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l. INTRODUÇÃO

Os estafilococos patogênicos, embora sua comu

nicabilidade nem sempre coincida com sua maior virulência(S0-

LÉ-VERNIN e VTHIDA-TANAKA3 1969) 3 ainda são considerados um 

dos mais perigosos microrganismos em medicina, mercê da pre

valência e diversidade de cepas resistentes a agentes antimi

crobianos. 

o S�aphylococcu6 au�eu6 apresenta ainda algu

mas desvantagens para seu estudo genético. incluindo-se nes

tas sua dificuldade em crescer num meio simples e o conheci

mento, ainda fragmentário, de sua organização genômica. 

Embora sua dificuldade em relação a meio de 

cultura, os estafilococos ja foram e estão sendo objetos de 

vários estudos genéticos relacionados com sua atividade bios-
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sintética. RITZ e BALDWIN (1962) estudaram dez mutantes au

xotrÓficos para triptofano, sem entretanto caracterizar espe

cíficos locas envolvidos, questão que foi elucidada por PROC

TOR e KLOOS (1970) na linhagem 655 através de transdução,qua� 

do reconheceram cinco locas agrupados. 

HUMBERT e BALDWIN (1963) isolaram seis mutan

tes auxotrÓficos para metionina e, com base em estudos bioquf 

micos, os classificaram em três grupos. Uma análise dos mu

tantes por transdução recíproca, indicou que a sequência li

near dos locas envolvidos era a mesma das reações envolvidas 

na síntese daquele aminoácido. 

KLOOS e PATTEE (1965) estudaram sessenta e seis 

mutantes auxotrÓficos para histidina em experimentos de trans 

dução e reconheceram, no genoma da linhagem 655, a região his, 

a qual comportava seis locas gênicos. 

SMITH e PATTEE (1967) estudaram vinte e oito 

mutantes iZv Cisoleucina valina dependentes), os quais foram 

reunidos em quatro grupos e. através de análises de transdu

çÕes, estabeleceram que a ordem linear dos genes estruturais 

é idêntica a ordem de participação das enzimas corresponden

tes na biossíntese da isoleucina e valina, e que esses genes 

compreendem um Único grupo de ligação. 

A biossíntese da lisina em S. au�eu� foi estu

dada por BARNES, BONDI e MOAT (1969) através de uma série de 

mutantes auxotrÓficos e os dados sugeriram que a região do g� 

noma responsável pela síntese desse aminoácido. era constituí 

da como um operon, hipótese que foi reforçada com o trabalho 

de BARNES, BONDI e FUSCALDO (1971). 

A biossíntese de purinas já foi também estuda

da em S. au�eu� através do uso de mutantes auxotrÓficos (CA

RERE e SPADA-SERMONTI
3 

1964; BAXTER-GABBARD e PATTEE
3 

1970). 
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A despeito desses estudos, o conhecimento da 

organização genômica do S. aufteu-0 permanece realmente ainda 

fragmentário, embora alguma evidência haja de que o genoma 

principal dessa bactéria possa ser composto de mais de um ele 

menta (ALTENBERN, 1967). Transdução generalizada é de peque

no valor para resolver esse problema, por causa da aparente 

homogeneidade e do tamanho limitado das partículas transducen 

tas. PATTEE e NEVELN (1975) estudando dez locas distintos (um 

envolvendo resistência à novobiocina e nove associados a ati

vidades de biossíntese), demonstraram, por transformação.três 

grupos de ligação, embora a relação entre eles não ficasse es 

clarecida. O sucesso da transformação em detectar esses gru

pos de ligação pode ser atribuído, pelo menos parcialmente,à 

heterogeneidade dos fragmentos transformantes, sendo de se es 

perar que num futuro próximo, através desse processo parasse

xual que em S, aufteu-0 começou a ser usado com sucesso por 

LINDBERG, SJÕSTRÕN e JOHANSSON (1972), o problema da organiz� 

ção genômica dos estafilococos possa ser resolvido. 

As vantagens e importância dos estudos genét! 

cos em estafilococos, residem primariamente em seus aspectos 

epidemiológicos. 

A evidência mais comum no campo da epidemiolo-

gia das estafilococcias, tem sido o gradual desenvolvimento 

de resistência aos sucessivos antibióticos postos em uso na 

prática clínica (B�LLOW, 1971), concorrendo para isso a im

pressionante variabilidade genética dessa bactéria, sendo que 

diferentes mecanismos contribuem para tal. 

Uma bactéria, originalmente sensível.pode tor

nar-se resistente a um antibiótico não só depois de um proce� 

so de mutação-seleção, mas também através da transferência de 

informações genéticas por outra já resistente. Nos estafilo

cocos essa transferência ocorre principalmente através da 

transdução (mediada por bacteriÓfagos). já que ainda nao foi 
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demonstrado o mecanismo da conjugação e a transformação só de 

ve ocorrer com sucesso llin vitro ff e em algumas linhagens apr2, 

priadas (LINDBERG., 
SJcJSTRcJM e JOHANSSON

., 
1972; SJcJSTR"óM, L()F

DAHL e PHILIPSON
., 1975)

., 
visto que praticamente todas as cul-

turas naturais contêm altos níveis de nucleases 

CUNNINGHAN., 1958). 

(CATLIN e

Durante os Últimos quinze anos. evidências se 

acumularam de que resistência a vários antibióticos em S. au

�eu-0
1 como em enterobactérias. é plasmidial. NOVICK e BOUAN

CHAUD (1971) chegam mesmo a sugerir que num futuro próximo, a 

maioria se não todas resistências em estafilococos de signif! 

cada clinico. mostrará herança plasmidial. Recentemente, evi 

ciências demonstraram herança plasmidial inclusive para resis 

tência a gentamicina (SOUSSY et aZii., 1975). 

A primeira suspeita de que algo de diferente 

havia com respeito à hereditariedade da resistência a drogas 

em S. au�eu-0
P 

surgiu com a observação de BARBER (1949) de que 

esses microrganismos perdiam, irreversivelmente. a resistên

cia à penicilina. Investigações estimuladas por essa observa 

ção, mostraram que o mecanismo genético da resistência à pen! 

cilina não era o usual (mutação-seleção), e sim devido a aqui 

sição de um plasmíd.io (NOVICK., 1963)
., 

conclusão esta que foi 

suportada pelos trabalhos de HARMON e BALDWIN (1964) e HASHI� 

MOTO., KONO e MITSUHASHI (1964). A resistência penicilina 

seria devida à produção, pela célula, uo onzima penicilinase 

(KIRBY
., 

1945). 

A observação de que certos pares de plasmÍdios 

penicilinase (PCase) poderiam coexistir numa Única célula de 

estafilococo enquanto que, com outros pares recombinação e re 

versão ao estado haplÕide é comum, levou NOVICK e RICHMOND

(1965) a postular a idéia de compatibilidade. Dois plasmÍdios 

seriam compatíveis se pudessem coexistir na mesma célula. e� 

quanto que incompatíveis seriam se segregassem rapidamente com 
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ou sem recombinação. Com base nesse comportamento dois gru

pos de compatibilidade são reconhecidos: Com I e Com II. D 

plasmÍdio PCase seria um replicon autônomo (NOVICK3 1967) con 

tendo um gene regulador i 3 um estrutural p e um promotor pr3 

responsáveis pela produção da penicilinase em si. além do lo

co mor (manutenção, compatibilidade e replicação) (NOVICK31969)3

podendo ainda conter genes para resistência à eritromicina

(MITSUHASHI et aZii3 1965) e a vários ians inorgânicos(NOVICK 

e ROTH, 1968; PEYRU3 WEXLER e NOVICK3 1969)3 como cãdmio, ar

senato, arsenito, bismuto, chumbo, mercúrio e zinco. 

Resistência ao ion mercúrico 
++ 

(Hg ), foi des-

coberto por MOORE (1960)3 demonstrando ser plasmidial por 

RICHMOND e JOHN (1964) e sua importância como dado epidemio

lógico salientado por vários autores ( MOORE3 1960; TURNER e 

WILLIS, 1962; f>!ILLIS e TURNER11 1963; RICHMOND et aZii3 1964; 

WILLIANS3 1967 3 1971), inclusive no Brasil, onde SOLÉ-VERNIN 

e UTHIDA-TANAKA (1969) verificaram que em ambiente extra hos

pitalar, aproximadamente 1/4 das amostras de estafilococos 

são HgR e os restantes 3/4 são Hg 5 e, de acordo com o maior 

ou menor relacionamento das amostras com o ambiente intra hos 

pitalar. aquelas proporções vao se alterando até a inversão 

completa de seus valores nos casos graves de estafilococcias 

adquiridas no hospital. 

