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1, INTRODUGAQ

Sa0 numerosas as pesquisas efetuadas em todo o mundo,
sdbre a resisténcia de bactérias aos mais diversos antibidticos,
~ . /7 . . ~ . 1 .
e, sObre o mecanismo genetico dessa resistencia, Tais estudos, em
sua quase totalidade, referem-se a bactérias de interé&sse médico,
devido principalmente, a larga aplicagac que os antibidticos a-
presentam em medicina. ;

Em relagao a bactérias de &mbito fitopatogénico, is-
to &, bactérias que causam doencas em vegetais, os trabalhos a
&sse respeito; sao bem menos frequentes.

Propuzemo-nos entao, a estudar o comportamento da
Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson, com respeito a trés dife-
rentes antibidticos. Tal bactéria, ataca a couve, além de outras

T o® . o Ll
Cruciferas, causando a doencga conhecida pelo nome de "podridao ne-

gra das Cruciferas”.

A principal finalidade de nosso trabalho foi a de for-
necer uma contribuicao ao estudo genético de uma bactéria tipi-
camente. fitopatogénica e ao mesmo tempo, verificar "in vitro®, o
mecanismo da resisténcia da Xanthomonas campestris a penicilina,

estreptomicina e aureomicina. Tal estudo apresenta importincia

pratica pois o tratamento, principalmente de sementes, com anti-
biéticos, vem se difundindo como prdtica de grande valor na agri-
cultura. Este tratamento, visa o combate a diversas doengas pro-
duzidas por microrganismos em vegetais, incluindo a "podridao ne-

gra das Cruciferas", como no caso em aprégo,



2, RGVISEO DA LITERATURA

A literatura publicada a respeito da acao dos anti-
bidticos e do aparecimento de formas resistentes em bactérias de
interésse médico, & vastantc vasta. As revisoes de Bryson e
Szybalski em 1955 (4), de Finland em 1956 ( 14) e a de Schnitzer.
e Grunberg ( 27 ) publicada em 1957, dao uma idéia da complexida-
de do assunto.

Ko gue sc referc a bactérias fitopatogénicas, a li-
teratura a respeito ¢ bem mais restrita. Incontramos trabalhos
efctuados em campo, visando o contrdle de doencgas vegetais, com
finalidades praticas e, também cncontramos, alguns estudos rea-
lizados com bactérias "in vitro", a fim de se ensaiar sua resis-
t8ncia 2 drogas. Sdbre o assunto, Zaumeyer ( 34) em 1956 e nova-
mente Zaumeyer ( 35 ) em 1958, apresentou notaveis revisBes, dan-
do uma perfeita idéia de como se encontra o problema até ecssa é-
poca.

Os trabalhos publicados, com bactérias fitopatogéni-
cas, explorando o campo da Genética da resistinecia a antibidti-
cos, infelizmente sao raros.

Nﬁtchél, Zaumeyecr ¢ Anderson ( 24 ) cm 1952, referem—
se a resisténeia que Xanthomonas phaseoli e ocutras bactérias fi-

topatogénicas podem adguirir, a cstreptomicina, quando em contacto
com essa droga.

Tnglish ¢ Van Halsema ( 13 ) em 1954, verificaram que
em certas Xanthomonas e Erwinias, mutantes resistentes, eram mui-

to menos frcquentes quando se combinaram dois antibidticos, no

caso a cstreptomicina ¢ a terramicina.

Carmona—~Gomez ( 5 ) em 1956, trabalhando com Xantho-
monas phaseoli varicdade fuscans e Xanthomonas vignicola, veri-

ficou, que o mecanismo genético da resisténcia dessas bactdérias
ao antibidtico A-C, produzido por um Streptomyces, scguia o mo-

délo que Demerec, ( 9 ) decnominou de "multiplos passos" ("multi-
ple-step"), isto &, ecfetuando~se vdrias transferéncias das bacté-
rias em doscs cada vez maicres do antibidtico, a resisténeia ia
aumentando, A Xanthomonas phaseoli, que inicialmente crescia ape~

nas em concentragcoes menores que 0,75 ﬁxg/ml, apds nove transfe-
i
rencias com intervalos de dez dias ontrc cada uma, conseguiu



suportar 300 }kg/ml A Xanthomonas v1gplcola, inigialmente resis-
fente a 3 \Lg/nl conscguiu resistir a 400 }Lg/ml. Devido a tal
fato, o autor aconselhou o uso de doscs altas &z antibidticos

no combatc a doengas de vogutals. Citou também o fato de gue cer
tos métodos de combatec a bactdrias cm cargo, a principio deram

bons rcsultados praticos para dcpois nao screm mais cfetivos.
Isto sé pode ser explicado pecla resistincia adgquirida pela bactd-
ria passo apds passo.

Gorecy e Starr ( 6, 7 ) cm 1957, selccionaram mutan-—
tes resistontes a cstreptomicina, em Xanthomonas phascoli. Sec-

mearam um grande numcro dec bactérias em placas de Petri, conten-
do meio nutritivo mais ZSC_fkg/ml de e¢streptomicina. Nessas con-
digOes, somente as bactdérias resistcntes puderam formar coldnias,
Verificaram que tais mutagoes ocorreram em um sé‘passo. Rcaliza-
ram ainda, cxporimentos de transformagac, conscguindo obter bacté
rias rcsistentcs ao antibidtico, misturando células sensiveis

com DNA provenicnte de baectérias resistentes.

Gyorffy, Iigali, Kallay, Karasz, Klément ¢ Szende
( 16 ) em 1959 na Hungria, trabalhando com a Xanthomonas phaseo-

li varicdade fuscans, c¢studaram mutantes dessa bactéria, resis-
tentes a trés difercntes antibidticos; penicilina, estreptomicina
e cloranfenicol, Verificaran quc a resisténeia a éstreptomicina,
ocorrc num sé passo, o guc nao acontcce ccm a penicilina ¢ clo-
ranfenicol, Efctuaram também cxpcrimentos de transformagzo, com
bactérias sensiveis c. resistentcs a cstreptomicina, obtendo uma
menor frequéncia dc células transformadas do que a achada por
Qorey e Starr ( 7 ).

Starr ( 29 ) em 1959, fez uma rovisao a respeito do
estudo gendético de bactérias fitopatogénicas, citando o fato de
que o carater rcsistinecia & estreptomicina da Xanthomonas phasco-

li Dpode ser também incorporado a outras espdécics do mosmo géne~

ro, mediantc cxperimentos de transformagzo .

Quadling ( 26 ) em 1960, no Ganadd, publicou um es-
tudo bastantc completo sdbre a resisténeia da Xanthomonas phasco-

1i linhagem XP 8 ao antibidticc estreptomicine. Obteve nao sb,
mutantes resistentcs & droga, como tambdm dependentss. Zstudou a
taxa dc mutagao cxpontdneca dc resistdnecic a estreptomicina C, va-

rias propricdadecs dos mutantes resistentes.



Tratando agora, mais particularmente, da Xanthomonas

. . . . Ve . (g
campestris, verificamos que até o presente, as publicagoes a res—

peito, referem~sc apcnas & aplicagao de drogas "in vitro' e 2
aplicacao de antibidticos em sementos de vegetais atacados por
essa bactéria, com finalidades préaticas. Nao se cogitou, ao que
parcce, da realizagao de wum trabalho sob o ponto de vista da ge-
nética da rcsisténcia a antibidticos, com a referida bactéria,

Em 1946, Gilliver ( 15 ), cnsaiou "in vitro®, a acgao
de treze substincias antibidticas em fungos ¢ bactdrias fitopa-
togbnicas,incluindo a Xanthomonas campestris, Utilizou diluigoes

sucessivas de antibidticos em meio liguido. Para a penicilina,
concluiu que, a bactéria cra inibida, cm doscs maiores do que 8
wnidades Oxford por mililitro.

