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RESUMO

Maximizar o ganho de peso dos animais de produgédo € uma das principais linhas de
pesquisa para aumento da produtividade na pecuaria, sendo que uma das formas €&
a adicdo de probidticos a alimentacdo animal, que sdo micro-organismos nao
patogénicos que beneficiam a saude hospedeiro, sendo a espécie Bacillus subtilis
uma das mais utilizadas. Considerando esse panorama, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar resisténcia antimicrobiana nas cepas de Bacillus subtilis (C e
E). As bactérias foram crescidas em agar nutriente (AN) e AN modificado para
esporulacdo. Em seguida realizou-se teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA) por
difusdo de discos usando os antimicrobianos: amoxicilina + acido clavulanico,
gentamicina, ceftiofur, enrofloxacina, sulfametoxazol + trimetoprim e tetraciclina.
ceftriaxona, neomicina e norfloxacina. Nas bactérias vegetativas também foi
realizada andlise da concentragdo inibitoria minima (MIC) para gentamicina,
enrofloxacina e tetraciclina por método de diluicdo seriada e para vancomicina pelo
kit comercial Laborclin®. Os resultados do teste de disco-difusdo para a forma
vegetativa indicaram que a cepa C foi resistente apenas ao sulfametoxazol e a cepa
E foi sensivel a todos os antimicrobianos. Na forma esporulada, ambas as cepas
foram resistentes a amoxicilina + acido clavulanico e sufametoxazol e a cepa C
também a tetraciclina. No teste de MIC, ambas as cepas foram sensiveis a todos os
antimicrobianos. Na forma vegetativa a cepa C foi resistente apenas ao
sulfametoxazol e a cepa E foi sensivel a todos os antimicrobianos. No teste de MIC,
ambas as cepas foram sensiveis a todos os antimicrobianos. Concluiu-se que o agar
enriquecido com metais foi eficiente para induzir esporulagado e que ambas as cepas
apresentaram padrdes aceitaveis de sensibilidade, ndo havendo resisténcia a
antimicrobianos de ultima geragéo, o que permite que sejam usadas com segurancga
como probidticos.

Palavras-chave: Antibiograma; Concentracgédo Inibitéria Minima; Probiéticos.



ABSTRACT

Maximizing weight gain of producing animals is one of the main research fields for
prouctivity raise in Pecuary, and one of the methods for so is the addition of
probiotics to animal food, which consist in non-pathogenic micro-organisms that can
benefit its host’'s health, being Bacillus subtilis on of the most used species.
Considering such panorama, the present research aimed to evaluate antimicrobial
resistance in C and E strains of Bacillus subtilis. The bacteria were grown in
conventional nutrient agar and nutritional agar modified for sporulation. Then,
antimicrobial sensibility test by disc-difusion was performed using the antibiotics
amoxicillin + clavulanic acid, gentamicin, ceftiofur, enrofloxacin, sulfametoxazole +
trimethoprim, tetraciclin ceftriaxone, neomycin and norfloxacin. In vegetative bacteria,
minimum inhibitory concentration (MIC) test was also performed for gentamicin,
enrofloxacin and tetraciclin by serial dilution method, and for vancomicin by a
Laborclin commercial test. The results for disc-difusion for the vegetative form have
indicated that C strain was resistant only for sulfametoxazole and E strain was
sensible for all antimicrobials. At sporulated form, both strains were resistant to
amoxicillin and sulfametoxazole, and C strain also to tetraciclin. For the MIC test,
both strains were sensible to all antimicrobials. In conclusion, the metal-added
nutrient agar was efficient to induce sporulation and both strains are sensible to the
tested antimicrobials, which allow them to be safely used as probiotics.

Keywords: Antibiogram; Minimum Inhibitory Concentration; Probiotics.
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1. INTRODUGCAO

O setor da agropecuaria € um dos pilares da economia brasileira, tendo
contribuido, sé no ano de 2021, com mais de 1/5 do Produto Interno Bruto (PIB)
nacional e correspondendo a 44% de todas as exportagdes realizadas no mesmo
ano; isso fez com que o Brasil se consolidasse como o0 4° maior exportador mundial
de produtos agricolas (CNA, 2021). Para manter os altos niveis de produtividade e
0Ss maiores lucros possiveis, as pesquisas do setor agropecuario sao de grande
importancia para buscar que a performance dos sistemas produtivos melhore cada
vez mais (ZAMBON et al., 2019).

