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RESUMO

O Brasil é campedo mundial no uso de agrotoxicos sendo o glifosato um dos mais
comercializados no pais. O uso indiscriminado dessa substancia traz consequéncias, das quais
muitas ainda sdo pouco conhecidas, para o meio ambiente e saide humana. Estudos recentes
indicam que o glifosato esta relacionado ao surgimento de cepas bacterianas multirresistentes
a antibioticos. O presente trabalho buscou avaliar a ocorréncia de resisténcia cruzada
glifosato/antibioticos em bactérias Gram negativas isoladas de solos submetidos a diferentes
formas de manejo agricola e em solo ndo manejado do municipio de Eusébio-CE. A
resisténcia cruzada dos isolados foi verificada por meio de antibiograma. Os resultados
mostraram que 86% dos isolados foram resistentes a Ampicilina, e que houve a ocorréncia de
cepas multirresistentes em todos os tipos de solos estudados. Os métodos utilizados neste
trabalho foram capazes de demonstrar a cosselecdo de cepas resistentes a diferentes

antibidticos pelo glifosato em amostras ambientais.

Palavras-chave: Resisténcia a antibioticos. Glifosato. Impactos ambientais.



ABSTRACT

Brazil is a world champion in the use of agrochemicals, being glyphosate one of
the most commercialized in the country. The indiscriminate use of this substance brings
consequences, of which many are still little known, to the environment and human health.
Recent studies indicate glyphosate is related to the emergence of multidrug-resistant antibiotic
strains. The present work aimed to evaluate the occurrence of glyphosate/antibiotic cross
resistance among Gram negative bacteria isolated from soils submitted to different forms of
agricultural management and in unmanaged soil in the municipality of Eusébio-CE. The cross
resistance of isolates was verified by means of antibiogram. The results revealed 86% of
isolates as resistant to Ampicillin, and the occurrence of multiresistant strains in all studied
soils. The methods used in this work were able to demonstrate the cosselection of strains

resistant to different antibiotics by glyphosate in environmental samples.

Keywords: Resistance to antibiotics. Glyphosate. Environmental impacts.
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1 INTRODUCAO

A agricultura ¢ grande responsavel pela pujanga econdmica de nosso pais em um
modelo pautado predominantemente na busca constante por alta produtividade que, a partir da
“Revolucdo Verde” nos anos 60-70, ndo ¢ mais obtida somente pela expansdo das terras
cultivadas, mas pela crescente mecanizacdo no campo, avangos em genética capazes de
adaptar culturas aos nossos climas e solos, bem como o uso de compostos quimicos sintéticos
como fertilizantes, para suprir as necessidades de nutrientes dos cultivos e biocidas para

eliminar organismos considerados nocivos (BAUAINAIN et. al. 2014).

Como reflexo do crescimento do setor agricola de nossa economia verifica-se um
aumento consideravel no consumo de agrotoxicos. O Brasil ocupa a primeira posi¢do no
consumo mundial de agrotoxicos e, em 2015, institui¢des como o Ministério da Satde e o
Instituto Nacional do Céancer divulgaram que, em média, cada cidaddo consome cerca de 5 kg
de agrotoxicos por ano (HUPFFER e POL. 2017). Dentre todos os principios ativos
comercializados, o glifosato predomina, correspondendo a 45% das vendas em territorio

nacional no ano de 2017 (IBAMA, 2018).

A grande dissemina¢do no uso dessas substancias nas ultimas décadas ndo veio
livre de graves custos ambientais, destacando-se o impacto do crescente uso de agrotoxicos no
pais. O Dossié da Associagdo Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO, 2015 e 2018) faz
extensa revisdo sobre o tema, listando significativos impactos que esses compostos tém sobre
a saude humana, com especial destaque para a contaminacdo de corpos hidricos, a crescente
presenga de residuos de pesticidas superiores aos limites estabelecidos pela legislagdo nos
alimentos consumidos no pais e os casos de intoxicacdo que afetam principalmente os
trabalhadores do campo e populagdes economicamente vulneraveis. O documento destaca que
boa parte dos danos causados por agrotoxicos a saude humana e ao ambiente ndo sdo

totalmente compreendidos, ainda existindo grandes lacunas no conhecimento cientifico.

Uma dessas lacunas ¢ o impacto dos agrotdxicos sobre a microbiota do solo, que
pode funcionar como um relevante indicador ambiental, pois 0os microrganismos sao sensiveis
a fatores naturais ou antropicos que alterem a qualidade daquela matriz, estando intimamente
correlacionados a sua produtividade e saude do ecossistema. Entretanto, faz-se necessario o
estabelecimento de parametros precisos para avaliar o estado do solo quanto a aspectos
microbiologicos referentes a diversidade e outras caracteristicas relevantes de modo a utiliza-

los para classificar diferentes sistemas agricolas (SILVEIRA e FREITAS 2007).
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Estudos recentes indicam que microrganismos expostos aos agrotoxicos sao
submetidos a pressao seletiva desenvolvendo resisténcia a esses compostos e também a alguns
antimicrobianos em um fendmeno denominado “resisténcia cruzada” que ja foi observado em
fungos das espécies Cryptococcus gatti ¢ C. neoformans (BASTOS et. al. 2017), em bactérias
do género Bacillus isoladas de amostras de solos agricolas na india (RANGASAMY et. al.
2017) e em experimentos in vitro usando cepas de E. coli e Salmonella enterica submetidas a
concentracdes sub-letais de glifosato, dicamba e &cido diclorofenoxiacético (2,4 -D)

(KURENBACH et. al. 2015).

A resisténcia cruzada bactéria-antibidticos representa um importante campo de
estudos e pode implicar significativo risco a saide humana. Em editorial publicado em 2017,
a revista cientifica Nature, na sua publicacdo dedicada a microbiologia, destaca o esforgo
global pela busca por novos antibidticos e formas de tratamento alternativas no combate a
infeccOes causadas por bactérias resistentes, que vém causando cada vez mais vitimas em
todo o mundo. Dentre as principais causas de obitos em infecgdes relacionadas a assisténcia a

saude estdo os microrganismos resistentes a farmacos (SOUZA et. al. 2015).

Frente a isso, surgem formas de producdo agricola que buscam no manejo das
relagdes ecologicas livres do uso de pesticidas e outros insumos quimicos uma maneira
sustentavel de fazer agricultura, eliminando ou diminuindo as externalidades negativas

inerentes ao modelo convencional (MAZZOLENI e NOGUEIRA. 2006).

Em um cenério onde as politicas publicas favorecidas pelo forte “lobby” de
setores de interesse ligados ao agronegdcio tendem a ir contra o bem estar ¢ a satde da
populacdo e a preservacdo do ambiente, estudos que sirvam como subsidio a implantagdo de
alternativas ao atual modelo produtivo agricola e contribuam na geracdo de conhecimento
basico para compreensdo de fendmenos naturais ainda ndo bem compreendidos se fazem

fundamentais para transformar a preocupante realidade na qual estamos inseridos.

Assim, o presente trabalho buscou verificar a ocorréncia da resisténcia cruzada
glifosato-antibidtico em bactérias da microbiota de solos submetidos a diferentes sistemas de
manejo agricola em Eusébio-CE almejando contribuir para uma melhor compreensdo desse

fendmeno.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 O solo, sua microbiota e a familia Enterobacteriaceae

De acordo com a EMBRAPA (2006), o solo ¢ definido como uma colecdo de
corpos naturais constituida por partes solidas, liquidas e gasosas formada por materiais
minerais e organicos que apresentam uma dindmica, constituindo a maior parte do manto
superficial das extensdes continentais. Contudo, deve-se levar em consideragdo que o solo
possui componentes vivos, uma miriade de organismos cuja dindmica biologica exerce fun¢do
primordial na agregagdo do solo, tornando-o grumoso e permeéavel a 4gua e ao ar, além de
mobilizar e disponibilizar nutrientes fundamentais para o crescimento das plantas

(PRIMAVESI, 2008).

O solo ¢ elemento fundamental para a existéncia da civilizagdo. A humanidade ¢é
tdo dependente dele que diversos povos antigos prosperaram ou decairam devido a sua
capacidade de manejar essa matriz ambiental de modo eficiente para obtencdo dos recursos

que necessitavam (PEREZ et. al. 2016).

A biota do solo inclui representantes de todos os grandes dominios da vida sendo
as eubactérias os seres mais abundantes, que encontram nessa matriz ambiental condigoes
ideais para se multiplicarem. No solo, esses organismos sdo responsaveis por uma série de
processos fundamentais que contribuem para a qualidade e equilibrio desse substrato, como,
por exemplo, a biodisponibilizagdo de fosforo e nitrogé€nio, nutrientes essenciais para as
plantas (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Suas fungdes ecoldgicas e sua sensibilidade as
acoes antropicas fazem das bactérias possiveis indicadores da qualidade do solo, onde, em
geral, se buscam avaliar grupos especificos dentro da enorme diversidade presente, como as
fixadoras de fosforo, nitrogénio, produtoras de celulase, etc., bem como a biomassa
microbiana e a respirac@o basal do solo (SILVEIRA e FREITAS. 2007, BARROS et. al. 2010,
BUENO et. al. 2018).

O grupo dos coliformes é bem conhecido como indicador ambiental, englobando
amplo nimero de bactérias que colonizam o trato intestinal de animais de sangue quente e que
sdo capazes de fermentar lactose em 48 horas quando incubadas a 35° C. A presenca de
coliformes em amostras ambientais indica a condi¢do sanitaria do solo e da agua, entretanto
ndo ¢ um parametro capaz de revelar a qualidade do solo em um sentido mais amplo (ZILLI

et. al. 2003).
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Os coliformes sdo bactérias Gram Negativas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, cujas espécies estdo distribuidas por todo o mundo, sendo encontrados em
solo, 4gua, animais, vegetais e alimentos. Algumas espécies sdo patdogenas aos seres humanos,
causando infec¢des oportunisticas como septicemia, meningite, peneumonia ¢ infec¢cdes no
trato urinario enquanto outras tém significativa importancia econdémica quando usadas em
processos biotecnologicos (NASCIMENTO e ARAUJO, 2013). Além disto, a facilidade de
cultivo em meios especificos e na sua manipulagdo genética fazem desse grupo bacteriano um
dos mais estudados pelos pesquisadores em laboratorio (GARRITY etr. al., 2002). Entre os
géneros mais importantes da familia Enterobacteriaceae estdo o Citrobacter, Edwardsiella,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella,

Tatumella e Yersinia.

