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RESUMO

O uso indiscriminado de agrotoxicos ocasiona prejuizos ao meio ambiente ¢ também a satde
humana, devido a sua toxicidade. Uma alternativa para mitigar os impactos causados pelos
agrotoxicos ¢ a biodegradagdo dessas substancias por bactérias. O objetivo dessa pesquisa foi
selecionar bactérias potencialmente degradadoras de agrotoxicos isoladas do estuario do Rio
Jaguaribe, no semiarido do Ceara. Foram realizadas trés coletas em trés pontos previamente
estabelecidos, variando de acordo com o gradiente de salinidade (doce, salobre e salgado). Em
cada ponto foram coletadas amostras de dgua e de sedimento. As amostras foram inoculadas
em meios de cultura convencionais ¢ meios de cultura com adigdo de um mix contendo os
agrotoxicos: picloram, metil paration e atrazina. Essa diferenciacdo dos meios serviu para
observar a influéncia da presen¢a da substancia seletiva (mix de agrotoxico) sobre a contagem
total das bactérias cultivaveis. Em seguida, as estirpes foram isoladas, quantificadas,
identificadas e submetidas aos testes de antibiograma e cura de plasmidio. A contagem das
bactérias variou de 18,6 x 10%a >250 x 10° est. para as amostras de agua, de 180 x 10'a 159,5
x 10” para as amostras de sedimento controle e de 145 x 10" a >250 x 10° est. para as amostras
de sedimento com agrotdxico. Dentre os isolados, as bactérias Gram-positivas (63%) se
sobressairam sobre as bactérias Gram-negativas (37%). Do total de isolados, 86% foram
identificadas até o nivel de género e 14% foram identificadas até o nivel de filo. Do total de
estirpes isoladas, 61% apresentaram resisténcia a um ou mais antibioticos ¢ o maior perfil de
resisténcia observado foi referente aos antimicrobianos Penicilina e Ampicilina. Das estirpes
que foram submetidas ao procedimento de cura de plasmidio, 61% apresentaram resisténcia
potencialmente cromossdmica ¢ 19% apresentaram resisténcia plasmidial. Os resultados
mostraram que foi possivel isolar bactérias com potencial degradador ¢ que a equivaléncia
encontrada entre as populagdes de bactérias totais e degradadoras de agrotoxicos no estuario
do rio Jaguaribe ¢ um fator importante, do ponto de vista ecoldgico, indicando que a presenca
de substancias quimicas poluidoras vem exercendo uma pressdo seletiva na comunidade

microbiana local.

Palavras chave: comunidade bacteriana, contaminagao, pesticidas, biodegradagio.



ABSTRACT

The indiscriminate use of pesticides causes damage to the environment and human health as a
result of its toxicity. An alternative to mitigate the impacts of pesticides is the biodegradation
of these substances by bacteria. The objective of this research was to select potentially
pesticide-degrading bacteria isolated from the estuary of Jaguaribe River, semiarid of Ceara
state. Three collections were carried out at three points previously established according to
salinity gradient (fresh, brackish and salt water). In each point were collected water and
sediment samples. The bacterial strains were inoculated onto conventional culture medium
and culture medium added by mix of pesticides picloran, metil parathion and atrazine. This
differentiation media was used to observe the influence of the presence of selective substance
(pesticide mix) on the count of total cultivable bacteria. Then, the bacteria were isolated,
quantified, identified and submitted to antimicrobial susceptibility test and plasmid curing.
The bacterial counts were ranged of 18,6 x 10*a >250 x 10° UFC.mL" est. for water samples,
180 x 10" a 159,5 x 10° UFC.g" for control sediment samples and 145 x 10" a >250 x 10°
UFC.g" est. for sediment samples onto pesticide mix culture medium. Among the strains,
67% were Gram-positive bacteria, while 37% Gram-negative. Of the total strains, 86% were
identified until genus and 14% until phylum. Furthermore, 61% of strains were resistant to
one or more antibiotics and a largest profile was observed resistance to penicillin and
ampicillin. Of the strain subjected to plasmid curing, 61% had potentially chromosomal
resistance and 19% had plasmid-mediated resistance. The results showed that was possible to
isolate potentially degrading-bacteria. Also, from an ecological point of view, the equivalence
found among the total population and pesticide-degrading bacteria in the estuary of the river
Jaguaribe is an important factor, indicating that the presence of polluting chemicals has

exerted a selective pressure on the local microbial community.

Keyword: bacterial community, contamination, pesticides, biodegradation
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1 INTRODUCAO

Com o inicio da “Revolucdo Verde”, na década de 1950, modificagdes
significativas foram observadas tanto no processo tradicional de produ¢éo agricola, como nos
seus impactos sobre o ambiente e sobre a saiide humana. Tecnologias mais modernas
passaram a ser usadas tendo como base o uso extensivo de agentes quimicos visando o
controle de doengas, a protegdo contra pragas e insetos e o consequente aumento da
produtividade (MOREIRA et al., 2002).

O padrdo agricola estabelecido no periodo do pos-guerra teve sua base firmada na
mecanizagao, técnicas de irrigagdo, cultivos potencialmente rentaveis e, principalmente, no
uso de agroquimicos como agrotoxicos, fertilizantes e corretivos como meios de elevar a
produtividade. Existe, portanto, uma estreita relagdo entre a agricultura intensiva moderna e a
utilizagdo de agrotoxicos (SPADOTTO, 2006).

A utilizagdo desses produtos em sistemas abertos como o meio ambiente,
impossibilita o efetivo controle e protecdo dos compartimentos ambientais (4gua, solo, ar) e
dos ecossistemas (ABRASCO, 2015). Os agrotoxicos podem ser persistentes, moveis e
toxicos. Tendem a acumular no solo e na biota, podendo chegar as aguas superficiais através
do escoamento e as aguas subterrdneas por meio da lixiviagdo. Seu uso intensivo esta
associado a contamina¢do de alimentos, & degradacdo ambiental e agravos a satde da
populagdo, tanto dos consumidores como dos trabalhadores que lidam diretamente com esses
produtos (BRASIL, 2010a).

No Brasil, o agronegocio tem gerado impactos ambientais na regido Nordeste,
sendo a agricultura um dos principais fatores de poluicdo difusa de aguas e solos por
fertilizantes ¢ agrotoxicos (PINHEIRO; AMARAL; CARVALHO, 2010). No Gltimo censo
agropecudrio realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Ceara
apareceu como o quarto estado brasileiro em niimero de estabelecimentos que utilizam
agrotoxicos (BRASIL, 2006a).

O agronegocio da fruticultura irrigada vem se desenvolvendo no Ceara em regides
como a do Baixo Jaguaribe. Devido ao modelo quimico-dependente de agrotdxicos, a cadeia
produtiva do agronegécio se configura como um processo de insustentabilidade ambiental
(ABRASCO, 2015). Essa situagio ¢ ainda mais critica quando consideramos a fragilidade

hidrica do nosso estado.
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O Rio Jaguaribe é o maior curso d’agua do estado do Ceara. Tem sua nascente na
serra da Joaninha no municipio de Taud e desdgua no Oceano Atlantico, no municipio de
Fortim. Sua bacia ¢ considerada uma das mais importantes em termos socioecondmicos do
Ceara (OLIVEIRA, 2012).

