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RESUMO

A produgdo da mandioca (Manihot esculenta Crantz) fornece subprodutos alimenticios, como
a farinha de mandioca, por exemplo, de grande importancia para as populaces da Amazoénia
brasileira. O liquido extraido da prensagem da mandioca para a producdo desse subproduto é
chamado de manipueira, que quando descartado de forma irregular, causa prejuizos ambientais
devido ao alto teor de toxidade e compostos nocivos, como o acido cianidrico, impactando
negativamente os microrganismos presentes no solo. O presente trabalho foi dividido em dois
capitulos e teve como objetivo avaliar a diversidade e a resisténcia bacteriana presente no solo
impactado com manipueira. O solo utilizado nesta pesquisa foi coletado em uma area localizada
na Universidade Federal do Oeste do Para, campus Tapa. Apos a coleta o solo foi armazenado
em dois recipientes com capacidade de 20L, contendo furos na sua base, e que foram
denominados de tratamento M1 e M2. Em seguida, o tratamento M2 foi submetido ao residuo
de 5 litros da manipueira, e ao atingir o fundo, o mesmo foi filtrado pelos furos do recipiente.
Os recipientes foram acondicionados em local aberto, expostos as condigdes naturais do
ambiente. Amostras de 25 g de cada recipiente foram coletadas a cada 15 dias por um periodo
de 45 dias, submetidas a dilui¢Bes seriadas até a 10 da qual foram retirados 200 pl e
inoculados, em duplicata, em meio de cultura Plate Count Agar (PCA) utilizando a técnica
spread plate. Apos, realizou-se a leitura de Gram para a identificacdo morfoldgica e pureza dos
isolados, a identificacdo bioquimica foi realizada com auxilio da chave de Bergey e selecdo de
bactérias com base no perfil de resisténcia a partir da técnica de difusdo em disco as quais
foram submetidas a testes para 11 antibioticos distribuidos entre espectros de acdo. Observou-
se no primeiro capitulo que a diversidade de bactérias no tratamento M2 prevaleceu em
comparacao ao tratamento M1, e através da analise estatistica os resultados de diversidade ndo
foram significados. Houve prevaléncia de bactérias Gram positivas do género Clostridium spp.
nos dois tratamentos. Destaca-se a presenca do género Staphylococcus aureus apenas no
tratamento M1 e de Bacillus spp. apenas no tratamento M2. No segundo capitulo, bactérias
Gram positivas do género Clostridium spp. apresentou resisténcia ao antibiotico Oxacilina e
Penicilina nas coletas, enquanto Gram negativas dos géneros Pseudomonas spp, Aeromonas
spp. sequidos da espécie Klebsiella peneumonie apresentaram resisténcia para o antibiético
Ampicilina. Os antibioticos que apresentaram maior perfil de resisténcia sdo da classe dos [3-
lactamicos, capazes de inibir as agdes de bactérias produtoras de - lactamases. Com isso, a
microbiota bacteriana se mostrou tolerante aos compostos nocivos da manipueira, embora

outros estudos apontem uma problematica acerca do residuo contaminante. Cepas resistentes



podem ser observadas no presente trabalho, o que reflete na capacidade dessas bactérias em
resistir sob condicBes extremas, como o caso do solo contaminado pela manipueira

caracterizada pelos seus compostos toxicos.

Palavras-Chave: Microrganismos do solo. Manipueira. Impactos ambientais. Antibiotico.



ABSTRACT

The production of cassava (Manihot esculenta Crantz) provides food by-products, such as
cassava flour, for example, of great importance for the populations of the Brazilian Amazon.
The liquid extracted from cassava pressing for the production of this by-product is called
manipueira, which, when discarded irregularly, causes environmental damage due to the high
level of toxicity and harmful compounds, such as hydrocyanic acid, negatively impacting the
microorganisms present in the soil. The present work was divided into two chapters and aimed
to evaluate the diversity and bacterial resistance present in the soil impacted with cassava. The
soil used in this research was collected in an area located at the Universidade Federal do Oeste
do Para, Tapajos campus, which has the characteristics of being terra preta, and the place
having a smaller flow of people circulating, although the presence of animals is constant. After
collection, the soil was stored in two containers with a capacity of 20L, containing holes at its
base, where it was poured until it reached the maximum capacity of the container, which were
called treatment M1 and M2. It was then subjected to the residue of 5 liters of manipueira,
which were poured so that the soil was soaked, and when it reached the bottom, it was filtered
through the holes in the container. They were placed in an open place, exposed to the natural
conditions of the environment, and the collection period is considered rainy in the region. 25 g
samples from each container were collected every 15 days for a period of 45 days, submitted
to serial dilution up to 10°°, from which 200 pl were removed and inoculated, in duplicate, in
Plate Count Agar (PCA) using the spread plate technique to obtain bacterial growth.
Afterwards, the Gram reading was performed for the morphological identification and purity
of the isolates, the biochemical identification was performed with the aid of the Bergey key
and selection of bacteria based on the resistance profile from the disk diffusion technique,
which were submitted to tests for 11 antibiotics distributed between spectrums of action. It was
observed in the first chapter that the diversity of bacteria in the M2 treatment prevailed in
comparison to the M1 treatment, however through the statistical analysis the results were not
significant. There was a prevalence of Gram positive bacteria of the genus Clostridium spp. in
both treatments, and in the 4 collection times. It is noteworthy the presence of the genus
Staphylococcus aureus only in treatment M1 and Bacillus spp. only in treatment M2. In the
second chapter, Gram positive bacteria of the genus Clostridium spp. showed resistance to the
antibiotic Oxacillin and Penicillin in the collections, while Gram negative bacteria of the genus
Pseudomonas spp, Aeromonas spp. followed by the species Klebsiella peneumonie showed

resistance to the antibiotic Ampicillin. The antibiotics with the highest resistance profile belong



to the B-lactam class, capable of inhibiting the actions of bacteria that produce B-lactamases.
As a result, the bacterial microbiota proved to be tolerant to the harmful compounds of
manipueira, although other studies point to a problem regarding the contaminating residue.
Resistant strains can be observed in the present work, which reflects on the ability of these
bacteria to resist under extreme conditions, such as the case of soil contaminated by manipueira

characterized by its toxic compounds.

Key-words: Soil microorganisms. Manipueira. Environmental impacts. Antibiotic.
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INTRODUCAO GERAL

O solo Amazénico contém uma grande diversidade de microrganismos, e sao
caracterizados por baixa fertilidade e alta acidez, quando utilizados para fins agricolas é
indispensavel a adubacdo e a correcdo para que se alcance uma producdo desejada
(WASTOWSKI et al., 2010). No entanto, a comunidade microbiana presente no solo pode estar
vulneravel aos impactos ambientais causados pela contaminagdo do solo, principalmente as de
alto teor toxico (CARVALHO et al., 2011).
Segundo MATOS E BEZERRA (2003) o cultivo de mandioca (Manihot esculenta
Crantz) tem papel importante, garantido producéo de alimento e fonte de renda principalmente
de pequenos produtores. No entanto, a producdo de farinha ou a extracdo da fécula através da
prensagem da mandioca, gera efluentes liquidos, comumente chamados de manipueira
(AVANCINI et al., 2007), a qual apresenta potencial de aproveitamento seja como fonte de
bioenergia ou como fertilizante (SARAIVA et al., 2007; MARINI; MARINHO, 2011) e ¢
considerada uma fonte renovavel, de baixo custo e disponivel para a producdo de compostos de
interesse comercial, a partir do conceito de biorrefinaria, como é o caso do acido latico (ZHANG
et al., 2016). Porém, segundo MAGALHAES et al. (2013), na maioria das vezes, quando a
manipueira é descartada no meio ambiente de forma indiscriminada constitui um sério problema
ambiental, assim como sua disposi¢do no solo prejudica o equilibrio entre 0s microrganismos,
altera o pH e aumenta a salinidade (OSUNBITAN, 2009; DUARTE et al., 2013; IZONFUO et
al., 2013).

