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RESUMO

A multirresisténcia bacteriana representa um desafio crescente a satide publica. Este estudo teve
como objetivo avaliar a ocorréncia de bactérias multirresistentes em solos florestais no
municipio de Curitibanos — SC. As coletas foram realizadas ao longo de um ano, abrangendo
quatro estagoes e diversos ambientes, como floresta secundaria, plantios de Pinus ¢ Eucalyptus,
areas agricolas e sistemas agroflorestais. Amostras de solo foram submetidas a dilui¢do seriada,
cultivo em 4agar MacConkey e teste de suscetibilidade a trés antibidticos (ampicilina,
ciprofloxacino e tetraciclina) pelo método de disco-difusdo. Os resultados mostraram uma
média geral de 2.254.680 UFC g ! de solo seco, sem variagdo estatistica entre locais ou estagoes.
No entanto, a resisténcia aos antibidticos variou conforme a estagdo, com maiores indices no
outono ¢ inverno. Foram detectadas bactérias multirresistentes especialmente nas areas de
floresta secundéria e Pinus adulto. Conclui-se que ambientes florestais também podem atuar
como reservatorios de resisténcia antimicrobiana, sendo essencial sua inclusdo em programas
de monitoramento ambiental.

Palavras-chave: solo florestal; coliformes termotolerantes; resisténcia antimicrobiana.
ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a growing challenge to public health. This study aimed to evaluate

the occurrence of multidrug-resistant bacteria in forest soils in the municipality of Curitibanos,
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SC, Brazil. Soil samples were collected over the course of one year, covering four seasons and
various environments such as secondary forest, Pinus and Eucalyptus plantations, agricultural
areas, and agroforestry systems. Samples were subjected to serial dilution, cultured on
MacConkey agar, and tested for susceptibility to three antibiotics (ampicillin, ciprofloxacin,
and tetracycline) using the disk diffusion method. Results showed an overall mean of 2,254,680
CFU g of dry soil, with no statistical difference between sites or seasons. However, antibiotic
resistance varied significantly by season, with higher rates observed in autumn and winter.
Multidrug-resistant bacteria were mainly found in secondary forest and adult Pinus plantation
areas. It is concluded that forest environments may also act as reservoirs of antimicrobial
resistance, highlighting the need to include such areas in environmental monitoring programs.

Keywords: forest soil; thermotolerant coliforms; antimicrobial resistance.
1 INTRODUCAO

A multirresisténcia bacteriana, definida como a resisténcia simultinea de
microrganismos a multiplas classes de antibioticos, constitui um desafio crescente a satde
publica mundial. De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 2014), bactérias
multirresistentes reduzem drasticamente as opg¢des terapéuticas, resultando em tratamentos
menos eficazes, aumento das internagdes e maior taxa de mortalidade. Esse problema ¢
agravado pelo uso indiscriminado e excessivo de antimicrobianos em diversas areas, como a
medicina humana, a veterindria e a agropecuaria, favorecendo a selegdo e propagacao de cepas
resistentes (Martins et al., 2020). Dessa forma, a emergéncia e disseminagdo de bactérias
multirresistentes exigem medidas urgentes e coordenadas, como a implementagao de programas
de uso racional de antibidticos e o fortalecimento da vigilancia epidemiolégica.

Embora areas florestais tenham menor interferéncia humana, esses locais podem ser
contaminados por residuos de atividades agricolas proximas, dejetos de animais silvestres ou
domésticos, deposicdo atmosférica de particulas contaminadas e até mesmo residuos humanos,
favorecendo a selecdo e disseminagdo desses microrganismos (Jamieson et al., 2002). Além
disso, durante periodos de chuva, coliformes presentes no solo podem ser transportados para
corpos d’agua, contribuindo para a contaminagdo da agua usada na irrigacado ou no consumo

humano (Caumo ef al., 2010). Dessa forma, torna-se essencial o monitoramento da qualidade
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microbioldgica do solo. Este estudo tem como objetivo avaliar a ocorréncia de bactérias

multirresistentes em solos florestais no municipio de Curitibanos — SC.

2 MATERIAIS E METODOS

As coletas de solo foram realizadas ao longo de um ano, abrangendo todas as estacdes:
primavera (outubro/2023), verao (fevereiro/2024), outono (abril/2024) e inverno (julho/2024).
O estudo foi conduzido no municipio de Curitibanos, situado na Mesorregido Serrana de Santa
Catarina, na sub-bacia hidrografica do Rio Canoas, a 987 metros de altitude e com area
territorial de 434,865 m? (IBGE). As amostras foram coletadas em diferentes tipos de
ambientes, incluindo area agricola, sistemas agroflorestais (SAF), floresta secundaria,
plantagdes de eucalipto e pinus (jovem e adulto) e locais proximos a cursos d’adgua que se
encontram no mesmo municipio, como o Rio Pedras, Correntes, Marombas e Pessegueirinho.

