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QUANTIFICAGOES DAS POPULAGCOES DE BACTERIAS EM GERAL, DE
BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS E DE ACTINOMICETOS EM
SOLOS.!

J. C. Pereira?
M.C.P. Neves?

A. Drozdowicz®
1- INTRODU(}AO

As avaliagbes das densidades populacionais na comunidade microbiana nos
solos, sdo importantes, tanto na identificacdo de fatores que exercem influéncia no
equilibrio microbiolégico dos solos, como na caracterizagdo das relagbes entre os
diferentes grupos e espécies de microrganismos. Frequientemente estas avaliagbes sao
feitas com base em diluicdes seriadas da suspensao do solo, com contagens das
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) em placas de Petri. Esta técnica também
permite a distingdo de microrganismos especificos como solubilizadores de fosfatos,
celuliticos, resistentes a antibiéticos, populagdes de actinomicetos oriundas de micélios
e de esporos, eftc...

Nas estimativas das densidades populacionais dos microrganismos do solo, a
utilizacdo de meio de cultura unico € inviavel, ja que muitas necessidades nutricionais
dos microrganismos ainda sdo desconhecidas, enquanto que outras sao especificas,
podendo variar dentro de uma populagdo a nivel de espécies ou mesmo de estirpes
(Williams & Wellington 1982; Drozdowicz 1991; Wellington & Toth 1994). Assim, a

escolha do meio de cultura € uma etapa critica nas avaliacbes quantitativas, visto que

' Extraido da dissertacdo de Doutorado em Agronomia (Area de Solos) - UFRRJ, do
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® Bidlogo, PhD., Prof. Adjunto do Instituto de Microbiologia, Universidade Federal do
Rio de Janeiro.



somente parte das populacbes sdo contabilizadas em funcdo da diversidade
nutricionais apresentadas pelos microrganismos.

A adequacdo dos procedimentos na preservacdo e no periodo de
armazenamento das amostras de solo, do momento da coleta até a sua utilizacao
laboratorial, também €& de importancia fundamental no processo de avaliacdo da
comunidade microbiana. As modificagdes das condigdes fisicas, quimicas e biolégicas
destas amostras devem ser minimizadas, visto que a atividade dos microrganismos é
um processo dinamico ao longo do tempo, dependendo das condigdes ambientais
(Andrade & Hamakawa 1994).

Este trabalho teve como objetivo a adequacido de técnicas e de manuseio na
amostragem do solo, de modo que as estimativas das densidades das populagdes

bacterianas nos solos, se tornem mais precisas.

2 - SELEGAO DE MEIOS DE CULTURA

Na selecdo de meios de cultura deve-se considerar a presenga de nutrientes na
forma assimilavel, que servem como fonte de energia e de carbono para os
microrganismos, sendo que as necessidades nutricionais geralmente sao especificas.
Tem-se observado que, normalmente as populagdes fungicas se desenvolvem melhor
em meios com alta relagdo carbono - nitrogénio, enquanto que para as populagdes
bacterianas o melhor desenvolvimento acontece em meios com baixa relagdo carbono -
nitrogénio (Gray & Williams 1975).

Na comunidade bacteriana também existe variabilidade entre as populagdes de
bactérias em geral e de actinomicetos, em relagcéo a utilizagdo dos nutrientes presentes
no meio de cultura (Figura 1). Observa-se que as contagens das populagdes oriundas
do solo n&o rizosférico e rizosférico, nos meios de cultura descrito por Thornton (1922),
Waksman (1961) e Kister & Williams (1964) resultaram em numeros médios de UFC
que variaram de 1,9 a 93,3 x 10* /g solo seco para as populagdes de bactérias em geral

e de 0,1 a 72,4 x 10* /g solo seco para as populacdes de actinomicetos. Estas




populacdes apresentaram densidades semelhantes as encontradas por outros autores
em outros solos (Nuernberg et al. 1984; Cattelan & Vidor 1990ab).