A conservacdo e¢ o controle de ecossistemas estuarinos tem sido de grande
importancia, visto que, esses ambientes apresentam um quadro preocupante de contaminagdo
dos sedimentos e das aguas superficiais por substincias quimicas toxicas (DOMINGUES,
2007).

A biodegradacdo de agrotoxicos por bactérias surge como uma alternativa de
mitigacdo dos impactos causados por essas substincias no meio ambiente (SANTOS 2013).

A biodegradagdo de poluentes organicos ¢ um processo que, para algumas substincias, pode
demorar anos, por isso a utilizacdo de microrganismos como alternativa que acelera esse
fendmeno natural (MELO 2006).

A biorremediagdo ¢ a alternativa ecologicamente mais adequada para mitigacao
de areas afetadas ao possibilitar a degradagdo do poluente por processos naturais (BONONI et
al.,2008). Por consequéncia, levando em conta a necessidade de técnicas viaveis para mitigar
as areas contaminadas, a bioprospeccdo de bactérias com potencial biotecnologico tem se

tornado uma etapa necessaria dentro das chamadas tecnologias limpas (SILVA, 2014).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estuarios

Os estuarios podem ser definidos como uma regido costeira semifechada onde ha
mistura da agua doce do rio com a dgua do mar, sendo ambientes que apresentam altas
variagdes fisico-quimicas (SCHMIEGELOW, 2004). Sao importantes areas de reprodugao,
alimentacdo e refiigio de varias espécies e configuram-se como um dos ambientes mais
importantes da zona costeira (DANTAS, 2011).

Os estuarios sdo, portanto, areas de transicdo entre oceano e continente e que
servem como habitat natural de diversas comunidades bioldgicas, além de serem
fundamentais para o desenvolvimento urbano, social e econdémico de cidades que o
circundam. Porém, os estudrios, apresentam caracteristicas que sao propicias a acumulaggo de
poluentes oriundos de atividades antrépicas, tais como os agrotoxicos (DUAVI, 2013).

Nas tultimas décadas, devido ao crescimento urbano ¢ a intensificagdo de algumas
atividades como a carcinicultura, houve um aumento do uso e ocupagdo de regides estuarinas
(COSTA, 2013), tornando esses ecossistemas em ambientes frageis e vulneraveis devido as
pressdes antropicas e¢ causando um desequilibrio em sua dinidmica natural (ARAUJO;
FREIRE, 2007). Represamento de rios, agropecudria ¢ outras atividades antropicas realizadas
nas bacias de drenagem ou nas areas adjacentes ao estuario também promovem impactos
sobre esse ecossistema (TORRES, 2009).

Os estudrios atuam como depoésito de nutrientes, matéria organica particulada,
sedimento e contaminantes. A introdug¢do de xenobidticos em ambientes estuarinos, associada
ao processo de sedimentagdo, pode acarretar em problemas aos organismos aquaticos ¢ a
saude humana (DOMINGUES, 2007).

Ambientes naturais, comumente, apresentam comunidades microbianas
diversificadas com composi¢des e estruturas determinadas por fatores fisicos, quimicos e
biologicos e quaisquer alteragdes ambientais decorrentes de atividades antropicas causam
mudangas significativas nessas comunidades microbianas (PIZA, 2004).

A microbiota de estuarios, normalmente, ¢ equilibrada com presenca de bactérias

que podem ser benéficas ou patégenas oportunistas (MENEZES et al., 2013).
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Estudos realizados ja descreveram a diversidade microbiana dos estudrios e alguns
demonstraram como as comunidades microbianas presentes na agua doce ¢ marinha se

misturam ao longo do gradiente estuarino (CRUMP et al., 2004).

2.1.1 Estuario do Rio Jaguaribe

A regido estuarina do Rio Jaguaribe estd localizada no litoral leste do Estado do
Ceard, entre os municipios de Aracati, Fortim ¢ Itaicaba. Seu estuario possui 36 km de
extensdo, ocupando uma area de 641.216 km?, sendo limitada a montante pela barragem de
Itaigaba (PAULA; MORALIS; PINHEIRO, 2006).

O Rio Jaguaribe possui 610 km de extensdo (CAVALCANTE; CUNHA, 2012) e
apresenta a maior bacia hidrografica do estado do Ceard, com 75.000 km®, ocupando mais da
metade do estado (GODOY; LACERDA, 2011). Devido a sua extensao e por estar localizado
no semiarido, foi considerado o maior rio seco do mundo (CAMPOS, 2006).

Este rio representa a maior fonte hidrica do Estado e juntamente com os rios
Banabuiu e Salgado, formam as bacias do Alto, Médio ¢ Baixo Jaguaribe (PANTALENA;
MAIA, 2014).

Atividades antrépicas realizadas na regido do Rio Jaguaribe, tais como: deposicao
de residuos solidos, despejos de efluentes, contaminag@o da fauna por escoamento superficial
de areas agricolas vem comprometendo o valor paisagistico local e a produtividade estuarina
do sistema, favorecendo assim, o desequilibrio ambiental do ecossistema estuarino do Rio

Jaguaribe (PAULA; MORAIS; PINHEIRO, 2006).

2.2 Agrotoxicos

Segundo a Lei Federal n® 7.802, de 11 de julho de 1989 (BRASIL, 1989) ¢ o
Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002 (BRASIL, 2002) que a regulamenta, os
agrotoxicos sdo definidos como:

a) os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biologicos,
destinados ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢do de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e tambem de ambientes

urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composi¢io da
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flora ou da fauna, a fim de preserva-las da a¢do danosa de seres vivos

considerados nocivos;

b) substincias e produtos, empregados como desfolhantes,

estimuladores e inibidores de crescimento.

dessecantes,

De acordo com seus varios usos, os agrotoxicos podem receber diferentes

nomenclaturas, tais como: defensivos agricolas, praguicidas, pesticidas, remédio de planta e

veneno (DUAVI, 2013).

Os agrotoxicos podem ser classificados quanto a sua agdo e grupos quimicos a que

pertencem (Quadro 1), quanto ao seu potencial de periculosidade ambiental e quanto a sua

toxicidade.

Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 1997), essa

classificacdo é importante para o diagndstico de intoxicacdes e para o uso de tratamento

especifico.

Quadro 1 — Classificag@o dos agrotoxicos quanto a sua agdo € aos principais grupos quimicos a que pertencem.

Classificacao Acio Grupos quimicos
Organofosforados
o Usados no combate de Carbonatos
Inseticidas ) )
insetos, larvas e formigas Organoclorados
Piretroides
Etileno-bis-ditiocarbonatos
o Usados no combate aos Trifenil estanico
Fungicidas
fungos Captan
Hexaclorobenzeno
Paraguat
Glifosato
o Usados no combate a ervas Pentaclorofenol
Herbicidas ) ) )
daninhas Derivados do acido
fenoxiacético
Dinitrofenois

Fonte: Organizagdo Pan-Americana de Satide — (OPAS, 1997).
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Ha ainda outros grupos como: raticidas, acaricidas, molusquicidas, nematicidas e fundgantes
que sdo usados no combate a roedores, acaros, moluscos, nematoides, insetos ¢ bactérias,
respectivamente (OPAS, 1997).

Com relagdo ao potencial de periculosidade ambiental dos agrotoxicos, o Instituto
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) ¢é o 6rgio responsavel por
realizar essa avaliagdo, que ¢é conhecida como APA — Avaliagdo do potencial de
periculosidade ambiental.

