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RESUMO

Neste trabalho verificou-se o perfil de sensibilidade e resisténcia de 15 amostras de Salmonella enterica
sorovar Enteritidis (SE) frente a drogas e substincias antimicrobianas produzidas por Lactobacillus
reuteri e L. salivarius e deteccdo do gene de resisténcia antimicrobiana (integron classe 1) utilizando-se
a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Estreptomicina, ciprofloxacina e ampicilina
apresentaram 100% de efetividade frente as amostras, enquanto a enrofloxacina e tetraciclina os
menores percentuais (66,7% e 60%). A maior resisténcia das amostras foi observada para tetraciclina
(40%) e a menor para trimetoprim (6,6%) e cefaclor (6,6%). A sensibilidade das 15 amostras de SE
frente as substancias antimicrobianas produzidas por L. salivarius foi de 100% no método de
antagonismo “spot on the lawn”, com zonas de inibi¢do variando entre 16 a 24mm, enquanto 86,7% das
amostras (13) foram sensiveis ao L. reuteri formando zonas de inibicdo em torno de 14 a 22mm ¢ duas
(13,3%) resistentes. No método de antagonismo simultaneo de difusdo em pocgos, utilizando o
sobrenadante livre de células de Lactobacillus, verificou-se a¢do antagdnica indicativa de substancias
de natureza protéica, no qual a sensibilidade e resisténcia de L. reuteri frente a SE foi de 46,7% e 53,3%
respectivamente, com zonas de inibi¢do entre 13 ¢ 15mm enquanto L. salivarius apresentou indice de
sensibilidade de 33,4% e resisténcia de 66,6%. Os produtos da PCR das amostras de SE amplificados
para a seqiiéncia do gene de resisténcia antimicrobiana (integron classe 1), ndo apresentaram banda em
gel de agarose correspondente a amplificacdo do segmento gendomico (900pb), ndo havendo relagdo
entre a presenga do gene de resisténcia antimicrobiana e a resisténcia da SE frente as drogas utilizadas.

Palavras-chave: substancias antimicrobianas, Lactobacillus, sensibilidade microbiana, Salmonella,
aves.

SENSITIVITY PROFILE OF Salmonella enterica serovar Enteritidis ISOLATED FROM
CHICKENS, FACED WITH DRUGS AND ANTIMICROBIAL SUBSTANCES PRODUCED
BY Lactobacillus reuteri AND Lactobacillus salivarius.

ABSTRACT

The present work verified the sensitivity and resistance profile of 15 samples of Salmonella enterica
serovar Enteritidis (SE) faced with drugs and antimicrobial substances produced by Lactobacillus
reuteri and Lactobacillus salivarius, and detection of antimicrobial resistance gene (integron class 1)
utilizing the polymerase chain reaction technique (PCR). Streptomycin, ciprofloxacin and ampicillin
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presented 100% efficiency against all samples, while enrofloxacin and tetracycline showed the lowest
percentages (66.7% and 60%). The highest sample resistance was observed for tetracycline (40%) and
the lowest for trimethoprin (6,6%) and cefaclor (6,6%). The sensitivity of 15 SE samples faced with
antimicrobial substances produced by L. salivarius was 100% in the “spot on the lawn” antagonism
method, with inhibition zones varying between 16 and 24mm, while 86.7% samples (13) were sensitive
to L. reuteri forming inhibition zones of about 14 to 22mm and two (13.3%) were resistant. The
simultaneous antagonism method of diffusion into wells, utilizing free Lactobacillus supernatant,
verified antagonistic action indicative of substances of a protein nature, in which the sensitivity and
resistance of L. reuteri faced SE were 46.7% and 53.3% respectively, with inhibition zones between 13
and 15mm while L. salivarius presented 33.4% sensitivity and resistance index around 66.6%. The PCR
products of SE samples amplified for the antimicrobial resistance gene sequence (integron class 1), did
not present agarose gel band correspondent to amplification of the genome segment (900pb), then there
was no relation between the presence of antimicrobial resistance gene and SE resistance against used
drugs.

Key words: antimicrobial substances, Lactobacillus, microbial sensitivity, Salmonella, aviculture.

PERFIL DE SENSIBILIDAD DE Salmonella enterica serovariedad Enteritidis AISLADA DE
AVES, FRENTE A FARMACOS Y SUSTANCIAS ANTIMICROBIANAS PRODUCIDAS POR
Lactobacillus reuteri Y Lactobacillus salivarius.