A utilizagdo do meio de cultura Thornton permitiu o crescimento de um maior
numero de UFC de bactérias em geral, enquanto que para as populagdes de
actinomicetos este efeito foi observado com a utilizagdo do meio Waksman,
principalmente no solo rizosférico. Estes resultados estdo de acordo com observacdes
feitas por Coelho (1976), onde o meio Waksman quando comparados com outros doze
meios de cultura, mostrou-se como sendo de maior conveniéncia para as avaliagcbes

quantitativas das populagdes destes microrganismos.
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FIGURA 1 - Densidades das populagbes bacterianas em solo rizosférico
e nao rizosférico (Planossolo, série Ecologia, da regido de
Itaguai-RJ), em funcéo da utilizagcdo de meios de cultura e
de agentes fungicidas.




3 - UTILIZAGAO DE AGENTES SELETIVOS

A adicdo de substancias quimicas inibidoras do crescimento de determinadas
populagdes de microrganismos nos meios de cultura pode tornar as avaliagbes mais
especificas. Tem-se observado que a adicdo de agentes antibacterianos favorece o
crescimento fungico, enquanto que os antifungicos resultam em melhor
desenvolvimento das populag¢des bacterianas. Por outro lado, a combinagao adequada
de inibidores bacterianos e fungicos nos meios de cultura, pode favorecer o
desenvolvimento das populacdes de actinomicetos.

A utilizagdo de 300 pg cicloheximida (actidione) /ml (Panthier et al. 1979), ou de
quatro gramas de acido propibnico (CsHs02Na) /I (Korn-Wendisch & Kutzner 1992), nos
meios Thornton, Waksman e Kuster & Williams, resultou no controle eficiente das
populagdes fungicas. Entretanto, o uso do acido propibnico também teve como
consequéncia decréscimos nos numeros de UFC, tanto para as populacbes de
bactérias em geral como para as de actinomicetos, sendo que no meio Waksman as
reducdes das UFC de actinomicetos foram acentuadas. Estes dados evidenciam que o
acido propiénico como agente seletivo n&o apresentou somente agcédo antifungica, mas
também antibacteriana indiscriminada na comunidade bacteriana.

O fenol quando adicionado na diluicio inicial da amostra do solo, a razdo de 631
mg de fenol /90 ml de solugao salina também apresenta efeito antibacteriano (Figura
2). Observa-se que no meio Thornton as UFC de actinomicetos oriundas do solo com
vegetacdo nativa e com primeiro ano de cultivo de soja, corresponderam
respectivamente a 50 e 82,1% do numero total de UFC bacteriana contabilizadas neste
meio. Com a utilizacdo do meio Waksman as UFC de actinomicetos no solo com
vegetacdo nativa e com primeiro ano de cultivo de soja, passaram a corresponder,
respectivamente, a 80,5 e 88,4% do total de UFC bacteriana. Estes dados confirma
resultado anteriormente apresentado, onde evidenciou-se a melhor adequagéo do meio

Waksman para avalia¢des das densidades das populagdes de actinomicetos nos solos.
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FIGURA 2 - Percentagens das populacdes de bactérias em geral e de actinomi-
cetos em solo de Cerrado (LE), da regido de Cuiaba-MT, em fungéo
da utilizagdo de meios de cultura e do agente bactericida.

A - ACTINOMICETOS
B - BACTERIAS EM GERAL

Observa-se também que a seletividade do meio Waksman aumentou com a
utilizagcdo do fenol, diminuindo o numero de UFC de bactérias em geral. Assim, as
populagdes de actinomicetos oriundas do solo com vegetagdo nativa e com primeiro
ano de cultivo de soja passaram a corresponder, respectivamente, a 96 e 99% das UFC
de bactérias em geral enumeradas neste meio de cultura, evidenciando a especificidade

do fenol como agente antibacteriano especifico.

4 - MICRORGANISMOS ESPECIFICOS

As densidades das populagbdes de microrganismos especificos podem ser
estimadas qualitativa e quantitativamente através de atributos que os microrganismos
apresentam, e que possibilitam a sua diferenciacdo dos demais (Coelho 1976; Panthier
et al. 1979; Wiliams & Wellington 1982; Korn-Wendisch & Kutzner 1992). A



caracterizagao das populagdes que apresentam como atributo a resisténcia intrinseca a
antibidticos tem sido usada como técnica viavel em estudos ecologicos da comunidade
bacteriana nos solos (Pereira 1983; Pereira et al. 1994). Entretanto, deve-se considerar
que a resisténcia intrinseca das populagdes aos antibidticos, € determinada por uma
série de fatores relacionados com as condicdes ambientais, sendo que os niveis de
resisténcia sdo acentuadamente influénciados pelo tipo de solo, assim como pelo seu
uso e manejo.

