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CAPITULO 1

Selecdo e caracterizacdo probiotica in vitro
de Lactobacillus spp. com potencial de

Inibicao de Salmonella Heidelberg



ALTARUGIO, R. Selecdo e caracterizacdo probidtica in vitro de
Lactobacillus spp. com potencial de inibicdo de Salmonella Heidelberg.
Botucatu-Sp, 2016, 45p. Dissertacdo (Mestrado) Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2016.

RESUMO:

O presente trabalho teve como proposta realizar a caracterizagdo probiética in vitro de
amostras de Lactobacillus spp., provenientes de conteido intestinal de perus adultos e
saudaveis, através do isolamento e identificacdo por caracteristicas morfoldgicas,
moleculares e fisioldgicas. Inicialmente foram isoladas 170 amostras, as quais foram
avaliadas pelo método de coloracdo de gram, testes de producdo de catalase, hidroxido
de potassio, producdo de gas através da fermentacdo da glicose e producdo de gas
sulfidrico em Triple Sugar Iron (TSI). Apds foram pré-selecionadas 74 amostras, que
passaram por identificacdo 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 I1, Hind Il e Avr II. A avaliagéo da resisténcia bacteriana ocorreu
através dos testes de suco gastrico artificial e sua tolerancia a sais biliares, capacidade
de adesdo a mucosa intestinal, potencial de multiplicacdo, provas de antagonismo contra
Salmonella Heidelberg, producdo de peréxido de hidrogénio, antibiograma e avaliacdo
dos genes de resisténcia 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, resisténcia ao suco gastrico, resisténcia a sais
biliares, hidrofobicidade, potencial de multiplicacdo, producdo de peroxido de
hidrogénio e com resisténcia a mais de 50% dos antimicrobianos testados, porém nao
apresentaram genes de resisténcia antimicrobianos na técnica que avalia genes integrons
C, baseado nos resultados de todas as analises as amostras selecionadas podem vir a ser

administradas in vivo.

Palavras-chaves: aves, microbiota, patdgeno, perus, probiotico, resisténcia.



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 Il, Hind Ill and
Avr Il. 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. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Visando melhorias na producdo avicola, a qual o Brasil ocupa posicdo de
destague mundialmente (ABPA, 2016), e a crescente preocupacdo com a resisténcia
bacteriana a antimicrobianos que nédo sdo totalmente eficazes no combate a patdgenos,
reduzem a microbiota natural do trato gastrointestinal, aumentam a coloniza¢do do
mesmo por micro-organismos (BERCHIERI JUNIOR e FREITAS, 2009, OIE, 2015), e
por sua transferéncia de genes de resisténcia, que torna bactérias cada vez mais
resistentes aos tratamentos medicamentosos existentes (MADIGAN, 2004), a industria
busca a introdugdo de modificacdes que aperfeicoem os processos de criacdo, atendendo
as exigéncias de consumidores preocupados com a qualidade do produto que
consomem.

O uso de probidticos em substituicdo aos antimicrobianos utilizados como
promotores de crescimento, esta se tornando cada vez mais comum. Os probioticos séo
compostos por micro-organismos Vvivos 0s quais um dos principais géneros é o
Lactobacillus, pertencente ao filo Firmicutis (FELIS, DELLAGLIO, 2007), que age
inibindo o crescimento de micro-organismos patogénicos, com o equilibrio da
microbiota intestinal e preservando a funcdo da barreira epitelial, por meio da sua acao
antagonista (LEBEER et al.,2008), devido a secrecdo principalmente de acido latico,
perdxido de hidrogénio e bacteriocinas, exercendo assim efeitos benéficos para a satde
do hospedeiro (FREITAS, RABELO,WATANABE, 2014).

As caracteristicas benéficas de um probidtico necessitam da observacdo do
comportamento especifico de cada linhagem de bactéria, em que sdo propostos critérios
funcionais, de seguranca e tecnoldgicos para a selecdo de novas linhagens para agirem
contra patdgenos.

As bactérias do género Salmonella atualmente representam um desses patdégenos
(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 prejuizos tanto na producdo comercial quanto na saide publica. A Salmonella
entérica sorotipo Heidelberg é considerado um dos patogenos emergentes mais isolados
de produtos avicolas e/fou surtos alimentares em diversas regides (VELGE,
CLOECKAERT, BARROW, 2005).



Devido a escassez no mercado de produtos probidticos voltados a criacdo de
perus, que esta em franca expansdo, o presente trabalho identificou cepas de
Lactobacillus spp. presentes em conteudo intestinal de perus, através de caracteristicas
morfologicas, moleculares e fisioldgicas selecionando as melhores cepas com potencial

probidtico frente aos testes de caracterizacéo probidtica para possivel uso em in vivo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producdo Brasileira de carne de peru e Salmonella entérica

A producdo brasileira de carne de perus no ano de 2015 ficou em 327.179 mil
toneladas, das quais 41% destinaram-se as exportacoes e 59% para 0 mercado interno.
As exportacdes 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 patdgenos transmitidos por alimentos
(BOYLE et al., 2007). Sdo conhecidos mais de 2500 sorovares de Salmonellas, porém
apenas 10% foram isolados de aves, uma vez que a distribuigdo dos sorovares de fontes
avicolas é variavel geograficamente, alterando se com o passar dos anos (GAST et al.,
2007) .

A Salmonellas ndo tifoides por ndo serem especificas das aves tem a capacidade
de colonizar o trato intestinal das mesmas sem causar sinais clinicos, e assim oferecem
risco para a saude publica uma vez que aumentam a contaminacdo da carcaca e dos
ovos (ANDREATTI FILHO, 2007).

Na epidemiologia da doenca humana ha predominio de poucos sorovares, alguns
se mantendo disseminados em estagio continuo, ou se apresentando como emergentes,
como a Salmonella Heidelberg (VELGE, CLOECKAERT, BARROW, 2005). Esta €
identificada em aves e produtos derivados em nosso pais desde 1962 (HOFER, SILVA
FILHO, REIS, 1997). Este patdgeno é considerado um sorovar mais invasivo que outros
sorovares nao tifoides causando quadros de doencas mais graves em humanos (PHAC,
2007).

O isolamento de Salmonella entérica de aves e seus subprodutos sdo maiores
quando comparados a outras espécies de animais de producdo. O nimero crescente de

comercializacdo de galinhas e perus, e 0s rigorosos programas de vigilancia



desenvolvidos para identificar plantéis e produtos positivos sdo fatores responsaveis
pela alta taxa de deteccdo do patogeno (GAST, 2003).

No Brasil um estudo de prevaléncia de Salmonella entérica em isolados de aves
e seus produtos durante o periodo 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 carcaga de frango identificando-os como 11% de S. Heidelberg,
26% S. Hadar e 51% S. Enteritidis.

Segundo Dickel (2004) que avaliou processos higiénicos e sanitarios de frangos
em matadouros no sul do Brasil, foi identificado em carcacas 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 periodo de 2000 a 2006 um estudo conduzido em 14 Estados do pais, num
total de 2.710 unidades amostrais de frango analisadas, mostrou que em relacdo a
Salmonella entérica, foi encontrada uma prevaléncia média de 3,03%, um total de 250
cepas foram submetidas a anélise de caracterizagdo antigénica, das quais 18 sorovares
foram isolados, estando a Salmonella Heidelberg entre as mais isoladas, com 6,4%
(ANVISA, 2012).

No Canada a Salmonella Heidelberg esta entre os trés sorovares mais isolados de
frangos (PHAC, 2014). Os laboratdrios credenciados como o Laboratério Nacional de
Microbiologia do Canad4, através PulseNet Canada (uma rede eletrénica virtual que liga
os laboratorios de saude publica), rastreando o DNA de agentes patogénicos 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 milhdes de
quilos de carne de peru moida 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 caracterizagdo como probidtico

Os probiodticos sd@o micro-organismos vivos, que quando administrados em

quantidades adequadas conferem beneficio a saude do hospedeiro (FULLER, 1989). O



Lactobacillus é um dos principais géneros utilizados, sendo o lactato o principal residuo
produzido, este reduz as taxas de infecgdes, modula a microbiota intestinal e preserva as
mucosas de injarias por micro-organismos patogénicos (COLLINS et al., 2009).

O Lactobacilli sdo bactérias gram positivas, desta forma se encaixam nas
caracteristicas das eubactérias pertencentes ao filo Firmicutes, classe Bacilli ordem
Lactobacillales e familia Lactobacillaceae (FELIS, DELLAGLIO, 2007).