RESUMEN

En este trabajo se verifico el perfil de sensibilidad y resistencia de 15 muestras de Salmonella enterica
serovariedad Enteritidis (SE) frente a farmacos y sustancias antimicrobianas producidas por
Lactobacillus reuteri y Lactobacillus salivarius, con deteccion ulterior del gen de resistencia
antimicrobiana (integron clase 1) utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
La estreptomicina, ciprofloxacina y ampicilina presentaron 100% de efectividad delante las muestras,
mientras que enrofloxacina y tetraciclina presentaron los porcentajes mas bajos (66.7% y 60%). La
mayor resistencia de las muestras fue observadas para tetraciclina (40%) y la menor para el trimetoprim
(6.6%) y cefaclor (6.6%). El indice de sensibilidad de las 15 muestras de SE frente a las sustancias
antimicrobianas producidas por L. salivarius fue de 100% mediante el método de antagonismo “spot on
the law”, con areas de inhibicién que variaron entre 16 y 24 mm, mientras que 86.7% muestras (13)
fueron sensibles a L. reuteri formando areas de inhibicion en torno de 14 a 22 mm y dos (13.3%)
resistentes. Mediante el método de antagonismo simultineo de difusion en pozos, usando el
sobrenadante libre de células de las muestras de Lactobacillus, se verificé la accidn antagodnica
indicativa de sustancias de naturaleza proteica, donde la sensibilidad y resistencia de L. reuteri frente a
SE fue de 46.7% y 53.3% respectivamente, con areas de inhibicion de entre 13 a 15 mm, mientras que
L. salivarius presentd indice de sensibilidad de 33.4% y resistencia en torno de 66.6%. Los productos
de PCR de las muestras de SE amplificadas para la secuencia del gen de resistencia antimicrobiana
(integron clase 1) no presentaron banda en el gel de agarosa correspondiente a la amplificacion del
segmento genoémico (900pb), no hubo relacion entre la presencia del gen de resistencia antimicrobiana y
la resistencia de SE frente a los farmacos utilizados.

Palabras-clave: sustancias antimicrobianas, Lactobacillus, sensibilidad microbiana, Salmonella,
avicultura.

INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella sdo importantes causas de infec¢des alimentares em todo o
mundo (JAY, 2000). Nos ultimos anos tem-se observado, aumento de salmonelose humana pelo
sorotipo Enteritidis (SE), relacionado com o consumo de produtos avicolas (CENTER FOR DISEASE
CONTROL, 2007), cuja transmissdo ¢ de dificil controle pela complexidade da sua epidemiologia e
por envolver grande numero de reservatorios envolvidos na excregdo fecal e contaminagdo ambiental
(ANDREATTI FILHO, 2007). Uma das agdes para controle desta enfermidade fundamenta-se no uso
de antimicrobianos, que inativa os microrganismos (PALERMO NETO, 2001), e melhoram o
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desempenho zootécnico das aves (FURLAN et al., 2004).

Diversos sorotipos de Salmonella t€m demonstrado multiresisténcia a diferentes antimicrobianos
(GUTIERREZ et al., 2000). A transferéncia de gene de resisténcia destes microrganismos ¢ mediada
por plasmideos (AMABILE-CUEVAS e CHICUREL, 1992), transposons (SALYERS et al., 1995) ou
bacteriofagos (STOKES e HALL, 1989). A resisténcia antimicrobiana ¢ relacionada a presenga do
integron que ocorre nos plasmideos ou integrados dentro do préprio cromossomo bacteriano. S&o
reconhecidos atualmente quatro classes de infegron, das quais a classe 1 é a predominante entre os
membros da familia Enterobacteriaceae, em linhagens pertencentes a microbiota entérica e patogénica
dos animais (GOLDSTEIN et al., 2001).

A alta freqiiéncia de bactérias potencialmente patogénicas para animais e seres humanos
presentes em produtos de origem animal, e o aumento da pressdo seletiva para linhagens
multiresistentes pelo uso de antimicrobianos utilizados como suplementos alimentares, levaram as
autoridades ao questionamento do uso indiscriminado de antimicrobianos como aditivos em ragdes
animais, culminando com a proibi¢ao do uso de drogas como “promotores de crescimento” pela Unido
Européia a partir de 2006 (COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2006).

