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RESUMO

A preocupacdo com a presenca de agrotdoxicos no ambiente ¢ tdo antiga quanto a introducio
dessas substancias no controle de pragas e doencas que afetam a produgdo agricola. O uso de
defensivos agricolas no meio rural brasileiro vem trazendo uma série de consequéncias, tanto
para o ambiente, quanto para a saude do trabalhador rural. Estudos mostram que
microrganismos expostos aos agrotoxicos sdo submetidos a pressdo seletiva, desenvolvendo
resisténcia a esses compostos e também a alguns antimicrobianos, em um fendmeno conhecido
como “resisténcia cruzada”. O objetivo deste trabalho foi detectar in vitro o fenomeno de
inducdo da expressao de resisténcia a antibidticos em bactérias apds exposi¢do a diferentes
concentragdes dos herbicidas atrazina e glifosato. Para tal, foi realizada exposicao in vitro aos
herbicidas e, apos isso, realizado teste de antibiograma com exposi¢cdo € sem exposicao aos
agrotoxicos. Os resultados mostraram que houve uma variagdo no perfil de resposta das
bactérias apos exposicdo aos herbicidas. Determinou-se antibioticos que apresentam a
resisténcia cruzada com os agrotoxicos utilizados. Além disso, tanto a acao da atrazina, quanto
do glifosato desencadearam um alto indice de resisténcia, principalmente aos antibidticos
pertencentes ao grupo de inibigdo da sintese de parede celular: Ampicilina e Penicilina. O indice
de multipla resisténcia mostrou bactérias resistentes até trés antibioticos diferentes.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Antibidticos. Resisténcia-cruzada.



ABSTRACT

The concern with the presence of pesticides in the environment is as old as the introduction of
these substances in the control of pests and diseases that affect agricultural production. The use
of agricultural defensives in the Brazilian countryside has brought a number of consequences,
both for the environment and for the health of the rural worker. Studies show that
microorganisms exposed to pesticides are subjected to a selective shock, developing resistance
to some compounds and also some antimicrobials in a phenomenon known as "cross
resistance". The aim of this work was to detect in vitro the phenomenon of induction of the
expression of resistance to antibiotics in bacteria after exposure to different concentrations of
the herbicides atrazine and glyphosate. For this purpose, it has been exposed in vitro to
herbicides and subjected to an antibiogram test with exposure and without exposure to
pesticides. The results showed a variation in the profile of response from exposure to herbicides.
Certain antibiotics presented cross-resistance with the pesticides used. In addition, both the
action of atrazine and glyphosate triggered a high resistance index, mainly to the antibiotics,
components of the cell wall synthesis inhibition group: ampicillin and penicillin. The multiple
resistance index showed bactéria resistant to up to three different antibiotics.

Keywords: Pesticides. Antibiotics. Cross-resistance.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a presenca de agrotdxicos no ambiente é tdo antiga quanto a
introducdo dessas substancias no controle de pragas e doengas que afetam a producéo agricola.
O desenvolvimento dos agrotoxicos foi impulsionado pelo anseio do homem em melhorar sua
condicdo de vida, procurando aumentar a producdo dos alimentos (BORSOI et al., 2014). A
partir da “Revolugdo Verde”, no inicio da década de 60, diversas modificagcdes ocorreram no
processo de producdo agricola. Tecnologias mais modernas foram adotadas, tendo como base
0 uso extensivo de agentes quimicos visando o controle de pragas e insetos e,
consequentemente, o0 aumento da produtividade (MOREIRA et al., 2002).

Com o aumento do setor agricola, o crescimento do consumo desses agentes
quimicos aumentou consideravelmente. Em 2008, de acordo com dados do Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para Defesa Agricola (SINDAG, 2009), o Brasil se tornou 0 maior
consumidor de agrotoxicos do mundo, em razdo das vendas dessas substancias somarem US$
7,1 bilhdes diante de US$ 6,6 bilhdes do segundo colocado, os norte-americanos (CASSAL et
al., 2014).

O uso de defensivos agricolas no meio rural brasileiro vem trazendo uma série de
consequéncias, tanto para o ambiente, quanto para a saude do trabalhador rural. Quando
utilizados na agricultura, seguem diferentes rotas no ambiente, existindo grandes chances de
alcancarem o solo e as aguas subterraneas. Do total de agrotdxicos aplicados por pulverizagéo,
menos de 10% atingem seu alvo e, mesmo quando aplicados diretamente nas plantas, possuem
como destino final o solo, em razdo da lavagem das folhas por acdo das chuvas ou aguas de
irrigacdo (ARAUJO, 2016).

No nordeste brasileiro, 0 agronegocio vem gerando impactos ambientais, onde a
agricultura aparece como um dos principais fatores de poluicdo difusa de agua e solos por
fertilizantes e agrotoxicos (PINHEIRO; AMARAL; CARVALHO, 2010). No Ceara, a
fruticultura irrigada vem se desenvolvendo e gerando grandes impactos. Estudo realizado na
regido do Baixo Jaguaribe mostrou que uma grande quantidade de agrotoxicos estd sendo
lancada na regido do semiarido cearense, sendo a atrazina e o glifosato os principios ativos mais
frequentes nos produtos agricolas utilizados na regido (GAMA; OLIVEIRA; CAVALCANTE,
2013).

Uma das grandes problematicas inerentes a essas substancias é o impacto sobre a
microbiota dos ecossistemas. Estudos mostram que microrganismos expostos aos agrotdxicos

sdo submetidos a pressdo seletiva, desenvolvendo resisténcia a esses compostos e também a
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alguns antimicrobianos, em um fenémeno conhecido como “resisténcia cruzada”. Figueiredo
et al., (2007) identificou resisténcia cruzada em bactérias do género Pseudomonas aeruginosa
sp frente a maltiplos farmacos. Oliveira (2018) observou o mesmo fendmeno em bactérias
Gram negativas pertencentes a diferentes sistemas de manejo agricola do Ceara.

Um relatério publicado pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS, 2017), listou
alguns patdgenos prioritarios resistentes a antibiéticos com o intuito de promover pesquisa e
desenvolvimento de novos antimicrobianos, ja que a descoberta de novas opg¢des de tratamento
contra estes organismos vem diminuindo ao longo dos anos. Além da Pseudomonas
aeruginosa, estdo citadas no documento algumas bactérias da familia Enterobacteriaceae
incluindo Klebisiella pneumoniae, Escherichia coli, Serratia spp. e Proteus spp.

Em vista dos argumentos apresentados, o presente trabalho teve como objetivo
detectar in vitro o fendmeno de inducdo da expressao de resisténcia a antibioticos em bactérias
isoladas do estuario do Rio Jaguaribe apds exposicédo a diferentes concentragdes dos herbicidas

atrazina e glifosato.
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2. OBJETIVOS

Detectar in vitro o fendmeno de indugdo da expressao de resisténcia a antibioticos

em bactérias apds exposi¢do a diferentes concentracdes dos herbicidas atrazina e glifosato.

2.1 Objetivos especificos

> Estabelecer perfis de suscetibilidade a antibioticos entre os isolados
bacterianos;

> Detectar alteracGes de resposta aos antibidticos nos isolados bacterianos
ap0s exposicao aos agrotdxicos;

» Determinar os perfis fenotipicos de resisténcia a antibidticos entre os
isolados bacterianos através de teste de antibiograma.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Agrotoxicos

Agrotoxicos, praguicidas, defensivos agricolas, pesticidas, agroquimicos, biocidas.
Essas sdo algumas das diversas nomenclaturas dadas as substancias ou misturas de
substancias naturais ou sintéticas utilizadas no controle de pragas e doencas de plantas
(UNIVERSIDADE DE CAXIAS, 2015).

No Brasil, conforme dispde a Lei Federal n°® 7.802 de 11 de julho de 1989
regulamentada pelo Decreto n° 4.074 de 04 de janeiro de 2002, os agrotoxicos podem ser
definidos como:

os produtos e os agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao
uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de outros
ecossistemas e também 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 substancias e produtos, empregados
como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento (BRASIL,
2002).

O Decreto n° 4.074, de 04 de janeiro de 2002, encarrega-se por estabelecer as
competéncias para os trés orgdos responsaveis pelo registro de agrotoxicos: Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), Ministério da Saude (MS) e Ministério do
Meio Ambiente (MMA), por meio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) (BRASIL, 2002).

