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RESUMO

Os efeitos dos antimicrobianos enrofloxacino, gentamicina e sulfametoxazol no crescimento da
bactéria Bradyrhizobium japonicum foram investigados através de testes de concentracdo
inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM). Verificou-se atividade
bacteriostatica e bactericida dos farmacos em concentracdes de pg.ml™?. Os microrganismos
foram mais sensiveis ao enrofloxacino que apresentou o menor valor de CIM (0,61 pg.ml™),
seguido por sulfametoxazol (19,52 pug.ml™?) e gentamicina (70,32 pg.ml™). No entanto, essas
concentracOes se mostram muito superiores as encontradas em solos agricolas (0-0,028 pg.ml
1). Dessa forma, pode-se afirmar que o crescimento da bactéria ndo é impedido pela presenca
desses antimicrobianos nas concentragdes ambientais.
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INTRODUCAO

Embora seja um elemento essencial, no ambiente terrestre, o nitrogénio (N) encontra-se
majoritariamente em sua forma molecular (N2), ndo assimilavel pela maior parte dos seres vivos.
Apenas uma pequena parcela de seres procaridticos apresenta a enzima nitrogenase, capaz de
reduz o N molecular a sua forma inorganica, tornando-o, assim, assimilavel. Alguns desses
organismos estabelecem relagdes associativas, endofiticas ou simbidticas com as plantas, sendo
um dos principais provedores de N necessario para o crescimento e desenvolvimento vegetal
(CAMPO et al, 2001). Dentre estes organismos, a bactéria Gram-negativa Bradyrhizobium
japonicum, se destaca pelo seu papel nodulador em raizes de soja, reduzindo o gasto com
fertilizantes nitrogenados para a producdo agricola. Entretanto, assim como para outros
microrganismos do solo, essas bactérias estdo sujeitas a fatores fisico-quimicos e a
contaminantes do solo, como antimicrobianos, que podem afetar o seu crescimento e
metabolismo (EMBRAPA, 2009). O excessivo uso de antimicrobianos na producgdo animal
acaba por contaminar solos agricolas e aguas usadas na irrigacdo de culturas, acarretando na
exposicdo de microrganismos do solo a esses farmacos. Neste contexto, a presenca de
antimicrobianos pode reduzir a eficiéncia da inoculacdo de culturas de soja com B. japonicum
caso a bactéria seja sensivel aos farmacos. O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito
de antimicrobianos presentes em solos agricolas no crescimento de uma estirpe comercial de B.
japonicum. Além de sua contribuicdo no aspecto fundamental da ciéncia, o estudo apresenta
relevancia econdmica e visa alertar para a contaminagdo das matrizes ambientais por
antimicrobianos.
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MATERIAL E METODOS
Concentracdo inibitéria minima (CIM)
Obtencéo e preparo do inéculo

O inoculo de Bradyrhizobium japonicum (estirpes SEMIA 5079 e SEMIA 5080) foi fornecido
pela empresa Biotrop (Curitiba, Parang, Brasil) na forma de seu produto comercial Total Nitro
Metabolic HC (7x10° UFC/ml). Anteriormente ao preparo do inoculo, a viabilidade dos
microrganismos foi assegurada ao constatar-se o crescimento de colénias em placas de Petri
contendo meio YEM (yeast extract manitol) agar, com inoculacdo da suspencdo de bactérias
pelo método de estriamento com al¢ca. O indculo foi preparado pela diluicdo do produto
comercial em solucdo NaCl 0,9% m/v estéril, resultando em uma suspensao salina de 1,5 x 108
células/mL. A suspencdo salina foi entdo diluida em meio YEM autoclavado, para a obtengéo
de uma concentragdo de 5 x 10° células/mL, utilizada nos testes de CIM, de acordo com Lima
(2019).

Solugbes de antibidticos

Os antimicrobianos enrofloxacino (fluoroquinolona), gentamicina (aminoglicosideo) e
sulfametoxazol (sulfonamida) foram selecionados devido a sua ocorréncia em solos agricolas
(LEAL; REGITANO 2010). Padrdes grau HPLC dos antimicrobianos foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (Brasil). Inicialmente, os antimicrobianos foram preparados nas concentracfes
de 25 mg enrofloxacino /ml, 12,5 mg gentamicina /ml e 10 mg sulfametoxazol /ml e entdo
diluidos em caldo YEM, para a obtenc¢do da concentracdo final de 10 mg/mL.