A primeira evidêncip �e qu� rasistência ã eri

tromicina poderia ser plasmidial, foi obt�da por MITSUHASHI 

et aZii (1963)3 que conseguiram em du�p arnostrps eliminação 

da referida marca após tratamento por acriflavina. Posterior

mente, MITSUHASHI et aZii (196�) obtiveram co-transdução da 

resistência� penicilina e eritromicina. 

Outras marcas gen�ticas podem ae localizar no 

plasmidio PCase,como resist�no:La ã canamicini:1 (ÁNNEAR e GRUBB:, 

1972), ao ácido fusÍdico (LACEY e GRINSTED3 1972) e ao brome

to de etÍdio (JOHNSTON e DYKE, 1969). 
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O □NA correspondente a propriedade fenotÍpica 

da produção de penicilinase e resistência a fons inorgânicos, 

foi isolado por RUSH et aZii (1969)
3 

estabelecendo-se assim, 

indubitavelmente, a natureza plasmidial das referidas marcas. 

O tamanha das plasmidios PCase varia de 12 x 10 6 a 21 x 10 6 dal 

tons e o número de cópias por célula é estimada de 2 a 8, con

forme a linhagem (NOVICK e BOUANCHAUD
3 

1971; LACEY
3 

1975). 

Convém aqui salientar que já foram descritas 

algumas poucas linhagens de S. auneu�� na qual resistência à 

penicilina era cromossômica (ASHESHOV3 
1966b; POSTON

3
1966). 

SWEENEY e COHEN (1968) estudaram uma linhagem (55Cl) que con

tinha dais grupos de ligação para formação de penicilinase, um 

ligado a genes para resistência a ians de cádmio e mercúrio, 

plasmidial portanto, o outro com propriedade de genes cromos

sômicas. ASHESHOV (1969) descreve uma linhagem com resistên-

eia cromossômica à penicilina e portadora de plasmidio para 

resistência a ians arsenato, de cádmio e de mercúrio (plasmf

dio pi); quando esta linhagem é mantida à temperatura ambien

te, mudanças acorrem em sua constituição genética consistente 

com a hipótese da duplicação do gene para produção de penici

linase, com uma cópia retida no cromossomo na localização 

original e a outra cópia incorporada ao plasmÍdio pi. RICHMOND 

(1972) compara exopenicilinases mediada por gene cromossômico 

e por gene plasmidial, concluindo pela extrema similaridade en

tre ambas. 

Os plasmÍdios PCase foram extensivamente abqr

dados por RICHMOND (1968) em uma revisão, onde transdução e 

recombinação de plasmidios e formação de plasmidios diplÓides 

são também considerados. 

Diversas evidências estqpeleceram que o deter

minante genético para resistênct� � tetraciclina, em algumas 

linhagens de S. auneu�
P 

pode estar localizado em plasmidio. 
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MAY3 HOUGHTON e PERRET (1964) observaram que a 

linhagem El69, quando crescia a 43 - 44° c, perdia irreversi':"' 

velmente a resistência à tetraciclina e à penicilina, 

que ASHESHOV (1966a) observou o mesmo fato em outras 

sendo 

linha-

gens. Resistência à tetraciclina e à penicilina são elimina

das em diferentes freqüências, e isso é consistente com a hi

p6tese de diferentes plasmfdios para aqueles determinantes. A 

cinética da transdução da resistência à tetraciclina por fa

gos tratados com luz ultravioleta, ª aquela esperada para 

transdução de plasm!dios (ARBER
3 

1960; ASHESHOV
3 

1966b; POS= 

TON3 1966). 

O plasmÍdio TC
R

, mediria 2,66 x 10
6 a 2,9 x 10

6 

daltons e cada célula poderia conter de 30 a 50 cÓpias(NOVI CK 

e BOUANCHAUD
3 

19?1; CHOPRA
3 

BENNETT e LACEY3 
19?3). 

Hã entretanto evidências de que � resistência 

à tetraciclina pode ser cromossômica em algumas linhagen(KASU= 

GA., HASHIMOTO e M I T SUHASHI :; 1968; KAYSER3 
WVST e CORRODI:; 19?2). 

Experimentos de transdução levadOs a efeito por ASHESHOV(19?5)3

revelam, de fato, a existência de dois tipos de resistência a 

altas concentrações de tetraciclina� plasmidial, onde as amo� 

tras apresentam resistência à tetraciclina e sensibilidade 

minociclina (tetraciclina sintética) e cromossômica, onde as 

amostras apresentam resistência tanto à tetraciclina quanto à 

minociclina. 

Em experimentos de transdução com fagos induzi 

dos por luz ultravioleta, da linhagem El69, KASUGA e MITSUHASHI 

(1968) demonstraçam que resistência à tetraciclina e estrept� 

micina são co-transduzidas numa freqüência de 85 - 93%, conclui.!2_ 

do pela ligação das referidas marcas. Já G RUBB e o r REI LLY 

(19?1) em experimentos de transdução, na mesma linhagem, com 

fagos virulentos, concluíram pela não ligação das marcas.ain

da que plasmidiais, já que eliminaç�-0 das mesmas, embora em 

baixa freqüência. foi obtida apôs tratamento pelo brometo de 
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etÍdio (mas não pela acriflavina) e a cinética da transdução 

por fagos tratados com luz ultravioleta foi típica para pla� 

midios. GRUBB3 O P
REILLY e MAY (1972) confirmaram a não liga

ção sugerindo que, ocasionalmente, as marcas se tornariam as

sociadas podendo então serem co-transduzidas. 

Em v�rias outras linhagen� resist�ncia à es

treptomicina parece ser cromossômica (POSTON3 1966; KASUGA3

HASHIMOTO e MITSUHASHI3 1968; LACEY e CHOPRA3 1972). Cerca de 

70% dos isolados ciinicos de S. au�eu-0 resistentes à estrept� 

micina, tem alto nível de resistência, o que é característi

co de resistência do tipo cromossômico/ribossomal (LACEY3 1975). 

Resistência plasmidial à estreptomicina foi entretanto demons 

trada em linhagens que não a El69 (AYLIFFE3 1970; GRINSTED e 

LACEY3 1973). 

CHABBERT3 BAUDENS e GERBAUD (1964) observaram 

eliminação da resistência ao cloranfenicol em duas linhagens, 

após tratamento com acriflavina. De fato, as evidências su-

gerem um loco plasmidial em todas as linhagens investigadas 

resistentes ao cloranfenicol (LACEY3 1975). O plasmÍdio CL
R

3

mediria cerca de 3,1 x 10 6 daltons e estaria presente na célu

la em múltiplas cópias (NOVICK e BOUANCHAUD3 1971). 

Outras evidências e propriedades de plasmI-

dios em S. auneu�, bem como aspectos epidemiológicos e ecoló

gicos, são extensivamente tratados na revisão de LACEY (1975). 

PlasmÍdios de S. au�eu-0 são perdidos esponta

neamente e irreversivelmente numa freqüência maior que a taxa 

de mutação e vários agentes químicos, os chamados agentes 
• ºº.... • 

d . cura, sao capazes de aumentar essa frequencia, sen o este 

dos critérios para se determinar a localização plasmidial 

de 

um 

de 

marcas genéticas. Os outros critérios são detalhadamente des 

critos por RICHMOND (1968) e por LACEY (1975). Entre os age� 

tes de cura os mais descritos são os corantes de acridina, o 
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brometo de etidio, o dodecil sulfato de sódio (SOS) e a rifam 

picina. 

MITSUHASHI et alii (1963) observaram que resis 

tência aos antibióticos macrolidicos (eritromicina. oleandomi 

cina e leucomicina) era eliminada em S. au�eu-0 após tratamen-

to pela acriflavina. o mesmo acontecendo com resist�ncia 

penici,lina (HASHIMOT03 KONO e MITSUHASHI3 1964)3 sendo que 

co-eliminação de ambas as marcas foi reportada por MITSUHASHI

et alii (1965). HARMON e BALDílIN (1964) também verificaram eli 

minação do plasmidio PCase pela acridina □range. No entanto. 

esses fatos não foram confirmados por outros autores, o que 

levou RICHMOND (1968) a considerar que os corantes de acridi

na nao curam o plasmidio PCase e que as discrepâncias obser-

vadas entre os vários trabalhos resultam. provavelmente. da 

falta de suficientes dados do controle. Por outro lado, em 

seis linhagens de S. auneu-0 resistentes à canamicina e cloran 

fenicol. CHABBERT3 BAUDENS e GERBAUD (1964) observaram elimi

nação das referidas marcas. tanto espontaneamente como sob a

ção da acriflavina. 