De acordo com a Portaria n°® 84, de 15 de outubro de 1996 (BRASIL, 1996), os
agrotoxicos sdo classificados quanto a sua periculosidade ambiental baseando-se em
parametros como: bioacumulagdo, transporte, persisténcia, toxicidade a diversos organismos e
potencial mutagénico, carcinogénico e teratogénico.

No Brasil, a classificagdo dos agrotoxicos segundo seu poder toxico estd a cargo
do Ministério da Saude (OPAS, 1997).

A toxicidade da maioria dos agrotoxicos € expressa em valores referentes a dose
média letal (DLso), por via oral, determinada em mg/kg (miligramas do produto toxico por
quilo de peso vivo) necessaria para provocar a morte de 50% da populagdo em estudo como
ratos e outros animais testes (BRASIL, 2003).

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Satde (OPAS, 1997), ¢
obrigatorio por lei a apresentacdo de uma faixa colorida nos rotulos dos agrotoéxicos indicando
a sua classe toxicoldgica. A tabela 1 apresenta a classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos em

fllIlQﬁO da DL50.

Tabela 1 — Classificacdo toxicologica dos agrotoxicos em funcio da DLs,

Classe Toxicolégica Toxicidade DLs, (mg/kg) Cor da faixa
Classe | Extremamente toxico <50 mgkg -
Classe 11 Altamente toxico 50 — 500 mg/kg Amarelo
Classe 111 Moderadamente toxico 500 — 5.000 mg/kg Azul

Classe IV Pouco toxico >5.000 Verde

Segundo a Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN, 2000), no Brasil,
os orgdos responsaveis por regular e fiscalizar a distribuigdo e comercializagdo de agrotoxicos

sdo a Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do Ministério da Saude e o
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Departamento de Sanidade Vegetal (DSV), do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA).
A tabela 2 apresenta a classificagdo dos agrotoxicos usados no presente estudo

quanto a sua classe, grupo quimico e toxicidade.

Tabela 2 — Classificacdo dos Agrotoxicos quanto a sua classe, grupo quimico a que pertence e toxicidade.

Classificacao
Nome Férmula bruta Classe Grupo quimico
toxicologica
] o Acido
Picloram CsH3CL3N,0; Herbicida o ) Classe 1
piridinocarboxilico
Metil Paration CgHoNOsPS Inseticida Organofosforado Classe |
Atrazina CgH4CIN; Herbicida Triazina Classe 11

Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011).

No Brasil, os herbicidas, caso do picloram e atrazina, correspondem a 45% de
todo o mercado de defensivos agricolas (BRASIL, 2012). O crescente consumo de
agrotoxicos da classe dos herbicidas pode estar relacionado a expansdo da fronteira agricola e
0 aumento de terras com praticas de plantio direto (BRASIL, 2010b). Parte desses herbicidas
apresenta atividade residual no solo.

O picloram ¢ um herbicida ambientalmente perigoso, principalmente em locais
com lengol freatico superficial e em areas que integram lavouras e pecuaria (SERGIO e al.,
2009). Segundo Assis et al. (2010), a baixa umidade do solo pode aumentar o poder de sor¢ao
do picloram em coldides organicos ¢ minerais do solo, tornando o herbicida parcialmente
inativo. Por outro lado, a manutencdo da umidade do solo favorece a permanéncia do
picloram, contribuindo para a absor¢do do mesmo pelo sistema radicular de algumas plantas.

Do total da produgdo mundial de herbicidas, 30% correspondem ao grupo da
triazina, sendo a atrazina o herbicida mais utilizado (RODRIGUES; ALMEIDA 2005;
LEBARON; MCFARLAND; BURNSIDE, 2008). A atrazina ¢ um contaminante comumente
encontrado em aguas subterraneas e superficiais, ¢ conhecida também por ser um disruptor
enddcrino causador de disfuncgdes reprodutivas em anfibios, peixes, répteis e mamiferos. Um
exemplo dos diversos problemas reprodutivos causados pela atrazina ¢ a “feminizag¢do” das

gonodas masculinas de varios animais apos exposi¢do ao herbicida (TYRONE et al., 2011).
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De acordo com dados do IBAMA, em 2009, a atrazina esteve entre os dez
ingredientes ativos mais comercializados no Brasil, ocupando o sétimo lugar no ranking
(BRASIL, 2010b).

O metil paration é um organofosforado comumente utilizado na agricultura e
aquicultura devido a sua elevada acdo inseticida (MONTEIRO, 2006). Na aquicultura, os
orgafosforados sdo usados com o intuito de controlar insetos predadores de peixes

(MATAQUEIRO, 2002).

2.2.1 Consumo de agrotoxicos no Brasil

Segundo dados da ANVISA (BRASIL, 2012), desde 2008 o Brasil ocupa o lugar
de maior consumidor de agrotoxicos do mundo. Nos ultimos dez anos, o mercado brasileiro
de agrotoxico cresceu 190%, enquanto que o mercado mundial cresceu 93%. Esse mercado
movimentou cerca de 936 mil toneladas desses produtos, na tltima safra (segundo semestre
de 2010 e primeiro semestre de 2011). A tabela 3 apresenta o crescimento do consumo de
agrotoxicos pela agricultura brasileira segundo dados da Associagdo Brasileira de Satde
Coletiva (ABRASCO, 2015).

Tabela 3 — Consumo de agrotoxicos nas lavouras do Brasil, de 2002 a 2011.

Ano 2002 2003 2004 2005 2006
Agrotoxicos

(milhdesde L)  599,5 643,5 693,0 706,2 6875

Ano 2007 2008 2009 2010 2011
Agrotoxicos

(milhdes de L) 686,4 673,9 7250 827,8 8528
Fontes: SINDAG (2009, 2011), ANDA (2011), BRASIL (1998-2011).

De acordo com a Associagdo Brasileira de Saude Coletiva, (ABRASCO, 2015),
esse crescimento foi proporcional ao aumento das monoculturas que sfo cada vez mais
dependentes de insumos quimicos.

No Brasil, hd uma concentragdo de mercado de agrotéxicos para determinadas
categorias de produtos. Por exemplo, os herbicidas representam 45% do total de agrotoxicos
comercializados, os fungicidas 14% do mercado nacional, os inseticidas 12% e as demais

categorias de agrotoxicos correspondem a 29% (BRASIL, 2012).
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2.3 Bactérias degradadoras

Bactérias degradadoras sdo microrganismos de grande interesse para a industria e
na aplicagdo e recuperacdo de ambientes contaminados. Estudos vém sendo desenvolvidos
com o intuito de conhecer melhor a ecologia e dindmica de comunidades bacterianas
degradadoras de poluentes (WETLER-TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2011).

Os microrganismos degradadores proporcionam a mineralizagdo e o total
desaparecimento do poluente, ndo deixa residuo e possibilita a rotagdo de culturas em uma
mesma area. A aplicagdo desses microrganismos no solo pode reduzir a vida til do poluente.
A atrazina, por exemplo, tem sua vida 1til reduzida devido a agdo degradadora de
microrganismos. Para os fungicidas, pode haver degradagdo de até 60% do produto absorvido
no solo (MELO, 2006).