Quanto a finalidade do uso, os agrotdxicos podem ser classificados pelo poder de
acdo do ingrediente ativo sobre organismos-alvo, como: fungicidas, herbicidas, inseticidas,
nematicidas, acaricidas, rodenticidas, entre outros grupos (PELAEZ; TERRA; SILVA,
2010). Dentre essas classes, as trés principais, que correspondem cerca de 95% do consumo
mundial de agrotoxicos entre 1960 e 2003 séo os herbicidas (48%) inseticidas (25%) e
fungicidas (22%) (VELASCO; CAPANEMA, 2006).

A Tabela 1 mostra as principais categorias de agrotoxicos de acordo com a natureza
da praga combatida e o grupo quimico a que pertencem incluindo os dois agrotoxicos alvos

do estudo da classe dos herbicidas (Atrazina e Glifosato).
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Tabela 1 — Principais categorias de agrotoxicos quanto & natureza da praga combatida e ao
grupo quimico a que pertencem.

Classificacdo quanto a
natureza da praga controlada

Classificacdo quanto ao Exemplos

grupo quimico (produto/substancias/agentes)
Inorgénicos Fosfato de aluminio, arsenato de
Inseticidas Organoclorados calcio
(controle de insetos) Organofosforados Aldrin,* DDT,* BHC*
Metil-paration
Fungicidas Inorgénicos

Calda Bordalesa, enxofre

(combate aos fungos) Mancozeb, Tiram, Metiram

Ditiocarbamatos
Fentalamidas

Captam
Herbicidas . .
(combate a plantas invasoras) Triazina Atrazina
P Glicina substituida Glifosato
* Proibido em varios paises e no Brasil.

Fonte: adaptado de PERES; MOREIRA, (2003).

Os agrotdxicos também sdo classificados de acordo com sua toxicidade. Esta
classificagdo € fundamental para o conhecimento do poder toxico de um produto, do ponto de

vista de seus efeitos agudos. No Brasil, o 6rgdo responsavel pela classificacdo toxicologica
dessas substancias € o0 MS (OPAS, 1997).

Segundo a Portaria n°® 03 de 16 de janeiro de 1992 do MS, os agrotoxicos podem
ser classificados como: Classe I-Extremamente toxico, Classe I1-Altamente toxico, Classe 111-

Moderadamente toxico e Classe 1V-Pouco toxico (BRASIL, 1992) (Tabela 2).

Tabela 2 — Classificacdo toxicoldgica dos agrotdxicos em fungdo da DL50.

Classe toxicolégica Toxicidade DLso (mmy) Faixa colorida
I Extremamente toxico <5 mg/kg _
I Altamente toxico Entre 5 e 50 mg/kg Amarela
1l Medianamente toxico  Entre 50 e 500 mg/kg  [ERAZUI
v Pouco toxico Entre 500 e 5.000 mg/kg Verde
- Muito pouco toxico Acima de 5.000 mg/kg -
Fonte: adaptado de PERES; MOREIRA, (2003). T

3.1.1 Consumo no Brasil

Apesar da agricultura ser praticada pela humanidade had milhares de anos, o uso

intensivo de substancias para o controle de pragas e doencas existe desde o século passado,
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tendo inicio ap6s as grandes guerras mundiais, quando as industrias responsaveis pela
fabricacdo de venenos, até entdo usados como armas quimicas, encontraram na agricultura um
novo mercado para seus produtos (LONDRES, 2011).

Diversas politicas foram implementadas em todo o mundo para expandir e
assegurar este mercado. A partir da década de 1960, os governos brasileiros adotaram a politica
agricola de modernizacdo no campo denominada revolugdo verde, esta baseava-se na
monocultura e no uso intensivo dos agrotoxicos, que tinha como incentivo as isencdes fiscais
cedidas as industrias quimicas (BRASIL, 2016).

No entanto, foi na Gltima década que o mercado brasileiro de agrotdxicos expandiu,
assumindo proporc¢des assustadoras. Entre 2001 e 2008, a venda de venenos agricolas no pais
saltou de US$ 2 bilhdes para mais de US$ 7 bilhGes, apresentando um crescimento de 190%
em um ritmo maior que o dobro quando comparado com o mercado global com 93%, o que
coloca o Brasil como maior consumidor mundial de agrotoxicos, desde 2008, ultrapassando 0s
Estados Unidos (RIGOTTO; VASCONCELOS; ROCHA, 2014).

O Grafico 1 apresenta os 7 agrotoxicos mais vendidos no Brasil entre os anos de
2013 e 2017 segundo o IBAMA, destacando os dois utilizados no presente trabalho, e o Gréafico

2 ilustra as vendas por classes de uso em 2017.

Gréafico 1 - Os sete agrotoxicos mais vendidos no Brasil entre os anos de 2013 e 2017.
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Fonte: adaptado de IBAMA, (2019)
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Gréfico 2 - Vendas por classes de uso dos produtos formulados em 2017. (tonelada
por ingrediente ativo).
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Fonte: adaptado de IBAMA, (2019).

De acordo com o Relatério Nacional de Vigilancia em Salde de Populacdes
Expostas a Agrotoxicos de 2016, o Ceara é o estado brasileiro com o terceiro maior consumo
de agrotoxicos por area plantada (kg/ha), com 19,76 kg de produto aplicado em cada hectare
plantado, ficando atras somente do Rio de Janeiro (135,45 kg/ha) e Séo Paulo (35,72 kg/ha).
Entretanto, apesar de o Estado aparecer proporcionalmente entre os maiores consumidores, em
termos absolutos o Ceara ndo esta entre os dez estados com maior consumo (CARNEIRO,
2015).

A dose recomendada desses herbicidas varia de acordo com o tipo de solo e cultura
a ser controlada. De acordo com a Embrapa (2006), a atrazina, por exemplo, ¢é indicada nas
doses de 1,5 a 4 kg i.a. ha*, dependendo do tipo de solo: em solos leves, deve-se usar a menor

dose, e em solos argilosos e com elevado nivel de matéria organica, a maior dose.

3.1.2 Impactos

Um dos principais impactos representados pelos agrotdxicos diz respeito aos seus
efeitos na salide das pessoas, ainda mais daquelas que ficam sujeitas ao contato direto com eles,
seja na inddstria ou no campo. Existem diversos relatos de pessoas que passaram a ter sérias
doencas, como céncer, provocadas pela exposicdo aos agrotoxicos, sendo que muitas delas
deixam sequelas graves ou sao fatais (UNIVERSIDADE DE CAXIAS, 2015).
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De acordo com dados publicados pelo MS, 7.676 intoxicagdes relacionadas a
agrotoxicos ocorreram no ano de 2010 no Brasil, sendo que 5.463 foram por uso agricola e
2.213 uso doméstico, sendo que 64.49% desses casos ocorreram em areas urbanas (SINITOX,
2010). Levando em conta que cerca de 85% da massa dos agrotoxicos € utilizada em atividades
agricolas, é inesperado que existam mais intoxicados no meio urbano do que no meio rural
(OLIVEIRA-SILVA; MEYER, 2003).

Outro problema relacionado ao uso de agrotoxicos é o seu grande impacto
ambiental. Os agrotoxicos, ao entrarem em contato com o meio ambiente, ficam sujeitos a
diversos processos fisico-quimicos, que sdo reguladores do destino que essas substancias terdo.
Sé&o eles: retencgdo, lixiviagdo, escoamento superficial, volatilizacdo, absorcdo pelas plantas,
fotodegradagdo, decomposicdo quimica e microbioldgica, conforme mostra a Figura 1
(BAILEY; WHITE, 1970).

Figura 1 - Dinamica dos agrot6xicos no ecossistema.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Um dos efeitos ambientais indesejaveis € a infertilidade e contaminagdo dos solos
e aguas superficiais e subterraneas. A contaminacdo desses recursos naturais € um grande
problema, uma vez que essas regides atuam como via para o transporte dessas substancias para
fora das areas fonte. Se regides agricolas estiverem localizadas proximas a mananciais hidricos
responsaveis por fornecer agua para uma cidade, a qualidade dessa agua estara seriamente sob

0 risco de uma contaminacdo. Ademais, espécies ndo-alvo, ou seja, que ndo interferem no



27

processo de producdo que se tenta controlar, onde se inclui a espécie humana, também acabam
sendo comprometidas (PERES; MOREIRA, 2003).

