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ALTARUGIO, R. Seleção e caracterização probiótica in vitro de 

Lactobacillus spp. com potencial de inibição de Salmonella Heidelberg. 

Botucatu-Sp, 2016, 45p. Dissertação (Mestrado) Faculdade de Medicina 

Veterinária e Zootecnia Campus de Botucatu, Universidade Estadual 

Paulista, Botucatu, 2016. 

RESUMO:  

 

O presente trabalho teve como proposta realizar a caracterização probiótica in vitro de 

amostras de Lactobacillus spp., provenientes de conteúdo intestinal de perus adultos e 

saudáveis, através do isolamento e identificação por características morfológicas, 

moleculares e fisiológicas. Inicialmente foram isoladas 170 amostras, as quais foram 

avaliadas pelo método de coloração de gram, testes de produção de catalase, hidróxido 

de potássio, produção de gás através da fermentação da glicose e produção de gás 

sulfídrico em Triple Sugar Iron (TSI). Após foram pré-selecionadas 74 amostras, que 

passaram por identificação molecular com a Polymerase Chain Reaction (PCR) e 

submetidas ao PCR-ARDRA com uso das enzimas Sph I, Nco I, Nhe I, Ssp I, Sfu I, Dra 

I, Vsp I, Eco RI, Hinc II, Hind III e Avr II. A avaliação da resistência bacteriana ocorreu 

através dos testes de suco gástrico artificial e sua tolerância a sais biliares, capacidade 

de adesão à mucosa intestinal, potencial de multiplicação, provas de antagonismo contra 

Salmonella Heidelberg, produção de peróxido de hidrogênio, antibiograma e avaliação 

dos genes de resistência antimicrobianos integrons C e submetidas ao sequenciamento 

genético. Concluiu-se que 11 amostras foram selecionadas, sendo uma de Lactobacillus 

frumenti, 9 de Lactobacillus reuteri e uma de Lactobacillus johnsonii, todas com 

resultados nos testes de antagonismo, resistência ao suco gástrico, resistência a sais 

biliares, hidrofobicidade, potencial de multiplicação, produção de peróxido de 

hidrogênio e com resistência a mais de 50% dos antimicrobianos testados, porém não 

apresentaram genes de resistência antimicrobianos na técnica que avalia genes integrons 

C, baseado nos resultados de todas as análises as amostras selecionadas podem vir a ser 

administradas in vivo. 

 

Palavras-chaves: aves, microbiota, patógeno, perus, probiótico, resistência. 

 



ALTARUGIO, R. Selection and characterization probiotic 

Lactobacillus spp. in vitro with Salmonella Heidelberg inhibition 

potential. Botucatu-SP, 2016, 45p. Dissertation, (Master). School of 

Veterinary Medicine and Animal Science, Universidante Estadual Paulista, 

Botucatu, 2016. 

ABSTRACT:  

 

The aim of the present work was to characterize the in vitro probiotic characterization of 

Lactobacillus spp. Samples from intestinal contents of adult and healthy turkeys through 

isolation and identification by morphological, molecular and physiological 

characteristics. Initially, 170 samples were isolated, which were evaluated by gram 

staining method, catalase production tests, potassium hydroxide, gas production through 

glucose fermentation and the production of sulphide gas in Triple Sugar Iron (TSI). 

After being pre-selected 74 samples, which were submitted to PCR-ARDRA using the 

enzymes Sph I, Nco I, Nhe I, Ssp I, Sfu I, Dra I, Vsp I, Eco RI, Hinc II, Hind III and 

Avr II. The evaluation of bacterial resistance occurred through the tests of artificial 

gastric juice and its tolerance to bile salts, intestinal mucosal adhesion capacity, 

multiplication potential, Salmonella Heidelberg antagonism tests, hydrogen peroxide 

production, antibiogram and evaluation of the genes of Antimicrobial resistance and 

submitted to genetic sequencing. It was concluded that 11 samples were selected, one of 

Lactobacillus frumenti, 9 of Lactobacillus reuteri and one of Lactobacillus johnsonii, all 

with results in the tests of antagonism, resistance to gastric juice, resistance to bile salts, 

hydrophobicity, multiplication potential , Hydrogen peroxide production and resistance 

to more than 50% of the antimicrobials tested, but did not present antimicrobial 

resistance genes in the technique that evaluates integron C genes, based on the results of 

all the analyzes the selected samples can be administered in vivo . 

 

  Key-words: birds, microbiota, pathogen, turkeys, probiotic, resistance. 

 

 

 



1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

Visando melhorias na produção avícola, a qual o Brasil ocupa posição de 

destaque mundialmente (ABPA, 2016), e a crescente preocupação com a resistência 

bacteriana a antimicrobianos que não são totalmente eficazes no combate a patógenos, 

reduzem a microbiota natural do trato gastrointestinal, aumentam a colonização do 

mesmo por micro-organismos (BERCHIERI JUNIOR e FREITAS, 2009, OIE, 2015), e 

por sua transferência de genes de resistência, que torna bactérias cada vez mais 

resistentes aos tratamentos medicamentosos existentes (MADIGAN, 2004), a indústria 

busca a introdução de modificações que aperfeiçoem os processos de criação, atendendo 

as exigências de consumidores preocupados com a qualidade do produto que 

consomem.  

O uso de probióticos em substituição aos antimicrobianos utilizados como 

promotores de crescimento, esta se tornando cada vez mais comum. Os probióticos são 

compostos por micro-organismos vivos os quais um dos principais gêneros é o 

Lactobacillus, pertencente ao filo Firmicutis (FELIS, DELLAGLIO, 2007), que age 

inibindo o crescimento de micro-organismos patogênicos, com o equilíbrio da 

microbiota intestinal e preservando a função da barreira epitelial, por meio da sua ação 

antagonista (LEBEER et al.,2008), devido à secreção principalmente de ácido lático, 

peróxido de hidrogênio e bacteriocinas, exercendo assim efeitos benéficos para a saúde 

do hospedeiro (FREITAS, RABELO,WATANABE, 2014). 

As características benéficas de um probiótico necessitam da observação do 

comportamento específico de cada linhagem de bactéria, em que são propostos critérios 

funcionais, de segurança e tecnológicos para a seleção de novas linhagens para agirem 

contra patógenos. 

As bactérias do gênero Salmonella atualmente representam um desses patógenos 

(BOYLE et al., 2007), pois possuem uma alta capacidade de penetrar em diferentes 

tipos celulares, incluindo as células do trato intestinal das aves, sendo excretada nas 

fezes e podendo entrar na cadeia alimentar humana (ANDREATTI FILHO, 2007), 

levando a prejuízos tanto na produção comercial quanto na saúde pública. A Salmonella 

entérica sorotipo Heidelberg é considerado um dos patógenos emergentes mais isolados 

de produtos avícolas e/ou surtos alimentares em diversas regiões (VELGE, 

CLOECKAERT, BARROW, 2005).  



Devido à escassez no mercado de produtos probióticos voltados a criação de 

perus, que esta em franca expansão, o presente trabalho identificou cepas de 

Lactobacillus spp. presentes em conteúdo intestinal de perus, através de características 

morfológicas, moleculares e fisiológicas selecionando as melhores cepas com potencial 

probiótico frente aos testes de caracterização probiótica para possível uso em in vivo. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Produção Brasileira de carne de peru e Salmonella entérica 

 

A produção brasileira de carne de perus no ano de 2015 ficou em 327.179 mil 

toneladas, das quais 41% destinaram-se as exportações e 59% para o mercado interno. 

As exportações de carne de peru totalizaram 133 mil toneladas, sendo 62,77% de cortes, 

37,18% de produtos industrializados e 0,05% de inteiros (ABPA, 2016).  

A Salmonella é um dos mais importantes patógenos transmitidos por alimentos 

(BOYLE et al., 2007). São conhecidos mais de 2500 sorovares de Salmonellas, porém 

apenas 10% foram isolados de aves, uma vez que a distribuição dos sorovares de fontes 

avícolas é variável geograficamente, alterando se com o passar dos anos (GAST et al., 

2007) . 

A Salmonellas não tifóides por não serem específicas das aves tem a capacidade 

de colonizar o trato intestinal das mesmas sem causar sinais clínicos, e assim oferecem 

risco para a saúde pública uma vez que aumentam a contaminação da carcaça e dos 

ovos (ANDREATTI FILHO, 2007). 

Na epidemiologia da doença humana há predomínio de poucos sorovares, alguns 

se mantendo disseminados em estágio contínuo, ou se apresentando como emergentes, 

como a Salmonella Heidelberg (VELGE, CLOECKAERT, BARROW, 2005). Esta é 

identificada em aves e produtos derivados em nosso país desde 1962 (HOFER, SILVA 

FILHO, REIS, 1997). Este patógeno é considerado um sorovar mais invasivo que outros 

sorovares não tifóides causando quadros de doenças mais graves em humanos (PHAC,  

2007). 