As alternativas para a substituicdo dos antimicrobianos como promotores de crescimento sdo
os prebidticos, probidticos, acidificantes (acidos orgénicos), enzimas e fitoterapicos (MROZ, 2003),
que ndo causam danos a microbiota intestinal normal e ndo deixam residuos na carcaca dos animais
(FULLER, 1989). O wuso de bactérias como Lactobacillus, Pediococcus, Bacterioides e
Bifidobacterium como probidticos é fundamentado na avaliagdo de seus produtos de metabolismo,
bem como pelo seu potencial de colonizacdo em locais especificos (FRETER et al., 1983).

A eficacia e o espectro de acdo de bactérias probidticas contra microrganismos patogénicos
ocorre devido a varios metabolitos produzidos por essas bactérias (SERVIN e COCONIER, 2003)
denominados de substincias antagdnicas, que incluem os acidos orgéanicos (latico e acético),
bacteriofagos e peroxido de hidrogénio (GILLILAND e SPECK, 1972).

A producdo de proteinas especificas ou complexo de proteinas denominadas bacteriocinas
(TAGG et al., 1976; KLAENHAMMER, 1988) formadas por peptideos com acdo bactericida ou
bacteriostatica, também demonstram atividade antagénica contra microrganismos patogénicos
(BRUNO e MONTVILLE, 1993).

O presente estudo investigou o perfil de sensibilidade e resisténcia de Salmonella Enteritidis
(SE) isoladas de aves (Gallus gallus, LINNAEUS, 1758) frente a drogas e substancias antimicrobianas
produzidas por Lactobacillus reuteri ¢ Lactobacillus salivarius, e a presenca do gene de resisténcia
antimicrobiana integron classe 1 pela PCR.

MATERIAL E METODOS

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro

Foram utilizadas 15 amostras de SE para verificar o perfil de sensibilidade e resisténcia
antimicrobiana. As amostras foram isoladas de 6rgdos como figado, coragdo, saco vitelino, cecos,
baco, ovario ¢ oviduto de aves reprodutoras, poedeiras e frangos de corte no Laboratorio de
Ornitopatologia da FMVZ — UNESP — Campus Botucatu (ANDREATTI FILHO et al., 2001) e
posteriormente sorotipadas no Instituto Adolfo Lutz — Sao Paulo — SP (POPOF e MINOR, 1992).

SENSIBILIDADE DE SE FRENTE A DROGAS ANTIMICROBIANAS

O perfil de sensibilidade e resisténcia das amostras as drogas antimicrobianas: trimetoprim
(5ng), estreptomicina (10ug), enrofloxacina (5ug), ceflacor (30ug), ciprofloxacina (5ug), ampicilina
(10pg) e tetraciclina (30png) foi verificado utilizando o método de difusdo com discos CLSI/NCCLS
(2003). Cada amostra de SE foi transferida para tubos contendo SmL de caldo Miiller-Hinton e
incubadas por seis horas a temperatura de 37°C. Posteriormente as culturas foram semeadas com
auxilio de suabes estéreis em placas de Petri contendo dgar Miiller-Hinton. Para completa absor¢do da
cultura, as placas foram deixadas em repouso durante cinco minutos. Em seguida, oito discos de
antimicrobianos foram depositados sobre a superficie de cada placa com auxilio de pinca estéril e
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds este periodo, realizou-se a leitura dos halos de inibi¢do formados
ao redor dos discos. Os resultados foram analisados com auxilio de tabela padrdo como sensivel,
intermediario e resistente (CLSI/ NCCLS, 2003).
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SENSIBILIDADE DE SE FRENTE A SUBSTANCIAS ANTAGONICAS

METODO “SPOT ON THE LAWN”

A atividade inibitéria das substincias antagdnicas produzidas por amostras de Lactobacillus
reuteri e Lactobacillus salivarius frente a SE foi verificada utilizando-se os métodos de antagonismo
“spot on the lawn” e antagonismo simultaneo de difusdo em pogos.

Para o método de antagonismo “spot on the lawn” modificado de acordo com Harris et al.
(1989), as espécies de L. reuteri e L. salivarius isoladas do inglavio e cecos de matrizes pesadas em
producdo, provenientes da bacterioteca do Laboratério de Ornitopatologia (LIMA et al., 2007), foram
reativadas em caldo DeMan-Rugosa-Sharpe (MRS), com incubacdo a 37°C por 48 horas em
anaerobiose. Posteriormente, 25uL. de cada cultura foram semeados sob forma de pontos em placas de
Petri contendo agar MRS e incubadas a 37°C por 18 horas.