Na pecuaria, dentro de suas diversas cadeias produtivas, um dos aspectos
mais importantes almejados pelas pesquisas é a busca pela maximizagao do ganho
de peso dos animais, com o melhor aproveitamento possivel das ra¢des e forragens
utilizadas na formulagdo das dietas de cada espécie. Nesse sentido, um intestino
saudavel é indispensavel para que a absor¢do dos nutrientes obtidos da dieta se dé
de maneira plena (OLIVEIRA et al., 2021).

Um dos aspectos mais importantes para garantir a saude intestinal dos
animais domeésticos é a garantia de uma microbiota entérica saudavel e formada por
micro-organismos que promovam beneficios aos animais, prevenindo a instalagao
de agentes patogénicos por competicao além de estimular de maneira direta a
absorcao de nutrientes (CARMO et al., 2021). Dentre os micro-organismos que
podem agir em beneficio da saude da microbiota intestinal desses animais, tem-se
os probidticos, definidos pela Organizagdo das Nagdes Unidas para Alimentacao e
Agricultura (FAO) como todos os micro-organismos capazes de trazer beneficios ao
hospedeiro ao serem administrados em concentragdes adequadas (FAO, 2002).
Dentre os diversos géneros bacterianos descritos como probioticos, o Bacillus spp.,
tem grande destaque, sendo que a espécie Bacillus subtilis € uma das mais
amplamente utilizadas, com diversas cepas empregadas para este fim (YIRGA,
2015).

Um aspecto importante a ser levado em consideragao para os probidticos é
seu padrao de sensibilidade aos antimicrobianos. Isso se da pelo fato de que, apesar
de os probidticos em si se tratarem de micro-organismos inécuos, a utilizagdo de
cepas resistentes pode favorecer a transferéncia horizontal de genes de resisténcia

para agentes patogénicos, desencadeando problemas graves a saude publica. Por



esse motivo, o padrdo de sensibilidade antimicrobiana deve ser constantemente
avaliado (EFSA, 2012).

Considerando o panorama apresentado, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a resisténcia de duas cepas de Bacillus subtilis (cepa C e E) a
antimicrobianos de diferentes classes farmacoldgicas, comparando resultados entre
as formas vegetativa e esporulada, visando sua posterior utilizagdo como probioticos

para animais.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Bacillus subtilis

Bacillus spp. € um dos maiores géneros bacterianos descritos, tendo
atualmente um total de 377 espécies ja descritas, com diferentes caracteristicas
fisiologicas e fungbes. De maneira geral, sdo bactérias Gram-positivas, com formato
de bastonete, tamanho maximo de 1 pym em sua forma vegetativa, que possuem
distribuicdo ampla no ambiente e apresentam capacidade de esporulagdo e de
producdo de diversos metabdlitos de grande importadncia e efeitos variados
(CAULIER et al., 2019).

O grupo de Bacillus subtilis € composto por micro-organismos mesofilicos e
neutréfilos, com raras cepas capazes de tolerar valores maiores de pH.
Originalmente, o grupo era formado por 4 espécies: B. subtilis, B. licheniformis, B.
pumilus e B. amyloliquefaciens, descobertos entre o final da década de 1970 e inicio
de 1980; desde entdo, os avangos na area de genética molecular permitiram a
melhor caracterizacdo destes micro-organismos, com a descoberta de diversas
subespécies e cepas dentro das quatro originais (FAN et al., 2017).

As cepas de Bacillus subtilis apresentam grande interesse cientifico. Além de
se mostrarem inofensivas a saude humana e animal, esses micro-organismos
produzem uma ampla variedade de compostos quimicos com diversas fung¢des de
grande interesse, como a producao de fatores antimicrobianos, antitumorais,
agentes imunossupressores, conservantes para alimentos, biossurfactantes,
compostos para controle biolégico de pragas e parasitos, dentre outros. A facilidade
de cultivo em laboratorio também € um atrativo para o desenvolvimento de

pesquisas envolvendo essas bactérias (CAULIER et al., 2019).

