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l-. INT RO DU ç;,_o 

são numerosas as pesquisas efetuadas em todo o mundo, 
sôbre a resistência de bactérias aos mais diversos antibióticos, 
e, sôbre o mecanismo genético dessa resistência. Tais estudos, em 
sua quase totalidade, referem-se a bactérias de interêsse médico, 
devido principalmente, à larga aplicação que os antibióticos. a
presentam em medicina. 

Em relação a bactérias de âmbito fitopatogênico, is
to é, bactérias que causam doenças em vegetais, os trabalhos a 
êsse respeito, são bem menos frequentes. 

Propuzemo-nos então, a estudar o comportamento da 
�anthomona� cam�.5?stris (Pammel) Dowson, com respeito a três dife
rentes ant'ibiÓticos. Tal bactéria, ataca a couve, além de outras 

,, - fi -

Cruciferas, causando a doença conhecida pelo nome. de ttpodridao ne-
gra das Crucíferas n . 

A principal finalidade de nosso trabalho foi a de for
necer uma contribuiç�o ao estudo genético de u:ma bactéria tipi
camente. fi topatogênica e ao mesmo tempo, verificai'"' "ín vi tro 11, o 
mecanismo .da resistência da Xanthomonas campestris à penicilina, 
estreptomicina e aureomicina. Tal estudo apresenta importância 
prática pois o tratamento, principalmente de sementes, com anti
bióticos, vem se difundindo como :prática de grande valor na agri
cultura. tste tratamento, visa o corri.bate a diversas doenças pro
duzidas por microrganismos em vegetais, inc+uindo a "podridão ne
gra das Crucíferas", como no caso em aprêço. 
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2, REVISÃO DA LITERA�UP� 

A lit13ratura publicada a respeito da ação dos·anti
biÓticos é do aparecimento de formas resistentes êm bactérias de 

., . 

- . 

interêsse médico, e bastante vasta. As revisoes de :Bryson e 

Szybalski em 1955 (4), de Finlann. em 1956 ( 14) e ·a de Schnitzer
e Grunberg ( 27 ) publicada em 1957, dão uma idéia da complexida
de do assunto. 

No que so refe.ro à bactérias fi topatogênicas , a li
teratura a rospeito ó bem mais rostrita,, Encontramos trabalhos 
efetuados em campo, visando o contrôle de _doenças vegetais, com
finalidades práticas e, também encontramos, alguns estudos rea
lizados com bactérias 11in•vitro n, a fim de se ensaiar sua resis

tência à drogas � Sôbrc o assunto, Zaumeyer ( 34) em 1956 e nova
mento Zaumeyer ( 35) em 1958, apresentou notáveis revisões, dan
do u:rpa perfoi t·a idéia de como se encontra o problema até e·ssa é
poca. 

Os trabaJhos publicados, com bactérias fitopatogêni
cas , explorando o campo da Genética da rosistênci� a antibiÓti� 

~ 

cos, infelizmente sao raros . 

lVIitchel, Zaumeyor o Anderson ( 24 ) om 1952, referem
se à resistência que Xanthomonas_J>Jlaseoli e outras bactérias fi
topàtogênicas podem adg_uirir, à estreptomicina, g_uando em contacto 
com essa droga. 

English o Van Halsema ( 13) em 1954, vorificara-rn g_ue 
em certas Xanthomonas e Erwinias, mutantes resistentes, eram mui
to menos frog_uentos g_uando se combinaram dois antibiÓticos 5 no 

caso a estreptomicina e a terramicina. 

Carmona-Gomez ( 5) em 1956, trabalhando com Xa��
monas ]2haseoli variedade fuscans e Xanthomo.nas vig.aicolaz veri
ficou, g_ue o mecanismo genético da re sistência dessas bactérias 
ao antibiótico A-C, produzido por um Streptomyces; seguia o mo
dôlo g_ue Demerec, ( 9 ) denominou de 11múltiplos passos" ( 11 multi-
ple-step 11 ), isto 6, efetuando-se várias transferências das bacté
rias em doses cada vez maiores do antibiótico, a resistência ia 
aumentando. A Xanthomona.s _phaseoli � que inicialmente crescia ape
nas em concentrações menores que 0,75 f-,�g/ml, após nove transfe-
rêmcias com intervalos de dez dias entro cada um.a, conseguiu 
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$Ul)Ortar 300 rg/ml. A XanthOf!:!Onas vig.aicola:, iniçialmonto rG sis

tonto a 3 JJ.g/rnJ..., coúscgu.iu resistir a 400 j-J--g/ml� :Devido a tal

fato· o autor aconselhou o uso dG dosos altas da antibióticos 
' . 

no combato a doenças de vogotais. Citou também o fato de q_uo cer

tos métodos de combato a bactérias om campot a princípio deram 
bons resultados práticos para depois não sorem mais afetivos. 
Isto só podo ser oxplicacl.o pela rosistôncia adg_uirida p0la bactó ... 

/ ria.passo apos passo. 

Coroy e Starr ( 6, 7) om 1957, solocionaram �utan
tcs resistentes à ostroptomicina, em Xanthomon�s »h.ê:.seoli. So
moaram um grande nún1oro do bactérias om placas à.e Petri, conten
do meio nutri tiva mais 250 jl- g/ml do ostroptomicina. Nessas con-. 
diçÕes, sàmentG as bactérias rosistontos puderam_ forma:r colônias.
Verificaram que tais mutações ocorroram em un1 só passo. Realiza
ram ainda, ox:porimontos de transformação, conseguindo obter bacté• 
rias rosistentos ao antibiÓtiéo, misturando células sensíveis 
com DNA proveniente de bactérias resistentes. 

Gyorffy, Iigali, Kallay, Karasz, Klémont o Szende 
( 16 ) om 19 59 na Hungria, trabalhando com a Xanthon1onas phas.�
li variedade fuscans, estudaram mutantos dessa bactéria, resis
tentes a três difor::mtos antibióticos; penicilina, estreptomicina 
e cloranfonicol. Verificaram q_uo a rosistõnoia à estreptomicina, 
ocorro num.só passo, o quo não acontoco com a ponicilina o clo
ranfenicol. Efetuaram também experimentos do transformação, com 
bactérias sensíveis o. resistontos à estreptomicina, obtendo uma 
menor frequência do células transformadas do que a achada por 
Coroy o Starr ( 7 )� 

Starr ( 29 ) em. 1959, foz uma revisão a respeito do 
estudo genético de bact�rias fitopatog�nicas, citando o fato de 
quo o carátor rosistôncia à estreptomicina da X�thomonas J?hasoo
li pode ser também incorporado a outras ospÓcies do mesmo gôno
ro, mediante oxperimGntos de transformação • 

Quadling ( 26) em 1960, no Canadá, publicou um es
tudo bastanto completo sôbre a resistência da Xçi,nthomonas _;ph§SGO
li linhagem XP 8 ao antibiótico estreptomicina. Obto-...ro não só, 
mutantes rosistontos à droga, como também depond3ntos. Estudou a 
taxa do mutação oxpontânoa do resistGncia à Gstroptomi.cina o, vá
rias propriedades dos mutantos resistentes. 



= 4 = 

Tra tand.o agora, mais particularrnonte t da Xanthomonas 
cainpostris, verificamos g_uo ató o prosEmte, as :publicações a res
peito, r�foreni-so apenas à aplicação de drogas 11 in vitro tt_ e à 
aplicação do antibi6ticos om somontos de vegetais atacados por 
essa bactéria, com finalidaêles práticas. Não se cogitou, ao g_ue 
paroce., da realização de Úill trabalho sob o ponto de vista da ge
nética da resistência a antibióticos

> 
com a referida bactéria. 

Em 1946, Gilli ver ( 15 ) , ensaiou "in vi tro ;i, a ação 
do treze substâncias antibiÓticas om fungos e bactórias fitopa
togênicas,incluindo a Xanthomonas campestrts. Utilizou diluições 
sucossivàs de antibióticos em meio lÍg_uido. Para a penicilina, 
concluiu g_ue, a bactéria era inibida, em doses maiores do g_ue 8 
\Ulidades Oxford por mililitro� 

Sutton o Bell ( 30 ) em 19 54, part.indo do fato de g_ue 
a aureomicina, inibe o crescimento da Xanthomonas campostris em 
concentrações do 0,05 yg/ml a 0,1· j-lg/ml, utilizaram soluções 
do aureomicina, em várias concentrações para o tratamento de se
montos. Por comparação com outros tratamontos

j 
verificaram g_ue a 

aureomicina em solução de concentração 1:1000, atuando trinta mi
nutos sôbrc as sementes, apresentou os melhores resultados no com 
bate à bactéria. 