Apds o periodo de incubagdo, 200uL da cultura do microrganismo indicador (SE) foram
transferidos para tubos contendo 20mL de infusdo de cérebro e coracdo (ICC) acrescidos de 0,85% de
agar, previamente preparados e mantidos em banho-maria a 45°C, vertidos nas placas contendo as
culturas produtoras (L. reuteri e L. salivarius). Apos a completa solidificagdo da camada superior, as
placas foram incubadas em aerobiose a 37°C por 24 horas. O antagonismo foi detectado pela presenca
de zonas de inibi¢do ao redor das culturas.

METODO DE DIFUSAO EM POCOS

Utilizando o método de antagonismo simultaneo de difusdo em pocos de acordo com Lewus e
Montville (1991), as espécies de L. reuteri e L. salivarius foram semeadas em tubos contendo SmL de
caldo MRS modificado, acrescidos de 0,05% de glicose e incubados em aerobiose a 37°C, por 18 horas.
As culturas foram centrifugadas a 6600g por 10 minutos. Aos sobrenadantes livres de células ajustou-se
o pH para 5,5 e realizou-se a microfiltragdo com membrana de poro Millex-GV de 0,22um e 25mm de
diametro.

Posteriormente, 100uL da cultura do microrganismo indicador (SE) foram transferidos a
20mL de caldo nutriente acrescido com 0,85% de agar. O conteudo das culturas foi vertido em placas
de Petri e apds a completa solidificagdo, pocos de 6mm foram perfurados e 60uL do sobrenadante
livre de células foram depositados em cada pogo. As placas foram incubadas em aerobiose a 37°C por
24 horas. O antagonismo foi detectado pela presenga de zonas de inibicdo e mensurado da borda do
orificio (pogos) até o final da zona de inibi¢ao (mm).

DETECCAO DO GENE DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Para deteccdo do gene de resisténcia antimicrobiana (integron classe 1), foi utilizada a técnica
de PCR. O lisado das amostras de SE foi obtido do cultivo bacteriano por 24 horas a 41°C em agar
verde brilhante (AVB). Colonias foram transferidas para microtubos contendo 1,5mL de &agua
ultrapura, os quais foram agitados em vortex até atingir a turbidez equivalente ao tubo 3 (10°) da escala
de MacFarland, com posterior centrifugacdo a 30000g por 5 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado ImL de agua ultrapura. Esta suspensdo foi
submetida a temperatura de 100°C por 10 minutos, seguindo de choque térmico em gelo e
centrifugacdo a 30000g por 5 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante contendo o DNA
bacteriano foi transferido para novo microtubo e armazenado a -20°C (ALVAREZ et al., 2003).

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo do DNA foram sintetizados com
base nas seqiiéncias 5> GGC ATC CAA GCA GCA AG 3’ (primer 1) e 5 AAG CAG ACT TGA CCT
GA 3’ (primer 2) para o gene de resisténcia antimicrobiana (900pb) que integra a classe 1 - integron
(BIRNBOIM e DOLY, 1979; GOLDSTEIN et al., 2001; ALVAREZ et al., 2003).

A PCR foi realizada em termociclador (Eppendorf AG Mastercycler Gradient) com volume final
de 50uL. Aos microtubos foram adicionados tampao para PCR 1 X (100mM Tris-HCI pH 8,8 a 25°C,
50mM KCI, 15mM MgCl,), 1uM de cada um dos oligonucleotideos, 1 U de DNA Taq polimerase,
0,2mM de cada desoxinucleotideos trifosfato (ANTP), 13ul agua ultrapura e 15uL do lisado bacteriano
de cada isolado. A amplificacdo foi realizada com base no seguinte ciclo: desnaturagdo de 94°C por 10
minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, anelamento de 54°C por 1 minuto e extensao das
fitas de DNA a 72°C por 2 minutos, com extensdo final a 72°C por 10 minutos (SILVA et al., 2006).
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Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5%, contendo brometo de etidio. Como
marcador de peso molecular utilizou-se DNA ladder 100pb e a visualizagdo foi realizada em
transiluminador.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando o perfil de sensibilidade das 15 amostras de SE frente aos diferentes antimicrobianos
testados, foi verificado que a estreptomicina, a ciprofloxacina e a ampicilina apresentaram maior
efetividade (100%) frente as amostras, seguido do cefaclor e trimetoprim (93,4%). A tetraciclina

apresentou maior percentual de resisténcia (40%) frente aos isolados, conforme se verifica na Tabela
1.

