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CAPITULO 1 

 

 

Seleção e caracterização probiótica in vitro 

de Lactobacillus spp. com potencial de 
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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. 



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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