Thirumalachor, Patol, Kulkarni o Dhand ( 33 ) om 1956,

na India, ensaiaram nin v:i,.tro il a atividade da auroomicina, tcrra
micina, :penicilina G, dihidro-cstroptomicina_o cloranfonicol om 
trinta o duas ospÓcios do gônoro Xanthomonas. Os antibióticos 
foram ensaiados por difusão om meio sólido nas concentrações de 
20 ;i.g/ml para a dihidro-ostre:ptomicina, 50 rg/ml para a peni
cilina e 60 )J..g/ml para os outros antibióticos usados. Houvo for
mação do halo do inibição cm Xanthomonas camp�_§.!._ri::,, para todos 
os antibióticos usados, exceção feita à penicilina. 

Ark e Stanley ( 1) cm 1956, fazendo uma revisão sô
bro o assunto, citaram a aur'JQmicina como cf::;tivo antibiótico 
contra Xanthomonas campostris. 

Lindenfclsor, Pridham., Shotvvoll o Stodola ( 21 ) cm 
1958, verificaram q_uo a Xanthomonas campostris ó inibida por 
80 jJ- g/ml de duraillicina o, quo a concentração bactorictc1a do an
tibiótico para essa bactéria foi elo mais do 100 f-g/ml. 
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:i\Tohta, Gottlieb o Powoll ( 23 ) em 1959, fizoram es
tudos com trinta osp6ciGs do bactérias fitopatogênicas em rela
ção à vancomicina. Para a Xa:r:itholllonas campestris, a concentração 
inibitória foi de 0,5 j-J--g/ml. 

3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 - Bactéria usada� Xanthomonas camFestris (Pammol) Dowson

Esta bactéria, oricontra-so largamonto espalhada por 
todo o globo ( 12 ), sendo isolada do cortas vegetais como a cou

ve e outras Crucíforas. Todo o nosso trabalho, foi conduzido com 
uma linhagem isolada de plantação de couves existente na Secção 
de Genética da Escola Superior do Agricultura "Luiz do Queiroz", 
em Piracicaba. 

O ásolamcnto o identificação da bactéria foi reali
zada segundo as normas ditadas pelo Nfanual of Methods for Puro 
Culturo Study of Bactoria ( 28) o sua classificação, feita com 
o auxílio do Borg_ey's Manual of Dotorminativo Bacteriology ( 3 ).

Após 3cr isolada e classificada, a bactéria foi man
tida om estoque o repicada de mês om môs. Todos os experimentos 
sempre que possível foram conduzidos com a bactéria na fase lo
garítmica de crescimento. 

Para detorrninar-so o número do bactérias 
. , .

VlQ.VGlS nu-
ma cultura do tempos em tempos e a fase logarítmica do crescimen
to, foi necessário o estudo da curva do crescimento da bactéria, 
efetuada através do número do bactérias viáveis no. cultura. Para 

tal, um número determinado de bactórias, de cultura idosa, era 
inoculado em tubos com moio do cultura 
amostras de 0,1 ml eram plaqucadas, cm 
placas do Pctri, com meio sólido. Após 

e de temiJos em tempos ' - ' 

diluições apropriadas, em 
incubação por quatro dias 

a 28ºC, foi fe:Lta a contagem de colônias nas placas. Conse:guiu
se assim, determinar a curva de crescimento e o tempo de cada ge
ração da bactéria. 

3. 2 - M�i�_de cultura o drogas

O meio líquido u-sado, foi o líquido nutrionte, con
tendo 5 gramas d.e :peptona e 3 gro.mas do extrato de carne dissol
vidos cm 1000 ml de água destilada. O meio sólido foi o nutriente 
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ágar, contendo peptona { 5 gramas) extrato de car.a.o ( 3 grama$) 
e ágar (15 gramas) dissolvidos em 1000 ml de água destilada. 

Os antibióticos utilizadas for�m� Sulfato de Dihidro
-estre:ptomicina do Iiforck Shar:p & Doh:mo $.A., ponicili:na 'G potás
sica cristalina da Fontoura - Wyoth S,A. e cloric1rato de clorte
tracilina cristalina do Cyamamid Química do Brasil S.A., divisão 
L d 1 P . .o ·1·a ª I t . e er e. ara maior .caci i .acto, ais antibióticos serão designa-
do$ por estreptomicina, penicilina o auroomicina, respectivamen
te. As soluções de antibióticos fornm sompro preparadas, niomentos 
antes do serem_utilizadas, por dissolução de quanttdados apro
priadas dos mesmos, om água destilada esterilizada. 

3. 3 - Descrição dos expo.rimento s em g_u.-9. so usaram anti bióticos-.

·3.3.1 - Antibióticos cm meio sólido

t t, . , . Xan homonas camJ2estris, no os agio maximo do crGsci-
monto, era semeada om diluições apropriadas, cm placas de Petri, 
contendo meio .2Ólido mais antibiótico. 

Para a estreptomicina fora� usadas as concontraç3os 
do l; 2; 3; 5; 6; 10; 20; o 40 f-l.g/ml. 

Para a penicilina, concontraç3cs do 10; 20; 30; 50; 
100; 200; 500 e 1000 p.g/ml fo;ram usadas • 

./ 

Para a aureomicina, usou-so concontraçõos do_0,025; 
0,05; 0,075; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5i 0

1
6; 1 e 21ug/ml.

O contrôlc foi foi to por plaquoar110nto da mesma cul tu
ra em moio s6lido sem antibi6ticos. 

Semeou-se sempre O,l ml da cultura, espalhando-se a 
seguir com. o espalhador do vidro o, incubando-se do cinco a sois 
dias, a 282c. Após êsso período, ofotuou-so a contagem das colô
nias. 

~ 

Por com:paraçao entre contrôlo e tratamentos, tirou-se 
a porcentagem do sobrovivcmtos nas di vorsas concentrações de an- · 
ti bióticos. 

3.3.2 - Antibióticos cn ncio líquido 
.. .........,__� ---- -� 

Um pequeno número do bactérias foi inoculçi,do cm tubos 
contendo 10 ml do lÍg_uido nutriontc mais antibiótico. 



= 7 = 

Para a estreptomicina foram usados tubos com seis di
f0rentes coricontraçÕes, a sabor� 3; 4; 5; 6; 10 e 20 )-l-g/ml; a
mostras de O,l ml foram retiradas depois de 1, 2, 2 1/2 e 24 ho
ras, e semeadas em nutri0:nto ágar. 

Pa±a a penicilina, foram usadoa �ete tubos, com as 
concentrações de 10 i 20 f 40; 100; 200; 500 e 1000 • )l- g/ml � Amos
tras do 0,1 ml foram r0ttradas após l; 4i 6 e 24 horas e semea-

, 
' 

' 

das em nutriont0 agar. 

Finalmonto, para a auroomicina, foram usados oito 
tubos com concentrações dG O,Oli 0,02; 0,04; 0,08i 0,16; 0,32; 
o,64 e 1 7 28 ,Mg/:ml e amostras do 0,1 ml foram retiradas· após 
1 h•Jra, 2 horas, 4 horas, 24 heras e 48 horas e, semeadas em nu
triente ágar. 

Os plaq_ueamentos sempre foram do O,l ml das culturas, 
om placas de Petri com nutrionto ágar, espalhando-se com o es
palhador de vi dr.o. 

o·contrôle foi feito por inoculação do mesmo número
de bactérias em tubo contendo 10 ml do líquido nutriente sem an
tibiótico. As amostras do contrôlo foram retiradas na.hora zero 
e tôda vez, que,se rctiravàm amostras dos tratamentos. 

Tôdas as placas .foram incubadas por quatro a cinco 
dias a 28ºC e após, procedia-se a contagem das colônias. Por 
comparação entre o contrôlc na hora zero e os tratamentos, pu
dercllil ser estabelecidas as .diversas porcentagens de sobrevi ven
tos. 

3,3.3 - Isolagento de mutantes resistentes 

Para a estreptomicina, grande quantidada de bact6rias 
erà plaquGada em nutrionto ágar, ao qual se adicionou lOJJ--g/:ml 
o 20 )J- g/ml do anti biótico. Para cada placa com 20 r g/ml. de os
troptomicina, foi feito título para contagem do nÚfilero de colô
nias, semeando-se a bactória om placas son estreptomicina. Incu
bou-se por cinco a seis di2s a 28QC. As colônias que cresceram
nas placas com antibióticos, oram assim resistentes à estreptomi
cina o foran om seguida isoladas. AlgurJ.as foram ensaiadas em tu
bos com meio líquido contondü concentrações.de O; 0,5i l; 2i lÓ;
100; 1000; 2000; 4000; 8000 o 10.000 jJ-g/ml. Para tal, inoculou
se lli"l poquen6 número do bactórias om cada tubo o depois de incu-
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bação por 5 a 6 dias a 28º 0 observou-se a turvação do líquiqo do 
cultura. Foi feito o contrôle, com O JJ-g/ml de antibiótico e 
também 001;).o contrôle a linhagen original, sonsí vol, foi ensaiada. 