O isolamento de Salmonella entérica de aves e seus subprodutos são maiores 

quando comparados a outras espécies de animais de produção. O número crescente de 

comercialização de galinhas e perus, e os rigorosos programas de vigilância 



desenvolvidos para identificar plantéis e produtos positivos são fatores responsáveis 

pela alta taxa de detecção do patógeno (GAST, 2003). 

No Brasil um estudo de prevalência de Salmonella entérica em isolados de aves 

e seus produtos durante o período de 1962 a 1991 identificou o aparecimento da S. 

Heidelberg (HOFER, SILVA FILHO, REIS, 1997). Nascimento et al., (1997) isolou 

este sorovar em cortes e carcaça de frango identificando-os como 11% de S. Heidelberg,  

26% S. Hadar e 51%  S. Enteritidis. 

Segundo Dickel (2004) que avaliou processos higiênicos e sanitários de frangos 

em matadouros no sul do Brasil, foi identificado em carcaças antes e depois do chiller 

que a S. Heidelberg estava presente em 63,9% dos isolados, seguida pela S. Enteritidis 

com 31,9% e S. Worthington e S. Tennessee ambas com 2,1%. 

No período de 2000 a 2006 um estudo conduzido em 14 Estados do país, num 

total de 2.710 unidades amostrais de frango analisadas, mostrou que em relação à 

Salmonella entérica, foi encontrada uma prevalência média de 3,03%, um total de 250 

cepas foram submetidas à análise de caracterização antigênica, das quais 18 sorovares 

foram isolados, estando a Salmonella Heidelberg entre as mais isoladas, com 6,4% 

(ANVISA, 2012). 

No Canadá a Salmonella Heidelberg está entre os três sorovares mais isolados de 

frangos (PHAC, 2014). Os laboratórios credenciados como o Laboratório Nacional de 

Microbiologia do Canadá, através PulseNet Canadá (uma rede eletrônica virtual que liga 

os laboratórios de saúde pública), rastreando o DNA de agentes patogênicos em surtos 

de origem alimentar humana, relataram que os casos de salmoneloses aumentaram de 

20% em 2006 para 48% em 2010 (PHAC, 2012). 

Nos Estados Unidos em 2011 a empresa Cargill fez recall de 16,3 milhões de 

quilos de carne de peru moída contaminados com Salmonella Heidelberg (EXAME, 

2011). Em 2013 a Foster Farms detectou Salmonella Heidelberg em grande quantidade 

de carne de frango crua fornecidas pela empresa, este surto atingiu 18 estados nos 

Estados Unidos e 278 pessoas adoeceram (G1, 2013). 

 

2.2 Lactobacillus spp. e sua caracterização como probiótico 

 

Os probióticos são micro-organismos vivos, que quando administrados em 

quantidades adequadas conferem benefício à saúde do hospedeiro (FULLER, 1989). O 



Lactobacillus é um dos principais gêneros utilizados, sendo o lactato o principal resíduo 

produzido, este reduz as taxas de infecções, modula a microbiota intestinal e preserva as 

mucosas de injúrias por micro-organismos patogênicos (COLLINS et al., 2009). 

O Lactobacilli são bactérias gram positivas, desta forma se encaixam nas 

características das eubactérias pertencentes ao filo Firmicutes, classe Bacilli ordem 

Lactobacillales e família Lactobacillaceae (FELIS, DELLAGLIO, 2007). 

Dentre as abordagens moleculares para identificação de gêneros como o 

Lactobacillus, esta a técnica de análise de restrição do DNA ribossômico amplificado 

conhecido como ARDRA, que se utiliza das características dos operons ribossomais 

(rrn). Esta técnica é uma das mais recomendadas na determinação de espécies do gênero 

Lactobacillus (TEIXEIRA e REIS, 2004).  

Segundo Lebeer et al. (2008), para se caracterizar um probiótico este deve se 

enquadrar ao menos em uma das seguintes categorias: manter a homeostase da 

microbiota e inibir a proliferação de patógeno através das interações bacéria-bactéria; 

promover a função de barreira epitelial e modular a resposta imune. 

As bactérias probióticas são anaeróbias facultativas ou microaerófilas, sendo 

classificadas como homofermentativas quando transformam o produto final da 

fermentação da lactose em ácido lático, ou heterofermentativas transformando em 

etanol, dióxido de carbono e acetato (MICHAIL, WEI, MACK, 1997). 

Segundo Butolo (1999), nos produtos comerciais probióticos disponíveis para 

animais como aves, suínos, bovinos, ovinos, equinos, cães e gatos as espécies de 

Lactobacillus mais utilizadas são o L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. lactis, 

L.salivarius, L. plantarum, L. reuteri e L. johonsii. Onde estes micro-organismos não 

patogênicos, são derivados de microbiota normal de indivíduos da espécie animal que o 

produto for destinado (FULLER e COLE 1988). 

O probiótico também age por antagonismo direto produzindo bacteriocinas, 

ácidos orgânicos e peróxido de hidrogênio tendo ação antibacteriana (FREITAS, 

RABELO, WATANABE, 2014). Através do forte efeito oxidante nas células 

bacterianas o peróxido de hidrogênio produzido inibe o crescimento de patógenos 

inibindo certas bactérias anaeróbias ou agindo na destruição molecular da estrutura 

básica dos ácidos nucléicos e proteínas celulares (PRICE, LEE, 1970, GILLILAND, 

SPECK, 1972). 

A preservação da função de barreira epitelial é outro mecanismo associado ao 

efeito probiótico, ocorrendo por exclusão competitiva entre as linhagens patogênicas e 



os probióticos pelos mesmos sítios de adesão nas mucosas ou por nutrientes (PRETZER 

et al., 2005).  

As bactérias probióticas como o Lactobacillus também são capazes de manter a 

integridade da barreira epitelial e reduzir a permeabilidade das mucosas, estimulando a 

adesão célula-célula (SETH et al., 2008) induzindo a produção de mucinas 

(glicoproteínas) (MACK et al., 2003) e prevenindo a apoptose pelas células intestinais 

(FANG et al., 2007). 

A adesão bacteriana depende em parte de interações reversíveis que são mediadas 

por um complexo de interações físico-químicas, incluindo hidrofobicidade e cargas, que 

não são consideradas específicas, mas propriedades importantes, ou interações 

irreversíveis. Estudos demonstram que a presença de glicoproteínas na superfície celular, 

resultará em alta hidrofobicidade e que a baixa hidrofobicidade está associada à presença 

de polissacarídeos (PELLETIER, et al., 1997). 

Quando a microbiota já está estabelecida, a administração de probióticos nas 

mucosas pode induzir diferentes tipos de respostas humorais como a inata e a 

adaptativa. Estas respostas ocorrem em três vias, pois os probióticos não apresentam 

fatores de patogenicidade e virulência, a primeira via ocorre através das zônulas de 

oclusão, a segunda pela transcitose e terceira pela fagocitose direta pelas células 

dendríticas (LEBEER et al., 2008). 

Para promover os efeitos benéficos o probiótico deve resistir e manter a 

viabilidade sob as condições adversas ou desafios impostos pelo organismo do 

hospedeiro. Nas aves como frangos e perus o tempo de trânsito intestinal pelo trato 

digestório é medido com o uso de marcadores, ou pelo tempo de passagem pelo trato de 

substâncias não absorvíveis e não digeríveis, de forma geral nessas aves os marcadores 

aparecem nas fezes de 2 a 3 horas após a ingestão. Porém o trânsito intestinal pode ser 

influenciado por fatores como consistência, tamanho e estado do alimento entre outros 

(MACARI, MARTINHO, PARKER, 2002). 

O primeiro destes desafios é o suco gástrico, que contém as enzimas gástricas 

digestivas que funcionam em um pH extremamente baixo. Muitas bactérias não 

sobrevivem bem em pH ácido (JIN et al., 1998). 

Nas aves este pH pode variar, sendo que na região do proventrículo apresentam 

dois tipos de glândulas, a mucosa simples, que secreta muco espesso, e as compostas 

que são semelhantes as células principais, pois não há células parietais que secretam 

pepsinogênio, muco e ácido clorídrico (MACARI, MARTINHO, PARKER, 2002). 



Quando estimuladas ao máximo as glândulas compostas secretam ácido 

clorídrico (HCl) com um pH de 1 a 2 (FARNER, 1960). Estas também são responsáveis 

por secretarem pepsina, como pro-enzimas inativas denominadas pepsinogênio que são 

estocados sobre a forma de grânulos até serem secretados no lúmen (MACARI, 

MARTINHO, PARKER, 2002). 

Em perus existe uma relação entre o conteúdo proteico de uma dieta e a taxa de 

secreção do suco gástrico, mostrando que há uma fase gástrica no controle das 

secreções. No entanto quando o alimento ingerido alcança o proventrículo este estimula 

a secreção gástrica (fase gástrica ou mecânica). O pH do suco gástrico varia de 0,5 a 

3,0, onde a manutenção do pH em torno de 2 é ideal para transformação de 

pepsinogênio em pepsina. Já no intestino delgado o suco entérico das aves é em torno 

de pH 8, sendo que as enzimas pancreáticas e intestinais, possuem uma atividade 

digestiva primariamente no intestino delgado, com uma ótima taxa de atividade na faixa 

de pH entre 6 a 8 (MACARI, MARTINHO, PARKER, 2002). 