No Estado do Ceara, mais especificamente na regido da Chapada do Apodi, a
contaminagdo das aguas subterraneas por agrotdxicos tem aumentado em razdo de atividades
como a pulverizacdo aérea, que apresenta riscos a saude, uma vez que essa pratica ocorre
proximo as comunidades. Além disso, os agrotdxicos utilizados sdo bastante perigosos, em
razdo de serem classificados, em sua maioria, como extremamente ou muito toxicos e serem
persistentes no ambiente (PONTES et al., 2013).

Uma das possiveis solucdes para diminuir o efeito desses agrotoxicos no ambiente
seria 0 uso de biopesticidas. Segundo a United States Environmental Protection Agency (EPA,
2019), o termo se refere a produtos feitos a partir de microrganismos, substancias naturais ou
derivados de plantas geneticamente modificadas, que fagam controle de pestes.

3.2 Atrazina

A atrazina € um herbicida pertencente a classe quimica das triazinas (Tabela 1)
correspondendo cerca de 30% dos herbicidas usados no mundo (CABRAL et al., 2003),
classificada como moderadamente téxica - classe Ill (Tabela 2), sendo de uso intensivo no
controle de ervas daninhas. Sua estrutura quimica (Figura 2) é representada por um anel
triazinico substituido com cloro, etilamina e isopropilamina, tornando-a recalcitrante para a
degradacdo biolégica no ambiente (COLLA et al., 2008). Seu emprego anual no mundo €
estimado em 111.000 toneladas, onde ¢ aplicada frequentemente em combinacdo com outros
herbicidas (SENE, 2010).

Figura 2 - Estrutura molecular da atrazina.
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Fonte: ANVISA, (2016).

A atrazina € comumente encontrada no monitoramento de solos e aguas
subterraneas e superficiais devido ao seu uso intenso, baixa solubilidade e reatividade. Em

contato com um ecossistema aquatico ou terrestre, pode causar impacto a comunidades como
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crustaceos, peixes, anfibios e répteis (COUTINHO et al., 2005). Seus residuos e metabdlitos
podem ser encontrados nessas regifes apds muito tempo de aplicacdo (MELI et al., 1992), uma
vez que seu tempo de vida médio possui uma varia¢do de 20 até mais de 100 dias, sendo que,
em regides tropicais e subtropicais, podem permanecer por mais de 1 ano em razdo da dose
aplicada.

De acordo com Benvenuto et al. (2010), compostos triazinicos foram identificados
em amostras de rios de regides da Italia e Espanha e observaram a presenca da atrazina em sete
de onze rios estudados das regides de Valéncia e Mildo. A atrazina ja foi encontrada em aguas
subterraneas, em uma frequéncia maior que o segundo contaminante da lista de ocorréncias
catalogadas nos Estados Unidos (HALLBERG, 1989).

No Ceard, foram encontradas concentracGes de atrazina em aguas subterraneas com
niveis que chegaram a 42,77ugL™ no municipio de Tiangud (BARRETO; NASCIMENTO,
2004). Na regido do perimetro irrigado Jaguaribe-Apodi, foi detectada atrazina em 36 pocos
monitorados em concentragdes menores e maiores que o limite maximo permitido pela
resolucio CONAMA n° 357 de 17 de marco de 2005, que estabelece um valor de 2,0ugL™
(BARRETO, 2006).

Um estudo realizado na regido da bacia do rio Jaguaribe com o objetivo de avaliar
o potencial de mobilidade e destino de cinco agrotoxicos, constatou que a atrazina e o
carbofuran foram os agrotdxicos que apresentaram maior mobilidade no ambiente e,
consequentemente, possuem grande probabilidade de alcangarem e contaminarem 0S recursos
hidricos (MONTEIRO; FONTENELE; CAVALCANTE, 2011).

O uso desse herbicida também tem relacdo ao aumento de doencas nos seres
humanos, a Agéncia Nacional dos Estados Unidos (EPA) (2006) considera essa substancia
potencialmente carcinogénica, uma vez que atua como um disruptor endocrino (GRAYMORE
et al., 2001; GHISELLI; JARDIM, 2007; MARECICK et al.,2008). Além disso, também ¢é
prejudicial para as mulheres gestantes, por causar anomalias pré-natais, gerando bebés
prematuros e/ou abortos espontaneos (HASE et al.,2008; CHEVRIER et al.,2011; CRAGIN et
al.,2011; RAJKOVIC et al., 2012; MIGEQT et al.,2013).

3.3 Glifosato
O glifosato, cuja estrutura molecular esta presente na Figura 3, foi originalmente

sintetizado em 1964 como potencial quelante industrial e seu uso como herbicida foi descrito
apenas em 1971 (AMARANTE JUNIOR; SANTOS; BRITO, 2002). E um herbicida pds-
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emergente pertencente a classe quimica das glicinas substituidas, classificado como pouco
toxico — classe 1V, sendo ndo seletivo e de acdo sistémica, apresentando um largo espectro de
acdo que possibilita um 6timo controle de plantas daninhas sazonais ou perenes, alem de agir
como um potente inibidor da atividade da 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase
(EPSPS), sendo esta responsavel por catalisar uma das reacfes de sintese dos aminoacidos
aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano (GALLI; MONTEZUMA, 2005).

Figura 3 - Estrutura molecular do glifosato.
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Fonte: ANVISA, (2016).

A partir da implementacdo dos transgénicos, resistentes a herbicidas, o glifosato
passou a ser um produto imprescindivel a agricultura, de modo que seu consumo aumentou
significativamente (CUNHA, 2005). A principal via de biodegradacgéo do glifosato compreende
a clivagem da molécula, produzindo como metabolito o acido aminometilfosfonico (AMPA)
(LIU, 1991). Tanto o glifosato quanto o0 AMPA possuem alta solubilidade em agua, podendo
entrar em ambientes aquaticos, quando usado diretamente como herbicida para o controle de
plantas aquaticas e banco de invasoras ou pelo escorrimento superficial de areas em que foi
aplicado (MOGADATI et al., 1996).

O glifosato apresenta persisténcia variavel no ambiente, apesar de ser degradado
pelos microrganismos (NEWTON et al., 1994). Sua adsorcéo ao solo e disponibilidade para
biodegradacao sdo alguns dos fatores que estéo relacionados com a sua persisténcia ambiental.
Os estudos sobre a dispersdo do herbicida no solo tém sido realizados com o intuito de entender
a relacdo entre a atividade microbiana e sua funcdo na dinamica deste composto (ARAUJO,
2002).

A meia-vida do glifosato no solo pode alternar de menos de uma semana até alguns
meses, em razdo dos teores de argila e matéria organica, bem como o nivel de atividade
microbiana (TONI; SANTANA; ZAIA, 2006). Um estudo realizado sobre o uso de glifosato
em solo com e sem histérico de contaminacdo por esse herbicida mostrou que houve um

aumento na populacdo bacteriana e a degradacdo desse agrotdxico se tornou mais rapida no
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solo contaminado, enquanto no solo sem contaminagdo houve reducdo da comunidade
bacteriana (ARAUJO; MONTEIRO; ABARKELI, 2003).

Em plantas terrestres e aquaticas, um dos efeitos do glifosato é a inibicdo do
processo de fotossintese. No mercado sdo encontradas formulagdes que possuem ndo sé o
glifosato em suas composicdes, pode-se encontrar surfactantes, como o chamado polioxietileno
amine (POEA), que é uma provavel causa da toxicidade aquéatica das formulacGes a base de
glifosato (TSUI; WANG; CHU, 2005).

Nos Estados Unidos, O uso de glifosato teve um crescimento de menos de 5.000
para mais de 80.000 toneladas métricas / ano entre 1987 e 2007. De acordo com Battaglin et
al., (2014) o glifosato e 0 AMPA séo geralmente detectados juntos, sendo moveis e ocorrendo
amplamente no solo, aguas de superficie e aguas subterraneas. No Ceara, o glifosato foi o
agrotoxico mais frequentemente detectado na regido do Rio Jaguaribe, advindo das atividades
agricolas, embora, com valores abaixo do limite de quantificagdo (GAMA; OLIVEIRA,;
CAVALCANTE, 2013).

3.4 Antimicrobianos e a resisténcia bacteriana

Inicialmente, os antibioticos foram definidos como substancias quimicas
sintetizadas por diversas espécies de microrganismos, animais e vegetais, que dificultam o
crescimento de outros. A descoberta dos antibioticos e quimioterapicos possibilitou o controle
e cura de varias doencas infecciosas, modificando a evolucdo natural dessas doencas
(MOREIRA, 2004). Acontecimento este gque teve inicio com a descoberta da penicilina em
1928 por Alexander Fleming, considerado um dos eventos mais importantes da historia da
ciéncia do século XX (PEREIRA; PITA, 2005).