A toxicidade da manipueira, contém compostos nocivos em sua composicao
decorrente de um glicosideo cianogénico, denominado linamarina (SANTOS, 2008). Além
disso, a manipueira pode influenciar nas atividades da microbiota do solo apresentando
consequéncias positivas ou negativas (PINHO, 2007), assim como selecionar as bactérias mais
resistentes devido as pressdes no ambiente que podem ocasionar na selecdo de cepas mais
adaptadas.

A resisténcia de bactérias vem sendo bastante discutida por ser considerada um
problema de satde publica, ela pode ocorrer de forma intrinseca ou a pressao seletiva gerada
pelos agentes antimicrobianos (AZEVEDO, 2005), e sua capacidade de resisténcia pode estar
relacionada com a producao do &cido latico por algumas bactérias. CARVALHO et al. (1996)
relataram que 80,6% dos microrganismos presentes nas amostras retiradas dos tanques
fermentacdo na producdo de polvilho azedo eram bactérias produtoras de acido latico e que
constitui 60% da acidez total na fermentacéo do amido de mandioca.

Com isso, compreender o comportamento dos microrganismos do solo impactado
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ajuda a avaliar as praticas de uso que mantém e/ou melhoram a qualidade deste ao longo do
tempo, pois mudancas na atividade microbiana e na composicéo das comunidades microbianas
podem influenciar diretamente em sua fertilidade, bem como no crescimento das plantas
(CRECCHIO et al., 2007) e selecdo de cepas resistentes no ambiente. FERREIRA et al. (2001)
afirmaram que o emprego da manipueira como adubo podera minimizar os impactos causados
pelo despejo do residuo, sendo um beneficio a ser utilizado pela agricultura, até mesmo na
plantacdo da mandioca, possibilitando um melhor desempenho de produtividade. Além de
estratégias para combater a resisténcia a antibidticos. Por isso € preciso entender este problema
ndo apenas como uma questao de saude publica, mas principalmente ambiental (VIKESLAND
etal. 2017).

Este trabalho teve como objetivo isolar e identificar cepas bacterianas de solo

impactado pela manipueira em diferentes periodos e testar a resisténcia das mesmas a

antibioticos.
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CAPITULO 1 - DIVERSIDADE BACTERIANA HETEROTROFICA DE SOLO
CONTAMINADO POR RESIDUO DE MANDIOCA.

1.1 Introducéo

O solo é um habitat singular quando comparado com outros ambientes devido a sua
natureza heterogénea bastante complexa. Essas caracteristicas permitem que 0s microrganismos
com diferentes metabolismos possam conviver em harmonia de equilibrio dindmico. Quanto
maior a complexidade da comunidade biolégica, maior ¢é sua estabilidade (MOREIRA et al.,
2022). As atividades antropicas, além dos eventos naturais, resultam em mudancas climéticas,
através das atividades humanas que estdo crescendo significativamente, afetando em altima
instancia as atividades metabolicas dos microrganismos, contudo as mudancas globais de
origem natural e/ou antropogénicas podem alterar o equilibrio da biosfera, assim como os
grupos funcionais de microrganismos que podem ser alterados, o que resultard em mudancas
nos processos dos ecossistemas (GHINI, 2006).

O aumento das atividades antrdpicas tem afetado o uso sustentavel dos recursos
naturais, especialmente do solo e da agua, 0 que tem provocado interesse no assunto,
considerando que a manutencédo da qualidade desses recursos é essencial (SRINIVASAN et al.,
2009). A agricultura tem se intensificado nos ultimos anos, com efeitos significativos sobre o
solo e a microfauna que ele abriga, uma delas é a cultura da mandioca que ocorre
majoritariamente por pequenos agricultores familiares devido, entre outros fatores, ao uso de
baixa aplicacdo tecnologica, caracteristica favorecida considerando sua grande capacidade
adaptativa aos mais diferentes climas do Brasil, obtendo desempenho satisfatorios em solos
acidos e de baixa fertilidade (FIALHO et al., 2009; SILVA, 2014).

Da familia Euphorbiaceae, a mandioca (Manihot esculenta Crantz) é a raiz tuberosa
mais importante das regides tropicais e subtropicais do mundo, com uso no processamento
industrial e na alimentacdo humana (CENOZ et al., 2007), sendo um dos seis alimentos basicos
no mundo (HOWELER et al., 2013). Trata-se de uma das principais culturas alimentares
atualmente, ocupando o oitavo lugar na producéo estimada global e consumida por mais 800
milhGes de pessoas no mundo no ano de 2007 (FAO, 2007). Dentre os paises onde a mandioca
é produzida, destacam-se como principais produtores a Nigéria, Tailandia, Indonésia, Congo,
Gana e Brasil (CONAB, 2019), onde segue bem adaptada as areas marginais com solos pobres
e acidos, como na Amazonia, produzida de forma eficiente mesmo em pequena escala, com
baixos insumos e sem mecaniza¢do (HOWELER et al., 2013).

Porém, o processamento industrial ou artesanal da mandioca causa sérios problemas
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ambientais, pois mesmo as pequenas unidades fabris, como as casas de farinha e polvilheiras,
podem gerar quantidades significativas de residuos sélidos (casca, entrecasca e bagaco) e
liquidos (manipueira e 4gua vegetal) (CAMARGO et al., 2008). Esses residuos causam sérios
problemas a natureza pelo seu descarte inadequado (VILHALVA et al., 2011).

A manipueira € um residuo liquido leitoso amarelo claro resultante do processo de
prensagem da mandioca, quando esta é ralada e lavada para a obtencdo da farinha (COSTA,
2018), e em diversos estudos destaca-se a presenca de espécies de bactérias promotoras de
crescimento vegetal neste residuo, destas destacam-se: Bacillus substilis, B. pumulus, B.
licheiformis e B. cereus (ELIJAH et al., 2014), aléem de conter agucares, amidos, proteinas,
linamarina, compostos glicosideos cianogénico, sais e outras substancias (CEREDA, 2001).
Porém, a toxicidade da manipueira no solo pode estar associada a linamarina (DUARTE et al.,
2012) e lotaustralina que quando hidrolisadas por acdo enzimatica, geram o Acido Cianidrico
(HCN), composto quimico altamente toxico (ARAUJO et al., 2015).

Além disso, os microrganismos sdo bastante versateis em se adaptar em diferentes
condi¢des ambientais como as limitacdes fisicas de umidade, aeracdo, porosidade e limitacdes
quimicas tais como, disponibilidade de nutrientes e toxicidade de elementos de metais pesados
que podem acometer o solo, porém muitas espécies sdo capazes de se adaptar a essas condi¢des
(MOREIRA et al., 2022).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade microbiana em

solo impactado pela manipueira em diferentes periodos de tempos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 GERAL
Avaliar a diversidade microbiana em solo impactado pela manipueira em diferentes

periodos de tempo.