Em solo de Cerrado tem-se observado que as freqlUéncias médias de
resisténcias natural aos antibidticos estreptomicina e cloranfenicol apresentadas pelas
populagdes bacterianas, sao variaveis (Figura 3). Para a estreptomicina, o valor minimo
de 0,2% foi obtido na concentragdo de 20 ug /ml, em solo com vegetagao nativa, e o
maximo de 21,9% na concentragao de 1,25 ug /ml, em solo cultivado. Enquanto que, as
freqUéncias de resisténcia ao cloranfenicol foram mais elevadas, variando de 2,5% na
concentragao de 20 ug /ml, em solo com vegetagéo nativa a 78,1% em 2,5 ug /ml, em
solo cultivado.

A diversidade de comportamento apresentada pelas populagdes bacterianas, em
relacdo a resisténcia natural as diversas concentracbes de estreptomicina e
cloranfenicol, pode estar relacionada com o antagonismo exercido pela comunidade
microbiana nos solos. Nesta, as populagdes de actinomicetos sao provavelmente as
mais importantes, visto que em solos de Cerrados a frequéncia destes microrganismos
na comunidade microbiana é superior a 77% (Coelho & Drozdowicz 1978). Da mesma
forma, deve-se considerar que este comportamento pode estar associado com a
inativagdo dos antibioticos produzidos, devido a adsorgdo pelas argilas minerais
(Pramer & Starkey 1972) ou a sua instabilidade estrutural nas condicdes do solo
(Drozdowicz 1969), além da degradacgao biolégica (Pramer 1953).

Além disso, estes dados podem estar relacionados com a utilizacado pela célula
bacteriana, de mecanismos genéticos de resisténcia a estes antibidticos, e que
normalmente ocorrem através de diferentes mecanismos bioquimicos de acédo, tais

como: modificagdo e inativagdo enzimatica do antibiético; diminuigdo da permeabilidade



bacteriana ao antibidtico; e modificagdo ou auséncia do receptor ao antibidtico (Tavares
1982; Araujo 1994).
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FIGURA 3 - Resisténcia natural aos antibioticos estreptomicina (EST) e cloran-
fenicol (CLO), na comunidade bacteriana em solo de Cerrado (LE),
da regido de Cuiaba-MT, com vegetacdo nativa e cultivo de soja.

Cloranfenicol nao foi utilizado na concentracao de 1,25 g /ml.

5 - MANUSEIO DAS AMOSTRAS DE SOLO

A adequacgao do manuseio das amostras de solo é fundamental nas avaliagcoes
qualitativas e quantitativas das populagdes microbianas dos solos, visto que uma
amostra manuseada inadequadamente nao revela, em seu aspecto, se mantém ou nao
as caracteristicas biolégicas do momento da amostragem (Andrade & Hamakawa
1994).

As condi¢des de preservacao e o periodo de armazenamento das amostras de
solo influenciam as atividades e as densidades das populagdes microbianas, sendo que
cada grupo de microrganismo € afetado de maneira diferenciada. A importancia do

manuseio das amostras pode ser minimizada ou maximizada por fatores ambientais
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abidticos, como por exemplo a temperatura do solo, determinante dos processos
bioquimicos e da taxa de crescimento dos microrganismos. Segundo Parkinson et al.
(1971), o prolongamento do tempo entre a coleta e a avaliagdo microbiolégica pode ser
feito através de refrigeracdo das amostras, argumentando-se que a multiplicagdo das
células microbianas podera ser inibida em temperaturas baixas. Porém, pouco se
conhece sobre o efeito desta pratica na taxa de mortalidade dos microrganismos no
solo e na estabilidade da comunidade restante.