2.2. B. subtilis como probiético para animais

Uma importante aplicacdo de B. subtilis € a utilizagdo destas bactérias como
probidticos para os animais domésticos. Por definicdo, os probidticos sdo entendidos
COMO 0S micro-organismos nao-patogénicos que, ao serem administrados a alguma
especie animal, promovem a melhoria da saude intestinal de seus hospedeiros,
resultando em beneficios para qualidade de vida e também aumento de indices
produtivos (FAO, 2002). Como a saude intestinal interfere diretamente sobre a
absorcdo dos nutrientes, os probidticos tém potencial para melhoria de indices
zootécnicos importantes em animais de produ¢do (CARMO et al., 2021).



Os probidticos atuam sobre o organismo de seus hospedeiros de diversas
formas. O primeiro efeito € a modulagdo da microbiota intestinal, alterando sua
composi¢cao por meio do estimulo a proliferagcdo de bactérias benéficas. Essa
proliferagdo de microbiota benéfica também promove exclusdo competitiva de micro-
organismos maléficos e/ou patogénicos, reduzindo os riscos de infec¢des e também
de disbioses intestinais. Além de exclusdo competitiva, algumas espécies de
bactérias utilizadas como probidticos produzem metabdlitos antimicrobianos, o que
contribui ainda mais para o controle de microbiota maléfica, ou moduladores da
resposta imune do hospedeiro, facilitando o combate aos patégenos (OLIVEIRA et
al., 2021).

Diversos estudos apontam a aplicabilidade de B. subtilis como probidticos
para animais domésticos. No trabalho de Ayala et al. (2015), 48 porcas foram
divididas em grupos de tratamento com e sem administragcao de B. subtilis e tiveram
a composicao do leite analisada. Os autores observaram que o leite das porcas que
receberam probidtico apresentou maior teor proteico, com destaque para o0 aumento
significativo de imunoglobulinas, indicando que o uso destes pode influenciar
positivamente a saude de porcas e leitdes. Ja a pesquisa de Garcia-Marengoni
(2015), na qual avaliou-se os efeitos do tratamento de juvenis de tilapia do Nilo com
cepas de B. cereus e B. subtilis, observou que ambas as bactérias colonizaram com
sucesso o intestino dos peixes, sem prejuizos de seus indices zootécnicos e
aumentando suas taxas de glicemia, hematdcrito, concentragdo de hemoglobina e
de neutrdfilos no sangue, além de contribuir positivamente para redugéo de impactos
ambientais pela reducdo da concentracido de nutrientes nas excretas liberadas na
agua pelos individuos tratados com os probioticos. No trabalho de Barrios et al.
(2021), por fim, os autores analisaram os efeitos de B. subtilis, Lactobacillus
acidophilus e Saccharomyces cerevisiae sobre o trato intestinal de frangos de corte,
e observaram que o tratamento com esta combinagao de probidticos resultou em um
aumento da quantidade de vilosidades na regido do duodeno, bem como uma maior
largura de bases e criptas dessas vilosidades, além do aumento da quantidade de
muco nas regides de duodeno e jejuno, alteragbes que aumentam a absor¢céo de

nutrientes no intestino dos animais.
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2.3. Resisténcia aos antimicrobianos em B. subtilis

Antimicrobianos sdo todas as substancias, sejam de origem natural ou
sintética, capazes de combater micro-organismos colonizando organismos animais.
Inicialmente denominados como antibioticos, foram descobertos no inicio do século
XX, com destaque para a descoberta da penicilina em 1929 que constituiu um
grande marco para a medicina humana e também para a saude animal. A partir da
Segunda Guerra Mundial, a busca pelo desenvolvimento de novos antimicrobianos
assumiu grande destaque, uma vez que se observou que sua utilizagdo aumentou
de maneira expressiva a expectativa de vida de humanos e animais, além de
diminuir perdas nas cadeias produtivas de animais domésticos, pelo fato de diversas
doencas antes letais se tornaram facilmente trataveis (RIBEIRO; CORTEZI,
GOMES, 2018).