No inicio de 2017, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS), pela primeira vez na
historia, divulgou uma lista de bactérias resistentes e fez um apelo pelo desenvolvimento de
novos antibioticos, ja que a descoberta de novas opgdes de tratamento contra estes organismos
vem diminuindo ha anos. Além da Pseudomonas aeruginosa, estdo citadas no documento
diversas Enterobacteriaceae incluindo Klebisiella pneumoniae, E. coli, Serratia spp. e

Proteus spp.

Enterobacteriaceae ¢ uma das familias mais abundantes no solo, juntamente com

Bacilaceae, Cellulomonadaceae e Nocardiaceae (SILVA e NAHAS, 2002).

2.2 Agrotodxicos e seus impactos

A legislag@o brasileira define “agrotdxicos” como:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos,
destinados ao uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens, na prote¢do de florestas, nativas ou plantadas, e
de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa
de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento. (BRASIL, 2002)

Podemos dizer que os agrotdxicos sdo xenobidticos, termo derivado das palavras

gregas xenos (estranho) e bios (vida), compostos quimicos complexos e estranhos a vida, cuja
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descarga no ambiente podera acarretar impactos a biota de acordo com uma série de processos

fisicos, quimicos e bioldgicos (MELO e AZEVEDO. 2008).

O termo “Agrotoxico” engloba uma vasta gama de substincias, sendo muitas de
origem biologica e com grande diversidade de estruturas quimicas, podendo ser classificadas
quanto ao tipo de praga que combatem em inseticidas, herbicidas, fungicidas, desfolhantes e

fumigantes (PERES et. al. 2003).

Os agrotoxicos foram um dos pilares da “Revolugdo Verde”, responsaveis por um
aumento consideravel da produtividade nas culturas agricolas. Apesar de diversos compostos
terem sido usados ao longo da historia como praguicidas, podemos dizer que a era dos
pesticidas sintéticos comeca de fato na década de 40 do século XX, quando esses compostos
obtiveram tanto sucesso em controlar pestes que sua adogdo foi geral, contando com cada vez

mais compostos descobertos a cada ano (EDWARDS, 1973).

Nao tardou para se verificarem prejuizos decorrentes do uso disseminado dos
agrotoxicos. Em 1962, Rachel Carson, em seu famoso livro “Primavera Silenciosa”,
documenta os graves danos causados pelo uso do DDT (diclorodifeniltricloroetano) nos EUA,
trazendo a publico efeitos como alteracdes de processos celulares das plantas, reducdo de

populacdes de animais e danos a satide humana (BONZI, 2013).

De acordo com Edwards (1973), o solo ¢ o principal impactado pelo uso de
agrotoxicos, pois acaba por tornar-se seu reservatorio natural, sendo atingido por aplicacdes
diretas, pulverizagdo aérea, chuva, poeira e restos de plantas e animais que acumulam os
compostos em suas estruturas e os disponibilizam ao meio apds morrerem. Do solo os
agrotoxicos podem escoar ou serem ressuspendidos contaminando corpos hidricos, atmosfera
¢ organismos. Ainda segundo Edwards, o tempo de persisténcia dos pesticidas no ambiente
sera determinado por inimeros fatores bioticos e abioticos relativos a natureza da molécula do
agrotoxico, o tipo de solo, pH, temperatura, matéria organica, tipo de cultivo e os

microrganismos presentes no solo responsaveis por sua biodegradacao.

Quanto aos seus efeitos a satde, a OMS classifica os agrotoéxicos em quatro

classes toxicoldgicas, como pode ser visto na Tabela 1.
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Tabela 1. Classificagdo toxicologica dos agrotoxicos segundo a OMS

Classe Toxic()loiica Toxicidade DL/50% Tari'a Colorida

11 Altamente toxico Entre 5 e 50 mg/kg Amarela

- Muito pouco toxico Acima de 5000 mg/kg -

Fonte: OMS, 2009

Zhang e colaboradores (2017) determinaram que a perda de diversidade
microbiana no solo causada pelos agrotoxicos termina por aumentar a quantidade destes que €
absorvida pelos vegetais cultivados que, posteriormente, serdo usados na alimenta¢do humana

representando um risco ainda ndo mensurado a satde.

2.2.1 Glifosato

N-(fosfonometil)glicina (Figura 1), mais conhecido como glifosato, ¢ o principal
principio ativo de diversos produtos usados como defensivos agricolas. Foi introduzido em
1974, pela Monsanto, para ser aplicado em cultivos de soja geneticamente modificada para
resistirem ao composto. A agéncia de protecdo ambiental dos Estados Unidos considera o
glifosato como sendo de toxicidade mais baixa quando comparado com seus analogos

organoclorados e organofosforados (WEXLER, 2014).

O glifosato ¢ um herbicida sistémico, ndo seletivo, pertencente ao grupo quimico
das glicinas substituidas com amplo espectro de a¢do que atua inibindo a enzima EPSPS (5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase), catalizadora da sintese dos aminoacidos aromaticos
fenilalanina, tirosina e triptofano, e inibidora da produgdo de clorofila, reduzindo a sintese

proteica (GALLI e MONTEZUMA. 2005).
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Figura 1. Formula estrutural do glifosato e seus principais produtos de degradagio
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Fonte: elaborado pelo autor

Estudos epidemioldgicos e experimentos in vitro apontam o glifosato como
potencialmente cancerigeno (COSTA et al. 2017; VAZQUEZ et al. 2017,
THONGPRAKAISANG et. al. 2013). Além disto, foi observada significativa contaminagio
do leite materno nas mulheres em areas agricolas onde ha aplicagdo do agrotoxico (LIMA,

2017).

De acordo com o IBAMA, foram comercializadas cerca de 170 mil toneladas de
glifosato no Brasil s6 em 2017, sendo o agrotoxico mais consumido no pais (Grafico 1).
Apesar disso o glifosato ndo ¢ coberto pelas analises de residuos de agrotoxicos em alimentos

realizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2016).

Grafico 1. Os 10 agrotoxicos mais comercializados no Brasil em 2017
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Fonte: IBAMA, 2017
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A taxa de degradagdo do glifosato depende do tipo de solo, pH e temperatura,
entre outros fatores (SIMONSEN et. al. 2008;). Ele fica mais adsorvido em solos com maior
teor de argila e 6xidos de ferro, onde apresenta menor risco de lixiviagdo, porém degradacao
mais lenta, mas ¢ rapidamente eliminado e degradado em solos mais arenosos. Um dos
produtos de degradacdo do glifosato, o 4cido aminometil fosfonico (AMPA; Figura 1), é mais
persistente, com uma meia vida de 151 dias em contraste com 12 dias do glifosato, podendo
ser reduzida pela presenca de matéria organica e/ou pela grande quantidade de
microrganismos presente nela (BERGSTROM er. al. 2011). A principal via de degradacdo do
glifosato no solo ¢ microbiana. No entanto, a diversidade da microbiota do solo pode ser
reduzida pela aplicacdo de agrotoxicos e induzir o acumulo destes compostos nos tecidos das
plantas (ZHANG et. al. 2015). Na agua, a mineralizagdo do glifosato € mais rapida quando ha
presenga de sedimentos. Inicialmente, o glifosato, que ¢ usado pelos microrganismos como
fonte de energia, ¢ biodegradado através da via sarcosina, a qual esta relacionada ao
crescimento microbial. Posteriormente, a degradagdo via AMPA domina se ocorre escassez de

alimento (WANG et. al. 2016).

Plantas e microrganismos apresentam diferentes niveis de sensibilidade ao
glifosato e seus produtos de degradacdo. Assim, sua aplicacdo cada vez mais disseminada gera
uma pressdo seletiva capaz de alterar a composicdo de varios habitats, incluindo o solo,
corpos hidricos, superficies de plantas e até mesmo a microbiota de animais, e de causar
sérios efeitos colaterais. Devido a isto, em 2015, a Organizacdo Mundial de Satde
reclassificou o glifosato como provavel carcinogénico aos seres humanos (VAN BRUGGEN
et. al. 2018). Apesar disto, o glifosato é considerado de baixa toxicidade aos seres humanos ¢
animais, precisando de doses muito altas para ser letal. No entanto, ndo sdo bem
compreendidas as consequéncias da exposi¢do por longo prazo ao herbicida (McCOMB et. al.

2008, OMS, 2005).

Nos organismos vivos essa alteracdo da comunidade bacteriana pelo glifosato tem
efeitos negativos. Em aves, o glifosato parece selecionar bactérias prejudiciais no trato
intestinal desses animais, favorecendo estirpes de Salmonella e Clostridium ao eliminar as
bactérias responsaveis pelo bom equilibrio da sua microbiota (SHEHATA et. al. 2012). Em
ratos o glifosato alterou a razdo entre bactérias Gram positivas e negativas no trato digestivo,

favorecendo um isolado de E. coli resistente ao herbicida (LOZANO et. al. 2018).
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2.3 Resisténcia bacteriana a antibioticos

Os antibioticos podem ser classificados de acordo com varios critérios como, por
exemplo, origem, biossintese, acdo predominante, mecanismo de agdo e estrutura quimica.
Neste ultimo critério, os antibidticos de origem natural e seus derivados semissintéticos
podem ser classificados como: p-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas,
oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, peptideos ciclicos
(glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre outros (lincosamidas, anfenicois,
rifamicinas, etc). Os antibidticos de origem sintética sdo classificados em sulfonamidas,

fluoroquinolonas e oxazolidinonas (BAPTISTA, 2013).

A descoberta do antibiotico, a partir de um fungo do género Penicillium em 1929
por Alexander Fleming, revolucionou o tratamento de infec¢coes bacterianas. Desde entdo os
antibidticos se tornaram uma classe de farmacos fundamentais na medicina. Sem eles a
maioria das cirurgias e transplantes seriam impossiveis e estariamos sempre vulneraveis a
infecgdes bacterianas. E certo que devemos a eles o grande aumento na expectativa de vida

que obtivemos nas ultimas décadas (BRITO e CORDEIRO, 2012).