Sutton ¢ Bell ( 3C ) em 1954, partindo do fato de gque
a aurcomicina, inibc o crecscimento da Xanthomcnas campestris em

concentragocs de 9,05 }xg/ml a O,l'}kg/ml, utilizaram solugocs

de aurcomicina, cm vdrias concentracocs para o tratamentc de se-
mentes, Por comparacgao com outros tratamentos, verificaram que a
aurcomicina em solugao de concentragao 1:1000, atuando trinta mi~
nutos sdbrec as sementes, apresentou os melhores resultados no com
bate a bactéria,

Thirumalacher, Patecl, Kulkarni e Dhand ( 33 ) em 1956,
na India, ensaiaram "in vitro™ a atividade da aurcomicina, tcerra-
micina, penicilina G, dihidro-cstreptomicina ¢ cloranfenicol em
trinta ¢ duas espécics do género Xanthomonas. Os antibidticos

foram cnsaiados por difuszo cm meio sélido nas concentragocs de
20 }xg/ml para a dihidro-cstreptomicina, 50 jxg/ml para a peni-
cilina ¢ 60 Mg/ml para os outros antibidticos usados. Houve for-

macao de halo de inibigao cm Xanthomonas campestris, para todos
os antibidticos usados, esxcccao fecita & penicilina, '

Ark e Stanley ( 1 ) om 1956, fazcndo uma revisao sd-
bre o assunto, citaram a aurcomicina como cfztivo antibidtico
contra Xanthomonas camdcstris,

Lindenfelser, Pridham, Shotwell ¢ Stodola ( 21 ) em
1958, verificaram que a Xanthomonas campestris ¢ inibida por
O p.g/ml de duramicina ¢, que a concentragao bactericida do an-

tibidtico para cssa bactéria foi dec mais de 100 }Lg/ml.



Mehta, Gottlieb ¢ Powell ( 23 ) em 1959, fizcram cs—
tudos com trinta cspdcics de bactlrias fitopatogtnicas em rela-

cao & vancomicina. Para a Xanthomonas campestris, a concentracao
inibitéria foi de 0,5'}Lg/ml.

3. MAT®RIAL B METODOS

3.1 ~ Bactdéria usada: Xanthomonas cempestris (Pammcl) Dowson

Bsta bactéria, cncontra-sc largamentc cspalhada por
todc o globo ( 12 ), sendo isolada dec ccrtos vegetais como a cou-
ve ¢ outras CGrucifcras, Todo o nosso trabalho, foi conduzido com
uma linhagem isolada dc plantagao de couves existente na Socgéo
de Gendtica da Escola Superior de Agricultura “Iuiz de Queiroz',
em Piracicaba.

0 isolamcnto ¢ identificagao da bactdria foi reali-
zada scgundo as normas ditadas pelo lManual of Mecthods for Pure
Culture Study of Bacteria ( 28 ) ¢ sua classificagao, feita com
o auxilio do Bergey's Manual of Determinative Bacteriology ( 3 ).

Apds scr isolada e classificada, a bactéria foi man-
b ’

tida cm cstoque ¢ repicada de m@s cm més. Todos os experimentos

sempre que possivel foram conduzidos com a bactéria na fase lo-

garitmica de crescimento,

Para detcrminar-sc o nimero dc bactérias vidveis nu-
ma cultura dc¢ tempos cm tempos ¢ o fase logaritmica de crescimen-~
- to, foi necessdrio o cstudo da curva de crescimento da bactéria,
efetuada através do nimerc de bactérias vidveis na cultura. Para
tal, um numero detcrminado de bactérias, de cultura idosa, era
inoculado em tubos com meio de culbura e, de tempos em tempos,
amostras de 0,1 ml eram plaqgueadas, om diluigOcs apropriadas, em
placas dc Petri, com meio sélido. Apds incubacao por quatro dias
a 289C, foi feita a contagem de coldnias nas placas. Conscguiu-
se assim, determinar a curva de crescimento ¢ o tempo de cada ge-
racac da bactéria.

3.2 ~ Meios de cultura c drogas

0 meio liquido usado, foi o liguido nutriente, con-
tendo 5 gramas de peptona e 3 grames de cextrato de carne dissol-

’

vidos em 1000 ml de agua destilada. O meio s8lido foi o nutriente



dgar, contendo peptona (5 gramas) extratc de carne (3 gramas)
c agar (15 gramas) dissclvidos em 1C0C ml de dgua destilada,

Cs antibidticos utilizadas foram: Sulfato de Dihidro-
—cstreptomicina de Merck Sharp & Dohme 3.A., penicilina G potds—
sica cristalina de Tontoura - Wycth S.A, ¢ cloridrate de clorte-
tracilina cristalina dc Cyamamid Quimica do Brasil S.A., divisao
Lederle, Para maior faoilidadol tais antibidticos serac designa-
dos por cstreptomicina, penicilina ¢ aurcomicina, respsctivamen-
te. As solugocs de antibidticos foram sempre preparadas, momentos
antes de serem utilizadas, por dissoclucao de gquantidades apro-

priadas dos mesmos, cm agua destilada esterilizada,

3.3 - Descrigao dos cxperimentos em guc sc usaram antibidticos

3.3.1 - Antibidticos cm meioc sélido

Xanthomonas campestris, no estdgic mdximo de cresci-

mento, cra scmecada cm diluicgces apropriadas, cm placas de Petri,
contendo meio gdlido mais antibidtico.

Para a estreptomicina foram usados as cancentrag%es
de 1; 25 35 5; 635 10; 205 ¢ 40 Meg/ml.
‘d

Para a penicilina, councentragtes de 10 208 303 503
100; 200; 500 e 10004}¢g/m1 foram usadas.

Para a aurcomicina, usou-se¢ conccntragocs de 0,025

0,05; 9,075; 0,1; 0,2; 0,3; 0,45 0,5; 0,6; 1 ¢ 2 /ng/ml.
C contrdle foi feito pvor plagucamento da mesma cultu-

ra cm meio sdlido sem antibidticos.

Semeou~se sempre C,1 ml da cultura, cspalhando~sc a
seguir com o espalhador dc vidro ¢, incubando-sc de cinco a scis
dias, a 2892, Apds &ssc periodo, cfetuou-se a2 contagem das cold-

Sl

~ Por comparagaos cntre contrdle e tratamontos, tirou-sec
a pcrcentagem de sobreviventces nas diversas conceﬁtraggos de an-
tibidticos.

3.3.2 - An%ibidticos cn neic 1iquido

Um pequeno numerce de bactérias foi inoculedc cm tubos
contendo 10 ml de liguide nutricnte mais antibidtico.



Para a cstreptomicina foram usados tubos com seis di-
ferentes concentragoes, a saber: 3; 4; 5; 6; 10 e QOj}Lg/ml; a-
mostras de 0,1 ml foram rctiradas depois de 1, 2, 2 1/2 ¢ 24 ho-
ras, ¢ semeadas em nutrientc dgar.

Para a penicilina, foram usados setec tubos, com as
concentragdes de 10; 203 40; 100; 200; 500 e 1000: M. g/ml. Amos-
tras de 0,1 ml foram retiradas apds 1; 4; 6 ¢ 24 horas ¢ semca-

das em nutricnte agar.

Finalmentc, para a aurcomicina, foram usados oito
tubos com concentragdes de 0,0l; 0,02; 0,04; 0,085 0,163 0,32;
0,64 ¢ 1,28 }xg/ml ¢ amostras de 0,1 ml foram rctiradas apds
1l hora, 2 horas, 4 horas,:24 hcras ¢ 48 horas ¢, scmeadas cm nu-
triente dgar. :

Os plaqueamentds semprc foram de 0,1 ml das culturas,
em placas de Petri com nutriente agar, cspalhando-se com o cs—
palhador de vidro.

0 contrdlec foi feito por inoculacao do mesmo numero
de bactérias em tubc contendo 10 ml de liguido nutrientc scem an-
tibidtico. As amostras do contrdle foram rctiradas na hora zero
¢ tdda vez, que:se rectiravam amostras dos tratamentos.

T0das as placas foram incubadas por quatro a cinco
dias a 282C ¢ apés, prccedia-sc a contagem das coldnias. Por
comparacao entre ¢ contrdle na hora zero ¢ os tratamentos, pu-
deram scer estabelecidas as diversas porcentagens de sobreviven-—
tes.