JOHNSTON e RICHMOND (1970) mostraram elimina

ção de resistência; penicilina pela rifampicina em S. auneu-0 

linhagem 8325; no entanto. os resultados obtidos com a mes

ma linhagem. por ZIMMERMAl,lN3 ROSSELET e KN'úSEL (1971) são con 

flitantes. RUBIN e ROSENBLUM (1971), em outras linhagens, obt.!_ 

veram eliminação com freqüência de 0,45 a 8,6%. 

Eliminação de fator F em E-0ehenichia eoli pelo 

SOS já havia sido descrita por INUZUKA et alii (1969)
3 

quando 

SONSTEIN e BALDWIN (1972) o testaram em trinta e oito linha-

gens de S. au�eul produtoras de penicilinase. sendo que em 

duas delas houve perda do plasmidio. 

Resultados mais promissores foram realmente 

obtidos com o brometo de etidio. um tripanossomicida que afe-
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ta a síntese de acidas nucleicos, nao só na eliminação de pla� 

mídias para resistência a drogas (BOUAIVCIJAUD., 

CHABBERT., 1969; GRUBB e a vREILLY., 1971; RUBIN 

SCAVIZZI e

e R OSENBLUM., 

1971)., como na eliminação de plasmÍdios para produção de toxi 

na esfoliativa e bacteriocina (WARREN et alii ., 
1974).

Como se pode verificar, os plasmÍdios de S. 

au�eu-0 têm merecido a atenção de numerosos pesquisadores. ofe 

recendo entretanto perspectivas bastante promissoras nesta 

área de estudo, principalmente no cotejo entre dados epidemi� 

lógicos e dados genéticos. 

SOLÉ=VERNIN e UTHIDA-TANAKA (1969) analisando 

amostras de S. au�eu-0 isoladas em nosso meio. notaram compor

tamento diferente entre amostras resistentes ao Íon mercúri

co (HgR ) e portanto portadoras de plasmidio, e amostras a ele 

sensível (H17, 3 ), e consiste�te com a hipótese de uma maior taxa 

de mutação para resistência aos antibióticos, nas HgR . 

A presente dissertação tem como objetivo veri

ficar a natureza cromossômica ou plasmidial de Glgumas marcas 

genéticas para resistência a drogas em S. au�eu-0 em nosso 

meio e avaliar o possível significado biológico da resistên

cia ao fon mercúrico na instabilidade mostrada por algumas a

mostras, com relação a resistência a drogas. 
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2. MATERIAIS E �ETODOS

2.1. Amostras bacterianas 

Foram utilizadas 35 amostras de S�aphyloeoeeu-0 

au�eu-0,discriminadas na Tabela 1. Essas amostras foram isola 

das. bem como seus fag6tipos determinados, na Faculdade de Me 

dicina de Ribeirão Preto, pelo Dr. Carlos Solé-Vernin. Outra 

amostra utilizada foi a "OXFORD 1203" (ATCC 9144), fornecida 

pela Seção de Coleção de Culturas (coleção 282) 

Adolfo Lutz. 

do Instituto 
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T a b e 1 a 1 • A m o s t r a s d e S .ta p h. y R. o e, o e. e, u..6 a u.fl e. u.J.i i s o 1 a d a s n a F a -

culdade de Medicina de Ribeirão Preto, e utiliza

das no presente trabalho. 

a/Amostras-

3Al 

3All 

3A21 

3A31 

3A41 

3A2 

3Al2 

3A22 

3A32 

3A42 

3A52 

3A3 

3Al3 

3A23 

3A4 

3Al4 

3A24 

3A5 

F -t. b /G ago 1pos-

53/83A 

NTE/ 

29 

NT 

NT 

3C/55/71 

52/52A/80/81 

29 

53/83A/85 

79/80 

3C 

NT 

52/81 

29 /80 

80 

NT 

NT 

NT 

a/A - s amostras estão indicadas
nosso laboratório. 

pelos 

Amostras FagÓtipos 

3A35 3C 

3A45 52/52A 

3A6 NT 

3A7 NT 

3A8 NT 

3Al8 NT 

3A28 NT 

3A38 NT 

3A9 80/81 

3Al9 81 

3A29 52/52A 

3Al0 52/52A/80/81 

3A20 52/52A/80/81 

3A30 84 

3A40 84/85 

3A50 52/52A 

3A60 29 

- de registro de numeras 

�1BacteriÓfagos utilizados na fagotipagem: 29, 52, 52A, 79,
80, 3A. 3C, 55, 71, 81. 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 
84, 85, 420. 187. 

�1 Não tipável, ou seja, não reagiu com nenhum dos bacteriÓfa 
gos utilizados. 



2.2. Dro�as 

Bicloreto de mercúrio (Merck) 

Drometo de etÍdio (Siima) , 

Cloranfenicol (Parke Davis) 

Eritromicina (Eli Lilly) 

Estreptomicina (Fontoura Wyeth) 

Nitrato de cádmio (Merck) 

Penicilina (Fontoura Wyeth) 

Tetraciclina (Pfizer) 

Hg 

BE 

CL 

EM 

SM 

Cd 

PC 

TC 

, 1 3 • 

As soluções estoques dos antibióticos foram pr� 

paradas com assepsia nos diluentes recomendados (FAVA NET03

19?5) e mantidas a 4°C até o momento do uso $ no máximo por 4 

dias. 

2.3. Meios de cultura 

Ágar nutriente (Nutrient Agar OXOID ou eventual 

mente Nutrient Agar DIFCO). 

Caldo nutriente (Nutrient Broth OXOID). 

Caldo nutriente-triptona dextrose (caldo nu

triente acrescido de triptona 0,8% e dextrose 1,5%). 

2.4. Curva de crescimento 

O crescimento bacteriano foi medido quantita

tivamente pelo método da contagem de células (unidades forma

doras de colônias) em placas. Foi usada como linhagem padrão, 

a amostra "OXFORD 1203" (ATCC9144). 
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Inóculos constituídos de 0,1 ml de uma cultura 

de 18 - 24 horas, diluída 10
4 vezes. foram incubados. sem agit� 

çao. a 37
°

c em tubos contendo 10 ml de caldo nutriente. Alfqu� 

tas foram retiradas nas horas D.!l 2,5; 5,0; 7,5; 10; 15J20; 25;

30; 35; 40; 50 e 60 e. após diluição conveniente, semeadas em 

ágar nutriente. Após incubação por 24 horas a 37
°

c. foi fei

ta a contagem das colônias. 

2.5. Determinação dos ntveis de resistincia 

Os níveis de resistência foram determinados p� 

lo método da diluição em placas, usando-se concentrações cres 

centes das drogas. 

As placas foram preparadas no dia do us� nelas 

vertendo-se quantidade adequada de meio de cultura (ágar nu-

triente) mantido a 45 - 5o
0

c. acrescido de quantidade adequada 

da solução de cada-droga. para se obter as concentrações fi-

nais desejadas. em termos de µg da droga.por ml de 

cultura. Preparadas e solidificadas, eram as placas 

meio de 

conser-

vadas entreabertas em estufa asséptica por aproximadamente 1 

(uma) hora para se tornarem perfeitamente secas. 

As amostras em estudo foram incubadas a 37
°

c 

em caldo nutriente por cerca de 12 horas e inoculadas com al

ça de niquel-cromo nas placas, sendo que em cada uma eram ino 

culadas até 17 amostras. Foi utilizada como controle de via

bilidade das amostras uma placa contendo apenas o meio de cul 

tura. Os resultados foram anotados após 18 - 24 horas de in-

cubação a 

Foi considerado como nível de resistência . a 

concentração da droga imediatamente inferior àquela que impe-· 

dia o crescimento das amostras. 
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2.6. Tratamento pelo brometo de etldio 

InÕculos constituídos de 0.1 ml de uma cultura 

de 18 - 24 horas, diluída 102 vezes (cerca de 10 5 bactérias ) , 

foram incubados a 37
°

c, com agitação, em frascos com 10 ml de 

caldo nutriente-triptona dextrose, pH 7,4. contendo 2,5z 3,0; 

3,5 e 4.0 µg/ml de brometo de etÍdio. A cultura que apresen

tasse turvação correspondente a cerca de 10 8 bactérias/ml, no 

menor tempo e na maior concentração de brometo de etfdio, era 

diluída convenientemente em salina esterilizada e 0,1 ml da 

diluição semeada em ágar nutriente. Após incubação por 18-24 

horas a 37
°

c, as colônias desenvolvidas eram transferidas por 

réplica (LEDERBERG e LEDERBERG� 1952) para agar nutriente a-

crescido de cada droga em estudo (Hg, TC, CL : 10 µg/ml»PC, SM: 

20 µg/ml). Após incubação por 18 - 24 horas os resultados fo

ram anotados, verificando-se assim a porcentagem de colônias 

que perderam resistência para cada droga. Um controle foi fei 

to a p�atttr de igual inÓculo, incubado no mesmo meio de 

cultura, porém sem brometo de etÍdio. 