Além de ter que tolerar o pH ácido no estômago, os probióticos têm como 

desafio os sais biliares intestinais. Os sais biliares representam moléculas com 

atividade antimicrobiana, rompendo membranas biológicas (LEEBER et al., 2008). São 

propriedades importantes de um probiótico à persistência e multiplicação, que 

proporcionam a implantação do mesmo, essencial para que a microbiota seja modificada 

em sua composição ou atividade. O probiótico deve competir com a microbiota presente 

pelos nutrientes necessários e encontrar condições favoráveis para que haja sua 

multiplicação (TRABULSI; SAMPAIO, 2000). 

Segundo Silva e Andreatti Filho (2000), produtos probióticos e prebióticos, não 

determinam resíduos nos produtos de origem animal e não desenvolvem resistência às 

drogas utilizadas em seres humanos. Esta resistência representa do ponto de vista 

clinico e de saúde pública, um sério problema (MANIE, 1997).  

 

2.3. Resistência bacteriana e o uso de antimicrobianos 

 

A resistência bacteriana aos antibióticos também tem despertado o interesse da 

comunidade científica para o uso profilático e terapêutico de probióticos (TAMBEKAR 

e BHUTADA 2010). 

A extensa aplicação dos antimicrobianos em pequenas doses para controlar 

doenças e melhorar o desempenho dos animais de produção (AKINELEY, 2008) 



tornou-se um importante fator no surgimento da resistência bacteriana, que pode ser 

transferida para os seres humanos através do consumo dos produtos animais 

(TOLLEFSON et al., 1997). 

A resistência às drogas antimicrobianas é definida como a capacidade que um 

organismo adquire de resistir a um agente quimioterápico ao qual esta susceptível, e os 

genes de resistência são transferidos por meio de trocas genéticas a outros micro-

organismos. O uso de muitas drogas antimicrobianas de forma extensiva esta 

proporcionando o desenvolvimento de resistência especifica as drogas nos micro-

organismos causadores de doenças, em decorrência disto deve se submeter às bactérias 

isoladas de espécimes clínicos aos testes de sensibilidade aos antimicrobianos como a 

difusão em ágar (MADIGAN, 2004). Para um organismo ser considerado como bom 

probiótico este não pode ser capaz de transmitir genes de resistência a outros micro-

organismos (SANTOS et al., 2003). 

O aumento da resistência antimicrobiana, observada em uma população 

bacteriana, pode resultar da seleção clonal de organismos que toleram doses baixas de 

antimicrobianos e que apresentam maior aptidão sobre condições de seleção, ou a partir 

da disseminação de resistência através da transferência horizontal de genes. A hipótese 

mais plausível é de que, no ambiente natural, ambos os mecanismos são responsáveis 

para a dinâmica da população bacteriana (REINTHALER et al., 2003, TENNSTEDT et 

al., 2003). As regiões variáveis da classe 1 de integrons, estão associadas à resistência 

aos antibióticos (SILVA et al., 2006). 

Segundo dados da OIE, 2015 os agentes antimicrobianos reduzem a microbiota 

do trato gastrointestinal e aumentam a colonização por Salmonella spp. O tratamento 

para este patógeno pode ser realizado com estas drogas, reduzindo perdas por 

mortalidade, porém não impedem que a ave permaneça portadora e eliminem o 

patógeno por nas fezes por um período maior do que as aves sem tratamento, mostrando 

que não são totalmente eficazes (BERCHIERI JUNIOR e FREITAS, 2009).  
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Seleção e caracterização probiótica in vitro 

de Lactobacillus spp. isolados de perus 
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SUMMARY 

A saúde das aves está intimamente relacionada à forma como são criadas, sendo a 

microbiota intestinal parte fundamental no pleno desenvolvimento de seu potencial 

produtivo. Os Lactobacillus spp. são bactérias que fazem parte da microbiota natural 

das aves e comumente são utilizados como probióticos, para isso devem apresentar 

várias características. O presente experimento teve como proposta realizar o isolamento 

e a caracterização probiótica in vitro de amostras de Lactobacillus spp., provenientes de 

conteúdo intestinal de perus saudáveis através do isolamento e identificação por 

características morfológicas, moleculares e fisiológicas. As amostras isoladas foram 

identificadas pelo método de coloração de gram, testes de produção de catalase, 

hidróxido de potássio, produção de gás através da fermentação da glicose e produção de 

gás sulfídrico em Triple Sugar Iron. Após passaram por identificação molecular através 

da Polymerase Chain Reaction e sequenciamento genético. A avaliação do potencial 

probiótico ocorreu através dos testes de suco gástrico artificial e sais biliares, 

capacidade de adesão à mucosa intestinal, potencial de multiplicação, provas de 

antagonismo contra Salmonella Heidelberg, produção de peróxido de hidrogênio, 

antibiograma e avaliação dos genes de resistência aos antimicrobianos integrons C. 

Concluiu-se que foi possível a identificação e seleção de algumas amostras bacterianas, 

as quais demonstraram potencial em relação às características probióticas, sendo 

possíveis candidatas para inclusão em um produto probiótico de uso in vivo. 

Palavras chaves: aves, microbiota, probiótico, patógeno, resistência. 

 

 



DESCRIÇÃO DO PROBLEMA 

 

A Salmonella esta entre os mais importantes patógenos transmitidos por 

alimentos [1]. São conhecidos mais de 2500 sorovares de Salmonella spp., porém 

apenas 10% foram isolados de aves, uma vez que a distribuição dos sorovares de fontes 

avícolas é variável geograficamente, alterando-se com o passar dos anos [2]. Sorovares 

não tifóides por não serem específicos das aves tem a capacidade de colonizar o trato 

intestinal das mesmas sem causar sinais clínicos, e assim oferecem risco para a saúde 

pública uma vez que podem contaminar as carcaças e ovos de consumo [3]. 

Na epidemiologia da doença humana há predomínio de poucos sorovares, alguns 

se mantendo disseminados em estágio contínuo, ou se apresentando como emergentes, 

como a Salmonella Heidelberg [4]. Este patógeno é considerado o sorovar mais 

invasivo que outros sorovares não tifóides, causando quadros de doenças mais graves 

em humanos [5]. A resistência bacteriana aos antibióticos também tem despertado o 

interesse da comunidade científica para o uso profilático e terapêutico de probióticos 

[6].  

Os probióticos são micro-organismos vivos, que quando administrados em 

quantidades adequadas conferem benefício à saúde do hospedeiro [7]. Os Lactobacillus 

spp. são um dos principais gêneros representantes, sendo o lactato o principal resíduo 

produzido, este reduz as taxas de infecções, modula a microbiota intestinal e preserva as 

mucosas de injúrias por micro-organismos patogênicos [8]. 

Segundo [9], para se caracterizar um probiótico este deve se enquadrar ao menos 

em uma das seguintes categorias: manter a homeostase da microbiota e inibir a 

proliferação de patógeno através das interações micróbio-micróbio, promover a função 

de barreira epitelial e modular a resposta imune. 

No setor avícola a produção de perus no Brasil ocupa grande destaque no 

mercado mundial, segundo relatório [10] no ano de 2012 o país ocupou o segundo lugar 

em exportações e em 2013 o terceiro lugar como produtor. 

Devido à escassez no mercado de produtos probióticos voltados para criação de 

perus, o presente experimento identificou cepas de Lactobacillus spp. através de 

características morfológicas, moleculares e fisiológicas, selecionando as cepas com 

potencial probiótico frente aos testes de caracterização probiótica para possível uso in 

vivo. 

 



MATERIAL E MÉTODOS 

 

Identificação do gênero Lactobacillus  

 

Após deslocamento cervical de 150 perus adultos saudáveis da linhagem British 

United Turkeys of America (BUTA) provenientes de criações comerciais, os cecos 

foram coletados de forma asséptica, armazenados em embalagens plásticas individuais e 

identificados, sob refrigeração. Todo conteúdo do ceco foi transferido para tubos 

contendo 10 ml de caldo DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS) estéreis e incubados a 37ºC por 

48 horas em anaerobiose. Após a incubação o caldo MRS foi semeado em ágar MRS, e  

incubado nas mesmas condições. A identificação baseou-se nas características 

morfológicas e fisiológicas em que se utilizaram os testes de produção de catalase, 

hidróxido de potássio, produção de gás através da fermentação da glicose, coloração de 

gram e produção de gás sulfídrico em Triple Sugar Iron (TSI) de acordo com [11]. 

Após prévia identificação o DNA foi obtido através do uso de kit de extração 

[12], as amostras passaram por identificação molecular com a Polymerase Chain 

Reaction (PCR) em que foram utilizados os seguintes pares de primers para região 

conservada do gene 16S: Forw R16-1 5’-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA- 3’ e Rev 

LbLMA1- 5’-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC -3’ visando a amplificação de um 

produto de aproximadamente 250 pb [13]. 