1.2.2 ESPECIFICO
Isolar e identificar as bactérias ao menor nivel taxondmico;

Analisar a diversidade bacteriana cultivavel em amostras de solo contaminado pela

manipueira em diferentes periodos de tempo.
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1.3 METODOLOGIA

1.3.1 Preparo dos tratamentos

O solo utilizado para o preparo do ensaio bioldgico foi proveniente de uma area da
Universidade Federal do Oeste do Para, Unidade Tapajos, onde se destaca algumas
caracteristicas como: cor preta, e onde ha presenca de muitas raizes que pode ter sido retirado
juntamente com o solo e acumulado no local (Figura 1). Foram utilizados dois recipientes
plasticos com furos na base para filtracdo e com capacidade de 20L, onde se armazenou o solo
coletado até que atingisse a capacidade adequada para que a coleta no recipiente fosse realizada
a 20 cm de profundidade da superficie do solo com o auxilio de uma colher estéril, e a

manipueira utilizada nesse estudo foi obtida junto a produtores de farinha locais.

Figura 1 - Solo utilizado para o preparo do ensaio biol6gico.

e '
» i W

Fonte: AUTORA (2022)

Um dos recipientes foi mantido até o final do experimento na auséncia do residuo
de mandioca denominado tratamento M1 (sem residuo), e o segundo recipiente foi denominado
de tratamento M2, a qual foi adicionado 5 L de manipueira, de modo a deixar o tratamento
encharcado (M2 = com residuo). Os furos na base dos recipientes garantiram que o residuo
fosse filtrado, a fim de ndo deixar que o acumulo exagerado fosse fermentado pelo tempo de
exposicao. Durante o periodo do experimento, os tratamentos foram mantidos em local aberto,
em condi¢Oes de temperatura ambiente podendo estar expostos ao sol e chuva, porém, cercado
com tela ao redor dos recipientes para que ndo permitisse interferéncia de animais e/ou pessoas,

exceto as pessoas da equipe, em area proxima ao Laboratdrio de Bacteriologia (Labac) na
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UFOPA, Unidade Tapajés, onde o processamento e as analises microbiologicas foram

realizados.

1.3.2 Amostragem do solo
As amostragens foram feitas nos dois tratamentos em quatro escalas de tempo sendo

TO (1° dia), T1 (15 dias), T2 (30 dias) e T3 (45 dias) sendo que no TO do tratamento M2, foi
coletado a amostra antes da deposicdo da manipueira, para se obter uma amostra controle. A
amostra TO, assim denominada, consistiu a amostra colhida no 1° dia, tanto de M1 quanto de
M2, sendo estabelecida uma escala de tempo maximo de 45 dias para obter o conjunto de
amostras, com coleta e analise dos dois tratamentos a cada 15 dias, totalizando oito amostras.
Cada amostra foi constituida de 25g de solo coletada a uma profundidade de cerca
de 20 cm da superficie, com colher estéril e condicionadas em um saco plastico esteril (Figura
2), e transportadas para o Laboratério de Bacteriologia (Labac/ICTA/Ufopa) para o preparo

do in6culo e analises microbioldgicas.

Figura 2 - Coleta da amostra de solo.

Fonte: AUTORA (2022)

1.3.3 Processamento e analises das amostras de solo

A amostra de solo coletada foi transferida para um bécker de 500 mL de capacidade
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contendo 225 mL de peptona 0,1%. Apoés a agitacdo e homogeneizagéo, foi retirado 1mL do
homogenato configurado como diluigdo 107 e transferido para um tubo de ensaio contendo 9
mL de peptona 0,1%, a partir deste foram obtidas as diluigOes seriadas até 10~ (Figura 3).

Figura 3 - Processos metodoldgicos a partir de amostras de solo.

Fonte: AUTORA (2022)

Para avaliar a diversidade bacteriana cultivavel, aliquota das dilui¢cbes da amostra foi
inoculada em duplicata, em placa de Petri de 90 mm de diametro contento 18 mL de meio Plate
Count Agar (PCA- KASVI®) pela técnica spread plate. Apos a inoculagéo, as placas foram
incubadas em estufa de cultura por 24h a 35°C. Passado esse periodo, foi realizada a contagem
padrdo em placas (CPP) em um periodo maximo de 48h.

As cepas bacterianas foram isoladas de placas contendo mais que 25 Unidade
Formadoras de Colonias (UFC’s) utilizando agulha bacterioldgica dos diferentes morfotipos e
reinoculadas em tubo baquelite inclinado contendo 3 mL de meio Trypticase Soy Agar (TSA-
KASVI1®) e incubados por 24h a 35°C. Passado o periodo de incubacio foi realizada a coloragio
de Gram para a verificacdo do completo isolamento e constatacdo de pureza de cultura,
juntamente com a identificacdo da morfologia e do tipo de parede celular por meio de
microscopia.

Posteriormente, provas bioquimicas foram realizadas com os isolados de acordo com o
grupo bacteriano a qual ele pertence, apds cultivo de 24h a 35°C, seguido de estocagem das
cepas em microtubos com TSA, para analise posterior. Dentre os testes bioquimicos que foram
realizados, incluiu-se o teste de anaerobiose, Ziehl Neelsen, catalase, oxidase, assim também

como testes de fermentacdo de carboidratos, motilidade e formacéao de gas (BERGEY et al.

2000).
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1.3.4 Analise estatistica
Os dados foram tabulados em planilhas do Excel e os resultados analisados em

pacotes estatisticos como o indice de Diversidade Reciproco de Simpson (1/D) e de
ShannonWienner (H’), além do Indice de Similaridade de Jaccard e Bray - Curtis.
Paralelamente foi realizado ainda o teste de analise de variancia para verificar se o residuo de
manipueira causa interferéncia na comunidade bacteriana em escala temporal e comparagéo

entre os dois tratamentos.



21
1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 146 cepas nos dois tratamentos, sendo 65 isolados do tratamento
M1 e 81 isolados do M2. De acordo com a Figura 4, foi possivel verificar o nimero absoluto
de bactérias que foram encontrados nos dois tratamentos em todos os tempos amostrais. Durante
a observacdo microscopica foi possivel observar bactérias Gram positivas e Gram negativas
encontradas em duas formas, bacilos e cocos. A bactéria com maior frequéncia nos tratamentos
M1 e M2, foram os bacilos Gram positivos M1 (n=46) e M2 (n=65). Autores indicam que a
capacidade de bacilos Gram Positivos, especialmente aqueles com capacidade de esporulagdes,
em sobreviver sob condicdes extremas pode ser caracterizada por modificacdes na estrutura de
proteinas ou ainda por alteracfes no DNA (NICOLAUS et al., 2010).

Figura 4 — Frequéncia absoluta de bactérias heterotréficas isoladas de solo contaminado por manipueira (M2) em
comparagdo com solo ndo contaminado (M1).
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Fonte: AUTORA (2022)

A populacéo bacteriana foi maior no tratamento M2 quando comparado ao
tratamento M1, porém as andlises estatisticas ndo apontaram essa diferenca considerada
significativa.