Dentre as abordagens moleculares para identificagdo de géneros como o
Lactobacillus, esta a técnica de analise de restricdo do DNA ribossémico amplificado
conhecido como ARDRA, que se utiliza das caracteristicas dos operons ribossomais
(rrn). Esta técnica é uma das mais recomendadas na determinacao de espécies do género
Lactobacillus (TEIXEIRA e REIS, 2004).

Segundo Lebeer et al. (2008), para se caracterizar um probiotico este deve se
enquadrar a0 menos em uma das seguintes categorias: manter a homeostase da
microbiota e inibir a proliferacdo de patdgeno através das interacbes bacéria-bactéria;
promover a fungéo de barreira epitelial e modular a resposta imune.

As bactérias probidticas sdo anaerdbias facultativas ou microaerofilas, sendo
classificadas como homofermentativas quando transformam o produto final da
fermentacdo da lactose em acido latico, ou heterofermentativas transformando em
etanol, dioxido de carbono e acetato (MICHAIL, WEI, MACK, 1997).

Segundo Butolo (1999), nos produtos comerciais probidticos disponiveis para
animais como aves, suinos, bovinos, ovinos, equinos, cdes e gatos as espécies de
Lactobacillus mais utilizadas sé@o o L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. lactis,
L.salivarius, L. plantarum, L. reuteri e L. johonsii. Onde estes micro-organismos nao
patogénicos, sdo derivados de microbiota normal de individuos da espécie animal que o
produto for destinado (FULLER e COLE 1988).

O probidtico também age por antagonismo direto produzindo bacteriocinas,
acidos organicos e peréxido de hidrogénio tendo acdo antibacteriana (FREITAS,
RABELO, WATANABE, 2014). Através do forte efeito oxidante nas células
bacterianas o peroxido de hidrogénio produzido inibe o crescimento de patdgenos
inibindo certas bactérias anaerobias ou agindo na destruicdo molecular da estrutura
basica dos &cidos nucléicos e proteinas celulares (PRICE, LEE, 1970, GILLILAND,
SPECK, 1972).

A preservagdo da funcdo de barreira epitelial & outro mecanismo associado ao

efeito probidtico, ocorrendo por exclusdao competitiva entre as linhagens patogénicas e



0s probidticos pelos mesmos sitios de adesdo nas mucosas ou por nutrientes (PRETZER
et al., 2005).

As bactérias probidticas como o Lactobacillus também sdo capazes de manter a
integridade da barreira epitelial e reduzir a permeabilidade das mucosas, estimulando a
adesdo célula-célula (SETH et al., 2008) induzindo a producdo de mucinas
(glicoproteinas) (MACK et al., 2003) e prevenindo a apoptose pelas células intestinais
(FANG et al., 2007).

A adesdo bacteriana depende em parte de interacGes reversiveis que sdo mediadas
por um complexo de interagdes fisico-quimicas, incluindo hidrofobicidade e cargas, que
ndo sdo consideradas especificas, mas propriedades importantes, ou interagdes
irreversiveis. Estudos demonstram que a presenca de glicoproteinas na superficie celular,
resultard em alta hidrofobicidade e que a baixa hidrofobicidade esta associada a presenca
de polissacarideos (PELLETIER, et al., 1997).

Quando a microbiota ja estd estabelecida, a administracdo de probidticos nas
mucosas pode induzir diferentes tipos de respostas humorais como a inata e a
adaptativa. Estas respostas ocorrem em trés vias, pois 0s probidticos ndo apresentam
fatores de patogenicidade e viruléncia, a primeira via ocorre através das zonulas de
oclusdo, a segunda pela transcitose e terceira pela fagocitose direta pelas células
dendriticas (LEBEER et al., 2008).

Para promover os efeitos benéficos o probidtico deve resistir e manter a
viabilidade sob as condi¢bes adversas ou desafios impostos pelo organismo do
hospedeiro. Nas aves como frangos e perus o tempo de trénsito intestinal pelo trato
digestorio € medido com o uso de marcadores, ou pelo tempo de passagem pelo trato de
substancias ndo absorviveis e ndo digeriveis, de forma geral nessas aves os marcadores
aparecem nas fezes de 2 a 3 horas ap6s a ingestdo. Porém o transito intestinal pode ser
influenciado por fatores como consisténcia, tamanho e estado do alimento entre outros
(MACARI, MARTINHO, PARKER, 2002).

O primeiro destes desafios € 0 suco gastrico, que contém as enzimas gastricas
digestivas que funcionam em um pH extremamente baixo. Muitas bactérias nao
sobrevivem bem em pH &cido (JIN et al., 1998).

Nas aves este pH pode variar, sendo que na regido do proventriculo apresentam
dois tipos de glandulas, a mucosa simples, que secreta muco espesso, e as compostas
que sdo semelhantes as células principais, pois ndo ha células parietais que secretam
pepsinogénio, muco e acido cloridrico (MACARI, MARTINHO, PARKER, 2002).



Quando estimuladas ao méaximo as glandulas compostas secretam acido
cloridrico (HCI) com um pH de 1 a 2 (FARNER, 1960). Estas também s&o responsaveis
por secretarem pepsina, como pro-enzimas inativas denominadas pepsinogénio que sao
estocados sobre a forma de granulos até serem secretados no lumen (MACARI,
MARTINHO, PARKER, 2002).

Em perus existe uma relacdo entre o contetido proteico de uma dieta e a taxa de
secrecdo do suco gastrico, mostrando que ha uma fase gastrica no controle das
secrecdes. No entanto quando o alimento ingerido alcanga o proventriculo este estimula
a secrecdo gastrica (fase gastrica ou mecéanica). O pH do suco gastrico varia de 0,5 a
3,0, onde a manutencdo do pH em torno de 2 é ideal para transformacdo de
pepsinogénio em pepsina. J& no intestino delgado o suco entérico das aves é em torno
de pH 8, sendo que as enzimas pancreaticas e intestinais, possuem uma atividade
digestiva primariamente no intestino delgado, com uma étima taxa de atividade na faixa
de pH entre 6 a 8 (MACARI, MARTINHO, PARKER, 2002).

Além de ter que tolerar o pH acido no estbmago, os probidticos tém como
desafio os sais biliares intestinais. Os sais biliares representam moléculas com
atividade antimicrobiana, rompendo membranas bioldgicas (LEEBER et al., 2008). Séo
propriedades importantes de um probidtico a persisténcia e multiplicacdo, que
proporcionam a implantagdo do mesmo, essencial para que a microbiota seja modificada
em sua composi¢do ou atividade. O probiotico deve competir com a microbiota presente
pelos nutrientes necessarios e encontrar condicGes favordveis para que haja sua
multiplicacdo (TRABULSI; SAMPAIO, 2000).

Segundo Silva e Andreatti Filho (2000), produtos probi6ticos e prebidticos, ndo
determinam residuos nos produtos de origem animal e ndo desenvolvem resisténcia as
drogas utilizadas em seres humanos. Esta resisténcia representa do ponto de vista

clinico e de satde publica, um sério problema (MANIE, 1997).

2.3. Resisténcia bacteriana e o uso de antimicrobianos

A resisténcia bacteriana aos antibi6ticos também tem despertado o interesse da
comunidade cientifica para o uso profilatico e terapéutico de probidticos (TAMBEKAR
e BHUTADA 2010).

A extensa aplicagdo dos antimicrobianos em pequenas doses para controlar

doengas e melhorar o desempenho dos animais de producdo (AKINELEY, 2008)



tornou-se um importante fator no surgimento da resisténcia bacteriana, que pode ser
transferida para os seres humanos através do consumo dos produtos animais
(TOLLEFSON et al., 1997).

A resisténcia as drogas antimicrobianas é definida como a capacidade que um
organismo adquire de resistir a um agente quimioterapico ao qual esta susceptivel, e o0s
genes de resisténcia sdo transferidos por meio de trocas genéticas a outros micro-
organismos. O uso de muitas drogas antimicrobianas de forma extensiva esta
proporcionando o desenvolvimento de resisténcia especifica as drogas nos micro-
organismos causadores de doencas, em decorréncia disto deve se submeter as bactérias
isoladas de espécimes clinicos aos testes de sensibilidade aos antimicrobianos como a
difusdo em agar (MADIGAN, 2004). Para um organismo ser considerado como bom
probidtico este ndo pode ser capaz de transmitir genes de resisténcia a outros micro-
organismos (SANTOS et al., 2003).