Para a penicilina e auroomicina, utilizou-�e o método 
da placa gradiente (31,32) fazendo-se soto transferências na pe

nicilina e sete na auroomicina com intervalos do seis dias entre 
cada uma. Os gradientes usadcs para o, penicilina foram os seguin
tes: 

lº • o a. 10 ,JJ--g/ml 
2º . o a 20 

1
u. g/ml

3º - . o a 50 j>--g/ml
4º � o a 100 j-l g/ml 
5º . o a 200 p..g/ml
6 º . o a 400 f-lg/ml 
7º - o a 1000 JJ-g/ml 

Colônias isoladas do Último gradiento,foram ensaia
das em meio líquido mais O; 10; 20; 50; 100; 200; 400; 500 e 
1000 .>1'-- g/ml e a leitura foi ta pela turvação do meio de cul tur�. 
A oul tura original foi taEibÓm ensaiada na.s mesnas concentrações. 

Para a aureonicina, os gradientes foram os seguintes: 

lº . o a 0,4 f-g/ml
2º . o a o., 8 f'g/ml
3º . o a 1 j-J-,g/nl
4º . o a 1,5 p.g/1:tll
5º . o a 2 f-g/ml 
6º � o a 2, 5 fJ-g/ml
7º . o a 3 yg/ml 

Colônio.s isoladas do Último gradiente, foram ensaia
das em meio líquido mais O; 0,01; 0,02; 0,04; O,l; 0,5i l; 2 e 
4 rg/rnl e, a leitura, feita pela turvação do meio de cultura 
após 5-6 dias do inoo.bação a 28QC .• A cultura original também 
foi ensaiada nas mesmas concentrações. 

3.3.4 - B.2..ê_istência cruzada 

Foi ensaiado mutante, resistente à estreptomicina, em 
relação i resistência para auroomicina e penicilina. Mutante, 
resistente à :penicilina, foi ensaiado em aureOnicina e estreptomi-
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cina e; mutante resistente à aureoLlicina, foi ensaiado em. es

treptomicina o penicilina. 
, 

Os ensaios forai:1 f'ei tos, inoculando-se UJll peg_ueno nu-

mero de b2.ctérias 0111 10 :c.ll de meio lÍq_Ú.ido :m.ai s O, 5; l; 2; 10; 
100 e 1000 rg/rnJ... d.o O strGptomicina, 10; 20; 50; · 100; 200; 400 

.e 1000 JJ-g/ml para a penicilina e, 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; O,l; 

O, 5; 1 i 2 e 3 
J
IJ... g/rü do aurcor'..licina, 

Após incubação por cinco a seis dias a 28ºC, foi fei

ta a leitura nos tubos inocula.dos, considerando-se a turvação do 
moio do cultura. Foi feito son�ro, o contrôlo, com a bactéria 

sensível. 

4. RESULTADOS OBTIDOS

4.1 � Identificaçio o classificação da �spÓcie

Uma voz isolada a bactória, em cultura pura, on vasos 

de caule, tlpican1cnt2 infestaà.os, de Brassica oloraceae varie-
dade acephala aplicarai:i-se os testes norfolÓgicos e biog_uÍnicos 

para a identificação da mos:cia. Obtiverar.1-se Os seguintes resul

tados: 

Forna - Bacilos retos, isolados 

DinensÕe s - O, 3 a O, 4 JJ.. do largura por 1 a 3 j>-- de
comprimento. 

polar. 

Coloração de Gran - Gran no�ativas 

r�fotilidado - i:1óvois 

Coloração de flagelos - flagelo presento, on posição 

Esporos - ausentes 

Produção do gás sulfÍdrico - positiva 

Produção do catalase - positiva 

Amido - fortemente hidrolizado 

Nitrato •- não reduzido 

Loi te - cc,agulou cm una semana 

Indol - fracrunento produzido 

Vornolh.J c1c r.ictila - negativo 
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Voges0-Proskauer - negativo 

Ação em carhohidratos .- glucose,. sacarose, lactose, 
manitol e glicerol - acidi
ficaram e não produziram gás. 

Gelatina - pouco lig_úefe;ita 

Tipo de crescimento em tubos com nutriente - ágar 
inclinado - crescimento - bom 

coloração - amarelo forte 

linha - filiforme 

lustro - luzidio 

Colônias em nutriente-ágar - bordos - lisos 

forma - circular 

côr - amarela 

lustro - luzidio 

1 Colônias em extrato de carne-ágar -· côr - amarela 

Crescimento a 28ºC no lÍg_uido nutriente 
vando todo o meio e sedimento amarelo no fundo. 

Crescimento a 37ºC - nulo. 

bom, tur-

Pela chave de classificação do Bergey's Manual of 
D�terminative Bacteriology, ( 3 ) a referida bactéria ficou en
g_uadrada dentro do gênero Xanthomonas e, na chave de espécies 
dêsse gênero 1 eng_uadrou-se na espécie Xanthomonas cam;pestris 
(Pammel, 1895) Dowson, 1939. 

4. 2 - Determinação da curva de c�escimento

A curva de crescimento em lÍg_uido nutriente, a partir 
do numero de bactérias viáveis,foi calculada. Os _resultados de 
três experimentos estão no g_uadro I. O gráfico_I, representa o 
número de bactérias viávies em função do tempo. 

O cálcu+o do tempo de geração ( 20 ), foi feito entre 
24 e 54 horas� sendo pela fórmula g_ue se s_egue abaixo 5 Nf = nú
mero de bactérias na hora 54, Ni = número de bact,&rias na hora 24 
e n o número_ de gcraçÕes 9 Nf = Ni x 2n • Substituindo-se os dados 
obtidos (Quadro I), na fórmula, teremos : 

3,0 X 108 
= 5,3 X 102 

X 2n

.n = 19,1126 gerações (30.horas) 
1 geração = 93,6 minutos. 
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Quadro I - Número médio de bactérias viáveis/ml em diversos tempos 
(Resultados de 3 experimentos) 

* 
Nº méciio 

Horas Diluições de colônias 
por plaoa+

8 

o sem diluir 311,3

8,6

11 

3 sem diluir 457 

14 

14 

6 sem diluir 768 

--

26 

9 sem diluir 810 
16,3

5 

24 10-3 150 
4,1

77 

30 10-3 3200 
--

· 8

48 10-7
220 

4,3 

21,2 
54 10-8 1194

--

3 

72 10-10
--

13,3 

--

96 10-10 81 

40 

* 0,1 ml plaqueados ·

N2 de 
bactérias 
viáveis/ml

80 
3113 

86 

110 
4570 

140 

140 
7680 

--

260 
8100 

163 

5,0x104

l,5x106

4,lxl04

7,7xl05

3,2xlü7

--

8,0xl08

2,2xlO
lO

4,3xl0 8

2 lxlO
;io 

' 

1 lxl012
' 

--

3,0x1011

--

l,3xl012

--

8 , lxl012

4,0xlü12

Redução a . 
uma bactéria 

1 

1 
1 

1,4

1,5

1 6 ' 

1,8

.2, 5
--

3,2

2,6

· 1,9

6' 2xl02
' 

4,SxlO� 

4,8xl02

· 9, 6x103

li 0xl04

--

l,Gxlü7
. 

6 
7,0xlO

5,0xl06

2,6x108

3,5xl08

--

3 , 8xl0g

--

l,5xlOlO

--

2,6xl0g

4,6xlOlO

'. 

+ pelo menos 3 placas

Médias 

1 

1,5 

2,2

2,7

5,3xl0 2

9,8xlü3

7,3xl06

3,0xl08

. 9 9,4xl0 

2,4xlOlO
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4.J. Resistênci�_da bactéria a antibióticos adicionados ao
meio sólido. 

- . . . 

4. 3 _. l - Estreptomicin�

Os nÚD1eros de sobroviventes nas divers�s concentra-
~çoes de estreptomicina, encontram-se no g_uadro II� Colocando-se 

num gráfico, a :porcentagem a_e sobreviventes em relação às con
centrações do estreptomicina, vamos obter uma curva que vai mos
trar como se processa a quoda da viabilidade com o aumento da 
concentração do antibiótico (gráfico II). A linha.pontilhada 
nesse gráfico, inuica como se processaria teoricamente a g_ueda 
de viabilidade, se o material fôsse uniforme com relação à re
sistência à estreptomicina. 