3.3.3 - Isolamento de mutantes resistentes

Para a cstreptomicina, grande quantidade de bactérias
era plaqueada em nutriente égar, ao qual sc adicionou lO}Lg/ml
e 20 Mg/ml do antibidtico. Para cada placa com 204}kg/hl de cs-
treptomicina, foi feito titulo para contagem do ndmero de cold-
nias, semeando-sc a bactéria cm placas scn cstreptomicina. Incu-
bou-sec por cinco a seis dias a 289C. As coldnias que cresceran
nas placas con antibidticos, cram assim resistentes & estreptomi-
cina ¢ foram cm seguida iscladas. Algumas foram ensaladas em tu-
bos com meio ligquido contendo concentragoes de 03 0,53 1; 25 10:
1003 1000 20003 40203 8000 ¢ 10.000 }Lg/ml. Para tal, inoculou-
sec wi pequend numerc de bactérias em cada tubo ¢ depois de incu-



:8:

bagac por 5 a 6 dias a 282G observou-se a turvacao do liquido de
cultura. Foi feito o contrele, com O }Lg/ﬁl de antibidtico e
também como contrdle a linhagem original, scnsivel, foi cnsaiada,

Para a penicilina e aurcomicina, utilizou-sec o método
da placa gradicnte (31,32) fazcndo-sc scte transferéncias na pe-
nicilina ¢ sete na aurcomicina com intervalos de seis dias entre
cada uma, Os gradientes usadcs para o pcnicilina foram os scguin-

G S8

e 0 a 10 Mg/ml
22, @a 20 }Lg/ml
o 0Oa 50 }Lg/ﬁl
42, 0 a2 100 jug/ml
) Q0 a 200 Mg/ml
62, 0 a 400 pg/ml
7¢. 0 a 1000 pig/ml

Coldnias isoladas do Ultimo gradiente, foram cnsaia-
das em meio liquido mais O; 103 20; 50; 100; 200; 400; 500 e
1030 pg/ml e a leitura feita pela turvagao do meio de cultura,
A cultura original foi também cnsaiada nas mesmas concentragaés.

Pare a aurccmicina, os gradiecntes foram os seguintes:

2, 0 a 0,4 f)g/ml
29, 0ao0,8 Iy xg/ml
32, (CIRI § }Ag/ul
42, 0al,5 ng/ml
52, Oa 2 }kg/ml
62, 0 a 2,5 Mg/ml
il Oa 3 }Lg/ml

Coldnias isoladas do dltimo gradiente, foram ensaia~
das em meic liguido mais O; 0,013 0,02; 0,04: 0,1% 0,58 1 2%
4 }xg/ml e, a leitura, feita pele turvagao do meio de cultura
apés 5-6 dias de incubagao a 28°C, A cultura original também

foi cnsaiada nas mesmas concentragoes.

3.3.4 - Resisténeia cruzada

Foi ensaiado mutantc, resistente a cstreptomicina, en
S by . ~ . o o o o o
reclacao a resistlneia para aurcomicina ¢ penicilina, Mutante,
resistente & penicilina, foi ensaiado em aurcomicina e cestreptomi-



cina ¢, nutante resistente a aurcomicina, foi cnsaiado em es~
treptomicina ¢ penicilina.

Os ensaios foram feitos, inoculando-se um pequeno mi-
nero dé bactérias em 10 ml de meio liguido mais 0,5; 1; 2; 10;
100 e 1000 }kg/ml e estreptomicina, 103 20; 503 100; 200; 400
e 10C0 }xg/ml para a penicilina e, 0,013 0,02; 0,04; 0,08; 0,1;
0,5; 1; 2 ¢ 3 )xg/ml de aurcomicina.

Apés incubagao por cinco a seis dias a 28°C, foi fei-
ta a leitura nos tubos inoculados, considerando-sc a turvacgao do
meio de cultura. Foi feito sempre, ¢ contrble, com a bactéria
sensivel.

4. RESULTADOS OBTIDOS

4,1 ~ Identificacas e classificacao da cspécie

Uma vez isolada a bactéria, cm cultura pura, em vasos

de caule, tipicamentes infestacdos, de Brassica olcracecac varie-

dade accphala aplicaram-se os testecs morfoldgicos e bioquinmicos
para a idoentificacao da mesma. Obtiveram-se os seguintes resul-
tados:

Forma - Bacilous retos, isolados

Dimensoes - 0,3 a 0,4 M- dc largura por 1 a 3 J de
comprimento.

Coloragao dc Gram - Gram ncgativas
Motilidade - mdveis

, Coloragao de flagelos - flagelo presentc, cm posigao
polar,
Esporos - auscntes

Produgao dec gds sulfidrico - positiva
Producao de catalasc - positiva

Amido -~ fortemente hidrolizado
Nitrato - nao rcduzido

Leite - ceagulou em una scriana

Indcl - fracamente produzido

Vermelho ¢e netila -~ negativo
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Voges-Proskauer - negativo

Agao em carbohidratos - glucose,. sacarose, lactose,
manitol e glicerol - acidi-~
ficaram e nao produziram gis.

Gelatina - pouco liquefeita

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

coloracao - amarelo forte
linha -~ filiforme
lustro - luzidio
Coldnias em nutriente-dgar - bordos - lisos
forms - circular
cOr - amarela
lustro - iuzidio
Coldnias em extrato de carne-dgar — cdr - amarela
Crescimento a 289C no liquido nutriente - bom, tur-
vando todo o meio elsedime@to amarelo no fundo,

Crescimento a 37¢C - nulo.

Pela chave de classificacao do Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology, ( 3 ) a referida bactéria ficou en-
quadrada dentro do género Xanthomonas e, na chave de espécies

désse género, enquadrou-se na espécie Xanthomonas campestris
(Pammel, 1895) Dowson, 1939.

4,2 - Determinacao da curva de crescimento

A curva de crescimento em liquido nutriente, a partir
do ntYmero de bactérias Viéveis,foi calculada. Os resultados de
trés experimentos estao no gquadro I. O grafico I, representa o

s 174 . .« 7/ . . =
numero de bacterias viavies em funcao do tempo.

0 cdlculo do tempo de gesragao ( 20 ), foi feito entre
24 e 54 horas: sendo pela fdérmula que se segue abaixo, Nf = ni-
mero de bactérias na hora 54, Ni = nimero de bactirias na hora 24
e n o numero de geragaosg Nf = Ni x 2 , Substituindo-se os dados
obtidos (Quadro I), na férmula, teremos :

3,0 x 108 = 5,3 x 102 x on

n = 19,1126 geragoes (30 horas)

1 geracao = 93,6 minutos,
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Quadro I - lidmero médio de bactérias vidveis/ml em diversos tempos

(Resultados de 3 experimentos)

N2 médio Ne de 4 P
Horas DiluigBes* de colénias| bactérias umgedggig’iia L=tz
por placat | vidveis/ml ©
8 80 1
O |sem diluir 311,3 STl 1 1
8,6 86 1
11 110 1,4
3 | sem diluir 457 4570 1,5 1,5
14 140 1,6
14 140 1,8
6 | sem diluir 768 7680 255 2,2
26 260 3,2
9 | sem diluir 810 8100 2,6 2,7
16,3 163 13,9
5 S,Oxlog 6,2x10°
24 | 1073 150 1,5x10 4,8x10° 5,3x10°
4,1 4,1x10% 4,8x10°
77 7,7x10° 9,6x%10°
30| 1072 3200 3,2x107 1,0x10% 9,8x107
8 8,0x10° 1,0x10"
18| 1077 220 2 2x1010 7,0x10° 7,3x10°
4,3 4,3%10° 5,0x10°
21,2 2 1x10%0 2 6x10°
54 | 1078 1194 1,1x1012 3,5%10° 3 0x10°
3 3,0x1011 3,8x10°
=g .
72| 10 — = ] 9,4x107
13,3 1,3x1012 1,5x101°
il Nlgi® ol2 K 10
: 81 8,1x10 2,6x10 24 4x0
40 4,0x10%° 4,6x10%0

¥ 0,1 ml plaqueados

+ pelo menos 3 placas
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4.3. Resist@éncia. da bactéria a antibidticos adicionados ao

meio sdlido.

4.3,1 - Estreptomicina

Cs nlmeros de sobrcviventes nas diversas concentra-
¢oes de cstreptomicina, encontram-se no gquadro II: Golocando-se
num gréfico, a porcentagem de sobreviventes em relagac &s con-
centracoes de estreptomicina, vamos obter uma curva que vai mos-—
trar como sc¢ processa a qucda da viabilidade com o aumento da
concentracao do antibidtico (grdfico II)., A linha pontilhada
nesse grafico, indica como se processaria tedricamcnte a queda
de viabilidade, se o material fdsse uniforme com relagao a re-
sisténecia a estreptomicina.