O aumento da resisténcia antimicrobiana, observada em uma populacdo
bacteriana, pode resultar da selecdo clonal de organismos que toleram doses baixas de
antimicrobianos e que apresentam maior aptiddo sobre condicdes de selecdo, ou a partir
da disseminacdo de resisténcia atraves da transferéncia horizontal de genes. A hipotese
mais plausivel é de que, no ambiente natural, ambos 0s mecanismos sdo responsaveis
para a dindmica da populagdo bacteriana (REINTHALER et al., 2003, TENNSTEDT et
al., 2003). As regides varidveis da classe 1 de integrons, estdo associadas a resisténcia
aos antibioticos (SILVA et al., 2006).

Segundo dados da OIE, 2015 os agentes antimicrobianos reduzem a microbiota
do trato gastrointestinal e aumentam a colonizacdo por Salmonella spp. O tratamento
para este patdgeno pode ser realizado com estas drogas, reduzindo perdas por
mortalidade, porém ndo impedem que a ave permaneca portadora e eliminem o
patdgeno por nas fezes por um periodo maior do que as aves sem tratamento, mostrando
que ndo sdo totalmente eficazes (BERCHIERI JUNIOR e FREITAS, 2009).
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CAPITULO 2

Selecédo e caracterizacdo probiotica in vitro
de Lactobacillus spp. isolados de perus
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SUMMARY
A salde das aves esta intimamente relacionada a forma como sdo criadas, sendo a

microbiota intestinal parte fundamental no pleno desenvolvimento de seu potencial
produtivo. Os Lactobacillus spp. sdo bactérias que fazem parte da microbiota natural
das aves e comumente sdo utilizados como probioticos, para isso devem apresentar
varias caracteristicas. O presente experimento teve como proposta realizar o isolamento
e a caracterizacdo probiodtica in vitro de amostras de Lactobacillus spp., provenientes de
conteddo intestinal de perus saudaveis através do isolamento e identificagdo por
caracteristicas morfoldgicas, moleculares e fisioldgicas. As amostras isoladas foram
identificadas pelo método de coloracdo de gram, testes de producdo de catalase,
hidroxido de potassio, producdo de gas através da fermentacdo da glicose e producao de
gas sulfidrico em Triple Sugar Iron. Apds passaram por identificacdo molecular através
da Polymerase Chain Reaction e sequenciamento genético. A avaliacdo do potencial
probidtico ocorreu através dos testes de suco gastrico artificial e sais biliares,
capacidade de adesdo a mucosa intestinal, potencial de multiplicacdo, provas de
antagonismo contra Salmonella Heidelberg, producdo de perdxido de hidrogénio,
antibiograma e avaliagdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos integrons C.
Concluiu-se que foi possivel a identificacdo e selecdo de algumas amostras bacterianas,
as quais demonstraram potencial em relacdo as caracteristicas probioticas, sendo

possiveis candidatas para inclusdo em um produto probidtico de uso in vivo.

Palavras chaves: aves, microbiota, probidtico, patdgeno, resisténcia.
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DESCRICAO DO PROBLEMA

A Salmonella esta entre os mais importantes patdgenos transmitidos por
alimentos [1]. S&o conhecidos mais de 2500 sorovares de Salmonella spp., porém
apenas 10% foram isolados de aves, uma vez que a distribuicdo dos sorovares de fontes
avicolas é varidvel geograficamente, alterando-se com o passar dos anos [2]. Sorovares
ndo tifoides por ndo serem especificos das aves tem a capacidade de colonizar o trato
intestinal das mesmas sem causar sinais clinicos, e assim oferecem risco para a saude
publica uma vez que podem contaminar as carcagas e ovos de consumo [3].

Na epidemiologia da doenca humana ha predominio de poucos sorovares, alguns
se mantendo disseminados em estagio continuo, ou se apresentando como emergentes,
como a Salmonella Heidelberg [4]. Este patdgeno é considerado o sorovar mais
invasivo que outros sorovares nao tiféides, causando quadros de doencas mais graves
em humanos [5]. A resisténcia bacteriana aos antibidticos também tem despertado o
interesse da comunidade cientifica para o uso profilatico e terapéutico de probioticos
[6].

Os probidticos sdo micro-organismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficio a salde do hospedeiro [7]. Os Lactobacillus
spp. sdo um dos principais géneros representantes, sendo o lactato o principal residuo
produzido, este reduz as taxas de infec¢cdes, modula a microbiota intestinal e preserva as
mucosas de injurias por micro-organismos patogénicos [8].

Segundo [“], para se caracterizar um probidtico este deve se enquadrar a0 menos
em uma das seguintes categorias: manter a homeostase da microbiota e inibir a
proliferacdo de patdgeno através das interagdes microbio-micrdbio, promover a funcao
de barreira epitelial e modular a resposta imune.

No setor avicola a producdo de perus no Brasil ocupa grande destaque no
mercado mundial, segundo relatério [10] no ano de 2012 o pais ocupou o segundo lugar
em exportacBes e em 2013 o terceiro lugar como produtor.

Devido & escassez no mercado de produtos probidticos voltados para criagédo de
perus, o presente experimento identificou cepas de Lactobacillus spp. através de
caracteristicas morfologicas, moleculares e fisioldgicas, selecionando as cepas com
potencial probidtico frente aos testes de caracterizacdo probiotica para possivel uso in

Vivo.



MATERIAL E METODOS

Identificacio do género Lactobacillus

Ap0s deslocamento cervical de 150 perus adultos saudaveis da linhagem British
United Turkeys of America (BUTA) provenientes de criagbes comerciais, 0S cecos
foram coletados de forma asséptica, armazenados em embalagens plésticas individuais e
identificados, sob refrigeracdo. Todo contetdo do ceco foi transferido para tubos
contendo 10 ml de caldo DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS) estéreis e incubados a 37°C por
48 horas em anaerobiose. Apos a incubacdo o caldo MRS foi semeado em agar MRS, e
incubado nas mesmas condi¢cBes. A identificagdo baseou-se nas caracteristicas
morfologicas e fisiologicas em que se utilizaram os testes de producdo de catalase,
hidroxido de potassio, producdo de gas através da fermentacéo da glicose, coloracdo de
gram e producdo de gas sulfidrico em Triple Sugar Iron (TSI) de acordo com [11].

Apos prévia identificagdo o DNA foi obtido através do uso de kit de extragdo
[12], as amostras passaram por identificacdo molecular com a Polymerase Chain
Reaction (PCR) em que foram utilizados os seguintes pares de primers para regiao
conservada do gene 16S: Forw R16-1 5°-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA- 3’ e Rev
LbLMAL- 5°-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC -3’ visando a amplificagéo de um
produto de aproximadamente 250 pb [13].

Cada reag@o de 25 pl foi composta por 2,5 pul. de cada primer na concentracéo
de 20 pmol, 12,5uL de [14], 2,5 uL de agua ultra pura e 5 uLL de DNA . O programa de
amplificacdo realizado foi iniciado com: 95°C por 5 min, seguidos de 20 ciclos & 95°C
durante 30 s (desnaturagédo), 55°C por 30 s e 72°C por 30 s (anelamento), e sete min a
72°C (extensdo final) [15]. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,4% e corados [16], visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
[17].

Caracterizacdo probiotica

O teste de resisténcia ao suco gastrico in vitro foi realizado de acordo com [18],
em que as culturas de Lactobacillus spp. em fase estacionaria com incubacdo prévia em
caldo MRS a 37°C por 18 horas foram diluidas 10x em uma solugdo salina (0,9% de

NaCl) com pH 7,0 (controle), e em suco gastrico artificial (2g.L™ NaCl, pepsina 3,2 g.L™



com pH 2,5) (teste), incubadas a 37°C durante 3 horas, apés foram centrifugadas a
13.000 rpm por 1 minuto [19] e suspendidas em caldo MRS, aliquotadas em
microplacas e incubadas durante a 37°C com 200 pL/poco dos inoculo do controle e das
colbnias tratadas com suco gastrico artificial. A densidade éptica (OD) no espectro de
620 nm foi avaliada durante 10 horas a cada 30 minutos na [20]. A porcentagem de
inibicdo foi calculada segundo a formula (1-ASG/ACT) x 100, onde ASG significa a
absorbancia da amostra com o suco gastrico artificial e ACT significa a absorbancia da
amostra controle.

O teste de tolerancia a sais biliares in vitro foi realizado de acordo com [21], em
que as amostras de Lactobacillus spp. cultivadas em caldo MRS a 37°C 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 37°C por 3 horas. As leituras espectrofotométricas e a
porcentagem de inibicdo foram realizadas da mesma forma que o teste de resisténcia ao
suco gastrico artificial.

