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ABSTRACT .-

Silva E.N., Santos D.S. & Hip6lito O. 1985. [Production of bacteriocins by

Salmonella isolated from chickens and turkeys.] Produgdo de bacteriocinas por salmonelas iso-
ladas de galinhas e perus. Pesquisa Veterindria Brasileira 5(4): 143-144. Fac. Med. Vet. Zootec.,
USP, Av. Corifeu de Azevedo Marques 2720, Sdo Paulo, SP 05340, Brazil.

Production of bacteriocins was investigated in 24 strains of Salmonella isolated from two
flocks of birds: one of breeder turkeys and another of breeder chickens, both apparently
healthy. Eleven strains of S. typhimurium, two of S. saintpaul, two of S. eimsbuettel and nine
of S. arizonae were used in this experiment. All strains but S. arizonae produced bacteriocins.
As far as bacteriocinogenicity was concerned, the strains tested apparently belonged to two

groups.

INDEX TERMS: Bacteriocins, Salmonella, chickens, turkeys.

SINOPSE. - Investigou-se a produgdo de bacteriocinas ‘de 24
amostras de salmonela isoladas de dois lotes de aves: um de
perus e outro de galinhas reprodutoras, aparentemente nor-
mais. Foram testadas onze amostras de Salmonella typhimu-
rium, duas de S. sgintpaul, duas amostras de S. eimsbuettel e
nove S. arizonae. Todas as amostras, com exce¢do de S. arizo-
nae, produziram bacteriocinas. Neste estudo, houve formagio
de dois grupos do ponto de vista de bacteriocinogenicidade.

TERMOS DE INDEXACAO: Bacteriocinas, salmonela, galinhas, perus.

INTRODUGAO

Um dos problemas que os bacteriologistas encontram para o
rastreamento epidemioldgico de um determinado microrganis-
mo ¢ a auséncia de elementos que possibilitem esta caracteriza-
¢d0. Uma saida, tem sido procurada, com a determinagdo da
produgdo de bacteriocinas, que sdo substdncias bactericidas de
natureza protéica. Em algumas bactérias gram-negativas estao
associadas com lipopolissacdrides. Sao sintetizadas por certas
amostras e agem sobre a mesma espécie ou espécie relaciona-
da. Sabe-se que a producgdo de algumas bacteriocinas é deter-
minada por fatores citoplasmdticos os quais também confe-
rem a célula produtora, resisténcia a sua agdo (Nomura 1967,
Reeves 1965). Sdo denominadas de arizonacinas quando pro-
duzidas por amostras de Salmonella arizonae (Reeves 1965).

Arizonacinas foram detectadas em 33 entre 220 (15%)
amostras testadas (Hamon & Perén 1963). Jakovina et al.
(1973) testaram a produc¢do de bacteriocinas de 65 amostras

! Aceito para publica¢do em 23 de setembro de 1985.

2 Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Universidade de
S30 Paulo, Av. Corifeu de Azevedo Marques 2720, S3o Paulo, SP 05340.

3 Escola Paulista de Medicina, Rua Botucatu 862, Sio Paulo, SP
04023.

de salmonelas pertencentes a vérios sorotipos isolados de aves
e de ra¢do e observaram que apenas algumas amostras de sal-
monelas do sorogrupo B produziram bacteriocinas.

Neste experimento, investigou-se a produ¢do de bacterioci-
nas de 24 amostras de salmonelas isoladas, num periodo de
seis meses, de dois lotes de aves: um de perus e outro de gali-
nhas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 24 amostras de salmonela isoladas de dois lotes de
aves: um de perus e outro de galinhas reprodutoras aparentemente nor-
mais. As amostras estavam distribuidas da seguinte maneira: onze amos-
tras de Salmonella typhimurium, sendo seis e quatro isoladas de fezes ce-
cais de galinhas e perus, respectivamente; e uma amostra isolada de em-
brido de galinhas. Duas amostras de S. szintpaul isoladas, uma de cada,
de fezes cecais de galinhas e perus. Duas de S. eimsbuettel e nove S.
arizonae (Ar. 7:1,7,8:—) isoladas de embriGes de perus.

Para a determinagdo da produgdo de bacteriocinas das amostras de
salmonela isoladas, utilizou-se as amostras Escherichia coli K12 711 F~
resistente ao acido nalidixico e sensivel as bacteriocinas e, como contro-
le da produgdo de bacteriocina, a amostra E. coli K12 JC 411 produtora
de colicina em fungdo doplasmideo col Ej.

Os seguintes meios de cultura foram utilizados: meio TSB — Tryptic
Soy Broth (Difco) acrescido de timina 10 tg/ml do meio) e vitaminas
B; (10 pg/ml do meio) distribuidos em tubos de ensaio de 16x160 mm;
meio TSA — Tryptic Soy Agar (Difco) acrescido de 20 ug/ml de acido
nalidixico (solugdo a 5 mg/ml) distribuido em placas de Petri de 10 cm
de didmetro contendo 20 ml por placa; Top agar — TSB adicionado de
0,75% de agar, mais 20 pg/ml de dcido nalidixico (solugdo a0,5 mg/ml).