Nas placas com a estreptomicina, aparccem dois tipos
distintos de coldnias; brancas puntiformes e amarclas normais,
As primeiras surgem em concentracoes mais baixas do antibidti-
co (até mais ou menos 10 }Lg/ml). Para o cdlculo da porcentagenm
de sobreviventes, as contagens foram feitas indepcndentemente
do tipo de coldnia,

4,3,2 -— Penicilina

Os nimcres de sobreviventes em porcentagem, nas di-
versas concentragocs de penicilina usadas, estao no quadro III,
Num griafico, colocando-sz concentragao de penicilina, contra por-
centagem de sobreviventes, vamos obter a curva caracteristica pa-
ra a penicilina, (grafico III). A linha pontilhada indica como se
ria a curva tcdrica se o matcrial fdsse completamentc uniforme.
com relagao & resisténcia & penicilina,

4,3,3 - Aurcomicina

As porcentagens de sobreviventes nas diversas concen-
tragcoes de aurcomicina usadas, cncontram-se no quadro IV, O gri-
fico IV mostra a curva dc rcsisténeia da bactdéria ao antibidtico,
A linha pontilhada indica comoc continuaria tedricamcnte a curva,
sc a populacao fdssc uniforme com rclagao & resisténeia & aureo-
micina.

4.,3,4 - Comparacao aentrc as trés curvas dc sobrevivén-

cia obtidas,

As curvas obtidas cm relagao & sobrcvivdncia a estrepto
micina, penicilina c¢ aurcomicina, adaptadas cm uma mecsma escala ,
apresentam o aspccto represcentado no gréfico V.



Quadro I1I -

Porcentagem de sobreviventes & estreptomicina
adicionada ao meio sdlido ;
(Resultados de 3 experimentos)
Concentra-— Ne médio . | Porcenta- |Porcen—
goes de es—|q;q,5.5,% |26 c010- NP Sobre- | o sobre |tagens
treptomici- nias por| viventes | iiontes |médias
| na (}Lg/ml) placat '
1079 50 5,0x10%T 100,0
0 10729 16 1,6x1012 106,0 100,0
1077 7 7,0x10° 100,0
| s 400 4,0x10%1 80,0
1 o 40 4,0x1012 100,0 85,2
1077 5,3 | 5,3%10° 75,7
1078 140 1,4x1011 28,0
2 1078 64 6,4x10%0 4,0 23]
1070 26 2,6x10° 37,1
o 400 4,0x107 0,8
3 o 208 2,1x1019 1,3 1,0
1074 70 7,0x10° 1,0
1074 106 1,0x10"7 2,0x10772
5 1070 8 8,0x10"7 5,0x107° |2,4%1072
Tiopka 21 2,1x10° 3 0x1074
1072 20 2 2x10% 4, 20 O i
6 107 8 8,0x10° 5,0x107° |5,1%107°
s/diluir| 80 8,0x10° 1,0x10™%
| 62 6,2x10° 1,2x10°°
10 s/diluir| 23 2 3x10° 1,4x10°° |5,72207"7
11 1,1x10° 1,7x10
1 1,0x107% 2,0x1077
20 s/diluir 5 5,0x101 3,0x1077 |4,8x107°
0,1 it 1,4x107 7
5 5,0x10% 1,0x10°°
10 s/diluir| 48 4,8x10° 3.0x107° |1,3x1078
0 0 0
% 0,1 ml plagqueadas + média de 3 placas no minimo
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Quadro III- Porcentagem de sobreviventes & penicilina adi-
cionada ao meio sdélido :
(Resultados de 3 experimentos)
Concentra— Ne médio Porcen—
¢oes de . v..s o~ ¥lde cold—| N¢ sobre- | Porcenta— | tagens
IPGHIClllna diluicao W ag por| viventes gem sobre 441
.()lg/ml) plaocat ' viventes e
203 2. 2x107 100,0
0 1070 150 1,5x107 100,0 100,0
60,8 | 6,1x10° 100,0 |
e 16,4| 1,6x10° 7,4
10 1074 735 7,4x10" 4,9 5,7
g 298 3,0x10 4,9
1074 68 6,8x10° 3,1x107%
20 1074 50 5,0x10° 3.,3x10% | 3,0%107%
TigE< 1600 1,6%10° 2,6x107T
1074 3 3,0x10° 1,4x1072
30 1074 5 5,0%10° 3.3x102 | 2,3x1072
1072 128 1,3x10° 2 1x1072
o/diluir | 77 7,7x10° 3,5%107°
50 o< 39 3 9x10% 2,6x1070 | 5,2x107°
A 79,3 | 7,9x10% | 1,3x1072
1072 17 1,7x10% 7,7x10~%
100 . = . e 4,4x10”%
1072 0,6 | 6,0x10° 1,0x10™4
| s/ailuir | 260 2,6x10° | 1,2x107%
200 s/diluir | 250 2 5x10° 1,7x10°% | 1,4x107%
0 0 0
500 s/diluir 0 0 0 0
0 0 0
0 0 0
1000 s/diluir 0 0 0 0
0 0 0

% 0,1 ml plaqueados

+ médias de 3 placas pele menos




Gr4fico III - Resisténcia & penicilina
em meio sdlido

1009

o %s em cada repeticao
i '

0 médias

10-1

% sobrev.
: -
|
,—qyor——‘*‘“""“x’—_——”__r_n_

10-24 \‘
a\o\

o 50 @ | 100 \jii; 300 - :

400 500 llOOO
Concentracao de penicilina (}Lg/ml)
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Quadro IV - Forcentagem de sobreviventes & aureomicina
adicionada 20 meio sélido
(Resultados de 3 experimentds)
Concentra— N2 médio
= A , Porcenta- Porcen-
nies LE A diluigéo* g e B s gem sobre-| tagens
reomicina nias por| viventes Y g
(}*g/ml) Slront viventes médias
o 880 8,8x10°7 1000
0 1077 26 2 6x10° 100,0 100,0
T 66,6 | 6,6x10° 100,0
' 800 8,0x107 90,9
0,025 1076 208 2,1x107 80,7 87,5
60 6,0x10° 90,9
500 . 5,0x107 56,8
0,05 107° 90 9,0x10° 34,6 34,8
8,5 8,5%10" 12,9
2 2 0x10" 0,23 .
0,075 1070 11 1,1x108 4,2 4,0
5 5,0x10 " 7,6
26 2, 6x10° 2, 2%10~2
0,1 1074 25 2 5x10° 9,6x1072 | 4,8x1072
1,8 | 1,8x10° Pl FTlar 2
1072 23 2, 3x10% 2 3x10”%
0,2 s/diluir 50 5,0x10° 1,9x107° | 9,1x107°
' s/diluir 16 1,6x102 2 4x107°
3 3 0x10% 3 4x107 1
0,3 s/diluir 9 9,0x10% 3 5x10°° | 1,6%107°
0,75 7,5 1,1x10~°
0 0 0
0,4 s/diluir 0 0 0 0
0 0 0
0 0 0
0,5 s/diluir 0 0 0 0
0 0 0
0 0 0
0,6 s/diluir 0 0 0 0
0 0 0
0 0 0
il s/diluir 0 0 0 0
0 0 0
0 0 0
2 s/diluir 0 0 0 0
0 0 0

¥ 0,1 ml plaqueados

+ pelo menos 3 placas
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Resisténcia da bactdria a antibidticos adicionados

ao meio Ifquido

4.4,1 - Zstrcptomicina

O quadro V d& o numero de sobreviventes, em tErmos de

porccentagem, nas divcrsas concentragocs usadas,

Num grafico, colocando-sc nas ordenadas, a porccenta-—

gem de sobreviventes e, nas abcissas, o tempo de agao da droga,

vamos obter curvas rclativas a cada concentragao de antibidtico

usada. (grifico VI). Para sc salicntar o deceréscimo de vabilida~

de nas diversas horas em que foram retiradas as amostras, podemos

colocar em um dos cixos a porcentagem dc sobreviventes ¢ no ou~

tro cixo as concentracgoes de cstreptomicina empregadas, (griafico

VT ),

Quadro V — Porcentagens de sobreviventes em relagao ao nimero

de bactérias inoculadas. Estreptomicina

(Porcentagens médias de 3 experimentos)

Concentragoes de cstreptomicina (jg/ml)
7/

(Horas) 0 3 4 5 6 10 20
1 100%| 26,5 2,04 9,1 6,7 | 0,5 o
2 00 | 1,15 | ¢,5 0,1 0,1 0 0
2 1/2 ‘130 0,53 6,028 0 0 0 0
24 100 o G 0 0 0 0
* céreca de 3xl03 a 5x10° bac. inoculadas/ml;
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4,4,2.~ Penicilina

0 quadro VI d4 as porcentagens de sobreviveéncia nos
diversos tempos de retirada de amostras e, concentragoes usadas.