\

No final da década de 1930, relatam-se os primeiros casos de resisténcia a
sulfonamida. A enzima penicilinase, responsavel por conferir as bactérias resisténcia a
penicilina, foi identificada pelo mesmo grupo que descobriu o antibidtico apenas 12 anos apds

a sua introdugdo como terapéutico (DAVIES e DAVIES, 2010).

A resisténcia aos antibioticos dificilmente pode ser controlada, pois envolve uma
gama variada de fatores ¢ a agdo humana criou um ambiente ideal para a disseminagdo desse
fenomeno. Profissionais de saude costumam prescrever antibidticos como uma estratégia de
tratamento e esses medicamentos muitas vezes encontram-se disponiveis livremente para
pessoas que se automedicam com essas drogas (ORZECH e NICHTER, 2008). O uso cada
vez mais disseminado e indiscriminado desses compostos proporcionou uma pressao seletiva
que criou reservatorios de cepas resistentes em todos os ambientes. Além do uso em humanos,
antimicrobianos sdo aplicados para profilaxia e tratamento de animais domésticos, na
aquicultura, pecuaria, avicultura, como biocidas em produtos alimenticios e de higiene

pessoal e até mesmo no controle de pragas na agricultura (DAVIES e DAVIES, 2010).

De acordo com Kohanski e colaboradores (2010), o tratamento utilizando doses
subletais de antimicrobianos pode conferir resisténcia a multiplas drogas por estimular a

liberaracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) capazes de induzir mutacdes nas bactérias.
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Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos do microrganismo,

conhecido como resisténcia natural, ou adquiridos por transmissdo/aquisicdo de material

genético presente em outro microrganismo, denominada de transferéncia horizontal de genes,

ou por mutagdo (Figura 2). A transferéncia horizontal de genes se da pelos seguintes

mecanismos (BAPTISTA, 2013):

Transformag@o: Ocorre transferéncia de partes de DNA de uma
bactéria a outra. A capacidade de englobar material genético
extracelular e sofrer transformacao ¢ designada de competéncia;
Transdugdo: Bacteriofagos funcionam como vetores de DNA,
transportando parcelas de DNA de um doador para um hospedeiro que
pode incorporar essa nova parcela ao seu proprio DNA;

Conjugacdo: Processo onde duas células bacterianas da mesma ou de
diferentes espécies entram em contato e¢ trocam porgdes de material
genético entre si, como plasmideos.

Transposi¢do: € um processo de transferéncia genética, resultante da
interagdo entre duas bactérias diferentes, que na maioria das vezes
utiliza a conjuga¢do como via, porém os fragmentos de DNA

transferidos sdo denominados transposoes.

A resisténcia adquirida pode ser expressa das seguintes formas (BAPTISTA,

2013):

e Alteracdes na permeabilidade da membrana celular: Nas bactérias Gram

negativas a penetracdo dos antibioticos na célula se da pelas porinas, que

formam canais hidrofilicos servindo para entrada dos farmacos através da

membrana celular. Modificagdes na quantidade ou diametro das porinas

impedem ou dificultam a entrada de antibidticos no interior da célula

bacteriana. Atua como mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos,

quinolonas, tetraciclinas e a fosfomicina;

e Alteracdo do sitio de ligacdo: Caracteriza-se pela reducdo ou auséncia de

afinidade do antibidtico ao local de ag@o, como a estrutura da parede de

peptidoglicano ou a sintese de proteinas e DNA. Atua como mecanismo de

resisténcia aos beta-lactdimicos e  glicopeptideos, tetraciclinas,

fluoroquinolonas, aminoglicosideos, oxazolinonas, lincosamida e

estreptogramina B;
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e Bombas de efluxo: S@o proteinas presentes na membrana celular que
realizam o transporte de antibidticos do meio intracelular para o meio
extracelular. Esse mecanismo atua sobre todas as classes de antibidticos,
mas se mostra mais eficiente sobre tetraciclinas e fluoroquinolonas;

e Producdo de enzimas: Algumas bactérias sdo capazes de produzir enzimas
capazes de inativar ou mesmo degradar o farmaco por meio de hidrolise,
transferéncia de um grupo ou processo redox. Um grande exemplo ¢ a -

lactamase que confere resisténcia aos B-lactdmicos.

Figura 2. Principais mecanismos de resisténcia a antimicrobianos e modos de expressao.

Acquiring resistance Expressing resistance

Plavemid

O =0

Fonte: ORZECH e NICHTER, 2008.

A disseminagdo da resisténcia aos antimicrobianos torna-se ainda mais complexa,
pois as bactérias passaram a apresentar resisténcia a mais de um agente antibiotico de
diferentes classes e familias. Apesar de ainda ndo haver um consenso académico a respeito do

tema, Magiorakos e colaboradores (2012) sugeriram algumas defini¢des:

o MDR (Multidrug-resistant): Cepa bacteriana resistente a pelo menos um

agente dentro de trés ou mais categorias de antibioticos;
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o XDR (Extensively drug-resistant): Cepa bacteriana que ndo apresenta
suscetibilidade a pelo menos um agente antimicrobiano em todas as
categorias com excecao de uma ou duas;

e PDR (Pandrug-resistant): Cepa bacteriana que ndo apresenta
suscetibilidade a todos os agentes antimicrobianos em todas as categorias

antimicrobianas.

Bactérias Gram negativas representam a maior parte das cepas emergentes
multirresistentes a antimicrobianos especialmente devido ao seu potencial para sofrer
mutagdes e sua ampla capacidade de compartilhar elementos moveis de DNA, transferindo a

resisténcia para outras cepas (EXNER et. al. 2017).

2.3.1 A Resisténcia cruzada pesticida-antibidtico

Segundo Rangasamy e colaboradores (2018), quando uma bactéria desenvolve
resisténcia a um pesticida por meio de mutagdes genéticas que permitem que ela também seja
resistente a uma gama de antibioticos, esta nova resisténcia ¢ chamada de resisténcia cruzada
pesticida-antibidtico. Esta resisténcia ¢ adquirida por meio de varias estratégias usadas pelas
bactérias, comuns tanto contra pesticidas quanto antibioticos, para sobreviverem aos

xenobioticos e se manifestam de formas variadas como, por exemplo:

e Formagao de biofilmes;

e Criacdo de sitios ativos analogos a pesticidas e antibioticos;

e Expressdo aumentada de genes relacionados a producdo de enzimas
estresse-tolerantes;

e Aumento no numero de copias dos genes essenciais para tolerancia ao
estresse;

e Aquisi¢do de novos genes de resisténcia a antibidticos em grupos de
genes para resisténcia a agrotoxicos transferidos de bactérias do solo;

e Obtencao de genes de resisténcia a antibidticos juntamente com genes
de resisténcia a agrotoxicos por transferéncia horizontal por

intermédio de transposoes.

Algumas bactérias se tornam resistentes ao glifosato pela super expressdo da
enzima EPSPS, enzima chave envolvida na biossintese de aminoacidos aromadticos na via

chiquimato, ou pela alteracdo de seus aminoacidos, ou por resisténcia natural. Este Gltimo
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mecanismo foi utilizado pela Monsanto no desenvolvimento de culturas transgénicas
resistentes ao glifosato (SHEHATA et. al. 2013). Além de enzimas, algumas bactérias sdo
capazes de produzir substincias de baixo peso molecular que desempenham a fungdo de
proteger a célula contra o estresse oxidativo e de desintoxicacdo de agentes toxicos exogenos,
como € o caso do micotiol produzido por actinobactérias (LIU et. al. 2013). Kurenbach e
colaboradores (2015) identificaram alteragdes no sistema de efluxo em cepas de E. coli e
Salmonella enterica apés sua exposicdo ao glifosato que lhes conferiu resisténcia ao
aminoglicosideo canamicina e a fluoroquinolona ciprofloxacina, os quais sdo usados para
controlar patdgenos insensiveis aos beta-lactdmicos e cefalosporinas, configurando um sério

problema a satide humana, visto reduzir o espectro de tratamentos clinicos.

Shin e colaboradores (2016) encontraram o expressivo valor de 95% de seus
isolados apresentando resisténcia cruzada glifosato-penicilina em pomares de frutas citricas
tratadas com este antibiotico, indicando que a existéncia de resisténcia cruzada glifosato e [3-

lactamicos.

A resisténcia cruzada pesticida-antibidtico representa um significativo problema
para a saude publica e a qualidade ambiental. Além da alteracdo na composi¢ao natural dos
microbiomas, as cepas resistentes podem acabar transferindo seus genes de resisténcia a
espécies patdogenas, ou elas mesmas virem a se tornar patdgenas oportunistas, terminando por
infectar seres humanos em uma longa e complexa cadeia de causa e efeito (SMITH et. al.

2005, STINE et. al. 2007).

2.4 Sistemas de manejo agricola convencional e alternativo

Considera-se como sistema de manejo agricola convencional o cultivo
caracterizado pela dependéncia de insumos como fertilizantes quimicos e agrotoxicos para se
manter a produtividade do solo bem como praticas que envolvam o revolvimento do solo com

uma tendéncia a maior grau de mecanizagdo (MARQUES, 2006. ROSSET et. al. 2014).

Segundo Marques (2006), o manejo convencional dos solos exige um baixo
investimento inicial, porém aumenta ao longo do tempo, pois o esgotamento do solo demanda
custos crescentes com fertilizantes quimicos e medidas para conter processos erosivos. Com

isso podemos dizer que ndo ha sustentabilidade neste tipo de manejo.

Rosset e colaboradores (2014) citam os varios impactos associados ao manejo

agricola convencional, entre eles o excessivo uso de agua para irrigacdo, contaminacdo e
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salinizagdo de corpos hidricos, erosdo dos solos e desmatamento para expansdo da fronteira
agricola. Deve-se destacar que apesar do sistema convencional ser predominante, ele, algumas
vezes, pode acontecer associado a praticas alternativas como a adubagdo verde, rotacdo de

culturas, plantio direto e sistemas de irrigacdo mais eficientes e economicos.