Nas placas com a estreptomicina, aparecem dois tip9s 
distintos de colônias; brancas puntiformes e amarelas normais. 
As primeiras surgem e� concentrações mais baixas do antibióti
co (átÓ mais ou menos 10 �Lg/ml). Para o cálculo da porcentagem 
de sobreviventes, as contagens foram feitas independentemente 
do tipo de colônia. 

4.3,2 - Penicilina 

Os nú.moras de sobreviventes em porcentagem, nas di
versas concentrações de penicilina usadas, estão no g_uadro III, 
Num gráfico, colocando-so concentração de penicilina, contra por
centagem do sobreviventes, vamos obtor a curva característica pa
ra a penicilina, (gráfico III). A linha pontilhada indica como se 
ria a curva teórica se o material fôss�•completamonto uniforme
com relação à resistência à penicilina. 

4.3.3 - Aureomicina 
As porcentagens de sobroviventos nas diversas concen

trações de auroomicina usadas, encontram-se no g_uadro IV, O grá
fico IV mostra a curva do resistência da bactéria ao antibiótico. 
A linha pontilhada indica como continuaria teoricamonto a curva, 
so a população fôsse uniforme com relação à resistência à aureo
micina. 

1 

4.3.4 - Com;ea_ração entre as três cur1vas d.o sobrevivên-
cia obtidas. ··1

As curvas 
micina, penicilina o 
apresentam o aspocto 

obtidas om relação à sobrcrivôncia à ostrept� 
auroomicina, adaptadas cm.uma mosma escala , 
reproscmtado no gráfico v. 1 
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Quadro II - Porcentagem de sobreviventes à estreptomicina 
adicionada ao meio s6lido 

(Resultados de 3 experimentos) 

Concentra- NQ médio 
ções de es-

~ * de colô-diluiçao t reptomici- nias por 
na ( µ.g/ml) placa+ 

I 

10-9 50 
o 10-10

16 
10-7 7 

10-8 400 

1 10-10 40 
10-7 5,3

10-8
140 

2 10-8
64 

10-6. 26

10-6 400 
3 · 10-7 208 

10-4 70 

10-4 106

5 10-6 8 

10-2
21 

10-2 
22 

6 10-4 8 

s/diluir 80 

62 

10 s/diluir 23 

11 

1 

20 s/diluir 5 
0,1 

5 
40 s/diluir 48 

1o 

* 0,1 ml plaqueadas

NQ sobre-
viventes 

-

5,0xl011 

l,6x1012

7,0xl08

4,0xl011 

4,0xl012

5,3xl0 8 

l,4xl011 

6,4xl0lO

2,6xl0 8

4,0xl09

2 lxlO
lO 

7,0xl06

1 Ox107
. ' 

8,0xl07

2,1x103

2,2xl04

i:; 
8,0xl0-'

8,0x1Ó2

6,2xl0 2

2,3xl0 2

l,lxl02

l,Oxl01

5,0xl01

1 

5,0xl01

4,8xl02

o 

Pordenta- Porcen-
gem sobr_g tagens 
viventes médias 

100,0 
100,0 100,0 
100,0 

80,0 
100,0 85,2 

75,7

28,0 
4,0 23,1

37,1 

0,8 
1,3 1,0 

.1,0 

2,0xlo-3

5,0xl0-3 2,4xl0-3

3 ,Oxl0-4

4,4xl0 -6

5,0xlO -5 5; 1x10-5

l,Oxl0-4

l , 2xl0 -8

l,4xl0 -8 5,7xl0 -7

l,7xl0-5

2,0xl0-9

3,0xl0-9
4 ,8xl0-8

l,4xl0-7

l,QxlO -8

3,0xlO -8 l,3xl0-8

o 
--�-

+ média de 3 placas no mínimo
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Quadro III- Porcentag'em de sobreviventes à penic_ilin·a adi
cionada ao meio sólido 

(Resultados de 3 experimentos) 
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jc�ncentra-
lçoes de . . ~ * 

Nº médio 
·d.e col6-

Porcen-
NQ sobre- Porcenta- tagens 

penicilina diluiçao nias por viventes gem sobr� 
.( p,g/ml). plaoa+ : viventes médias 

/ 

223 2;2xl09 100,0 

o 
1 

10-6 150 l,5xio9 ' 100,0 100,0 
8 ' 

1 60,8 6 ,lxlO 100,0 

10 -6 16,4 l,6xl0 8·
7 , 4

10 10-4
735 7,4xl07

4,9 5 ,7 
10-4

298 3,0xl07
4,9

10-4 
68 6,8xl06 3,lxlO -1

10..,..4 
50 5,0xl06 -1 -120 3,3xl0 3,0xlO 

10-2 1600 6 
6 -1l,6xl0 2, xlO 

10-4 3 3 ,0xl05 l,4xl0 -2

30 10-4
5 5 ,0xl05

3,3xl0 -2 2,3xl0 -2

10-2 128 l,3xl05 2,lxlO -2

e/diluir 77 
2 

3,5xl0-5
7,7xl0 

50 10-2
39 3,9xl04 2, 6xl0-3

5 , 2xl0-3

10-2
79,3 7,9xl04 l,3xl0 -2

10-2 17 l,7xl04
7,7xl0-4

100 -- -- -- -- 4, 4xl0-4

10-2 o,6 6,0xl02 l,Oxl0-4

s/diluir 260 2 6x105
' l,2xl0-4 

200 s/diluir 250 2,5x103 l,7xl0-4 l,4xl0-4

-- -- -- --

1 o o o 

500 s/diluir o o o o 
o o o 

o o o 

1000 s/diluir o o o o 

o o o 

�i- O, 1 m_l plaqueados + médias de 3 placas pele menos



100 

. 

::,. 
(1) 

10 

H 
,o 
o 1
Ul 

10-2

10-3

10-4 
1 
o 

• 
, 

1 

\\ 
\ o 
1 

.\ 
\ 

\ 

' 

\ 

\ 

1 

' 

\ 

\ 

' 

' 

1 

1 

1 

1 

1 

\ 

' 

50 

Gráfico III - Resistência à penicilina 
em meid s6lido 

o %s em cada repetição
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Quadro IV - Porcentagem de sobreviventes à aure0micina 
adicionada •ao meio sólido 
(Resultados de 3 experimentos) 

Concentra-
ções de ªJ:! 
reomicina 

(j-J-g/ml) 

o 

0,025

0,05

0,075 

0,1 

0, 2 

0,3 

0,4 

0,5

0, 6 

1 

2 

. . ~ * d1lu1çao 

10-6

10-7

10-6

10-6

10-6

10-6

10-4

10-2

s/diluir 
. s/diluir 

s/diluir 

s/diluir 

s/diluir 

s/diluir 

s/diluir 

s/diluir 

* 0,1 ml plaqueados

Nº médio 
de colô-
nias por 
placa+ 

880 
26 
66 , 6

800 
208

60 

500 
90 

8,5

2 
11

5 

26 

25 

1,8

23 

50 
16

3 

9 
0,75 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

NQ sobre-
viventes 

8, 8xl09

' 92,6xl0 
6,6xl0 8

8,0xl09

2,lxl09

6,0x108

. 5 ,OxlO 9

9,0xl08

8,5xl07

2,0xl07

l,lxl08

5,0xlO 7

2,6x106

2,5xl06

l,8xl05

2,3xl04

5,0xlü2

l,6xl02

3,0xl01

9,0xlü1

7,5

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

Porcenta-
gem sobre-:-

viventes 

100;0 
100,0 
100,0 

90,9

80;7 
90, 9

56,8

34,6 
12, 9 

O ,23. 
4,2

7,6 

2,2x10-2

9,6xl0-2
' 

-2
2,7xl0 

2,3xl0-4

l,9xl0-5

2,4xl0-5

3,4xl0-? 
3,5xl0 -6

' -6l,lxlO 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

+ pelo menos 3 placas
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Porcen-
tagens 
médias 

100,0 

87,5

34 t8

4,0 

4,8xl0-2

9,lxlü-5

l,6xl0-6

o 

o 

o 

o 

o
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4 4 Rosistôi1.cia da bact,5ria a antibióticos adicionados 
. . - --· -· ··--" . .  .. .. .. ··--- . . -�·�� ..

.. 

ao meio l"Íq_uido 

4.4.1 - Estro�tomicina 

O g_uadro·v dá o número de sobreviventes, em têrmos de 

porcentagem, nas diversas concentrações usadas. 