Cada reação de 25 μl foi composta por 2,5 μL de cada primer na concentração 

de 20 pmol, 12,5μL de [14], 2,5 μL de água ultra pura e 5 μL de DNA . O programa de 

amplificação realizado foi iniciado com: 95°C por 5 min, seguidos de 20 ciclos à 95°C 

durante 30 s (desnaturação), 55°C por 30 s e 72°C por 30 s (anelamento), e sete min a 

72°C (extensão final) [15]. Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel 

de agarose a 1,4% e corados [16], visualizados em transiluminador de luz ultravioleta 

[17]. 

 

Caracterização probiótica 

 

 O teste de resistência ao suco gástrico in vitro foi realizado de acordo com [18], 

em que as culturas de Lactobacillus spp. em fase estacionária com incubação prévia em 

caldo MRS à 37ºC por 18 horas foram diluídas 10x em uma solução salina (0,9%  de 

NaCl) com pH 7,0 (controle), e em suco gástrico artificial (2g.L
-1

 NaCl, pepsina 3,2 g.L
-1

 



com pH 2,5) (teste), incubadas a 37ºC durante 3 horas, após foram centrifugadas a 

13.000 rpm por 1 minuto [19] e suspendidas em caldo MRS, alíquotadas em 

microplacas e incubadas durante a 37ºC com 200 µL/poço dos inoculo do controle e das 

colônias tratadas com suco gástrico artificial. A densidade óptica (OD) no espectro de 

620 nm foi avaliada durante 10 horas a cada 30 minutos na [20]. A porcentagem de 

inibição foi calculada segundo a fórmula (1-ASG/ACT) x 100, onde ASG significa a 

absorbância da amostra com o suco gástrico artificial e ACT significa a absorbância da 

amostra controle. 

 O teste de tolerância a sais biliares in vitro foi realizado de acordo com [21], em 

que as amostras de Lactobacillus spp. cultivadas em caldo MRS a 37ºC por 24 horas 

foram inoculadas (2% v/v) em caldo MRS (controle) e caldo MRS com Oxgall (0,3% 

v/v) (teste) e incubadas a 37ºC por 3 horas. As leituras espectrofotométricas e a 

porcentagem de inibição foram realizadas da mesma forma que o teste de resistência ao 

suco gástrico artificial. 

O potencial de multiplicação das amostras de Lactobacillus spp. foi avaliado 

mediante cultivo em caldo MRS a 37°C e posterior contagem em ágar MRS, onde uma 

alíquota de 0,1 mL da amostra diluída em 0,9 mL de phosphate buffered saline (PBS) 

[22] foi coletada, obtendo assim a primeira diluição (10-¹), da qual obtivemos mais 8 

diluições seriadas (1:10). De todas as diluições foram retirados 0,1 mL e repassados 

para placas de ágar MRS, em duplicata, para contagem de unidades formadoras de 

colônias (UFC), após cultivo de 24 horas a 37ºC. O caldo inicial foi incubado e 

realizada a contagem no momento de 0 horas, este foi incubado novamente a 37ºC, 

repetindo as contagens de UFC nos momentos 3, 6, 9, 14 e 18 horas após a primeira 

contagem (momento 0).  

A hidrofobicidade da superfície celular foi avaliada conforme metodologia de 

[23], em que culturas de Lactobacillus spp. em fase estacionária foram lavadas duas 

vezes com PBS e ajustadas para uma OD400nm [20] de 0,4 com 0,1M de KNO3, pH 6.2 

(A0). Um volume 0,2 mL de hexadecane foi adicionado a uma suspensão de 1,2 mL de 

Lactobacillus spp. e após 10 minutos de pré-incubação a temperatura ambiente, à 

amostra foi homogeneizada em vortex por 2 minutos. A fase aquosa foi removida após 

15 minutos e sua OD400nm [20] medida (A1). A porcentagem de adesão microbiana aos 

solventes foi calculada por (1-A1/A0) x 100. Os isolados foram classificados de acordo 

com sua porcentagem em alta hidrofobicidade (66,67 a 100%), média (33,37 a 66,66%) e 

baixa (0 a 33,33%) de acordo com [24]. 



A síntese de peróxido de hidrogênio foi avaliada com o método colorimétrico 

segundo [25], em que isolados em fase estacionária foram inoculados em placas 

contendo meio TMB-plus, (Tetrametil Benzidina Dihidroclorito 0,25g, Brucella Ágar 

43,0g, Amido 20,0g, 10 ml de solução de hemina 0,05%,  MgSO4.H2O 0,12g, MgSO4 

0,57g, 10 ml de solução de peroxidase 0,1%, 50 ml de soro de cavalo, em 1L de água 

destilada) mantidos por 18 horas a 37°C em anaerobiose e posteriormente expostas ao ar 

durante 30 minutos. Devido à atividade oxidante da substância produzida os isolados 

foram classificados como produtores de peróxido de hidrogênio se o inóculo adquiriu 

tons azul ou marrom. 

O antibiograma foi adaptado de [26-27]. As amostras foram cultivadas em 5 mL 

de caldo MRS à 37ºC durante 48 horas, após foram passados um mL desta cultura para 

novo caldo MRS e incubados a 37ºC até se obter uma turvação compatível com o grau 

0,5 da escala Mac Farland (1x10
8
 UFC/mL). Foram utilizadas placas de petri com ágar 

MRS que receberam caldo MRS acrescido de 0,65% de ágar ágar com 800 µl do 

inóculo de cada amostra. Para solidificação foram deixadas em temperatura ambiente. 

Após a completa secagem da superfície do ágar, com auxílio de uma pinça estéril, foram 

colocados os discos de antibióticos [28] gentamicina 10 µg, bacitracina 10 µg, sulfato 

de colistina 10 µg, tetraciclina 30 µg, ampicilina 25 µg, ciprofloxacina 05 µg, 

estreptomocina 10 µg, sulfametropim 25 µg, eritromicina 15 µg, amoxicilina 10 µg, 

penicilina 10 µg, cefalotina 30 µg, sobre a superfície do meio inoculado. Em seguida 

com os discos, a placa foi incubada a 37ºC por 18 horas.  

O diâmetro dos halos inibitório de cada disco foi medido com auxílio de um 

paquímetro, para se determinar se a bactéria em análise foi sensível (S), moderadamente 

sensível (MS) ou resistente (R) aos antimicrobianos já citados, quando comparado com 

uma tabela padrão de antibiograma segundo [26].  

Após a avaliação da resistência aos antimicrobianos as amostras selecionadas 

foram submetidas a análise de genes Integrons C, relacionados à resistência bacteriana aos 

antimicrobianos. Os primers utilizados foram genes integrantes da classe 1 de integrons 5’-

GGCATCCAAGCAGCAA-3’ e 5’-GAAGCAGACTTGACCTGA-3’ [29-30]. 

 A metodologia utilizada foi segundo [31-32] em que o DNA bacteriano foi obtido 

através do uso do kit de extração [12] amplificado pela PCR. Cada reação foi composta 

de 1,25 µl de cada primer, 12,5 µl de Gotaq [14], 5 µl de água ultrapura e 5 µl da 

amostra de DNA totalizando 25 µl. A amplificação foi realizada com uma desnaturação 

inicial de 94°C durante 10 minutos, seguido de 35 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 



desnaturação a 54°C durante 1 minuto e extensão de cassetes de DNA a 72°C durante 2 

minutos, com uma extensão final a 72°C durante 10 minutos [15]. A detecção do 

produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de agarose (1,0%) [33] e 

corados com  [16] e submetidos à eletroforese, em corrida de 100V por 50 minutos, com 

posterior análise sob luz ultravioleta [17]. 

A avaliação da atividade antimicrobiana utilizando cinco técnicas distintas foi 

realizada para verificar o antagonismo entre as amostras de Lactobacillus spp. e 

Salmonella Heidelberg, esta proveniente do Laboratório de Ornitopatologia da 

Faculdade de Medicina Veterinária FMVZ Unesp-Botucatu/Brasil, confirmando assim o 

potencial antagônico. A primeira técnica o método de Spot on the Lawn constituiu se em 

semear as amostras de Lactobacillus spp. (AC) por 48 horas em caldo MRS (10 µl) a 

37ºC, as culturas foram adicionadas em forma de pontos em placa de Petri contendo 

ágar MRS e após estarem completamente secas, as placas foram incubadas por 18 horas 

a 37°C. A amostra de Salmonella Heidelberg (SH) foi semeada em caldo cérebro e 

coração (BHI) e incubado a 37°C por 18 horas. Posteriormente, foi transferida para 

novos tubos de BHI com 0,75% de ágar-ágar [34]. As placas incubadas anteriormente 

com as AC receberam o inóculo em sua superfície e, após a completa solidificação, as 

placas foram novamente incubadas a 37ºC por 12 horas. Após esse período foi 

mensurado o halo de inibição formado a partir da borda da colônia de Lactobacillus spp. 