2.7. Isolamento de nutantes com resistência cronossômica a 

penicilina 

O isolamento de mutantes foi feito pela técni

ca da placa gradiente de SZYBALSKY e BRYSOJTJ (1952). Foram fei 

tas cinco transferências para gradientes crescentes. 

Colônias que apareceram no Último eradiente,fo 

ram selecionadas e a seguir determinados os seus níveis de re 

sistência. 



2.8. Cãlculo da freqüência de mutantes 

treptomicina 

resistentes 
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a es=

Oitenta rnl de urna cultura incubada por 18 ho-
o 

ras a 37 C,corn agitação. foi centrifugada a 7000 rpm (Sorvall 

Superspeed RC2-B) por 20 minutos. e ressuspendida em 10 ml de 

salina esterilizada. 

Cinco ml da ressuspensão foram semeados(0,2 ml 

por placa} em ágar nutriente acrescido de estreptomicina(30 pg/mll. 

O número de colônias desenvolvidas após incubação a 37
°

c por 

48 horas, corresponde ao de bactérias mutantes. O titulo da 

ressuspensão foi calculado semeando-se 0,1 ml de uma diluição 

conveniente em ágar nutriente sem estreptomicina, e contando

-se o nÜmero de colônias desenvolvidas após incubação por 24 

horas a 37 ° c. 
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3. RESULTADOS

3.1. Curva de crescimento 

O resultado do experimento descrito em 2.4., 

está na Tabela 2. O Gráfico 1, representa o número de bacté

rias viáveis, em função do tempo. 

A linhagem estudada, nas condições descritas 

em 2.4., apresenta uma lag-fase de aproximadamente 2,5 horas. 

Segue-se a fase logarítmica de crescimento que persiste �t� 

cerca de 25 horas, seguindo-se a fase estacionária. O tempo 

de geração é de aproximadamente 69 minutos e foi calculado en 
. 

-, 

t r e 5 e 2 D h o r a s , p e 1 a f Ó r m u 1 a N f = N i x 2 n ( LARPENT e LARPENT-GOUR 

GAUD� 19?5� p.72 )� onde Nf é o número de bactérias na hora 

20, Ni o n�mero de bactérias na hora 5� e n d nGmero de ger� 

çÕes (em 15 horas). 
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Tabela 2. Número médio de bactérias viáveis. por ml de meio 

de cultura . em diversos tempos: Staphyloeoeeu-0 au

Jz.eu-0 "OXFORD 1203" (ATCC 9144) •

Número 
.. 

Dil . .. a/
me-

Horas dia de u1çao-
bactériasb/por placa-

o S/0 48 

2,5 S/0 110,5 

5,0 10-l 190 

7,5 10-2 101,5 

10 10- 2 108,5 

15 10- 5 38 

20 10- 5 155,5 

25 10- 5 ;I.9 O ., 5 

30 10- 5 218,5 

35 10- 5 200,5 

40 10-5 204 

50 10- 5 205 

60 10- 5 245 

a/ 
- 0,1 ml semeadns.

b/ - . .. - Media de tres placas. 

Redução Titulo a 
bacté (bact./ml) uma 

ria 

4,8 X 102 1 

1. 1 X 10 3 2,3 

1,9 X 104 4,0 X 10 1 

1,0 X 10 5 2,1 X 102 

1. 1 X 10 5 2,3 X 10 
4 

3,8 X 10 7 7,9 X 10 
5 

1,6 X 10 8 3 ., 0 X 10 
5 

1,9 X 10 8 4.0 X 10 
5 

2,2 X 10 8 4,6 X 10 
5 

2.0 X 10 8 4,2 X 10 
5 

2.0 X 10 8 4,2 X 10 
5 

2,0 X 10 8 4,2 X 10 
5 

2,4 X 10 8 5,0 X 10 
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Gráfico 1. Número médio de bactérias viáveis, por ml de meio 
de cultivo em função do tempo. Staphy!oeoeeu-0 au 
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3.2. NTveis de resistincia das amostras originais 

As 35 amostras originais, isto é, as provenie� 

tes de Ribeirão Preto, foram ensaiadas frente ao bicloreto de 

mercúrio, penicilina, estreptomicina, tetraciclina e cloranfe 

nicol. O método usado foi o da diluição em placas (conforme 

2.5.), usando-se as concentrações l. 21 51 10·.ll 201 50; 

2001 500 e 1000 µg da drog� por ml de meio de cultivo. 

Os resultados estão na Tabela 3, e foram lan

çados em gráficos, um para cada droga (Gráficos 2 - 6).os quais 

puderam ser divididos em duas regiões: A e B, sendo que em B 

estariam enquadradas as amostras resistentes.usando-se o cri

tério de TRABULSI9 ZULIANI e TOLEDO (1970) e de CHARTONE de 

SOUZA (1975). Na Tabela 4 estão as 26 amostras classificadas 

como resistentes em função dos Gráficos 2 - 6. 
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Tabela 3. Níveis de resistência de 35 amostras de .S.tay,hy.lo

c.oc.c.u...6 au.Jz.eu.-0 expresso em µg da droga, por ml de 

meio de cultura. 

D r o g a s 
Amostras 

Hg PC SM TC CL 

,' 

3Al <1 .. < �· <l <1 1 

3A11 1 2 2 <1 2 

3A21 1 <1 2 <l 5

3A31 1 <l 2 <1 5 

3A41 1 <1 1 <1 2 

3A2 <1 <l 1 <1 1 

3Al2 10 100 20 50 2 

3A22 1 50 2 <1 2 

3A32 1 20 2 <l 2

3A42 2 100 2 <l 2

3A52 1 <1 2 <l 2

3A3 <1 100 1 <1 1 

3Al3 1 200 50 <1 2 

3A23 < 1- 20 2 <1 2 

3A4 <1 <1 2 20 1 

3A14 <1 200 100 <1 2 

3A24 2 <1 2 20 2 

3A5 <1 5 50 <l 20

3A35 1 1 2 <l 5

3A45 1 100 50 100 20

Continua 
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Tabela 3. Continuação. 

D r o g a s 
Amostras 

Hg PC SM TC CL 

3A6 10 100 <l <l 2 

-:3A7 10 100 20 <l 2 

3A8 10 100 20 <l 2 

3Al8 20 100 50 <l 2 

3A28 10 100 50 <l 2 

3A38 10 200 100 <l 2 

3A9 10 100 20 20 20 

3Al9 <l <l 2 <l 2 

3A29 10 20 50 20 20 

. 3Al0 10 100 1000 20 20 

3A20 20 100 50 l 5 

3A30 20 100 1000 100 50 

3A40 20 100 1000 100 50 

3A50 20 100 50 100 20 

3A60 1 50 50 100 20 
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Tabela 4. Modelos de resist�ncia de 26 amostras de Staphylo

eoeeu� au�eu�
j 

frente a cinco drogas. 

Amostras Modelos de resistência 

3Al2 H ' PC g SM TC 

3A22 PC 

3A32 PC 

3A42. PC 

3A3 PC 

3Al3 PC SM 

3A23 PC 

3A4 TC 

3Al4 PC SM 

3A24 TC 

3A5 SM CL 

3A45 PC SM TC CL 

3A6 Hg ·  PC 

3A7 Hg. PC SM 

3A8 Hg· PC SM 

3Al8 Hg PC SM 

3A28 Hg PC SM 

3A38 Hg PC SM 

3A9 Hg PC SM TC CL 

3A29 Hg PC SM TC CL 

3Al0 Hg PC SM TC CL 

3A20 Hg PC SM 

3A30 Hg PC SM TC CL 

3A40 Hg PC SM TC CL 

3A50 Hg PC SM TC CL 

3ABO nr-

SM TC r, 1 

1l., l.,L 
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3.3. Tratamento pelo brometo de etidio 

As amostras submetidas ao brometo de etÍdio e 

respectivas condições de tratamento são apresentadas na Tabe

la 5. 