Com o uso frequente dos antimicrobianos, observou-se também uma pressao
de selecdo que fez e ainda faz com que varias bactérias desenvolvam mecanismos
de resisténcia aos antimicrobianos. A resisténcia antimicrobiana € descrita como a
capacidade de uma bactéria de desenvolver mecanismos que sejam capazes de
torna-la imune aos efeitos de um dado principio ativo. O processo de aquisicdo da
resisténcia antimicrobiana envolve diversos fatores, desde a pressao de selegao
pela exposicdo excessiva aos farmacos, até os processos de troca de material
genético entre bactérias (COSTA; SILVA-JUNIOR, 2017). Quando uma bactéria
apresenta resisténcia a antimicrobianos de trés ou mais classes farmacoldgicas,
passa a ser considerada como multirresistente (ANVISA, 2021).

Diversos mecanismos estdo envolvidos no surgimento de resisténcia
antimicrobiana em uma bactéria. Para B. subtilis, assim como para diversas outras
bactérias gram-positivas, o principal mecanismo verificado se da pela producéo de
proteinas de protecédo ribossomal (RPPs), que ocupam o sitio de agdo dos
antimicrobianos sobre os ribossomos destas bactérias, levando a alteracbes de
conformacdo desses sitios e consequentemente impedindo a agdo dos
antimicrobianos por inibicdo competitiva (CROWE-MCAULIFFE et al., 2018).

2.4. Orientagoes de avaliagao de resisténcia antimicrobiana em
cepas utilizadas como probiéticos na alimentagao animal

Embora o Bacillus subtilis em si seja uma espécie bacteriana inécua para

seres humanos e animais, a presenga de resisténcia antimicrobiana neste género
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deve ser acompanhada rigorosamente, uma vez que as bactérias possuem
mecanismos de compartilhamento de material genético entre si; por esse motivo
Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (“European Food Safety Authority” —
EFSA) estabelece parametros para a testagem de resisténcia antimicrobiana em
micro-organismos designados para utilizagdo como aditivos para alimentagéo
humana e animal, incluindo os probidticos. O comité estabelece parametros de
concentracao inibitéria minima (MIC) que devem ser respeitados para que um micro-
organismo seja considerado suscetivel a antimicrobianos e, desta forma, esteja apto

para ser um aditivo alimentar (EFSA, 2012).

12



3. METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Doengas
Infectocontagiosas da Universidade Federal de Uberlandia (LADOC-UFU), localizado
na sala 33 do bloco 2D do campus Umuarama da instituicdo, no municipio de
Uberlandia, Minas Gerais. Foram utilizadas as cepas C e E de Bacillus subtilis
disponiveis no LADOC-UFU, previamente acondicionadas em caldo infusdo cérebro

coragao (BHI) ou leite e congeladas a -70 °C.

3.1. Crescimento das bactérias
As bactérias foram estriadas em agar nutriente (AN) modificado para
esporulagdo contendo 10,25mg/mL de magnésio e 3,07mg/mL de manganés. Este
meio de cultura promove a esporulagdo das bactérias, porém algumas ainda
permanecem em forma vegetativa no meio. As formas vegetativas foram crescidas

em agar nutriente. A temperatura de incubacgéo foi de 33°C por 24 horas.

3.2. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

As cepas esporuladas foram submetidas ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos pelo método de difusdo de discos de Kirby-Bauer. Uma algada de
colénias foi coletada, colocada em solugdo salina e homogeneizada, em seguida
padronizada com escala visual de MacFarland a 0,5 e entdo semeada em cinco
direcdes em placas de Petri com agar nutriente modificado. Os testes foram
realizados em triplicata (CLSI, 2021). Em seguida, foram colocados discos de
antimicrobianos nas placas, que foram entdo incubadas a 33°C por 48 horas. Apos a
incubagao, realizou-se a medida dos halos inibitérios formados ao redor de cada
disco, com auxilio de uma régua, e os valores foram comparados aos valores da
tabela do “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI) para Staphylococcus
sp. (CLSI, 2021). A escolha do parametro se deu pelo fato de que ndo ha valores
especificos de Bacillus sp. nas tabelas CLSI, tendo sido convencionada a utilizagao
de Staphylococcus sp. por ambas se tratarem de bactérias Gram-positivas, terem
consideravel proximidade filogenética e por isso apresentarem mecanismos
similares de aquisicado de resisténcia (ZHANG et al., 2020).