O segundo teste foi o cross-streak modificado para se avaliar a atividade 

antimicrobiana segundo [35], em que foram feitos retângulos de 1 x 2 cm em placas de 

MRS com AC (10
6
 UFC ml

-1
), após incubação de 37°C por 24 horas as colônias foram 

retiradas e aplicado clorofórmio com auxílio de uma zaragatoa, e as placas incubadas 

por 1 hora, quando secas foram espalhados 100 µl do patógeno Salmonella Hedeilberg 

com incubação de 37ºC por 24 horas e posterior avaliação do antagonismo medindo a 

zona de inibição em torno do crescimento do retângulo [36]. 

O terceiro teste radial streak para se observar as interações microbianas [37], a 

AC (10
8
 UFC mL

-1
) foi inoculada em uma área circular no centro da placa de MRS e 

após 48 horas de incubação a 37°C a placa foi inoculada com o patógeno (10
8
 UFC ml   

-1
) em linhas radiais e novamente incubada por 24 horas a 37°C. A atividade inibidora do 

crescimento foi observada adaptando-se a metodologia de [38] em que foi medido o 

diâmetro da zona de inibição observado entre a AC e o patógeno. 

O quarto teste ágar well diffusion para testar se o efeito inibidor do sobrenadante 

da cultura seria devido ao seu pH ácido ou se outros mecanismos estariam envolvidos 



[37], AC foi cultivada em caldo MRS por 24 horas, incubadas a 37°C e após 

centrifugada [19] a 12.000 x g durante 20 minutos e esterilizada por filtração com 

membrana porosa de 0,20µm. O patógeno após incubação overnight em fase 

estacionária (10
7
-10

8
 UFC ml

-1
) foi inoculado em placas de MRS, após foram feitos 

poços de 10 mm nas placas e 100 µl do filtrado de cada amostra foram colocados nos 

poços e incubados por 37ºC durante 24 horas e a atividade antimicrobiana (zonas livres de 

crescimento) em torno dos poços, foi medida em milímetros. 

O quinto teste realizado foi o Liquid coculture assay para se avaliar o potencial 

antagônico das amostras [37], em que uma alíquota de 2 ml de caldo MRS e Tryptone 

Soya Broth (TSB) na proporção 1:1 foi inoculado com  100 µl de cada AC juntamente 

com o patógeno (10
8
 ml UFC ml

-1
), incubadas a 37ºC por 24 horas. Para verificar a 

inibição 50 µl dessa suspensão foi semeada em ágar TSB e incubada a 37ºC por 48 

horas. Foi comparado o crescimento com um controle negativo e o controle positivo. A 

presença de crescimento de bactérias patogênicas na placa de ágar foi interpretada como 

uma atividade inibitória de 25, 50 ou 75%, enquanto nenhum crescimento foi interpretado 

como uma atividade microbicida (100% de inibição). 

 

RESULTADOS E DISCUSÃO 

 

Identificação do gênero Lactobacillus  

 

Das 170 amostras isoladas, 74 tiveram resultados favoráveis nos testes 

fenotípicos conforme o seguinte padrão: positividade no teste de coloração de Gram em 

forma de bacilos Gram positivos e na produção de gás em glicose, negatividade nos 

testes de catalase, hidróxido de potássio e na produção de gás sulfídrico em TSI, sendo 

assim foram para etapa de extração de DNA, no entanto destas 74 amostras isolados 

somente 30 foram positivas na produção de gás em glicose, assim como descrito por 

[39], em que nem todas as amostras de Latobacillus spp. estudadas são positivas para o 

teste de gás em glicose.  

As amostras que foram compatíveis nos demais requisitos citados, porém 

negativas na produção de gás em glicose também foram consideradas pertencentes ao 

gênero Lactobacillus, todas as amostras pré-selecionadas foram submetidas à 

confirmação por meio da PCR. As amostras que tiveram perfil compatível com a 



amostra controle utilizada de Lactobacillus spp. foram submetidas as análises 

probióticas. 

 

Caracterização probiótica 

 

Para promover os efeitos benéficos o probiótico deve resistir e manter a 

viabilidade sob as condições adversas ou desafios impostos pelo organismo do 

hospedeiro. O primeiro desafio é o suco gástrico, que contém as enzimas gástricas 

digestivas que funcionam em um pH extremamente baixo. Muitas bactérias não 

sobrevivem bem em pH ácido [40]. Em perus existe uma relação entre o conteúdo 

proteico de uma dieta e a taxa de secreção do suco gástrico, mostrando que há uma fase 

gástrica no controle das secreções. No entanto quando o alimento ingerido alcança o 

proventrículo, este estimula a secreção gástrica (fase gástrica ou mecânica). O pH do 

suco gástrico varia de 0,5 a 3,0, a manutenção do pH em torno de 2 é ideal para 

transformação de pepsinogênio em pepsina. Já no intestino delgado o suco entérico das 

aves é em torno de pH 8, sendo que as enzimas pancreáticas e intestinais, possuem uma 

atividade digestiva primariamente no intestino delgado, com uma ótima taxa de 

atividade na faixa de pH entre 6 a 8 [41]. 

No presente experimento realizou-se 20 leituras com o total de 10 horas, porém 

somente os dados de 3 horas de incubação das amostras na presença do suco gástrico 

artificial foram utilizados como base para definir a porcentagem de inibição de uma 

amostra, pois como descrito por [41] nas aves é o período suficiente para passar o 

alimento sob ação do suco gástrico. As amostras foram expostas a dois tipos de pH, o 

controle em torno de 7,0 e o similar ao encontrado no sistema digestório de perus em 

torno de 2,5. 

Nas análises realizadas 3 amostras tiveram taxa de inibição igual ou superior a 

23%, mostrando sofrer influência da ação do suco gástrico e uma amostra não mostrou 

resultado no teste. As demais 70 amostras foram consideradas resistentes ao pH 2,5 não 

sofrendo ação do suco gástrico, sendo uma das características desejadas para que o 

Lactobacillus spp. desempenhe seu papel como probiótico. 

Os resultados corroboram com [42-43] que observaram que bactérias de origem 

intestinais tendem a ser mais resistentes aos ácidos estomacais. Em seu experimento 

células viáveis decresceram 14,33% após 3 horas de incubação e em pH 2,5. Em pH 3,0 

apresentou decréscimos menores que 11,35%. [44], em seu experimento relata que das 



101 amostras testadas 13 estirpes foram classificadas como as melhores nos testes de 

suco gástrico apresentando a partir de 23% de taxa de inibição quando expostas ao pH 

2,5 durante 3 horas. 

Além de ter que tolerar o pH ácido no estômago, os probióticos têm como 

desafio os sais biliares intestinais. Os sais biliares representam moléculas com 

atividade antimicrobiana, rompendo membranas biológicas [9]. No teste de tolerância a 

sais biliares constatou-se que 58,11% das amostras tiveram a taxa de inibição entre 25% 

e 51%, diferindo dos resultados obtidos por [42-43], em que a taxa de inibição das 

amostras ficou entre 25% e 33%, 23 amostras tiveram resultados abaixo de 25% de 

inibição, 8 amostras não sofreram influência dos sais biliares, resultado desejado para 

uma amostra com características probióticas. As demais amostras sofreram ação dos 

sais biliares. [44] relata que apenas 13 amostras (12%) do total testado tiveram um taxa 

de inibição por sais biliares com incubação de 3 horas até 21,2%, sendo consideradas 

com melhor potencial probiótico. Segundo [45], quanto maior o número de bactérias 

presentes inicialmente na cultura analisada, maior a absorbância alcançada no tempo de 

incubação. Existindo a necessidade de padronização do inóculo, fato que não é notado 

em artigos científicos. Deste modo, pode haver uma variação na interpretação dos 

resultados relativa à classificação dos isolados quanto a sua capacidade de sobreviver na 

presença de sais biliares. 

As amostras compatíveis com o gênero de Lactobacillus spp. foram inicialmente 

selecionadas conforme sua resistência ou por não sofrerem influência do suco gástrico 

ou sais biliares, mantendo-se desta forma viáveis no trato digestório da ave, após estas 

amostras foram avaliadas quanto ao seu potencial antagônico frente ao patógeno 

Salmonella Heidelberg. 

O probiótico pode agir por antagonismo direto produzindo bacteriocinas, ácidos 

orgânicos e peróxido de hidrogênio tendo ação antibacteriana [46]. Dos testes de 

antagonismo o teste Spot on the Lawn (Figura 1A) mostrou seu antagonismo contra a 

Salmonella Heidelberg devido formação de halos por 94,60% das amostras. Observou-

se que das 74 amostras testadas para os testes de antagonismo contra Salmonella 

Heidelberg radial streak (Figura 1B), ágar well diffusion (Figura 1C), liquid coculture  

assay (Figura 1D)  e cross-streak modificado (Figura 1E), 31 amostras (41,89%) 

apresentaram os melhores resultados somente no teste de cross-streak modificado, 7 

amostras tiveram zonas de inibição ≤ 2,5 x 3 cm sendo classificadas como boas e 31 

com zonas de inibição ≥ 2,5 x 3 cm classificadas como  excelentes.  