Nas Tabelas 6 - 9 estão as frequências de elimi 
N 

naçao de cada marca estudada. 
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Tabela 5. Amostras de Staphyloeoceu� au�eu� submetidas ao

Amostras 

3A22 

3A32 

3A42 

3A3 

3A23 

3Al3 

3A4 

3Al4 

3A24 

3A5 

3A45 

3A60 

3Al2 

3A6 

3A7 

3A8 

3Al8 

3A28 

3A38 

3A9 

3A29 

3Al0 

3A20 

3A30 

3A40 

3A50 

brometo de etÍdio e respectivas condições de tra

tamento.

T r a t a m e n t o 

Brometo de etidio Incubação 
( µg/ml) (horas) 

3,0 16 

2 ., 5 18 

2 ., 5 20 

3,0 15 

2 ., 5 20 

4 ., 0 24 

4 ., 0 23 

3 ., O 12 

4 ., O 19 

4 ., O 21 

3 ., 0 24 

3 ., O 24 

3 ., 5 22 

3 ., O 18 

3 ., O 15 

4 ., 0 18 

4 ., O 18 

4 ., 0 18 

4 ., O 18 

3 ., O 18 

2 ., 5 24 

2 ., 5 24 

3�0 15 

2 ., 5 24 

3 ., O 18 

2 ., 5 18 
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Tabela 6. Eliminação.de resistência a penicilina e ao biclo

reto de mercúrio, em amostras de StaphyloeoeeuJ au 

�euJ
P 

pelo brometo de etÍdio. 

Amostras 

3A22 

3A32 

3A42 

3A3 

3A13 

3A23 

3Al4 

3A45 

3A60 

3Al2 

3A6 

Número de colô
nias ensaiç:1das 

338�/ 
157 

100 
200 

200 
180 

125 
350 

203 
153 

150 
240 

369 
293 

242 
252 

360 
54 

202 
225 

115 
87 

% de eliminação 

Hg 

38,10 
º · ºº

PC

1.48�/ 
0,00 

L DO 
0,00 

2.00 
1. 10 

1. 60 
º · ºº

93,60 
0,00 

4,60 
º ·ºº

0,54 
0,34 

77,30 
0,00 

38, 10 

º · ºº

22,60 
0,00 

continua 



Tabela 6. Continuação. 

Amostras 

3A7 

3A8 

3AlB 

3A28 

3A38 

3A9 

3A29 

3Al0 

3A20 

3A30 

3A40 

3A50 

.ê/ o 
-

numero
etidioi o 

Número de colô
nias ensaiadas 

334 
240 

172 
330 

230 
155 

141 
391 

300 
211 

132 
158 

219 
240 

7 82 
429 

177 
246 

75 
287 

138 
147 

74 
182 

superior refere-se ao 
inferior ao controle. 

• 32 •

% de eliminação 

Hg PC 

0,30 0,60 
º · ºº º ·ºº

2, 32 2,32 
º · ºº º ·ºº

º · ºº º ·ºº

º · ºº º ·ºº

º· ºº º · ºº

º ·ºº º ·ºº 

0,33 0,33 
º ·ºº º · ºº

0,76 O• 7 6 
º· ºº º ·ºº

4,56 4,56 
º · ºº º · ºº

55,70 56,80 
º ·ºº º ·ºº

48,00 48,00 
º ·ºº º · ºº

20,00 14.66 
º ·ºº º · ºº

2,90 2,90 
º· ºº º· ºº

13,50 13,50 
º ·ºº º · ºº

tratamento pelo brometo de 
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Tabela 7. Eliminação de resistência a estreptomicina. em a

mostras de Staphylocoeeu-0 aun�u-0
P 

pelo brometo de 

etfdio. 

Amostras Número de colÕ- % de eliminação 
nias ensaiadas 

3A13 203�/ o.ao�/
153 º ·ºº 

3Al4 369 4,00 
293 1. 7 O

3A5 400 6,25 
810 2,70 

3A45 242 O, 41 
252 º · ºº 

3ABO 360 º ·ºº 

54 º ·ºº 

3Al2 202 º · ºº 

225 º · ºº 

3A7 334 º ·ºº 

240 º · ºº 

3A8 172 º ·ºº 

330 º · ºº 

3Al8 230 º ·ºº 

155 º ·ºº 

3A28 141 º ·ºº 

391 º· ºº 

3A38 300 º · ºº 

211 º ·ºº 

Continua 



Tabela 7. Continuação. 

Amostras 

3A9 

3A29 

3Al0 

3A20 

3A30 

3A40 

3A50 

Número de colô
nias ensaiadas 

132 

158 

219 

240 

782 

429 

17 7 

246 

75 

287 

138 

147 

74 

182 

• 3 4.

% de eliminação 

º ·ºº 

º · ºº 

0,45 

º ·ºº 

º · ºº 

O• DO 

º ·ºº 

º · ºº 

4,00 

º · ºº 

º · ºº 

º · ºº 

º ·ºº 

º · ºº 

!!1 O número superior refere-se ao tratamento pelo brometo de 
etidio; o inferior ao controle. 
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Tabela 8. Eliminação de resistência a tetraciclina, em amos

tras de Staphyloeoeeu� auneu� P pelo brometo de et{ 

dio. 

Amostras Número de colô- % de eliminação 
nias ensaiadas 

a/ ai 
3A4 490- O• 00-

710 º · ºº 

3A24 630 3. 17
620 3,39

3A45 242 0,41 
252 º · ºº 

3A60 360 º · ºº 

54 º · ºº 

3Al2 202 º · ºº 

225 º · ºº 

3A9 132 º · ºº

158 º · ºº

3A29 219 0,45 
240 º · ºº 

3Al0 782 º · ºº

429 º · ºº

3A30 75 1.33 
287 º · ºº

3A40 138 º · ºº 

147 º · ºº

3A50 74 O• DO 
182 º · ºº 

�1
□ número superior refere-se ao tratamento pelo brometo de 
etidio; o inferior ao controle. 
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Tabela 9. Eliminação de resistência ao cloranfenicol,em a

mostras de Staphylococcu� au�eu6 1 pelo brometo de 

et!dio. 

Amostras 

3A5 

3A45 

3A60 

3A9 

3A29 

3Al0 

3A30 

3A40 

3A50 

Número de colô
nias ensaiadas 

400�/

810 

242• 
252 

360 
54 

132 
158 

219 
240 

782 
429 

75 
287 

138 
147 

74 
182 

% de eliminação 

º · ºº

º · ºº

º · ºº

º · ºº

º · ºº

º · ºº

-�/o número superior refere-se ao tratamento pelo brometo de
etidioi o inferior ao controle. 



3.4. Determinação dos niveis de resistência das amostras de=

rivadas 

Amostras derivadas são aquelas selecionadas das 

originais ap6s tratamento pelo brometo de etÍdio ,  e que tive-

ram eliminada alguma marca para resistência. Tais amostras 

são indicadas por BEJ assim� amostra 3A68El , foi selecionada 

a partir da 3A6. 

Determinaram-se os níveis de resistência de 21 

amostras derivadas,frente à penicilina e frente a estreptomi 

c i na. te t r a c i c 1 i na e c 1 ora n f e n i e o 1, quando foi o caso • 

O método usado foi o da diluição em placas (con 

forme 2.5.), usando-se as concentrações 0,01; 0 ,. 02; 0,05; 0,1; 

0,2i 0,5; 1 ., 0; 2,0; 5,0, 10 e 20 µg da droga, por ml de culti 

vo. 

Os resultados estão na Tabela 10 ,. na qual sao 

também apresentados , quando necessários, os nfveis de resis

tência das amostras originais correspondentes e já anterior

mente determinados (conforme 3.2.). 
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Tabela 10. Níveis de resistência de 21 amostras derivadas 

de Staphyloeoeeu-0 au�eu-0 e originais corresponde� 

tes p frente a algumas drogas. 