TABELA 1. Sensibilidade microbiana de 15 amostras de Salmonella Enteritidis isoladas de produtos
avicolas, FMVZ — UNESP — Botucatu, 2001.

Numero de amostras Numero de amostras Numero de amostras

Antimicrobianos sensiveis / intermediarias / resistentes /

n° testadas (%) n° testadas (%) n° testadas (%)

Trimetoprim 14/15(93,4) * 00/ 15 (0,0) ** 01 /15 (6,6) ***
Estreptomicina 15/ 15 (100) 00/15 (0,0) 00/ 15 (0,0)
Enrofloxacina 10/ 15 (66,7) 05/15(33,3) 00/15(0,0)
Cefaclor 14 /15 (93,4) 00/ 15 (0,0) 01 /15 (6,6)
Ciprofloxacina 15/ 15 (100) 00/ 15 (0,0) 00/ 15 (0,0)
Ampicilina 15/15(100) 00/15(0,0) 00/15(0,0)
Tetraciclina 09 /15 (60) 00/15 (0,0) 06/ 15 (40)

* Numero de amostras sensiveis sobre o numero total de SE testadas.
** Numero de amostras intermediarias sobre o nimero total de SE testadas.
*** Numero de amostras resistentes sobre o numero total de SE testadas.

De acordo com Gellin et al. (1989), o uso indevido de drogas antimicrobianas em animais
resulta no aumento da pressdo seletiva para linhagens bacterianas multiresistentes da microbiota
normal. Entretanto, poucos estudos mostraram a relagao direta entre a exposicao aos antimicrobianos e
a presenga de bactérias resistentes nos animais, devido a limitagdo de distinguir claramente entre os
animais expostos € nao expostos aos farmacos.

O interesse pela utilizagdo de antimicrobianos na alimentagdo dos animais baseia-se no
aumento no ganho de peso, melhora da conversdo alimentar e reducao da mortalidade. Esse emprego ¢
freqiientemente referido como subterapéutico porque a quantidade utilizada ¢ inferior aquela usada no
tratamento de doengas especificas (YOUNG, 1994). Contrariamente, Nonboe (1999) relata que na
Europa o uso de antimicrobianos como aditivos na alimentacdo animal foi proibido desde 1999, com a
justificativa do possivel aumento na ocorréncia de microrganismos multiresistentes no homem.

Os paises que tem restricdes ao uso dos promotores de crescimento tornaram-se mais
eficientes no manejo de primeira linha, incluindo sistema tudo dentro/tudo fora, excelente limpeza,
desinfec¢do, nutricdo balanceada, conforto ambiental e reducao dos fatores que diminuem a imunidade
dos animais, principalmente no caso dos mais jovens. Também recorrem a produtos alternativos como
minerais, probidticos, prebidticos, imunoestimulantes, enzimas, acidificantes e extratos de plantas
medicinais (JORGE NETO e DARI, 2000).

O uso indiscriminado e inadequado de antibidticos, tanto em homens quanto em animais, tem
emergido como problema em saide em diversos paises, ja que a pressao seletiva destes farmacos sobre
bactérias patogénicas em animais também influencia o perfil de sensibilidade de bactérias virulentas
ao homem, por troca de plasmideos, principal mecanismo de resisténcia bacteriana (ALECRIM et al.,
2002).

Lactobacillus reuteri e L. salivarius apresentaram atividade antimicrobiana in vitro as
amostras de SE nos métodos de antagonismo “spot on the lawn” e antagonismo simultaneo de difusdo
em pocos. O antagonismo foi detectado pela presenga de zonas de inibigdo formadas ao redor das
culturas e mensuradas em milimetro (mm), variando entre 12 a 24 mm de diametro, conforme se
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ilustra nas Figuras 1 e 2. Todas as 15 amostras de SE revelaram sensibilidade frente a L. salivarius
pelo método de antagonismo “spot on the lawn”, com zonas de inibi¢do que variaram de 16 a 24mm.
Treze amostras (86,7%) de SE foram sensiveis a acdo das substancias antagdnicas produzidas pelo L.
reuteri formando zonas de inibi¢do que variaram de 14 a 22mm e duas resistentes (13,3%).