Estes resultados são compatíveis com os achados por [37], que cita este teste 

como o mais eficiente no estudo da atividade antimicrobiana usando células vivas de 

estirpes probióticas em comparação com os testes radial streak e liquid coculture  assay 

que também usou células vivas e ágar well diffusion que utilizou sobrenadante. Os 

piores resultados foram obtidos no teste de ágar well diffusion em que apenas 10,81% 

do total de amostras demonstraram resultados, mostrando que mais de uma forma de 

avalição da atividade antagonista contra patógenos deve ser estudada para se classificar 

uma amostra com potencial probiótico.  

As amostras selecionadas na análises anteriores foram submetidas a avaliação do 

potencial de multiplicação e hidrofobicidade celular, estas são propriedades importantes 

de um probiótico, pois são à persistência e a multiplicação que proporcionam a 

implantação do mesmo, essencial para que a microbiota seja modificada em sua 

composição ou atividade [47-48]. O probiótico deve competir com a microbiota 

presente pelos nutrientes necessários e encontrar condições favoráveis para que haja sua 

multiplicação [49].  

No Brasil segundo à Comissão Tecnocientífica de Assessoramento em 

Alimentos Funcionais e Novos Alimentos, vinculada à Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária, para que um probiótico seja aprovado na  recomendação  diária  de  consumo  

do  produto  final deve apresentar uma  quantidade  mínima  viável de  microrganismos 

na faixa de  10
8 

a 10
9
 UFC, porém valores  menores são aceitos, desde que se comprove 

sua eficácia [50]. Neste experimento a taxa de multiplicação obtida no período de 3 

horas de incubação foi de 82,43%, demonstrando que as amostras se multiplicaram 

rapidamente, ou seja, quando administradas as aves permaneceriam se multiplicando no 

sistema digestório.  

A adesão a células epiteliais no sistema digestório também é um pré-requisito 

importante para a colonização de estirpes probióticas, impedindo a sua eliminação 

imediata através do peristaltismo e proporcionando uma vantagem competitiva neste 

ecossistema [47-48]. A auto agregação de estirpes probióticas torna-se necessária, para 

aderência às células epiteliais intestinais, formando uma barreira que evita a colonização 

por micro-organismos patogênicos [51-52-53]. Características físico-químicas da 

superfície da célula, tais como hidrofobicidade pode afetar a auto agregação e a adesão 

de bactérias a superfícies diferentes [53-54].  

Neste experimento 32 amostras (41,89% do total) apresentaram baixa 

hidrofobicidade, segundo [23], isto mostra que estas amostras tem uma superfície 



hidrófila (que tem atração pela água), provavelmente seriam facilmente eliminadas 

através do peristaltismo do sistema digestório, 34 amostras (45,94%) apresentaram 

resultados negativos, na literatura há poucos relatos sobre este tipo de resultado, porém 

segundo [55] concentrações crescentes de sulfato de amônio podem ser usadas para se 

converter estes resultados e se obter a real porcentagem de hidrofobicidade, no presente 

estudo quatro amostras (5,40%) apresentaram média hidrofobicidade e 4 (5,40%) alta 

hidrofobicidade, estas amostras permaneceriam aderidas por mais tempo a mucosa do 

trato gastrointestinal. [45], diz em seu estudo que a maior parte das estirpes isoladas em 

seu trbalho independentemente da sua origem, mostraram um baixo grau de 

hidrofobicidade, e sugere que esta pode ser uma característica da microbiota que 

coloniza a mucosa do animal em estudo.  

No presente experimento a produção de peróxido de hidrogênio foi utilizada 

inicialmente para selecionar as bactérias catalase positivas na fase de identificação das 

amostras de Lactobacillus spp. nesta etapa a produção de peróxido de hidrogênio é 

analisada novamente para as bactérias que já foram selecionadas nas análises de suco 

gástrico, sais biliares, antagonismo, potencial de multiplicação e hidrofobicidade 

celular, porém em um meio modificado (TMB-Plus) que proporciona quantificar a 

intensidade da produção peróxido de hidrogênio (Figura 2). As amostras foram 

classificadas sem produção, quando não foi observada mudança de cor após incubação, 

baixa produção quando ficasse azul claro, media produção com tons de azul e alta 

produção com tons de azul escuro e/ou marrom, como descrito por [44].  

Segundo [26], em seus estudos o crescimento e a produção de cor em 98% dos 

isolados foram equivalentes ou melhores em TMB-Plus do que em TMB em ágar. No 

geral, 70% dos isolados testados cresceram melhor, e 47% tiveram a coloração 

produzida mais intensa. Correlacionando o teste de antagonismo com o de produção de 

peróxido hidrogênio neste experimento, das amostras testadas, 14 (18,92%) do total não 

apresentaram produção de peróxido de hidrogênio, porém apresentaram antagonismo 

contra Salmonella Heidelberg em um dos testes, indicando que a ação antagônica pode 

estar relacionada com a produção de outra substância. 60 amostras (81,08%) 

apresentaram alta produção de peróxido de hidrogênio, ficando com coloração marrom, 

estas amostras apresentaram antagonismo contra Salmonella Heidelberg em pelo menos 

um dos testes de antagonismo, mostrando a ação bactericida do peróxido de hidrogênio. 

A resistência às drogas antimicrobianas é definida como a capacidade que um 

organismo adquire de resistir a um agente quimioterápico ao qual era susceptível, e os 



genes de resistência são transferidos por meio de trocas genéticas a outros micro-

organismos, em decorrência disto deve se submeter às bactérias isoladas de espécimes 

clínicos aos testes de sensibilidade aos antimicrobianos como a difusão em ágar [56]. 

No presente experimento foram estudados 12 antimicrobianos, [26], em seu 

trabalho obtiveram resistência da maioria das amostras em estudo por penicilinas e 

cefalosporinas, diferindo dos resultados obtidos em nosso experimento, em que a 

ampicilina e a cefalotina tiveram as menores porcentagens de resistência (penicilina 

12,16% e cefalotina 29,73%), porém a bacitracina teve uma das maiores com 90,54%.  

Estes mesmo autores relatam que todas as amostras estudadas em seu trabalho 

foram resistentes aos aminoglicosídeos corroborando com os resultados obtidos neste 

experimento em que 100% das amostras foram resistentes a esta classe (gentamicina e 

estreptomicina), todas as cepas deste trabalho citado (100%) foram sensíveis à 

tetraciclina e a ciprofloxacina, diferindo destes resultados a maioria das cepas de nosso 

experimento foram sensíveis a amoxicilina (44,59%), cefalotina (29,73%) e ampicilina 

(12,16%), estes autores também citam que suas amostras foram resistentes a 

sulfadiazina/trimetropin e a ao sulfato de colistina, em nosso experimento também se 

obteve os mesmos resultados com 81,08% e 100% de resistência respectivamente. 

As regiões variáveis da classe 1 de integrons, estão associadas à resistência aos 

antibióticos [57-58]. Segundo dados [59] os agentes antimicrobianos reduzem a 

microbiota do trato gastrointestinal e aumentam a colonização por Salmonella spp. O 

gene para a resistência a agentes antimicrobianos (classe 1 integron) não foi observado 

em qualquer uma das amostras selecionadas analisadas por PCR, pode se observar que 

das amostras testadas, nenhuma mostrou possuir genes de resistência bacteriana. 

Fazendo uma comparação com o trabalho de [31] que analisou amostras 

positivas para testes com antibiograma, mas não possuíam genes de resistência 

integrons, mostrando não haver nenhuma correlação com a presença do gene de 

resistência antimicrobiana (Classe 1 integron). Neste experimento as amostras 

apresentaram resistência a mais de 50% antimicrobianos testados, porém não 

apresentaram genes de resistência antimicrobianos. 

Identificação da espécie das amostras selecionadas 

 

A identificação de bactérias ácido-lácticas por características fenotípicas torna-se 

muitas vezes inconclusiva, requerendo do pesquisador a realização de testes 



complementares para determinar com precisão a espécie estudada. As amostras 

selecionadas (Tabela 1) foram submetidas ao sequenciamento e obteve-se, uma de 

Lactobacillus frumenti, 9 de Lactobacillus reuteri e uma de Lactobacillus johnsonii. 

Segundo [11], nos produtos comerciais probióticos disponíveis para animais como aves, 

suínos, bovinos, ovinos, equinos, cães e gatos as espécies de Lactobacillus spp. mais 

utilizadas são o L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. lactis, L. salivarius, L. 

plantarum, L. reuteri, L. johonsii. Sendo estes micro-organismos não patogênicos 

derivados de microbiota normal de indivíduos da espécie animal que o produto for 

destinado [60]. 

 

 

CONCLUSÃO E APLICAÇÃO 

 

1. Neste experimento 11 cepas de Lactobacillus foram identificadas por características 

comprovadas através dos testes de caracterização probiótica e sequenciamento 

molecular. 