Em contraposi¢do ao modelo agricola convencional, encontramos um conjunto de
técnicas alternativas de manejo, buscando eliminar os impactos ambientais ou reduzi-los a um
minimo aceitavel. Essas técnicas incluem cultivo de maior variedade de plantas que sejam
bem adaptadas as condi¢des locais, o uso de interagcdes bioldgicas naturais para o combate a
pragas, o manejo ecoldgico do solo e o uso de biofertilizantes, quando necessario
(GONCALVES e BOFF, 2002). Tais técnicas fazem parte daquilo que se conhece por

agroecologia.

O uso de técnicas agroecoldgicas demonstra bom potencial para melhora da
qualidade do solo. Na China, a conversdo de trechos de floresta tropical e monocultura em
agroflorestal aumentou o nimero de bactérias biodisponibilizadoras de fésforo na microbiota
do solo local (WANG et. al. 2017). Além disto, pesquisadores demonstraram que a adogdo do
sistema agroflorestal no cultivo da Hevea brasiliensis aumentou a quantidade de carbono

disponivel nos agregados de solo (CHEN et. al. 2017).

Ha um significativo impacto positivo da agricultura organica ou agroecoldgica na
preservacdo da biodiversidade bem como na mitigacdo das mudancas climaticas devido a
menor liberacdo de carbono na atmosfera (MORGERA et. al. 2012). Podemos somar a isso os
beneficios sociais que a agricultura alternativa traz como seguranca alimentar, maior prote¢ao

ao consumidor ¢ melhores condi¢des de trabalho aos agricultores.

3 OBJETIVOS

Isolamento seletivo de bactérias Gram negativas de amostras de solo em
diferentes sistemas de manejo agricola e verificagdo da resisténcia cruzada glifosato-

antibidticos por meio de antibiograma.

3.1 Objetivos especificos

e Determinar alguns antibidticos que apresentam a resisténcia cruzada com

o glifosato;
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o Identificar a presenca de cepas multirresistentes nos solos coletados;
e Realizar a caracterizagdo parcial dos solos, identificando fatores capazes

de contribuir nos resultados de resisténcia observados.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes e meios de cultura

No presente trabalho foram utilizados reagentes e meios de cultura conforme

especificados na Tabela 2.

Tabela 2. Lista de reagentes e meios de cultura utilizados

Reagentes e Meios de Cultura Marca

Tween 80 Merk

NacCl Vetec

Safranina Merk

Todo cristalizado Merk

Alcool 95% Vetec

Agar MacConkey Difco

BaCl,.2H,0 Merck

NaOH pastilha Dinamica

Fonte: elaborado pelo autor
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4.2 Preparo de solucdes e meios de cultura

Todas as solugdes, meios de cultura e vidrarias foram previamente esterilizados
em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Todos os meios de cultura foram preparados de acordo
com as especificacdes do fabricante e tiveram seus pHs ajustados entre 7,4-7,5 com solugdo

de NaOH ou HCI 10%.
4.2.1 Solucao de desagregagdo enriquecida com glifosato

A solugdo de desagregacdo foi preparada em triplicata de acordo com as
indicacdes de Cunha e Batista (2014). Resumidamente, foram diluidos 0,18 g de pirofosfato
de sodio, 0,18 mL de Tween 80 ¢ 1,53 g de NaCl em 174,6 mL de H>O destilada. Foram
acrescentadas pérolas de vidro na solugdo para auxiliar a desagregacdo dos microrganismos
presentes no solo. Apos, foram acrescentados 5,4 mL de solugdo comercial de glifosato
previamente filtrada em filtro de seringa (0,22 um x 30 mm, PES; Kasvi), originando uma
solucdo final com cerca de 2,5% de glifosato. Tal concentracao foi escolhida baseando-se nos
valores predominantes de diluigdo do glifosato recomendados por diferentes fabricantes do
herbicida para aplicagdo em cultivos (DEFARGE et. al. 2018). A solucdo enriquecida de
glifosato tem como fun¢do agir seletivamente na extracdo das bactérias, eliminando aquelas

que ndo sdo resistentes a0 composto.

4.2.2 Solucdio salina 0,85%

Esta solucdo foi utilizada para se realizar a dilui¢ao seriada. Foram pesados 1,14 g
de NaCl e dissolvidos em 135 mL de agua destilada. Cada tubo, de um total de quinze tubos
de ensaio, foi preenchido com 9 mL da solucdo obtida e levados para esteriliza¢do, sendo

armazenados até o dia da diluicdo.

4.2.3 Solucao padrio de McFarland 0,5

Esta solu¢do foi utilizada como controle de turbidez para padronizagdo do indculo
no teste de sensibilidade a antimicrobianos e foi preparada conforme o CLSI (2016). Uma
aliquota de 0,5 mL de BaCl, 0.048 mol/L (1,175% w/v BaCl, ¢ 2H,0) foi adicionada a 99,5
mL de H>SO4 0,18 mol/L (1% v/v), sendo homogeneizada constantemente para manter a
suspensdo. A densidade correta do controle de turbidez foi verificada usando-se o

espectrofotometro com fonte de luz de 1-cm e cubeta apropriada. A absorbancia da solucdo
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padrdo variou de 0,08 a 0,10 quando observada no comprimento de onda de 625 nm.

4.2.4 Agar McConkey

Este meio foi utilizado para o cultivo das bactérias extraidas do solo. 15 g do meio
foram pesados e transferidos para um erlenmeyer contendo 300 mL de agua destilada. O meio

foi esterilizado e depois armazenado em geladeira até o dia da coleta.

O Agar MacConkey foi escolhido por ser um meio de cultura utilizado para
isolamento seletivo de bactérias Gram Negativas, devido a presenca de cristal violeta e sais
biliares em sua formulacdo. Além disto, contém lactose, peptona ¢ um indicador de pH, o
corante vermelho de toluileno. Logo, bactérias fermentadoras de lactose (Lac +) produzem
acido que baixa o pH do meio a valores inferiores a 6,8, resultando em colonias roxas, rosadas
ou vermelhas (Figura 3). Bactérias incapazes de fermentar lactose (Lac —) utilizam a peptona
disponivel, formando aménia e elevando o pH, o que resulta na formagao de coldnias brancas

ou sem coloragdo (MACCONKEY, 1905 ¢ 1908).

Segundo o “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (GARRITY et. al.
2002) sao géneros de bactérias Lac + a Eschericha, Klebsiella, Enterobacter e Serratia e sao
exemplos de Lac — a Acinetobacter, Salmonella, Proteus, Shigella, Yersinia, Providencia e

Morganella.

Figura 3. Crescimento de bactérias em agar MacConkey

Colonias de bactérias Lac +: centro roxo avermelhado; Lac — : sem coloragdo/brancas.

Fonte: o autor
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4.2.5 Agar TSA enriquecido com glifosato

Este meio foi utilizado para manutencao/estocagem das cepas isoladas. 10,8 g de
meio TSA foram pesados e diluidos em 270 mL de H>O destilada. Apods esterilizagdo, foram
acrescentados 2,7 mL de solugdo comercial de glifosato previamente filtrada em filtro de
seringa como no item 4.2.1, originando uma solugdo enriquecida com aproximadamente
0,85% de glifosato. Cada tubo de ensaio, previamente esterilizado, foi preenchido com 3 mL
do meio obtido e semeado com a bactéria isolada, sendo mantido em BOD a 20° C. Uma
quantidade menor de glifosato foi adicionada a este meio prevendo-se que algumas das
bactérias resistentes podem se tornar dependentes deste substrato como fonte de nitrogénio e

fosforo.
4.2.6 Meios de cultura usados no antibiograma

Para os antibiogramas utilizou-se 38 g de Agar Mueller-Hinton para 1 1 de 4gua
destilada; agar TSA normal em uma propor¢do de 40 g por litro de agua destilada; e solucdo

salina 0,85% para calibrac¢do do inoculo.

4.3 Caracterizacio morfotintorial dos isolados

A coloragdo de Gram ¢ usada para classificar bactérias com base no tamanho,
morfologia celular e comportamento diante dos corantes. As solugdes ¢ modo de proceder

foram realizados de acordo com as indicag¢des de Levy (2004):

e Cristal violeta 1% (solucdo estoque): 1 g de cristal violeta para 100 mL de
agua destilada;

e Lugol (mordente): 3,34 g de iodo cristalizado + 6,67 g de iodeto de
potassio diluidos em 1000 mL de agua destilada;

e Alcool/Acetona 1:1 (descolorante): 500 mL de acetona diluidos em 500
mL de alcool etilico 95%;

e Safranina 0,25% (contracorante): 2,5 g de safranina + 100 mL de alcool
etilico 95%. Apds, completou-se o volume para 1000 mL com &4gua

destilada.

As bactérias estocadas em TSA enriquecido com glifosato foram fixadas em
laminas de microscopio e entdo mergulhadas em sequéncia nas solucdes de cristal violeta,

lugol, alcool/acetona e safranina e depois observadas ao microscopio. As bactérias Gram-
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positivas retém o cristal-violeta e se apresentam com coloragdo violeta enquanto as Gram-
negativas sdo descoradas pelo alcool-acetona, sendo, portanto, coradas com o contracorante ¢

se apresentam roseas.

4.4 Equipamentos utilizados

Tabela 3. Lista de equipamentos utilizados

Equipamento Marca Pais de fabricacdo
Estufa para cultura Orion 502 Fanem Brasil
Incubadora shaker TE-420 Tecnal Brasil
Espectrofotometro Biomate 3 UV-VIS Thermo EUA
Balanga de precisdo B-TEC-210A Tecnal Brasil
Forno mufla Microprocessado Q318M Quimis Brasil
Peneiras granulométricas 8’ SPLabor Brasil
Agitador eletromagnético de peneiras Lab1000 Brasil
pHmetro digital HI2210-01 Hanna EUA

Instruments
BOD TE-371 Tecnal Brasil
Autoclave AV75 Phoenix Brasil
Micropipetas LabMate Pro LabMate Reino Unido

Contador de colonias mecanico CP602 Phoenix Brasil

Fonte: elaborado pelo autor

4.5 Procedimento de coleta

Foi realizada uma coleta no dia 12/09/2018, durante a estacdo seca, em trés locais
previamente selecionados no municipio de Eusébio-CE correspondendo a dois diferentes
sistemas de manejo agricola e uma amostra de solo ndo manejado e sem cultivo. Os sitios de
amostragem foram georreferenciados posteriormente com o auxilio do software Google Earth

Pro, apresentando as seguintes coordenadas:

Al - Manejo Alternativo (agroecologico): 3°51'29.14"S / 38°25'6.59"O;



33

A2 - Solo ndo manejado sem cultivo: 3°51'31.87"S / 38°25'6.16"0;
A3 - Mangjo Convencional: 3°50'17.55"S / 38°26'30.60"0O.