D r o g a s 
A m o s t r a s 

PC SM TC CL 

3Al2 
( Hg PC)�/ 

100 
3Al2BE2 0,02 

3A22 50 
3A22BE1 (PC) 10 

3A42 100 
3A42BE1 e P c J 0,02 

3Al3 200 
3A13BE1 (PC) 0,02 

3A23 20 
3A23BE1 (PC) 0.1 

3A14 100 
3Al48El ( SM) 2 

3A45 100 100 20 
3A45BE7 (PC TC) 0,2 
3A45BE9 (CL) 2 
3A45BE10 (PC) 0,02 

3A6 100 
3A6BE1 ( Hg PC) 0,02 

3AB 100 
3ABBE1 (Hg PC) 0.02 

3A38 200 
3A38BE1 (Hg PC) 0,02 

3A9 100 
3A98El (Hg PC) 10 

3A29 20 20 
3A29BE1 (Hg PC) 0,02 
3A29BE4 (CL) 2 

Continua 
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Tabela 10. Continuação. 

D r o g a s 
A m o s t r a s 

PC SM TC CL 

3Al0 100 
3Al0BE2 (Hg PC) 10 

3A20 100 
3A20BE1 (Hg PC) 0,02 

3A30 100 1000 100 
3A30BE1 (Hg PC) 0,02 
3A30BE3 ( Hg PC SM TC) 2 0.2 

3A40 100 
3A4DBE1 (Hg PC) 0,02 

3A50 100 
3A50BE1 (Hg PC) 0,02 

a/ � N 

- Entre parenteses, esta□ indicadas as marcas eliminadas.



3.5. Determinação dos níveis de resistência frente 

tromicina e ao nitrato de cãdmio 

.40 • 

eri = 

Determinaram-se os níveis de resistência em 16 

amostras derivadas que perderam resistência à penicilina e nas 

originais correspondentes 1 tendo-se como objetivo uma tentati 

va de classificação dos plasmidios PCase 1 já que eles podem 

ainda conter genes para resistência às drogas mencionadas no 

t:ftulo. 

O método usado foi o da diluição em placas (con 

f o rm e 2 • 5 • ) 1 u s ando -se as c o n centra ç Õ e s 1 Jl 2 ; 5 J 1 O ; 2 O ; 5 O z 

100.ll 200; 500 e 1000 µg da droga i por ml de meio de cultivo. 

Os resultados estão na Tabela 11. 
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Tabela 11. Níveis de resist�ncia de 32 amostras de Staphylo

coccu-0 au�eu-0 frente� eritromicina e ao nitrato 

de cádmio. 

o r o g a s
Amostras 

EM Cd 

3Al2 1 100 
3Al2BE2 1 <l 

3A22 1 10 
3A22BE1 1 10 

3A42 1 100 
3A42BE1 1 10 

3Al3 1 100 
3Al3BE1 1 10 

3A23 1 10 
3A23BE1 1 10 

3A45 1 100 
3A45BE10 1 <l 

3A6 1 100 
3A6BE1 l <l 

3A8 50 100 
3A8BE1 50 <l 

3A38 50 100 
3A38BE1 50 <l 

3A9 1 100 
3A9BE1 1 20 

3A29 1 100 
3A29BE1 1 20 

3Al0 1 100 
3AlOBE2 1 20 

3A20 1 100 
3A20BE1 1 <l 

3A30 1 100 
3A30BE1 l <l 

3A40 1 100 
3A40BE1 1 <1 

3A50 1 100 
3A50BE1 l <1 
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3.6. Isolamento de mutantes com resistência cromossômica à 

penicilina 

Tal isolamento foi realiz ado com a finalidade 

de se obterem linhagens controles para o experimento descrito 

em 2.8., ou seja, linhagens não portadoras de plasmÍdio PCase,

mas resistentes a penicilina. 

Para a linhagem 3A6BE1, foram utilizados os se 

guintes gradientes: 

o - O ., 1 µg de PC/ml de meio de cultivo

o - 0,2 li 

o - 0,5 li 

o - 1,0 " 

o - 10, O li 

Para a linhagem 3A42BE1 ., foram utilizados os se

guintes gradientes: 

o - 0,1 µg de PC/ml de meio de cultivo

o - 0,2 li 

o - 1,0 li 

o - 5,0 li 

o .. 10, O " 

Da linhagem 3A6BE1� foi selecionada a 3A6BE1PC5, 

resistente a 5 µg/ml de penicilina,e da 3A42BE1, a 3A42BE1PC2, 

resistente a 2 µg/ml de penicilina. 

3.7. FreqUincia de mutantes resistentes à estreptom1�ina 

A freqüência de mutantes resistentes à estrept� 

micina (mutação espont;nea) foi calculada nas amostras 3A6., 
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3ABBE 1., 3ABBE 1PC5 • 3A42 • 3A42BE 1 e 3A42BE1PC2 ( conforme 2 .8. ). 

Os resultados encontram-se na Tabela 12. 

Tabela 12. Frequência de mutantes resistentes� estreptomici 

na em 6 linhagens de Staphylococcu6 au�eu6 Cm�dia 

de 2 experimentos). 

A m o s t r a s Mutantes/1□
10 bactérias 

3AB .. 8 ., 8 

3ABBE1 5 ., 4 

3ABBE1PC5 s.3

3A42 l□ .3

3A42BE1 s.o

3A42BE1PC2 5 ., O

As linhagens portadoras de plasmÍdio apresen

taram. em média ., uma freqüência de mutantes 1.s vezes maior 

do que as linhagens não portadorasº 
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4. DISCUSSÃO E CONCLUSUES

4.1. Dos níveis de resistência 

Peloodados da Tabela 10 tem-se que,com relaç�b 

a penicilina, das 16 amostras derivadas ensaiadas, 12 apre

sentaram como nível de resistência 0,02 µg/ml. Nas demais os 

níveis foram 0, l ou 10 µg/ml. Pode-se então admitir que 

nas amostras 3Al2, 3Al3, 3A42, 3A45, 3A6. 3A8, 3A38, 3A29, 

3A20, 3A30, 3A40 e 3A50, a resistência à penicilina deve ser 

apenas plasmidial, e que as amostras 3A22, 3A23, 3A9 e 3Al0, 

além de serem portadoras de plasmidio para resistência à pen� 

cilina, devem também serem portadoras de gene(s) 

co(s) para o mesmo carater. 

cromossômi-

Com relação aos demais antibióticos, as amos

tras derivadas ensaiadas apresentaram como níveis de resistên 
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eia 2 µg/ml (SM); 0,2 µg/ml (TC) e 2 µg/ml (CL). 

Com base nesses resultados. poder-se-ia suge

rir que-amostras de S. au�iu4 consideradas sensíveis� peni-

cilina. estreptomicina. tetraciclina e cloranfenicol. teriam 

uma resistência natural da ordem de 0,02; 2; 0,2; e 2 µg/ml. 

respectivamente. De fato. OTAYA (19?4) determinou as concen

trações m!nimas inibitórias (CMI) para penicilina. estreptomi 

cina. tetraciclina e cloranfenicol na linhagem 209P (ATCC6538). 

considerada sensível aquelas drogas. encontrando os valores 

0,05; 3,13; 0,2 e 3,13 µg/ml respectivamente, sendo que pequ� 

nas variações foram observadas e atribuídas a diferenças nas 

condições experimentais; quando da análise da distribuição 

gráfica das CMis médias (medianas) de amostras consideradas sen

síveis, os valores encontrados foram 0,05; 3,13; 0,39  e 6,25 

µg/ml, respectivamente. IORDANESCU (19?5), analisando a mes-

tra 8325, considerada sensível à estreptomicina e ao cloranfe 

nicol, determinou que era 2,5 µg/ml a CMI para ambos antibió

ticos. 

TRABULSI, ZULIANI e TOLEDO (19?0) quando da 

análise de 330 amostras de Shlgeffa e CBARTONE DE SOUZA (19?5)

com 100 amostras de E-0ehe�iehia eofl, verificaram que os ní

veis de resistência para algumas drogas. quando representadas 

graficamente, apresentavam uma distribuição de freqüência 

aproximadamente bimodal, sendo que a direita da anti-moda lo

calizavam-se as amostras resistentes e à esquerda as amostras 

sens!veis. Convém salientar que. nos dois trabal ho� o m�todo 

uscido para a determinaç�o dos níveis de resistência foi tam

bém o da diluição em placas, e as concentrações usadas foram 

aquelas aqui também adotadas. 