A degradagdo microbiana é uma importante rota de remogdo de poluentes
quimicos no meio ambiente. Porém, a biodegradagdo de agrotdxicos é comumente complexa e
envolve uma série de reagdes bioquimicas (KASEMODEL, 2012). Fatores ambientais de
natureza fisica, quimica e biologica podem interferir na capacidade de degradagdo de um
sistema bacteriano (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO, 2005).

Ha uma crescente necessidade por pesquisas que visem o conhecimento do maior
nimero de espécies degradadoras, bem como suas caracteristicas metabolicas e respectivas
fungGes para a biodegradacdo de poluentes e a consequente descontaminagdo de ambientes

contaminados por estes compostos (WETLER-TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2011).

2.4 Biorremediacio

A biorremediagdo consiste em uma técnica que utiliza o metabolismo de
microrganismo para redugdo a niveis aceitaveis ou eliminagdo de poluentes presentes no meio
ambiente (COLLA et al. 2008).

O processo bioldgico de biorremediagdo tem sido recomendado como uma
alternativa viavel para o tratamento de ambientes contaminados com compostos recalcitrantes
e funciona como uma alternativa ecologicamente mais adequada e eficaz no tratamento desses
ambientes (GAYLARD; BELLINASO; MANFIO, 2005).

O sucesso da técnica de biorremediagdo requer microrganismos eficientes que

consigam degradar o poluente a um nivel minimo. Para os pesticidas, uma taxa adequada de
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biodegradacdo ¢ necessaria para atingir o nivel aceitavel do pesticida ou seus metabdlicos no

local contaminado em um curto periodo de tempo (SINGH, 2008).



23

3 OBJETIVOS

Selecionar bactérias aptas a degradacdo de agrotoxicos isoladas do estuario de um
rio no semidrido cearense e avaliar a eficiéncia de degradagdo utilizando um bioindicador

bacteriano.

3.1 Objetivos especificos

1. Pesquisar a presenga de bactérias com potencial de degradag¢do de substincias
agrotoxicas na microbiota das aguas e do sedimento do estuario do Rio
Jaguaribe;

2. Isolar e identificar, através de provas bioquimicas, as estirpes degradadoras;

3. Determinar o perfil fenotipico de resisténcia a antibidticos entre os isolados
bacterianos através de teste de antibiograma;

4. Estabelecer a potencial origem genética dos perfis de resisténcia;

5. Avaliar possiveis correlagdes entre os perfis de degradagdo e a resisténcia a

antimicrobianos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de Coleta

Foram realizadas trés coletas, entre outubro de 2013 e outubro de 2014, em trés
diferentes pontos previamente estabelecidos no estuario do Rio Jaguaribe, localizado no
semiarido cearense. Os pontos seguiram um gradiente de salinidade da agua ao longo do rio,
sendo o Ponto 1 (P1) agua doce; Ponto 2 (P2) agua salobra e; Ponto 3 (P3) agua salgada
situados nas cidades de Jaguaruana, Itaigaba e Fortim, respectivamente (Figura 1). Em cada
ponto foram coletadas amostras de agua e de sedimento.

As coordenadas associadas a cada um dos pontos de coleta foram obtidas com o
uso de equipamento de geolocalizagdo (GPS) Garmin Colorado 400d e sdo elas: (P1): 04° 50°
23.2>* S;037°45° 29.2”” W; (P2): 04°40° 14.9”” S; 037°49° 09.0”” W; (P3): 04° 27° 00.3"* S;
037°47° 34.8° W

Figura 1 - Mapa de localizagdo dos pontos de coleta das amostras de 4gua e de sedimento, no estuario do rio
Jaguaribe, de acordo com o gradiente de salinidade.
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Fonte: o autor.
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4.2 Procedimentos de Coleta
4.2.1 Determinacgdo dos Pardmetros fisico-quimicos

No momento da coleta, com a ajuda de um termometro (INCOTERM), foi medida
a temperatura da agua. Em laboratério, foram medidos a salinidade, usando um refratometro
da marca ATAGO S/MILL e o pH (potencial hidrogenidonico) utilizando-se um potenciémetro

da marca MARCONI — PA 200P.

4.2.2 Amostras de Agua

Foi coletado 1L de agua em garrafas de vidro dmbar previamente esterilizadas. O
volume de agua coletado foi filtrado em um chumago de gaze estéril de 1 m de comprimento e
embebido em caldo mineral contendo um mix com os seguintes agrotoxicos: Picloram, Metil-
Paration e Atrazina correspondendo a uma etapa de sele¢do prévia. As amostras foram
acondicionadas em caixa isotérmica e transportadas até o Laboratorio de Microbiologia

Ambiental e do Pescado (LAMAP) no LABOMAR/UFC.

4.2.3 Amostras de Sedimento

As amostras de sedimento foram coletadas com ajuda de um coletor de sedimento,
armazenadas em sacos plasticos estéreis, acondicionadas em caixa isotérmica e transportadas

até o Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) no LABOMAR/UFC.

4.3 Diluicées e Processamento das Amostras

4.3.1 Amostras de Agua

A partir do caldo de selegdo prévia, foi diluido 1 mL da amostra em 9 mL de
solugdo salina (proporc¢do de 1:9) com concentragdo de NaCl ajustada de acordo com o grau
de salinidade de cada ponto, ou seja, solugdo salina 0,85% para agua doce (P1) e solugdo
salina 1% para aguas salobra e salgada (P2 e P3). Esta correspondeu & diluigio 10 e a partir

dela foram feitas diluigdes decimais até a diluigdo 107, Vale ressaltar que, o ajuste de NaCl de
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acordo com o grau de salinidade de cada ponto foi feito em todos os meios de cultura
utilizados no presente estudo.

A quantificagdo das populagdes de bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC)
potencialmente degradadoras de agrotoxico foi feita a partir de plaqueamento em Agar
Peptona acrescido de 50 ppm do mix de agrotoxicos. Foi usada a técnica de Pour Plate. O
procedimento foi realizado em duplicata e as placas foram incubadas em estufa a 35°C por
48h (DOWNES; ITO, 2001).

As contagens foram feitas usando contador de colonias da marca Phoenix, e os
resultados expressos em Unidades Formadoras de Colonias por mililitro da amostra

(UFC/mL).

Figura 2 - Fluxograma das dilui¢des e processamento das amostras de dgua.

1 Pré- enriguecimento
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) domix de agroto_)u_c_o_;/ Emi
pTL g
/"\' 1mL ’—\' 1mL
-1 1
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10° ' 10° i
10 1
05 10%
107 0t 10° ot 10° 10! 10?7 10° o 10°

Plagueamento em duplicata em Agar Peptona acrescido
de 50 ppm do mix de agrotaxico (35°C por 48 h)

Quantificacio das bactérias heterotrdficas
cultiviveis resistentes ao mix de agrotdxicos

Fonte: Arquivo pessoal.