Em solo de Cerrado da regido de Planaltina tem-se observado que as
densidades das populagbes microbianas em amostras refrigeradas e secas ao ar sao
diferenciadas (Figura 4). Na amostra refrigerada, as densidades das populagdes de
bactérias em geral e das resistentes aos antibidticos estreptomicina e cloranfenicol
foram maiores do que na amostra seca ao ar, enquanto que as densidades das
populacdes de actinomicetos foram menores. Verificou-se que na amostra de solo
refrigerada 7,1 e 3,5% das populagbes bacterianas apresentaram, respectivamente,
resisténcia natural a 1,25 e 5,0 ug de estreptomicina /ml. Por outro lado, 17,0 € 4,2%
foram resistentes a 2,5 e 10,0 ug de cloranfenicol /ml, respectivamente. Enquanto que,
na amostra de solo seca ao ar, 33,3 e 2,8% das populagdes bacterianas foram
resistentes a 1,25 e 5,0 ug de estreptomicina /ml, e 33,3 e 11,1% a 2,5 e 10,0 ug de
cloranfenicol /ml.

Observou-se também que o decréscimo médio observado para o numero de
UFC/g solo seco de bactérias em geral na amostra seca ao ar em relagdo a amostra
refrigerada foi de 87,2 p.p. (pontos percentuais). Para as populagdes com resisténcia
natural a 1,25 e 5,0 ug de estreptomicina /ml as redugdes respectivas foram de 40 e
90,0 p.p. Enquanto que, para as populagdes resistentes a 2,5 e 10,0 ug de cloranfenicol
/ml foram de 75,0 e 66,7 p.p. Por outro lado, o numero de UFC /g solo seco de
actinomicetos nesta amostra foram 133,3 p.p. maiores do que as observadas na
amostra de solo refrigerada.

Tem-se verificado que os géneros e as espécies dos microrganismos no solo séo
determinados pelas forgas que atuam no ecossistema (Cattelan & Vidor 1990b; Kirchner

et al. 1993). Fatores ambientais como a umidade e a temperatura no solo podem
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influenciar o equilibrio na comunidade bacteriana neste solo. Entretanto, a importancia
destes fatores como determinantes das densidades das populagdes bacterianas no solo
e dificil de ser definida, visto que estes geralmente estdo associados e seus efeitos sdo
dificeis de serem avaliados isoladamente (Wardle & Parkinson 1990). Assim, as
diferencas no comportamento destas populacbées podem estar relacionadas com o

estresse em que a amostra de solo foi submetida.
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FIGURA 4 - Densidades das populagbes de bactérias em geral, das resistentes
a
do armazenamento das amostras de solo de Cerrado (LV), da regido
de Planaltina-DF.

As densidades das populagdes das bactérias em geral, das resistentes a 1,25 e
5,0 ug de estreptomicina /ml e 2,5 e 10 ug de cloranfenicol /ml e de actinomicetos em
solo de Cerrado da regiao de Sete Lagoas, foram avaliadas em fungdo do meio de
cultura e do tempo de armazenamento das amostras de solo em condi¢des refrigeradas

(Figura 5). De modo geral, observa-se que nos meios Pramer & Schmidt (1964) e
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Thornton as densidades das diversas populagdes na comunidade bacteriana foram
variaveis durante as 120 horas sob refrigeracao.

Nestas condi¢des, as densidades populacionais de bactérias em geral foram dez
vezes superiores ao das demais populacdes bacterianas, sendo que no meio Pramer &
Schmidt o nimero de UFC variaram, respectivamente, de 195,0 a 39,8 x 10* /g solo
seco, nas amostras sob 48 e 120 horas sob refrigeragcdo. Enquanto que, no meio
Thornton a variagdo foi de 38,9 a 154,9 x 10* UFC /g solo seco, respectivamente (dados
nao apresentados). Por outro lado, no meio Waksman os numeros de UFC de
actinomicetos permaneceram relativamente estaveis durante o periodo de
armazenamento, variando de 2,4 a 5,1 x 10% /g solo seco, evidenciando que estas
populagdes nao foram influenciadas pelo periodo de refrigeracdo da amostra de solo.