2. Nos testes de antagonismo realizados o teste de cross-streak modificado mostrou-se o 

mais eficaz, as amostras demonstraram resistência a grande maioria dos antimicrobianos 

testados, porém não apresentaram genes de resistência integrons C, diminuindo a 

possibilidade de transferência de genes de resistência a outras bactérias. 

3. Estas amostras, portanto são possíveis candidatas para comporem um produto com 

potencial probiótico para serem administradas in vivo. 
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FIGURA 1- Testes de antagonismo das amostras de Lactobacillus spp. (L) contra 

Salmonella Heidelberg (SH), (A) Spot on the Law, (B) radial streak, (C) ágar well 

diffusion, (D) liquid coculture assay sem inibiçao da SH, (E) liquid coculture assay com 

inibição da SH, (F) cross-streak modificado. 

 

 

FIGURA 2- Intensidade de amostras produtoras de Peróxido de Hidrogênio 
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Apêndice Tabela 2. Resultados da porcentagem (%) de inibição de crescimento dos 

isolados em presença de suco gástrico artificial e sais biliares em 3 horas de incubação, 

segundo técnica de Neumann (1991) e Walker e Gilliland (1993). 

AMOSTRAS SUCO  

GÁSTRICO 

SAIS  

BILARES 

AMOSTRAS SUCO  

GÁSTRICO 

SAIS  

BILIARES 

1 -3,27 26,77 39 -1,48 46,24 

2 16,24 25,96 40 0,77 20,58 

3 0,57 36,52 41 -1,21 25,09 

4 -4,49 21,70 42 -3,76 16,77 

5 15,12 22,01 43 -13,76 24,55 

6 -1,10 45,39 44 -0,83 34,66 

7 2,02 28,98 45 9,10 36,30 

8 4,51 11,60 46 -5,04 -144,66 

9 -0,60 16,69 47 0,00 -29,80 

10 27,30 26,15 48 26,68 -49,70 

11 -4,44 38,66 49 5,24 39,72 

12 2,06 13,57 50 7,58 46,80 

13 13,44 10,66 51 7,98 25,85 

14 11,31 -117,65 52 -4,45 45,80 

15 2,28 -37,60 53 2,47 -1,32 

17 30,21 5,36 54 -2,78 28,91 

18 0,00 23,80 55 -11,99 35,19 

19 -2,35 20,58 56 1,30 51,15 

20 10,04 35,80 57 21,14 49,02 

21 -5,13 22,03 58 1,35 45,37 

22 -0,74 40,00 59 -115,00 37,78 

23 1,65 11,80 60 3,73 41,70 

24 1,20 32,83 61 -1,87 -61,97 

25 -2,19 31,18 62 1,64 6,03 

26 13,76 18,58 63 16,22 6,70 

27 2,17 32,29 64 8,81 -185,11 

28 -0,32 24,30 65 -2,25 25,59 

29 -8,68 38,24 66 -25,97 30,94 

30 0,64 42,86 67 -28,47 15,40 

31 -3,77 31,33 68 -1,66 36,07 

32 3,05 21,43 69 -14,73 26,32 

33 1,76 38,54 70 -12,27 33,54 

34 -4,59 43,35 71 -25,88 21,50 

35 0,77 28,79 72 -9,83 31,54 

36 -16,77 17,29 73 -9,83 29,10 

37 -9,81 36,51 74 -11,66 33,69 

38 5,30 8,43 *
75 0 1,90 

*
não foi realizado o teste. 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 3. Resultados em centímetros do teste de antagonismo Spot on the 

Lawn contra Salmonella Heidelberg, segundo técnica de Santos (1993). 

AMOSTRAS MÉDIA AMOSTRAS MÉDIA 

1 0,60 39 0,60 

2 0,43 40 0,53 

3 0,30 41 0 

4 0,33 42 0,60 

5 0,60 43 0,60 

6 0,37 44 0,40 

7 0,50 45 0,50 

8 0,53 46 0,50 

9 0,70 47 0,17 

10 0,67 48 0,40 

11 0,53 49 0,40 

12 0,60 50 0 

13 0,53 51 0,10 

14 0,60 52 0,00 

15 0,50 53 0,50 

17 0,50 54 0,30 

18 0,60 55 0,27 

19 0,47 56 0,57 

20 0,53 57 0,57 

21 0,60 58 0,47 

22 0,60 59 0,50 

23 0,50 60 0,50 

24 0,47 61 0,30 

25 0,57 62 0,23 

26 0,50 63 0 

27 0,60 64 0,50 

28 0,67 65 0,63 

29 0,77 65 0 

30 0,50 67 0,50 

31 0,60 68 0,63 

32 0,20 69 0,43 

33 0,63 70 0,63 

34 0,57 71 0,53 

35 0,50 72 0,50 

36 0,10 73 0,50 

37 0,50 74 0,57 

38 0,70 75 0,67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 4. Resultados do teste Radial Streak em centímetros com atividade 

inibidora do crescimento (AIC) segundo técnica adaptada de Bosch, et al., (2012). 

AMOSTRAS AIC AMOSTRAS AIC  

1 0 39 4,0 

2 2,5 40 0 

3 2,65 41 5,25 

4 4,75 42 6,5 

5 5,5 43 4,5 

6 3,75 44 3,0 

7 6,75 45 0 

8 3,06 46 0 

9 3,15 47 6,9 

10 4,16 48 0 

11 3,25 49 7 

12 6,05 50 5,5 

13 4,43 51 6,25 

14 2,25 52 2,0 

15 7,25 53 0 

17 5,7 54 2,3 

18 6,7 55 5,5 

19 4,4 56 5,0 

20 3,75 57 5,75 

21 0 58 0 

22 0,5 59 0 

23 5,7 60 6,25 

24 7,25 61 0 

25 6,15 62 0 

26 3,1 63 0 

27 0 64 5,75 

28 0 65 7,15 

29 5,5 66 4,75 

30 6,8 67 6,15 

31 0 68 3,7 

32 5,65 69 3,46 

33 6,75 70 0 

34 0 71 4,66 

35 2,75 72 5,25 

36 6,15 73 1,75 

37 3,8 74 5,5 

38 4,95 75 4,5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 5. Resultados do teste ágar well diffusion em milímetros das zonas 

livres de crescimento (ZLC) segundo Mami et el., (2008). 

AMOSTRAS ZLC AMOSTRAS ZLC 

1 0 39 0 

2 0 40 0 

3 20 41 0 

4 0 42 0 

5 0 43 0 

6 0 44 0 

7 20 45 0 

8 25 46 0 

9 22 47 0 

10 20 48 0 

11 0 49 0 

12 0 50 0 

13 0 51 0 

14 0 52 0 

15 0 53 0 

17 0 54 0 

18 0 55 0 

19 0 56 0 

20 16 57 0 

21 0 58 0 

22 0 59 0 

23 0 60 0 

24 18 61 0 

25 0 62 0 

26 18 63 0 

27 0 64 17 

28 0 65 0 

29 0 66 0 

30 0 67 0 

31 0 68 0 

32 0 69 0 

33 0 70 0 

34 0 71 0 

35 0 72 0 

36 0 73 0 

37 0 74 18 

38 0 75 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 6. Resultados do teste liquid coculture assay da porcentagem de 

atividade inibitória das amostras contra a Salmonella Heidelberg segundo Coman, 

(2014). 

AMOSTRAS ++++ +++ ++ + - AMOSTRAS ++++ +++ ++ + - 

1   x   39   x   

2  x    40  x    

3  x    41   x   

4 x     42  x    

5   x   43   x   

6 x     44 x     

7   x   45  x    

8   x   46   x   

9  x    47   x   

10  x    48   x   

11  x    49  x    

12 x     50  x    

13   x   51  x    

14  x    52    x  

15  x    53 x     

17   x   54   x   

18    x  55    x  

19    x  56  x    

20   x   57 x     

21     x 58  x    

22  x    59      

23   x   60  x    

24   x   61    x  

25   x   62  x    

26   x   63   x   

27     x 64   x   

28  x    65   x   

29 x     66  x    

30  x    67   x   

31  x    68 x     

32  x    69   x   

33   x   70   x   

34 x     71   x   

35 x     72 x     

36  x    73   x   

37  x    74 x     

38    x  75 x     

++++ nenhuma inibição, +++ 25% de inibição, ++ 50% de inibição, + 75% de inibição, - 100% de 

inibição. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 7. Resultados do testecross-streak modificado das amostras contra 

Salmonella Heidelberg, segundo Verdenelli, et al., (2009). 