A identificacdo bioquimica dos isolados mostrou que a comunidade microbiana
cultivavel é composta por 10 taxons distribuidos nos dois tratamentos (Figura 5), dentre eles, o
mais recorrente nos dois tratamentos foi o género Clostridium e que em conjunto com o género
Bacillus encontrados apenas no tratamento M2, fazem parte das bactérias anaerobicas capazes

de produzir esporulacdo. Houve também a abundancia do género Clostridium no tratamento M2
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presente em todos 0s tempos amostrais em comparagao aos demais taxons, e a presenca do da

espécie Staphylococcus aureus apenas no tratamento M1.

Figura 5 - Ocorréncia dos taxons identificados no tratamento M1 e M2 em todos 0s tempos amostrais.
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Fonte: AUTORA (2022)

O género Clostridium congrega bactérias Gram positivas capazes de esporulagao
e se apresentam na forma de bastonetes. Muitas espécies de Clostridium produzem toxinas que
estdo associadas ao seu esporo, que mantem sua vitalidade durante muitos anos no solo e com
capacidade multirresistente, a qual a sobrevivéncia do esporo desta bactéria depende das
condic@es fisico-quimicas no ambiente (PRA et al., 2009). Algumas espécies de Clostridium
também utilizam da manipueira como fonte de carbono para producéo de biocombustiveis. Uma
pesquisa desenvolvida por CHOGI et al., (2020), avaliou que a espécie de C. beiejrinckii obteve

a maior producdo de etanol e butanol utilizando o efluente de mandioca como fonte principal
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de carbono. Assim também como a capacidade em metabolizar tanto pentoses quanto hexoses,
a partir do contetido energético desses residuos (QI et al., 2018).

Seguindo, o género Bacillus, encontrado apenas no tratamento a qual recebeu o
despejo do residuo da manipueira (M2), sdo bactérias também com capacidade de esporulacéo,
foi encontrado de forma discreta, apenas 2 isolados em T2 (30 dias) e 1 isolado em T3 (45 dias).
S8o bactérias biossurfactantes consideradas grandes aliadas na biorremediacdo de solos
contaminados (OLIVEIRA, 2014). Esse género pode ser encontrado em abundancia no solo,
assim como em diferentes configuragdes ambientais em resposta a deficiéncia de nutrientes e
outros estresses ambientais (SONENSHEIN et al., 2002). No entanto, sdo muito estratégicas
nesse aspecto, portanto a auséncia destes em TO e em T1, deva-se ao fato de ndo haver nessas
amostras a forma vegetativa da célula bacteriana. Espécies de Bacillus possuem a capacidade
de competir com outros microrganismos para produzir moléculas bioativas, que contribuem
para sua sobrevivéncia, quando as culturas mistas sdo usadas no tratamento de efluentes
organicos, sendo produzido durante seu metabolismo &cidos organicos, com a liberagdo de
hidrogénio (KUMAR ET. AL, 2016).

Bacilos Gram positivos ndo produtores de esporos foram encontrados nos dois

tratamentos e somam um total de 38 isolados que submetidos ao teste de coloracdo acida e
catalase, 32 sdo pertencentes ao género Corynebacterium e que neste trabalho foi identificado
duas espécies, de C. kutcheri no tratamento M1 (n=3) e no tratamento M2 (n=5) e a espécie de
C. xerosis no tratamento M1 (n=10) e M2 (n=14) que foi o segundo tdxon mais recorrente nos
dois tratamentos. Esse género esta representado por mais de 60 espécies (KHAMIS et al 2005).
Entre os bacilos Gram positivos ndo esporulados, em ambos os tratamentos foram
identificadas seis 6 cepas de Lactobacillus spp. O género Lactobacillus é Gram positivo,
incapaz de formar esporos, desprovido de flagelos, apresenta forma bacilar ou cocobacilar,
aerotolerante ou anaerdbio, heterotrofico, degrada aclcar para sua sobrevivéncia, gerando acido
lactico como subproduto (DAMACENO, 2018). As bactérias produtoras de &cido latico sdo 0s
principais organismos associados a fermentacdo espontanea da mandioca. Foi encontrado este
género nos dois primeiros tempos amostrais do tratamento M2 que estava exposto ao residuo
da manipueira. Um estudo sobre a anélise da comunidade microbiana presente na manipueira
proveniente da producdo de amido fermentado, mostrou prevaléncia de é&cido Iatico,
especialmente do género Lactobacillus (AMPE; SIRVENT; ZAKHIA, 2001; LACERDA et al.,
2005; AVANCINI et al., 2007; DRESCHKE et al., 2015). Segundo HOFVENDAH e
HAHNHAGERDAL (2000), a temperatura e pH do ambiente sdo os pardmetros que mais
influenciam a producéo de acido latico, no entanto, neste presente trabalho ndo foi possivel

avaliar os parametros fisico-quimico da manipueira.
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O género Pseudomonas foi mais frequente no tratamento M1, mas também sendo
encontrado cepas no tratamento M2. Neste trabalho, um total de 13 isolados foram identificados
como Pseudomonas spp.. Pseudomonas € o mais abundante e o mais significativo grupo de
bactérias do nosso planeta, encontrados na maioria dos principais ecossistemas naturais,
terrestres e aquaticos e, também, em intima associacdo com algumas plantas e animais (SPIERS
et al., 2000). Sao bactérias consideradas oportunistas e patdgenas e capazes de sintetizar
produtos de interesses industriais e considerando que a manipueira € rica em carboidratos e
minerais, esta pode ser explorada em processos biotecnologicos a partir de cepas de
Pseudomonas (BEZERRA et al., 2012).

A espécie Staphylococcus aureus esteve presente no tratamento M1, sendo apenas
uma cepa identificada no tempo T1 e se mostrou ausente no tratamento M2 em todos os tempos
amostrais. Essa bactéria se caracteriza como patégenos, estando associada a infeccGes em
humanos e animais (ANNEMULLER et al.,1999). A presenca de animais abandonados nas
dependéncias da Ufopa, especificamente onde se realizou a coleta inicial do solo utilizado no
ensaio biologico estava suscetivel as interferéncias externas, que pode explicar a presenca dessa
bactéria no T1 da amostra M1. No entanto essa espécie para sua alta propagacdo necessita de
um hospedeiro, e sdo bastante importantes no ponto de vista clinico.

Entre os bacilos Gram negativos identificados, a familia Enterobacteriacea foi
encontrada nos dois tratamentos, sendo um total de 16 dos isolados obtidos, embora tenha sido
mais frequentes no tratamento M2. Trata-se de umas das familias mais abundantes no solo
(SILVA; NAHAS, 2002). Enquanto o género Aeromonas e Bacillus se mostraram ser os td&xons
menos frequentes, sendo que cepas de Aeromonas spp. foram encontradas nos tratamentos M1
e M2 e Bacillus spp., apenas no tratamento M2 nas amostras T2 e T3.