Os antimicrobianos podem ser definidos como substancias naturais (antibidticos)
ou sintéticas (quimioterapicos) que agem sobre microrganismos, de modo a inibir o seu
crescimento ou causar a sua destruicdo (SAEZ-LLORENS et al., 2000). Os antibiéticos fazem
parte das classes de medicamentos mais utilizadas, tanto para uso intra-hospitalar quanto para
a automedicacdo, sendo classificados como bactericidas, quando causam a morte da bactéria,
ou bacteriostaticos quando inibem o crescimento microbiano (WALSH, 2003).

Os antibidticos se diferem uns dos outros quanto as propriedades quimicas e seus
espectros, classificam-se quimicamente como: derivados de aminoacidos, de acUcares, de
acetatos, propionatos, entre outros. Ademais, podem ser classificados de acordo com seu

mecanismo de acdo: inibicdo da sintese da parede celular, inibicdo da sintese ou dano da
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membrana citoplasmatica, inibicdo da sintese proteica nos ribossomas, alteracdes na sintese dos
acidos nucleicos e alteracdo de metabolismos celulares (TAVARES, 2014). Tal como

representado na Figura 4.

Figura 4 - Mecanismos de agdo dos antibidticos.
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Fonte: ANVISA, (2007a).

Segundo Gottesman e colaboradores (2009), a relagcdo entre o uso de
antimicrobianos e o progresso da resisténcia bacteriana € conhecida desde a insercdo da
penicilina, tendo sido, a partir de entdo, sistemicamente confirmada apos o lancamento de varios
representantes de cada uma das diferentes classes farmacologicas e do conhecimento de seus
mecanismos de acao.

O uso em excesso de antibioticos dentro dos hospitais, bem como o uso pela
populacdo sem a prescricdo e acompanhamento de um medico, além da interrupcdo do
tratamento antes do tempo prescrito pode acelerar o surgimento de resisténcia bacteriana. Por
volta da década de 1950, foram registrados 0s primeiros surtos por Staphylococcus aureus com
resisténcia a penicilina em ambiente hospitalar, fato consolidado quando, em meados de 1960,
surgiu o primeiro caso de resisténcia as recém descobertas penicilinas B-lactamicas, como a
meticilina (MRSA), constatando-se, entdo, no final da década de 1970, as cepas Staphylococcus
aureus resistentes a MRSA como uma pandemia (OLIVEIRA; SILVA, 2008).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem ocorrer de forma intrinseca do

microrganismo, que ocorre sem necessariamente existir uma exposi¢do prévia ao antibidtico,
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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 (RICE; BONOMO, 2005). A transferéncia horizontal de genes se da pelos
seguintes mecanismos: transformacao, transdugdo, conjugacéo e transposicdo (BAPTISTA,
2013). J4, segundo a Anvisa (2007), a resisténcia adquirida (Figura 5) pode ser expressa das
seguintes formas:

> Por meio de alteracGes na permeabilidade da membrana celular: Nas bactérias
Gram negativas a permeabilidade limitada constitui uma propriedade da
membrana celular externa de lipopolissacarideo. A permeabilidade dessa
membrana se encontra na presenca das porinas, que sdo proteinas especiais
responsaveis por estabelecer canais especificos pelos quais as substancias
podem passar para 0 espaco periplasmatico e, em seguida, para o interior da
celula;

» Alteracdo do sitio de acdo do antimicrobiano: As bactérias podem adquirir um
gene que codifica um novo produto resistente ao antibiotico, substituindo o alvo
original, como a estrutura da parede de peptidoglicano ou a sintese de proteinas
e DNA. Atua como mecanismo de resisténcia aos beta-lactdmicos e
glicopeptideos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos,
oxazolinonas, lincosamida e estreptogramina B;

» Bombas de efluxo: O bombeamento ativo de antimicrobianos do meio
intracelular para o extracelular, isto €, o seu efluxo ativo, produz resisténcia
bacteriana a determinados antimicrobianos. A resisténcia as tetraciclinas
codificada por plasmideos em Escherichia coli resulta deste efluxo ativo.

> Mecanismo enzimatico: Algumas bactérias sdo responsaveis pela degradacao
do antimicrobiano por enzimas. As B-lactamases hidrolisam a ligagdo amida do
anel beta-lactamico, destruindo, assim, o local onde os antimicrobianos [3-
lactamicos ligam-se as proteinas de ligacdo as penicilinas (PBPs) bacterianas e

através do qual exercem seu efeito antibacteriano.
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Figura 5 - Mecanismos de resisténcia bacteriana.
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Fonte: ANVISA, (2007b)

3.5 Resisténcia cruzada

A resisténcia cruzada pode ser definida como a resisténcia aumentada a dois ou
mais antimicrobianos dentro da mesma classe (KOBAYASHI, 2011). De acordo com
Rangasamy e colaboradores (2017), uma bactéria ao desenvolver resisténcia a um pesticida por
meio de mutacbes genéticas pode possibilitar que ela também seja resistente a diversos
antibioticos, esta nova resisténcia € conhecida como resisténcia cruzada pesticida-antibidtico.

Segundo Oliveira (2018), as bactérias utilizam vérias estratégias comuns, tanto
contra pesticidas quanto antibioticos, para resistirem aos xenobioticos. Isso se manifesta de
diversas formas, tais como: formacéo de biofilmes, criacdo de sitios ativos andlogos a pesticidas
e antibidticos, aumento no nimero de copias dos genes essenciais para tolerancia ao estresse,
obtencdo de genes de resisténcia a antibioticos juntamente com genes de resisténcia a
agrotoxicos por transferéncia horizontal por intermédio de transposons, entre outros.

A resisténcia cruzada bactéria-antibidticos representa um importante campo de
estudo e pode implicar significativo risco a saide humana. Guimardes, Momesso e Pupo (2010)
e Duarte et al., (2009) destacam medidas para evitar a resisténcia bacteriana, como 0 uso
racional dos antibioticos, prevencdo de infec¢Bes bacterianas, controle e prevencdo da
disseminacdo de microrganismos resistentes, bem como a busca por novos metabdlitos ativos

contra diferentes microrganismos patogénicos.
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A resisténcia cruzada pesticida-antibidtico representa um grande problema
ambiental, uma vez que as bactérias mais susceptiveis serdo eliminadas e um pequeno grupo

poderé sobreviver e proliferar, formando assim uma nova coldnia de bactérias resistentes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selegdo dos microrganismos

Os microrganismos utilizados nos experimentos pertencem ao acervo de bactérias
da colecdo de culturas microbianas Prof.2 Regine Vieira do Laboratério de Microbiologia
Ambiental e do Pescado (LAMAP) do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR - UFC). Os
microrganismos sao oriundos de amostras de agua e sedimento de regies doces e salinas dos
municipios de Fortim, Itaicaba e Jaguaruana ao longo do estuario do Rio Jaguaribe (MARTINS,
2015).

No total foram utilizados 12 microrganismos da bacterioteca, sendo 5
microrganismos Gram-negativos e 5 microrganismos Gram-positivos (Tabela 3), de modo que
duas estirpes padrdo foram usadas como controle, Escherichia coli ATCC 25922 para controle
negativo e Staphylococcus aureus ATCC 25923 para controle positivo. A escolha das estirpes
ocorreu de uma maneira que se tivesse uma mesma quantidade de cada grupo para analisar a
influéncia da parede de cada bactéria no perfil de susceptibilidade frente aos antimicrobianos.

Os 10 isolados testados pertencem aos géneros Bacillus sp, Corynebacterium sp,

Serratia sp, Tatumella sp e Vibrio sp (Tabela 3).

Tabela 3 — Géneros bacterianos utilizados neste trabalho com suas respectivas numeracgoes.

