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IMPACTO DO USO DE ANTIBIOTICOS NA
MICROBIOTA DO SOLO

RESUMO- Devido ao grande numero de antibiéticos de uso veterinario que estéao
sendo liberados no solo através da urina e dejetos fecais dos animais de producéo,
algumas pesquisas tém verificado o impacto desses antibioticos na microbiota do solo.
O presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto dos antibidticos sobre a
microbiota do solo em condi¢cdes de microcosmos, de um solo de pastagem de
bovinos e um solo de floresta, submetidos a presenca de trés antibioticos utilizados
na producédo animal, sendo estes, ampicilina, enrofloxacina e estreptomicina, nas
concentragdes de 0, 30 e 100 mg/kg de solo seco. A concentracdo de 0 mg/kg foi
usada como controle. Os solos foram incubados em frascos de vidro de tampa rosca
e mantidos a temperatura ambiente no escuro para reproduzir as condi¢cfes reais
encontradas na natureza. Foram avaliadas atividade respiratoria microbiana, atividade
da enzima desidrogenase e contagem de unidades formadoras de colonias (UFC)
para estabelecer se existia ou ndo inibicdo do crescimento bacteriano nos dias 0, 1,
20 e 35. Os resultados mostram um aumento consideravel nas UFC nos solos que
receberam a ampicilina em ambas as concentracdes durante o primeiro dia com
relacdo ao controle. No dia 35 estas contagens se tornaram semelhantes ao controle
ou menores. Os solos que receberam enrofloxacina e estreptomicina tiveram uma
contagem menor que o controle inicialmente e com o tempo essas UFC aumentaram.
A atividade respiratoria microbiana e a atividade da enzima desidrogenase também
confirmam esse achado. Esses resultados sugerem gue 0s micro-organismos estao
utilizando algum composto da ampicilina para o aumento das col6nias e que 0s outros
antibiéticos diminuem a populacdo microbiana do solo, especialmente a
estreptomicina.  Provavelmente alguns micro-organismos estejam  sendo

selecionados.

Palavras-chave: Antibiéticos veterinarios, Comunidades microbianas, Microcosmos,
Solo



IMPACT OF THE USE OF ANTIBIOTICS IN THE
MICROBIAL COMMUNITY OF SOIL

ABSTRACT- Due to the large number of veterinary antibiotics that are being released
into the soil through urine and fecal waste of livestock, some research has linked the
impact of those antibiotics in soil microflora. In the current study was evaluated the
impact of antibiotics in the soil microbial community under microcosms conditions,
cattle pasture soil and a forest soil under the presence of three antibiotics used in
animal husbadry; ampicilin, enrofloxacyn and streptomycin, using a concentration of
0, 30 e 100 mg/kg dry soil. The concentration of 0Omg/kg was used as control. The soils
were incubated in screw cap glass jars and kept at room temperature in the dark to
reproduce actual conditions found in nature. It was evaluated the microbial respiratory
activity as well as the activity of dehydrogenase enzyme and colony forming units
(CFU) to establish whether there was inhibition of bacterial growth or not at day 0, 1,
20 and 35. The results show a considerable increase in CFU in soils that received both
concentrations of ampicillin during the first day compared with control. At day 35 these
counting became similar to control or lower. The soils that received enrofloxacin and
streptomycin, initially had lower countings than the control and over time these CFU
increased. The microbial respiratory activity and the activity of dehydrogenase also
confirmed these findings. These results suggest that some microorganisms are using
a compound of ampicillin to grow. The other antibiotics decrease the soil microbial
population, especially streptomycin. Probably some microorganisms are being
selected.

Keywords: Veterinary antibiotics, Microbial community, Microcosms, Soill
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1. INTRODUCAO

Os farmacos sao indispensaveis para a manutencdo da saude publica e a
qualidade de vida. Os avancos das pesquisas em terapias com a utilizacdo de
antimicrobianos para a manutencdo da saude s&o essenciais para uma sociedade
saudavel (CARACCIOLO et al., 2015). Produtos farmacéuticos veterinarios previnem
tratam doencas e aumentam a eficiéncia da producdo de alimentos. Milhares de
diferentes compostos ativos estdo sendo atualmente utilizados em grandes
guantidades para tratar ou prevenir doencas na producdo animal (MONTEIRO et al.,
2010).

Dentro desse grupo de farmacos estdo os antibiéticos que comumente refere-
se a agentes antimicrobianos que visam especificamente ao controle bacteriano. Os
antibioticos podem ser produtos naturais, normalmente metabolitos secundarios de
origem fungica ou bacteriana, derivados semissintéticos ou totalmente sintéticos.
Existem atualmente cerca de 250 diferentes antibiéticos registrados para utilizacédo
em medicina humana e veterinaria (KUMMERER, 2003, 2009).

Os antibidticos sdo amplamente utilizados na producdo animal para proteger
ou curar doencas infeciosas dificultando a propagacao de bactérias indesejaveis
(REICHEL et al., 2014) e seu uso esta estimado em 50.000 — 200.000 toneladas por
ano (OK et al., 2011; DU; LIU, 2012; KUMAR et al., 2012). No entanto, de 30-90% dos
antibioticos administrados ndo séo digeridos pelos animais, e muitas vezes sao
excretados como compostos ativos ou metabolitos em ambientes por meio da urina e
dejetos fecais (SARMAH et al., 2006). O estrume, ao contrario de dejetos humanos,
nao sofre tratamento terciario de aguas residuais e, conseguentemente, a
concentracéo de antibibticos disponivel no ambiente é maior na producao animal (KIM
et al., 2010), podendo chegar ao ambiente de forma direta por animais pastejando ou,
indiretamente, por espalhamento de excrementos de animais como fertilizante para
solos agricolas. A intencdo real do uso de antibidticos € inibir o crescimento ou matar
bactérias e, portanto, ha uma séria preocupacdo quanto aos efeitos qualitativos e
quantitativos sobre as populacdes microbianas residentes no solo, possivelmente,

levando a disturbios no seu funcionamento (ZIELEZNY, 2008).



Os farmacos, contrariamente aos metais pesados e pesticidas, raramente eram
vistos como potenciais poluentes ambientais, embora fossem desenvolvidos com a
intencdo de realizar um efeito biolégico e, portanto, eles poderiam ter o potencial de
perturbar as populacdes microbianas naturais (DAUGHTON; TERNES, 1999).

Segundo Sarmah et al. (2006), os antibiéticos veterinarios que entram nos solos
agricolas através da aplicacdo de estrume animal e fertilizantes a base de estrume
tém sido uma fonte principal deste farmaco nos ambientes circundantes.

Atualmente, a biodiversidade do solo € considerada fundamental para sustentar
o funcionamento do ecossistema, sendo que sua biota desempenha um papel
fundamental na ciclagem de nutrientes, decomposicdo de matéria organica e na
manutencdao da fertilidade do solo (ZACCARDELLI et al., 2013).

Considerando a alta liberacdo de antibi6ticos veterinarios no solo, tem havido
um crescente interesse em se conhecer os impactos causados com relacdo a
persisténcia de antibidticos e seus efeitos sobre os ambientes (JUNWEI et al., 2014).

Impactos negativos nas plantas foram relatados na presenca de residuos de
antibioticos (LIU et al., 2009). Efeitos ambientais dos antibioticos tém sido identificados
na biomassa microbiana (THIELE-BRUHN; BECK, 2005), atividade microbiana
(KLEINEIDAM et al., 2010), e estruturas comunitérias (REICHEL et al., 2013).

Através da deteccdo de unidades formadoras de colénias (UFCs) Yang et al.
(2009) demonstraram que a exposicdo de solo da rizosfera de trigo a diferentes
concentracbes de oxitetraciclina afetava altamente a estrutura da comunidade
microbiana e as atividades enzimaticas do solo. Em experimento realizado em estufa,
Ollivier et al. (2010) investigaram o impacto da sulfadiazina (SDZ), em estrume de
porco contaminado, em comunidades microbianas funcionais envolvidas em
processos-chave do ciclo do nitrogénio (N) nos complexos de raiz-rizosfera de milho
e trevo. Alem disso, o desenvolvimento e disseminacdo de bactérias resistentes a
antibioticos tém sido estudados devido a contaminacdo por estas substancias
(HALLING-SORENSEN et al., 2002). Destinos ambientais, por exemplo dissipagéao,
degradacdo, transformacdo, mobilidade, sor¢do e sequestro, de antibiéticos
veterinarios residuais como sulfamonometoxina (SMM), SDZ, ou clortetraciclina (CTC)
em solos apos a aplicacéo séo relatados também em investigagdes recentes (KUMAR
et al., 2012; WANG et al 2006).