Aeromonas spp. sdo bastonetes Gram negativos de vida livre, anaerébios
facultativos (GHENGHESH et al., 2008) e foi identificado no tratamento M1 apenas no T1 com
1 isolado e no tratamento M2 com 1 isolado identificado no T3. Este género é fisiologicamente
versateis, 0 que permite a disseminacdo e manutencao destes microrganismos em diferentes
nichos ecoldgicos (SESHADRI, 2006). Podem ser isolados de fontes ambientais, incluindo
aguas, solos, sedimentos e vegetais (BISCARDI et al., 2002; SOLER et al., 2002; DASKALOV,
2006; HUDDLESTON et al., 2006; SCOARIS et al., 2008; PARKER; SHAW, 2011) e existe
uma tendéncia sazonal na incidéncia de Aeromonas spp., com maior frequéncia de isolamento
de fontes ambientais durante os meses de verdo (SINHA et al., 2004).

O indice de diversidade reciproco de Simpson (1/D) e de Shannon-Wienner (H’),
entre os fatores (tempo e tratamento) ndo apontaram diferenca significativa na diversidade

encontrada, onde os resultados dos indices se apresentam da seguinte forma: Teste de Simpson
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(1/D) M1=0.7358 e M2 = 0.6926; e teste de Shannon-Wienner (H’) M1= 1.662; M2= 1.572.
Embora ndo tenham sido apresentados diferenca significativa na diversidade encontrada nos
dois tratamentos e nos diferentes tempos, houve diferenca na abundéancia dos individuos de cada
taxon nos dois tratamentos, onde o tratamento M2 apresentou maior abundancia de bactérias
em comparagao ao tratamento M1, e em relacdo ao tempo, o TO do tratamento M2 apresentou
maior abundancia de individuos. Os indices de Similaridade de Jaccard e Bray Curtis
confirmaram os resultados nao significativos nos testes anteriores. A andlise de Variancia
aplicada na pesquisa apontou resultados de P maiores que 5, onde as medias de fatores de
tratamento e tempo pelo teste F foram consideradas estatisticamente iguais.

Diante dos resultados obtidos, pdde-se constatar que o residuo da manipueira
aplicados sobre o solo avaliado ndo interferiu na comunidade bacteriana de forma significativa.
A forma como o solo absorve agua pode influenciar na capacidade de retencéo do residuo, de
forma que o solo que recebeu a manipueira foi filtrado para que o rejeito ndo ficasse acumulado
no solo, assim também como a exposicdo a temperaturas ambientes, como o calor pode ter
afetado para a evaporacdo de uma grande parte do residuo. A textura do solo também € outro
fator que tem influéncia, pois envolve a distribuicdo do tamanho e continuidade dos poros e
tamanho e estabilidade de agregados. Estes fatores alteram a disponibilidade de agua do solo, a
difusdo de gases e o movimento de organismos edaficos (HASSINK; WHITMORE,1997;
MONTEIRO; FRIGHETTO, 2000).

Considerando que os solos da regido Amazonica séo classificados de forma geral
como &cidos, e a manipueira, tem como caracteristica ser um liquido com pH baixo, a
comunidade microbiana esta adaptada ou tem seu metabolismo alinhado as condi¢cbes
fisicoquimicas presentes ali naturalmente. Segundo PANTAROTO (2001), microrganismos
presentes em manipueira e agua residual de fecularia, assim como em ambientes sujeitos a
continuos descartes destes efluentes liquidos, encontram-se naturalmente adaptados ao
contetdo cianogénico de seu habitat, degradando-o por atividade enzimatica ou metabolismo
alternativo a cadeia respiratoria, podendo assim ser aplicados na destoxificacdo destes residuos.
Entretanto, considerando a importancia do assunto sobretudo para as populacdes tradicionais
gue tem a mandioca como um recurso alimentar e econdémico, além do carater cultural que o
vegetal representa, se faz necessario para melhor compreensao desse processo que a avaliacao
fisicoquimica da manipueira tivesse sido realizada, para a determinacdo da concentragdo dos
componentes do residuo utilizado para o tratamento M2, e assim poder correlacionar de forma
mais completa e aprofundada sobre qual destes comprometeu a microbiota do solo, bem como

a aplicacéo de ferramentas moleculares para acessar os tdxons bacterianos ndo cultivaveis.
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CAPITULO 2 - PERFIL DE RESISTENCIA DE BACTERIAS DE SOLO
CONTAMINADO COM MANIPUEIRA.

2.1 Introducao

A habilidade para resistir aos efeitos de um determinado antibiético adquirida por
um microrganismo para o qual normalmente € sensivel é chamada de resisténcia, e esse
fendmeno é descrito para praticamente todas as espécies bacterianas (NASCIMENTO;
ARAUJO, 2014; RAKERS et al., 2010). A resisténcia das bactérias aos antibioticos constitui
um fendmeno genético causado por genes no interior do organismo sensivel que codificam
diferentes mecanismos bioquimicos ou pela aquisicdo de genes de resisténcia, que tem a funcéo
de proteger a célula microbiana e previnem a acdo destes farmacos (LEVY; MARSHALL,
2004; SCHAIK, 2015; LEISNER; JORGENSEN; MIDDELBOE, 2016).

Na grande maioria das espécies de bactérias, a resisténcia esta contida nos genes de
resisténcia localizados em plasmideos podendo ser transferidos de uma bactéria a outra e
podendo conferir por exemplo, entre outras caracteristicas a expressdo de resisténcia a
antibioticos (RAKERS et al., 2013). Além dos plasmideos, 0s transposons - outro elemento
genético movel, frequentemente carregam genes que podem conferir a capacidade de resisténcia
a antibidticos ao microrganismo. Capazes de mover-se de plasmideos para 0 cromossomo
bacteriano e vice-versa, e de inserir-se em bacteriéfagos, assim, os transposons podem dessa
forma, aumentar a transferéncia de genes de resisténcia entre as células bacterianas
(BALASUBRAMANIAN et al., 2012). Determinantes de resisténcia também podem ser
adquiridos no ambiente pela transferéncia horizontal, de fragmentos de DNA originarios de lise
de outras células presentes no ambiente (MARINGONI; KURAZAWA, 2002).

A descoberta dos antibi6ticos proporcionou um grande avango no tratamento de
doencas infecciosas. Os antibidticos sdo uma classe de farmacos, que diferem entre si quanto as
suas propriedades fisicas, quimicas, farmacoldgicas, no espectro e mecanismo de acao
(BAPTISTA, 2013), podendo ser substancias naturais ou sintéticas.

Os antibidticos sdo classificados conforme a estrutura quimica e seu mecanismo de
acdo, a exemplo dos -Lactdmicos agem inibindo a sintese da parede celular. Outros antibioticos
como macrolideos, aminoglicosideos, tetraciclinas inibem a sintese proteica. Ja as polimixinas,
sdo responsaveis pela lise das membranas bacterianas e as fluoroquinolonas impedem a
producdo de DNA e RNA (FERNADEZ; BREIDENSTEIN; HANCOCK, 2011).

As bactérias estdo amplamente distribuidas no ambiente, incluindo o solo, e
apresentam grande potencial de disseminacdo (PRUDEN, 2006). Sabe-se que a presenca de

resisténcia e multirresisténcia em bactérias ambientais pode estar relacionada com a presenca
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de substancias como metais pesados ou toxicas advindos de a¢des antropogénicas (DIXIT et al.,
2015). No entanto, o uso indiscriminado de antibioticos esta entre outros fatores aquele que
maior impacto tem em promover multirresisténcia bacteriana, podendo causar doengas de dificil
tratamento (ORUS et al., 2015), tornando um problema sério de saude publica global.