Da mesma forma que Dpara a estreptomicina, os gréficos
VIII ¢ IX dao as relagoes entre concentragoes de antibidticos,
tempo de contacto e porcentagem de sobreviventes.

Quadro VI - Porcentagens de sobreviventes em relagao ao nimero
de bactdrias inoculadas. Penicilina.

(Porcentagens médias de 3 experimentos)

Tempo Concentragocs de penicilina (}Lg/ml) .
(Horas) O 10 20 40 . 100 200 500 1000
i 100% 100 100 34,0| 69,0 220N 34,0 4,9
4 100 | 100 | 100 23,8 | 22,7 | 10,6 | 1,8 ‘0,45 |
6 100 | 100 | 100 | 17,0| 5,0 2,5 | 0,85 . 0
24 100| 100 | 4,9 | -.| o,51] o 0 0

* de 6x10° atd 2x10% bac/ml.
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Gr4dfico VIII - Decréscimo da % de sobreviventes

com o aumento da concentracgao de

penicilina;

0 e 10 r
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(os nYmeros nas curvas dao
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3r4fige IX - Decréscimo da % de sobreviventes
com o tempo. Penicilina.

100
(0os numeros nas curvas dao o
tempo em horas)
10_|
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£
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concentracoes de penicilina Q}Lg/ml)
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4.4.,3 - Aurconicina

O .quadro VII aprescnta as porcentagens de sobrevividn-
cia nos tompos ¢ concentracdcs usadas.

Como para os dois antibidticos antecriorecs, podem ser
construidos gréficos salicntando as relagdcs ontrc o deerdscimo
da viabilidade com o aumcnto dc concentragao do antibidtico e
tempo de contacto (grificos X e XI).

Quadro VII - Porcentagens de sobreviventes em rclagao do numero
dc bactérias inoculadas - Aurcomicina

(Porcentagens médias de 4 Experimentos)

TEMPO Concentracoes de aureomicina (.g/ml) _
Horas)| o 10,01]0,02] 0,04 | 0,08 0,16 0,32 0,64 | . 1,28
| | 2
1 |100% 100{ 100| 43,7 43,8 37,8 | 44,5 49,5 28,9
41,37+
2 |100 | 100| 100]| 40,7 42,2 35,8 42,1 31,8 2l
35,62+
4 |100 |.100| 100| 8,8 6,3 10,1 4,7 T ] 5,0
7567+
2 my a5 2, ... 1 =
24 100 100| 100 8,5X10 4,7x10 s 750, 4,9x10 1,2x10 6,0X10
-2t
4,82x10
48 100 100| 100 0 0 0 0 0 0
|

* 3x101 até 6x10% bac,/ml

+ médias das Ps nasuconcentragoes de 0,04 até 1,23)hg/ﬁ1

1
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Grédfico X - Variacdo da % de sobreviventes com

o aumento da concentracao de aureo-

micina

l
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Grdfico XI - Decréscimo da % de sobreviventes

com o tempo. Aureomicina
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4,5 — Isolamcnto dc mutantes rcsistentes aos antibidticos

4.5.1 -~ Bstreptomiecina

As coldnias, quec. crosceram em placas de Petri com
ZO’p,g/ml de estreptomicina, foram isoladas ¢ estocadas em nu-,
trientc dgar inclinado. Tddas coldnias foram amarclas, normais.
Obtiveram-se 16 coldnias amarclas normaig num total de 1,7 x 10
bactérias scmeadas em 31 placas de Petri. A frequdneia fei entao

de 1 coldnia amarela por 1,06 x 1011 bactérias scmeadas.

2

As coldnias creoscidas cm lO/M,g/ml de estreptomicing
foram de dois tipos; amarclas normais e grande numero de brancas
9
puntiformes. Coldnias brancas e amarclas foram isoladas ¢ estoca-

das em nutricnte dgar inclinado.

Cinco dessas coldnias brancas puntiformes, foram en-
saiadas para rcsisténeia ao antibidtico, om concentragoes meno-
res iguais ¢ maiores do que 10 }kg/ml. Im concentragocs mMENoOres
ou iguais a lO‘}Lg/ml 0 material semeado deu o mecsmo tipo de co-
10nias, isto é, brancas puntiformes. Em concentracgao de 20 M g/ml
nao apareceram coldnigs (Quadro VIII ¢ grdfico XII). g

As amarclas normais, crecscidas cm 10 /xg/ml foram
também ensaiadas em placas com concentragoes menorcs, iguais e
supcriorcs a 10 }Lg/ml. Tais coldnias deram crescimento total em

tddas as placas (dquadro VIII e grafico XII),

As coldnias amarclas normais, entao, sao mutantes re-
sistentes ao antibidtico. Seis d&sscs mutantes, foram ensaiados
cm meio liquido mais estreptomicina. A leitura, feita com rela-
¢cao a turvagao ou linpidez do meio, estd representada no quadro
R |
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Quadro VIII — Collnias brancas puntiformes e amarelas normais,

ensaiadas em meio s8lido mais estreptomicina

Colbnias

ensaiadas
Vi

O

Concent ragoes

de estreptomicina (pg/ml)

s

2

3

5

6

10

20

40

100

Branca
Branca
Branca

Branca

U &~ WD

Branca
Amarela 1
Amarela 2

Amarela 3

+ + + + + + o+ o+

=
+ o+ 4+ o+ o+ o+ + o+

+ + 4+ 4+ o+ o+ 4+ o+

T

+ 4+ + 4+ o+ o+ o+ 4

+ + + + + + o+ o+

+ + + + + + o+ o+

-

+

+ crescimento

auséncia de crescimento

% plaqueados 0,1 ml de solugao de céreca de 108 bactérias/ml

Quadro IX — Mutantes resistentes & estreptomicina ensaiados em
meio 1iquido mais diferentes concentragoes de

tibidtico.

an-

Comparagao com a linhagem original.

Coldnias
ensaiadas

Concentracoes de estreptomicina ()ig/ml)

0,5

15

2

10

100

1000

ZOdb

4000

8000

16.000

Mutante
Mutante
Mutante
Mutante

Mutante

o 1 >~ WD

Mutante

Linhagem
original

+ + + o+ o+ o+

+

+ + + o+ o+ o+

+ + + + + o+

+ + + + o+ 4+

+ + 4+ o+ o+ o+

+ + 4+ o+ o+ o+

+ 4+ + + o+ o+

+ + o+ o+

+

turvacao

sem turvagao

I



= 31 ;

Aﬂa\w<kv ButoTWoldaalss ap °ouU0D

00T v 0z L L
o— — 5 ®|Oﬂ
=
/ IN.IOH
G
™,
/ o
*SBPEBTEBSUS SBTUQTOO SB SBPBIT} WEIOJ 3
9pUO ‘©p 0BSBIJUSOUOD ® BOTPUT BISS ¥ umloa
Q
OPTTOS OTOW We [#lOH
BUTOTWO}daagss B BIOU9}STSax O
SBPBTESUS SBIUQTOO © . ; W rMIOH
BOUBIQ /
. _ e
/ iH'OH
/ - T
/ - OT
— & BT8IBUR - : 5 - 00T

BUTOTWO}daI)So Wo BIIPIOBQ BP BTOUPATASIQOS 9P BAIND B wW0d ordeaedwod o

BUTOTWO}doa}se+ OPTTHPS OTOW WS SBOUBIQ & SBTOIBWE SBTUQTOO Op 03UBWTOSAI) — IIX OOTIRID

* ABIQOS %



4.5.2 - Fenicilina

Os resultados estao no quadro X.

Quadro X — Mutantes resistentes & penicilina, e, linhagem
original ensaiados em meio liquido mais antibidtico

Coldnias Concentracao dc penicilina (jg/ml)
enseladas | 5 1 10 | 20 | 50 |100|200| 400 | 500 | 1.000
Linhagem | |
original & 3 - T s = - v ~
Mutante 1 + + + - + - - - -
Mutante 2 + 2 + + + - - - -
Mutante 3 “t o o + | + | - - - -
Mutante 4 + + + o + - - - -

+ turvacgao - sem turvagao

4.5.3 — Aureomicina

Os resultadcs estdo no quadro XI.