Plagueamento em duplicata em Agar Peptona acrescido de
50 ppm do mix de agrotaxico e 1% de NaCl (35°C por 48 h)

Quantificacdo das bactérias heterotrdficas halofilicas
cultivdveis resistentes ao mix de agrotdxicos
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4.3.2 Amostras de Sedimento

Foram pesados 10 g das amostras de sedimento e diluidas em 90 ml de solugdo
salina, com concentra¢do de NaCl também ajustada de acordo com o grau de salinidade de
cada ponto e contendo 1 g de Pirofosfato de Sodio e 0,1% de Tween 80. Esta solugdo foi
mantida sob agitagio magnética por 30 min e correspondeu a dilui¢do 10", A partir dela
foram feitas diluicdes decimais até 10”°. Em seguida, foi feito plaqueamento em Agar Peptona
acrescido de 50 ppm do mix de agrotéxico e em Agar Peptona normal. Essa diferenciagio dos
meios serviu para observar a influéncia da presenga da substincia seletiva (mix de
agrotoxicos) sobre a contagem total das bactérias cultivaveis. A Contagem Padrio em Placas
foi feita usando a técnica de Pour Plate (DOWNES; ITO, 2001).

O procedimento foi realizado em duplicata e as placas incubadas em estufa a 35°C

por 48 h. Ap6s a contagem, os resultados foram expressos em UFC/g de sedimento.

Figura 3 - Fluxograma das dilui¢des e processamento das amostras de sedimento.
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4.4. Isolamento bacteriano

As coldnias crescidas nos meios de cultura utilizados foram analisadas quanto a
sua morfologia, tamanho e coloragio e isoladas em Agar Triptona Soja (TSA), com

crescimento em estufa a 35°C por 24 h.

4.5. Caracterizacao fenotipica das estirpes isoladas

4.5.1 Analise Morfotintorial

Para a caracterizagdo morfoldgica das estirpes isoladas, foi semeado material em
Agar Triptona Soja (TSA) e apos o periodo de incubagdo de 24 h, em estufa a 35°C, foi
aplicada a técnica de coloragdo de Gram, um método importante de classificagdo das
bactérias, dividindo-as em dois grandes grupos: Gram-positivas ¢ Gram-negativas

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2005) (Figura 4).

Figura 4 - Fluxograma da Técnica de Coloragdo de Gram.
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Fonte: SANTOS (2013).
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A caracterizagdo das culturas foi utilizada para selecionar as chaves de

identificag@o a serem seguidas.

4.6. Identificacao bioquimica das estirpes isoladas

Para a identificacdo das estirpes isoladas, foram realizadas algumas provas
bioquimicas tais como: oxidase, catalase, fermentagdo da glicose, fermentagdo do manitol,
caldo ureia, citrato, bile esculina, motilidade, produgao de indol e sulfeto de hidrogénio (H,S),
descarboxilase da lisina, teste do vermelho de metila (VM) e Voges-Proskauer (VP),
susceptibilidade ao vibriostatico O/129 (10 pg e 150 pg), coloragdo alcool-acido resistente
(BAAR), crescimento em meios como Agar MacConkey, GSP ¢ TCBS. As provas foram
propostas pelo manual de Bergey’s (STALEY et al., 2005), KONEMAN et al. (2006) e
Moddulo 6 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2013).

4.7 Teste de antibiograma através do método de difusdo em discos (Teste de Kirby —

Bauer)

As estirpes identificadas foram divididas em Gram-positivas e Gram-negativas e
testadas frente a seis antimicrobianos pertencentes a trés grupos de diferentes mecanismos de
acdo, sendo eles: Grupo I: Inibidores da sintese de parede celular (Penicilina 10 U e
Ampicilina 10 pg); Grupo II: Inibidores da sintese de proteina (Cloranfenicol 30 pg e
Gentamicina 10 pg) e Grupo III: Inibidores da sintese de acidos nucleicos (Sulfazotrim 25 pg
¢ Acido Nalidixico 30 pg) (Tabela 4). Os discos de antimicrobianos utilizados sdo da marca
BD BBL e o teste de antibiograma seguiu as orienta¢des estabelecidas pelo Clinical and

Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010).
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Tabela 4 - Discos antimicrobianos utilizados de acordo com os mecanismos de a¢do de cada grupo.
Mecanismos de acio Antimicrobianos Sigla Concentracgiao

dos discos

Grupo I — Inibidores da Penicilina PEN 10U
sintese de parede Ampicilina AMP 10 pg
celular
Grupo II- Inibidores da Cloranfenicol CLO 30 ug
sintese de proteinas Gentamicina GEN 10 pg
Grupo I1I- Inibidores Sulfazotrim SUT 25 g
da sintese de acidos Acido Nalidixico NAL 30 ug
nucleicos

A partir das culturas crescidas em TSA e TSA 1%, a 35°C por 24 h, foi inoculado
parte do material em solugdo salina 0,85% e solugdo salina 1% de NaCl até conseguir uma
turbidez equivalente & turbidez padrdo 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10° UFC/mL). A
absorbancia foi aferida em um espectrofotometro (Micronal B542) com comprimento de onda
de 625 nm.

Em seguida, com o auxilio de um swab de algodao estéril, as culturas foram
inoculadas em placas de Petri contendo Agar Muller-Hinton e Muller-Hinton 1%. Os discos
de antimicrobianos foram aplicados no meio com a ajuda de um dispensador de discos da
marca Becton Dickinson. As placas foram invertidas e incubadas em estufa a 35°C por 24 h.
Apbs o periodo de incubagdo, foi medido o didmetro dos halos através de um paquimetro
digital (Digit). De acordo com o resultado da medicdo dos halos, as estirpes foram
classificadas em resistentes (R), Intermedidrias (I) ¢ Sensiveis (S), segundo as recomendagdes

do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2010).
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Figura 5 - Fluxograma do teste de antibiograma.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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4.8 Cura de plasmidio

As estirpes que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos testados ¢ aquelas
caracterizadas como intermediarias foram submetidas a técnica de cura de plasmidio a fim de
determinar a origem da resisténcia, se plasmidial ou potencialmente cromossémica
(MOLINA-AJA et al., 2002). Utilizou-se caldo LB (Luria-Bertani - Difco) acrescido de
50ug/mL do agente curagénico acridine orange (SIGMA- A 6014). As estirpes crescidas
nesse meio no periodo de 24 h a 35°C foram inoculadas em TSA e TSA 1%, novamente
incubadas a 35°C por 24 h. Apds esse periodo, as estirpes foram novamente submetidas ao
procedimento de antibiograma descrito no item 4.7 frente aos antimicrobianos aos quais se

mostraram resistentes (Figura 6).

Figura 6: Fluxograma da técnica de cura de plasmidio.
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Fonte: CARVALHO (2012).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros fisico-quimicos da agua nos pontos de coleta
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Os resultados dos pardmetros fisico-quimicos da dgua durante as coletas estdo

presentes na tabela 5. A temperatura variou de 28,5°C no P1 a 31°C no P2; a pouca variagao

nas temperaturas da dgua pode ser atribuida a uma caracteristica tipica do estado do Ceara

que, devido a sua proximidade a linha do Equador, apresenta temperaturas médias com

pequena amplitude de variagdo, principalmente na faixa litordnea (BRASIL, 2006b).

O pH foi alcalino em todos os pontos e variou de 7,12 a 8,14, sendo o menor valor

referente ao P1 e o maior valor referente ao P2. Segundo Martins; Paula Filho; Rocha (2007),

valores alcalinos de pH sdo comumente apresentados nas aguas estuarinas da costa nordeste

brasileira.

Os maiores valores de salinidade foram verificados no P3; o que é esperado, ja

que tal ponto refere-se a foz do rio e tem influéncia direta das dguas oceanicas.

Tabela 5- Parametros fisico-quimicos da dgua determinados no momento da coleta.