O estudo do perfil de resisténcia de bactérias a antibidticos tem sido
tradicionalmente determinado in vitro por meio de métodos qualitativos, como o método de
difusdo de discos (TAVARES, 2001), descrito por BAUER et al. (1966).

Diante da problematica apresentada neste capitulo, medidas para evitar a resisténcia
bacteriana devem ser seguidas, como o uso racional dos antibidticos, prevencdo de infec¢des
bacterianas, controle e prevencdo da disseminagdo de micro-organismos resistentes sé@o
essenciais, assim como a busca por novos metabdlitos ativos contra diferentes microorganismos
patogénicos devem ser continuas (DUARTE et al., 2009; GUIMARAES et al., 2010).

Neste capitulo, abordamos os diferentes taxons de bactérias heterotroficas
identificados no primeiro capitulo, de amostras de solo Amazbnico contaminado por

manipueira, a fim de avaliar o perfil de resisténcia em diferentes tipos de antibioticos.

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 GERAL

Avaliar o perfil de resisténcia de isolados de amostra de solo Amazénico contaminado
por residuo de mandioca em Santarém — PA.

2.2.2 ESPECIFICO

» Comparar os perfis de resisténcia aos diferentes antibiéticos;

* Relacionar a comunidade de bactérias Gram positivas e Gram Negativas ao

efeito dos antibioticos.
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2.3 METODOLOGIA

2.3.10btencéo dos isolados

Os isolados foram obtidos a partir de amostras de solo coletados em uma area da
Universidade Federal do Oeste do Pard (UFOPA) e despejadas em dois recipientes, onde apenas
um dos recipientes foi submetido a exposicdo de 5L manipueira extraido da prensagem da
mandioca, e as coletas realizadas em escalas de tempo sendo TO (1° dia), T1 (15 dias), T2 (30
dias) e T3 (45 dias) foram submetidos a testes bioguimicos sendo identificados diversos taxons
bacterianos. Apds a identificacdo, foram selecionados os isolados de acordo com o Gram,
reativados em tubos de ensaio contendo meio Trypticase Soy Agar e incubados em estufa

bacterioldgica pelo periodo de 24 a 48 horas a 35°C para o teste de resisténcia.

2.3.2 Teste de resisténcia a antimicrobianos

Para o estudo do perfil de resisténcia a antimicrobianos foi utilizado o método de
difusdo em disco de Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966), onde uma porgdo da massa bacteriana
de um cultivo em meio nutritivo (TSA) por 24h a 35°C foi retirada com auxilio de uma alca
bacterioldgica estéril e suspensa em solugdo salina 0,85% estéril, homogeneizada até obter-se a
total turbidez correspondente ao padrdo da escala Mac Farland de 0,5 que previamente foi
calibrada em espectrofotdmetro a 600nm de absorbancia. Utilizando swabs estéreis embebidos
nessa suspencao bacteriana, foi feito um tapete em toda extensdo da placa de Petri de 140 mm
de diametro contendo 45 ml de Agar Miieller Hinton (MH - KASVI®) e apds a secagem do
inéculo, foram adicionados os discos de antimicrobianos na superficie do meio, onde os
antibidticos inseridos foram selecionados por grupo de bactérias, Gram positivas e Gram

negativas.
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Fluxograma 1: Processos metodoldgicos para realizagdo do teste de Antibiograma.

Preparar uma Atingir a turbidez
suspencao em adequada através da Semear nas placas
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0,85% Farland
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A Incubar a 37¢ ¢ em antibiéticos através
halo e?r]n%?metm estufa bacteriolégica do método de difusao
em disco

Fonte: AUTORA (2022)

Foram selecionados 11 antibi6ticos de acordo com seu espectro de acdo para teste
em bactérias positivas e negativas como Amoxicilina + Ac. Clavulanico (AMC) 20/10 pg;
Ampicilina (AMP) 10 ug; Ciprofloxacin (CIP) 5 ug; Eritromicina (ERI) 15 pg; Imipenem
(IMP) 10 pg; Oxacilina (OXA) 1 pg; Penicilina (PEN) 10U; Nitrofurantoina (NIT) 300 pg;
Amicacina (AMI) 30 ug; Cloranfenicol (CLO) 30 pg e Gentamicina (GEN) 10 ug. Foi
considerado como parametros para avaliacdo do perfil de resisténcia a classificacdo de diametro

do alo medido em mm de acordo com a tabela CLSI, 2019 (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracterizag¢do dos agentes antimicrobianos e padrdes interpretativos para analise de resisténcia dos
isolados através do teste de difusdo em disco.

Diametro do Halo de inibicdo em mm

Antibidticos R I S

AmoxicilinatAc. Clavulanico <13 14 -17 > 18
(AMC)

Ampicilina (AMP) <13 14-16 =17
Ciprofloxacin (CIP) <21 22 -25 >26
Eritromicina (ERI) <13 14 - 15 > 16
Imipenem (IMP) <19 14 - 15 =16
Oxacilina (OXA) <10 20 —22 >23
Penicilina (PEN) <28 - >29
Nitrofurantoina (NIT) <14 15-16 > 17
Amicacina (AMI) <14 15-16 > 17
Cloranfenicol (CLO) <12 13-17 > 18
Gentamicina (GEN) <12 13- 14 =15

Fonte: CLSI (2019)

Legenda: (AMC) Amoxicilina+Ac. Clavulanico; (AMP) Ampicilina; (CIP) Ciprofloxacin; (ERI) Eritromicina;
(IMP) Imipenem; (OXA) Oxacilina; (PEN) Penicilina; (NIT) Nitrofurantoina; (AMI) Amicacina; (CLO)
Cloranfenicol; (GEN) Gentamicina. R — Resistente; | — Intermediario; S — Sensivel.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram submetidos um total de 71 cepas isoladas de solo de dois recipientes
denominados de tratamento M1 e M2, a qual o tratamento M1 ndo foi exposto ao residuo
contaminante, e 0 M2 exposto ao residuo de manipueira, onde foram submetida a testes
bioquimicos para identificacdo dos taxons mencionados no primeiro capitulo.

Destas, foram selecionados 43 bactérias Gram positivas e 28 Gram negativas dos
dois tratamentos para o perfil de resisténcia.

Entre as bactérias Gram positivas estdo os géneros, Clostridium, Lactobacillus, e
as espécies de Coryneobacterium kutceri, C. xerosis e Staphylococcus aureus ja identificados
no primeiro capitulo. As bactérias Gram negativas estdo representadas pelos géneros
Pseudomonas, Aeromonas e as espécies de Klebsiella pneumonie, Enterobacter intermedius e
Citrobacter diversus, que foram identificadas no primeiro capitulo como cepas pertencentes a
Familia Enterobacteriaceae.

Os antibidticos selecionados para testar o perfil de resisténcia de bactérias Gram
positivas foram: Amoxicilina+Ac. Clavulanico; Ampicilina; Ciprofloxacin; Eritromicina;
Imipenem; Oxacilina; Penicilina e Nitrofurantoina. Foram testadas cepas de bactérias Gram
positivas identificadas a nivel de género e espécie, pertencentes aos dois tratamentos (M1 e M2)
(Tabela 2).

Tabela 2 - Classificagdo do alo de inibicdo das cepas bacterianas Gram positivas das amostras de solo do
tratamento M1 e M2 aos antibiéticos.