Apesar dos grandes esforgos para elucidar o destino e os efeitos de antibiéticos

em ambientes de solo, uma grande lacuna de conhecimento ainda existe.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Antibi6ticos

Os antimicrobianos sdo compostos naturais, semissintéticos ou sintéticos que
podem matar ou inibir o crescimento de micro-organismos incluindo bactérias,
archaea, virus, protozoarios, microalgas e fungos. Os "Antibiéticos" sdo um grupo de
antimicrobianos especificamente destinados a matar ou inibir o crescimento de
bactérias em hospedeiros humanos ou animais, o que os distingue de desinfetantes
ou outros microbicidas. Os Antibidticos revolucionaram a medicina humana nos
altimos 75 anos e também sdo amplamente utilizados como medicamentos

veterinarios e promotores de crescimento animal (BRANDT et al., 2015).

Em 1929, Alexander Fleming observou que um mofo contaminante causava lise
em uma cultura de estafilococos. Isolou e cultivou o fungo para comprovar que o caldo
onde tinha-se desenvolvido tinha as mesmas propriedades antibacterianas. Por tanto,
a substancia que esse micro-organismo produziu foi considerado o primeiro antibiético
identificado e que recebeu o nome de penicilina devido ao género de fungos do qual
era produzido, Penicillium (SUMANO; OCAMPO, 2006). A atividade da penicilina era
superior a das sulfas, corante utilizado como antimicrobiano, e a demonstracdo que
fungos produziam substancias capazes de controlar a proliferacdo bacteriana motivou
uma nova frente de pesquisas na busca de antibidticos (OLIVEIRA; DA SILVA;
TALLARICO, 2010).

Apbs o processo de industrializacdo da penicilina nos anos 40s, especialmente
em consequéncia da Segunda Guerra Mundial (PROJAN; SHLAES 2004), foi
observado um rapido crescimento na descoberta e desenvolvimento de novos
antibiéticos.

Os antibiéticos podem ser classificados em B-lactamicos, sulfonamidas,
tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas, fluoroquinolonas, fenicoles
entre outros (SUMANO; OCAMPO, 2006). A Tabela 1 descreve 0 uso e mecanismos

de acao das diferentes familias de antibidticos.



Tabela 1. Espectro e mecanismos de agéo dos principais tipos de antibioticos
Tipo de

antibiodtico

Exemplo

Espectro

Mecanismo de
Acéo

Aminoglicosideos

Estreptomicina

Gram-negativas

Inibicdo da

Cefalosporinas

Gentamicina sintese de

Neomicina proteinas
B-lactamicos Penicilina Amplo espectro Inibicdo da
sintese de

peptidoglicano na

parede celular

Fenicoles Cloranfenicol Gram-positivas Inibicdo da
Gram-negativas sintese de
proteinas
Macrolideos Eritromicina Maiormente Inibicdo da
Azitromicina Gram-positivas sintese de
Claritromicina. proteinas
Quinolonas Ciprofloxacina Gram-positivas e Inibicdo da DNA
Norfloxacina Gram-negativas girasa ou a
enzima

topoisomerasa IV

Fluoroquinolonas

Enrofloxacina

Maiormente

Inibicdo da DNA

Gram-negativas girasa ou a
enzima

topoisomerasa Il

Sulfonamidas Sulfametazina Gram-positivas Inibicdo da
Trimetoprim Gram-negativas  sintese de folato

Tetraciclinas Tetraciclina Gram-positivas Inibicdo da

Clortetracilcina Gram-negativas sintese de

Oxitetraciclina, proteinas

Adaptado de Adzitey, 2015; Sumano e Ocampo, 2006

Sera feita referéncia aos antibidticos B-lactamicos, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos; familias dos antibiéticos ampicilina, enrofloxacina e estreptomicina

respectivamente, usados nesse estudo.

2.1.1 Antibiéticos B-lactamicos

Constituem a primeira classe de derivados de produtos naturais utilizados no
tratamento terapéutico de infec¢cdes bacterianas. Hoje, varias décadas apos a

descoberta da penicilina, este grupo ainda contém os agentes mais comumente



utilizados. Possuem amplo espectro de atividade antibacteriana, eficacia clinica e
excelente perfil de seguranca, uma vez que atuam na enzima transpeptidase, Unica
em bactérias (OLIVEIRA; DA SILVA; TALLARICO 2010). Todos os antibidticos [3-
lactamicos tem um elemento estrutural comum, o anel azetidinona de quatro membros
ou o anel B-lactamico que é seu centro de acdo. Na maioria dos antibiéticos, este anel
central é fundido com um segundo anel de cinco ou seis membros num processo de
biossintese multipla para formar as penicilinas e cefalosporinas respetivamente
(NUSSBAUM et al., 2006).

Tal como acontece com a maioria dos antibiéticos, os B-lactamicos séo
tornados inativos contra as bactérias através de trés mecanismos primarios de
resisténcia. O mecanismo mais comum €é a producdo de enzimas que degradam ou
modificam o antibidtico antes que ele possa atingir o local alvo apropriado. Neste caso,
a familia de enzimas B-lactamasas degrada os antibidticos (-lactamicos e sé&o
encontradas amplamente disseminadas entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. O segundo mecanismo € a alteracdo do local alvo do antibiotico. Neste
caso, as transpeptidases da parede celular resistentes aos [-lactamicos
desempenham este papel, esta é agora uma das principais causas de resisténcia a
varios patdogenos. O mecanismo final € a prevenc¢éo do acesso do antibidtico ao alvo
por meio da alteracdo da permeabilidade (WILKE; LOVERING; STRYNADKA, 2005)

Dentro desse grupo de antibidticos B-lactamicos encontra-se a Ampicilina
(Figura 1), uma aminopenicilina semissintética que age bem contra micro-organismos
resistentes a outras penicilinas entre os quais encontramos E. coli, Klebsiella e
Haemophilus sp., mas igual que as penicilinas naturais € suceptivel & inativagdo por
lactamasas. E de grande eficacia em infeccbes respiratdrias digestivas e em casos de

mastites por micro-organismos gram-negativos (SUMANO; OCAMPO, 2006).
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Figura 1. Férmula estrutural da Ampicilina
Fonte: sigma-aldrich.com

2.1.2 Fluoroquinolonas

Como o seu nhome sugere, as fluoroquinolonas sao derivadas das quinolonas.
Sua diferenca esta na substituicdo do oitavo &tomo de carbono por um atomo de
nitrogénio e na adicdo de um atomo de fldor na sexta posicdo, dando-lhes acao
antibiética mais potente e um maior espectro de atividade (bactérias patogénicas
Gram-positivas e Gram-negativas) que tém sido utilizados na pratica médica para o
tratamento de infeccBes graves ou resistentes desde o final da década de 1980,
levando-as a uma utilizacao generalizada em todo o mundo (REDGRAVE et al., 2014).
Esses antibiéticos tém como alvo duas enzimas relacionadas, DNA-girase e DNA-
topoisomerase Il. A girase é responsavel pela introducdo de supercoil negativo no
DNA e pelo alivio do estresse esperado da torsdo, para se acumular a frente dos
complexos de transcricdo e replicacdo. A topoisomerase Il proporciona uma potente
atividade de desvinculacdo. Tanto a girase quanto a topoisomerase Il sdo enzimas
essenciais e, por conseguinte, espera-se que 0s agentes que as atacam bloqueiem o
crescimento bacteriano (DRLICA, 1999).

Nesse grupo de fluoroquinolonas encontra-se a Enrofloxacina (Figura 2),
antibiotico de amplo espectro, excelente contra gram-negativas e contra algumas
bactérias gram-positivas e micoplasmas. Recomenda-se em infe¢cdes pulmonares, de
pele, urinaria digestivas e micoplasmose. Este antibidtico também tem sido utilizado

para controlar certos agentes patogénicos intracelulares (SUMANO; OCAMPO, 2006).



Figura 2. Férmula estrutural da Enrofloxacina
Fonte: sigma-aldrich.com

A selecdo da resisténcia a enrofloxacina ocorre a partir de mutacdes
cromossOmicas, a criagdo de modificacbes na enzima girase ou alteracdes na
permeabilidade. Nenhuma resisténcia plasmidica foi demonstrada. Os mutantes
podem desenvolver resisténcia a outras fluoroquinolonas e antimicrobianos, incluindo

cefalosporinas, cloranfenicol e tetraciclinas (MITCHELL, 2006).

2.1.3 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos séo carboidratos hidrofilicos, policatiénicos,que contem
amina e sdo geralmente por trés a cinco anéis. A maioria dos aminoglicosideos sao
produtos naturais ou derivados de actinomicetos do solo (CRAIG; STITZEL, 2004).
Sua histéria comeca em 1944 com a estreptomicina e foi marcada posteriormente pela
sucessiva introducdo de uma série de compostos que estabeleceu definitivamente a
utilidade desta classe de antibidticos para o tratamento de infec¢gfes bacilares gram-
negativas. Na década de 1970, os aminoglicosideos semissintéticos demonstraram a
possibilidade de obter compostos que eram ativos contra estirpes que haviam
desenvolvido mecanismos de resisténcia para aminoglicosideos anteriores, bem
como exibindo perfis toxicolégicos distintos (MINGEOT-LECLERCQ; GLUPCZYNSKI;
TULKENS, 1999).