As cepas em forma n&o-esporuladas foram submetidas ao mesmo teste,
embora utilizando-se de agar Muller-Hinton no lugar do agar nutriente, para que as

bactérias crescessem em sua forma vegetativa. Os antimicrobianos escolhidos para
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as bactérias esporuladas foram: amoxicilina + &cido clavulanico, gentamicina,
ceftiofur, enrofloxacina, sulfametoxazol + trimetoprim e tetraciclina. Para a forma
vegetativa foram utilizados estes mesmos antimicrobianos e também ceftriaxona,
neomicina e norfloxacina. Os antimicrobianos para este teste foram escolhidos com
base na recomendacdo da EFSA, que cita estes farmacos como estratégicos para
acompanhar a aquisicdo de resisténcia por parte dos probioticos (EFSA, 2012) Os
resultados das bactérias em forma vegetativa e esporulada foram comparados

visando analisar se a esporulagao destas bactérias aumenta sua resisténcia.

3.3. Anadlise da concentragao inibitéria minima

Além do teste de difusdo, também realizou-se o teste de microdiluicdo em
caldo para analise de concentracdo inibitéria minima (MIC) dos antimicrobianos
gentamicina, eritromicina, tetraciclina e vancomicina. Para os trés primeiros,
realizou-se a diluicdo em meio de cultura caldo Mduller-Hinton para obtencido de
concentracdo de 256 upg/mL para tetraciclina e 64 ug/mL para gentamicina e
eritromicina. Foi utilizada uma placa para cada antimicrobiano e os testes foram
realizados em duplicata. Em seguida, 200uL das solugbes de antimicrobianos com
esta concentracédo inicial foram colocadas na primeira fileira da placa de 96 pocos.
Nos pogos subsequentes de cada coluna, foram adicionados 100uL de caldo Muller-
Hinton. Em seguida, realizou-se a diluicdo seriada de cada antimicrobiano, retirando-
se 100uL da solugao do primeiro pogo e transferindo para o subsequente na mesma
coluna, descartando o mesmo volume da ultima fileira de pocos, de modo que todos
os pogos ficaram com 100uL de solugao. Em seguida, adicionou-se 80uL de caldo
Mdaller-Hinton em cada pogo, seguidos de 20uL da solugdo de cepa bacteriana
previamente diluida em salina em tubo falcon de 15mL e padronizada a 0,5 na
escala de MacFarland. Em seguida, a placa foi incubada em estufa a 33°C por 24
horas. Ao final deste periodo, realiza-se a leitura da turbidez de cada poco,
comparando com os padrdes estabelecidos pelas tabelas do CLSI para Bacillus spp.
(CLSI, 2021). Para a vancomicina, por sua vez, utilizou-se o kit Laborclin®, para o
qual uma algada de bactérias foi dissolvida em solugao salina estéril e padronizada
com escala de MacFarland a 0,5 e em seguida foi diluida em proporg¢ao 1:20 em um
segundo tubo, que em seguida foi diluido em propor¢cédo 1:10 em um terceiro tubo.
100 uL da solucdo deste ultimo tubo foram colocados em cada um dos 10 pogos que

compdem o cassete do teste rapido (um controle e 9 concentragdes de vancomicina)
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que em seguida foi incubado por 20 horas 33°C. Apds esse periodo, observou-se a
formacéo de precipitados nos pogos, sendo a concentragdo minima definida como a
do primeiro pogo sem formagdo de precipitado. Os resultados também foram
comparados com a tabela CLSI para Bacillus spp. (CLSI, 2021; LABORCLIN, 2019).

15



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de halos de inibi¢do (cm) para cepas C e E de Bacillus subtilis, em forma vegetativa, para nove

antibioticos.