Antibioticos
Tratamento Cepa (n) Téaxon
Amc Amp Cip Eri Imp Oxa Pen Nit
M1 18 Clostridium spp. I R S S S R R S
M1 21 Clostridium spp. S S S S S R R S
M1 23 Clostridium spp. I R S S S R R R
M1 24 Clostridium spp. I R S S S R R S
M1 34 Clostridium spp. R R S R R R R S
M1 32 Clostridium spp. S S S S S S R S
M1 51 Clostridiumspp. S I S S S R R S
M1 71 C. xerosis S S S S S I R S
M1 77 C. xerosis S S S S S S R S
M1 78 Clostridiumspp. S S S S S S S S
M1 87 Lactobacillus spp. S S S S S R R S
M1 86 S. aureus S S S S S R S S
M1 72 C. xerosis S S S S S S R S
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Tratamento Cepa (n) Taxon Amc Amp Cip Eri Imp Oxa Pen Nit
M1 112 C. xerosis S S S S S R R S
M1 100 Clostridium spp. I R S S S R R S
M1 105 Clostridium spp. R R S S S R R S
M1 113 C. xerosis I R S S S R R S
M1 147 Clostridiumspp. S I S S S R R 1
M1 159 Lactobacillus spp. S S S S S R R R
M1 152 Clostridium spp. S S S S S S S S
M1 156 C. xerosis S S S R S R R R
M2 3 Clostridium spp. I R S S S R R S
M2 4 Clostridium spp. S R S S S R R S
M2 14 Clostridium spp. I R S S S R R S
M2 15 C. kutceri R R S S S R R S
M2 16 C. kutceri I R S S S R R S
M2 45 C. xerosis S I S S S R R S
M2 11 C. kutceri R R S S S R R S
M2 60 Lactobacillus spp. S S S S S R R S
M2 53 Clostridium spp. S S S S S R R S
M2 59 C. xerosis S S S S S R R S
M2 61 Clostridium spp. S S S S S R R S
M2 117 Clostridium spp. R R S R R R R |1
M2 108 Clostridium spp. I R S S S R R S
M2 121 Clostridium spp. S R S R S R R R
M2 127 Clostridium spp. S S S S S R S S
M2 133 C. xerosis R R S S R R R 1
M2 140 C. xerosis I R S S S R R S
M2 137 C. xerosis R S S S S R R S
M2 138 Clostridium spp. S S R S S R R S
M2 136 Clostridium spp. I R S S S R R S

Legenda: M1= Amostra sem manipueira; M2= Amostra com manipueira
Amc (Amoxicilina+Ac. Clavulanico; Amp (Ampicilina); Cip (Ciprofloxacin); Eri (Eritromicina); Imp

(Imipenem); Oxa (Oxacilina); Pen (Penicilina); Nit (Nitrofurantoina)
R= Resistente; 1= Intermediario; S= Senssivel Fonte: Autora (2022).

Dentre as bactérias Gram positivas testadas, constatou-se que no tratamento M2 a
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qual recebeu o residuo da manipueira citado no primeiro capitulo, todas as cepas bacterianas
foram resistentes a OXA e PEN. Dentre elas, o género Clostridium apresentou maior perfil de
resisténcia a esses dois antibidticos apontando cerca de 80% de resisténcia somado os dois

tratamentos (Figura 1).

Figura 1 - Resisténcia da cepa Clostridium spp. aos antibidticos Oxacilina e Penicilina.

Fonte: Autora (2022).

O género Clostridium pertence a classe das bactérias Gram positivas com
capacidade de esporulacdo, sdo anaerobicas estritas e aerotolerante, e algumas espécies sao
consideradas patdgenas. Os antibioticos OXA e PEN séo pertencentes a classe dos Blactamicos,
e a resisténcia bacteriana a esses antibioticos pode ser obtida através de trés estratégias:
producdo de enzimas que hidrolisam os B-lactamicos; prevencédo da interacdo do farmaco com
0 alvo, e expulsdo dos antibidticos através de bombas de efluxo, por bactérias Gram-negativas
(WILKE et al., 2005; WRIGHT, 2005).

A producao de B-lactamases podem ser encontradas em bactérias anaerobias como

espécies de Clostridium spp., mas estes podem ser encontradas em ambas as bactérias Gram
positivas e Gram negativas (PETROSINO et al., 1998; HENRIQUES et al., 2006), concordando
com este estudo em que os resultados mostraram resisténcia deste género bacteriano a estes dois
antibioticos.

O antibidtico com maior percentual de eficacia contra as cepas Gram positivas nos
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dois tratamentos foi o CIP (98%), seguido de IMP (93%) e ERI (90%), e para a classificacao
intermediaria o antibidtico AMC (25%) (Figura 2).

Figura 2 — Perfil de resisténcia e sensibilidade dos isolados Gram positivos de solo Amazdnico dos tratamentos
M1 e M2 submetidos ao antibiograma.

Legenda: AMC —Amoxicilina+Ac. ClavulancicoAMP — Ampicilina; ERI — Eritromicina ; IMP — Imipenem; OXA
— Oxacilina; PEN — Penicilina; NIT — Nitrofurantoina; CIP — Ciprofloxacin. R — Resistente; | — Intermediério; S —
Sensivel.

Fonte: AUTORA (2022)

O género Lactobacillus mostrou resisténcia pelos antibiéticos PEN, OXA, NIT e
AMP. As bactérias desse género sdo geralmente resistentes as principais classes de
antimicrobianos como B-lactdmicos, aminoglicosideos, sulfas e quinolonas (CHARTERIS et
al., 1998).

As cepas de Corynebacterium kutceri apresentaram juntas resisténcia aos
antibioticos AMP, OXA e PEN, enquanto cepas de C. kutcerie mostraram resisténcia para estes
trés antimicrobianos e C. xerosis para PEN (100%) e OXA (73%).

Da espécie Staphyococcus aureus apenas uma cepa foi testada e mostrou-se
resistente apenas a OXA e para todos o0s outros antibio6ticos ela foi sensivel. A resisténcia a OXA
estd em grande parte relacionada com resisténcia a outros antimicrobianos, particularmente os
aminoglicosideos e macrolideos (LYYTIKAINEN, 1996).
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As bactérias Gram negativas pertencentes aos dois tratamentos testadas neste
capitulo estdo representadas pelos géneros Pseudomonas, Aeromonas e pelas espécies K.
pneumonie, E. intermedius e C. diversus apresentadas como Familia Enterobacteriaceae no

primeiro capitulo (Tabela 3).

Tabela 3 - Classificacdo do alo de inibicdo das cepas bacterianas Gram negativas das amostras de solo do
tratamento M1 e M2 aos antibi6ticos.