Os aminoglicosideos sdo mais eficazes contra micro-organismos que se
multiplicam rapidamente e destroem bactérias por varios mecanismos. Eles precisam
apenas de um curto contato com as bactérias para mata-las e, como tal, sdo
dependentes da concentracdo em suas acdes. O seu principal local de acédo é o

ribossomo bacteriano associado a membrana através do qual interferem com a



sintese de proteinas. Muitos mecanismos de resisténcia a aminoglicosideos tem sido
descritos que podem ser mediados cromossomicamente ou por plasmideos (MERCK).

A Estreptomicina (Figura 3) faz parte dos aminoglicosideos e foi descoberta
logo apods a introducao da penicilina na medicina, sendo o segundo maior antibiotico
atil  terapeuticamente. Proporcionou a primeira cura efetiva para tuberculose,
meningite tuberculosa e uma série de outras infec¢cdes causadas por bactérias
patdogenas Gram-negativas (WAINWRIGHT, 1991).

A estreptomicina reage contra micobacterias, gram-negativas, Leptospira, sp.,
Francisella tularensis e Yersinia pestis. E efetiva contra alguns poucos micoplasmas
e algumas espécies de estafilococos. E utilizada no tratamento de leptospirose bovina
ou porcina, enterites bacterianas e outras infecfes sistémicas. Ja que continua sendo
de grande utilidade contra a tuberculose nos humanos, deve-se cuidar que seu uso
seja racional na medicina veterinaria (SUMANO; OCAMPO, 2006).

1 1/2H2804

Figura 3. Férmula estrutural da Estreptomicina
Fonte: sigma-aldrich.com

2.1.4 Antibidticos na producéo animal

Os efeitos benéficos dos antibidticos na produgéo animal foram descobertos em
1950 e por tanto tém sido usados por mais de 60 anos na alimentacdo do gado
(TASHO; CHO, 2016). Desde entdo, o uso de antibioticos na alimentacdo animal

tornou-se uma tendéncia global disparada pela crescente dependéncia da agricultura
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industrial para produzir alimentos. Mais de 150 antibi6ticos estdo em uso hoje, dos
quais >90% sao produtos naturais de bactérias, fungos e modificagBes semissintéticas
de compostos naturais, e alguns que sao totalmente sintéticos (NUSSBAUM et al.,
2006). Esses farmacos sdo administrados aos rebanhos para ser usados como
terapia, prevenir e controlar doengas e como promotores de crescimento.

De acordo ao estudo feito por Wang e Tang (2010), a quantidade do uso anual
de antibidticos, incluindo antibiéticos para saude humana e veterinaria, alcancou
100.000—-200.000 toneladas em total ao redor do mundo, mas sdo poucos 0s paises
que dispdem de estatisticas precisas a respeito das quantidades de farmacos
veterinarios utilizados nas criagbes animais (DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2007). No
entanto, estima-se que mais de 70% desses compostos sejam agentes antibioticos
(THIELE-BRUHN, 2005).

S6 nos Estados Unidos no ano de 2014 foram vendidas mais de 15 toneladas
de antibidticos veterinarios (Figura 4). Também houve um incremento de 20% nas
vendas desses farmacos desde o ano 2009 até 2014 (FDA, 2015).
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ki Outros

Figura 4. Quantidade em percentagem de antibiéticos veterinarios vendidos nos
Estados Unidos em 2014

Fonte: FDA, 2015.
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No Brasil, ndo existem estatisticas em relacdo a quantidade de antibioticos
comercializada para a producdo animal. Entre as poucas fontes de informacdes
existentes, a Secretaria de Estado da Saude do Parana realizou um estudo qualitativo
sobre a comercializacdo de medicamentos veterinarios em frangos de corte, o qual
revelou o uso de 126 produtos comerciais, com 49 diferentes principios ativos. A
Figura 5 mostra os grupos de antibidticos veterinarios mais usados de forma
terapéutica no referido estudo (BORGES; MARQUES, 2010).

M londforos

M Fluoroquinolonas
M Sulfonamidas

M Tetraciclinas

M B-lactamicos

M Macrolideos

M Aminoglicosideos
i Outros Antibioticos

id Outros FArmacos

Figura 5. Grupos de antibidticos veterinarios mais usados de forma terapéutica em

frangos de corte
Fonte: Borges; Marques, 2010.

Para o0 ano 2030, espera-se um alarmante incremento de 67% no consumo de
antibiéticos na producdo animal. Em 2010, os cinco paises com maior participacédo no
consumo mundial de antimicrobianos na producéao animal foram China (23%), Estados
Unidos (13%), Brasil (9%), india (3%) e Alemanha (3%). Em 2030, este ranking é
projetado para serem China (30%), Estados Unidos (10%), Brasil (8%), india (4%) e
México (2%). Entre os 50 paises com maiores quantidades de antimicrobianos
utilizados na pecuaria em 2010, 0s cinco paises com maiores aumentos percentuais
projetados de consumo de antimicrobianos até 2030 séo provavelmente Myanmar
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(205%), Indonésia (202%), Nigéria (163%), Peru (160%) e Filipinas (157%). A China
e o Brasil estdo entre os maiores consumidores de antimicrobianos atualmente, mas
ndo sSdo 0s paises com o0 aumento mais rapido projetado no consumo de
antimicrobianos. Isso indica que esses dois paises ja iniciaram uma mudanca em
direcéo a sistemas de producdo de gado mais intensificados usando antimicrobianos
para manter a saude animal e aumentar a produtividade (Figura 6) (BOECKEL et al.,
2015).
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Figura 6. (A) cinco maiores consumidores de antimicrobianos na producao animal
em 2010. (B) cinco maiores consumidores de antimicrobianos na producao
animal em 2030 (projetado). (C) Maior Aumento do consumo de
antimicrobianos entre 2010 e 2030. (D) Maior aumento relativo no consumo
de antimicrobianos entre 2010 e 2030. CHN, China; EUA, Estados Unidos;
BRA, Brasil; DEU, Alemanha; IND, india; MEX, México; IDN, Indonésia;
MMR, Myanmar; NGA, Nigéria; PER, Peru; PHL, Filipinas (BOECKEL et al.,
2015).

0

O reconhecimento dos antibidticos usados na agricultura como um dos maiores
contribuintes ao desenvolvimento de organismos resistentes € muito importante
(TASHO; CHO, 2016).

2.1.5 Antibi6éticos no solo

Solos agricolas e aguas subterraneas servem como reservatorios principais de
antibidticos residuais. Na produgéo animal, os antibioticos podem chegar ao ambiente
por meio das companhias farmacéuticas, residuos do processo de fabricacdo dos
medicamentos (ZHANG,; LI, 2011), diretamente das excre¢des dos animais em pastejo

ou, podem ser indiretamente disseminados pela aplicacdo de esterco animal no solo
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(BLACKWELL et al., 2007). Existe a possibilidade também, de que os antibibticos
abranjam o ambiente pela disposicao final de medicamentos n&o usados ou fora da
validade, mas nédo parece ser uma das fontes principais de contaminacdo. (BOXALL
et al., 2003). Segundo Sarmah et al. (2006), até 95% dos principios ativos dos
antibiéticos podem ser excretados pelos animais sem sofrer nenhum tipo de
metabolizacdo. Thiele-Bruhn e Beck (2005) afirmam que quando o farmaco € em
grande parte metabolizado, alguns metabolitos e produtos da degradacao, podem ser
excretados. E importante ressaltar que a quantidade de antibiéticos que vai ser
eliminada pelo animal depende do tipo de substancia, dosagem, tempo de tratamento,
espécie, idade, entre outros fatores (KEMPER, 2008). Os antibidticos residuais
encontram seu caminho no solo de onde eles chegam ao ecossistema aquatico e,
posteriormente, as plantas (Figura 7) (TASHO; CHO, 2016).
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Figura 7. Destino dos antibioticos veterinarios utilizados na indUstria pecuaria
Adaptado de Tasho; Cho, 2016.

Uma vez no solo, os antibiéticos interagem com a fase sdlida dele e séo
propensos a transformag¢do microbiana. Depois ha um grande potencial de
transferéncia desses antibioticos desde o solo a atmosfera, hidrosfera e biosfera. O
escoamento superficial e o transporte facilitado pelas particulas podem dispersar os
antibiéticos no ambiente junto com a lixiviagdo na 4gua subterrdnea (JECHALKE et
al., 2014).
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Muitos dos principios ativos dos antibiéticos usados na producdo animal ndo
foram ainda investigados quanto ao seu potencial de atingir o ambiente, seu
comportamento e possivel impacto (DIAZ-CRUZ et al., 2003; BOXALL et al., 2003).
Também pouco se sabe sobre as relacdes dose-resposta e potenciais limiares de
concentracdo de antibidticos no solo, e estes parametros devem ser determinados em
estudos futuros para diferentes tipos de solo, sistemas de criacdo animal e rotacoes
de culturas para permitir a avaliacdo dos riscos e seus efeitos a curto e longo prazo
(JECHALKE et al., 2014).