As coletas de solo foram realizadas trimestralmente, representando cada estagdo do ano.
Em cada ponto de coleta, foram obtidas trés subamostras, utilizadas como repeticdes para
analise estatistica. As coletas foram preferencialmente feitas proximas a fezes de animais. Antes
da retirada do solo, foi realizada a raspagem superficial para remog¢ao de residuos e vegetacao,
e a coleta ocorreu a uma profundidade de 5 a 10 cm. Cada amostra continha entre 40 e 60
gramas de solo.

Inicialmente, 10 g de solo foram diluidos em 90 ml de solucao salina a 0,85%, resultando
em uma dilui¢do de 107'. Apds homogeneizagio da suspensio, foram preparadas as dilui¢des
subsequentes, onde 1 ml da suspensdo original foi transferido para um tubo contendo 9 ml de
solucdo salina, estabelecendo assim a dilui¢do 102, Do tubo homogeneizado, 1 ml foi retirado
para o proximo tubo, configurando a dilui¢do 107, e esse processo foi repetido sucessivamente
até alcancar a diluicdo 107.

Realizou-se o plaqueamento das diluigdes que variaram de 10 até 107°. Nesse
procedimento, adicionou-se 0,1 ml das diluigdes preparadas anteriormente as placas de Petri
contendo agar MacConkey. A distribuicdo uniforme das dilui¢des sobre as placas foi realizada
utilizando uma alga de Drigalski, e apods a distribui¢do uniforme as placas foram identificadas
e levadas para estufa bacterioldgica a uma temperatura de 35°C por um intervalo de 24h.
Passando o intervalo de incubacdo, as placas foram analisadas e avaliadas de acordo com a

presenca de crescimento bacteriano.
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A partir dos resultados da dilui¢do seriada, foi selecionada a placa com a maior diluigdo
que ainda apresentou crescimento bacteriano, sendo utilizada para a contagem de Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC), conforme descrito por Tortora et al. (2019). As contagens
foram realizadas considerando os agregados bacterianos e expressas em UFC por grama de solo
seco. Para corrigir os valores em relagdo a umidade, 10 g de solo foram secas em estufa a 105
°C por 48 horas. Apos secagem total, uma nova pesagem permitiu calcular a umidade e ajustar
os valores de UFC. Também foram considerados os fatores de diluicao e o volume pipetado,
garantindo a padronizacdo dos resultados. Duas colonias por placa foram selecionadas e
inoculadas em tubos contendo 5 ml de caldo Muller Hinton. O procedimento foi realizado em
camara de fluxo laminar previamente higienizada com éalcool 70% e exposta a luz UV por 5
minutos. A transferéncia das colonias foi feita com alga de platina esterilizada e resfriada, e os
tubos foram devidamente identificados e incubados a 35 °C por 6 horas para o crescimento
bacteriano.

O perfil de resisténcia dos isolados bacterianos foi avaliado pelo método de disco-
difusdo de Kirby-Bauer (1966), conforme diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI (2018). Foram testados trés antibidticos, agrupados da seguinte forma:
Ampicilina (10 pg, grupo A), Ciprofloxacina (5 pg, grupo B) e Tetraciclina (30 pg, grupo C),
todos indicados no tratamento de infecgdes por Enterobacteriaceae. Os isolados foram
classificados como sensiveis, intermediarios ou resistentes.

A andlise univariada foi utilizada para avaliar a quantidade de coliformes e sua
resisténcia a antibioticos em fun¢do da sazonalidade e ponto de amostragem. Os pontos € datas
de coletas foram consideradas como fonte de variagdo, em um delineamento inteiramente
casualizado om fatorial duplo. Os dados foram submetidos a ANOVA, através do teste F, e
caso diferencgas significativas entre as medias fossem encontradas, a separacdo feita pelo teste

de Scott-Knott (p<0,05) com auxilio dos programas GespDex e SISVAR.

3 RESULTADOS

A quantidade de coliformes termotolerantes no solo foi estatisticamente igual entre

-1

locais e entre estacdes do ano, com média geral de 2.254.680 UFC g de solo seco

(~Pr>Fc=0,53618). Esse ¢ um aspecto preocupante, porque evidencia que a contamina¢do do
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solo por esse grupo de bactérias ocorreu de maneira constante ao longo do ano, em todos os
solos, independente do seu uso ou da sua cobertura vegetal.