Codlg,o da Género Origem ambiental
bactéria

51 Lamap Bacillus sp Sedimento (Agua doce)
70 Lamap Serratia sp Sedimento (Agua salina)
80 Lamap Bacillus sp Agua salina

93 Lamap Tatumella sp Agua doce

95 Lamap Tatumella sp Agua doce

98 Lamap Corynebacterium sp  Sedimento (dgua doce)
104 Lamap Corynebacterium sp  Sedimento (dgua doce)
109 Lamap Vibrio sp Agua salina

120 Lamap Corynebacterium sp  Sedimento (Agua salina)
124 Lamap Vibrio sp Agua Salina

Fonte: elaborado pelo autor
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4.2 Reativagao e purificacdo das estirpes

Para a reativagdo e comprovagdo da pureza das estirpes, foram esterilizados os
meios com 1% de NaCl para as bactérias procedentes de 4gua salgada e solucao salina 0,85%
de NaCl para aquelas de agua doce.

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 especificacoes do fabricante e tiveram seus pHs ajustados com solugdo de NaOH ou HCI
10%.

4.2.1 Agar soy trypticase (TSA - Difco)

Este meio foi utilizado para estocagem das cepas isoladas. 10,8 g de meio TSA
foram pesados e diluidos em 50 mL de agua destilada para uma quantidade de 10 tubos de
ensaio e 10,8 g de meio TSA pesados em 10 mL de agua destilada com adicao de 0,5 g de NaCl

para 2 tubos de ensaio.

4.2.2 Caldo Tryptic Soy (TSB - Difco)

Este meio foi utilizado para o crescimento, com adicdo de atrazina e glifosato, das
cepas isoladas. 16.8 g de meio foram pesados e diluidos em 560 mL de agua destilada e 1,5 g
de meio foram pesados e diluidos em 50 mL de agua destilada com adicdo de 0,5 g de NaCl

para caldo a 1%.

4.2.3 Solucéo salina 0,85% e 1%

Esta solucdo foi utilizada para realizar a diluicdo seriada. Foram pesados 0,76 g de
NaCl e dissolvidos em 90 mL de agua destilada para solucédo salina 0,85% e 0,18 g de NaCl
dissolvidos em 18 mL de agua destilada para solucdo salina 1%. 12 tubos de ensaio foram
preenchidos com 9 mL da solucéo obtida e levados para esterilizacdo, sendo armazenados até

0 dia da diluicao.
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4.2.4 Meios de cultura utilizados no antibiograma

Para realizacio do teste de antibiograma, foi utilizado 38 g de Agar Mueller-Hinton
Difco para 1 L de agua destilada, 4gar TSA e TSA 1% de NaCl em uma proporcéao de 40 g por

litro de agua destilada e solugdo salina a 0,85% e 1% para ajuste do indculo.
4.3 Comprovacao da pureza das estirpes

Para comprovacao da pureza e caracterizacdo morfoldgica das estirpes isoladas, foi
semeado material em agar TSA para as bactérias provenientes de dgua doce e dgar TSA 1% de
NaCl para as bactérias de agua salgada e ap06s o periodo de 24 horas de incubagdo, em estufa a
35°C, utilizou-se a técnica de coloracdo de Gram, que permite a classificacdo das bactérias em
dois grandes grupos: Gram positivas ou Gram negativas, baseado em sua reagdo aos corantes
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012) (Figura 6).

Figura 6 - Fluxograma da Técnica de Coloragdo de Gram.
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Fonte: SANTOS, (2013).



38

4.4 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos — antibiograma sem exposi¢do aos
agrotoxicos (método de difusdo em discos, Teste de Kirby - Bauer)

Uma vez purificadas, as estirpes foram crescidas em &gar TSA Difco e incubadas
em estufa bacteriologica a 35°C por 24 horas. Apo6s incubacéo, foi retirado material de coldnia
crescida e transferido para tubos contendo 9 mL de solucdo salina 0,85% e solucédo salina 1%,
respectivamente, segundo exigéncia da bactéria. O conteudo foi homogeneizado com ajuda de
um agitador do tipo vortex para a padronizacdo de densidade de cada in6culo, de modo a se
obter aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. A absorbancia de cada indculo foi conferida em um
espectrofotometro (Micronal B542) com comprimento de onda de 625 nm.

Em seguida, com o auxilio de um swab estéril, as culturas foram semeadas sobre
toda a superficie das placas de Petri contendo Agar Muller-Hinton e Muller-Hinton 1%. Os
discos de antimicrobianos foram aplicados no meio com a ajuda de uma pinga estéril (figura 7).
As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24 horas. Apos esse periodo, o didmetro dos
halos de inibicdo foi medido com a ajuda de um paquimetro digital e classificados em
resistentes (R), Intermediarias (1) e Sensiveis (S) (Tabela 4), segundo as recomendac¢des do
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2016).
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Figura 7 - Fluxograma do teste de antibiograma.
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Tabela 4 — Padrdes interpretativos de didmetros de halos de inibicdo para Enterobacteriaceae e
Staphylococcus spp.

Diametros dos halos de inibi¢do (mm)

Antibittico Enterobacteriaceae Staphylococcus spp
R I S R | S

Acido Nalidixico* <13 14 -18 >19 <10 11-15 16 >
Ampicilina <13 14 -18 =17 <28 - 29>
Cloranfenicol <12 13-17 >18 <12 13-17 > 18
Gentamicina <12 13-14 >15 <12 13-14 >15
Penicilina** <26 27 - 46 >47 <28 - >29
Sulfazotrim <10 11-15 >16 <10 11-15 >16

* Para Acido Nalidixico usou-se o parametro de Sulfazotrim, em razio de terem o mesmo mecanismo de acéo,
uma vez que ndo ha teste deste antibiotico para Staphylococcus spp **Para penicilina usou-se o parametro de

Neisseria, devido ndo haver teste deste antibiotico para Staphylococcus spp. Fonte: elaborado pelo autor.

As estirpes foram testadas frente a seis antimicrobianos pertencentes a trés grupos
que possuem diferentes mecanismos de acdo, sendo eles: Grupo I: Inibidores da sintese de
parede celular (Penicilina 10 U.l e Ampicilina 10 pg); Grupo II: Inibidores da sintese de
proteina (Cloranfenicol 30 ug e Gentamicina 10 pg) e Grupo III: Inibidores da sintese de acidos

nucleicos (Sulfazotrim 25 pg e Acido Nalidixico 30 pg) (Tabela 5).

Tabela 5 — Discos dos antimicrobianos utilizados de acordo com 0s mecanismos de acao.

Mecanismos de acdo Antimicrobianos  Concentracéo dos discos
Grupo | — Inibidores da Ampicilina 10 pg
sintese de parede celular Penicilina 10 U.l
Grupo I1- Inibidores da Cloranfenicol 30 ug
sintese de proteinas Gentamicina 10 pg
Grupo Il1- Inibidores da Acido Nalidixico 30 g

sintese de acidos
nucleicos

Fonte: elaborado pelo autor

Sulfazotrim 25 ug

4.5 Exposicao in vitro aos pesticidas — Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

(antibiograma)

Para a exposicao in vitro frente aos pesticidas, as estirpes, apos serem isoladas em
agar TSA, foram incubadas novamente em estufa a 35°C por 24 horas. Apos esse periodo, foi

retirado material de col6nia crescida e transferido para tubos contendo 9 mL de solugéo salina
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0,85% e solucdo salina 1%. O conteudo foi homogeneizado com ajuda de um agitador do tipo
vortex para a padronizacéo de densidade de cada indculo, de modo a se obter aproximadamente
1,5 x 108 UFC/mL como no item 4.4.

Por seguinte, com a ajuda de uma micropipeta LabMate, foram adicionados em
tubos de ensaio previamente esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos, 1mL do
indculo, 50ppm e 100ppm de atrazina e glifosato previamente filtrados em filtro de seringa
(0,22 um x 30 mm, PES; Kasvi) e caldo TSB formando uma solu¢do com 5mL (Figura 8). Em
seguida, os tubos foram levados a uma incubadora Shaker a 35° C por um periodo de 24 horas.
Apbs o periodo de incubacdo, o resultado de crescimento bacteriano com exposi¢do aos
herbicidas foi indicado pela presenga ou auséncia de turbidez no meio (Figura 9).



Figura 8 - Fluxograma do teste de antibiograma com exposicao aos agrotdxicos.
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Fonte: elaborado pelo autor
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Figura 9 - Crescimento bacteriano com exposi¢do aos agrotoxicos apos o periodo de incubacéo.

Fonte: acervo do autor
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4.6 Teste de suscetibilidade a antimicrobianos — antibiograma (ap0ds exposicdo a
atrazina e glifosato)

Apobs exposicdo, as estirpes foram novamente submetidas ao procedimento do
antibiograma (item 4.4) com adicdo de solucdo em concentracfes de 50ppm e 100ppm de
atrazina e glifosato previamente filtradas em filtro de seringa (0,22 um x 30 mm, PES; Kasvi)
como no item 4.5, com o intuito de observar o perfil de resposta frente aos antimicrobianos

apos serem expostas aos herbicidas.