NUL.1 gráfico, colocando-se nas ordenadas, a porconta

gom de sobrovivontes e, nas abcissas, o tempo do ação da droga� 

vamos obter curvas relativas a caà.a concentração do antibiótico 

usada. (gráfico VI). Para so salientar o decréscimo. de vabilida

de n�s diversas horas om que foram retiradas as amostras, podemos 
colocar em um dos eixos.a :porcentagem de sobreviventes.o no ou
tro Qixo as concentrações de ostro:ptomicina empregadas, (gráfico 

VII). 

Quadro V - Porcentagens de sobreviventes em relação ao número 

de bact0rias inoculadas. Estreptomicina 

Tempo 

(Porcentagens m�dias de 3 experimentos) 

ConcentraçÕos de 

... -

estreptomicina (j-Lg/ml)

(Horas) o 3 ' 4 5 i 6 10 20 

l 100* 26;5 2,04 9,1 6,7 0,5 o 
� . "· 

2 100 1,15 0,5 0,1 0,1 o o 

,._ =-

2 1/2 100 ó, 53 0,028 o o o o 
. .

24 100 o o o o o o 

* c0rca de 3xlo3 
a 5xlo3 bac. inoculadas/rol. 
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4.4.2.- Penicilina 

O quadro VI dá as porcentagens de sobrevivência nos 
diversos tempos de retirada de amostras o, concentrações usadas. 

Da mesma forma que para a estreptomicina, os gráficos 
VIII e IX dão as relações entre concentrações de.antibióticos, 
tempo de contacto e porcentagem de sobrovivontes. 

Quadro VI - Porcentagons de sobreviventes em relaç;o ao número 
de bactérias inoculadas. Penicilina. 

Tempo 
(Horas) 

4 

ó 

24 

(Porcentagens médias de 3 experimentos) 

------

o 

100* 

100 

100 

100 

- · - - �-

ConccmtraçÕos 
10 20 

100 100 

100 100 

-

100 100 

100 4,9 

de penicilina 
40 

i 
100 

34,0 69,0 

23,8 22,7 

17,0 5,0 

. - ,. o, 51 

* de 6xlo3 até 2xlo4 bac/ml.

()-J--g/ml) 
200 500 

i 

22,7 34,0 

10,6 1,8 

2,5 o,85 

·-

o o 

i 
1000 

4,9 

0,45 

o 

o 

•



Gráfico VIII - Decréscimo da% de sobreviventes 

com o aumento da concentração de 

penicilina� 

24 -

100 ------------- O e 10 -�--------
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a., 
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Gráfico IX - Decr�scimo da% de sobreviventes 
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O .quadro VII aproscnta as porcentagens do sobrevivên

cia nos tempos e concentrações usadas. 

Como para os dois antibióticos antorioros, po-d.em ser 

construidos gráficos salientando as rolaçÕos ontro o docróscimo 

da viabilfdade com o aumento de conçcmtração do antibiót·ico e 

-tompo do contacto (gráficos X o XI).

Quadro VII - Porcontagcns do sobreviventes om relação do nún1ero 

de bactérias inoculadas - Auroomicina 

(Porcentagons mÓdias do 4 Experimentos) 

TEMPO 1 Concentrações de aureomicina (p.g/ml) 
(Horas) 

o 0.01 0.021 0,04 0,08 0,16 0,32 o,64 1., 28 

1 

2 

4 

24 

48 

100* 100 :100 

1 

100 100 100 

100 ,100 100 

100 100 100 

100 100 100 

43,7 

40,7 

8,8 

8 -2,5xl0 

o 

.. 

43,8 

42,2 

6,3 

4,7xl0 

o 

* 3xl01 até 6x104 bac/ml

-2

1 

37,8 44,5 

41,37+ 

35,8 f 42,1 

35,62+ 

10,1 1 4,7 

7,67+ 

-21 -24,7xl0 
1

4,9xl0 

2+ 
4,82xl0-

o o 

49, 5 

31,8 

11,1 

. -1l,2xl0 

o 

+ médias das %s nas•,,concentraçoes de 0,04 até 1,28./ g/ml

.. 

28,9 

21,1. 

5,0 

6,0xlO -2

o
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4.5 Isolamento do mutantGs rosistontos aos antibiÓt-icos 

A. 5 .1 - ?streptomicina

As colônias, quo.crcscoram om placas de Potri com 
20 r g/ml de e stroptomtcina, foram isoladas o estocadas em nu--, 
trionto ágar inclinado. Tôdas colônias foram amarelas, normais. 
Obtivoram-sc·16 colônias amarelas normais num total de 1,7 'X 1012

bactérias someadas em 31 placas de Petri. A frcg_uôncia :foi então 
de 1 colônia amarela por 1,06 x 1011 bact6rias semeadas. 

As colônias crescidas cm 10 )1-- g/ml de estreptomicina 
foram de dois tipos 9 amarelas norm2,is o grande número de brancas 
puntiformes. Colônias brancas e.amarelas foram isoladas o estoca
das em nutriente ágar inclinado. 

Cinco dG ssas colônias brancas puntiformes, fo·ram en.:.. 
saiadas para rosistôncia ao antibiÓtiçio, om concentrações meno
res iguais e maiores do Que 10 jJ-g/ml. :Em. concentrações menores 
ou iguais a 10 y-- g/ml o material semeado dou o mesmo tipo do co
lônias, isto ó, brancas puntiformes. Em concentraçãQ de 20 µ...g/ml 
~ / 

nao apareceram colôniás ( Quad.ro VIII e gráfico XII). 

As amarelas normais, crescidas cm 10 r g/ml foram 
tamb6m ensaiadas em placas com concontro.çÕos menoros, iguais e; 
sureriores a 10 }lg/ml. Tais colônias deram,croscimento total em 
tôdas as placas (cíuadro VIII e gráfico XII). 

As colônias amarelas normais, então, são mutantes re
sistentes ao antibiótico. Seis dêsses mutantes, foram ensaiados 
em meio líquido mais estrepi;omicina. A leitura,' feita com rela
çã9 à turvação ou limpidez da meio, está representada no quadro 
IX • 



Quadro VlII - Colônias brancas puntiformes e amarelas normais, 
ensaiadas em meio s6lido mais estr-�ptomicina 

Colônias Concent :rações de estreptomicina ( )J--'g/ ml ") 
ensaiadas

-¾ o 1 2 3 5 6 10 20 40 

Branca 1 + + + + + + + - -

Branca 2 + + + + + + + � -

Branca 3 + + + .+ + + + - -

Branca 4 + ' + + + + + + - -

Branca 5 + + + + + + + - -

Amarela 1 + + + + + + + + + 

Amarela 2 + + + + + + + + + 

Amarela 3 + + + + + + + + + 

+ crescimento - a usência de crescimento

d ~ A 8 / / 
* plaquea os 0,1 rol de soluçao de cerca de 10 bacterias ml

100 

-

-

-

-

-

+ 

+ 

+ 

Quadro IX - Mutantes resistentes à estreptomicina ensaiados em 
meio líquido mais diferentes concentrações de an
tibiótico. Comp5;ração com a linhagem original; 

Colônias Concentrações de estreptomicina ()-.l.g/ml) 
ensaiadas 

2ocfo o 0,5 1 2 10 100 1000 4000 8000 10.000 

Mutante 1 + + + + + + + + - - -

Mutante 2 + + + + + + + - - - -

Mutante 3 + + + + + + + + + + -

Mutante 4 + + + + + + + + - - -

:Mutante 5 + + + + + + + + + - -

Mutante 6 + + + + + + + + + ·- -

Linhagem. + .... 
original 

- - - - - - - - -

--------�·-' -�·. � 

+ turvação

sem turvação
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4.5.2 - Peni�ilina 

Os resultados Gstão no quadro X. 

Quadro X - Mutantes resistentes â penicilina, e; linhagem 
original ensaiados em meio líquido mais antibiótico 

Colônias Concentração de penicilina ( _,u�/ml) 
ensaiadas 

o 10 20 1 50 100\200 400 1 500 f 1.000 
1 1 Linhagem + - - - 1 - -

1 
-

original 

Mutante 1 + + + + + - - - -

Mutante 2 + + + + + - - - -

Mutante 3 + + + + + - - - -

Mutante 4 + + + + + - - - -

' 

+ tur\raçao sem turvação 

4.5.3 - Aureomicina 

Os result3dos estão no quadro XI. 