A utilizagdo do meio de cultura Pramer & Schmidt resultou em incrementos
médios dos numeros de UFC das bactérias com resisténcia intrinseca a estreptomicina,
variando de 9,0% na concentragdo de 1,25 ug /ml em 96 horas sob refrigeragdo a 500%
em 5,0 upg deste antibidtico /ml em 48 horas refrigeradas. Para as populagdes
resistentes ao cloranfenicol, os incrementos nos numeros de UFC /g solo seco variaram
respectivamente de 51,6 a 316,4% nas concentragbes de 2,5 e 10,0 pg /ml, nas
amostras sob refrigeragdo de 96 e 48 horas. Os percentuais das populagdes das
bactérias resistentes a estes antibioticos também foram variaveis e mais elevados
quando utilizou-se este meio de cultura.

Os aumentos meédios dos numeros de UFC de bactérias com resisténcia
intrinseca a estreptomicina e ao cloranfenicol, assim como os percentuais mais
elevados de resisténcia das populacdes bacterianas obtidos a partir do meio de Pramer
& Schmidt
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podem estar relacionados com a pouca diversidade morfolégica apresentadas pelas

coldnias crescendo neste meio (normalmente translucidas e gomosas).
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FIGURA 5 - Densidades populacionais na comunidade bacteriana em solo de Cerrado
(LE), da regido de Sete Lagoas-MG, com vegetacao nativa, em funcédo
do meio de cultura e do tempo de armazenamento das amostras de solo
em condigbes refrigeradas.

EST. - Estreptomicina CLO. - Cloranfenicol
As densidades das populagdes de actinomicetos foram determinadas no meio WAKSMAN.

As densidades das populagbes de bactérias em geral, das resistentes a 1,25 e
5,0 ug de estreptomicina /ml e 2,5 e 10 ug de cloranfenicol /ml e de actinomicetos
apresentaram variagbes na amostra de solo sem refrigeragcdo, apos ser submetida a
refrigeragao inicial de 48 horas (Figura 6). Nestas condi¢des, as densidades médias
das populacbes de bactérias em geral nos meios Pramer & Schmidt e Thornton
permaneceram relativamente estaveis durante o periodo de condugdo experimental,
variando de 128,8 a 234,4 x 10* UFC /g solo seco (dados ndo apresentados).

As dinamicas das populagdes resistentes a estreptomicina e cloranfenicol nestes
meios foram diferenciadas. No meio Pramer & Schmidt os numeros de UFC das
bactérias resistentes aos niveis mais elevados destes antibioticos aumentaram durante

o periodo de conducido experimental, enquanto que no meio Thornton este
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comportamento foi observado para as populacdes de bactérias resistentes a 2,5 e 10,0
ug de cloranfenicol /ml. Consequentemente, os percentuais mais elevados de UFC das
populagdes bacterianas com resisténcia natural a estas concentragbes foram
observados em 72 horas apos refrigeragao. Verificou-se ainda que no meio Waksman,
houve um incremento médio de 297,8% no numero de UFC de actinomicetos 48 horas

apos refrigeracao inicial (dados nao apresentados).
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FIGURA 6 -Densidades populacionais na comunidade bacteriana em solo de Cerrado
(LE), da regido de Sete Lagoas-MG, com vegetagéo nativa, em resposta
a utlizacdo de meios de cultura e ao tempo de armazenamento das amos-
tras de solo em condigbes ambientais, apos refrigeracdo de 48 horas.
As densidades das populagdes de actinomicetos foram determinadas no meio WAKSMAN.

As densidades diferenciadas apresentadas pelas populagdes bacterianas em
relacdo ao tempo decorrido entre a coleta da amostra e a sua utilizagado laboratorial,
podem estar associados com o estresse provocado pelas mudangas nas temperaturas
do solo, determinando modificagdes qualitativas e quantitativas na comunidade bacteri
ana. Desta forma, populacbdes bacterianas que apresentam crescimento e atividade

otimizados na temperatura ambiente em que as amostras foram utilizadas estariam
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sendo beneficiadas. Tem-se observado que temperaturas fora da faixa 6tima, provocam
depressao tanto nas populagbes microbianas como nas suas fungcbes, em valores
superiores a 50%, podendo atingir 99% (Cattelan & Vidor 1990a). Estas variagdes
também podem ser consequéncia da refrigeragao inicial em que as amostras do solo
foram submetidas, determinando, em parte, o ritmo metabdlico e o crescimento das
populagcdes bacterianas.