2.1.6 Resisténcia a antibi6ticos

A organizagao para o bem-estar de animais de granja ‘Compassion in world
farming’ no seu reporte ‘Antibidticos em animais de produg¢do, saude publica e bem-
estar animal’ (2011), ressalta que a resisténcia aos antibiodticos que estd se
desenvolvendo globalmente em bactérias patogénicas é uma das principais ameacas
a medicina humana. Isso leva a encargos adicionais nos sistemas de saude, a falhas
de tratamento e, no pior dos casos, a infeccdes intrataveis ou infeccdes tratadas tarde
demais para salvar vidas. Embora o excesso de uso de antibiéticos na medicina
humana seja a principal causa da atual crise de resisténcia aos antibidticos,
especialistas em saude publica concordam que o uso excessivo de antibiéticos na
producdo animal intensiva também € um fator importante ja que metade da producéo
mundial de antibi6ticos é utilizada em animais de criacao.

Na producdo intensiva de suinos e aves, 0s animais sdo mantidos confinados
em condicOes de superlotagdo, geralmente sem acesso ao exterior, e sdo criados e
manejados para obter 0 maximo rendimento (crescer mais rapidamente ou produzir
mais carne, leite, ovos ou prole). Estas condicbes comprometem a sua saude e as
suas respostas imunoldgicas e incentivam o desenvolvimento de doencas infecciosas
que se espalham facilmente. Sem a ajuda de drogas para a prevencao dessas
doencas, ndo seria possivel manter a produtividade dos animais nas condi¢coes

intensivas em que sao frequentemente mantidos.
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O tratamento terapéutico de animais individuais doentes com antibiéticos é
muitas vezes essencial. Alivia o sofrimento e os devolve a producdo econdmica. Mas,
durante o século XX, o uso de antibiéticos em animais de granja rapidamente se
expandiu para incluir usos que sdo, em maior ou menor grau, nao terapéuticos. Os
usos nao terapéuticos permitiram controlar a propagacéo de infeccbes nas granjas
industriais até uma extensdo que néo era possivel antes e também para estimular o
crescimento e a produtividade de forma néo natural. Segundo a OIE (2011), 0s usos

veterinarios dos antibiéticos sao classicamente classificados em:

Tratamento de doencas (uso terapéutico): Se alguns animais sdo encontrados
doentes, muitas vezes todo o rebanho sera tratado (metafilaxia) para evitar a
propagacdo da doenca. Assim, nem sempre existe uma clara distincdo entre
tratamento e prevencdo. O tratamento ocorre normalmente em doses elevadas

durante um periodo relativamente curto de tempo.

Prevencio de doencas (profilaxia). E o tratamento de animais com doses baixas
e sub-terapéuticas de antibiéticos em alimentos ou agua potavel quando ndo mostram
sinais de doenca, mas pensa-se que existe um risco de infec¢éo. O tratamento pode

ser durante um periodo de varias semanas, e as vezes durante mais tempo.

Promotores de crescimento (ndo € mais permitido na Unido Europeia, mas ainda
€ comum na América do Norte e em outros paises). Doses sub-terapéuticas muito
baixas de antibioticos sédo dadas aos animais no alimento, para aumentar a taxa de
crescimento e produtividade. O tratamento é continuo e pode durar uma grande parte

da vida do animal.

Embora o uso de antibioticos "promotores de crescimento” seja distinto do uso
“profilatico” de antibidticos, ele também tem o efeito de suprimir doencas infecciosas
que se apresentariam pelas condi¢cfes da fabrica. Além disso, as dosagens as quais
0s antibidticos sao alimentados para profilaxia sédo frequentemente suficientemente

baixas para terem um efeito promotor do crescimento. Assim, nem sempre existe uma
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distincéo clara entre 0 uso de antibidticos para a "promogdo do crescimento” e para a
prevencao de doengas.

A resisténcia aos antibioticos tem sido descrita como "o exemplo mais conhecido
da rapida adaptacédo de bactérias a um novo ecossistema". Cada vez que uma pessoa
ou animal recebe uma dose de antibiéticos hd uma oportunidade para que as bactérias
resistentes a essa droga sejam selecionadas. A resisténcia aos antibidticos pode
ocorrer através da multiplicacao de bactérias que tém uma mutacdo natural especifica
gue confere resisténcia ao antibiotico ou pela transferéncia ‘horizontal' de genes entre
bactérias. As bactérias podem apresentar resisténcia a varios antibiéticos diferentes.
A transmissdo horizontal de genes € agora reconhecida como uma das principais
causas do aumento da resisténcia aos antibiéticos. Ocorre através de processos
naturais de transferéncia de genes entre células, muitas vezes através de segmentos
moveis de DNA conhecidos como transposons e plasmideos. Os plasmideos podem
transportar varios genes dando resisténcia a varios antibidticos diferentes de uma vez
sO.

A resisténcia aos antibiéticos pode ser transmitida dos animais as pessoas
através de contato direto com animais infectados: trabalhadores nas granjas e
matadouros; consumo de comida contaminada com bactérias resistentes e a través

do meio ambiente na &gua, solo e ar.
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2.2 Solo

2.2.1 Caracterizacao do solo

O solo é composto por trés fases: solida (composta por particulas minerais,
raizes de plantas, populagbes de organismos macro e microscopicos, com
metabolismo ativo ou dormente e matéria organica), liquida (agua com elementos
dissolvidos) e gasosa (gases da atmosfera com diferentes proporcdes). A parte solida
geralmente representa aproximadamente 50% do volume total, dos quais 5% estéo
representados pela matéria organica e o espaco poroso (fase liquida e gasosa) que
representa o outro 50%. As trés fases podem variar de acordo com o tipo de solo e as
condicbes ambientais (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Oliveira; Jacomine; Camargo
(1992) descrevem cinco fatores de formagédo do solo que interferem direta ou
indiretamente na sua estrutura: clima, relevo, seres vivos, material de origem e tempo.
Cada solo é o produto do efeito de todos os seus fatores de formacéao. Ainda de acordo
com os autores atributos morfolégicos também devem ser levados em conta na
classificacdo como: textura, cor, consisténcia, estrutura, cerosidade, noédulos e
concrecbes e transicdo entre horizontes. Caracteristicas dos solos variam
consideravelmente de um lugar para outro. Essas variacfes estabeleceram sistemas
de classificacdo em que o solo é considerado como uma composicdo de grande
namero de solos isolados (BRADY, 1989). As principais classes de solos encontrados
no Brasil sdo: Argilosos, Cambissolos, Latossolos, Luvissolos, Neossolos,
Planossolos, Plintossolos e Vertissolos (SILVA; SILVA; CAVALCANTI, 2005). No

nosso caso o solo utilizado foi um latossolo vermelho escuro eutréfico.

2.2.1.1 Latossolos

Segundo o site da Agéncia Embrapa de Informacé&o Tecnoldgica os latossolos
sao solos de intemperizacao intensa chamados popularmente de solos velhos, sendo
definidos pelo SIBCS (Embrapa, 2006) pela presenca de horizonte diagndstico
latossdlico e caracteristicas gerais como: argilas com predominancia de 6xidos de

ferro, aluminio, silicio e titanio, argilas de baixa atividade, fortemente acidos e baixa
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saturacdo de bases. Também apresenta normalmente baixa fertilidade, exceto
quando originados de rochas mais ricas em minerais essenciais as plantas, acidez e
teor de aluminio elevados. Possuem boas condi¢des fisicas para o uso agricola,
associadas a uma boa permeabilidade por serem solos bem estruturados e muito
porosos. Porém, devido aos mesmos aspectos fisicos, possuem baixa retencédo de

umidade, principalmente os de textura mais grosseira em climas mais secos.

2.2.1.1.1 Latossolo Vermelho

Segundo a Embrapa, apresenta cores vermelhas acentuadas, devido aos
teores mais altos e a natureza dos 6xidos de ferro presentes no material originario em
ambientes bem drenados, e caracteristicas de cor, textura e estrutura uniformes em
profundidade (Figura 8). Sao identificados em extensas areas nas regides Centro-
Oeste, Sul e Sudeste do pais, sendo responsaveis por grande parte da producao de
gréos, pois ocorrem predominantemente em areas de relevo plano e suave ondulado,
propiciando a mecanizac¢ao agricola. Em menor expressdo, podem ocorrer em areas

de relevo ondulado.

