infeções causadas por ETECs. 
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