A porcentagem de isolados resistentes aos trés antibioticos avaliados foi igual entre os
locais (Pr>Fc=0,91944). Foi observado efeito estatistico apenas da estagcdo do ano, ou seja, em
fun¢do da coleta realizada, em relagdo a ampicilina (Pr>Fc=0,00009), ciprofloxacino
((Pr>Fc=0,00306) e tetracicilina (Pr>Fc=0,025539)

As maiores médias de isolados resistentes a ampicilina foram observadas no outono e

no inverno (Figura 1).

Figura 1 - Porcentagem de isolados resistentes a ampicilina em coletas realizadas em quatro
estacoes do ano entre 2023 e 2024.
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* Médias seguidas pelas mesmas combinagdes de letras e nlimeros nédo diferem entre si pelo Teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Observou-se aos resultados dos dados a presenca de bactérias multirresistentes,
detectadas nas coletas 2, 3 e 4 que ¢ o periodo de outono e inverno, nos pontos 8 e 11,
correspondentes as areas de Floresta Secundaria e Plantio de Pinus adulto. Outra observagao
foi que mesmo dentro do mesmo ponto (ponto 11), houve variagdes na resisténcia e UFC entre

as repeti¢des, indicando possivel heterogeneidade das cepas bacterianas.
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4 DISCUSSAO

A uniformidade na quantidade de coliformes termotolerantes entre os locais e estagdes
do ano (Pr>Fc = 0,53618), com média geral de 2.254.680 UFC g de solo seco, revela uma
contaminag¢do constante nos solos. Isso sugere que mesmo areas com menor manejo direto nao
estdo livres da presengca de microrganismos potencialmente patogénicos. Esses dados se
relacionam com estudos que apontam para a ampla dispersdo ambiental de coliformes, inclusive
em areas naturais ou restauradas (Rizzo et al., 2013; Wellington et al., 2013).

A auséncia de diferenga estatistica entre os locais para ampicilina (Pr>Fc = 0,91944)
indica que a resisténcia bacteriana ¢ amplamente distribuida, e ndo limitada a 4reas de uso mais
intensivo. No entanto, o efeito significativo da estacdo do ano sobre a resisténcia a ampicilina
(Pr>Fc = 0,00009), ciprofloxacino (Pr>Fc = 0,003006) e tetraciclina (Pr>Fc = 0,025539), mostra
que as estacdes do ano influenciam o comportamento das bactérias no solo, favorecendo a
presenca de microrganismos mais resistentes em determinados periodos. Inclusive foi
observado bactérias multirresistentes em ambientes florestais como floresta secundéria e o
plantio adulto de Pinus, principalmente nas estagdes de outono e inverno, nesse periodo as
condi¢des do ambiente favorecem a sobrevivéncia de bactérias mais resistentes, seja por maior
estabilidade dos antibidticos no ambiente ou menor competicdo microbiana. Estudos anteriores
também destacam que condigdes ambientais como temperatura e umidade influenciam a
persisténcia e transferéncia de genes de resisténcia no solo (Baquero et al., 2008; Cytryn, 2013).

A presenca continua de bactérias multirresistentes em solos florestais, pode estar
relacionada a diversas rotas de contaminacao, como o uso de fertilizantes organicos, manejo
florestal ou até transporte por fauna silvestre (Graham et al., 2016). Isso reforca a ideia de que
areas florestais podem atuar como reservatorios ou vias de disseminacdo de bactérias
resistentes, representando um risco ecotoxicoldgico crescente.

Esses achados evidenciam a necessidade de incluir areas florestais em programas de
monitoramento de resisténcia antimicrobiana, considerando que essas regides também estdo

inseridas em uma matriz ambiental influenciada por a¢cdes humanas diretas e indiretas.
5 CONCLUSAO

A presenca de bactérias multirresistentes em areas florestais, incluindo ambientes como
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floresta secundaria e plantios de Pinus, revela que mesmo ecossistemas considerados de menor
impacto antropico podem atuar como importantes reservatorios de resisténcia antimicrobiana.
A constancia dos coliformes termotolerantes e a detec¢ao de isolados resistentes aos trés
antibidticos testados evidenciam uma contaminagdo disseminada e persistente, possivelmente
ligada a fontes externas como manejo florestal, uso de insumos organicos e escoamento de dgua
contaminada. Esses resultados reforcam a urgéncia de incluir ambientes florestais nos
programas de vigilancia da resisténcia bacteriana, reconhecendo que a disseminagdo de genes
de resisténcia nao esta restrita a areas agricolas ou urbanas, mas pode atingir regides naturais

por meio de conexdes ecologicas complexas e influéncias sazonais.
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