Quadro XI - Mutantes resistentes à aureomicina e, linhagem 
original; ensaiados cm meio líquido mais antibiótico 

Colônias Cone ent ração de aereomicina ( J->�g/ml) 
ensaiadas 

o 0,01 0,02 0,04 0,1 0,5 1 2 4 

Linhagem 
+ + 

1 

+ i original 
- - - - - -

Mutante 1 + + + + + + + - -

Mutante 2 + + + + + + + - -

. Mutanto 3 + + + + + + + - -

.... ... �, ...... � . -�-�-•--. - . -·····--·-··-· ... •-,.•--•---r 

+ turvação sem turvação 

4.6 - Resistência cruzada 

As leituras feitas, pela turvação dos tubos inocula

dos com a b�ctória sensível (contrôle) e com os mutantes resisten

tes aos três antibióticos usados, est;o no quadro XII. 
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5. DISCUSSÃO ros RESULTAOOS

.

,., 

5.1 - Curva _de crescimento e_tompo do goraç_ao 

O gr.&.fico I e· o g_uac1ro I, indicam que a b�ctória, 
apresenta uma lag-fase de aproximadamente,-sois horas., Segue-se 
a fase logarítmica de crescimento quo per,siste at'6 pouco mais 
de sessenta horas. Passado ôsso tempo, a ·bactória ·entra na fase 
'?Stacionária, onde o nú.mero.de bactérias: que morrem ê. compensado 
polo númoro de novas bact6rias quo aparecem. 

'

O tompo· de geração, isto é, q período neco9sário para 
as células dobrarem o seu número foi calculado na fase logarítmi
ca do croscimonto, dnndo aproximadamonto, 94 minutos. Tal resulta-
do, concorda com o citado por Hildebrand ( 17) 

I' ... 

que dà o ,tempo 
do geração do gGncro Xanthomonas a que pertence a bactéria.estu-

, 

dada, entro 55 o 155 minutos e, coincíp.e também com os resulta-
dos onccintro..dos por I-./Jason ( 22) quo determinou o toni:po do gora.;... 
ção da Xanthomonas campe stri s como scn'do de 78 minutos no cal
do glicosado e 98 minutos no cald•J simples, isto é, no mesmo 
meio por nós usado. Assim, os nossos resultados estão de acôrdo 
com os ,dados na literat�ra citada. 

5.2 - OomEortamento Ja_bactGria ym relação a antibióticos 
adicionados ao meio sólido:. 

5.2.1 - Estreptomicina 

Observando�se os resultados apresentados no quadro II� 
e o gr�fico II, verifica-se que o número do colônias formadas do ..... 
crGsce com o aume:mto de concontraçÊÍ.o da estroptomicina. A curva 
dG sobreviventes podG ser dividida G.m quatro partes: A primeira 
(a�Ó cêrca de 1 _µg/ml), mostra quo a viabilidade não docrosco 
ou,_cai muito pouco.� segunda parto da curva (2 a·7 yg/ml) mos-
tra um grande decréscimo do nÚIIlero do sobreviventes com o aumento 
da concentração do antibiótico. A terceira parto da cu:-va, mostr� 
quo a viabilidade continua a cair, embora menos acentuadamente, 
para finalmente, a Última parto da curva, to-mar-se paralela ao 
oixo horizontal do gráfico, mostrando que om'tôdas concontraçõos 
u.sadas aparecGm sobrovi ventos.· 
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SG o :material Gm 0studo, no caso a população de bact0-
rias tratadas com.o antibiótico, fôsse completamente unifonne 
com relação à sua resistência à ostrcptomicina, encontraríamos 
apenas as duas primeiras partos da curva, isto é, as bactérias 
não sofreriam ação do dosos mínimas do  antibiótico e a queda de 
viabilidade seria logarítmica, sogu:j_ndo a linha pontilhada teó
rica, ( 10) indicada no gráfico II. A diferença entro essa li
nha teórica e a realmente encontrada (terceira parto da curva), 
mostra que existem na população� indivíduos mais resistentes 
à estreptomicina do ciuo a maioria da população� A quarta parto 
da curva representa um pequeno número de bactérias que são in
teiramente rosistcntos à estreptomicina. 

JY.rutantos rosistontos à estreptomicina são encontrados 
então após uma única P,.assagem da bactéria no anti biótico, segun-
do o modôlo donomiJ.1.ado po_r J)emorec ( 9 ) do ªum só· passo 1' ( 11 one-
-stcp i'). O colilportamonto da bactéria em relação à resistência à
estreptomic�na, podo ser explicado pela hipótese do que existem 
vários gons detorminando tç1.l rosistência. Tais gons, apresontam 
diferentes potencialidades. Assim, so a mutação ocorrer em um 
gen que determina resist�noia a altas concentrações de estrepto
micina, a bactéria torna-se altamente resistente ac antibiótico, 
om um8 so passagem. 

Domeroc, om 1950 ( 10 ) já ostudou a curva de sobre-:

viv0ncia da Escherichia coli em meio sólido com estreptomicina. 
Polos nossos resultados verificamos que o comportamento de Xantho
monas camuestris é bastante semelhante ao encontrado por Demerec 
em Esoporichia coli. Quadling ( 26) em 1960, verificou quo na 
Xanthomonas �haseoli, linhagem XP8, semeada em meio sólido m8is 
diversas concentrações do ostroptomicina, a maioria das bactérias 
são mortas em concentrações ontre 2 e 8 r--g/m.l. A Xanthomonas 
cam.Jlestris mostra ontão um comporta:mento quase idênticQ ao da 
Xanthomonas :phaseoli com relação à rosistGnci2 à droga.· 

5.2.2 - Penicilina 

O quadro III o gráfic0 III indicam que o awnento da 
concentração do penicilina determina talilbÓfil um.a diminuição ho nú� 
mero de sobroviventos. No gráfico III, verifica-se que a curva 
tom duas partes distinte.s; do cerca d.o 10 a 50 yg/m1, mostra 
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acentuada queda, quo corresponde à grande diminuição-na porcen
tagem de sobreviventes; de 50 a pouco mais de 200 µ. g/ml, a di-
minuição é menos acentuada, e a curva atinge a linha de base. 
A ausôncia da primeira fase da curva, encontrada no caso da es
treptomicina,- isto ét da.fase em g_ue o número de sobreviventes 
seria pràticamente igual ao número de bactérias inoculadas, mui
to provavelmente é devido ao fato de não terem sido utilizadas 
concentrações intermediárias de penicilina, entre O e 10 jJ--g/ml 
em nossos experimentos. A diferença entre a linha pontilhada teó
rica e a realmente encontrada, indica que também para a penici
lina, existem na população indivíduos mais resistentes do que a 
maioria da população. A parte final da curva, encontrando o eixo 
da base d.o gráfico, mostra g_ue com pouco mais de 200 y-. g/ml de 
penicilina adicionada ao meio sólido, não aparecem bactérias 
resistentes. Tal fato concorda com os resultados do Demerec 
(8, 9) publicados em 1945 e 1948, referindo-se à ação de penici
lina sôbre Staphy:lococcus aureus. 

Demerec ( 9 ) admitiu a hipótese de que, provàvelmente 
vários gens estariam envolvidos no processo que determina a re
sistência da bactéria à penicilina. Ao contrário do g_ue foi expli 
cad9 para a estreptomicina, tais gens seriam iguais em sua potên
cia .. Para vizualizar melhor essa interpretação :poder-se-ia supor 
g_ue cada gen mutado.aun1entasse a resistência da bactéria ·à dro�. 
ga em duas unidades. A mutação de um gen, determinaria então urna 
resistência de 2 unidades; um segundo gen mutado, aumentaria pa
ra quatro essa resistência, um terceiro gen que mutasse, aumen
taria para 8 unidades a resistência da célula, e assim por dian

te, sempre em progressão geométrica. A probabilidade de duas 
.mutações ocorrerem simultâneamente, seria tão pequena que pode
ria ser considerada como nula e devido a isso, uma resistência 
a altas do.ses de penicilina não poderia ser obtida num só passo. 
A resistência para êsse antibiótico, como para a maioria dos an
tibióticos conhecidos, segue então o modêlo denominado de 11 múl
tiplos passos 11 (nmulti:ple-step 11 ). 