As densidades das populagbes de bactérias em geral, das resistentes a 1,25 e
5,0 ug de estreptomicina /ml e 2,5 e 10 ug de cloranfenicol /ml e de actinomicetos foram
avaliadas em solo de Cerrado da regido de Planaltina com vegetagdo nativa e com
cultivo de soja em fungdo do tempo de armazenamento das amostras de solo em
condigdes sem refrigeracao e refrigeradas (Figura 7). Observa-se que as densidades
das populagdes bacterianas em resposta as condi¢cdes especificadas foram variaveis.
Nas amostras de solo sem refrigeragdo, os numeros de UFC /g solo seco das
populacdes de bactérias com resisténcia natural aos antibidticos estreptomicina e
cloranfenicol foram maiores do que ao das amostras sob refrigeragao.

Verifica-se também que o comportamento das populagcbées de actinomicetos foi
variavel. Nas amostras sem refrigeragdo com solo sob vegetagéo nativa, as densidades
das populagdes destes microrganismos variaram de 1 a 29,5 x 10* UFC /g solo seco.
Enquanto que, no solo cultivado a variacéo foi de 8,9 a 112,2 x 10* UFC /g solo seco.
Em contra partida, nas amostras refrigeradas, houve um declinio nas densidades
populacionais em 96 horas, estabilizando-se em 144 horas nestas condi¢des.

Os efeitos observados podem estar associados a varios fatores, como a
temperatura, cujas influéncias sobre a comunidade bacteriana foi descrito
anteriormente. A modificacdo na aeragao das amostras provocado pela coleta do solo
€ outro fator que deve ser considerado, visto que tem-se observado que a aeragao
promove modificagdes nas condicdes fisico-quimicas e nutricionais do solo,
influenciando qualitativa e quantitativamente a comunidade microbiana. Porém, seus
efeitos sdo complexos, de dificil avaliacdo e, geralmente, de durabilidade variavel, visto
que dependem também do sistema de cultura (Nuernberg et al. 1984; Cattelan & Vidor

1990a), das variagbes ambientais e da fertilidade e do teor de matéria organica do solo
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(Cattelan & Vidor 1990b; Wardle & Parkinson 1990). Estes resultados evidenciam que a
temperatura do solo é um fator que pode ser determinante da densidade da
comunidade bacteriana nos solos, especialmente na abundancia das populagdes de
actinomicetos, o que confirma observagdes anteriores (Alexander 1980). Deve-se
também ressaltar que a abundancia destes microrganismos pode influenciar as
densidades das demais populagdes bacterianas, através do antagonismo exercido com

a produgéao de antibioticos (Baldani et al. 1982).

UFC x 10 %g SoLO SECO
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FIGURA 7 - Densidades populacionais na comunidade bacteriana em solo de Cerrado
(LV), da regido de Brasilia-DF, no ecossistema natural (A) e no agroecos-
sistema (B), em resposta ao tempo de armazenamento das amostras de
solo em condi¢gdes ambiente (1) e refrigeradas (2).

As densidades das populagdes de actinomicetos foram determinadas no meio WAKSMAN.

6 - CONCLUSOES

1 - Os meios de cultura descritos por Thornton e Waksman mostraram-se
respectivamente mais adequados para as avaliagdes das densidades das populagdes

de bactérias e de actinomicetos.
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2 - A adigédo do acido propiénico ao meio de cultura, além da agao antifungica,
resultou em efeito bactericida indiscriminado sobre a comunidade bacteriana. Enquanto
que a adicao do fenol na diluicdo inicial do solo teve como consequéncia o aumento da
seletividade do meio de cultura, eliminando parte das populacbes bacterianas sem
influenciar as populacdes de actinomicetos.

3 - As estimativas das populagbes bacterianas foram afetadas pelo
armazenamento e pela refrigeracdo das amostras; as contagens foram mais elevadas

nas amostras de solo armazenadas sem refrigeracéo
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