O potencial de multiplicagdo das amostras de Lactobacillus spp. foi avaliado
mediante cultivo em caldo MRS a 37°C e posterior contagem em agar MRS, onde uma
aliquota de 0,1 mL da amostra diluida em 0,9 mL de phosphate buffered saline (PBS)
[22] foi coletada, obtendo assim a primeira diluicdo (10-), da qual obtivemos mais 8
diluicdes seriadas (1:10). De todas as dilui¢des foram retirados 0,1 mL e repassados
para placas de agar MRS, em duplicata, para contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC), ap6s cultivo de 24 horas a 37°C. O caldo inicial foi incubado e
realizada a contagem no momento de O horas, este foi incubado novamente a 37°C,
repetindo as contagens de UFC nos momentos 3, 6, 9, 14 e 18 horas apds a primeira
contagem (momento 0).

A hidrofobicidade da superficie celular foi avaliada conforme metodologia de
[23], em que culturas de Lactobacillus spp. em fase estacionaria foram lavadas duas
vezes com PBS e ajustadas para uma ODggonm [20] de 0,4 com 0,1M de KNOs, pH 6.2
(Ao). Um volume 0,2 mL de hexadecane foi adicionado a uma suspenséo de 1,2 mL de
Lactobacillus spp. e ap6s 10 minutos de pré-incubagdo a temperatura ambiente, a
amostra foi homogeneizada em vortex por 2 minutos. A fase aquosa foi removida apés
15 minutos e sua ODgoonm [20] medida (A;). A porcentagem de adesdo microbiana aos
solventes foi calculada por (1-Ai/Ao) 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 sintese de peroxido de hidrogénio foi avaliada com o método colorimeétrico
segundo [25], em que isolados em fase estacionaria foram inoculados em placas
contendo meio TMB-plus, (Tetrametil Benzidina Dihidroclorito 0,25g, Brucella Agar
43,09, Amido 20,0g, 10 ml de solucdo de hemina 0,05%, MgSO4.H20 0,129, MgSO4
0,579, 10 ml de solucdo de peroxidase 0,1%, 50 ml de soro de cavalo, em 1L de agua
destilada) mantidos por 18 horas a 37°C em anaerobiose e posteriormente expostas ao ar
durante 30 minutos. Devido a atividade oxidante da substancia produzida os isolados
foram classificados como produtores de peroxido de hidrogénio se o indculo adquiriu
tons azul ou marrom.

O antibiograma foi adaptado de [26-27]. As amostras foram cultivadas em 5 mL
de caldo MRS a 37°C durante 48 horas, apds foram passados um mL desta cultura para
novo caldo MRS e incubados a 37°C até se obter uma turvacdo compativel com o grau
0,5 da escala Mac Farland (1x10® UFC/mL). Foram utilizadas placas de petri com &gar
MRS que receberam caldo MRS acrescido de 0,65% de &gar agar com 800 pl do
indculo de cada amostra. Para solidificacdo foram deixadas em temperatura ambiente.
Apdbs a completa secagem da superficie do agar, com auxilio de uma pinca estéril, foram
colocados os discos de antibidticos [28] gentamicina 10 ug, bacitracina 10 pg, sulfato
de colistina 10 pg, tetraciclina 30 pg, ampicilina 25 pg, ciprofloxacina 05 pg,
estreptomocina 10 pg, sulfametropim 25 ug, eritromicina 15 pg, amoxicilina 10 ug,
penicilina 10 ug, cefalotina 30 pg, sobre a superficie do meio inoculado. Em seguida
com os discos, a placa foi incubada a 37°C por 18 horas.

O didmetro dos halos inibitério de cada disco foi medido com auxilio de um
paquimetro, para se determinar se a bactéria em analise foi sensivel (S), moderadamente
sensivel (MS) ou resistente (R) aos antimicrobianos ja citados, quando comparado com
uma tabela padréo de antibiograma segundo [26].

Apds a avaliagdo da resisténcia aos antimicrobianos as amostras selecionadas
foram submetidas a andlise de genes Integrons C, relacionados a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos. Os primers utilizados foram genes integrantes da classe 1 de integrons 5°-
GGCATCCAAGCAGCAA-3’ ¢ 5>-GAAGCAGACTTGACCTGA-3’ [29-30].

A metodologia utilizada foi segundo [31-32] em que 0 DNA bacteriano foi obtido
através do uso do kit de extracdo [1~] amplificado pela PCR. Cada reagéo foi composta
de 1,25 pl de cada primer, 12,5 ul de Gotaq [14], 5 ul de agua ultrapura e 5 pl da
amostra de DNA totalizando 25 pl. A amplificagdo foi realizada com uma desnaturagéo

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



desnaturacdo a 54°C durante 1 minuto e extensdo de cassetes de DNA a 72°C durante 2
minutos, com uma extensdo final a 72°C durante 10 minutos [15]. A deteccdo do
produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de agarose (1,0%) [32] e
corados com [16] e submetidos a eletroforese, em corrida de 100V por 50 minutos, com
posterior analise sob luz ultravioleta [1/].

A avaliacdo 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 Laboratério de Ornitopatologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria FMVZ Unesp-Botucatu/Brasil, confirmando assim o
potencial antagbnico. 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 ul) a
37°C, as culturas foram adicionadas em forma de pontos em placa de Petri contendo
agar MRS e apds 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
coracdo (BHI) e incubado a 37°C por 18 horas. Posteriormente, foi transferida para
novos tubos de BHI com 0,75% de agar-agar [34]. As placas incubadas anteriormente
com as AC receberam o indculo em sua superficie e, apos a completa solidificacdo, as
placas foram novamente incubadas a 37°C por 12 horas. Apo6s esse periodo foi
mensurado o halo de inibi¢do formado a partir da borda da col6nia de Lactobacillus spp.

O segundo teste foi o cross-streak modificado para se avaliar a atividade
antimicrobiana segundo [35], em que foram feitos retangulos de 1 x 2 cm em placas de
MRS com AC (10° UFC ml™), apés incubacéo de 37°C por 24 horas as coldnias foram
retiradas e aplicado cloroférmio com auxilio de uma zaragatoa, e as placas incubadas
por 1 hora, quando secas foram espalhados 100 pl do patégeno Salmonella Hedeilberg
com incubacdo de 37°C por 24 horas e posterior avaliacdo do antagonismo medindo a
zona de inibi¢do em torno do crescimento do retangulo [36].

O terceiro teste radial streak para se observar as interagdes microbianas [37], a
AC (10® UFC mL™) foi inoculada em uma &rea circular no centro da placa de MRS e
apos 48 horas de incubacéo a 37°C a placa foi inoculada com o patdgeno (10® UFC ml
"1y 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
didmetro da zona de inibi¢&o observado entre a AC e 0 patogeno.

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

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



[37], AC foi cultivada em caldo MRS por 24 horas, incubadas a 37°C e ap0s
centrifugada [19] a 12.000 x g durante 20 minutos e esterilizada por filtragdo com
membrana porosa de 0,20um. O patdgeno apds incubagdo overnight em fase
estacionaria (10°-10® UFC ml™) foi inoculado em placas de MRS, ap6s foram feitos
pocos de 10 mm nas placas e 100 ul do filtrado de cada amostra foram colocados nos
pocos e incubados por 37°C durante 24 horas e a atividade antimicrobiana (zonas livres de
crescimento) em torno dos pocos, foi medida em milimetros.

O quinto teste realizado foi o Liquid coculture assay para se avaliar o potencial
antagbnico das amostras [37], em que uma aliquota de 2 ml de caldo MRS e Tryptone
Soya Broth (TSB) na proporg¢éo 1:1 foi inoculado com 100 pl de cada AC juntamente
com o patégeno (10° ml UFC ml™), incubadas a 37°C por 24 horas. Para verificar a
inibicdo 50 pl dessa suspensao foi semeada em agar TSB e incubada a 37°C por 48
horas. Foi comparado o crescimento com um controle negativo e o controle positivo. A
presenca de crescimento de bactérias patogénicas na placa de agar foi interpretada como
uma atividade inibitdria de 25, 50 ou 75%, enquanto nenhum crescimento foi interpretado

como uma atividade microbicida (100% de inibicao).
RESULTADOS E DISCUSAO
Identificacdo do género Lactobacillus

Das 170 amostras isoladas, 74 tiveram resultados favoraveis nos testes
fenotipicos conforme o seguinte padrdo: positividade no teste de coloracdo de Gram em
forma de bacilos Gram positivos e na producdo de gas em glicose, negatividade nos
testes de catalase, hidroxido de potéssio e na producdo de gas sulfidrico em TSI, sendo
assim foram para etapa de extracdo de DNA, no entanto destas 74 amostras isolados
somente 30 foram positivas na produgdo de gas em glicose, assim como descrito por
[39], em que nem todas as amostras de Latobacillus spp. estudadas sdo positivas para o
teste de gas em glicose.