5.2.3 - Aureomicina 

O g_uadro IV e o gráfico IV indicam, como nos dois ca
sos anteriores, �ue o número d.e sobreviventes diminui, com o au
mento da concentração do antibiótico. A curva representada no 
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gráfico III apre senta 3 partes� de O a O 
1
02 5 j>'- g/ml repr0 senta 

peg_uéna g_ueda d.a viabilidade. De 0,025 JJ-g/ml até cêrca de O,l 
)1- g/ml 

9 
mostra g_ue a queda é bastante acentuada e, de O ;-1 f- g/ml 

em diante, mostra g_ue o decréscimo na viabilidade é menos acen
tuado g_ue o anterior, e a curva encontra a linha da base do grá
fico. Como acontece para os dois outros antibióticos, a diferen
ça entre a linha pontilhada e a realmente encoritraaa, indica g_ue 
na população existem i�divÍduos mais resistentes à droga do g_ue 

a maioria da populaçãoQ 
~ 

Como no caso da penicilina, nao oxiste à parte final 

da curva paralela ao eixo da base, mas, ela encontra.tal eixo 
mostrando que apÓ s certa concentração d·e auroomicina, não se po
dem obter mutantes"em um só passo",pois a resistência à aureomi--
cina ( 2 ), funciona segundo 9 modêlo de"múltiplos passos"já ci
tado para o caso da peniciiina4 

5.2.4 - Compar�ção entre as três curvas de sobrevi

v2ncia. 

No gráfico V, verifica-se que a Xanthomonas campestris 
resiste muito mais à ação da penicilina, seguindo-se por ordem, 

a ostroptomicina e a aureomicina. Tal resultado erà de se espe
rar, pois a p�nicilina tem ação pouco acentuada em bactérias 
gram negativas, ao passo q_ue a estreptomicina age em bactérias 
gram negativa9 e, a aureomicina, é um antibiótico de largo es
pectro ( 18 ). 

5.3 - Conw.<2.E!"?-!.íl:�I.!:._�_o da bactéria em relação a antibióticos 
adic�:anados ao meio lÍg_uido. 

5.3.1 - Es!,E.S:J2tomicina 

Pela observação do quadro V e gráficos VI e VII veri
fica-se que um aumento de concontração do antibiótico determina 
uma diminuição no núnrnro de sobrovi ventos. Verifica-se também 
g_ue, o tempo de conta;:;to da bactéria com a droga inflÚi no decrés
c.imo uo viabilidade. Após vinte e quatro horas, não aparecem so
breviventes, provando o poder bactericida da estre:Ptomicina, em 
concentrações do 3 )J... g/ml ou maiores. Demore e em 19 51 ( 11 ) rea
lizou oxporin1conto semcúhanto com Escherichia coli utilizando a 
estreptomicina, Como a estreptomicina não requer divisão da célula 



1 • 

==38 = 

para atuar, sua açã'o se faz antes mesmo de ocorrerem divisÕ8s 
celulares. Em Xanthomonas ca:rge_estris, o mesmo fato deve ter o-

corrido. 

5.3.2 - Penicilina 

Pela observação do quadro VI o gráficos VIII o IX 
verifica-se que no casb dêste antibiótico, há uma queda da via
bilidade com o aumento de concentração, a partir de 20 }J-- e/ml e 
com o aumento do tempo de contacto da bactéria com a droga� Após 
1.lilla hora de contacto. entre antibiótico o bactéria,'em concentra
ções de 20 p..g/ml até 500 yg/ml n�o houve influ&ncia da concen-

. tração, sôbre queda de viabilidade. Assim ó que, a porcentagem 
de sob revi ventes em 20 J)- g/ml foi menor que em 100 y--g/mI o, em 
.500 y--g/ml foi maior que em 200 yg/ml, após uma hora do contacto.

\ 

5.3.3 - Aureomicina 

Nos gráficos X e XI e qu�dro VII verifica-se que a 
queda de viabilidade dcpc=mde do tempo de contacto da bactéria 
com a aureomicina. Quant',o às concentrações, doses de 0,01 JJ-g/ml 
o 0,02 �g/ml não causam diminuição da porcentagem de sobrevi
ventes. De 0,04 u g/ml até 1,28 µ__g/ml o número de viáveis pare-
. J / 

co independer da concentração usada. Assim é quG, as porcenta-
gens de sobreviventes encontradas desde 0,04 y-..g/m1 até 1,28)--Lg/ml 
após 24 horas de contacto são bem próximas urnas das outras, o mes 
mo acontecendo após 2; 4 e.24 horas. Depois de 48 horas não apa
receram mais sobreviventes. 

5.4 - Isolamentos de mutantes resistentes aos antibióticos 

Para a estreptomicina, comó a mutação ocorre em um 
só passo, com um isolamento apenas, j� aparecem mutantes alta
mente resistentes (quadros VIII e IX). 

.. 

Todos os mutantes para a estreptomicina foram resis
tentes, sem serem depondcmtos da mesma. Tu1utantes dependentes de 
estreptomicina foram encontrados por muitos autores em diversas 
bactérias, como se podo verificar no trabalho de Nowcombe o 
Hawirko ( 25 ). Quadling ( 26 ) encontrou mutantes dependentes 
dêste antibiótico em Xanthomonas phas0oli, sOmcnte depois de tra
tar a bactéria com raios ultra violeta. Trabalp�ndo com 78 mutan
tes resistentes, não Gncontrou dependente algum. No entanto, 
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depois do tratamento da bactéria com luz ultra violeta, cerca de 
30% das colônias resistentes, tornaram-se completamente depen
dente$ da estreptomicina. Estão om andamento estudos a fim de 
se verificar a ocorrência de mutantes dependentes da estrepto
micina em Xanthomonas campostris depois do tratamento com luz 
ultra violeta. 

Nmn total de 1 ,7 x 1012 bactérias semeadas, obtive
ram-se 16 mutantes, dando uma frog_uôncia global de·cêrca do 1 
mutante por 1011 bactérias. Quadling'( 26) em Xanthomonas pha
seoli, dotcrnünou a taxa de mutação para rosistônoia à estrepto
micina, ou soja, a froquôncia da mutação por bactéria e por ge
ração obtendo o valor do 3 x 10-lO por bactéria e por geração. 
::::studo s o stão sendo realizados a fim de se determinar a taxa de 
mutação cm Xanthomonas campestris com ralação à rosistôncia à 
estreptomicina. 

Pela observação dos quadros VIII o IX o gráfico XII, 
verifica-se quo as colônias amarelas normais são verdadeiros 
mutantes. As colônias brancas são constituídas por bactérias, 
g_uo apresentam apenas Uli"1 crescimento rGsidual om placn.s contendo 
o antibiótico o são incapazes de croscorom em altas doses do mos
mo, como.acontece com as bact6rias g_uo constituem as colônias
amarelas.

Dos 6 mutantes ensaiados cm meio líquido mais estrepto
micina, um deles, chagou o.. crescer om conccmtraçõo s de até 
8000 )1-g/ml dG estreptomicina,. dois deles, cresceram em concen
tração s de até 4000 JJ-- g/ml, outros doi9 em concent:raçõe s até 
2000 }>- g/ml e um dGlos ató 1000 y-g/ml. Comprovou-se assim a
hipótese, já citada, de g_uo os gens que canforem r0stst0ncia a 
estreptomicina aprosontam diferentes potoncialidados. 

No caso da penicilina e auroomicina, como a mutação 
ocorro om vários passos, a técnica da placa-gradiente de Szybalski 
o Bryson (31, 32) teve q_ue ser omprogada. Dessa forma, com gra
dientes de antibióticos cada voz maiores, a bactéria teve opor
tunidade de sofrer mutações sucessivas nos gens q_uo conferem re
sistência à penicilina ou auroomicina. Todos 0ssos gons, como já
foi explicado anteriormente, são iguais em sua potência daí de
correndo ser muito difícil a obtenção do mutantes altamente re
sistontos a essas duas d.rogas cm uma só passagem pelos rofciridos
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. antibi6ticos j Por moio de soto transfor8ncias sucessivas para a 
penicilina o soto para a aureomicina, conseguiram-se porém mu
tantes rosistentos à 100 }J-- g/ml do penicilina o a i JJ--g/ml de 
aureomicina como pode sor verificado nos quadros X e XI. 

5.5 - Resistôncia cruzada 

Polo quadro XII, verifica-se quo nonhum dos mutantes 
ensaiados apresentou resistôncia.cruzada, no quo diz respeito 
aos trôs antibióticos emprogados. 

Tal resultado, ora de so esporar, pois, a resistên
cia à penicilina, ó cm geral, específica para êste·antibiÓtico. 
Rosistência cruzada do ponicilina com estreptomicina só foi en
contrada por Klimot ot al ( 19 ) om Staphxlococcus e, Szybalsky 
o Bryson ( 32 ) reforem-se a uma fraca resistência cruzada exis
tente entro penicilina o totracilinas cm Eschorichia coli, li
nhagem B.