Quadro XI — Mutantes resistentes & aureomicina e, linhagem
original, cnsaiados em meio liquido mais antibidtico

Coldnias Concentraczo de aersomicina ( M-g/ml)
ensaiadas
0| 0,01 0,02 0,04 €] 4 00 OL5 1 2 4

Linhagem |

g + + + - - - - - -
original
Mutante 1 + + + + + + + = =
Mutante 2 | + + + + + + + | - -
Mutantec 3 + o + + W+ 2 + | - -

- e oy B I
+ turvacgao - sem turvacgao

4.6 - Resisténecia cruzada

As leituras feitas, pela turvagao dos tubos inocula—
dos com a bactéria scnsivel (contrdle) ¢ com os mutantes resisten-—

tes @os trés antibidticos usados, estio no quadro XII.
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5. DISCUSSAC DOS RESUITATOS

5.1 - Curva de crescimento e tempo de geragép

D gréfico I ¢ ¢ quadro I, indicam que a bactdria,
apresenta uma lag-fase de aproximadamente . scis horas. Segue-se
, 4 : . . Y7 ) 3
a fasc logaritmica dc crescimento que persiste até pouco mais
de scssenta horas. Passado &sse tempo, a bactéria entra na fase
estaciondria, onde o nidmero dec bactérias que morrem & compensado

N~

pelo numecro de novas bactérias quc aparccem,

0 tempo de goracac, isto &, o periocdc necessdrio para
as células dobrarem o seu numero foi calculado na fase logaritmi-
ca de crescimento, dando aproximadamente 94 minutos. Tal resulta-
do, concorda com o citado por Hildebrand ( 17 ) que dd oﬁtempo
de geragao do gdncro Xanthcmonas a que pertence a bactéria estu-~
dada, cntre 55 e 155 minutos e, coincide também com os resulta-
dos cncontrados por Mason (22) que determinou o tempo dec gera-
¢o0 da Xanthomonas campestris como sondo de 78 minutos no cal~
do glicecsado ¢ 98 minutos no caldo simples, isto é, no mesmo

mecio por nds usado. Assim, os nossos resultados estao de acdrdo

com os ,dados na literatura citada.

5.2 — Comportamento da bactéria em relacao a antibidticos

adicionados ao meio sdlido,

5.2.1 - Estreptomicina

Observando~se os rcsultados apresentados no gquadro IT,
c o grifico II, verifica-se que o nudmero de coldnias formadas de-
cresce com o aumento de concentragdo da cstreptomicina, A curva
de sobrecviventes pode scr dividida cm quatro partes: A primeira
(até cérea de 1 }Lg/ml), mostra que a viabilidade nao dccresce
ou, cal muito pouco. A segunda partc da curva (2 a'7‘}1g/ml) mo s~
tra um grande decrdéscimo do numero de sobreviventes com o aumento
da concecntragao do antibidtico. A terceira parte da curva, mostra
que a viabilidade continua a cair, cmbora menos acentuadamente,
para finalmente, a Ultima parte da curva, tormar-se paralecla ao
cixo horizontal do grafico, mostrandc que om tddas concentragdcs

usadas aparcecem sobrcviventes.'



= 35 =

Sc o material em estudo, no caso a populagao de bacté-
rias tratadas com o antibidtico, fisse completamente uniforme
com rclagao 2 sua recsistlneia & cstreptemicina, encontrariamos
apenas as duas primciras partes da curva, isto é, as bactérias
nao sofreriam agac dc doscs minimas do antibidtico e a queda de
viabilidade seria logaritmica, seguindo a linha pontilhada ted-
rica, ( 10 ) indicada no grafico II. A difcrenca eontrec essa 1li-
nha tedrica ¢ a recalmentc cncontrada (terceira parte da curva),
mostra que existem na populag%o, individuos mais resistcntes
a cstreptomicina do que a maioria da populagao. A quarta parte
da curva represcnta wm pequenc numero de bactérias que sao in-
teiramente resistentcs a cstreptomicina.,

Mutantes resistcntcs 2 cestreptomicina sao encontrados
entao apés uma Unica passagem da bactéria no antibidtico, segun-
do o moddloc denominado por Demerecc ( 9 ) de 'um sd passo® ("one-—
-stept). O comportamento da bactéria em rclagao 2 resisténcia 2
estreptomicina, pode scr cxplicado pela hipdtesc de que existem
varics gens detcrminando tal resist®ncia. Tais goens, apresentam
diferentes potcncialidades. Assim, se a mutagao ocorrcr em um
gen que determina resist®ncia a altas concentragoes de estrepto-
micina, a bactdria torna-se altamente resistente ac antibidtico,

cm uma sd passagem.

Demercc, em 1950 ( 10 ) jd cstudou a curva de sobre-
vivéncia da Escherichia coli em meio sdlido com estreptcmicina.

Pclos nossos resultados verificamos que ¢ comportamento de Xantho-
monas campestris & bastante semclhante ao cncontradc por Demerec

em Escherichia coli, Quadling ( 26 ) em 1960, verificou que na

Xanthomonas phascecli, linhagem XP8, scmcada em meio sdlido mais
% K} g ’

diversas concentragoes do cstreptomicina, a maivria das bactérias

sao mortas em concentragdses cntre 2 ¢ 8‘}Lg/ml. A Xanthomonas
campestris mostra entac um comportamento quase idéntico ao da

Xanthomonas phaseoli com relagas & resistlneis & droga.

5.2.2 -~ Penicilina

C quadro III ¢ gréfico IIT indicam que © aumento da
- ~ . . o . - 7 . . o g ’
concentragao de penicilina detcrmina tambim uma diminuigao ne nu-
mero de sobreviventces. Ne grafico ITT, verifica-~-sc que a curva
tom duas partes distintas:; de clBreca de 10 a 50‘}kg/ml, mostra
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acentuada queda, que corresponde a grande diminuicgao na porcen-
tagem de sohreviventes; de 50 a poucc mals de ZOOJ}Ag/ml, a di-
minuicao é menos acentuada, ¢ a curva atinge a linha de base.

A auséncia da primeira fase da Eurva, encontrada no caso da es-—
treptomicina, isto é, da fase em que o numerc de sobreviventes
seria praticamente igual ao numero de bactérias inoculadas, mui-
to provavelmente é devido ac fato de nao terem sido utilizadas
concentragoes intermedidrias de penicilina, entre O e 1C }Lgyhﬂ
em nossos experimentos. A diferenca entre a linha pontilhada ted-~
rica e a realmcnte encohtrada, indica que também para a penici-
lina, existem na populagao individuos mais resistentes do gque a
maioria da populagao. A parte final da curva, enccntrando o eix
da base do grafico, mostra gue com pouco mais de 200 }Lg/ﬁl de
penicilina adicionada ao meio sélido, nao aparecem bactdrias
resistentes, Tal fato concorda com o0s rcsultados de Demerec

(8, 9) publicados em 1945 e¢ 1948, rcferindc-se a agao de penici-
lina sObre Staphylococcus aureus.

Demerec ( 9 ) admitiu a hipdtese de que, provavelmente
varios gens estariam envolvidos no processo que determina a re-
sisténcia da bactéria & penicilina. Ao contrario do que foi expli
cado para a estreptomicina, tais gens seriam igvuais em sua potén-
cia., Para vizualizar melhor essa interpretacao podér-se-ia supor
que cada gen mutado aumentasse a resisténeia da bactéiia & dro-
ga em duas unidades, A mutagao de um gen, determinaria entao uma
resisténcia de 2 unidades; um segundo gen mutado, aumentaria pa-
ra quatro essa resisténcia, um terceiro gen que mutasse, aumen-
taria para 8 unidades a resisténcia da eélula, e assim por dian-
te, sempre en progressao geométrica. A probabilidade de duas
,mutagaes ocorrerem simultineamente, seria tao pequena que pode-
ria ser considerada como nula e devido a isso, uma resisténcia
a altas doscs de penicilina nao poderia ser obtida num sd passo.
A resisténcia para ésse antibidtico, como para a maioria dos an-—
tibidticos conhecidos, segue entao o moddlo denominado de "mil-
tiplos passos"("multiple-stcp'),