Parametros
Coletas fisico-quimicos P1 P2 P3
Temperatura 30°C 30°C 29°C
1? coleta Salinidade 0 ppm 0 ppm 40 ppm
pH 7,44 8,14 7,52
Temperatura Sem 30°C 29°C
2° coleta Salinidade amostra 0 ppm 40 ppm
pH - 7,85 7,42
Temperatura 28,5°C 31°C 29°C
3° coleta Salinidade 0 ppm 7 ppm 41 ppm
pH 7,12 7,70 7,46

**pesse ponto, o rio estava seco, portanto, nao houve coleta de agua.
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5.2 Quantificacdo das bactérias heterotréficas cultivaveis potencialmente degradadoras

de agrotéxicos

A tabela 6 apresenta a quantificacdo das bactérias heterotroficas cultivaveis
(BHC) totais e potencialmente degradadoras de agrotoxicos. Considerando as amostras do
sedimento I, o P1 foi o que apresentou o maior indice de quantificagdo bacteriana, variando de

75 x 10*a 159,5 x 10° UFC/g.

Tabela 6 - Contagens das populagdes de bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC) totais e potencialmente
degradadoras.

Bactérias heterotroficas cultivaveis (BHC) totais e degradadoras UFC por ml ou g

Coletas Amostras P1 P2 P3
Agua 495x 10° 96,5 x 10° 18,6 x 10°
1° Coleta Sedimento I 75 x 10 34,5x 10° 50,5 x 10°
Sedimento 1T 34x 10° 26,5x 10° 23x 10°
Agua ok 65 x 10° >250 x 10° est.
2° Coleta Sedimento I 159,5 x 10° 81x 10° 134 x 10°
Sedimento 1T 117,5x 10° 150 x 10 >250 x 10° est.
Agua 100x 10° 86,5 x 10" 45,5 x 10"
3° Coleta Sedimento I 97 x 10° 180x 10 132x 10°
Sedimento I 188 x 10° 145 x 10 76,5 x 10°

Sedimento I = controle - sem adi¢do do mix de agrotoxicos
Sedimento II - com adi¢éio de 50 ppm do mix de agrotoéxicos

est.= valor estimado

**nesse ponto, o rio estava seco, portanto, ndo houve coleta de agua

Nas amostras de agua, o numero de bactérias se manteve equilibrado em relagéo
aos pontos, com excegdo da segunda coleta, nos pontos P2 ¢ P3, onde a contagem bacteriana
alcangou a ordem de 10° por mililitro da amostra.

O baixo volume das aguas do rio pode ter sido um fator otimizador dessa
concentracdo de bactérias, uma vez que o corpo d’agua receptor tem sua capacidade de
dilui¢do reduzida. Segundo Santos (2013), em estudo semelhante realizado no estuario do rio
Pacoti, o ponto referente a agua salobra (P2) foi o que apresentou maior contagem das

bactérias potencialmente degradadoras de agrotoxicos devido ao alto teor de matéria organica
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presente no estudrio. O teor de matéria organica também ¢ um importante fator no processo de
transporte e destino de agrotoxicos presentes em sedimentos de ambientes aquaticos (HUNG
et al., 2007).

Com relacdo as amostras do sedimento II, a maior densidade bacteriana, >250 x
10° est. UFC/g, foi encontrada no P3. Nesse caso, a salinidade ndo foi fator limitante para o
crescimento bacteriano.

Comparativamente, foi observada pouca variacdo entre as contagens bacterianas
nas amostras de sedimento com pressao seletiva diferenciada sobre a populagio.

Estudos relatam que microrganismos presentes no solo sdo capazes de degradar
alguns pesticidas usando essas substancias como fonte de carbono e fésforo (TAHERY et al.,
2010).

Essa equivaléncia entre as populagdes bacterianas totais e degradadoras de
agrotoxicos pode ser um indicativo de que a microbiota desse ambiente foi selecionada pela
presenca de agrotoxicos. Essas substancias tém dindmicas particulares nas diferentes matrizes
ambientais. No sedimento, 0os compostos quimicos passam por processos que favorecem a sua
dispersdo ou acumulo, quando inseridos em ambientes fluviais (WINCK et al., 2014).
Caracteristicas do sedimento, tais como temperatura, pH e teor de matéria organica também
influenciam na interacdo deste com as particulas de pesticidas (DELLAMATRICE,;
MONTEIRO, 2014). Devido ao seu poder de acumular poluentes, o sedimento exerce papel
importante para a caracterizacdo de polui¢do de rios (POSSAVATZ et al., 2014).

Raj e Ravichandran (2010), em estudo com bactérias heterotroficas degradadoras
de pesticidas, em amostras de sedimento de um rio na India, observaram uma alta incidéncia
de populagdes bacterianas capazes de degradar o Metil-Paration. A quantificagdo das
bactérias degradadoras ficou entre 50 a 90 x 10° UFC/g. Nido foi observada diferenca
significativa entre as contagens de bactérias degradadoras e bactérias cultivaveis totais.

No total, foram isoladas 130 (100%) estirpes bacterianas. Dessas, 24 (18,46%)
foram consideradas como “viaveis, mas ndo cultivaveis” (VNC). Segundo Fernandes (2013),
as VNCs sdo bactérias que ndo apresentam capacidade de crescer em meios de cultura
convencionais, muito embora, metabolicamente elas permanecam ativas.

A distribuicdo das bactérias que permaneceram viaveis e cultivaveis, de acordo com os

pontos e por matriz ambiental, esta descrita na tabela 7.
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Tabela 7— Numero e distribui¢@o das culturas bacterianas obtidas ao longo do estuario do
Rio Jaguaribe por ponto de coleta e matriz ambiental.

Matriz ambiental

Pontos de coleta

Agua Sedimento
P1 8 22
P2 13 28
P3 9 26
Total 30 76

5.3 Caracteristicas tintoriais das estirpes isoladas

Do total de estirpes isoladas (100%), 63% apresentaram-se como Gram-positivas

enquanto que 37% apresentaram-se como Gram-negativas (Grafico 1).

Grafico 1 - Percentual de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas de amostras de agua e
de sedimento ao longo do baixo Rio Jaguaribe — CE.

= Gram-positivas

= Gram-negativas

Stabili e Cavallo (2004), em estudo realizado em aguas costeiras da Italia,
encontraram uma predominancia de bactérias Gram-negativas em comparagdo com as
bactérias Gram-positivas. Porém, os mesmos autores (STABILL; CAVALLO, 2011), em outra
pesquisa afirmaram que em ambientes costeiros tropicais ¢ comum haver abundéancia de
bactérias Gram-positivas.

Essas bactérias sdo consideradas mais tolerantes ao estresse, possivelmente,

devido a espessura da parede celular e a habilidade para formar enddsporos que sdo estruturas
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altamente resistentes, inclusive a substincias quimicas toxicas (STAINER et al., 1977,
WIDENFALK, 2005). Possivelmente, a exposi¢do a uma concentracdo elevada de
agrotoxicos como estratégia de selecdo das bactérias nas amostras ambientais, tenha
favorecido a proliferacdo de bactérias Gram-positivas.

Individualmente, o P2 foi o ponto onde se verificou a maior concentracdo de
bactérias Gram-positivas (73%) e a menor concentragdo de bactérias Gram-negativas (27%),
enquanto que os pontos Pl e P3 apresentaram o mesmo numero de isolados com

caracteristicas de bactérias Gram-positivas (57%) e Gram-negativas (43%) (Grafico 2).