Figura 8. Latossolo Vermelho

Disponivel em: http://www.pedologiafacil.com.br/curiosidade.php

Acesso: 02/01/2017
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Na tabela 2 esta relacionada a classificacdo dos latossolos vermelhos no

terceiro nivel categoérico do SiBCS (Embrapa, 2006) onde sdo descritas as

caracteristicas destas classes de solo e as implicacdes para uso e manejo.

Tabela 2. Terceiro nivel categoérico do SiBCS, Latossolo Vermelho.

Teceiro nivel Caracteristicas

Perférricos

Acriférricos

Acricos

Aluminoférricos

Distroférricos

Distroficos
Eutroférricos

Eutroficos

Altos teores de ferro; baixos teores de nutrientes
nos solos indicando a necessidade de adubacao
e correcao da acidez para o uso agricola.

Altos teores de ferro; baixos teores de nutrientes
nos solos indicando a necessidade de adubacao
e correcdo da acidez para o uso agricola.

Pobreza nutricional, sendo necessario adubacéao
e correcao da acidez para o uso agricola.
Solos de baixa fertilidade; toxidez de aluminio e
alto teor de ferro.

Solos de baixa fertilidade e altos teores de ferro.

Solos de baixa fertilidade.

Solos de alta fertilidade e com altos teores de
ferro.
Solos de alta fertilidade.

http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/solos_tropicais/arvore/CONT000fzyjaywi02wx50k0q43a0r9rz3uhk.html

Acesso: 03/01/2017

2.2.2 Bactérias do solo

A capacidade das bactérias em se multiplicar é de extrema importancia para os

solos. Através da multiplicacdo essas bactérias conseguem ajustar rapidamente suas

atividades quanto as mudangas ambientais. Bactérias variam em seu formato, as

predominantes nos solos séo as em forma de bastdes. No solo o nUmero de bactérias

€ variavel, principalmente pelo fato de diversos fatores interferirem no seu crescimento
e desenvolvimento (BRADY,1989).

Os procariotos (Bactérias e Argqueias) tém a capacidade de se propagar por

guase todos os ambientes do solo, devido principalmente ao seu tamanho e sua

capacidade de desenvolverem fases de ociosidade extremamente resistentes.


http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/solos_tropicais/arvore/CONT000fzyjaywi02wx5ok0q43a0r9rz3uhk.html
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(BRADY; WEIL,2013). Segundo Brady (1989), o niumero de bactérias presentes no
solo é variavel devido a diversos fatores que influenciam sua multiplicacdo, na maioria
das vezes encontram-se nos horizontes de superficie pelo fato de serem mais
favoraveis as condicbes de aeracdo, umidade, temperatura e alimentacdo. Esses
micro-organismos podem ser autotroficos ou heterotréficos, sendo a maioria das
bactérias do solo heterotroficas onde sua fonte energia deriva da matéria organica.
S&o0 responsaveis juntamente com os fungos pela degradacdo geral da matéria
organica do solo. Participam de quase todas as reacfes organicas que caracterizam
um solo saudavel, as bactérias sdo responsaveis pela oxidacdo do nitrogénio,
oxidacdo do enxofre e fixacdo do nitrogénio auxiliando na nutricdo das plantas
(BRADY; WEIL, 2013; BRADY, 1989).

A presenca de um microrganismo no solo é estabelecida pelas condicGes
ambientais dominantes e dos limites da sua equipagem genética. A sua permanéncia
depende da rapidez das respostas fisiolégicas em relacdo as condi¢cdes ambientais.
Alguns micro-organismos conseguem sobreviver em condicbes de salinidade,
pressdo, pH e temperaturas extremas. A capacidade de adaptacdo dos micro-
organismos faz com que limitacdes fisicas (aeragdo, agua, adesao, porosidade, etc.)
e limitacbes quimicas (disponibilidade de nutrientes, toxicidade, etc.) sejam
ultrapassadas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

2.2.3 Microcosmos

Os ecossistemas ao ar livre sdo muito complexos e dificeis de serem
delimitados, os meios cientificos de experiéncia e controle ficam cada vez mais dificeis
de serem estudados, com isso muitas pesquisas estdo sendo realizadas dentro do
préprio laboratério em sistemas denominados microcosmos, onde as condi¢cdes de
campo com limites definidos s&o imitadas e cuja manipulagao e repeticdo pode ser
feito da maneira que se deseja (ODUM, 2001). Microcosmos ou pequenos mundos
autocontidos, sejam em garrafas ou outros recipientes podem simular em versao
miniatura a natureza dos ecossistemas, esses recipientes recebem o nome de micro
ecossistema e utiliza o microssistema (0 mundo natural) como base de referéncia.

Dois tipos de microcosmos de laboratério podem ser diferenciados: 1. Micro
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ecossistema derivados diretamente da natureza por semeadura multipla de meios de
cultura com amostras ambientais; 2. Sistemas construidos adicionando-se espécies
de culturas puras ou ndo contaminadas até que se obtenha as combinacdes
desejadas. O primeiro sistema representa a natureza simplificada para organismos
que sobrevivem por longos periodos no limite dos recipientes, do ambiente de luz e
temperatura imposto (ODUM; BARRET, 2007). No segundo sistema adicionando
componentes previamente isolados e estudados, tem se o estudo da interacéo entre
as espécies (ODUM, 2001). O sistema microcosmos pode sugerir hipoteses e
mecanismos que podem ser testados em manipulacdes de campo a longos prazos
(KREBS, 2009).
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3. OBJETIVO

Avaliar o impacto dos antibiéticos sobre a microbiota do solo em condic¢des de
microcosmos, de um solo de pastagem de bovinos e um solo de floresta, submetidos
a presenca de trés antibidticos utilizados na producédo animal sendo estes a ampicilina,
enrofloxacina e estreptomicina, usando trés concentracdes por quilograma de solo (0

mg/kg, 30 mg/kg e100 mg/kg) em diferentes periodos de incubacdao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta do solo
Os solos usados nessa pesquisa foram: solo de pastagem de bovinos e solo de

floresta, pertencentes a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da
Unesp, campus de Jaboticabal (Figura 9). O solo foi coletado a uma profundidade de

0 a 20 centimetros e antes da coleta o local foi previamente limpo retirando-se o

Solo Pasto

material vegetal existente.
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ura 9. Universidade Jaboticabal.
Fonte: Google Earth

Fig

O solo de pastagem foi coletado na area de recria e terminagéo de bovinos de
corte da raca Nelore e a espécie de pasto é Brachiaria brizantha marandu (Figura
10). O solo de floresta foi coletado numa pequena area do lado do prédio da
biblioteca do campus (Figura 11).
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Figura 11. Zona de colea solo de floresta

Os dois tipos de solo séo classificados como Latossolo Vermelho eutréfico
tipico, textura argilosa a moderado, caulinitico hipoférrico, relevo suave ondulado
(Figura 12).



25

Solo Pasto

LE1
Solo |

Floresta !

_ T
—_—
v
-
J
,"J.
J_.-' LE 1 - Latossolo Vermelho-Fscurmo entrdfco
r A moderade texdora amgibsa releve =oaoe
r cndulade (ETTROSTOH).

EMERAPA (1925) - Lautossolo Tarma ko
eutrdfico Hpic o textury o rgilomn A moderado
coulinitico kipoférrico relar o s e e omd wdo d o

LE 2 - Latesscle Vermelho-Escnre distréfice
A moderads terdnra argilesa releoo planc
[HAFLUSTOX].

EMERADA (1999 - Lotossdlo Ferma ko
distrdficn tipico tavtu m orgd osy A maderad o
coulinitico kipofdrrico rd avo pla ma.

LE 3 - Latesscle Varmelho-Esonre antrdfios
.A modarads texdura m nite argilesaraleoe

snave cndulads (ETTRUST Q).

EMERAPERA {1293 - Latossdlo Termad ko

wutrdfico tpico ftextum muito orgfosoc A

mod emdo coul initico axidico mesaférrico

relay o e ond wdad o,

R - Latossole Rono entréfice A moderado
lendnm mnite  argilo=a relevo smaoe

ndunlada & ondunlada ([ETTROST OXH].

EMERADA (19229 - Lotossdle Terma ho

ou broférrice toico tavtu m muito o rgd osx

A modemdeo coulinitico-oxddivoe  relavo

sy e omdulado @ ond wado

TR- Terma Rornm Estrntumda latessilica

entréfice A moderads temtum  muite

argilesa relevo ondnlads [KEANDITSTALF).

ZRERAFA (1998 - Nitossdlo Terma ke

eutrofirics  lotossdlice A molemdo

taxtura muitoo rmilos melave onduiocdo.

Li+B - Litessele + Cam biz=zole entréfec +
Afloramants d2 recha [EUTROFEFT].
EMERALA (159595 - Noossd o LitR oo

e trdfice + CamBssolo Hiplico eutrofrrics
tawtura o rgilosy A moede mdo relav o ond wdad o,
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Veterindrias deJah oticabal, CONGRESS0 BRASILEIRO DE CIENCIA DO S0L0O, 27, Brasilia, 1999,
Anaiz, Brazilia, Sociedad e Brazileira de Ciéncia do Solo, 1999, 32p . [TO25-3 CD-ROM].