As caracteristicas especificas referentes a cada forma de manejo do solo foram

obtidas por meio de observagdes no local da coleta e de dados fornecidos pelos proprietarios.

Nos solos Al e A2, a coleta ocorreu conforme literatura (FRIZOLA et al., 2006),
sendo realizada amostragem aleatoria simples composta de cinco sub-amostras coletadas entre
0 ¢ 10 cm de profundidade em uma area de aproximadamente 20 m?, objetivando representar
ao maximo a variabilidade de condi¢des presente em cada uma das areas de coleta. No solo
A3, foram coletadas cinco sub-amostras, cada uma em canteiros contendo plantacdes

diferentes, escolhidos aleatoriamente e na profundidade entre 0 a 10 cm.

O material coletado foi colocado em sacos plasticos tipo ziplock e acondicionados

em um isopor fechado para transporte até o laboratério.

4.6 Extracdo, contagem e isolamento das bactérias Gram negativas resistentes ao

glifosato

As cinco sub amostras de cada tipo de solo foram reunidas num so6 saco pléstico e
agitadas manualmente e vigorosamente dentro do saco para serem homogeneizadas. 20
gramas de cada amostra de solo foram pesados em frascos de vidro previamente esterilizados
e transferidos para os frascos contendo a solucdo de desagregagdo com pérolas. Estes foram
colocados em incubadora shaker sob agitagdo a 150 RPM por 30 minutos a temperatura de
37° C. Apos a incubacdo das amostras, uma aliquota de 1 mL foi retirada de cada frasco para
iniciar as dilui¢des seriadas, considerando a amostra inicial incubada como a primeira dilui¢ao
com concentragdo de 10!, As diluigdes posteriores (102 a 107) foram feitas em tubos de

ensaio contendo 9 mL de solugdo salina estéril conforme preparados no item 4.2.2.

Em seguida, uma aliquota de 1 mL de cada dilui¢do foi transferida, em duplicata,
para placas de Petri e, apos, foi derramado agar MacConkey conforme a técnica de pour
plate, onde se deposita o meio de cultura sobre o indculo e agita-se meticulosamente a mistura
para permitir o espalhamento e crescimento das bactérias sobre e sob a superficie do meio de
cultura (SANDERS, 2012). As placas foram incubadas por 48 horas a temperatura de 35° C.
Ap0s, realizou-se a contagem das coldnias, expressa pela média aritmética das duplicatas, que

se apresentaram dentro do intervalo entre 25 a 250 colonias, em unidade formadora de
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colonias (UFC). As bactérias foram isoladas transferindo-se por¢des de cada colonia para

tubos contendo meio TSA enriquecido com glifosato, preparado conforme item 4.2.5.

4.7 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos (antibiograma)

A suscetibilidade dos isolados aos antibidticos escolhidos (vide Tabela 5) foi
avaliada pelo método do disco-difusdo em agar de acordo com Bauer-Kirby (1966), seguindo
as recomendacdes propostas pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016) como

descrito a seguir:

As cepas armazenadas em TSA enriquecido com glifosato, por¢des superficiais
de pelo menos trés colonias de cada tubo, foram transferidas com o auxilio de alga
microbiologica de niquel-cromo para tubos contendo agar TSA normal, onde foram incubadas
por 24 horas a 35 °C. Apos, quantidade suficiente de coldnia crescida foi transferida para
tubos contendo 9 mL de solugdo salina 0,85%, e o conteudo agitado manual e vigorosamente,
para a padronizacdo de densidade de cada indculo, em comprimento de onda a 625 nm, de
modo a se obter entre 1 a 2 x 108 UFC/mL. Um swab estéril foi utilizado para embeber
por¢des de cada inoculo, o qual foi em seguida semeado sobre toda a superficie da placa
contendo Agar Mueller-Hinton. Apés, os discos de antibidtico foram depositados sobre o
meio com auxilio de pingas estéreis. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24
horas. Apos esse intervalo, os halos de inibi¢do foram medidos com o auxilio de um

paquimetro e interpretados de acordo com os parametros especificados na Tabela 4.

Tabela 4. Padrdes interpretativos de diametros de halos de inibi¢c@o para Enterobacteriaceae

Diametros dos halos de inibi¢do (mm)

Antibiético Referéncia
R< I S>

Ampicilina 13 14-16 17 CLSI (2016)
Ciprofloxacina 15 16-20 21 CLSI (2016)
Cloranfenicol 12 13-17 18 CLSI (2016)

Ertapenem 15 16-18 19 CLSI (2016)
Eritromicina* 11 11,01-11,99 12 Andrews (2009)
Gentamicina 12 13-14 15 CLSI (2016)
Estreptomicina 11 12-14 15 CLSI (2016)

Tetraciclina 14 15-18 19 CLSI (2016)

R = Resistente; I = Resisténcia intermediaria; S = Suscetivel. *Para eritromicina usou-se o pardmetro de

Neisseria, devido ndo haver teste deste antibiotico para Enterobacteriaceae. Fonte: elaborado pelo autor
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Porém, apds a identificagdo das bactérias isoladas, novos pardmetros de
interpretagdo deverdo ser considerados conforme a familia, género ou espécie das mesmas

(ANDREWS, 2009).

Tabela 5. Lista de antibioticos testados

Antibidtico Classe Mecanismo de aciao Concentracao Fabricante
do disco
(ng)
Ampicilina B-lactamico Inibicdo sintese de parede celular 10 CECON
penicilinico em néo produtores de [3-
lactamase
Ciprofloxacina Fluoroquinolona Inibicdo da DNA-girase 5 CECON
Cloranfenicol Fenicol Inibicao de sintese proteica a 30 Laborclin

nivel ribossomico (50S)

Ertapenem B-lactamico Séo resistentes a f-lactamase 10 CECON
carbapénico
Eritromicina Macrolideo Inibigdo de sintese proteica a 15 Laborclin

nivel ribossomico (SOB)

Gentamicina Aminoglicosideo Inibicdo de sintese proteica a 10 CECON
nivel ribossdmico

Estreptomicina Aminoglicosideo Inibigao de sintese proteica a 10 Laborclin
nivel ribossémico (30S)

Tetraciclina Tetraciclinas Inibigao de sintese proteica a 30 CECON
nivel ribossémico (30S)

Como controle positivo do teste utilizou-se a cepa de E. coli ATCC 25922 da
bacterioteca do LABOMAR.

A escolha dos antibioticos clorafenicol, ciprofloxacina, ampicilina e tetraciclina se
deu com base em relato na literatura sobre bactérias que apresentaram mudangas na resposta a
estes antibidticos apos serem tratadas com doses subletais de glifosato e outros pesticidas
(KURENBACH et al., 2015).

Ampicilina e ertapenem foram selecionados ao teste devido a resisténcia cruzada
entre penicilina G, um B-lactdmico, e o glifosato verificada em bactérias de raizes de plantas

tratadas com o antibiotico (SHIN et. al., 2016). Além disto, a resisténcia de bactérias Gram
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negativas a eritromicina, ciprofloxacina, aminoglicosideos, cloranfenicol e varias outras
drogas esta associada a presenga de bombas de efluxo em sua parede celular, funcionando
como um indicativo que esse mecanismo de resisténcia possa estar atuando nas cepas testadas

(LI et al., 2015, BLANCO et. al., 2016).

Depois de obtidos os resultados dos antibiogramas, o indice de multipla
resisténcia a antimicrobianos (MAR) foi determinado pela razio entre o numero de
antibidticos ao qual a cepa demonstrou resisténcia e o numero total de antibidticos testados,
multiplicado por 100 para obten¢do dos resultados em percentual (VASCONCELOS et. al.,
2010).

4.8 Caracterizacio das amostras de solo

Como foi mencionado no item 2.2.1, as propriedades fisicas do solo s@o
determinantes no comportamento do glifosato nesta matriz ambiental. Desse modo, a
caracterizacdo fisica dos solos ¢ uma importante ferramenta na avaliagdo dos resultados

obtidos no presente trabalho.

Os ensaios de granulometria e matéria organica foram realizados no Laboratério
de Oceanografia Geologica (LOG) do Instituto de Ciéncias do Mar da Universidade Federal

do Ceara.

4.8.1 Granulometria

Para esta caracterizacdo, o método de peneiragdo foi empregado. Apds a
homogeneiza¢do das sub-amostras (vide item 4.6), 200 g de cada tipo de solo foram secos em
estufa a 60 °C por 24 horas. Apos, 100 g de cada amostra de solo foram pesados ¢ submetidos
a peneiragdo em série em peneiras de 8 polegadas com aberturas de 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125 e
0,062 mm, seguindo a metodologia de Folk e Ward (1957), onde os solos sdo classificados de
acordo com o percentual predominante de seus componentes: cascalho, areia, argila e silte

obtidos pelo seu didmetro granulométrico.

De acordo com o tamanho de suas particulas, os solos arenosos sdo subdivididos

cm:

e Areia grossa: granulometria de 2 a 0,5 mm;

e Areia média: granulometria de 0,49 a 0,25 mm;
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e Areia fina: granulometria de 0,24 a 0,062 mm.

4.8.2 Teor de matéria orgdnica

A determinacdo da matéria orgénica total foi obtida pelo método gravimétrico a
partir da combustdo de 2 g da amostra de cada tipo de solo seco em forno mufla, em

duplicata, a temperatura de 450 °C por 24 horas (LORING E RANTALA, 1992).