A resistôncia à estreptomicina, também mostra marca
da especificidade. Rosistôncio.. cruzada entre estreptomicina e 
penicilina (19, 27) e ontro estreptomicina e aureomicina (27) 

~ ~ 

nao sao comuns" 

Finalmonte, a aureomicina, tom resistência cruzada 
com outras tctracilinas, mas com penicilina e estroptomicina 
raros os casos (27, 32). 

sao 

Podo-so noto.r ainda, pelo quadro XII, quo possivel
mente n�o so verificou o fenômeno da sonsibilidade colateral 
( 2 ) em Xanthomonas cam_posj,ris para as trôs drog2s usadas� 
isto 6, mutante resistente a um antibiótico, nno se tornou mais 
sensível que a_linhagom original em relação ·às duas outras dio
gas empregadas,. 
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O presénte trabalh�, foi realizado com a finalidade 
de se estudar o mecanismo da resistência de Xanthomonas cam:pes
tris (Pammel) Dowson em relação a três diferentes �ntibiÓticos, 
no caso, estreptomicina, penicilina e aureomicina. 

1 - A linhagem utilizada, foi por nós isolada e clas
sificada. Ina apresentou üm.a lag-fase de aproximadamente seis 
horas, seguindo-se a fase logarítmica d� crescimento que por-

~

sistiu até pouco mais de sessenta horas. O tompo da geraçao da 

bactéria foi de cêrcã de noventa e quatro minutoe. 

2 - Em relação a antibióticos adicionados ao meio só
lido, a bactéria comportou-se diforGntGmente, de acôrdo com a 
droga usada. Para a· estreptomicina, colônias resistentes apa�o
ceram em 40 j-1-g/ml,; ou seja, na mais alta conccntraç2.o usada.
Para a �onicilina, em doses maiores que 200 j-l--g/ml o para a au
reomicina, em doses màiores que 0,3 j>--g/:ml não apareceram colô
nias. Conclu(;)-so, portanto, quo a bactória estudada comportou
se da mesma maneira que a grande maioria de outras bactérias no 
sou mecanismo do resistência aos três antibióticos, isto é, se
guiu os clássicos modêlos de ºmúltiplos passos 11 para a auroomi
cina o penicilino. e de 11um só passo º para adquirir resistijncia 
à estreptomicina. Por comparação entre as curvas do sobrevivên
cia no meio sólido, conclue�so quo a penicilina é o antibiótico 
que mais fraca ação teve sôbro a bactéria, havendo necessidade 
de altas concentraçÕos para impedir o aparecimento do formas rc
sistontos, A auroomicina por sua vez, Gffi conccntraçõos,mínimas, 
já causou inibição eor.o.pleta da bactéria cm meio sólido. 

3 - Um pog_uono nÚJ:i1oro do bactérias inoculado on meio 
líg_uido contando diversas ccnccntraçõos do antibióticos, ta:mbÓ:r:J. 
apresentou variações cm seu comportamento, confon.10 o antibió-
tico usado. r�1bora o tempo do contacto da bactéria com 2. droga 
influisso da uosma maneira nos três casos, causando diminuição 
do viabilidador :paro. a estreptomicina, foi de inportância a con
cGntração do anti biótico. use.da. Quanto m.aior · a conccntr2.çÕ.o, maior· 
foi a mortalidado_paréJ. ôssc antibiótico. Para a pcmicilina, sõ
monto depois do g_uatro hora� ê[o contacto do, béJ.ctéria con o anti
biótico é quo concontraçÕcis · croscentc'?s de. drogo, causaram q_uodas 
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crescentes de viabilidade. Para a auroomicina, concentrações 

d�sdo O ,04 y-g/ri1l até 1, 28 r g/ml influiram igualmonto na que-
. 

... 

da de viabilidade, isto é, nao importou a concentração usada; 
influiu apenas o tompo do cohtacto. Para a estreptomicina, em 
concentrações iguais ou supbrioros a 3 r g/m� não apareceram 
sobreviventes om 24 horas, denonstrando o forte poder bacteri
cida dessa droga. Para a penicilina, após 24 horas, apareceram 
sobreviventes até 100 )-->-- g/Til. Para a nuroonicina; após 24 horas, 
a:paroceran sobreviventes.até na mais alta concentração usada, 
ou soja, a'tá 1,28 r g/nl. 

4 - l\f.rutantes rosistontos aos trôs antibióticos forar.1 
isolados. Mutantes rosistontes à ostropt-onicina, ocorroran en 
"um só passo º . Enquanto a linhsi,gcm original não cresceu em neio 
líquido mais 0,5 )...l.g/ml do estreptomicina, o mutante :121ais re
sistente encontrado, suportou até 8000 y g/ml. A frequência de 
nutação para resistência à estreptomicina foi do cêrca de uma 
por 1oll bactérias. Não houve no cntanto 9 aparocinento de mu
tnntes dependentes dessa droga. Dos dois tipos do colônias que 
aparecera�, a sabor, amarelas e brancas puntifornos, apenas as 
princüras foran al tanonto resistentes à droga. :Brancas punti
forne s não forai:i capazes de crescer er.J. doses nais elevadas de 
estreptomicina. Mutantes altamente resistentes à aureonicina 
e penicilina. aparecoraB segundo o modêlo denmünado de "nÚl ti
plos passos n. Pela técnica da plo.ca gradiento, atravós de sete 
transferências, consoguire...m, .... so mutantes resistcmtes até 100 p. g/ml 
de penicilina adicionada ao meio líquido, enquanto a linhageD,, o
riginal cro SCGU apono.s ató 10 _J)-- g/ml. Por neio de seto transfe
rêmcias, conseguiram-se mutantes resistentes até 1 r g/r.u de au
r0omicina adicionada ao meio lÍqutd0 1 

enquanto que a_linhagem 
original cresceu sônonto ato 0,02 _)-lg/rü dessa droga. 

5 - Quanto à resistência cruzada e sensibilidade co
lateral, linhagens resistentes a um antibiótico, não apresen
taram incronento ou dininuiçe.o de resistência en relação aos 
dois outros 0,ntibiÓticos ensaiados, co:c.1parando-se con a linha
gem original. Não houve portento, nei:1 rosistôncia cruzada, nen 
sensibilidade colatoral nos casos estudados • 
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7.SUMMARY AND_CONCLUSIONS

The present paper deals with the st�dy of the growth 
and resistance against -three ant.ibiotics in a phytopathogenic 
bacterium Xanthomonas campestris (Pannnel) Dowson. 

1 - The meàn-duration of the lag phase was 6 hours 
and the logarithmic phase, about 60 hours. The generation time 
was 94 minutes in average. 

2 - When the antibiotics were. added to the solid me
dium in which the bacteria were ·grown, the colonies resistant to 
the streptomycin, appeared even in the highest concentration 
(40 )J... g/ml) of the ·1atter; as to the penicillin and aureomycin
when in concentra tions higher than 200 JJ,- g/ml and O, 3 p-g/ml re s
pe ctvely, resistant colonies did not appear. So, the results show 
that the penicillin was the least efficient antibiotic in rela
tion to the induction of resistant cells in Xanthomonas ��Ees
tris. 

3 - When a small inocullum was grown in liquid medium 
. . 

plus streptomycin, the percentage of survivors was greatly redu
ced, depending of the time of contact of the_bacteria with the 
antibiotic and the concentration of the drug. For the penicillin, 
during the first hour of contact between the bacteria and drug, 
the percentage of survivors was not affected; after that time,. 

. 1 . . 

increases in concentration reduced the percentage of survivors. 
In·the case of aureomycin, only the time was important; concen
trations of antibioi;ic ranging from O ,04 f-g/ml to 1, 28 yg/ml
had the same effect .• 

4 - One-step mutants to streptomycin were isolated. 
One resistant mutant grew in liquid medium plus 8000 Y,g/ml of 
streptomycin; in the sensitive populations, the cells were 
inhibi ted by concentrati_ol,l of O, 5 jJ-g/ml. The mutation frequency
was about 1 in 1011 cells. rt was not noted the appearance of 
streptomycin-dependent mutants. For the penicillin and aureomycin, 
multiple-step mutants appeared when the sensitive populations 
were grown in gradient platos with antibiotics. For the penicillin; 
mutants were found in concentrations up to 100 y.g/:rill. For the 
aureomycin, mutants woro found in concontrations 1_1p to 1 rg/mJ... 
Tho sensitive populations could grown in concontr2-tiol,ls of 
10 f'- g/ml of penicillin and 0,02 }lg/ml of aureomyci:·:i, 

5 - It was not found cross resistance or collat8.:í.:2l 
sensitivity when a certain antibiotic was tested against the 
other two antibiÓtics. · 
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