Figura 12. Mapa de solos da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
UNESP, Jaboticabal.

Disponivel em: http://javali.fcav.unesp.br/Home/departamentos/soloseadubos/mapadesolos.qgif
Acesso: 05/12/16
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4.2 Processamento das amostras de solo

Apds as coletas as amostras foram transportadas para o Laboratério de
Microbiologia do Solo da FCAV - Unesp Jaboticabal, onde foram secas (Terra Fina
Secaao Ar - TFSA), e peneiradas em peneira de malha N°12 para retirada de residuos
(pedregulho, capim seco, material vegetal etc.). Posteriormente as amostras foram

armazenadas em temperatura ambiente até sua utilizac&o.

4.3 Capacidade de Retencéo de Agua (CRA)/Capacidade de Campo

Foi utilizado o solo seco ao ar (TFSA) peneirado, 0 recipiente para a
determinacdo da capacidade de campo foi pesado (Peso 1), em seguida o solo foi
colocado no recipiente e foi novamente pesado (Peso 2). O recipiente foi imerso em
um frasco contendo agua de modo a alcancar a metade da altura do recipiente e foi
deixado até umedecer a superficie do solo nele. Aguardaram-se alguns minutos apos
ter observado a umidade na superficie. O recipiente foi retirado da agua e colocado
sobre papel absorvente para escorrer a agua por 24 h. O mesmo foi tampado com
papel de aluminio para evitar a evaporacdo da agua. O recipiente foi pesado

novamente apos as 24 horas sem o papel aluminio (Peso 3).

4.4 pH

Para a determinacéo do pH, seguiu-se o protocolo descrito por Raij et al (1987);
onde foram utilizadas 10 gramas de solo seco ao ar (TSFA), peneirado em peneira de
malha N° 12, a esse foi adicionado 25 ml de H20 ou solugdo de CaClz 0,01M,;
aguardou-se 15 minutos para molhar a amostra. A solugcéo apos o periodo de espera
foi agitada por 10 minutos em agitador de hélice individual ou mesa giratoria;
posteriormente a solucédo ficou em repouso por 30 minutos. Foi realizada a leitura sem

agitar introduzindo-se a ponta do eletrodo na parte do solo. Anotou-se o valor.
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4.5 Umidade e Matéria Organica

Para determinar a umidade e matéria organica seguiu-se o método de estufa
descrito por Raij et al. (1987). Foi pesado um cadinho de porcelana, posteriormente
foi colocada a amostra de solo umida e o cadinho mais a amostra imida de solo foram
pesados novamente. O cadinho mais o solo foram colocados em estufa a 98°C-105°C
por 24 horas, ap0s as 24h o cadinho foi retirado da estufa e foi colocado
imediatamente em dissecador com silica indicadora de umidade; apos resfriamento
foi pessado o cadinho mais a amostra seca. O teor de umidade foi determinado pela
diferenca de peso (cadinho + solo seco) menos o0 peso do cadinho sem amostra.
Foram obtidos os valores de solo Umido e solo seco (%eumidade= (solo imido — solo
seco) x 100/solo umido). Posteriormente foi colocado o cadinho mais a amostra seca
em estufa “mufla” a 500°C por 24 horas; ap0s as 24 horas a mufla foi desligada e foi
aguardado até essa atingir em torno de 100°C; foi retirado o cadinho da mufla e foi
colocado imediatamente em dissecador com silica indicadora de umidade. Apés
resfriamento, foi pesado o cadinho mais o solo queimado. Efetuou-se o célculo
cadinho com solo queimado menos cadinho com solo =solo queimado. Tem-se

Materia organica (MO), MO g/kg = (Solo seco — solo queimado) x 1000/solo seco).

4.6 Incubacéao do Solo

A incubacéo do solo com os trés tipos de antibiéticos (ampicilina, enrofloxacina
e estreptomicina) e as diferentes dosagens (0 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg) foi
realizada em condicbes de microcosmos que teve como objetivo reproduzir as
condi¢cbes reais encontradas na natureza. Uma por¢cao de 150 gramas do solo de
pasto e solo de floresta foi misturada com os antibiéticos e incubados em
microcosmos, em vidros de tampa rosca e armazenados em temperatura ambiente
mantidos no escuro.

Foram utilizados 35 frascos para cada tipo de solo, 30 para o adicionamento

dos antibidticos mais cinco controles (Omg/kg), os quais receberam cada um 150
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gramas do solo. Foram realizadas cinco repeticdes de cada uma das concentragbes
dos trés antibidticos utilizados.

Os frascos contendo solo de pastagem e solo de floresta receberam 70% da
sua capacidade de retencdo de agua (CRA) por meio de uma solucdo de agua
esterilizada e concentracdes definidas de cada um dos trés antibiéticos. Os frascos
contendo as amostras de solo que serviram como controles receberam a CRA s6 com
agua destilada. Apos as inoculacdes os solos de pastagem e floresta foram deixados
a temperatura ambiente no escuro. Foi realizada a contagem de UFC/g de solo em
diferentes periodos de tempo (1, 20 e 35 dias).

Em cada frasco de vidro foram colocados dois béqueres, um com 20 ml de &gua
destilada e outro com 20 ml de NaOH 1M, para estabelecer a atividade respiratéria do

solo depois de quatro periodos de tempo (1, 7, 20 e 35 dias) (Figura 13).

Figura 13. Sistema de icroosms e Atividade Respiratéria Microbiana

4.7 Método de contagem (UFC)

Foi realizada uma contagem inicial, sem adi¢cdo de nenhum tipo de antibidtico
no tempo zero (0). As outras contagens foram realizadas no 1°, 20° e 35° dia apés a
adicao dos antibiéticos em cada tipo de solo.

Aproximadamente 10 gramas de cada frasco foram retiradas e levadas a
agitacdo em uma solucéo de pirofosfato 0,1% por 30 minutos. Para a contagem do
namero de bactérias totais utilizou-se a técnica de diluicdo seriada, descrita por
Wollum (1982), utilizando como meio de cultura o Standard Agar. Todos o0s
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tratamentos foram realizados em triplicata. Popula¢des bacterianas foram expressas

numa base de peso seco do solo.

4.8 Atividade Respiratéria Microbiana (ARM)

A atividade respiratéria microbiana foi determinada em 150 g de solo seco,
inserido em recipiente de vidro com capacidade para 2,5 L, conforme metodologia
proposta por Jenkinson & Powlson (1976), com adaptacdes, com a umidade do solo
(solucdo de antibibticos) ajustada para 70% da capacidade de retencdo de agua
(CRA). Cada recipiente recebeu em seu interior 2 béqueres de 50 mL, um contendo
20 mL de H20 destilada e outro 20 mL de solucdo de hidréxido de sédio 1M. Os
recipientes foram vedados com filme plastico PVC, tampa, e incubados em sala com
auséncia de luz a temperatura ambiente. Apds os diferentes periodos de incubacéo
(1, 7, 20 e 35 dias), foi retirado o béquer com hidréxido de sédio 1M, adicionado no
mesmo 2 mL de solucdo de cloreto de bario 30%, trés gotas de solucdo de
fenolftaleina 1%, e titulado com solucéo de acido cloridrico 1M, até a viragem de cor
rosa para branco leitoso. Para cada tipo de solo foram utilizados trés controles que
receberam s6 agua destilada ao invés da solugdo de antibidticos e trés ‘brancos’

somente com hidréxido de sodio 1M e o béquer com 4gua destilada, sem solo.

4.9 Atividade Enzimatica da Desidrogenase

Para avaliacdo da atividade da desidrogenase seguiu-se o método de Casida
(1964), utilizando 3 g de terra fina seca ao ar em tubo de ensaio de 18x180mm
adicionando 0,03 g de CaCOs e uma solucdo aquosa de TTC 3% (Trifenil Tetrazolium
Cloreto de Sdédio) e acrescentou-se 1,3 ml de agua destilada ou o suficiente para que
houvesse um filme de liquido na superficie do solo. ApGs a mistura, tampou-se 0s
tubos com um papel de filme plastico e incubou-se em banho maria a 37°C por 24
horas. Apos esse periodo a amostra foi diluida com metanol para a extragédo de todo
o TFF (Trifenilformazan) transformado com até 30 ml de metanol filtrado em papel de

filtro Whiteman #2. Posteriormente fez-se a leitura em Abs 485 nm.
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5. RESULTADOS

5.1 Unidades Formadoras de Colbnias
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Figura 14. Unidades Formadoras de Col6nias nos diferentes tipos de solo e
concentracdes de antibioticos.