4.7 Indice de maltipla resisténcia a antimicrobianos (MAR)

Os resultados do antibiograma foram utilizados para obtencdo do indice de
resisténcia multipla (MAR). Para isso, calculou-se o numero de antimicrobianos ao qual
determinado microrganismo foi resistente sobre o numero total de antibidticos testados
(KRUMPERMAN, 1983).

MAR = a/b 1)

Onde a = nimero de antimicrobianos aos quais o isolado foi resistente

b = nimero de antimicrobianos aos quais 0s isolados foram expostos.

4.8 Identificacdo de cepas multirresistentes

A identificacdo de cepas multirresistentes se deu conforme a definicéo proposta por
Magiorakos e colaboradores (2012), que define uma bactéria multirresistente como sendo

aquela resistente a pelo menos um agente dentro de trés ou mais categorias de antibidticos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Pureza das estirpes

A Tabela 6 mostra as caracteristicas morfotintoriais de cada isolado bacteriano.

Tabela 6 — Caracteristicas morfotintoriais.

Cepa Coloragéo de Gram Morfologia
51 Bacillus sp Positiva + Bastonetes
70 Serratia sp Negativa - Bastonetes
80 Bacillus sp Positiva + Bastonetes
93 Tatumella sp Negativa - Bastonetes
95 Tatumella sp Negativa - Bastonetes
98 Corynebacterium sp Positiva + Bastonetes
104 Corynebacterium sp Positiva + Bastonetes
109 Vibrio sp Negativa - Bastonetes
120 Corynebacterium sp Positiva + Bastonetes
124 Vibrio sp Negativa - Bastonetes

Fonte: elaborado pelo autor.

5.2 Suscetibilidade das estirpes isoladas frente aos antimicrobianos sem

exXposicao aos agrotoxicos

Apos incubacdo das estirpes, os halos de inibicdo foram medidos e os
valores interpretados de acordo com os parametros da Tabela 4. Os isolados analisados

apresentaram perfis diversos, conforme mostra a Tabela 7.
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Tabela 7 — Resultado do antibiograma sem exposi¢ao aos agrotdxicos.

Cepas Halos (mm)
Gram-positivas Nal Amp Clo Gen Pen Sut
51 Bacillus sp 27,55 (S) 36,50 (S) 36,65 (S) 30,00 (S) 32,16 (S) 38,05 (S)
80 Bacillus sp 20,76 (S) 32,19 (S) 22,69 (S) 28,26 (S) 29,22 (S) 41,30 (S)

98 Corynebacteriumsp 30,95 (S) 47,52 (S) 44,81 (S) 36,51 (S) 48,06 (S) 47,00 (S)

104 Corynebacteriumsp 28,16 (S) 29,37 (S) 34,27 (S) 26,99 (S) 31,42 (S) 30,23 (S)

120 Corynebacteriumsp 29,29 (S) 45,17 (S) 40,07 (S) 34,04 (S) 41,04 (S) 35,86 (S)
Gram-negativas

70 Serratia sp 43,61 (S) 34,29 (S) 30,95 (S) 3859 (S) 22,63 (R) 43,67 (S)
93 Tatumella sp 30,01 (S) 21,47 (S) 33,97 (S) 24,25 (S) 0 (R) 33,19 (S)
95 Tatumella sp 2476 (S) 12,07 (R) 27,88 (S) 20,67 (S) 0 (R) 31,84 (S)
109 Vibrio sp 40,97 (S) 26,48 (S) 39,85 (S) 30,15 (S) 20,45 (R) 33,45 (S)
124 Vibrio sp 3048 (S) 0 (R) 37,64 (S) 24,70 (S) 0 (R) 35,01 (S)

Obs: R = resistente; S = sensivel
Fonte: elaborado pelo autor

Do total de estirpes isoladas, apenas as Gram-positivas foram sensiveis frente aos
6 antibioticos testados, enquanto as Gram-negativas se mostraram resistentes a penicilina. Além
disso, as cepas 95 Tatumella e 124 Vibrio se mostraram resistentes também a ampicilina, em
razdo desses antimicrobianos terem como mecanismo de acdo a inibicdo da sintese de parede
celular e as bactérias Gram-negativas possuirem uma parede mais complexa quando
comparadas com as Gram-positivas. Segundo a Anvisa (2007), a permeabilidade limitada
constitui uma propriedade da membrana celular externa de lipopolissacarideo das bactérias
Gram-negativas, sendo esta responsavel pela resisténcia intrinseca dos bacilos Gram-negativos

a penicilina.

5.3 Suscetibilidade das estirpes bacterianas frente aos antimicrobianos apds

exposicdo a atrazina.

Os resultados de susceptibilidade das estirpes bacterianas apds exposicao a atrazina

sdo apresentados nas Tabelas 8 e 9.
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Tabela 8 — Resultado do antibiograma com exposi¢do a 50ppm de atrazina.

Cepas Halos (mm)
Gram-positivas Nal Amp Clo Gen Pen Sut
51 Bacillus sp 20,97 (S) 12,69 (R) 22,66 (S) 1577 (S) 0 (R) 21,01 (S
80 Bacillus sp 17,11 (S) 25,28 (R) 17,15 (S) 24,79 (S) 23,88 (R) 30,09 (S)

98 Corynebacteriumsp 19,82 (S) 36,55 (R) 23,98 (I) 26,00 (S) 3547 (R) 28,93 (S)

104 Corynebacteriumsp 22,71 (S) 10,04 (S) 20,07 (S) 19,51 (S) 0 (S) 26,83 (S)

120 Corynebacteriumsp 17,38 (S) 36,17 (S) 23,87 (S) 25,07 (S) 36,86 (S) 23,84 (S)
Gram-negativas

70 Serratia sp 28,24 (S) 15,03 (R) 27,35 (S) 29,28 (S) 0 (R) 21,01 (S)

93 Tatumella sp 2432 (S) 1245 (R) 17,89 (S) 17,61 (S) 0 (R) 20,11 (S)

95 Tatumella sp 22,69 (S) 1148 (R) 21,69 (S) 16,82 (S) 0 (R) 27,40 (S)

109 Vibrio sp 27,75 (S) 18,82 (R) 27,79 (S) 26,74 (S) 0 (R) 26,94 (S)

124 Vibrio sp 26,40 (S) 0 (R) 28,75 (S) 2530 (S) 0 (R) 22,35 (S)
Obs: | = Intermedidrio R = resistente; S = sensivel

Fonte: elaborado pelo autor

Tabela 9 — Resultado do antibiograma com exposi¢do a 100ppm de atrazina.

Cepas Halos (mm)
Gram-positivas Nal Amp Clo Gen Pen Sut
51 Bacillus sp 22,57 (S) 10,80 (R) 21,17 (S) 18,61 (S) 0 (R) 2337 (S5)
80 Bacillus sp 17,13 (S) 26,61 (R) 15,34 (S) 22,66 (S) 23,20 (R) 37,50 (S)

98 Corynebacteriumsp 19,41 (S) 19,41 (R) 2453 (I) 2856 (S) 39,37 (R) 28,30 (S)

104 Corynebacteriumsp 20,17 (S) 12,71 (S) 24,22 (S) 19,58 (S) 0 (9 24,34 (S)

120 Corynebacteriumsp 18,58 (S) 37,17 (S) 26,30 (S) 26,71 (S) 36,00 (S) 23,28 (S)
Gram-negativas

70 Serratia sp 31,98 (S) 22,62 (I) 32,57 (S) 32,63 (S) 0 (R) 25,91 (S)

93 Tatumella sp 23,56 (S) 14,97 (R) 23,00 (S) 18,92 (S) 0 (R) 26,59 (S)

95 Tatumella sp 21,97 (S) 10,38 (R) 23,08 (S) 16,06 (S) 0 (R) 23,44 (S)

109 Vibrio sp 27,90 (S) 20,74 (S) 30,44 (S) 29,25 (S) 0 (R) 32,64 (S)

124 Vibrio sp 25,80 (S) 0 (R) 31,37 (S) 23,27 (9) 0 (R) 30,36 (S)
Obs: | = Intermediario R = resistente; S = sensivel

Fonte: elaborado pelo autor

Todas as bactérias isoladas que foram expostas a atrazina se mantiveram viaveis e
cultivaveis nas concentracdes de 50ppm e 100ppm. Santos (2013) encontrou resultados
similares ao isolar bactérias oriundas do Rio Pacoti, no Ceara, que toleraram concentracdes que
variaram entre 100ppm a 200ppm.