O teor de matéria orgénica foi obtido por meio da equagdo:

__ Mcx100
- Ms

Mo

Onde:
Mo = Teor de matéria organica;
Mc = Massa perdida apos calcinagao;

Ms = Massa total de sedimento.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizac¢ao dos solos coletados

A seguir estdo relatadas as praticas agricolas aplicadas em cada local de coleta de

acordo com as informacdes obtidas pelos proprietarios e durante as observagdes em campo:

. Solo de manejo alternativo agroflorestal (Figura 4): Solo com cultivo agroflorestal a
partir de 2014, porém sem historico de cultivos anteriores. Ambiente cercado, mas com
presenca de animais domésticos ao redor. Solo originalmente pobre, porém,
suplementado com composto orginico oriundo da compostagem, esterco de galinha
obtido de granjas de criacdo comercial e fosfato de rocha, um produto comercial
utilizado para suplementacdo mineral do solo. Irrigado por agua bombeada de poco
existente na propriedade.

. Solo ndo manejado: Solo com presenca de animais domésticos (gatos e caes), inclusive
de suas fezes. Local utilizado pelo proprietario para empilhamento de galhos, folhas e
outros materiais organicos provenientes da limpeza da propriedade.

. Solo de manejo convencional (Figura 5): Terreno subdividido em canteiros com cerca

de 10 m? destinados cada um a um cultivo especifico. Culturas de pimentdo, coentro,
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cebolinha, quiabo, mandioca, feijao e batata doce. Utilizagdo de esterco bovino e esterco
de galinha como fertilizantes. A irrigacdo ¢ feita utilizando agua bombeada de pogo ¢ de
uma cisterna escavada nos arredores dos cultivos. Foi observada a utilizacdo de
glifosato na propriedade durante uma das visitas exploratorias, além de utilizacdo de
compostos inseticidas para combate de pragas do feijdo, como informado diretamente

pelo proprietario.

Figura 4. Sitio de manejo agroflorestal

Fonte: o autor

Figura 5. Sitio de manejo convencional

Fonte: o autor
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Segundo a metodologia de Folk e Ward (1957), os solos das amostras Al e A3,
por apresentarem grande teor de areia com granulos de 0,49 a 0,25 mm foram classificados
como areia média (vide Tabela 6) enquanto a amostra A2 foi classificada como areia fina. O
solo Al apresentou o maior teor de matéria orginica o que, segundo Simonsen e
colaboradores (2008), contribui para uma mais rapida degradagdo do agrotoxico. Enquanto
que o solo A2 apresentou maior teor de argila, fator que contribui para a retencdo do glifosato

por mais tempo, aumentando a sua meia vida no solo (BERGSTROM et. al. 2011).

Tabela 6. Resultados da caracterizacao fisica dos solos estudados

Cascalho  Areia  Silte Argila Teor de matéria organica

Amostrs G ) %) ) %)
Al (Solo agroflorestal) 1,68 90,47 0,23 7,63 15,17

A2 (Solo ndo manejado) 0,66 87,68 0,17 11,50 3,20

A3 (Solo de manejo convencional) 0,58 91,54 0,19 7,69 1,31

Fonte: elaborado pelo autor

A Figura 6 mostra os trés tipos de solo antes dos procedimentos de secagem,
peneiragdo granulométrica e incineragao.

Figura 6. Amostras de solo agroflorestal (A1), ndo cultivado (A2) e de manejo convencional

(A3)

Fonte: o autor
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5.2 Contagem padrio em placas e caracterizacio morfotintorial dos isolados

Ap6s os procedimentos de extragdo, dilui¢do e incubagdo em placas contendo agar
MacConkey, as colonias formadas foram quantificadas (Figura 7). Foi observado que a
amostra A3 apresentou um crescimento bacteriano resistente ao glifosato dez vezes menor e o

solo A2 1000 vezes menor do que a amostra de solo agroflorestal (Tabela 7).

Tabela 7. Contagem de bactérias resistentes ao glifosato crescidas em agar MacConkey

Amostra UFC/g de solo
Al (Solo agroflorestal) 1,6 x10°
A2 (Solo nido manejado) 1,0 x 10
A3 (Solo de manejo convencional) 5,6 x 10*

UFC: unidade formadora de col6nia

Fonte: elaborado pelo autor

Figura 7. Contagem das colonias bacterianas crescidas em agar MacConkey

Fonte: o autor

O grande nimero de cepas resistentes ao glifosato isoladas no solo de manejo
convencional ja era esperado, pois a exposi¢do continua a agrotoxicos acarreta pressdo capaz
de selecionar as populagdes bacterianas existentes no ambiente que foram capazes de
desenvolver mecanismos para se desintoxicarem daqueles agentes (WEBBER et. al. 2015;
RANGASAMY et. al. 2018; KURENBACH et. al. 2018), viabilizando sua sobrevivéncia na
presenca do herbicida adicionado na soluc¢do de extragdo e no meio McConkey. O solo sem
manejo, por ndo sofrer exposi¢ao direta ou indireta a agrotdxicos, apresentou uma microbiota
pouco adaptada ao glifosato a qual cresceu em menor nimero nas placas, apés passar pelo

choque seletivo. No entanto, foi surpreendente o niimero de cepas resistentes ao glifosato
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isoladas da agrofloresta ja que, teoricamente, seu manejo ndo implica o uso de qualquer
agrotoxico. Uma das possiveis causas da elevada contagem poderia ser o esterco de galinha
usado para suplementar os nutrientes do solo, pois varias granjas utilizam antibioticos tanto
para profilaxia quanto para o tratamento de doengas das aves de forma indiscriminada, o que
pode causar o surgimento de cepas resistentes aos antibidticos e, consequentemente,
resisténcia cruzada ao glifosato quando expostas a este agrotoxico (BEZERRA et. al. 2017).
Outra hipotese seria a contaminagdo do solo agroflorestal por dgua contendo tracos de
glifosato e/ou bactérias resistentes oriundos da lixiviagdo destes pelo solo arenoso, o que
acarretaria a maior expressao de cepas resistentes ao herbicida. O uso de glifosato em outros
cultivos da regido pode levar a contaminacao das aguas subterraneas que, ao serem utilizadas
na irrigagdo, como foi o caso, contaminam o solo local (OSTEN e DZUL-CAAMAL, 2017;
SANCHIS et. al. 2012, VAN STEMPVOORT et. al. 2014). Entretanto, essa hipotese so
poderia ser confirmarda apos andlises da dgua utilizada para irrigagdo e do solo coletado por
meio de ensaios especificos para detecgdo do agrotoxico e de seus produtos de degradacdo

presentes nas amostras.

Apos a contagem, as colonias foram isoladas em tubos de ensaio contendo meio
TSA enriquecido com glifosato. Foram isoladas 30, 12 e 30 col6nias dos solos Al, A2 e A3
respectivamente. Dos isolados de Al, 27 se mostraram viaveis no meio enriquecido com
glifosato, conforme pode ser observado na Tabela 8. Da amostra A3, foram obtidos 26
isolados viaveis (Tabela 9), enquanto que dos 12 isolados da amostra A2, somente cinco

foram viaveis no meio de cultura utilizado (Tabela 10).

Devido o isolamento ter sido direcionado para o crescimento de enterobactérias
(agar McConkey), a técnica de coloragdo de Gram corroborou que as bactérias isoladas nos
tré€s tipos de solo pertenciam ao grupo Gram negativas (vide Tabela 8, Tabela 9 e Tabela 10),
ou seja, por possuirem uma camada mais fina de peptidoglicanos, apresentam uma parede
celular mais fina que ndo consegue reter o corante violeta de metila e, por isto, sdo coradas
pela safranina. Além disto, tanto a morfologia das células quanto a sua capacidade de

fermentacdo de lactose foi definida.
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Tabela 8. Caracterizacdo morfotintorial dos isolados de bactérias provenientes do solo

agroflorestal
Cepa Coloracio de Gram Morfologia Fermentacao da Lactose
P1 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P2 Negativa (-) Bastonetes Lac +
P4 Negativa (-) Bastonetes Lac +
P5 Negativa (-) Bastonetes Lac +
P6 Negativa (-) Cocos Lac +
P7 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P8 Negativa (-) Bastonetes curtos Lac +
P9 Negativa (-) Cocos Lac +
P10 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P11 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P12 Negativa (-) Bastonetes longos Lac -
P14 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P15 Negativa (-) Bastonetes Lac +
P16 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P17 Negativa (-) Bastonetes Lac +
P18 Negativa (-) Bastonetes Lac +
P20 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P21 Negativa (-) Bastonetes Lac +
P22 Negativa (-) Bastonetes curtos Lac -
P23 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P24 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P25 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P26 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P27 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P28 Negativa (-) Bastonetes Lac -
P29 Negativa (-) Bastonetes longos Lac -
P30 Negativa (-) Bastonetes Lac -

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 9. Caracterizacdo morfotintorial dos isolados de bactérias provenientes do solo ndo
cultivado
Cepa Coloracao de Gram Morfologia Fermentaciao de Lactose
S1 Negativa (-) Bastonetes Lac -
S4 Negativa (-) Bastonetes Lac +
S6 Negativa (-) Bastonetes Lac +
S10 Negativa (-) Bastonetes Lac +
S11 Negativa (-) Bastonetes Lac +

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 10. Caracterizacdo morfotintorial dos isolados de bactérias provenientes do solo de

manejo convencional

Cepa Coloracio de Gram Morfologia Fermentacio de Lactose
Cl Negativa (-) Bastonetes Lac +
C3 Negativa (-) Bastonetes Lac +
C5 Negativa (-) Bastonetes Lac +
C7 Negativa (-) Bastonetes Lac +
C8 Negativa (-) Bastonetes Lac -
Cc9 Negativa (-) Bastonetes Lac -
C10 Negativa (-) Bastonetes longos Lac +
Cl1 Negativa (-) Bastonetes Lac +
C13 Negativa (-) Bastonetes Lac +
Cl4 Negativa (-) Bastonetes Lac +

C15 Negativa (-) Bastonetes longos Lac -

Cl16 Negativa (-) Bastonetes Lac -

C17 Negativa (-) Bastonetes Lac +

C18 Negativa (-) Bastonetes Lac -

C19 Negativa (-) Bastonetes Lac +

C20 Negativa (-) Bastonetes curtos Lac +

C21 Negativa (-) Bastonetes Lac -

C22 Negativa (-) Bastonetes Lac +

C23 Negativa (-) Bastonetes Lac -

C24 Negativa (-) Bastonetes Lac +

C25 Negativa (-) Bastonetes Lac -
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Tabela 10. Caracterizagdo morfotintorial dos isolados de bactérias provenientes do solo de

manejo convencional

Cepa Coloracio de Gram Morfologia Fermentacio de Lactose
C26 Negativa (-) Bastonetes curtos Lac -
C27 Negativa (-) Bastonetes Lac +
C28 Negativa (-) Bastonetes Lac +
C29 Negativa (-) Bastonetes Lac +
C30 Negativa (-) Bastonetes Lac +

Fonte: elaborado pelo autor

5.3 Antibiograma

Ap6s incubacdo dos isolados em meio Mueller Hinton contendo os discos de

antibioticos em teste, os halos de inibi¢do foram medidos e os valores interpretados de acordo

com os parametros da Tabela 4. Os isolados apresentaram perfis variados de resisténcia aos

antibioticos conforme demonstrado na Tabela 11, Tabela 12 e Tabela 13.