As amostras que foram compativeis nos demais requisitos citados, porém
negativas na producdo de gas em glicose também foram consideradas pertencentes ao
género Lactobacillus, todas as amostras pré-selecionadas foram submetidas a

confirmacdo por meio da PCR. As amostras que tiveram perfil compativel com a



amostra controle utilizada de Lactobacillus spp. foram submetidas as analises

probidticas.

Caracterizacdo probiotica

Para promover os efeitos benéficos o probidtico deve resistir e manter a
viabilidade sob as condi¢bes adversas ou desafios impostos pelo organismo do
hospedeiro. O primeiro desafio € 0 suco gastrico, que contém as enzimas gastricas
digestivas que funcionam em um pH extremamente baixo. Muitas bactérias nao
sobrevivem bem em pH é&cido [40]. Em perus existe uma relacdo entre o conteudo
proteico de uma dieta e a taxa de secrecdo do suco gastrico, mostrando que ha uma fase
gastrica no controle das secre¢fes. No entanto quando o alimento ingerido alcanca o
proventriculo, este estimula a secrecdo gastrica (fase gastrica ou mecéanica). O pH do
suco gastrico varia de 0,5 a 3,0, a manutencdo do pH em torno de 2 € ideal para
transformacédo de pepsinogénio em pepsina. Ja no intestino delgado o suco entérico das
aves é em torno de pH 8, sendo que as enzimas pancreaticas e intestinais, possuem uma
atividade digestiva primariamente no intestino delgado, com uma Gtima 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 incubacdo das amostras na presenca do suco gastrico
artificial foram utilizados como base para definir a porcentagem de inibicdo de uma
amostra, pois como descrito por [41] nas aves é o periodo suficiente para passar o
alimento sob acdo do suco gastrico. As amostras foram expostas a dois tipos de pH, o
controle em torno de 7,0 e o similar ao encontrado no sistema digestdrio de perus em
torno de 2,5.

Nas analises realizadas 3 amostras tiveram taxa de inibicdo igual ou superior a
23%, mostrando sofrer influéncia da acdo do suco gastrico e uma amostra ndo mostrou
resultado no teste. As demais 70 amostras foram consideradas resistentes ao pH 2,5 nao
sofrendo acdo do suco gastrico, sendo uma das caracteristicas desejadas para que o
Lactobacillus spp. desempenhe seu papel como probidtico.

Os resultados corroboram com [42-43] que observaram que bactérias de origem
intestinais tendem a ser mais resistentes aos acidos estomacais. Em seu experimento
células viaveis decresceram 14,33% ap0s 3 horas de incubagdo 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 gastrico apresentando a partir de 23% de taxa de inibicdo quando expostas ao pH
2,5 durante 3 horas.

Além de ter que tolerar o pH &cido no estdbmago, os probidticos tém como
desafio os sais biliares intestinais. Os sais biliares representam moléculas com
atividade antimicrobiana, rompendo membranas bioldgicas [©]. No teste de tolerancia a
sais biliares constatou-se que 58,11% das amostras tiveram a taxa de inibicdo entre 25%
e 51%, diferindo dos resultados obtidos por [42-43], em que a taxa de inibicdo das
amostras ficou entre 25% e 33%, 23 amostras tiveram resultados abaixo de 25% de
inibicdo, 8 amostras ndo sofreram influéncia dos sais biliares, resultado desejado para
uma amostra com caracteristicas probidticas. As demais amostras sofreram agdo dos
sais biliares. [44] relata que apenas 13 amostras (12%) do total testado tiveram um taxa
de inibicdo por sais biliares com incubacdo de 3 horas até 21,2%, sendo consideradas
com melhor potencial probiotico. Segundo [45], quanto maior o nimero de bactérias
presentes inicialmente na cultura analisada, maior a absorbancia alcangada no tempo de
incubacdo. Existindo a necessidade de padronizacdo do in6culo, fato que ndo é notado
em artigos cientificos. Deste modo, pode haver uma variacdo na interpretacdo dos
resultados relativa a classificacdo dos isolados quanto a sua capacidade de sobreviver na
presenca de sais biliares.

As amostras compativeis com o género de Lactobacillus spp. foram inicialmente
selecionadas conforme sua resisténcia ou por ndo sofrerem influéncia do suco gastrico
ou sais biliares, mantendo-se desta forma viaveis no trato digestdrio da ave, apds estas
amostras foram avaliadas quanto ao seu potencial antagénico frente ao patdgeno
Salmonella Heidelberg.

O probiotico pode agir por antagonismo direto produzindo bacteriocinas, acidos
organicos e perdxido de hidrogénio tendo acdo antibacteriana [46]. Dos testes de
antagonismo o teste Spot on the Lawn (Figura 1A) mostrou seu antagonismo contra a
Salmonella Heidelberg devido formacédo 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), agar 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 inibi¢do < 2,5 x 3 cm sendo classificadas como boas e 31

com zonas de inibi¢do > 2,5 x 3 c¢cm classificadas como excelentes.



Estes resultados sdo compativeis com os achados por [37], que cita este teste
como o mais eficiente no estudo da atividade antimicrobiana usando células vivas de
estirpes probioticas em comparagdo com os testes radial streak e liquid coculture assay
que também usou células vivas e agar well diffusion que utilizou sobrenadante. Os
piores resultados foram obtidos no teste de agar well diffusion em que apenas 10,81%
do total de amostras demonstraram resultados, mostrando que mais de uma forma de
avalicdo da atividade antagonista contra patdgenos deve ser estudada para se classificar
uma amostra com potencial probiotico.

As amostras selecionadas na andlises anteriores foram submetidas a avaliacéo do
potencial de multiplicacdo e hidrofobicidade celular, estas sdo propriedades importantes
de um probidtico, pois sdo a persisténcia e a multiplicacdo que proporcionam a
implantacdo do mesmo, essencial para que a microbiota seja modificada em sua
composicdo ou atividade [ ]. O probidtico deve competir com a microbiota
presente pelos nutrientes necessarios e encontrar condi¢des favoraveis para que haja sua
multiplicacdo [49].

No Brasil segundo a Comissdo Tecnocientifica de Assessoramento em
Alimentos Funcionais e Novos Alimentos, vinculada a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, para que um probidtico seja aprovado na recomendacdo didria de consumo
do produto final deve apresentar uma quantidade minima viavel de microrganismos
na faixa de 10%a 10° UFC, porém valores menores sdo aceitos, desde que se comprove
sua eficacia [50]. Neste experimento a taxa de multiplicacdo obtida no periodo de 3
horas de incubagdo foi de 82,43%, demonstrando que as amostras se multiplicaram
rapidamente, ou seja, quando administradas as aves permaneceriam se multiplicando no
sistema digestorio.

A adesdo a células epiteliais no sistema digestorio também é um pré-requisito
importante para a colonizacdo de estirpes probi6ticas, impedindo a sua eliminagdo
imediata através do peristaltismo e proporcionando uma vantagem competitiva neste
ecossistema [47-48]. A auto agregacdo de estirpes probioticas torna-se necessaria, para
aderéncia as células epiteliais intestinais, formando uma barreira que evita a colonizagéo
por micro-organismos patogénicos [51-52-53]. Caracteristicas fisico-quimicas da
superficie da celula, tais como hidrofobicidade pode afetar a auto agregacao e a adeséo
de bactérias a superficies diferentes [53-54].

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

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



hidrofila (que tem atracdo pela agua), provavelmente seriam facilmente eliminadas
através do peristaltismo do sistema digestorio, 34 amostras (45,94%) apresentaram
resultados negativos, na literatura ha poucos relatos sobre este tipo de resultado, porém
segundo [55] concentracdes crescentes de sulfato de aménio 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 caracteristica da microbiota que
coloniza a mucosa do animal em estudo.