Com relacdo a variacdo na susceptibilidade, observou-se que o maior perfil de
resisténcia, tanto na concentracdo de 50ppm quanto na de 100ppm de atrazina, foi referente aos
antibioticos pertencentes ao grupo de inibicdo da sintese de parede celular: Ampicilina e
Penicilina (Grafico 3). Martins (2015), ao estudar a bioprospeccéo de bactérias degradadoras

de atrazina e outros agrotoxicos em diferentes pontos do estuario do Rio Jaguaribe, encontrou



47

0 mesmo resultado de resisténcia para os mesmos antibioticos, seguido do sulfazotrim e acido

nalidixico, pertencentes ao Grupo 3.

Gréfico 3 - Perfil de susceptibilidade bacteriana ap6s exposi¢do a atrazina.
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Fonte: elaborado pelo autor

Um estudo realizado com o intuito de se analisar a diversidade do género Vibrio,
isolados de amostras de agua e de sedimento de ambientes estuarinos do Ceard, também
constatou uma maior resisténcia bacteriana a penicilina seguida da ampicilina na mesma regido
(MENEZES, 2017).

Do total de antibioticos testados, somente o Cloranfenicol apresentou resisténcia
intermediaria ap0s exposicdo a atrazina, o que pode indicar, segundo Peixoto (2012), uma
diminuicdo na eficiéncia do antimicrobiano sobre a microbiota alvo, necessitando de maiores
concentracdes desses farmacos no combate de infecgoes.

Todas as cepas isoladas, mesmo quando expostas a atrazina, permaneceram
sensiveis aos antimicrobianos Acido Nalidixico, Gentamicina e Sulfazotrim. Oliveira (2018),
também encontrou susceptibilidade expressiva de cepas frente a Gentamicina, o que, segundo
Zimerman (2010), um possivel efeito para isso seria a reducdo do nimero de prescri¢cdes no uso
desses antibioticos e, consequentemente, a diminuicdo da resisténcia bacteriana a esses
farmacos, uma vez que o uso indiscriminado desses antimicrobianos causa uma pressao seletiva

de modo a aumentar a resisténcia frente a estas substancias.
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Em outros estudos, uma grande proporcdo de resisténcia a ampicilina e de
susceptibilidade a Gentamicina e Cloranfenicol também foram constatadas em bactérias
isoladas do contetido intestinal e das branquias de peixes marinhos capturados no Chile e india
(MIRANDA; ZEMELMAN, 2001, GHOSH; MANDAL, 2010).

5.4 Suscetibilidade das estirpes isoladas frente aos antimicrobianos com
exposi¢éo ao glifosato.

Os resultados das estirpes submetidas ao teste de antibiograma com adigdo de
50ppm e 100ppm de glifosato séo apresentados nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 — Resultado do antibiograma com exposi¢éo a 50ppm de glifosato.

Cepas Halos (mm)
Gram-positivas Nal Amp Clo Gen Pen Sut
51 Bacillus sp 24,88 (S) 27,76 (R) 30,69 (S) 29,36 (S) 25,07 (R) 33,55 (S)
80 Bacillus sp 16,94 (S) 25,75 (R) 1535(1) 24,26(S) 22,04 (R) 29,23 (S)

98 Corynebacteriumsp 20,32 (S) 17,36 (R) 23,59 (S) 2504(S) 12,34 (R) 22,59 (S)
104 Corynebacteriumsp 21,54 (S) 18,43 (R) 25,89 (S) 21,27(S) 15,58 (R) 28,95 (S)

120 Corynebacteriumsp 22,51 (S) 0 (R) 23,50 (S) 25,80 (S) 0 (R) 27,93 (S)
Gram-negativas

70 Serratia sp 25,06 (S) 11,06 (R) 23,93 (S) 26,92 (S) 0 (R) 20,22 (S)

93 Tatumella sp 21,36 (S) 22,09 (S) 14,05 (1) 0 (R) 0 (R) 17,73 (S)

95 Tatumella sp 17,47 (1) 0 (R) 19,79 (S) 13,24 (R) 0 (R) 14,57 (S)

109 Vibrio sp 30,50 (S) 20,36 (S) 27,25 (S) 21,83 (S) 0 (R) 26,39 (S5

124 Vibrio sp 21,79 (S) 0 (R) 26,63 (S) 16,62 (S) 0 (R) 25,09 (S)
Obs: | = Intermediério R = resistente; S = sensivel

Fonte: elaborado pelo autor



Tabela 11 — Resultado do antibiograma com exposi¢do a 100ppm de glifosato.
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Cepas Halos (mm)
Gram-positivas Nal Amp Clo Gen Pen Sut

51 Bacillus sp 24,24 (S) 28,08 (R) 30,04 (S) 29,48 (S) 24,26 (R) 32,22 (S)
80 Bacillus sp 16,70 (S) 25,81 (R) 13,27 (R) 26,73 (S) 23,78 (R) 31,54 (S)
98* Corynebacterium sp
104 Corynebacteriumsp 10,25 (R) 18,21 (R) 26,03 (S) 26,86 (S) 13,95 (R) 29,60 (S)
120 Corynebacterium sp 20,01 (S) 10,60 (R) 19,00 (S) 15,82 (S) 0 (R) 18,99 (S)

Gram-negativas
70 Serratia sp 25,65 (S) 10,59 (R) 27,25 (S) 26,61 (S) 0 (R) 21,69 (S)
93 Tatumella sp 19,84 (S) 13,87 () 19,26 (S) 14,24 (1) 0 (R) 17,83 (S)
95 Tatumella sp 16,30 (1) 0 (R) 10,18 (R) 12,92 (R) 0 (R) 13,08 (I)
109 Vibrio sp 29,48 (S) 19,09 (S) 29,05 (S) 21,77 (S) 0 (R) 26,11 (S)
124 Vibrio sp 21,68 (S) 0 (R) 2283 (S) 17,27 (S) 0 (R) 22,08 (S)

Obs: | = Intermedidrio R = resistente; S = sensivel * N&o houve crescimento bacteriano no tubo e na placa.

Fonte: elaborado pelo autor

Todas as bactérias isoladas que foram expostas ao glifosato se mantiveram viaveis
e cultivaveis na concentracdo de 50ppm. J& na concentracdo de 100ppm apenas a cepa 98 ndo
teve crescimento no tubo de ensaio e na placa de Petri. Soares et al., (2008) observou que o
glifosato tem efeito sobre a germinacao dos esporos do fungo Phakopsora pachyrhizi, quando
expostos a concentrac@es que variaram entre 1200ppm e 20000ppm.

Com relacdo a variacdo na susceptibilidade, observou-se que o maior perfil de
resisténcia, nas duas concentragdes utilizadas, continuou sendo referente aos antibioticos
pertencentes ao grupo 1: Ampicilina e Penicilina (Grafico 4). Contudo, houve variacdo na
susceptibilidade da cepa 95 Tatumella em 50ppm e 100ppm e da cepa 104 Corynebacterium
em 100ppm frente aos antimicrobianos Acido Nalidixico, Cloranfenicol e Gentamicina, uma
vez que apresentaram resisténcia a esses antibioticos.

Além disso, as cepas 80 Bacillus e 93 Tatumella apresentaram respostas diferentes

frente aos antimicrobianos Cloranfenicol e Gentamicina.
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Gréfico 4 - Perfil de susceptibilidade bacteriana apds exposi¢do ao glifosato.

H' qunﬂs il mrhl

mNal ®mAmp Clo Gen ®Pen mSut

Fonte: elaborado pelo autor

Um estudo realizado por Kurenbach et al., (2015) identificou alteragdes na bomba
de efluxo em cepas de Escherichia coli e Salmonella enterica ap0s sua exposi¢édo ao glifosato,
conferindo assim, resisténcia ao aminoglicosideo canamicina e a fluoroquinolona
ciprofloxacina, sendo este considerado um grande problema, em razo destes serem utilizados
no controle de patdgenos insensiveis aos beta-lactamicos.