VALORES CLSI 2021 (cm)

CEPA  ANTIMICROBIANO MEDIDA RESULTADO
HALO (cm)
S I R
Amoxicilina + 29 >18 14-17 <13 SENSIVEL
Clavulanato ’ ’ ’ ’ ’
Ceftiofur 3,3 * * * *
Ceftriaxona 25 223 20-22 <1, SENSIVEL
Enrofloxacina 3,5 223 20-22 <A1, SENSIVEL
(] Gentamicina 25 215 13-14 <1, SENSIVEL
Neomicina 3 * * * *
Norfloxacina 3 217 13-16 <12 SENSIVEL
Sulfametoxazol + RESIST. 216 11-15 <10 RESISTENTE
Trimetoprim ]
Tetraciclina 2.6 21,9 15-18 <14 SENSIVEL
Amoxicilina + 3 >18 14-17 <13 SENSIVEL
Clavulanato — ’ ’ -
Ceftiofur 3,2 * * * *
Ceftriaxona 35 223 20-22 <1, SENSIVEL
Enrofloxacina 3,7 223 20-22 <A1, SENSIVEL
E Gentamicina 35 215 13-14 <1, SENSIVEL
Neomicina 3,2 * * * *
Norfloxacina 35 217 13-16 <12 SENSIVEL
Sulfametoxazol + 3 516  11-15 <10 SENSIVEL
Trimetoprim ' ’ ' ' ]
Tetraciclina 3,1 1,9 15-1,8 <14 SENSIVEL

*: sem valores de referéncia na tabela CLSI. S: Sensivel; |: Intermediaria; R: Resistente.

Fonte: Autoria prépria, 2022.

Pode-se constatar que a cepa C apresentou

resisténcia apenas

Os resultados do antibiograma para as cepas em sua forma vegetativa sao

ao

sulfametoxazol + trimetoprim, ao passo que a cepa E foi sensivel aos nove

antimicrobianos.

em agar modificado para esporulagéo.

Na Tabela 2, sdo demonstrados os resultados para o antibiograma das cepas
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Tabela 2. Valores de halos de inibicdo (cm) para cepas C e E de Bacillus subtilis, em forma esporulada, para seis
antibidticos.

MEDIA VALORES CLSI 2021
CEPA  ANTIMICROBIANO MEDIDA RESULTADO
HALO (cm) s | R
Amoxicilina + 1,2 >18 14-17 <13  RESISTENTE
Clavulanato
Ceftiofur 1,0 * * * *
c Enrofloxacina 3,4 223 1,7-2,2 <16 SENSIVEL
Gentamicina 2,7 >15 13-14 <12 SENSIVEL
Sulfametoxazol + 0,0 >19 15-18 <14  RESISTENTE
rimetoprim
Tetraciclina 2,1 >18 14-17 <13 SENSIVEL
Amoxicilina + 11 >18 14-17 <13  RESISTENTE
Clavulanato
Ceftiofur 0,6 * * * *
E Enrofloxacina 2,5 >23 17-22 <16 SENSIVEL
Gentamicina 1,8 >15 13-14 <12 SENSIVEL
Sulfametoxazol + 0,0 >19 15-18 <14  RESISTENTE
Trimetoprim
Tetraciclina 13 >18 14-17 <13 RESISTENTE

*: sem valores de referéncia na tabela CLSI; S: Sensivel; I: Intermediaria; R: Resistente.
Fonte: Autoria propria, 2022.

Partindo da média entre os tamanhos dos halos dentre as repetigdes,
observou-se que a cepa C em meio de esporulagao foi resistente a amoxicilina +
acido clavulanico e sulfametoxazol + trimetoprim. Para as placas individualmente,
observou-se que a terceira repeticdo desta cepa foi resistente também a tetraciclina,
porém as demais foram sensiveis, resultando numa média também sensivel. Para a
cepa E, por sua vez, considerando a meédia entre as trés repeticbes, houve
resisténcia para amoxicilina + acido clavulanico, sulfametoxazol + trimetoprim e
também tetraciclina. Analisando resultados individuais das placas, a primeira placa
de amoxicilina + acido clavulanico apresentou-se sensivel, a segunda intermediaria
e a terceira resistente. Para enrofloxacina e gentamicina, as duas primeiras
repeticbes apresentaram-se sensiveis placas formaram halos sensiveis, enquanto a
terceira nao formou halo, indicando resisténcia. Para a tetraciclina, por sua vez, o
tamanho do halo da primeira placa caracteriza resisténcia intermediaria, a segunda
caracteriza sensibilidade e a terceira resisténcia, resultando numa média resistente.
Tal resultado esta de acordo com o observado na literatura sobre o aumento da
resisténcia antimicrobiana decorrente da esporulagdo (BARREIRA, 2020). Ficou
claro na leitura das placas que a resisténcia aparece pelo crescimento microbianos