FIGURA 1. Agdo antagénica de Lactobacillus salivarius frente a Salmonella Enteritidis pelo método
de antagonismo “spot on the lawn”.

FIGURA 2. Agdo antagdnica de Lactobacillus reuteri frente a Salmonella Enteritidis pelo método de
antagonismo simultaneo de difusdo em pogos.

No método de antagonismo simultdneo de difusdo em pogos utilizando SE frente as espécies
de L. reuteri e L. salivarius, verificou-se a¢do antagoOnica caracteristica de substancia de natureza
protéica (bacteriocina), observadas pelas zonas de inibicdo ao redor dos pogos. O indice de
sensibilidade de SE frente a L. reuteri foi de 46,7% (7 amostras) e 33,4% para L. salivarius (5
amostras), com zonas de inibi¢do variando de 13 a 15mm. A resisténcia foi de 53,3% (8 amostras) e
66,6% (10 amostras).

Determinadas espécies de Lactobacillus utilizadas como probiodticos produzem grande
variedade de substincias antimicrobianas (MICHAEL et al., 1997), principalmente de origem protéica
denominadas bacteriocinas. A eficacia e espectro de acdo das bactérias acido laticas contra
microrganismos patogénicos sao baseados na a¢do de bacteriocinas e/ou na combinacgdo de substancias
antagbnicas como peroxido de hidrogénio, acidos organicos e bacteriofagos (GILLILAND e SPECK,
1972). Lima et al. (2007) demonstraram pelos métodos de antagonismo “spot on the lawn” e
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antagonismo simultaneo de difusdo em pogos que amostras de L. reuteri, L. salivarius e Lactobacillus
spp. apresentaram ac¢do antagoénica caracteristica de bacteriocinas frente a Enterococcus spp., Listeria
monocytogenes e Salmonella spp.

Servin e Coconier (2003) descreveram que as bactérias lacticas apresentam efeito inibitorio
sobre a multiplicagdo e a producdo de toxinas de outras bactérias. Pereira et al. (2004) investigaram o
potencial probiotico de Lactobacillus plantarum e L. fermentum ¢ verificaram inibi¢do de Escherichia
coli (EPEC e ETEC), creditado a acdo de bacteriocinas, cujas culturas probiodticas se mantiveram em
pH constante, eliminando o efeito de acidificacdo do meio devido a produgdo de acidos.

Os métodos de antagonismo “spot on the lawn” e antagonismo simultineo de difusdo em
pogos utilizados no presente estudo foram efetivos na sensibilidade do microrganismo indicador (SE),
porém o tamanho do halo de inibi¢ao bacteriano variou de acordo com o método. Resultados similares
foram observados por Rosa (1998) e Lima et al. (2007) utilizando os mesmos métodos de
antagonismo, que verificaram acdo antagdnica produzida por Lactobacillus frente a diferentes
microrganismos indicadores, aferida pela variagdo nos diametros dos halos de inibi¢do. A atividade
das bacteriocinas pode ser estimada a partir do tamanho das zonas de inibi¢do produzidas nos testes de
difusdo (MONTVILLE e WINKOWSKI, 1997).

Os produtos da PCR das amostras de SE foram amplificados usando os oligonucleotideos
dirigidos para a seqiiéncia do gene de resisténcia antimicrobiana (integron classe 1). Entretanto,
nenhuma banda em gel de agarose correspondente a amplificacdo do segmento gendmico de interesse
foi observada no presente estudo.

Uma das maiores preocupagdes quanto ao uso de antimicrobianos ¢ a selecdo de
microrganismos multiresistentes, limitando a eficiéncia teraputica e aumentando os custos de
tratamento (NOGUEIRA et al., 2005). A resisténcia antimicrobiana ¢ mediada por integron que
ocorrem nos plasmideos. Com efeito, espécies de bactérias patogénicas presentes no trato intestinal
sdo freqiientemente expostas a varios antimicrobianos, favorecendo os riscos de disseminacao de
genes de resisténcia aos farmacos (GOLDSTEIN, 2001).

CONCLUSOES

Todas as amostras de SE apresentaram amplo perfil de sensibilidade a maioria dos
antimicrobianos testados.

As amostras de L. reuteri e L. salivarius apresentaram antagonismo contra SE, indicando a agao
de substancias de natureza protéica (bacteriocina).

Nao houve relacdo direta entre a presenga do gene de resisténcia antimicrobiana (integron classe
1) e a resisténcia das amostras de SE frente as drogas antimicrobianas.
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