Antibidticos
Tratamento cepa Taxon Amc Amp Ami Eri Imp Clo Gen Nit
M1 20 Pseudomonas spp. S R S R S S S S
M1 29 K. pneumonie S R S R § S S R
M1 49 Pseudomonas spp. S S S R S S S S
M1 52 Pseudomonas spp. S R R R S S R S
M1 75 Pseudomonas spp. S S s § § S S S
M1 70 K. pneumonie S S s § § S S S
M1 81  Enterobacter intermedium S S S § S S S S
M1 80 Aeromonas spp. S S s § § S S S
M1 83 Pseudomonas spp. S S s S § S S S
M1 104 Citrobacter diversus S I S § S S S S
M1 111 Pseudomonas spp. R R S S § R S R
M1 96 K. pneumonie S R S R § S S R
M1 103 K. pneumonie S S S § § S S R
M1 144 K. pneumonie S S s § § § § S
M1 158 Pseudomonas spp. S R s §$ § S S S
M2 1 Pseudomonas spp. S R R R R S S S
M2 6 K. pneumonie I R S S § S S S
M2 7 K. pneumonie S R S R S S S S
M2 41 K. pneumonie S R R S S S S S
M2 68 E. intermedium S S S § S S S S
M2 55 K. pneumonie S R s §$ § S S S
M2 107 Pseudomonas spp. S S s S § S S S
M2 120 K. pneumonie S I s S § S S S
M2 126 K. pneumonie S S s § § S S S
M2 134 K. pneumonie S S S S § S R S
M2 124 Pseudomonas spp. S S s § § S S S
M2 129 Pseudomonas spp. S S s § § S S S
M2 139 Aeromonas spp. R R S R § S S R

Legenda: M1= Amostra sem manipueira; M2= Amostra com manipueira
Amc (Amoxicilina+Ac. Clavulanico; Amp (Ampicilina); Ami (Amicacina); Eri (Eritromicina); Imp (Imipenem);
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Clo (Cloranfenicol); Gen (Gentamicina); Nit (Nitrofurantoina)
R= Resistente; 1= Intermediario; S= Senssivel Fonte: Autora
(2022).

Dentre as cepas de bactérias Gram negativas testadas, os géneros Pseudomonas, seguido
da espécie K. peneumonie, além de uma cepa do género Aeromonas mostraram resisténcia para
AMP. (Figura 3).

Figura 3 - Resisténcia da cepa Klebsiella pneumoniae ao antibiético Ampicilina.

Fonte: Autora (2022).

A resisténcia da espécie de Pseudomonas, K. pneumonie e do género Aeromonas ao
antibidtico AMP esta associada a multirresisténcia a classe dos B-lactdmicos, pois possuem
capacidade de produzir enzimas hidroliticas que inativam os antimicrobianos dessa classe,
sendo um dos mecanismos de resisténcia bacteriana mais importante (OGALO et al., 2016).
Das espécies de E. intermedius e C. diversus foram submetidas apenas uma cepa de cada taxon,
e ndo apresentaram resisténcia aos antibidticos testados.

Os antibioticos que tiveram maior eficacia contra as Gram negativas, foram IMI e
CLO com mais de 90% de sensibilidade seguida dos outros antibidticos que tiveram um bom
resultado de eficacia contra as bactérias Gram negativas. O nimero de cepas que apresentaram
perfil intermediario para os antibidticos testados foi baixo quando comparado as taxas de
resisténcia e sensibilidade (Figura 4).
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Figura 4 — Porcentagem de Perfil de resisténcia e sensibilidade dos isolados Gram negativos submetidos aos
antibidticos.

Legenda: AMC — Amoxicilina+Ac. Clavulanico; AMP — Ampicilina; AMI — Amicacina; ERI — Eritromicina;
IMI — Imipenen; CLO — Cloranfenicol; GEN — Gentamicina; NIT — Nitrofurantoina; R — Resistente; | —
Intermediario; S — Sensivel.

Fonte: AUTORA (2022)

A resisténcia ao antibiético pelo género Pseudomonas ja € caracterizada por ser
intrinseca a espécie, por esse motivo o descarte indiscriminado de antimicrobianos em lixo
comum associados a pratica do consumo constante destes farmacos por longos periodos em
hospitais, representa um fator que favorece a selecdo de cepas resistentes (BRETT;
ELLISPEGLER, 2001; LOUREIRO et al., 2002). A resisténcia intrinseca ou natural esta
relacionada as caracteristicas fenotipicas do micro-organismo, fazendo parte de sua heranca
genética e sendo transmitida verticalmente, sem alteracdes (VERDI et al., 2016)

A resisténcia da espécie de K. pneumonie e do género Aeromonas ao antibiotico
AMP esta associada a multirresisténcia a classe dos B-lactdmicos, pois possuem capacidade de
produzir enzimas hidroliticas que inativam os antimicrobianos dessa classe, sendo um dos
mecanismos de resisténcia bacteriana mais importante (OGALO et al., 2016).

As bactérias gram-negativas sdo intrinsecamente menos permeaveis a muitos
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antibiodticos por possuirem membrana externa na constitui¢do de sua parede celular, o que néo
existe na parede celular de bactérias gram-positivas. Dessa forma, a reducdo da permeabilidade
da membrana externa é um mecanismo de resisténcia exclusivo de bactérias gram-negativas.
(DE ANDRADE, L. N; DA COSTA DARINI, A. L. 2016). Isso explica por que as bactérias
Gram negativas tiveram maior perfil de sensibilidade aos antibiéticos provenientes das amostras
de solo contaminado e ndo contaminado por manipueira. Porém a producédo de betalactamases
de espectro expandido (ESBL) tem sido descrita como um importante mecanismo de resisténcia
a beta-lactamicos em espeécies da Familia Enterobacteriaceae, e seu achado constitui um dado
clinico relevante (FRANCISCO & JEA, 2006).

O descarte de aguas residuais principalmente agricolas, sao as principais fontes de
antimicrobianos (DING e HE, 2010) e varios estudos também sao feitos para identificar genes
de resisténcia em bactérias encontradas no solo (CAUMO et al., 2010), porém é escasso 0S
estudos que identifiquem resisténcia bacteriana proveniente de amostras de solo contaminados
por manipueira.

A resisténcia pelos antibioticos citados neste capitulo da classe das penicilinas tem
diversas desvantagens, principalmente pelo fato de serem suscetiveis a acdo das beta-lactamases
e pela sua rapida eliminacéo pelo organismo (AZEVEDO, 2014) o que sugere que mais estudos
sobre a resisténcia a essa classe bacteriana principalmente por amostras provenientes de

contaminacéo seja considerada importante atualmente.

CONSIDERACOES FINAIS

- A comunidade microbiana isolada e identificada no primeiro capitulo se mostrou

adaptada ou tem seu metabolismo alinhado as condigfes fisico-quimicas presentes ali

naturalmente;

- A resisténcia pelos antibidticos OXA e PEN no segundo capitulo dos isolados
Gram positivos e a resisténcia a AMP nos isolados Gram negativos pode estar relacionada com
a presenca da f-lactamases produzidas por algumas espécies bacterianas, impedindo a agdo dos

antimicrobianos B-lactamicos;
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Considerando a importancia do assunto, sobretudo para as populagdes tradicionais
que tem a mandioca como um recurso alimentar e econémico, além do carater cultural que o
vegetal representa, se faz necessario para melhor compreensao desse processo que a avaliacao
fisico-quimica da manipueira tivesse sido realizada, para a determinacdo da concentracdo dos
componentes do residuo utilizado para o tratamento M2, e assim poder correlacionar de forma
mais completa e aprofundada sobre qual destes comprometeu a microbiota do solo. Além da
importancia de pesquisas acerca da resisténcia bacteriana de cepas provenientes de amostras

contaminadas por efluentes industriais.
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