Tabela 11. Resultados do antibiograma das cepas isoladas do solo de agrofloresta

Cepa Amp Gen Clo Tet Cip Ert Est Eri
P1 0 R {2353 S 0 R |17,25 I (31,79 S |1595 I (24,49 S| 1451 S
P2 17,00 S 2595 S |2813 S |22,64 S |36,71 S |38,02 S |2327 S| 2026 S
P4 16,32 I [2585 S |31,75 S |21,97 S |3594 S 34,09 S |21,27 S| 186 S
PS5 1439 1 (2591 S |2497 S |16,50 1 {39,599 S |35,19 S |21,13 S 0 R
P6 0 R |24,78 S|26,79 S |9,75 R |33,83 S |3330 S |22,15 S| 11,99 I
P7 0 R 26,12 S |1295 1 |18,47 1 (29,28 S |2232 S |1932 S| 17,44 S
P8 0 R|2786 S| 871 R |[17,50 I |3533 S 2046 S |23,54 S| 13,47 S
P9 0 R |[30,41 S |1509 I (1520 I |33,38 S |26,72 S |24,74 S| 12,10 I
P10 0 R [2834 S 0 R |17,71 I (33,44 S|19,39 S (27,19 S| 1098 R
P11 0 R 2534 S 0 R 19,07 S |36,95 S [18,30 I (2222 S| 12,72 1
P12 0 R |22,61 S |26,15 S 21,13 S |38,58 S 30,99 S |23,03 S| 12,45 1
P14 0 R 2627 S|1595 1 (20,03 S |3426 S |1891 1 |21,73 S| 14,75 S
P15 0 R 23,09 S 0 R |16,74 I (29,69 S |16,65 I (17,41 S| 17,08 S
P16 0 R|2874 S|11,22 R [2095 S |29,83 S |19,72 S |23,86 S| 21,75 S
P17 0 R| 252 S 0 R |[19,19 S (30,86 S |18,55 I (2345 S| 17,16 S
P18 | 26,44 S |26,67 S [29,05 S |24,22 S |[3921 S|37,59 S (23,79 S| 1851 S
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Tabela 11. Resultados do antibiograma das cepas isoladas do solo de agrofloresta

Cepa Amp Gen Clo Tet Cip Ert Est Eri

P20 | 19,95 S |25,11 S 34,50 S 23,71 S (33,02 S |37,22 S (19,07 S| 11,73 1
P21 0 R 2642 S|1999 S 10,59 R |36,29 S 17,71 1 |24,04 S| 1698 S
P22 0 R |{2623 S|11,05 R [18,69 I |32,29 S |20,21 S |23,89 S| 10,33 R
P23 0 R 2553 S |1485 1 0 R|2785 S|1991 S|21,8 S| 13,13 S
P24 0 R|2756 S| 903 R |[1953 S |31,89 S |19,06 S |26,28 S | 12,39 1
P25 0 R 24,01 S|2504 S 21,78 S |39,57 S |32,49 S |20,70 S| 13,54 S
P26 0 R [23,62 S|1042 R (2035 S [29,20 S |16,04 1 |19,58 S 0 R
P27 0 R |21,85 S 0 R|1505 I (2894 S |11,83 R| 835 R 0 R
P28 | 13,69 I |2347 S |[2513 S |18,71 I (3490 S |34,03 S |1681 S| 9,77 R
P29 0 R 2635 S |18,07 S |23,19 S |[30,54 S |13,55 R|1898 S| 7,50 R
P30 0 R {2430 S 0 R |[19,25 S (28,14 S |1629 I (17,78 S| 834 R

OBS: R = resistente; I = resisténcia intermedidria; S = suscetivel. Amp = ampicilina; Gen = gentamicina; Clo =
cloranfenicol; Tet = tetraciclina; Cip = ciprofloxacina; Ert = ertapenem; Est = estreptomicina; Eri = eritromicina.

Halos medidos em milimetro.

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 12. Resultado do antibiograma das cepas isoladas do solo ndo cultivado

Cepa Amp Gen Clo Tet Cip Ert Est Eri
S1 | 1042 R| 2541 S| 30,99 S|22,01 S|{3921 S|3734 S|23,00 S| 1571 S
S4 0 R| 18,83 S| 10,88 R | 16,28 130,41 S| 1632 1| 12,55 1 0 R
S6 0 R| 28,85 S| 1573 12062 S|31,54 S|2943 S|2243 S| 10,60 R
S10 0 R| 24,49 S| 32,18 S| 23,67 S|2632 S|27,08 S| 1643 S| 10,20 R
S11 | 12,66 R| 252 S| 36,85 S|27,86 S| 51,34 S| 40,24 S| 2589 S|21,87 S

OBS: R = resistente; I = resisténcia intermedidria; S = suscetivel. Amp = ampicilina; Gen = gentamicina; Clo =
cloranfenicol; Tet = tetraciclina; Cip = ciprofloxacina; Ert = ertapenem; Est = estreptomicina; Eri = eritromicina.

Halos medidos em milimetro.

Fonte: elaborado pelo autor
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Tabela 13. Resultado do antibiograma das cepas isoladas do solo de manejo convencional

Cepa Amp Gen Clo Tet Cip Ert Est Eri

Cl 0 R| 24,72 S| 36,29 S| 26,27 S| 2841 S| 26,05 S| 18,72 S| 21,31 S
C3 0 R| 2097 S| 30,26 S| 21,15 S| 2831 S| 25,10 S| 1596 S 10,42 R
C5 0 R| 21,90 S| 31,22 S| 2233 S| 30,24 S| 33,92 S| 19,52 S 10,01 R
C7 0 R| 23,51 S| 2942 S| 2453 S| 32,89 S| 2998 S| 16,22 S 13,62 S
C8 0 R 0 R| 2575 S| 9,54 R| 23,58 S 0 R 0 R| 11,11 I
C9 21,48 S| 2092 S| 3424 S| 29,74 S| 4434 S| 3747 S| 21,50 S 9,57 R
C10 0 R| 2557 S| 31,62 S 0 R| 1840 I | 34,01 S| 19,67 S 9,93 R
Cl11 0 R| 21,96 S 883 R| 8,63 R| 28,04 S| 38,02 S| 18,55 S 19,54 S
C13 0 R| 2575 S| 33,14 S| 20,51 S| 29,87 S| 22,88 S| 16,16 S 991 R
Cl4 0 R| 13951 | 30,85 S| 33,34 S| 33,89 S| 31,89 S| 20,57 S 11,05 1
C15 0 R| 2485 S 812 R| 15,03 I | 25,82 S| 30,17 S 0 R| 16,58 S
Cl6 0 R| 21,04 S| 26,57 S 0 R| 22,84 S| 3523 S| 23,56 S 16,06 S
C17 743 R| 20,56 S 0 R 0 R| 21,70 S| 31,81 S| 1432 I 12,85 S
C18 0 R| 26,00 S| 20,62 S| 19,14 S| 3094 S| 17,84 1 0 R 0 R
C19 851 R| 21,68 S| 30,27 S| 20,03 S| 31,69 S| 29,74 S| 17,36 S 10,29 R
C20 0 R| 20,07 S| 26,58 S| 19,34 S| 34,16 S| 31,47 S| 17,03 S 8,49 R
C21 0 R| 2635 S| 3439 S| 27,25 S| 38,81 S| 33,68 S| 20,81 S 13,48 S
C22 0 R| 2257 S| 30,13 S 0 R| 20,14 1| 31,88 S| 18,55 S 12,14 S
C23 20,89 S| 21,84 S| 31,82 S| 28,88 S| 43,21 S| 37,85 S| 23,00 S 9,66 R
C24 0 R| 15,68 S 0 R 0 R| 28,07 S| 32,57 S| 13,27 1 11,59 1
C25 0 R| 15,65 S 0 R 0 R| 26,64 S| 30,55 S| 13,78 1 11,81 1
C26 0 R| 19,68 S 0 R| 17,53 1| 3645 S| 1823 1| 17,14 S 0 R
C27 0 R| 13,50 I 0 R 0 R| 2833 S| 2046 S| 13,20 I 12,14 1
C28 0 R| 28,06 S| 37,70 S 0 R| 29,47 S| 31,87 S| 20,12 S 14,16 S
C29 9,34 R| 23,04 S| 27,97 S| 20,53 S| 29,68 S| 33,30 S| 18,09 S 8,81 R
C30 8,57 R| 21,99 S| 31,54 S| 22,67 S| 32,30 S| 32,90 S| 15,52 S 8,75 R

OBS: R = resistente; |

= resisténcia intermediaria; S = sucetivel. Amp = ampicilina; Gen = gentamicina; Clo =

cloranfenicol; Tet = tetraciclina; Cip = ciprofloxacina; Ert = ertapenem; Est = estreptomicina; Eri = eritromicina.

Halos medidos em milimetro.