Houve um aumento (p<0,01) nas UFC em ambos os solos contendo ampicilina
nas duas concentracbes no 1° dia de incubacédo (Figura 14). Ao longo do ensaio,
durante o 20° e 35° dia essas contagens foram diminuindo, sem apresentar-se uma
diferenca significativa (p<0,05) no 35° dia no solo de pastagem em ambas as
concentracbes em relacdo ao controle. Entretanto, no solo de floresta houve uma
diferenca (p<0,01) no 35° em ambas as concentracdes dos tratamentos contendo
ampicilina em relagéo ao controle.

Em ambas as concentragcbes e ambos os solos contendo enrofloxacina,

verificou-se um menor namero de colénias, comparado com o tratamento controle no
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1° dia de incubacédo. No entanto, apresentou-se uma diferenca (p<0,05) na contagem
de bactérias na concentracdo de 100mg/kg em relacdo ao controle.

A estreptomicina apresentou a contagem mais baixa em relacdo ao tratamento
controle (p<0,01) e ndo se observou um aumento das UFC até o 35° dia de avaliacao
no solo de floresta a 30mg/kg (p<0,01) (Figura 14). No solo de Floresta em ambas as
concentragbes o numero de colbnias bacterianas no primeiro dia foi maior em
comparacao ao solo de pastagem bovina com a utilizacdo de ampicilina (Ver Anexo

1).

5.2 Atividade Respiratdria Microbiana (ARM)
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Figura 15. Atividade Respiratdria Microbiana nos diferentes tipos de solo e
concentracfes de antibidtico

Utilizando 100mg/kg de ampicilina, a maior liberagédo de CO: foi observada no

solo de Floresta no 7°, 20° e 35° dia (p<0,01) em relacdo ao controle e os outros
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antibioticos. No solo de pastagem bovina essa liberagdo foi maior no 20° dia de
avaliacao (Figura 15). Embora no 1°dia, em ambos os solos essa liberac&o tenha sido
baixa em todos os tratamentos, houve uma diferenca significativa (p<0,01) entre a
estreptomicina em relacdo a ampicilina, enrofloxacina e tratamento controle no solo
de floresta em ambas as concentragbes. No solo de pastagem essa diferenca foi
observada nos trés antibioticos em ambas as concentra¢des em relacdo ao controle
(p<0,01).

A maior liberagcéo de CO2z nos dois tipos de solo com aplicacdo de ampicilina foi
ao 7° e 20° dia em ambos os solos e concentracfes (p<0,01) e até o 35° dia se
manteve uma diferencga significativa entre os tratamentos com ampicilina em relagéo
aos outros antibioticos e ao tratamento controle (p<0,01). O solo de floresta
apresentou uma maior liberagdo de CO2 em ambas as concentrac¢des (p<0,01) (Ver
Anexo 2)

5.3 Atividade Enzimética da Desidrogenase

No 1° dia, os tratamentos com ampicilina apresentaram a maior atividade da
desidrogenase (Figura 16) em todos os tratamentos e em relagéo ao controle (p<0,01).
Durante o 20° dia, esse parametro foi menor do que o controle nos trés antibidticos no
solo de pastagem nas duas concentracdes e no solo de floresta no tratamento de
30mg/kg (p<0,05); diferente do que se observou no tratamento com adicdo de
100mg/kg de ampicilina no solo de floresta, onde a atividade da desidrogenase foi

maior em relacao a enrofloxacina e estreptomicina (p<0,01) e ao controle (p<0,05).

Os valores da enrofloxacina (p<0,05) e estreptomicina (p<0,01) em todos os
tratamentos permaneceram abaixo da média do controle, indicando baixa atividade

microbiana em ambas as concentracdes nos dois tipos de solo (Ver Anexo 3)
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6. DISCUSSAO

Embora os dois solos fossem diferentes nas suas caracteristicas, bem como na
sua atividade microbiana, a maioria dos resultados obtidos foram independentes do
tipo de solo. Este resultado pode estar relacionado com o comportamento muito
semelhante dos trés antibidticos e suas diferentes concentra¢cdes em ambos os solos.

As duas concentragfes de ampicilina utilizadas, ndo inibiram o crescimento
bacteriano e sim aumentaram as populacdes de bactérias em ambos os solos e
concentracbes. A maior quantidade de bactérias foi encontrada nos solos que
receberam as maiores concentracdes de ampicilina. A ARM e a atividade da
desidrogenase também foram maiores em ambos 0s casos, isso provavelmente
devido a que alguns grupos bacterianos podem estar utilizando algum composto da
ampicilina para aumentar sua populacdo. Em um estudo feito com ciprofloxacina,
Kotzerke et al. (2008) encontraram que € provavel que microrganismos resistentes
possam ter proliferado utilizando a ciprofloxacina ou biomassa morta como um
substrato organico para o crescimento. Como o solo de floresta possui maior matéria
organica que o solo de pastagem de bovinos, as contagem das UFC foram maiores
nesse tipo de solo em ambas as concentragoes.

Também é provavel que as comunidades microbianas aumentadas no
tratamento com ampicilina, seja devido a presenca de genes de resisténcia a esse
antibiotico ja que a ampicilina € um exemplo de farmaco que perdeu sua eficacia
rapidamente, pois depois do seu descobrimento, a resisténcia bacteriana foi
encontrada 15 anos depois (PALUMBI, 2001). Um estudo feito por Marquardt (2007)
sobre resisténcia de diferentes antibiéticos em solos de granja demonstrou que a
resisténcia a ampicilina foi maior do que a resisténcia a tetraciclina e ao cloranfenicol,
independentemente do tipo de solo. Nesse mesmo estudo foi achado que o
crescimento bacteriano foi maior em solo organico na presenca desse antibiotico,
comparando-se ao controle e aos outros antibioticos utilizados. As cepas resistentes
a ampicilina contém um gene que faz com que uma das enzimas inative o antibiético,
tornando-o néo efetivo (WHITE et al. 2005).

A ampicilina pertence a familia dos antibiéticos B-lactamicos assim como a
penicilina. Zhang e Dick (2014) demonstraram que as bactérias resistentes podem

utilizar a penicilina como Unica fonte de carbono para seu crescimento, pois nao foi
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adicionada ao meio de cultura outra fonte de nutrientes, com relagéo aos controles e
a outros antibioticos.

Os resultados do presente estudo mostram que 0S micro-organismos presentes
no solo de pastagem aumentaram em namero apoés a aplicacdo da ampicilina e como
mencionado anteriormente, muitos autores explicam esse resultado pelo fato de se
haver organismos da microbiota resistentes & ampicilina. Provavelmente isso seja
verdadeiro, pois o0 solo sob pastagem recebe diariamente uma quantidade de
ampicilina proveniente de fezes e urina do gado utilizado para a producdo animal.
Entretanto, os resultados foram semelhantes para o solo de floresta cuja microbiota,
teoricamente, nunca entrou em contato com a ampicilina. E provavel uma parcela de
toda resisténcia antimicrobiana ocorra naturalmente e ndo como consequéncia do uso
indiscriminado de antimicrobianos.

A enrofloxacina e estreptomicina apresentaram contagens de UFC abaixo do
tratamento controle em ambas as concentra¢des, mas a estreptomicina apresentou a
contagem mais baixa em todos os tratamentos, indicando uma queda significativa na
populacdo bacteriana do solo em relacdo aos controles. O tratamento com esse
antibiético também apresentou valores de atividade de desidrogenase abaixo do
controle e os seus valores também foram os menores entre os trés antibioticos na
ARM, independentemente das concentracdes utilizadas. Bei et al. (2015) num estudo
com clortetraciclina encontrou que o valor minimo de desidrogenase € alcancado nas
concentracfes mais altas dos tratamentos, o que sugere que a inibicdo era mais 6bvia
a maior concentragdo de clortetraciclina. No nosso caso, a inibi¢cdo foi maior no solo
de floresta na mais alta concentracdo de estreptomicina.

Ao longo do periodo de incubacédo, a contagem de UFC dos tratamentos
contendo enrofloxacina foi aumentando gradualmente até chegar préximo ao valor da
média do controle no ultimo dia de incubac&o. No caso da estreptomicina, as
contagens microbianas diminuiram no primeiro dia e se mantiveram constantes até o
35° indicando uma alta taxa de morte bacteriana durante esse periodo de tempo sem
tendéncia a ter um aumento da populagédo de bactérias. Assim o0 uso indiscriminado
desse antibidtico poderia afetar negativamente a presenca de matéria organica no

solo.
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Zhiyong et al. (2012) também verificaram uma diminuicdo da populacdo
bacteriana do solo nos tratamentos contendo enrofloxacina. Também tem sido
demonstrada a perturbacdo das comunidades microbianas, em que o antibidtico
tilosina pode ter afetado na dinamica do solo. Westergaard et al. (2001) também
demostraram que a estrutura das comunidades bacterianas foi alterada em resposta
a uma perturbacao transitoria depois que a tilosina tinha desaparecido.