Para as amostras aqui utilizadas, as represen

tações gráficas dos níveis de resistência, pelo menos para a 

estreptomicina, tetraciclina e cloranfenicol (Gráfico 4-6), 

evidenciaram realmente duas populações: uma resistente e ou-
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tra sensível, embora isso não reflita uma situação natural, 

já que tais amostras são tendenciosas, ou seja, utilizaram-se 

amostras adrede escolhidas para este trabalho. No caso par

ticular da penicilina, à esquerda da antimoda estariam locali 

zadas não só as ainostras sensíveis como também as amostras com 

resistência cromossômica em vários níveis, já que amostras com 

níveis de resistência de 0,1 a 10 µg/ml estão também inclu!

das a esquerda da antimoda (Gráfico 3). 

4.2. Da cura pelo brometo de etidio 

Resistência à penicilina foi eliminada numa fr� 

qÜência que variou de 0,33 a 93,6%, sendo que em amostras Hg� 

tal resistência foi co-eliminado. 

Tais resultados se diferenciam dos obtidos por 

BOUANCHAUD
3 SCAVIZZI e CHABBERT (1969)

3 
pelo fato de que os 

referidos autores não obtiveram eliminação de resistência à 

penicilina em amostras Hg5, sendo que nas 5 amostras HgR PC R 

por eles estudadas, essas resistências foram sempre co-elimi

nadas numa freqüência que variou de 8 a 100%. Em duas das a

mostras HgR PC R aqui estudadas não se obteve nenhuma elimina

ção e,ja que resistência ao mercúrio é sempre referida como 

plasmidial (RICHMOND e JOHN
3 

1964; NOVICK e ROTH
3 

1968)� tais 

resultados indicam apenas a ineficiência do brometo de etidio 

nessas amostras. RUBIN e ROSEMBLUM (1971) obtiveram elimina-

ção de resistência à penicilina pelo brometo de etidio, numa 

freqüência que variou de 0,21 a 58%, salientando ainda que 

essas variações devem ser dependentes das linhagens estudadas, 

razão pela qual irrelevantes seriam o cotejo dos dados aqui 

apresentados e os obtidos por outros autores, no que se refe

re a freqüência de eliminação. De fato, pelo menos com refe

rência aos fagótipos. as linhagens estudadas diferem entre si 

(Tabela 1). Neste particular, interessantes seriam estudos 
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tentando correlacionar fagÓtipo e ação do brometo de etidio. 

bem como outros agentes de cura. 

De qualquer forma. admite-se as amostras 3A22. 

3A32. 3A42. 3A3, 3Al3, 3A23. 3Al4 e 3A45 como portadoras de 

genes plasmidiais para resistência a penicilina; e as demais 

resistentes a PC. com exceção das 3Al8 e 3A28. como portado

ras de genes para resistência a penicilina e bicloreto de mer 

cúria localizadas num mesmo plasmidio. 

Resistência à estreptomicina foi eliminada nas 

amostras 3Al4, 3A5, 3A45. 3A29 e 3A30; à tetraciclina nas a

mostras 3A24, 3A45, 3A29 e 3A30 e ao cloranfenicol nas 3A45 e 

3A29. Apesar das eliminações terem ocorrido em freqüência 

relativamente baixa. pode-se admitir como plasmidiais as mar-

cas genéticas envolvidas, embora em distintos plasmidios. nao 

tanto pela ausência de co-eliminação mas, principalmente, pe

los dados da literatura. Nas amostras onde as referidas re

sistências não foram eliminadas, a considerá-las cromossômi-

cas. preferimos apenas concluir que o brometo de etÍdio 

agiu sobre aqueles determinantes genéticos. 

nao 

De qualquer forma. foi evidenciado pelo brome

to de etidio, plasmidios para resistência à estreptomicina e 

tetraciclina, o que já havia sido feito anteriormente apenas 

por GRUBB e O'REILLY (1971)
3 

em somente uma amostra, com fre

qüência variando de 2,7 a 4,8%. Na amostra 3A24, embora pla� 

m!dio para resistência à tetraciclina fique evidenciado, 

pel do brometo de etidio não deve ser conclusivo, ja que 

o p� 
eli 

minação espontânea ocorreu praticamente com a mesma freqÜên� 

eia. Foi evidenciado também, da mesma forma. plasmÍdio· pa

ra resistência ao cloranfenicol e disto não se tem conhecimen 

to de nenhuma referência. 
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4.3. Dos plasmidios 

É sabido que o plasmidio responsável pela re

sistência ã PC, pode ainda conter genes para resistência ao 

Cd e ã EM, além de outros determinantes genéticos (ver adian

te) (RICHMOND, 1968). 

Das amostras originais ensaiadas, apenas duas 

são resistentes à EM, resistência essa que parece ser cromos

s6mica, j; que as amostras derivadas correspondentes apresen

tam o mesmo nível de resistência. 

Nas amostras 3Al2, 3A42, 3Al3, 3A45, 3A6, 3A8, 

3A38, 3A9 , 3A29, 3Al0, 3A20, 3A30, 3A40 e 3A50, o determinan

te genético para resistência ao Cd deve estar localizado no 

mesmo plasmidio que confere .resistência à PC, já que nas amos 

tras derivadas correspondentes o nível de resistência é bem 

inferior. Baseando-se ainda nas diferenças de níveis de re

sistência, pode ser admitido que nas amostras 3A42, 3Al3, 3A9, 

3A29 e 3Al0, a resistência é plasmidial e cromoss6rnica. Nas 

amostras 3A22 e 3A23 a resistência seria apenas cromoss6rnica. 

Resistência ao Cd pode realmente ser crornoss6mica(K.G.H. DYKE, 

não pubZ., apud RICHMOND, 1968). 

Os plasmidios responsáveis pela resistência à 

PC em s. a.u.1Leu.1.>
P 

podem ser classificados em 11 tipos (RICHMOND, 

1968), baseando-se nas seguintes características: tipo imuno

lógico de penicilinase produzida -A, B ou e- (RICHMOND, 1965); 

quantidade de penicilinase extracelular, sob condições padrão 

de culturai e resistência ou sensibilidade à eritromicina, ao 
.. + + - + + --

me rc u ri o (Hg ) , ao cadmio ( Cd ) e ao - arseniato (HAsOa. ) (Ta-

bela 13). 
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Tabela 13. Classificação de plasmldios em S�aphyloeoecu4 au

�eu� (RICHMOND, 1968). 

Penicilinase Penicilinase Reação a 
PlasmÍdio extracelular 

( % ) 
++ ++ 

HAsOi. A B e EM Hg Cd 

alfa + >10 s R R R 

beta + <10 s R R R 

gama + >10 R R R R 

delta + >10 s s R R 

episilon + >10 s s s s 

zeta + >10 s s s s 

eta + >10 s R s s 

teta + <10 s R R R 

iota + <10 s s s s 

lambda + >10 s R s s 

mu + >10 s s R R 
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Baseando-se apenas na resistência ou sensibili 

dade a EM. Hg e Cd, os 11 plasmidios podem ser classificados 

em 5 grupos conforme Tabela 14. 

Os plasmidios detectados pertencem aos grupos 

2,4 ou 5 conforme mostra a Tabela 15, �a qual é também apre

sentada a resposta frente ao brometo de etÍdio em termos de 

frequência de eliminação (conf. Tabela 6). 

Tabela 14. Classificação de plasmidio de S.ta.ph ylo e.a e.e.ui.> au.-

.ll. e. U..6 p baseada resistência sensibilidade na ou a 

EM, Hg e Cd. 

Grupo Reação a 
p 1 

.. d i a s m J. o 

EM Hg Cd 

1 R R R gama 

2 s R R aZfa ou beta ou teta 

3 s R s eta ou Zambda 

4 s s R deZta ou mu

5 s s s episiZon ou zeta ou iota 



Tabela 15 . 

Amos-
tra 

EM 

3A22 s 

3A13 s 

3A23 s 

3A14 s 

3A45 s 

3A12 s 

3A6 s 

3A8 R 

3A38 R 

3A9 s 

3A29 s 

3A10 s 

3A20 s 

3A30 s 

3A40 s 

3A50 s 

Classificação de plasmidios de 15 

Staphylocoeeu-0 au�eu-0 p baseada na 

sensibilidade à EM. Hg e Cd. 

R eação a Plasmfdio 
OBS. (grupo) 

Hg Cd 

s R CdR 
cromos. 5 

s R 4 

s R CdR cromos. 5 

s R 4 

s R 4 

R R 2 

R R 2 

R R EMR 
cromos. 2 

R R EMR 
cromos. 2 

R R 2 

R R 2 

R R 2 

R R 2 

R R 2 

R R 2 

R R 2 
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amostras de

resistência ou

% eliminação 
pelo brometo 

de etidio 

1.48 

93,60 

4,60 

0,54 

77,30 

38,10 

22.60 

2,32 

0,33 

o.76

4,56 

56,80 

48,00 

14,66 

2,90 

13 ., 50 



• 5 2.