As amostras a serem testadas foram semeadas em tubos contendo 5
ml de TSB e incubados a 379C por 24 horas sob agitagdo constante.
Apds o perfodo de incubagdo, 1 ml do crescimento em TSB era trans-
ferido para tubo de ensaio de 10 x 100 mm e centrifugado a 3.500 rpm .
por 20 minutos em centrifuga refrigerada a 20C. Apés centrifugacdo,
o sobrenadante de cada amostra era semeado na superficie do agar da
placa de Petri, utilizando-se alga de platina calibrada para conter 10 ug.
As placas eram incubadas a 37°C e a leitura feita apds 24 horas.

As placas de Petri eram preparadas-e, apos solidificagdo, era adicio-
nada uma nova camada de 2 ml de Top agar pelo método de
“pour-plate” contendo 0,2 ml da amostra de E. coli K12 sensivel as
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bacteriocinas cultivada em TSB por 24 horas a 37°C sob constante agi-
tagdo.

As amostras produtoras de bacteriocinas eram reveladas pela forma-
¢do de um halo de inibi¢do do crescimento no local da semeadura apds
o periodo de incubagio.

Em cada placa foram testadas 11 amostras de salmonela e um con-
trole constituido por uma amostra de E. coli K12 produtora de colici-
na.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro 1 apresenta os resultados da produgdo de bacterioci-
nas pelas amostras de salmonela testadas frente 4 amostra sen-
sivel de Escherichia coli. Todas as amostras, com excegdo de
Salmonella arizonae, produziram bacteriocinas. ,

A determinagdo da produgdo de bacteriocinas tem sido tes-
tada como maneira adicional no rastreamento epidemiol6gico
de determinados microrganismos, i semelhan¢a da fagotipa-
gem. Abbott & Shannon (1958) trabalhando com Shigella
sonnei, observaram que a determinag¢do da produgdo de colici-
nas é tecnicamente mais simples, de resultados reprodutiveis
além de reduzir o nimero de amostras ndo tipiveis quando
comparada 3 fagotipagem. Embora tenhamos dividido as amos-
tras de salmonela estudadas em dois grandes grupos do simples
ponto de vista de produgdo de bacteriocinas, estes resultados
ndo permitem tirar conclusdes com relagdo ao rastreamento
epidemiol6gico. Mesmo trabalhando com 150 amostras de
Salmonella dublin onde Wray & Clarke (1974) encontraram 19
padrGes estaveis e reprodutiveis de sensibilidade s bacterioci-
nas, esta propriedade mostrou-se de pouco valor pratico como
marcador epidemioldgico, porque 130 destas amostras foram
resistentes as bacteriocinas empregadas. Este fato também se
repetiu nos trabalhos de Madureira et al. (1982) onde apenas
39 amostras (15%) de S. agona mostraram-se colicinogénicas
entre 250 testadas. Também, Madureira et al. (1983) nio con-
seguiram estabelecer relacdo entre um dado sorotipo de salmo-
nela e a colicina produzida, uma vez que encontraram num
mesmo sorotipo diferentes padrées de produgao de colicinas e,
sorotipos diferentes com igual tipagem colicinogénica. Na ver-
dade, a propriedade bacteriocinogénica é relativamente comum
entre sorotipos de salmonela do grupo B, particularmente S.
typhimurium e, rara entre outros sorogrupos de salmonela
(Hamon & Peron 1966, Jakovina et al. 1973).

Nas amostras examinadas, apenas as de S. arizonae, na sua
totalidade, ndo se mostraram bacteriocinogénicas. Sabe-se que
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as bacteriocinas sintetizadas pelas salmonelas sfo diferentes na
sensibilidade a agentes fisicos, quimicos e biolégicos das colici-
nas e também das pneumocinas, aerocinas € marcecinas, mas
sdo estritamente relacionadas ds bacteriocinas de S. arizonae
(Hamon & Peron 1966). Nos estudos de Hamon & Per6on
(1963) as bacteriocinas produzidas por S. arizonae apresenta-
ram propriedades nitidamente diferentes das colicinas.

Quadro 1. Produgdo de bacteriocinas por salmonelas isoladas de gali-

nhas e perus
. . N%de  Produgdo de
Sorotipo Origem Ave amostras bacteriocinas
S. typhimurium  Fezes cecais  perus 4 positivo
galinha 6 positivo
Embrido galinha 1 positivo
S. saintpaul Fezes cecais  perus 1 positivo
galinha 1 positivo
S. eimsbuettel =~ EmbriGes perus 2 positivo
S. arizonae Embrides perus 9 negativo
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