A microbiota do solo no presente estudo demonstrou uma capacidade de
recuperacdo do numero populacional bacteriano préximo aos valores do tratamento
controle. Esse efeito de recuperacéo foi maior para os tratamentos que receberam
ampicilina e enrofloxacina e menor para o tratamento que recebeu a estreptomicina.

Esses resultados sugerem que o efeito antimicrobiano € muito dependente do

antibiotico utilizado assim como do tempo de exposicao.
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7. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que os efeitos dos antibiéticos ndo foram influenciados
pelo tipo de solo. A estreptomicina e enrofloxacina diminuiram a popula¢do microbiana
do solo. A ampicilina aumentou o numero total de bactérias do solo de pastagem e do
solo de floresta. A estreptomicina apresentou os valores mais baixos em relacdo ao
namero total de bactérias em todas as concentracdes e em ambos tipos de solo. O
aumento do numero de bactérias ocorreu no solo de floresta que em teoria nunca
entraram em contato como essa molécula anteriormente. O efeito antimicrobiano é

muito dependente do antibidtico utilizado assim como do tempo de exposicao.
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ANEXO 1

Tabela 3. Valores das médias das unidades formadoras de col6nia dos fatores
principais; antibiético, concentracdo e tempo no solo de pastagem

Antibidético  UFC g SS |Concentracdo UFC91SS | Tempo UFC9!SS
Ampicilina 1,38E+072 Controle 8,73E+062 | 1Dia  1,03E+072
Enrofloxacina  7,25E+06° 30mg/kg 8,97E+062 | 20 Dia  8,01E+06P
Estreptomicina  4,90E+06° | 100mg/kg 8,26E+062 | 35Dia  7,67E+06P
Test F 77,479™ 0,4730NS 7,3199™
DMS (5%) 1,76E+06

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade; NS= nao significativo. SS= solo seco. DMS= Diferenca Minima

Significativa. UFC= Unidades Formadoras de Coldnia.

Tabela 4. Valores das médias das Unidades Formadoras de Col6nia no solo de

pastagem

ANTIBIOTICO UFC g1SS

Controle 30 mg/kg 100 mg/kg

Ampicilina 8,73E+062 1,62E+072 1,65E+072

Enrofloxacina 8,73E+062 7,06E+06° 5,97E+06°

Estreptomicina 8,73E+062 3,66E+06° 2,32E+06°

Test F 50,982™ 65,710™
DMS 5% 1,76E+06

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade.SS= solo seco. DMS= Diferenga Minima Significativa. UFC= Unidades

Formadoras de Colbnia.

Tabela 5. Valores das médias das unidades formadoras de colonia dos fatores
principais; antibidtico, concentragdo e tempo no solo de floresta

Antibiotico UFC g SS |Concentracdo UFC g'SS |Tempo UFC g!SS
Ampicilina 1,53E+072 Controle 6,01E+062| 1 Dia 1,07E+072
Enrofloxacina 5,69E+06°|  30mg/kg 9,33E+06P| 20 Dia  7,76E+06°
Estreptomicina 3,22E+06¢|  100mg/kg 8,82E+06°| 35 Dia  5,66E+06°
Test E 209,92" 16,655 33,800
DMS (5%) 1,48E+06

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade. SS= solo seco. DMS= Diferen¢a Minima Significativa. UFC= Unidades

Formadoras de Colbnia.




Tabela 6. Valores das médias das Unidades formadoras de Colonia no solo de
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floresta
ANTIBIOTICO UFC g1SS
Controle 30 mg/kg 100 mg/kg
Ampicilina 6,01E+06? 2,01E+072 1,97E+072
Enrofloxacina 6,01E+062 5,84E+06° 5,21E+06°
Estreptomicina 6,01E+062 2,10E+06° 1,54E+06°
Test F 155,17** 159,73**
DMS 5% 2,55E+06

Médias seguidas da mesma letra na coluna nado diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.

** Significativo a 1% de probabilidade. SS= solo seco. DMS= Diferenca Minima Significativa. UFC= Unidades

Formadoras de Colbnia.



ANEXO 2

Tabela 7. Valores das médias da atividade respiratoria microbiana dos fatores
principais; antibiético, concentracdo e tempo no solo de pastagem

Antibiotico mg CO2 |Concentragdo mg CO2 | Tempo mg CO>
Ampicilina 81,5602 Controle 33,559¢ 1 Dia 25,862¢
Enrofloxacina 34,803 30mg/kg 54,917° 7 Dias 57,263P
Estreptomicina  35,380° 100mg/kg 63,2672 | 20 Dias 87,4862
35 Dias 31,712°

Test F 595,36 194,15™ 490,80"
DMS (5%) 36,827 36,827 46,674

Médias seguidas da mesma letra na coluna nado diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade. DMS= Diferen¢a Minima Significativa.

Tabela 8. Valores das médias da atividade respiratéria microbiana no solo de

pastagem
ANTIBIOTICO mg CO2
Controle 30 mg/kg 100 mg/kg
Ampicilina 33,5592 88,0132 123,112
Enrofloxacina 33,5592 39,062° 31,788
Estreptomicina 33,5592 37,675 34,905P
Test F 226,61** 741,09**
DMS 5% 63,786

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade. DMS= Diferenca Minima Significativa.

Tabela 9. Valores das médias da atividade respiratoria microbiana dos fatores
principais; antibiético, concentracdo e tempo no solo de floresta

Antibidtico mg CO2 | Concentracdo| mg CO2 Tempo mg CO2
Ampicilina 125,132 Controle 48,723°¢ 1 Dia 38,296°¢
Enrofloxacina 57,170¢ 30mg/kg 82,505 7 Dias 106,772
Estreptomicina  66,546° 100mg/kg 117,612 20 Dias 104,822
35 Dias 81,904°

Test F 2884,5™ 2523,6™ 1616,7"
DMS (5%) 22,965 22,965 29,105

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade. DMS= Diferenca Minima Significativa.



Tabela 10. Valores das médias da atividade respiratoria microbiana no solo de
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floresta
ANTIBIOTICO mg CO2
Controle 30 mg/kg 100 mg/kg
Ampicilina 48,7232 119,422 207,242
Enrofloxacina 48,7232 60,456°¢ 62,331°¢
Estreptomicina 48,7232 67,644 83,270P
Test F 733,58™ 4348,6™
DMS 5% 3,9777

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade. DMS= Diferenca Minima Significativa.
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ANEXO 3

Tabela 11. Valores das médias da desidrogenase dos fatores principais; antibiético,
concentracdo e tempo no solo de pastagem

Antibidtico ug TFF! SS |Concentracdo | ug TFF1 SS | Tempo pg TFF! SS
Ampicilina 63,6902 Controle 65,3692 1 Dia 42,404¢
Enrofloxacina 59,2122 30mg/kg 58,0982 7 Dias 70,0072
Estreptomicina 48,765 100mg/kg 48,201 20 Dias 59,256
Test F 10,128™ 12,823™ 33,427"
DMS (5%) 8,0877

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade. SS= solo seco. DMS= Diferenga Minima Significativa.
TFF= Trifenilformazan

Tabela 12. Valores das médias da desidrogenase no solo de pastagem

ANTIBIOTICOS ug TFF1 SS
Controle 30 mg/kg 100 mg/kg
Ampicilina 65,3692 65,4012 60,3002
Enrofloxacina 65,3692 59,5253 52,7432
Estreptomicina 65,3692 49,368 31,559b
TestF 3,7868" 12,777"
DMS 5% 14,008

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade; * Significativo a 5% de probabilidade. SS= solo seco. DMS= Diferenga
Minima Significativa. TFF= Trifenilformazan

Tabela 13. Valores das médias da desidrogenase dos fatores principais; antibiético,
concentracdo e tempo no solo de floresta

Antibidtico  pg TFF! SS |Concentragdo pg TFF!SS | Tempo pg TFF!SS
Ampicilina 72,1202 Controle 70,3892 1 Dia 45,873
Enrofloxacina 50,857 30mg/kg 42,290¢ |20 Dias 64,205
Estreptomicina  44,717° 100mg/kg 55,0157 |35 Dias 57,615
Test F 64,435" 61,688™ 26,868™
DMS (5%) 60,206

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade. SS= solo seco. DMS= Diferenca Minima Significativa.
TFF= Trifenilformazan



Tabela 14. Valores das médias da desidrogenase no solo de floresta
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ANTIBIOTICOS
Controle 30 mg/kg 100 mg/kg
Ampicilina 70,3892 44,7052 101,262
Enrofloxacina 70,3892 45,8982 36,284°
Estreptomicina 70,3892 36,2672 27,495
Test F 2,8632NS 168,64
DMS 5% 10,428

Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5%.
** Significativo a 1% de probabilidade; NS= néo significativo. SS= solo seco. DMS= Diferen¢a Minima

Significativa. TFF= Trifenilformazan
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