No presente experimento a producdo de peroxido de hidrogénio foi utilizada
inicialmente para selecionar as bactérias catalase positivas na fase de identificacdo das
amostras de Lactobacillus spp. nesta etapa a producdo de perdxido de hidrogénio é
analisada novamente para as bactérias que ja foram selecionadas nas analises de suco
gastrico, sais biliares, antagonismo, potencial de multiplicacdo e hidrofobicidade
celular, porém em um meio modificado (TMB-Plus) que proporciona quantificar a
intensidade da producdo peréxido de hidrogénio (Figura 2). As amostras foram
classificadas sem producéo, quando nédo foi observada mudanca de cor apds incubacao,
baixa producdo quando ficasse azul claro, media producdo com tons de azul e alta
producdo com tons de azul escuro e/ou marrom, como descrito por [44].

Segundo [26], em seus estudos o crescimento e a producdo de cor em 98% dos
isolados foram equivalentes ou melhores em TMB-Plus do que em TMB em &gar. No
geral, 70% dos isolados testados cresceram melhor, e 47% tiveram a coloracdo
produzida mais intensa. Correlacionando o teste de antagonismo com o de producéo de
peroxido hidrogénio neste experimento, das amostras testadas, 14 (18,92%) do total ndo
apresentaram producdo de peroxido de hidrogénio, porém apresentaram antagonismo
contra Salmonella Heidelberg em um dos testes, indicando que a acdo antagdnica pode
estar relacionada com a producdo de outra substancia. 60 amostras (81,08%)
apresentaram alta producdo de peroxido de hidrogénio, ficando com coloragdo marrom,
estas amostras apresentaram antagonismo contra Salmonella Heidelberg em pelo menos
um dos testes de antagonismo, mostrando a acéo bactericida do peréxido de hidrogénio.

A resisténcia as drogas antimicrobianas é definida como a capacidade que um

organismo adquire de resistir a um agente quimioterapico ao qual era susceptivel, e o0s



genes de resisténcia sdo transferidos por meio de trocas genéticas a outros micro-
organismos, em decorréncia disto deve se submeter as bactérias isoladas de espécimes
clinicos aos testes de sensibilidade aos antimicrobianos como a difusdo em égar [56].

No presente experimento foram estudados 12 antimicrobianos, [26], em seu
trabalho obtiveram resisténcia 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 resisténcia (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 aminoglicosideos 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 sensiveis a
tetraciclina e a ciprofloxacina, diferindo destes resultados a maioria das cepas de nosso
experimento foram sensiveis 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 0s mesmos resultados com 81,08% e 100% de resisténcia respectivamente.

As regibes varidveis da classe 1 de integrons, estdo associadas a resisténcia aos
antibidticos [ ]. Segundo dados [59] os agentes antimicrobianos reduzem a
microbiota do trato gastrointestinal e aumentam a colonizacdo por Salmonella spp. O
gene para a resisténcia a agentes antimicrobianos (classe 1 integron) nao foi observado
em qualquer uma das amostras selecionadas analisadas por PCR, pode se observar que
das amostras testadas, nenhuma mostrou possuir genes de resisténcia bacteriana.

Fazendo uma comparacdo com o trabalho de [31] que analisou amostras
positivas para testes com antibiograma, mas ndo possuiam genes de resisténcia
integrons, mostrando ndo haver nenhuma correlagdo com a presenca do gene de
resisténcia antimicrobiana (Classe 1 integron). Neste experimento as amostras
apresentaram resisténcia a mais de 50% antimicrobianos testados, porém nédo

apresentaram genes de resisténcia antimicrobianos.

Identificacdo da espécie das amostras selecionadas

A identificacdo de bactérias acido-lacticas por caracteristicas fenotipicas torna-se

muitas vezes inconclusiva, requerendo do pesquisador a realizacdo de testes



complementares para determinar com precisdo 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 probioticos disponiveis para animais como aves,
suinos, bovinos, ovinos, equinos, caes e gatos as espécies de Lactobacillus spp. mais
utilizadas sdo o L. bulgaricus, L. acidophilus, L. casei, L. lactis, L. salivarius, L.
plantarum, L. reuteri, L. johonsii. Sendo estes micro-organismos ndo patogénicos
derivados de microbiota normal de individuos da espécie animal que o produto for
destinado [60].

CONCLUSAO E APLICACAO

1. Neste experimento 11 cepas de Lactobacillus foram identificadas por caracteristicas
comprovadas através dos testes de caracterizacdo probidtica e sequenciamento
molecular.

2. Nos testes de antagonismo realizados o teste de cross-streak modificado mostrou-se o
mais eficaz, as amostras demonstraram resisténcia a grande maioria dos antimicrobianos
testados, porém ndo apresentaram genes de resisténcia integrons C, diminuindo a
possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia a outras bactérias.

3. Estas amostras, portanto sdo possiveis candidatas para comporem um produto com

potencial probidtico para serem administradas in vivo.

REFERENCIAS

1 Boyle, E.C., Bishop, L.J, Guntram, A.G. and Finlay, B.B. 2007. Salmonella: From
pathogenesis to therapeutics. J. Bacteriol.: 189, 1489-1495.

2 Gast, R.K. Salmonella infections. 2003. Paginas 567-613. Diseases of Poultry. ed. Sai, M.,
lowa, USA.

3 Andreatti Filho, R.L. 2007. Paginas 96-111. Paratifo aviario. Saude Aviaria e Doencas. ed.
Roca, Séo Paulo, SP.

4 Velge, P., Cloeckaert, A. and Barrow, P. 2005. Emergence of Salmonella epidemics: The
problems related to Salmonella enterica serotype Enteritidis and multiple antibiotic resistance in
other major serotypes. Vet. Res. 36, 267-288.



5 Public Health Agency of Canada. 2007. Salmonella Heidelberg — Ceftiofur-Related
Resistance in Human and Retail Chicken Isolates. Acessado em 20 de fevereiro, 2016.
http://www.phac-aspc.gc.ca/cipars-picra/heidelberg/heidelberg-eng.php.

6 Tambekar, D.H. and Bhutada, S.A. 2010. An evaluation of probiotic potential of
Lactobacillus sp. from milk o domestic animals and commercial available probiotic
preparations in prevention of enteric bacterial infections. Recent Res. Sci. Technol., 2, 82-88.

7 Fuller, R. 1989. Probiotics in man and animals: a review. J. of Appl. Bacteriol. 66, 365-378.

8 Collins J.W., L.A Ragione, R. M., Woodward, M. J. and Searle, L. E. J. 2009. Application of
Prebiotics and Probiotics in Livestock. Paginas 1123-1192. Prebiotics and probiotics science
and technology. ed. Springer, New York, NY.

9 Lebeer, S., Vanderleyden, J. and De Keersmaecker, S.C. 2008. Genes and Molecules of
Lactobacilli Supporting Probiotic Action. Microbiol. Mol. Biol. R., 72: 728.

10 Associacdo Brasileira de Proteina Animal 2014. Disponivel em:< http://abpa-
br.com.br/files/publicacoes/c59411a243d6dablda8e605be58348ac.pdf> Acessado em 23 de
fevereiro, 2016.

11 Barros, M.R, Andreatti Filho, R.L, Oliveira, D.E, Lima, E.T and Crocci, A.J. 2009.
Comparacdo entre método bioquimico e reacdo em cadeia de polimerase para identificacdo de
Lactobacillus spp., isolados de aves. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., 61: 319-325.

12 kit Gen Elute™ Bacterial Genomic DNA Kit (SIGMA®).

13 Dubernet, S., Desmasures, N. and Guéguen, M. 2002. A PCR-based method for identication
of lactobacilli at the genus level.Microbiol. Let., 214: 271-275.

14 Gotaq Green Master Mix (Promega®).

15 Mastecycler gradiente (Eppendorf®)

16 GelRed™.

17 UVP®.

18 Neumann, E. 1991. Comportamento “in vitro” de estirpes de Lactobacillus acidophilus
sensivel e resistente a bacteriocina sob condigdes do trato digestivo. Msc. Diss. Univ, Federal de
Vigosa, Vigosa.

19 Centrifuge 5415 R, Eppendorf®.

20 Thermo plate.


http://www.phac-aspc.gc.ca/cipars-picra/heidelberg/heidelberg-eng.php
http://abpa-br.com.br/files/publicacoes/c59411a243d6dab1da8e605be58348ac.pdf
http://abpa-br.com.br/files/publicacoes/c59411a243d6dab1da8e605be58348ac.pdf

21 Walker, D.K. and Gilliland, S.E. 1993. Relationships Among bile tolerance, bile salt
deconjugation, and assimilation of cholesterol by Lactobacillus acidophilus. J. Dairy Sci. 76:
956-961.