Fonte: elaborado pelo autor

Constatou-se que das 58 cepas isoladas, 54 apresentaram resisténcia a pelo menos

um dos antibiodticos testados e 50 foram resistentes a AMP, representando 86% do total (ver
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Grafico 2). Korb (2014) verificou que 100% das cepas de E. coli isoladas de fezes de frangos
provenientes de criagdo intensiva apresentaram resisténcia a AMP, o que corrobora uma de
nossas hipoteses de que as bactérias resistentes a este antibidtico presentes nos solos
estudados sejam oriundas do esterco de galinha, tendo sido cosselecionadas pelo glifosato.
Em contrapartida, 63, 80 e 88% das cepas isoladas dos solos A1, A2 e A3, respectivamente,
apresentaram suscetibilidade ao ertapenem (Grafico 3). Apesar de ndo ter havido um niimero
expressivo de resisténcia ao ertapenem, o fato destas cepas existirem no ambiente e
possivelmente cosselecionadas pelo glifosato é preocupante. Antibidticos carbapenémicos
sdo, geralmente, aplicados no tratamento clinico contra bactérias multirresistentes e ainda nao
sd0 muitos os relatos destas em amostras fora de ambientes hospitalares (ANVISA, 2017). A
resisténcia a esta classe de farmacos estd ligada a producdo de enzimas carbapenemases
expressas por genes localizados, em sua maioria, nos elementos moéveis do DNA,

especialmente em plasmideos, o que favorece sua disseminagdo (NORDMANN et. al., 2012).

Grafico 2. Perfil de resisténcia a antibidticos das cepas isoladas
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gentamicina; Clo = cloranfenicol; Tet = tetraciclina; Cip = ciprofloxacina; Ert = ertapenem; Est
estreptomicina; Eri = eritromicina.

Fonte: elaborado pelo autor

Importante notar que as cepas isoladas de A1 e A2 apresentaram suscetibilidade

expressiva aos aminoglicosideos EST e GEN e a ciprofloxacina (Grafico 3) o que, segundo
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Zimerman (2010), pode ser efeito das restricdes impostas ao uso desses antibioticos. As cepas

do solo A3 apresentaram resisténcia intermediaria a estas mesmas classes (Grafico 4).

Grafico 3. Perfil de suscetibilidade a antibidticos das cepas isoladas
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Grafico 4. Perfil de resisténcia intermediaria a antibioticos das cepas isoladas
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Fonte: elaborado pelo autor
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O teste de sensibilidade aos antimicrobianos revelou a presenga de cepas
multirresistentes em todos os solos estudados (Grafico 5), conforme a definigdo proposta por

Magiorakos e colaboradores (2012).

Grafico 5. Perfil de multirresisténcia a antibidticos das cepas isoladas
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Fonte: elaborado pelo autor

O indice de multirresisténcia a antibioticos (MAR) mostrou que das 17 cepas
MDR encontradas, 15 apresentaram resisténcia a trés antibioticos (MAR = 37,5%; Tabela 14)
e duas foram resistentes a 5 antibidticos (MAR = 62,5%). Tanto o solo agroflorestal como o
sem manejo apresentaram bactérias que foram, na sua maioria, resistentes 8 AMP, CLO e ERI
simultaneamente, enquanto que as bactérias do solo A3 apresentaram resisténcia a AMP,
CLO, ERI e TET. E conhecido que penicilinas, tetraciclinas e eritromicinas sdo adicionadas
na ragdo de animais em doses subterapéuticas baixas como promotores de crescimento € que o
Brasil figura entre os 5 paises que mais se utilizam desta pratica no mundo (CASTANAM,
2007; RONQUILLO E HERNANDEZ, 2017). A resisténcia cruzada antibidticos-glifosato
constatada confirma o uso destas substancias na alimentacdo dos animais cujos estercos
serviram de adubo para os solos estudados, além de corroborar o fato de que doses subletais
de antibioticos promovem o surgimento de bactérias resistentes ndo s6 as drogas utilizadas

como também a outros xenobioticos, no caso o glifosato.



50

Tabela 14. indice de multirresisténcia a antibioticos (MAR) das cepas isoladas dos diferentes

tipos de solos estudados

Solo agroflorestal

Cepa Antibioticos MAR (%)
P10 Amp, Clo, Eri 37.5
P22 Amp, Clo, Eri 37,5
P26 Amp, Clo, Eri 37,5
P27 Amp, Clo, Ert, Est, Eri 62,5
P29 Amp, Ert, Eri 37,5
P30 Amp, Clo, Eri 37,5

Solo ndo manejado

Cepa Antibiéticos MAR (%)

S4 Amp, Clo, Eri 37,5

Solo de manejo convencional

Cepa Antibioticos MAR (%)
C8 Amp, Gen, Tet, Ert, Est 62,5
C10 Amp, Tet, Eri 37,5
Cl1 Amp, Clo, Tet 37,5
Cl15 Amp, Clo, Est 37,5
Cl17 Amp, Clo, Tet 37,5
Cl18 Amp, Est, Eri 37,5
C24 Amp, Clo, Tet 37,5
C25 Amp, Clo, Tet 37,5
C26 Amp, Clo, Eri 37,5
C27 Amp, Clo, Tet 37,5

Amp = ampicilina; Gen = gentamicina; Clo = cloranfenicol; Tet = tetraciclina; Cip = ciprofloxacina; Ert =

ertapenem; Est = estreptomicina; Eri = eritromicina. Fonte: elaborado pelo autor
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Apesar dos resultados indicarem que o glifosato atuou na cosselegdo de bactérias
resistentes, deve-se levar em consideragdo que as solugdes comerciais do agrotdxico contém
ndo s6 o glifosato em sua forma pura, mas varios outros ingredientes. Logo, alguns destes
ingredientes poderiam estar influenciando nos resultados obtidos. Para testar esta hipotese,
Kurenbach e colaboradores (2017) compararam os efeitos dos agrotoxicos dicamba, 2,4-D e
glifosato em suas formas puras, com as alteracdes causadas pelos co-compostos das
formulagdes também em suas formas puras e os efeitos causados pelas formulagdes
comerciais. Eles observaram que a atividade de alguns excipientes como o Tween 20 e a
carboximetil celulose, assim como os agrotoxicos puros, depende do tipo de antibidtico e da
bactéria testada. Os agrotoxicos puros, excipientes e formulagdes comerciais apresentaram
solubilidades diferenciadas e, por este motivo, foram testados em concentracdes diferentes.
No entanto, em todos os casos, as respostas causadas pelas formulacdes comerciais e 0s
correspondentes ingredientes ativos caminharam na mesma dire¢do, variando apenas na
magnitude dos efeitos. As respostas causadas pelos co-ingredientes, embora geralmente mais
fracas que as dos ingredientes ativos, sugeriram que os efeitos podem ser modulados por co-

formulantes presentes nas formulagdes comerciais.

6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nos ensaios laboratoriais realizados, conclui-se que:

e Os solos agroflorestal, de manejo tradicional e solo sem manejo

apresentaram bactérias com resisténcia cruzada glifosato-antibidtico;

e A resisténcia a ampicilina foi a maior dentre os antibidticos testados,
seguida de cloranfenicol, eritromicina e tetraciclina, confirmando o uso
destes antibidticos como promotores de crescimento na criagdo dos

animais cujos estercos foram empregados nos cultivos;

e Os solos agroflorestal e de manejo convencional apresentaram

praticamente o mesmo numero de cepas viaveis resistentes ao glifosato;

e Foram detectadas cepas multirresistentes em todas as amostras de solo

estando elas em maior quantidade no solo de manejo convencional;
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e Todos os solos foram classificados como arenosos, fato que contribui para

a maior lixiviagdo do glifosato e contaminagao dos lengois freaticos;

e A irrigacdo com agua de poco subterraneo e a adubagdo com esterco
animal podem ter sido as causas do grande numero de bactérias resistentes

isoladas do solo agroflorestal.

Seria interessante a quantificacdo do glifosato nos solos estudados para
comprovagdo de sua influéncia no surgimento das bactérias MDR bem como uma analise
estatistica dos resultados para que sejam conhecidos seus graus de significancia,
possibilitando melhor interpretagdo dos dados obtidos. Além disto, as cepas viaveis foram
enviadas a Universidade Federal de Sdo Carlos para identificagdo por espectrometria de

massas (MALDI-TOF).

Estudos especificos de monitoramento da resisténcia a antibidticos fazem-se
imprecindiveis em trabalhos futuros visto que, recentemente, a ANVISA publicou um plano
de agdo da vigilancia sanitaria para este assunto, seguindo recomendacdes da OMS langadas
em 2015. “Estima-se que no ano de 2050, caso nio sejam tomadas agdes efetivas para
controlar os avancos da resisténcia aos antimicrobianos, uma pessoa morrera a cada trés
segundos em consequéncia desse agravo, o que representara 10 milhdes de obitos por

ano” (ANVISA, 2017).

Outros campos a serem explorados seriam: a avalia¢do da resisténcia cruzada em
funcdo de outros agentes de cosselecdo; a predominancia de organismos resistentes em
ambientes diversos; a relagdo do uso de antimicrobianos na criagdo intensiva de animais com
o desenvolvimento de patégenos multirresistentes relevantes a satide humana; a investigacao
dos mecanismos de resisténcia e a forma de disseminagdo destes entre as cepas isoladas no

presente trabalho.

7 CONSIDERACOES FINAIS

A resisténcia cruzada agrotoxico-antibioticos ndo se restringe somente ao Eusébio
no Ceard. Diariamente sdo usadas toneladas de agrotoxicos ndo somente na agricultura de
todo o mundo, mas também nos jardins e pracas das nossas cidades e até mesmo de nossas

residéncias. O presente trabalho provou que o despejo desse coquetel de substincias no
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ambiente estd contribuindo para o desenvolvimento de bactérias multirresistentes em locais

inesperados.

Segundo Kurenbach (2018), a disseminagdo global da resisténcia aos antibioticos
¢ considerada como a mudancga climatica da medicina. Os impactos ja estdo sendo sentidos
nos hospitais, onde infec¢des bacterianas tornam-se cada vez mais dificeis de serem tratadas.
O milagre dos antibidticos parece estar chegando ao fim, situagdo que nos forca a refletir
sobre como agir para mitigar essa problematica. Isso vai desde o uso mais racional dos
antibioticos até o repensar dos manejos agricolas e formas de criagdo animal predominante
atualmente. Uma agricultura com uso responsavel dos agrotoxicos buscando em um futuro
proximo a ndo utilizacdo desses biocidas, bem como politicas publicas que atuem para
incentivar a agricultura sustentdvel ja serviriam como um bom come¢o nessa nova jornada da
humanidade em um planeta cada vez mais repleto de dificuldades, muitas delas causadas por

nos mesmos.
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