Grafico 2 - Percentual de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas distribuido por ponto de coleta isoladas de
amostras ambientais ao longo do baixo Rio Jaguaribe.
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Considerando as amostras de agua, o P1 apresentou em sua totalidade bactérias
Gram-negativas ¢ 0 P3 o maior nimero de bactérias Gram-positivas (33%) (Grafico 3).

Para as amostras do sedimento I, o P1 foi o que apresentou a maior concentragio
de bactérias Gram-positivas (91%) e a menor concentracdo de bactérias Gram-negativas (9%).
O oposto aconteceu no P3 para a amostra do sedimento I que apresentou a menor
concentracdo de bactérias Gram-positivas (62%) e a maior concentragdo de bactérias Gram-
negativas (38%), contrariando Bouvier e Giorgio (2002) que afirmaram que a salinidade pode
ser um fator inibidor do crescimento de bactérias Gram-negativas, como as da classe [-

proteobactérias.
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Com relagdo as amostras do sedimento 1I, o P2 apresentou 100% de bactérias
Gram-positivas enquanto que o maior nimero de bactérias Gram-negativas foi encontrado no
P1 (36,4%).

Outros autores ja explicaram essa domindncia de bactérias com caracteristicas
Gram-positivas a interagdo desses microrganismos com o sedimento em ambientes aquaticos

(WIDENFALK, 2005; NARANCIC et al., 2012).

Gréfico 3 - Percentual de isolados bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos por amostra € por ponto.
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Ainda de acordo com Bouvier e Giorgio (2002), os estuarios sdo ambientes ideais para
observar a composi¢do bacteriana devido a grande variedade de gradientes ambientais que ha

nesses locais.

5.4 Diversidade bacteriana

Do total de estirpes isoladas, 86% foram identificadas até o nivel de gé€nero e 14%

foram identificadas até o nivel de filo.
Dentre as estirpes isoladas, foram identificados doze géneros: Aeromonas,
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Klebsiella, Lactobacillus, Mycobacterium,

Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Tatunella e Vibrio; e um Tnico filo: Proteobacteria.
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O grafico 4 apresenta o percentual das linhagens bacterianas identificadas. Os
géneros com maior predominancia foram Corynebacterium, com 33%, seguido pelo género
Bacillus, com 18%. Esse resultado contraria Stabili e Cavallo (2011) que observaram maior
predominancia de Bacillus entre as bactérias isoladas de aguas costeiras da Italia. Os géneros

menos frequentes entre os isolados foram Klebsiella ¢ Mycobacterium com 1%, cada.

Gréfico 4 - Percentual das linhagens bacterianas identificadas nas amostras de 4gua e de sedimento.
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A maior diversidade bacteriana foi observada no P2, composto por dez géneros
diferentes ¢ um filo. Enquanto que o P1 ¢ o P3 apresentaram a mesma diversidade: seis
géneros e um filo (Gréafico 5).

O género Corynebacterium foi o mais encontrado nos trés pontos. Em um estudo
anterior no mesmo estudrio, Peixoto (2012) relatou esse género como o segundo mais

frequente, tendo encontrado um maior niimero de isolados pertencentes ao género Bacillus.



Grafico 5 - Abundancia relativa de grupos bacterianos por ponto de coleta.
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Comparativamente, as amostras de agua apresentaram menor diversidade da biota

bacteriana do que o sedimento, com exce¢do do ponto P2, que apresentou maior diversidade

com predominancia do Filo Proteobactéria e do género Vibrio, com 23%, cada (Gréfico 6).

Gréfico 6 - Diversidade bacteriana de acordo com os pontos de coleta e por amostra.
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Entre as amostras de sedimento, o P1 apresentou a menor diversidade para

sedimento I, coincidindo com a baixa diversidade bacteriana entre os isolados da agua no
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mesmo ponto. Apenas trés géneros foram isolados e identificados: Klebsiella (10%), Bacillus
(45%) e Corynebacterium (45%) que ndo coincidiram com os isolados da agua. A
similaridade entre as comunidades bacterianas pode ser observada nos outros pontos onde os
componentes bacterianos do sedimento também foram encontrados na agua em diferentes
percentuais.

A maior diversidade para as amostras do sedimento I pdde ser observada no P3
com predominancia do género Corynebacterium (31%).

De acordo com alguns autores, o sedimento pode ser considerado um reino
especial nos ambientes aquaticos. A riqueza de biomas e tdxon dos microrganismos no
sedimento ¢ muito maior que aquela nos corpos de agua correspondentes. Sedimentos
recebem deposi¢do de microrganismos ¢ matéria organica das camadas mais superficiais da
agua e fornecem uma matriz complexa de nutrientes e uma superficie solida que favorecem a

multiplicacdo microbiana (WANG et al., 2012; ZINGER et al., 2011).

5.5 Suscetibilidade das estirpes isoladas frente aos antimicrobianos

Ainda se tenta estabelecer uma relacdo entre a exposicdo da microbiota a
agrotoxicos e seu efeito sobre a resisténcia a antimicrobianos. Um estudo publicado pela
Sociedade Americana de Microbiologia (KURENBACH et al., 2015) correlacionou o uso de
agrotoxicos com a selecdo de bactérias resistentes a antibioticos.

Os percentuais de suscetibilidade das estirpes isoladas frente aos antimicrobianos
testados e referente aos pontos de coleta estio representados no grafico 7. Do total de estirpes
isoladas, 61% apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos. O crescimento de
isolados bacterianos em presenca de antibidticos prova a existéncia de populagdes de
bactérias naturalmente resistentes ou que sofreram algum tipo de pressdo de sele¢do causada

pela aplicacdo de antibidticos (SOARES JUNIOR et al., 2008).
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Grafico 7 - Perfis relativos das bactérias frente aos antimicrobianos testados, por ponto de coleta.
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O maior perfil de resisténcia observado foi referente aos antimicrobianos
pertencentes ao Grupo 1: Penicilina ¢ Ampicilina, seguido do Sulfazotrim e Acido Nalidixico,
pertencentes ao Grupo 3. No P3 observou-se o maior percentual de resisténcia a PEN e AMP
com 63% e 66%, seguido do P1 com 60% (PEN) e 43% (AMP) e do P2 com 54% (PEN) e
41% (AMP). A maior resisténcia ao SUT e NAL foi observado no P1, com 23% ¢ 10%,
respectivamente.

Menezes (2011), ao analisar a suscetibilidade de BHC do género Vibrio, isolados
de amostras de dgua e de sedimento de ambientes estuarinos, observou também uma maior
resisténcia a PEN seguido da AMP, sendo o estuario do Rio Jaguaribe um dos que apresentou
maior numero de estirpes resistentes a esses dois antimicrobianos.

Estudos realizados em estuario de alguns rios no Ceara, apresentaram que 100%
das estirpes ambientias isoladas se mostraram sensiveis aos antimicrobianos SUT e NAL,
discordando do resultado apresentado nesta pesquisa (VIEIRA et al., 2008; REBOUCAS et
al., 2011).

Com relagdo ao perfil de resisténcia intermediaria, o NAL foi o antimicrobiano

que apresentou a maior porcentagem nos trés pontos. A resisténcia intermedidria em
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populagdes bacterianas pode representar uma diminuicdo da eficacia do antimicrobiano sobre
a microbiota alvo (PEIXOTO, 2012).