5.2.3 = Aureomicina

0 quadro IV ¢ o grafico IV indicam, como nos dois ca~
sos anteriores, que o numero de sobreviventes diminui, com o au-
mento da concentracao do antibidtico. A curva representada no
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grafico III apresenta 3 partes: de O a 0,025 }kg/ml representa
pequena queda da viabilidade. De 0,025 }kg/ml até cérca de 0,1
)Lg/ml, mostra que a queda é bastante acentuada e, de O,l.»xg/ml
em diante, mostra que o decréscimo na viabilidade é menos acen-
tuado que o anterior, e a curva encontra a linha da base do gra—
fico. Como acontece para os dois outros antibidticos, a diferen-
ga entre a linha pontilhada e a rcalmente encontrada, indica que
na populacgao existem individuos mais resistentes a droga do que

a maioria Ga populagao,

Como no caso da peniecilina, nao existe a parte final
da curva paralela ao eixo da base, mas, cla encontra tal eixo
mostrando que apds certa concentragao de aurcomicina, nao se po~
dem obter mutantes'em um s6 passo",pois a resisténeia a aurecomi-
cina ( 2 ), funcicna segundo ¢ modélo de"miltiplos passos"ja ci-

tado para o caso da penicilina,

5.2.4 -~ Comparacao entre as trés curvas de sobrevi-

véncia,

No grafico V, verifica-se que a Xanthomonas campestris
resiste muito mais & agao da penicilina, seguindo-se por ordem,

a estreptomicina e a aurecomicina, Tal resultado cra de se espe-
rar, pols a penicilina tem agéo pouco acentuada em bactdérias
gram negativas, ao passo que a cstreptomicina age em bactérias
gram negativas e, a aurcomicina, é um antibidtico de largo es-
pectro ( 18 ),

5.3 - Comportamcnbto da bactdria em relagao a antibidticos
' adicionados ao mcio ligquido,

5.3.1 - Estrcptomicina

Pcla obscervagao do quadro V e graficos VI e VII veri-
fica-se cuec um aumentn de concentragao do antibidtico detcrmina
uma diminuigao no ndmero de sobreviventes. Verifica-sc também
que, ¢ tempo de contasto da bactéria com a droga influi no decrés-
cimo de viabilidade. Apds vinte e quatro horas, nao aparecem so-—
breviventes, provando o poder bactericida da estreptomicina, em
concentragSOS e 3 }kg/ml ou maiores, Nemercc em 1951 ( 11 ) rea-
lizou experimento éemelhanto com #scherichia coli utilizando a

estreptomicina, Como a estreptomicina nao requer divisao da cdélula
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para atuar, sua agao se faz antes mesmo de ocorrerem divisoes
celulares, Em Xanthomonas campestris, o mesmo fato deve ter o-

corrido,

5.3.2 -~ Penicilina

Pela observacao do quadro VI e grificos VIII e IX
verifica-se que no caso déste antibiético, hd uma queda da via-
bilidade com o aumento de concentragao, a partir de 20‘}Lg/ml e
com o aumento do tecmpo de contacto da bactéria com = droga. Apds
ume hora de contacto entre antibidtico ¢ bactéria, ecm concentra-
coes de ZO‘}Lg/ml até 500 }xg/ml nao houve infludncia da concen-

tracao, sdbre queda de viabilidade. Assim é que, a porcentagem
de sobreviventes cm 20 }lg/ml foi menor que em 10C }Lg/ml e, en
BOO‘ng/ml foi maior quec em 200 };g/ml apds uma hora de contacto.

5.3.,3 - Aurecomicina

Nos grédficos X e XI e quadro VII verifica-se que a
queda de viabilidade depende do tempo de contacto da bactéria
com a aureomicina. Quanto as concentragoes, doses de 0,0l‘}Lg/ml
e 0,02 )xg/ml nao causam diminuigao da porcentagem de sobrevi-
ventes. De 0,04 }kg/ml até 1,28 }xg/ml o nimero de vidveis pare-
ce independer da concentrag¢ao usada. Assim é que, as porcenta-
gens de sobreviventes encontradas desde 0,04 }Lg/ml até 1,28}Lg/ml
apds 24 horas de contacto sao bem préximas umas das outras, o mes
mo acontecendo apds 2; 4 c¢. 24 horas. Depois de 48 horas n3o apa-—
recerém mais sobrecviventes.

5.4 — Isolamentos de mutantcs resistentes aos antibidticos

Para a cstreptomicina, como a mutagao ocorrc em um
sé passo, com um isolamento apenas, ja apareccem mutantes alta-
mente resistentes (quadros VIII e IX),

Todos o0s mutantes para a estreptomicina foram resis-
tentes, sem sercm dependentes da mesma. Mutantes dependentes de
estreptomicina foram encontrados por muitos autores cm diversas
bactdérias, como se pode verificar no trabalho de Ncwcombe e
Hawirko ( 25 ). Quadling ( 26 ) cncontrou mutantes dependentes
déste antibidtico em Xanthomonas phascoli, somente depois de tra-

tar a bactéria com raios ultra violecta, Trabalhande com 78 mutan-
tes resistentes, nio encontrou dependente algum. No entanto,
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depois do tratamento da bactéria com luz ultra violcta, céreca de
30% das coldnias rcsistentes, tornaram-sc completamontc depen-—
dentes da cstreptomicina. Estao cm andamento estudos a fim de

se verificar a ocorréncia de mutantes dependentcs da cstrepto-
micina em ZXanthomonas campestris decpois do tratamento com luz

ultra violcta.

Num total de 1,7 x 10%2

ram-sc 16 mutantcs, dando ume frequéncia global de cérca de 1
mutante por 1011 bactérias. Quadling ( 26 ) em Xanthomonas pha-

bactérias scmecadas, obtive~

seoli, determinou a taxa de mutagcao para resistdneia & estrepto-
micina, ou scja, a frequineia da mutagao por bactdéria ¢ por ge-~
ragao obtendo o valor de 3 x 1010 por vactdéria c¢ por geragao.
Zstudos ecstao sendo rcalizados a fim de se determinar a taxa de

mutagao em Xanthomonas campestris com rclagzo a rcsistdneia a

cstreptomicina.

Pcla obscrvagao dos quadros VIII ¢ IX ¢ grafico XII,
verifica-se quc as coldnias amarclas normais sao verdadeiros
mutantes. As coldnias brancas sao constituidas por bactérias,
que aprcscntam apcnas um crcescimento residual cm placas contcendo
o antibidtico ¢ sao incapazes de crcscerem cm altas doses do mes—
mo, como acontcce com as bactérias quc constituem as coldnias

amarclas,

Dos 6 ﬁutantos cnsaiados cm mecio ligquido mais cstrepto-
micina, um delcs, chcgou a crescer ecm conccntragocs de até
8000 }Lg/ml de cstrecptomicina, dois deles, cresceram em concen-
tragocs de a2té 4000 }Lg/ml, outros dois cm concentragocs até
2000 . g/ml ¢ um deles até 1000 }Lg/ml. Comprovou—sc assim a
hipdtesc, jd citada, de que os gens que confercm resisténcia a
cstreptomicina aprescntam difcrentes potencialidades.

No caso da penicilina ¢ aurcomicina, como a mutagao
ocorrc cm virios passos, a técnica da placa-gradicnte de Szybalski
¢ Bryson (31, 32) teve quc ser cmpregada. Dessa forma, com gra-
dientcs de antibidticos cada vez maiores, a bactéria teve opor-
tunidade de sofrer mutagocs successivas nos gens que conferem re-
sisténeia a .penicilina ou aurcomicina. Todos csses gens, como ja
foi cxplicado antcricrmentc, s2c iguais cm sua poténcia dai de-
correndo ser muito dificil a obtengao de mutantes altamente re-

sistentes a cssas duas drogas em uma sé passagem pelos reforidos
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~antibidticos. Por mcio de scte transferbneias sucessivas para a
penicilina ¢ setc para a2 aurcomicina, conscguiram-sc porém mu-—
tantes resistentes & 100 M g/ml de penicilina ¢ a 1 phg/ml de
aurcomicina como pode scer verificado nos quadros X ¢ XI,

5.5 — Resisténcia cruzada

Pelo quadro XII, verifica-sc quc ncenhum dos mutantces
cnsaiados apresentou resisténeia . cruzada, no que diz respeito
aos trés antibidticos empregados.,

_ Tal resultadc, cra de sc csperar, pois, a resistén-
cia a penicilina, ¢é cem geral, espccifica para 8ste antibidtico.
Resist®neia cruzada de penicilina com cstreptomicina sé foi en-
contrada por Klimet ct al ( 19 ) em Staphylococcus c, Szybalsky

¢ Bryson ( 32 ) referem-sc a uma fraca resisténeia cruzada cxis-
tente cntre penicilina e tetracilinas cm Bscherichia coli, 1i-

nhagcm B.