AMOSTRAS - + ++ +++ ++++ AMOSTRAS - + ++ +++ ++++ 

1    x  39 x     

2   x   40     x 

3 x     41   x   

4   x   42     x 

5    x  43     x 

6   x   44     x 

7    x  45 x     

8     x 46  x    

9     x 47  x    

10     x 48 x     

11     x 49 x     

12     x 50 x     

13     x 51   x   

14     x 52      

15     x 53 x     

17   x   54 x     

18     x 55  x    

19   x   56 x     

20  x    57 x     

21  x    58     x 

22    x  59     x 

23    x  60 x     

24 x     61     x 

25     x 62 x     

26     x 63   x   

27    x  64     x 

28  x    65     x 

29    x  66     x 

30     x 67   x   

31     x 68  x    

32     x 69     x 

33      70  x    

34     x 71     x 

35     x 72  x    

36   x   73     x 

37 x     74     x 

38 x     75     x 

- não houve inibição, + zone de inibição ≤ 2 x 1,5 cm, ++ zona de inibição ≤ 2 x 2,5 cm, +++ zona de 

inibição ≤ 2,5 x 3,0 cm, ++++ zona de inibição ≥2,5 x 3 cm. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 8. Resultados das médias e das Unidades Formadoras de Colônias 

(UFC) do teste de multiplicação in vitro de amostras com potencial probiótico no 

período de 3 horas. 

AMOST

RAS 

UFC AMOST

RAS 

UFC 

1 6,8.10
6
 39 6,0.10

5
 

2 7,9.10
7
 40 6,0.10

7
 

3 3,4.10
6
 41 2,4.10

6
 

4 9,5.10
5
 42 5,4.10

5
 

5 8,0.10
6
 43 1,8.10

8
 

6 5,2.10
6
 44 3,0.10

4
 

7 4,0.10
5
 45 2,2.10

8
 

8 8,6.10
4
 46 9,5.10

7
 

9 9,5.10
6
 47 9,5.10

7
 

10 7,7.10
6
 48 9,5.10

7
 

11 6,8.10
8
 49 5,5.10

8
 

12 8,0.10
8
 50 8,0.10

6
 

13 1,7.10
6
 51 3,7.10

8
 

14 6,5.10
8
 52             0 

15 4,2.10
6
 53 0 

17 5,0.10
8
 54 9,0.10

7
 

18 6,2.10
6
 55 9,5.10

7
 

19 5,4.10
7
 56 6,0.10

7
 

20 9,5.10
8
 57 8,0.10

7
 

21 5,5.10
7
 58 8,0.10

7
 

22 4,0.10
8
 59 9,0.10

8
 

23 2,5.10
4
 60 3,0.10

12
 

24 7,0.10
5
 61 9,0.10

7
 

25 4,5.10
4
 62 7,0.10

6
 

26 7,3.10
7
 63 7,8.10

8
 

27 5,0.10
4
 64 9,510

7
 

28 3,1.10
8
 65 6,5.10

7 

29 8,0.10
7
 66 4,0.10

6
 

30 3,7.10
6
 67 4,3.10

6
 

31 0 68 1,5.10
6
 

32 4,4.10
7
 69 5,0.10

7
 

33 7,5.10
8
 70 5,6.10

6
 

34 0 71 9,5.10
8
 

35 4,5.10
6
 72 7,4.10

6
 

36 1,0.10
7
 73 3,7.10

6
 

37 6,6.10
8
 74 4,6.10

6
 

38 6,2.10
7
 75 2,1.10

6
 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 9. Porcentagem (%) de hidrofobicidade das amostras e classificação 

das mesmas segundo Nader-Macias et al., (2008). 

AMOSTRAS % HIDROFOBICIDADE AMOSTRAS % HIDROFOBICIDADE 

1 3,76 39 3,76 

2 7,22 40 -9,72 

3 6,73 41 0 

4 -1,33 42 -3,84 

5 -8,32 43 67,43 

6 5,36 44 6,03 

7 -41,09 45 -13,44 

8 -19,46 46 -7,13 

9 7,40 47 5,36 

10 -2,29 48 29,13 

11 -33,75 49 -0,22 

12 -1,08 50 29,50 

13 46,59 51 7,42 

14 11,13 52 -2,26 

15 -12,97 53 -3,86 

17 -6,56 54 72,82 

18 5,88 55 -5,83 

19 2,16 56 2,38 

20 5,33 57 12,40 

21 3,40 58 -4,42 

22 -100,46 59 -2,17 

23 -35,80 60 7,06 

24 54,11 61 0,92 

25 2,56 62 0,64 

26 -4,20 63 -3,98 

27 13,95 64 -0,45 

28 5,61 65 -10,83 

29 4,08 66 0 

30 4,79 67 -3,56 

31 62,14 68 -2,12 

32 84,12 69 -3,12 

33 72,45 70 -13,87 

34 8,92 71 5,49 

35 13,01 72 -1,82 

36 -21,40 73 -9,57 

37 59,14 74 -5,92 

38 -3,67 75 7,31 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 10. Classificação do teste de produção de peróxido de hidrogênio 

segundo Silva, (2011). 

AMOSTRAS - + ++ +++ AMOSTRAS - + ++ +++ 

1    x 39 x    

2    x 40    x 

3    x 41    x 

4    x 42    x 

5    x 43    x 

6    x 44    x 

7    x 45    x 

8 x    46 x    

9    x 47     

10    x 48 x    

11    x 49    x 

12    x 50    x 

13    x 51    x 

14    x 52    x 

15    x 53 x    

17 x    54 x    

18    x 55    x 

19    x 56    x 

20    x 57 x    

21    x 58 x    

22    x 59 x    

23    x 60    x 

24    x 61 x    

25    x 62    x 

26    x 63    x 

27    x 64    x 

28    x 65    x 

29    x 66    x 

30 x    67    x 

31    x 68 x    

32    x 69    x 

33    x 70    x 

34    x 71    x 

35    x 72    x 

36    x 73    x 

37    x 74    x 

38    x 75 x    

.- Nenhuma produção H2O2; + baixa produção, ++ média produção; +++ alta produção. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Apêndice Tabela 11. Interpretação dos testes de antibiograma segundo Charteris, 

(1998). 

AMOSTRAS AMO B EST SZT CFL GEN CT TE E CIP PEN AMP 

1 R R R R S R R R MS R R R 

2 R R R R R R R R R R MS S 

3 S MS R R S R R R S R MS S 

4 R R R R R R R R R R MS MS 

5 R R R R S R R R MS R R MS 

6 MS R R R R R R R R R R S 

7 S R R R S R R R R R MS S 

8 MS R R R S R R R R R MS MS 

9 R R R R S R R R R R R R 

10 R R R R S R R R R R R R 

11 S R R R R R R R R R S S 

12 R R R R R R R R R R R S 

13 MS R R R MS R R R R R R S 

14 R R R R R R R R R R R R 

15 R R R R R R R R R R R MS 

17 R R R R MS R R R R R R MS 

18 R R R R S R R R R R MS S 

19 R R R R S R R R R R MS S 

20 MS MS R R S R R R MS R R S 

21 S R R R S R R R R MS S S 

22 R R R R S R R R S R R R 

23 MS R R R MS R R R R R R MS 

24 MS R R R MS R R R R R MS S 

25 S R R R S R R R MS R R S 

26 R R R R R R R R MS R R R 

27 S R R R S R R R R R MS S 

28 R R R R S R R R MS R R MS 

29 S MS R R S R R R S R S S 

30 R R R R R R R R MS R R MS 

31 R R R R R R R R S R R S 

32 R R R R MS R R R R R R S 

33 R R R R R R R R R R R S 

34 R R R R R R R R R R MS S 

35 R R R R R R R R R R R S 

36 MS R R MS R R R R S R MS S 

37 R R R R S R R R R R R R 

38 R R R MS R R R R R R R R 

39 R R R R S R R R MS R R R 

40 MS R R MS MS R R R R R R S 

41 MS R R R MS R R R R R R S 

42 R R R R MS R R R MS R R MS 

43 MS R R R S R R R MS R MS MS 

44 MS R R R MS R R R R R R S 

45 R R R R R R R R R R R S 

46 R R R R S R R R R R R MS 

47 S R R MS S R R MS MS R MS R 

48 S R R R S R R R R R R R 

49 S R R MS S R R R MS R R S 

50 S R R MS MS R R S S R MS S 

51 S R R MS MS R R R MS R MS S 

52 S R R R MS R R R R R R R 

53 R R R R MS R R R S R MS MS 

54 S MS R MS S R R S S R MS MS 

55 S R R MS S R R R S R MS S 

56 S R R R R R R R S R MS S 



57 S R R R S R R S MS R MS S 

58 S R R MS S R R MS R R R S 

59 S MS R S MS R R R S R S R 

60 S MS R R MS R R S S R S MS 

61 S R R MS S R R R MS R S S 

62 S R R MS R R R R R R R S 

63 S R R R S R R R R R MS R 

64 S R R R S R R R MS R R S 

65 MS R R R S R R R MS R R MS 

66 S R R R MS R R R R R R S 

67 R R R R R R R R R R R MS 

68 R R R R S R R R R R MS S 

69 MS R R R R R R R MS R R S 

70 S R R R S R R R MS R MS S 

71 S MS R MS S R R R S R S S 

72 R R R R R R R R MS R R S 

73 R R R R R R R R MS R S S 

74 R R R R MS R R R S R MS R 

75 MS R R R MS R R MS R R MS R 

R referente a resistente, MS referente a moderadamente sensível e S referente a sensível. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