Os antimicrobianos pertencentes ao Grupo 2, que tem como mecanismo de agio a
inibicdo da sintese de proteinas, Gentamicina e Cloranfenicol foram os que apresentaram
maior eficacia contra os isolados. A GEN apresentou 100% de eficdcia contra todas as
estirpes nos trés pontos ¢ o CLO apresentou 100% no P2, seguido do P1 (97%) e do P3
(94%). Resultado semelhante foi encontrado por Rocha (2011), ao observar que todas as
estirpes do género Vibrio isoladas do estuario do Rio Acaral, também no Ceard, foram
sensiveis a GEN.

A tabela 8 apresenta o nimero de estirpes, entre os isolados, que apresentaram
resisténcia, considerando as diferentes matrizes: dgua e¢ sedimento e as caracteristicas de

parede dos isolados.

Tabela 8 — Numero de bactérias resistentes a antimicrobianos de acordo com a matriz ambiental
de origem e caracteristica da parede.

Agua Sedimento
Total por ponto
G+ G- G+ G-
Pl 0 6 8 4 18
P2 3 8 10 2 23
P3 1 6 10 7 24
Total 4 20 28 13 65

As amostras de sedimento apresentaram maior numero de bactérias resistentes,
sendo sua maioria bactérias Gram-positivas. A resisténcia entre bactérias Gram-positivas ¢é
motivo de preocupacdo entre pesquisadores, microbiologistas e clinicos pois essas bactérias
acabam por dificultar o tratamento de infeccdes (TAVARES, 2000).

De acordo com Schlusener e Bester (2006), os antimicrobianos ndo sdo totalmente
absorvidos por humanos e animais, sendo excretados apos aplicagdo e despejados de maneira
inadequada no ambiente, através de lancamentos de efluentes ou excretas, podendo
contaminar o solo e aguas superficiais.

A ocorréncia de residuos dessas substancias no ambiente acaba favorecendo a
resisténcia de microrganismos a agentes antibioticos. Com relagdo aos pesticidas, os
antibidticos apresentam maior valor de solubilidade em &gua, menor potencial de

bioacumulag@o e maior mobilidade no solo (REGINATO; LEAL, 2010).
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Vale ressaltar que o uso de antibidticos em atividades como aquicultura e no trato
de criagdes animais intensivas, representa a principal via de entrada dos antibidtcos no meio
ambiente. Existe também a possibilidade desses farmacos atingirem o ambiente através da
disposi¢do final de medicamentos nao usados ou fora de validade (BOXALL et al., 2003).
Uma vez no ambiente, os residuos de antibioticos podem ser acumulados no solo, sofrer
lixiviagdo ou ser carreados via escoamento superficial para os corpos hidricos (DIAZ-CRUZ;
DE ALDA; BARCELO, 2003). Esses fatores citados podem ento justificar a presenca das
bactérias resistentes observadas nos trés pontos de coleta.

Das estirpes classificadas como intermedidrias ou resistentes e que foram
submetidas ao procedimento de cura de plasmidio, 61% apresentaram resisténcia
potencialmente cromossomica, 19 % apresentaram resisténcia plasmidial e 20% apresentaram
resisténcia potencialmente cromossdmica e plasmidial frente aos antimicrobianos aos quais
foram submetidas.

Na tabela 9 estdo dispostos os resultados do procedimento de cura de plasmidio de

acordo com o niimero de estirpes e os antimicrobianos testados.

Tabela 9 - Caracterizagdo da origem da resisténcia de acordo com o ntimero de estirpes.

Caracterizacao da Resisténcia
Antimicrobianos Simbolo N° de estirpes | Cromossdmica Plasmidial
Penicilina PEN 61 53 8
Ampicilina AMP 56 47 9
Cloranfenicol CLO 3 0 3
Acido Nalidixico NAL 31 16 15
Sulfazotrim SUT 13 5 8

Do total de estirpes que apresentaram resisténcia potencialmente cromossomica
apos a cura de plasmidio, o maior percentual observado foi referente a PEN, com 44%,
seguido por AMP (39%), NAL (13%) e SUT (4%).

A resisténcia cromossomica pode ser descrita como uma carcteristica natural,
fenotipica do microrganismo, transmitida verticalmente a prole, ou seja, faz parte da heranga

genética do microrganismo. Um fator determinante para a ocorréncia de resisténcia
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cromossdmica ¢ a presenca ou auséncia do alvo para agdo da droga (DEL FIOL; MATTOS-
FILHO; GROPPO, 2000).

Com relacao a resisténcia plasmidial, o maior percentual observado foi referente
ao NAL (35%). Na resisténcia plasmidial, elementos genéticos de resisténcia podem ser
facilmente transmitidos por microrganismos para outros da mesma espécie ou de espécies
diferentes. Estirpes com essa caracteristica podem representar um problema de satude ptblica
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

No caso das quinolonas (Acido Nalidixico) e Sulfazotrim, ¢ importante chamar a
atencdo que a emergéncia dessa resisténcia aos antimicrobianos vem sendo relatada desde
1998. A maioria dos genes que codificam plasmidios mediadores de resisténcia esta presente
no ambiente aquatico o que sugere que os eventos genéticos que levam a mobiliza¢do dos
genes de resisténcia sdo favorecidos nesse ambiente (POIREL; CATTOIR; NORDMANN,
2012).

Vale ressaltar que, os antibidticos ndo sdo agentes mutagénicos, portanto, ndo
causam mutagdes € nem o aparecimento de novas caracteristicas nas bactérias, eles apenas
exercem uma pressdo seletiva nos microrganismos, causando a morte de estirpes sensiveis

enquanto que as resistentes sobrevivem ( DEL FIOL; MATTOS-FILHO; GROPPO, 2000).
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6 CONCLUSAO

Foi possivel isolar bactérias com potencial degradador.

A equivaléncia entre as populagdes de bactérias totais e degradadoras de
agrotoxicos no estuario do rio Jaguaribe ¢ um fator importante do ponto de vista ecologico,
indicando que a presenga de substancias quimicas poluidoras vem exercendo uma pressdo
seletiva na comunidade microbiana local.

A predominancia de isolamentos de bactérias Gram-positivas tanto em amostras
de agua quanto em amostras de sedimento também ¢ um indicativo da exposicdo desse
ambiente a fatores seletivos.

Com relagdo a degradacdo do mix de agrotdxico, foram isoladas 130 estirpes
bacterianas. As linhagens foram identificadas como pertencentes a doze géneros diferentes:
Aeromonas,  Bacillus,  Clostridium,  Corynebacterium,  Klebsiella,  Lactobacillus,
Mycobacterium, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus, Tatunella e Vibrio; € um unico filo:
Proteobacteria.

Um alto indice de resisténcia a antimicrobianos foi encontrado indicando a
pressao seletiva exercida devido a presenca dessas substancias no ambiente. Foi determinada
que a resisténcia de 19% dos isolados ¢ plasmidial, o que favorece a transferéncia desses
genes de resisténcia entre estirpes bacterianas tanto de mesma espécie como de espécies
distintas.

Trabalhos posteriores podem ser realizados para avaliar o potencial de

biorremediagdo dos isolados encontrados neste trabalho.
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