A rcsist@neia 2 cstreptomicina, tambdém mostra marca-
da cspecificidade. Resisténcic cruzada cntre estreptomicina e
penicilina (19, 27 ) ¢ cntrec cstreptomicina ¢ aureomicina (27)

nao sao comuns,

Finalmente, a aurcomicina, tem rcsisténcia cruzada
com outras tctracilinas, mas com penicilina ¢ estreptomicina s3o

raros os casos (27, 32).

Pode-se notar ainda, pelc quadro XII, quc possivel-
mente nao se verificou o fondmeno da sensibilidade colateral
( 2 ) em Xanthomonas campesbtris para as trés drogas usadas,

istc &, mutantc resistente a um antibidtico, nac sc tornou mais
sensivel quc a linhagem original cem rclacgao as duas outras dro-

gas empregadas.



6. RESUMO © CONCLUSOES

O presente trabalho, fol realizado com a finalidade
de se estudar o mecanismo da resisténcia de Xanthomonas campes-

tris (Pammel) Dowson cm relagao a trés difercntes antibidticos,
no caso, estreptomicina, penicilina e aureomicina.

1 - A linhagem utilizada, foi por ndés isolada ¢ clas-
sificada. Zla apresentou uma lag-fase de aproximadamcnte seis
horas, seguindo-sc a fase logaritmica de¢ crescimento gque per-—
sistiu até pouco mais de scssenta horas, O tempo da geracao da

bactéria foi de clreca de noventa e gquatro minutos.

2 - Bmn relagao a antibidticos adicionados ao meio sé-
lido, a bactéria comportou-sc difecrentemente, de acdrdo com a
droga usada. Para a cestreptomicina, coldnias rcsistentes aparc-—
ceram cm 40}}Lg/ﬁl, cu seja, na mais alta concentracao usada.
Para a penicilina, cm doses maiores que 200 }Lg/ml C para a au-
reomieina, em doscs maiores que 0,3 }Lg/ml nao aparcceram cold-
nias, Concluc-se, portanto, que a bactéria estudade comportou-
sc da mcsma mancira quec a grande maioria de outras bactérias no
scu mccanismo dec resistdncia acs tr@s antibidticos, isto &, sc-
guiu os cldssicos mod@los dec “miltiplos passos® para a aurcomi-~
cina ¢ penicilina e de "um sé passo" para adquirir resist8ncia
a cstreptomicina, Por comparagao entre as curvas de sobrevivén—
cia no meio sdélido, concluc-s¢ que a penicilina é o antibidtico
que mais fraca agao tove sdbre a bactéria, havendo nccessidade

de altas concentragocs para impcdir o aparccimentc de formas re
sistontes., A aurcomicina por sua vez, em concentracocs minimas,

jé causou inibicao complecta da bactéria cm mecio sdlidc,

3 - Um pequene ndmero de bactérias inoculads em meio
liguido contendo diversas ccncontragoes de antibidéticos, tambdm
aprecsentou variagoes em seu comportamento, conforme o antibid-
tico usado. Tmbera o tcmpo de contacto da bactéria com a drogo
influisse da nesma mancira nos trés cascs, causandc diminuicgao
de viabilidadc, para a cstrcptomicina, foi de importéncia a con-
centragao dc antibidtico usada. Quanto maior-a concentragao, maior:
foi a mortalidadc para 8ssc antibidtico. Para a penicilina, sO- '
mente depois de quatro hores de contacto da bactdria com o anti-
bidtico ¢é que concontragaos'crescent@s de. droga causaram dqucdas
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croscentes de viabilidade. Para a aurcomicina, concentragoes
desde O,O4/}Lg/ml até 1,28‘}Lg/ml influiram igualmente na que-
da de viabilidadec, isto &, nao importou a concentragac usada;
influiu apcnas o tcmpo de contacto. Para a cstreptomicina, en
concentragocs iguais ou superiores a 3 }kg/ml nao aparcceran
sobreviventes cm 24 horas, dcnonstrando o fortc poder bacteri-
cida dessa droga. Para a penicilina, apds 24 horas, apareceran
sobreviventes até 100 Mg ml. Para a aurconicina, apds 24 horas,
aparccerarl sobreviventes até na mais alta concontragao usada,

ou seja, até 1,28 }xg/ﬁl.

4 - Mutantes rcsistentes acs trés antibidticos foran
isolados, Mutantes rcsistentes a cstreptomicina, ocorrcran en
"um sd passo”. Enquanto a linhagen original nao cresceu en neio
liquidc mais 0,5 )Lg/ml dc cstreptomicina, o mutantc mais re-
sistente encontrado, suportou até 8OOO/}Lg/ml. A frequéncia de
mutagao para rosisténeia a cstreptomicina foi de céreca de uma
por 1011 vactérias. NZo houve no entanto, aparccimcnto de nu-
tantes dependentes dessa droga. Dos dois tipos de coldnias que
aparcceran, a saber, amarclas ¢ brancas puntiformes, apenas as
prineiras foram altancnte resistentes a droga. Brancas punti-
formes nao foram capazes de croscor em doses mais elevadas de
cstreptomicina., Mutantes altamente resistentes 2 aurconmicina
¢ penicilina apareccram scgundo o modélo denominado de "milti-
plos passos™., Pela técnica da placa gradientc, através de scte
transferéncias, conscguiras-sc rutantcs recsistentes até 100 M g/ml
de penicilina adicionada ao meio liquido, cnquanto a linhagém o-
riginal cresceu apcnas até lO‘}Lg/ml. Por nmeicv de sete transfe-
réncias, conseguiram-se mutantcs resistentes atd l‘}Kg/ml dec au-
reomicina adicionada ao meio liquidc, cnquanto que a linhagen
original crcsceu sonente até 0,02 M g/ml dessa droga.

5 — Quanto a recsistdnecia cruzade e sensibilidade co-
lateral, linhagens resistontes a um antibidtico, nao aprescn~
taram incremcnto ou &ininuigzo de resistdneia em relagiao aos
dois outros antibidticos cnsaiados, comparando-sc conl o linha-
'gem original. Nao houve portanto, nem resistincia cruzada, nen
scnsibilidade cclateral nos casos cstudados .
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7.SUMMARY AND CONCLUSIONS

The present paper deals with the study of the growth
and resistance against three antibiotics in a phytopathogenic
bacterium Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson.

1l - The mean-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 wereigrown, the colonies resistant to
the streptomycin, appeared even in the highest concentration
(40'}Lg/ml) of the latter: as to the penicillin and aureomycin
when in concentrations higher than 200 }Lg/ml and 0,3 }Lg/ml res—
pectvely, 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 campes-

LI,

- 3 - When a small inocullum was grown in liquid medium
plus streptomycin, the percentage of survivors was greatly redu-
ced, dépending of the time of contact of the bacteria with the
antibiotic and the concentration of the drug. 7For the penieillin,
during the first hour of contact between the bacteria and drug,
the percentage Qﬁ survivors was not affected; after that time,
increases in concentration reduced the percentage of survivors.

In the case of aureomycin, only the time was important; concen-
trations of antibiotic ranging from 0,04 )Lg/ml to 1,28’»Lg/ml

had the same effect.,

4 ~ One-step mutants to streptomycin were isolated.
One resistant mutant grew in liquid medium plus 8000 M. g/ml of
streptomycin; in the sensitive populations, the cells were
inhibited by concentration of 0,5 }Lg/ml. The mutation frequency
was about 1 in 1011l cells. It was not noted the appearance of
streptomycin-~dependent mutants. For the penicillin ard aureomycin,
multiple~step mutants appeared when the sensitive populations
were grown in gradient plates with antibiotics. For the penicillin,
mutants were found in concentrations up to 100 }Lg/ml. For the
aureomycin, mutants werc found in concentrations up to l)ig/mi.
The sensitive populations could grown in concentrotions of
leU.g/ml of penicillin and 0,02 }Ag/ml of aurcomycin.

5 - It was not found cross resistance or collatci2l
sensitivity when a certain antibiotic was tested against the
other two antibiotics.
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