22 PBS Accumedia-Neogen Corporation, Lansing, MI.

23 Pelletier, C., Bouley, C., Cayuela, C., Bouttier, S., Bourlioux, P., and Bellon-Fontaine, M.N.
1997. Cell surface characteristics of Lactobacillus casei subsp casei, Lactobacillus paracasei
subsp paracasei, and Lactobacillus rhamnosus strains. Appl. Environ. Microbiol., 63,
1725-1731.

24 Nader-Macias, M.E., Otero MC, Espeche, M.C and Maldonado NC 2008. Advances in the
design of probiotic products for the prevention of major diseases in dairy cattle. J. Ind.
Microbiol. Biot. 35: 1387-1395.

25 Rabe, L.K. and Hillier S.L. 2003. Optimization of media for detection of hydrogen peroxide
production by Lactobacillus species. J. Clin. Microbiol. 41: 3260-3264.

26 Charteris, P. Kelly, P.M.; Morelli, L.; and Collins, J.K. 1998. Antibiotic Susceptibility of
Potentially Probiotic Latobacillus Species. J. of Food Protec. 61: 1636-1643.

27 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Programa Nacional de Monitoramento da
Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frangos, 1° ed., 171pgs, 2012.

28 Discos de antibiticos, OXOID®.

29 Alvarez, F.M, Rodrigues, S.T, Brey, F.E, Lopez, M.C and Pifieiro, L. 2003. Asociacion entre
integrones de clase 1 com resisténcia a multiplex antimicrobianos y plasmidos conjugativos en
Enterobacteriaceae. Rev. Esp. Quim. 16: 394-397.

30 Goldstein, C., Lee, M.D, Sanchez, S., Hudson, C., Phillips, B., Register, B., Grady, M.,
Liebert, C., Summers, A.O., White, D.G and Maurer, J.J. 2001. Incidence of Class 1 and 2
Integrases in Clinical and Commensal Bacteria from Livestock, Companion Animals, and
Exotics. Antim. Agents and Chemother. 45: 723-726.

31 Okamoto, A.S., Andreatti Filho R.L, Rocha, TS, Menconi, Marietto-Gongalves G.A. 2009.
Detection and Transfer of Antimicrobial Resistance Gene Integron in Salmonella
EnteritidisDerived from Avian Material. Rev. Bras. Cienc. Avic. 11: 195-201.

32 Silva, M.F, Vaz-Moreira, |., Gonzalez-Pajuelo, M., Nunes, O.C and Manaia, C.M. 2006.
Antimicrobial resistance patterns in Enterobacteriaceae isolated from a urban wastewater
treatment plant. FEMS Microbiol. Ecol. 1:1-11.

33 Electrophoresis Power Supply-EPS 901, (Amersham Biosciences).

34 Santos, W.L.M. 1993 Aislamiento y caracterizacion parcial de una bacteriocina producida
por Pediococcus sp. 347, de origem carnico. Dr. Tes. Univ, Complutense de Madrid, Madri.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bouley%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9143109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cayuela%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9143109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bouttier%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9143109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bourlioux%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9143109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bellon-Fontaine%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9143109
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Otero%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18758837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Espeche%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18758837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maldonado%20NC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18758837

35 Fang, W., Shi, M., Huang, L., Chen, J. and Wang, Y. 1996. Antagonism of lactic acid
bacteria towards Staphylococcus aureus and Escherichia coli on agar plates and in milk. Vet.
Res. 27: 3-12.

36 Verdenelli, M.C., Ghelfi, F., Silvi, S., Orpianesi, C., Cecchini, C. and Cresci, A. 20009.
Probiotic properties of Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus paracasei isolated from
human faeces. Eur. J. Nutr. 48: 355-363.

37 Coman, M.M., Verdenelli, MC, Cecchini, C, Silvi, S., Orpianesi, C and Boyko, N. 2014. In
vitro evaluation of antimicrobial activity of Lactobacillus rhamnosus IMC 501°, Lactobacillus
paracasei IMC 502° and SYNBIO® against pathogens. J. Appl. Microbiol. 117: 518-527.

38 Bosch, M., Nart, J., Audivert, S, Bonachera, M.A, Alemany, A.S, Fuentes, M.C and Cufé,
J. ANO. Isolation and characterization of probiotic strains for improving oral health. Arch. Oral
Biol. 57: 539-549.

39 Collins, E.B and Hartlein, K. 1992. Influences of Temperature on Lactobacilli of
Nonfermented Acidophilus Milks. J. Dairy Sci. 65: 883-886.

40 Jin, L.Z, Ho, Y.W, Abdullah, N., and Jalaludin, S. 1998. Acid and bile tolerance of
Lactobacillus isolated from chicken intestine. Lett. Appl. Microbiol., 27, 183-185.

41 Macari, M.; Furlan, R.L.; Gonzales, E. 2002.Paginas 101-108 Fisiologia aviaria aplicada a
frangos de corte. ed. Funep/Unesp, Jaboticabal, SP.

42 Morelli, L. 2000. In vitro selection of probiotic lactobacilli: a critical appraisal. Curr Issues
Intest Microbiol. 1: 59-67.

43 Silva, B.C. 2011. Selecdo de Bactérias Laticas com Potencial Probidtico para Uso como
Veiculos Vacinais Orais Contra a Leptospirose Canina. Msc. Diss. Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte.

44 Feng, J, Wang, L, Zhou, L, Yang, X, Zhao, X. 2016. Using In Vitro Immunomodulatory
Properties of Lactic Acid Bacteria for Selection of Probiotics against Salmonella Infection in
Broiler Chicks.PLOS One. 11: 1-14.

45 Alvim, L.B. 2011. Identificacdo molecular e selecdo de bactérias laticas com potencial
probidtico isoladas de diferentes mucosas de suinos. Msc. Diss. Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte.

46 Freitas, E.D, Rabello, C.B.V and Watanabe, P.H. 2014. Paginas 487-496 Nutricdo de nao
ruminantes. ed. Funep, Jaboticabal, SP.

47 Pedersen, K. 1989. and Tannock, G.W. Colonization of the porcine gastrointestinal tract by
lactobacilli. Ap. and Envir. Microbiol. 55: 279-283.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghelfi%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silvi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orpianesi%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cecchini%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cresci%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19365593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nart%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22054727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Audivert%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22054727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonachera%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22054727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alemany%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22054727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fuentes%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22054727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cu%C3%B1%C3%A9%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22054727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cu%C3%B1%C3%A9%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22054727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feng%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26799658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26799658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhou%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26799658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26799658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhao%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26799658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26799658

48 Alander, M., Korpela, R., Saxelin, M., Vilpponen-Salmela, T., Matilla-Sandholm, T. and
Wright, A. 1997. Recovery of Lactobacillus rhamnosus GG from human colonic biopsies. Appl.
Microbiol. 24: 361-364.

49 Trabulsi, L.R. and Sampaio, M.M.S.C. 2000. A composicdo e o papel da microflora
intestinal na saude e protecdo do organismo. Os Probi6ticos e a Saude Infantil, 1, 3-11.

50 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Alimentos com AlegacGes de Propriedades
Funcionais e ou de Salde, Novos Alimentos/Ingredientes, Substancias Bioativas e
Probidticos Disponivel em:
<http://www.anvisa.gov.br/alimentos/comissoes/tecno_lista_alega.htm>. Acesso em: 20 de
outubro de 2016.

51 Reid, G., Mcgroarty, J.A., Angotti, R. and Cook, R.L. 1988. Lactobacillus inhibitor
production against Escherichia coli and coaggregation ability with uropathogens. Canadian J. of
Microbiol. 34: 344-351.

52 Boris, S., Suérez, J.E and Barbés, C. 1997. Characterization of the aggregation promoting
factor from Lactobacillus gasseri, a vaginal isolate. J. of Appl. Microbiol. 83: 413-420.

53 Del, R.E, Sgorbati, B., Miglioli, B. and Palenzona, M. D. 2000. Adhesion, auto aggregation
and hydrophobicity of 13 strains of Bifidobacterium longum. Letters in Appl. Microbiol. 31:
438-442.

54 Wadstrom, T., Andersson, K., Sydow, M., Axelsson, L., Lindgren, S. and Gullmar, B. 1987.
Surface properties of lactobacilli isolated from the small intestine of pigs. J. of Appl. Bacteriol.
62: 513-520.