préximo ao disco do antimicrobiano (Figura 1). Assim, essa discrepancia entre
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resultados para a mesma cepa e o0 mesmo antibiético nas repeticdes é explicada

pelo fato de haver cepas esporulada e vegetativas na mesma placa.

(A)

(B)

Figura 1. Teste de sensibilidade antimicrobiana pelo método de disco-difusdo para cepas C (A) e E (B) de
Bacillus subtilis. (Fonte: Acervo pessoal, 2022).

Os resultados para o teste de concentragdo inibitéria minima (CIM) sao

apresentados a seguir na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de concentracéo inibitéria minima (MIC) para cepas C e E de Bacillus subtilis, em forma
germinativa, para quatro antimicrobianos.

CLSI 2021
CEPA  ANTIMICROBIANO MIC (ug/mL) RESULTADO
S | R
Gentamicina 1 <4 8 216 SENSIVEL
Eritromicina 0,25 <05 1--4 >8 SENSIVEL
Tetraciclina 0,25 <4 8 216 SENSIVEL
C Vancomicina 0,25 <4 8--16 =32 SENSIVEL
Gentamicina 1 <4 8 216  SENSIVEL
Eritromicina 0,25 <0,5 1--4 >8 SENSIVEL
Tetraciclina 0,25 <4 8 216 SENSIVEL
E Vancomicina 0,25 <4 8--16 =32 SENSIVEL

S: Sensivel; I: Intermediaria; R: Resistente.
Fonte: Autoria propria, 2022.

Foi possivel observar que ambas as cepas se apresentaram sensiveis a todos
os antimicrobianos testados pela técnica do MIC. E importante que os micro-
organismos utilizados como probidticos sejam sensiveis, porque, mesmo estes
sendo incapazes de desencadear doencgas, ainda € possivel que, ao entrarem em
contato com outras bactérias patogénicas, estas consigam adquirir os genes de
resisténcia desses probidticos, e com isso causar complicacbes ao paciente
originalmente afetado e possivelmente se espalhar para outros individuos
(FERREIRA; SILVA; BETTIOL, 2017).

Com 48 horas de exposi¢cao ao meio aditivado com metais, este ja se mostrou
capaz de induzir a esporulacdo das bactérias, demonstrada pelo aumento de sua
resisténcia aos antimicrobianos para os quais haviam sido testados na forma
vegetativa. Isto comprova que o método é eficiente para indugcdo de esporulacéao
bacteriana em laboratério (RABINOVICH, 1971).

O método de concentracgéo inibitéria minima ( CIM) é um importante aliado na
avaliagao de resisténcia antimicrobiana, uma vez que permite saber com alto grau
de exatiddo a dose necessaria de um determinado farmaco para eliminacao
completa de um dado micro-organismo, o que também permite inferir o quao perto
estd um micro-organismo de superar as doses terapéuticas de um medicamento e
passar a se tornar resistente a este (ANVISA, 2021). No presente trabalho, os
resultados encontrados demonstraram um padrdo de sensibilidade dentro do

preconizado pelos parametros internacionais para os antimicrobianos testados,
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apontando de uma maneira mais precisa que de fato estas cepas estdo aptas para
utilizacdo como probidticos sem representar qualquer risco a saude humana ou

animal.

20



5. CONCLUSAO

Ambas as cepas de B. subtilis estudas apresentam um padrdo de
sensibilidade compativel com as normas internacionais para utilizagado como aditivos
em alimentacdo humana e animal, sendo considerados aptos para utilizagcdo como

probiéticos.
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