Montagem das placas

O ensaio foi conduzido em microplacas estéreis de 96 pocos, com o uso de 100 pL do in6culo.
Através de micro diluicBes sucessivas, 0 indculo foi exposto a concentragcdes variando de
2,98x10™* pug/ml a 5 mg/ml de enrofloxacino, 5,37x10* pg/ml a 4,5 mg/ml de gentamicina e
2,98x10* pg/ml a 5 mg/ml de sulfametoxazol. Todas as concentragBes foram testadas em
triplicata. O controle dos testes se deu pelo uso de controle positivo do caldo (90 pl de caldo
YEM e 10 ul do in6culo), controle negativo do caldo (100 pl de caldo YEM), controle salino
(90 pl de caldo YEM e 10 ul de NaCl 0,9%) e controle do antibi6tico (90 ul do caldo YEM e
10 pl da solucdo de antibiotico).As placas foram incubadas em camara de crescimento tipo
B.O.D. a 30°C por 48h. Ap0s esse periodo, as placas foram inspecionadas visualmente para a
validacao dos controles e verificacdo do crescimento visivel das col6nias de B. japonicum. A
CIM foi determinada como a menor concentracdo do antibiotico na qual ndo se observou
crescimento bacteriano.

Concentracéo bactericida minima (CBM)

O teste de CBM foi conduzido apos o CIM, utilizando-se aliquotas de 10l do primeiro poco
opticamente livre de crescimento (CIM) e das duas concentragdes acima do CIM. O
espalhamento em placas de Petri com meio YEM solido foi feito pelo método de spread plate
com alca de Drigalski. As placas foram armazenadas por 48h em camara tipo B.O.D. a 30°C e



verificou-se o crescimento. Como controle, utilizou-se 10ul do in6culo utilizado no CIM. O
CBM foi identificado como a menor concentracdo que ndo propiciou o crescimento bacteriano.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM da enrofloxacino foi de 0,61 pg/ml e a CBM foi de 1,56 pug/ml. O enrofloxacino é um
antimicrobiano que age através da inibicdo da DNA girase, enzima essencial na sintese de DNA
na bactéria. Em solos agricolas, esse xenobionte € geralmente encontrado em concentracdes de
até 22,93 ppb (LEAL, 2012), muito inferiores as encontradas para o CIM e CBM neste trabalho.
Dessa forma, observa-se que em concentrages ambientalmente relevantes o enrofloxacino néo
afeta o crescimento de B. japonicum. Entretanto, com a persisténcia desse antibiético no solo
pode acumular chegando a uma concentracédo de 61,38 ppm (Parente et al, 2019) sendo quase
5x maior que o CBM da bactéria.

A CIM da gentamicina foi de 70,32 pug/ml e a CBM foi de 140,63 pg/ml. Esse antimicrobiano
age se ligando a fracdo 30S do ribossomo, inibindo a sintese de proteina ou produzindo
proteinas defeituosas. A gentamicina é encontrada em esterco suino e de aves em concentracoes
de 4 e 10 ppb, respectivamente, ndo excedendo essas concentracfes em solos agricolas
(TIECHER, 2017). Semelhantemente ao enrofloxacino, os resultados observados nesse
trabalho indicam que em concentracGes ambientais, a gentamicina néo afeta o crescimento de
B. japonicum.

Para o sulfametoxazol a CIM encontrada foi de 19,52 pug/ml e a CBM de 39,04 pg/ml. O
mecanismo de acdo desse antimicrobiano se da pela interferéncia na producéo de acido folico,
necessario para a producdo de &cidos nucleicos, inibindo, assim, a sintese de DNA/RNA. Nos
solos esse antimicrobiano € encontrado em concentracbes de até 20 pg/kg (ppm),
correspondente a 0,025 pg/ml, e em aguas superficiais é observado em concentracdes de 0,03-
1,02 pg/l (BASTOS, 2012) (LEAL; REGITANO, 2010). Dessa forma, em concentracdes
ambientais, o antimicrobiano néo afeta o crescimento da B. japonicum.

Dos trés antibioticos testados, a bactéria se mostrou mais sensivel ao enrofloxacino, o qual
apresentou a menor concentracdo necessaria para inibir e impedir o crescimento da bactéria.
Isso provavelmente se deve ao seu mecanismo de a¢do que, comparado aos outros antibiéticos,
é mais eficiente sendo inclusive capaz de eliminar cepas resistentes aos mecanismos mais
comuns como inibicdo da sintese de parede celular ou rompimento da membrana plasmatica
(ANVISA).

Sabendo que antimicrobianos sdo compostos complexos de dificil decomposicdo e que
persistem na natureza durante um longo tempo (PENEDA, 2016) devemos considerar que o
acumulo dessas moléculas no solo pode atingir o CIM para B. japonicum, inibindo entdo seu
crescimento. Apesar de em concentracfes ambientais ndo afetarem o crescimento da estirpe
bacteriana testada, avaliagOes dos efeitos dos antimicrobianos na capacidade de infeccéo,
nodulacéo e fixagdo de N serdo necessarias para atestar a tolerancia bem como a eficiéncia da
B. japonicum aos antimicrobianos bem como definir se em concentragdes ambientais esses
xenobioentes podem acarretar perdas econémicas ao agronegocio.
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