55 Schmidt,H., Schloricke,E., Fislage, R., Schulzeand, H.A., Guthoff, R. Effect of Surface
Modifications of Intraocular Lenses on the Adherence of Staphylococcus epidermidis. Zent.bl.
Bakteriol. 287, 135-145, 1998.

56 Madigan, M.T, Martinko, J.M, and Parker, J. 2004. Paginas 546-553. Microbiologia de
Brock. ed. Pearson Education, Brasil.

57 Alvarez, F.M, Rodrigues, S.T, Brey, F.E, Lopez, M.C and Pifieiro, L. 2003. Asociacion entre
integrones de clase 1 com resisténcia a multiplex antimicrobianos y plasmidos conjugativos en
Enterobacteriaceae. Rev. Esp. Quim. 16: 394-397.

58 Goldstein, C., Lee, M.D, Sanchez, S., Hudson, C., Phillips, B., Register, B., Grady, M.,
Liebert, C., Summers, A.O., White, D.G and Maurer, J.J. 2001. Incidence of Class 1 and 2
Integrases in Clinical and Commensal Bacteria from Livestock, Companion Animals, and
Exotics. Antim. Agents and Chemother. 45: 723-726.

59 Organizacdo Mundial da Saude Animal.2015. Prevencion, deteccion y control de las
infecciones de aves de corral por salmonela. Acessado em 01 de agosto de 2016


http://www.anvisa.gov.br/alimentos/comissoes/tecno_lista_alega.htm

http://www.oie.int/fileadmin/Home/esp/Health standards/tahc/current/chapitre prevent salmon
ella.pdf.

60 Butolo, J.E. Uso de aditivos na alimentacdo de aves: frangos de corte. IN; Simposio sobre as
implicacdes socioeconémicas do uso de aditivos na nutricdo animal, 1999, PIRACICABA.
ANAIS... PIRACICABA: CBNA, p. 85-94.

AGRADECIMENTOS

Agradeco a agéncia FAPESP auxilio n® 2015/00383-2 pelo apoio financeiro para
realizacéo deste projeto.

Tabela 1: Resultados das amostras selecionadas em todas as andlises realizadas.

Amostras 1 2 k] 4 5 i1 7 8 9 10 11

A 15,12 4,51 0 1,06 131 0 0 13,76 0 133 8,81
B 22,01 11,60 16,69 1357 0 2380 22,03 18,58 3519 4537 D

C 0,60 0,53 0,70 0,60 0,60 0,60 0,60 0,50 0,27 047 0,50
D 2,30 1,50 2,50 153 0,53 1,85 0,45 153 2 0,50 3,07
E 0 25 22 0 0 0 0 18 0 0 17
F 50 50 25 0 25 75 10 50 75 25 50
G ++ H+H ++ ++ ++ ++ + +H+H + +H+ -
H 8,0.100 8610 9510° 8.0.10° 6510° 6,2.100 55107 73107 05107 80107 65107
I 0 0 7,40 0 11,13 558 340 0 0 0 0

J a L a a a a a a a 5 a

| (Lactobacillus frumenii), 2 (Lactobacillus reuter), 3 (Laciobacillus reuter), 4 (Lactobacillus reuterl), 3 (Lactobacillus reuteri),

6 (Lactobacillus reuter?), T (Lactobacillus reuter?), § (Lactobacillus reutert), 9 (Lactobacillus reuteri), 10 (Lactobacillus johnsonii),
11{Lactobacillus reuteri), A (suco gastrico %), B (zais biliares %), C (spof on the lawn cm), D (radial streak em), E (agar well diffusion

mm).F (liguid coculture assay %), G (cross streak modificado em), H (potencial de multiphicagdo em Unidades Formadoras de Coldma-UFC),
I (lmdrofobicidade %), J (produgdo de peroxido de lndrogénio).*A (alta produgde de peroxido de lidrogénio), #5 (sem produgdo de peroxido
de hidrogénio).+ zone de mibigdo £2 x 1.3 cm, +++ zona de mubigdo =2,5 x 3,0 cm, ++ zona de muibigdo 22,5 x 3 cm; *a (alta produgdo de

peroxido de hidrogénio), #s (sem produgdo de peroxide de lidrogénio).


http://www.oie.int/fileadmin/Home/esp/Health_standards/tahc/current/chapitre_prevent_salmonella.pdf.
http://www.oie.int/fileadmin/Home/esp/Health_standards/tahc/current/chapitre_prevent_salmonella.pdf.

FIGURA 1- Testes de antagonismo das amostras de Lactobacillus spp. (L) contra
Salmonella Heidelberg (SH), (A) Spot on the Law, (B) radial streak, (C) &gar well
diffusion, (D) liquid coculture assay sem inibigao da SH, (E) liquid coculture assay com
inibicdo da SH, (F) cross-streak modificado.
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Apéndice Tabela 2. Resultados da porcentagem (%) de inibicéo de crescimento dos
isolados em presenca de suco géstrico artificial e sais biliares em 3 horas de incubacéo,
segundo técnica de Neumann (1991) e Walker e Gilliland (1993).

AMOSTRAS SUCO SAIS AMOSTRAS SUCO SAIS
GASTRICO BILARES GASTRICO 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

“néo foi realizado o teste.



Apéndice Tabela 3. Resultados em centimetros do teste de antagonismo Spot on the

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

AMOSTRAS MEDIA AMOSTRAS MEDIA

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




Apéndice Tabela 4. Resultados do teste Radial Streak em centimetros com atividade

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

AMOSTRAS AIC AMOSTRAS AlC
1 0 39 4,0
2 2,5 40 0

3 2,65 41 5,25
4 4,75 42 6,5
5 55 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 55
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 57 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 55 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 55

38 4,95 75 4,5




Apéndice Tabela 5. Resultados do teste agar well diffusion em milimetros 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




Apéndice Tabela 6. Resultados do teste liquid coculture assay da porcentagem de
atividade inibitéria 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 inibicdo, +++ 25% de inibicdo, ++ 50% de inibicdo, + 75% de inibicdo, - 100% de

inibicdo.



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

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

AMOSTRAS - +  ++  +++ +HH+ 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

- ndo houve inibi¢do, + zone de inibigdo < 2 x 1,5 cm, ++ zona de inibi¢do < 2 x 2,5 cm, +++ zona de
inibi¢do < 2,5 x 3,0 cm, ++++ zona de inibigdo >2,5 x 3 cm.



Apéndice Tabela 8. Resultados das médias e das Unidades Formadoras de Colénias
(UFC) do teste de multiplicacdo in vitro de amostras com potencial probidtico no
periodo de 3 horas.

AMOST UFC AMOST UFC
RAS RAS

1 6,8.10° 39 6,0.10°
2 7,9.10" 40 6,0.10’
3 34.10° 41 2,4.10°
4 9,5.10° 42 5,4.10°
5 8,0.10° 43 1,8.10°
6 5,2.10° 44 3,0.10*
7 4,0.10° 45 2,2.108
8 8,6.10* 46 9,5.10"
9 9,5.10° 47 9,5.10’
10 7,7.10° 48 9,5.10’
11 6,8.10% 49 5,5.108
12 8,0.10% 50 8,0.10°
13 1,7.10° 51 3,7.108
14 6,5.10° 52 0
15 4,2.10° 53 0
17 5,0.10° 54 9,0.10"
18 6,2.10° 55 9,5.10"
19 54.10" 56 6,0.10’
20 9,5.10® 57 8,0.10"
21 55.10" 58 8,0.10’
22 4,0.10% 59 9,0.108
23 2,5.10° 60 3,0.10%
24 7,0.10° 61 9,0.10’
25 45.10° 62 7,0.10°
26 7,3.10" 63 7,8.108
27 5,0.10° 64 9,510’
28 3,1.10° 65 6,5.10"
29 8,0.10" 66 4,0.10°
30 3,7.10° 67 4,3.10°
31 0 68 1,5.10°
32 4,410 69 5,0.10’
33 75108 70 5,6.10°
34 0 71 9,5.108
35 4510° 72 7,4.10°
36 1,0.10" 73 3,7.10°
37 6,6.10% 74 4,6.10°

38 6,2.10" 75 2,1.10°




Apéndice Tabela 9. Porcentagem (%) de hidrofobicidade das amostras e classificacdo

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




Apéndice Tabela 10. Classificacdo do teste de producdo de peroxido de hidrogénio
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 produgéo H,0,; + baixa producéo, ++ média produgdo; +++ alta produgéo.
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Apéndice Tabela 11.
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R referente a resistente, MS referente a moderadamente sensivel e S referente a sensivel.
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