O plasmÍdio do grupo 5 deve ser o zeta, que é 

sempre acompanhado de CdR . Pelos dados obtidos, o plasmÍdio 

zeta apresentou baixa freqüência de eliminação pelo brometo de 

etÍdio, o mesmo não acontecendo com os plasmidios do grupo 4, 

exceção feita a amostra 3Al4, onde aliás a ação do brometo de 

etÍdi□ não ficou clara, já que houve 0,34% de eliminação es

pontânea. Dos onze plasmidios do grupo 2, seis apresentaram 

alta freqüência de eliminação e as diferenças a esse respeito 

dentro deste grupo, talvez sejam devido ao tipo de plasmidio 

em si, que pode ser alfa, beta ou teta. Curiosamente, à ex

ceção do plasmÍdio da amostra 3A40, os plasmidios do grupo 2 

que apresentam baixa freqüência de eliminação pelo brometo de 

etÍdio são acompanhados de resistência cromossômica à EM ou 

ao Cd. 

4.4. Da instabilidade de amostras portadoras de plasmidios 

Em enterobactérias. é sabido que linhagens PºE 

tadoras de certos plasmÍdios, quando comparadas com não port� 

doras. além de apresentarem menor susceptibilidade aos efei

tos letais da luz ultravioleta. apresentam uma maior suscepti 

bilidade aos seus efeitos mutagênicos. 

A primeira referência neste sentido, de 

HOWARTH (1966) que mostrou através da freqüência de reversa□ 

para prototrofia de mutantes auxotrÕficos, que em linhagens 

de Salmonella typhimu�ium
P 

portadoras do plasmÍdio CoZ I (fa

tor colicinogênico, produtor de colicina I). o efeito mutagê

nico da luz ultravioleta é aumentado em relação a linhagem CoZ

(não portadora ôo plasmÍdio). 

O mesmo foi observado por MAC PHEE (19?3) em 

Salmonella typh.i.mwúum portadora de um plasmidio R 

Utrecht) responsável pela resistência à penicilina, 

(fator R 

tetraci-
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clina e sulfonamidas. 

MORTELMANS e STOCKER (1974)
3 

verific�ram que 

uma linhagem de E-õehe.11.lehla eoll P auxotrÓfica para histidina, 

portadora de um plasmÍdio R3 quando comparada com a linhagem 

não portadora, apresentava uma maior freqüência de mutações 

reversas para prototrofia, não só induzidas por ultraviolet� 

como tambem espontâneas. 

� sugerido que esses plasmÍdios especifiquem 

uma □NA polimerase mais propensa a causar erros por troca de 

bases, do que a enzima normal. Essa enzima seria usada part! 

cularmente no reparo de danos causados pela ultravioleta, ra

zão pela qual linhagens portadoras desses plasmidios são mais 

resistentes aos efeitos letais dessa radiação. 

Em amostras de S. a.u11.e.u..6 isoladas em nosso meio, 

SOLÉ-VERNIN e UTHIDA-TANAKA (1969) notaram comportamento di

ferente entre amostras resistentes ao Íon mercúrico, e porta� 

to portadoras de plasm!dio, e amostras a ele sensíveis, ou s� 

ja, "indicação de acentuada instabilidade fisiol5gica genotf-

. d t HgR 1 N Hgs , t pica as amos ras em re açao as por apresen arem com

portamente consistente com a hip5tese de uma maior taxa de 

mutação para resistência aos antibióticos". Cotejando tais 

resultados com os aqui obtidos, pode-se sugerir que o gene p� 

ra resistência ao !on mercúrico, tenha seu significado biolÔ

g i c o n a i n s t a b i 1 i d a d e d e a m o s t r a s d e S • a. u.'1. e. U-6 
1 

n ã o "p e r s e "
3 

mas pelo plasmidio que o contenha. 

Considerar tais resultados definitivos, seria 

temerário, razão pela qual necessário se faz estudar outras a

mostras, portadoras de outros plasmidios, em relação a muta-

ção para outras marcas, não só mutação espontânea como também 

induzida. 
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5. · RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verifi

car a natureza cromossômica ou plasmidial de algumas marcas 

genéticas para resistência a drogas em S�aphytococcu-0 au�e.ul.> 

em nosso meio e avaliar o possível significado biológico da 

resistência ao ion mercúrico na instabilidade mostrada por al 

gumas amostras. com relação a resistência a drogas. 

Trinta e cinco amostras de S. au�e.u.1.> foram uti 

lizadas. Seus níveis de resistência foram determinados pelo 

método da diluição em placas, frente ao bicloreto de mercúrio. 

à penicilina; à estreptomicina. à tetraciclina e ao cloranfe

nicol. As amostras resistentes foram tratadas pelo brometo de 

etÍdio para se verificar a natureza genética da resistência. 

Também foi feita uma analise da freqüência de mutantes em a

mostras com e sem plasmidio, um dos quais continha gene para 
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resistência ao Íon mercúrico. 

Os resultados obtidos indicaram que: 

a) Os níveis de resistência foram concordantes

com os obtidos por outros autores, com os

quais foram comparados, e possibilitaram a

discriminação das amostras em resistentes

ou sensiveis, a cada droga estudada.

b) O brometo de etidio pode realmente ser usa

do sistematicamente como um indicador da lo

calização plasmidial de determinadas marcas

genéticas; das amostras a ele �ubmetidas,

resistência à penicilina foi eliminada em

dezoito, sendo que nas HgR, tal resistência

foi co-eliminada. Resistência; estreptomi

cina foi eliminada em cinco amostras, � te

traciclina em três e ao cloranfenicol em

duas, e tais resultados são importantes pe

la escassez de dados a respeito na literatu

ra consultada.

c) Os plasmÍdios PCase detectados, puderam ser

classificados em três grupos,baseando-se na

resistência ou sensibilidade da amostra

portadora, à eritromicina, bicloreto de mer

cúria e nitrato de cádmio.

d) As amostras portadoras de plasmfdio aprese�

taram uma freqüência de mutantes resisten-

tes ã estreptomicina 1 1 8 vezes maior do que

amostras não portadoras, independente da re�

ção frente ao Íon mercúrico, sendo sugerido

que o gene para HgR talvez tenha seu signi-
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ficado biol5gico na �nstabilidade de amos

tras de S. a.u.1Le.u.1.> 1 não "per se 11 mas, pelo 

plasm{dio que o contenha. 
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6. SUMMARY

The present work was aimed to study the 

chromosomic ar plasmidial nature of some genetic markers for 

resistance to drugs in Staphylococcu-0 auheu-0
P 

isolated in 

Ribeirão Preto, State of são Paulo, Brazil. It was evaluated 

also the possible biological significance of the resistance 

to mercury, regarding the instability shown by some samples, 

in relation to drug resistance. 

Thirty five samples of s. auheu-0 were 

used. Their resistance levels were determined through the 

method of plating dilution �gainst mercuric bichlo�id, 

penicillin, streptomycin, tetracycline and chloramphenicol. 

Resistant samples were treated with ethidium bromide in arder 

to assess the genetic nature of the resistance. Also an 

analysis of the frequency of mutants in samples with and 
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without plasmids was carried out. 

The obtained results have shown that: 

a) The levels of resistance have agreed with

the obtained by other authors, and

permitted the classification of the samples

in resistance or susceptible to each

studied drug.

b) Ethidium bromide can be used sistematicaly

as an indicator of the plasmidial

localization of some genetic markers.

Treatment with ethidiurn bramida elirninated

penicillin resistance in 18 samples and in

sarnples Hg
R 

such resistance was

co-eliminated. Resistance to streptornycin

was eliminated in 5 samples, to tetracycline 

in 3 samples and to chloramphenicol in 2

samples. These results are important due

to the lack of data related tá such

elimination in the literatura.

e) Plasmids PCase studied could be classified

in three groups, with basis in the

resistance or sensibility to erytromycin,

mercuric bichlorid and cadmiun nitrate.

d) Samples with plasmid presented a frequency

of resistant mutants to streptornycin

1,8 times superior when compareci to samples

with no plasmid, independently of the

mercury marker. It is suggested that the

gene for resistance to mercury has its

biological significance in the instability
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of S. a.u.Jieu.1., samples not "per se" but due 

to the plasmid itself. 
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