Ademais, foram observados perfis de resisténcia intermediaria ente as culturas
expostas frente aos antibidticos Acido Nalidixico, Cloranfenicol e Sulfazotrim. Depois de
expostas a concentracdo maior do pesticida (100ppm), houve resisténcia intermediaria em dois
outros antibidticos: Ampicilina e Gentamicina, enquanto se teve uma mudanca no perfil de
resisténcia ao Cloranfenicol, que passou de resisténcia intermediaria para resistente.

Embora a transferéncia horizontal de genes por meios naturais ndo tenha sido
demonstrada conclusivamente, a resisténcia ao glifosato foi identificada em muitos géneros de
bactérias, desde a intensificacdo do uso deste herbicida (LIU et al., 2013; PRIESTMAN et al.,
2005; STAUB et al., 2012).
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5.5 Indice de maltipla resisténcia a antimicrobianos

A Tabela 12 mostra os resultados do indice de multipla resisténcia a
antimicrobianos (MAR), ap6s exposicdo a concentracdes de 50ppm e 100ppm de glifosato e
atrazina, determinado pela razdo entre o nimero de antibiéticos ao qual a cepa demonstrou
resisténcia e o numero total de antibi6ticos testados, considerando-se valores iguais ou

superiores a 0,2 como indicativos de resisténcia multipla (KRUMPERMAN, 1983).

Tabela 12 — Indice de maltipla resisténcia a antimicrobianos em extirpes bacterianas expostas
a concentracdes de atrazina e glifosato.

Concentracao
50ppm 100ppm
Cepas - : : -
Atrazina Glifosato Atrazina Glifosato
Perfil MAR Perfil MAR Perfil MAR Perfil MAR
51 Bacillus sp Amp, Pen 0,33 Amp, Pen 0,33 Amp, Pen 0,33 Amp, Pen 0,33
70 Serratia sp - Amp 0,16 Amp 0,16 Amp 0,16
80 Bacillus sp Amp, Pen 0,33 Amp, Pen 0,33 Amp, Pen 0,33 Amp,Clo, 0,5
Pen
93 Tatumella sp Amp 0,16 Gen 0,16 Amp 0,16 Gen 0,16
95 Tatumella sp - - Gen 0,16 - Gen 0,16
98 Corynebacterium sp - - Amp, Pen 0,33 - - -
104 Corynebacteriumsp ~ Amp, Pen 0,33 Amp, Pen 0,33 Amp, Pen 0,33 Nal, Amp, 0,5
Pen
109 Vibrio sp - - - Amp 0,16 -
120 Corynebacterium sp - - Amp, Pen 0,33 - Amp, Pen 0,33
124 Vibrio sp - - - - -

Fonte: elaborado pelo autor.

Os resultados mostraram que em 50ppm, houve a presenca de bactérias

multirresistentes até 2 antimicrobianos, sendo os mais frequentes Ampicilina e Penicilina. Ja

em 100ppm houve a presenca de bactérias multirresistentes até 2 antimicrobianos por acdo da

atrazina e 3 antimicrobianos pela a¢do do glifosato. Como resultado da agdo do glifosato sobre
as bactérias, tem-se como exemplo a cepa 120 que ap6s ser exposta a 50ppm e 100ppm do
agrotoxico, tornou-se resistente a Ampicilina e Penicilina, diminuiu a sensibilidade frente aos

outros antimicrobianos, além de perder sua pigmentacdo rosada (Figura 10).



52

Figura 10 - Imagens dos resultados de antibiograma da cepa 120 antes e ap0s exposi¢édo a
concentragdes do pesticida glifosato.

a) Sem agrotdxico b) 50ppm glifosato c) 100ppm glifosato

Fonte: acervo do autor

Oliveira (2018), encontrou resultados similares no indice de multipla resisténcia
frente a 8 antibidticos testado, ao analisar a resisténcia cruzada glifosato-antibiético em
bactérias Gram-negativas. Vasconcelos (2010), ao analisar o perfil de resisténcia
antimicrobiana de Escherichia coli no agude Santo Anastacio no Ceara, encontrou valores no
indice de mdltipla resisténcia que variaram entre 25% a 50%, indicando um elevado grau de
resisténcia a diversos antimicrobianos.

O glifosato se mostrou mais eficiente na co-selecéo de bactérias resistentes quando
comparado com a atrazina. Entretanto, deve-se levar em conta que a solugdo comercial utilizada
no presente trabalho contém, alem do glifosato, outros ingredientes que poderiam estar atuando

sobre os microrganismos e, consequentemente, influenciando nos resultados.
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6 CONCLUSAO

Apos todos os testes realizados, observou-se uma variacao no perfil de resposta das
bactérias apds exposicdo aos herbicidas. Foi possivel determinar antibidticos que apresentam a
resisténcia cruzada com os agrotoxicos utilizados. Além disso, tanto a acdo da atrazina, quanto
do glifosato desencadearam um alto indice de resisténcia, principalmente aos antibioticos
pertencentes ao grupo de inibicdo da sintese de parede celular: Ampicilina e Penicilina. O indice
de multipla resisténcia mostrou bactérias resistentes até 3 antibioticos diferentes.

A presenca de cepas multirresistentes apds acdo dos agrotdxicos indicam uma
pressdo seletiva exercida devido a presenca dessas substancias no ambiente. O uso
indiscriminado de antimicrobianos exerce uma enorme pressao seletiva para a manutengéo e
ampliacdo da resisténcia bacteriana. Embora néo se possa eliminar o uso de antimicrobianos, a
administracdo racional desses agentes ndo apenas exige uma selecdo criteriosa do

antimicrobiano e da duracdo da terapia, como também sua indicacdo apropriada.

A liberagéo e consumo dos agrotoxicos vem crescendo desenfreadamente ao longo
dos anos, principalmente no Brasil. Nesse cenario, essas substancias apresentam um importante
risco a satde da populacédo, bem como para 0 meio ambiente, devendo por isso, serem utilizadas
sob estrita orientacdo. O modo e a extensdo com que esses produtos vém sendo utilizados tém
trazido efeitos prejudiciais muito maiores que qualquer beneficio. Uma possivel medida para
diminuir o impacto desses agrotdxicos no ambiente seria 0 uso de biopesticidas. Além disso,

outra alternativa seria o consumo de alimentos 100% organicos livres dessas substancias.

Ademais, 0 proximo passo da pesquisa sera a realizacdo de testes como a cura de
plasmideo a fim de determinar a origem da resisténcia, se plasmidial ou potencialmente
cromossdmica, para uma melhor caracterizacdo do perfil fenotipico de resisténcia dos isolados

bacterianos.
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APENDICE A
Lista dos reagentes e meios de cultura utilizados no presente estudo e suas respectivas
marcas.
Reagentes e Meios de Cultura Marca
Alcool 95% Vetec
Agar Mueller-Hinton Difco
Agar triptico de soja — TSA Difco
Atrazina )
Caldo triptona soja — TSB Merck
Cristal Violeta Vetec
Glifosato (48% glifosato; 38% acido de glifosato) Nufarm
lodeto de potassio Merck
NaCl Vetec
Safranina Merk
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APENDICE B
Lista dos equipamentos utilizados e suas respectivas marcas.

Equipamento Marca
Agitador Vortex VTX — 2500 Biomixer
Autoclave AV75 Phoenix
Balanca de precisdo TS400S OHAUS
Capela fluxo laminar Filtracom
Espectrofotdmetro Biomate 3 UV-VIS Thermo
Estufa para cultura Orion 502 Fanem
Incubadora shaker TE-420 Tecnal
Micropipetas LabMate Pro LabMate
Paquimetro digital Digimess

Hanna

pHmetro digital HI2210-01 Instruments




APENDICE C
Antibiograma + Atrazina

66

Sem agrotoxico

Atrazina — 50ppm

Atrazina - 100ppm

Cepa Lamap 51

Cepa Lamap 95

Cepa Lamap 95

Cepa Lamap 95
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Cepa Lamap 104

A

e Y

Cepa Lamap 109

Cepa Lamap 124

1l

®

S . -

Eschichia coli ATCC 25922

Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli ATCC 25922
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Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 25923




APENDICE D
Antibiograma + Glifosato
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Sem agrotoxico

Glifosato 50ppm

Glifosato 100ppm

Cepa Lamap 95

Cepa Lamap 98

Cepa Lamap 98

Cepa Lamap 98
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SRRy

Cepa Lamap 109

> 505

Cepa Lamap 120

e I

Cepa Lamap 124

ST A ;‘79‘
Escherichia coli ATCC 25922

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 25923




