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C XA
RESISTENCIA A DROGAS EM AMOSTRAS HOSPITALARES
DE Staphylococcus aureus E Pseudomonas aeruginosa

Autora: ANA MARIA DE ANDRADE

Orientador: Prof. Dr. J0Z0 LUCIO DE AZEVEDO

RESUMO

Foram utilizadas 54 amostras de Pseudomonas ae
ruginosa isoladas de pécientes hospitalares, e os niveis -de
resistencia foram determinados pelo método da dilhigao em pla
cas, frente a gentamicina, sisomicina, tobramicina, carbenici
lina, amicacina, fosfomicina e cloranfenicol. O mesmo método
foi utilizado para 68 amostras de Staphylococcus aureus, em
que foram ensaiados cloranfenicol, oxacilina, estreptomicina, tetraci
clina, canamicina e penic;,ilina. Os niveis de resistencia foram compa
rados com os obtidos pof outros autores,. e possibilitaram a
discriminagao das amostras em resistentes ou sensiveis, a ca
da droga estudada. Os resultados mostraram altos niveis de re
sistencia com relagao a maioria dos antibidticos usados. Foi

notado também que o antibiotico cloranfenicol apresentou’ mai

or nivel de resistencia para ambas especies.
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Para os isolados de Staphylococcus aureus veri

ficou-se que a porcentagem de resist@ncia mﬁltipla>foi bastan
te elevada, fato esse, que pode estar associado a presencga plas

midial nessas amostras.

A técnica de extragao de plasmidios seguida de
eletroforese em gel de agarose foi utilizada para algumas amos
tras de Pseudomonas aeruginosa , observando-se atraves dela,

a presenga de plasmidios.
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DRUG RESISTANCE IN HOSPITAL ISOLATES TO Staphylococcus
aureus AND Pseudomonas aeruginosa

JOZ0 LUCIO DE AZEVEDO ANA MARIA DE ANDRADE

ADVISER | : ~ AUTHOR
SUMMARY

The resistance levels of 54 Pseudomonas aerugi
noda isolates derived from hospital patients were tested‘in
relation to gentamycin; sisomycin, tobramycin, carbenicylin,
amycacin, fosfomycin and chloranfenicol by the dilution me thod
in plates. The same metﬁod in plates was used for 68 samples
of Staphylococcus aureus in wh{ch following antibiotics ~-
chloranphenicol, . oxacylin, streptomycin, tethrécycline,
kanamycin and penicylin were tested. The results were compared
with the obtained by other authors and éccoraing to these
parameﬁers it was possible to classify the isolates in resistant
and susceptible to the drugs; The results showed high levels
of rééisﬁance,in relations to most of the antibiotics used..
The antibiotic chloraphenicol showed the highest level of

~resistantce for both species analysed.
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For S. aureus high percentagem of multiple
resistant strains were found. This fact could be associated
to the presence of plasmids. Plasmids were detected through the

gel eletrophoresis techniques in P. aeruginosa.



1. INTRODUCAO

Bactérias, de modo geral, apresentam junto ao
seu genoma, alem do cromossomo principal, grupos de ligacgoes
adicionais, facultativos, autonomos e separados do cromosso
mo, os plasmidios. Assim, ha uma tendencia natural em atri
buir muitas das propriedades bacterianas a plasmidios. A par

tir de 1960, uma proporgao significante principalmente de En
terobacterias patogenicas mostraram a propriedade de adquirir
fatores transmissiveis de resistencia a drogas. A este feno

meno associou-se uma incidencia progressiva de elementos ex

tracromossomicos designados de plasmidios R.

Os plasmidios conferem a uma populaggo de célg

las maior flexibilidade, provendo as especies com um '"reserva
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torio'"de genes os quais podem fornecer vantagem seletiva sem
mudanga permanente do cromossomo. O uso indiscriminado de an
tibioticos no homem e emanimais domesticos, tem indubitavel

mente concorrido para aumentar o numero de plasmidios favora

veis as celulas bem como suas trocas intra e interespecifi
cas. Tal fato tem sido motivo de alerta, uma vez que . doses
mal calculadas, uso indevido e profilatico de antibioticos

ocorrem com frequencia, facilitando o aparecimento de organis

mos resistentes atraves de selecgao natural.

O presente trabalho tem por objetivo vefificar
o nivel de resisténcia em amostras de Staphyfococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa isoladas em pacientes hospitalares
frente a diferentes antibioticos iangados no comercio em tem
pos difgrentes, e tentativamente observar a ocorrencia de plas

midios nessas populagoes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Resisténcia a drogas em bactérias

Desde é descoberta da penicilina e do pronto
sil, o sucesso da quimioterapia se tornou um dos grandes  mo
mentos da’histSria da medicina. Decorridos mais de um séculd
dessa descoberta esta-se dianté de um novo problema que e o

da resistencia a drogas em bacterias (MITSUHASHI, 1979).

Inicialmente pensava-se que a resistencia . ad .
quirida era consequencia direta da contato da bactéria com o
antibiafico, levando a chamada teoria da édmnag&x Logo apos
foi verificado que o .que ocorria era mutagao e selegao. A aqui
sicao de resistencia era decorréncia de .mutagoes bromassami

cas que ocorriam espontaneamente independente da presenga " do
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antibiotico. A presenca deste tinha o unico papel de selecio
nar os mutantes resistentes. Aproximadamente 10 anos apos a
comprovacao definitiva da teoria da mutagao seguida de se

legao, investigadores japoneses descobriram que a resistencia
a drogas podia decorrer da presenga, deﬁtro da celula de um
elemento extra-cromossomico, transportando genes de resistEE'
cia e com a faculdade de se transmitir de uma bactéria para
outra. A resisténcia bacteriana a droga, e decorrencia prima
ria de uma‘altéragao do genoma da célula, de natureza cromos
somica ou extracromossomica. Estas alteragoes conferem a celu
la pfopriedades bioquimicas qﬁe a tornam capaz de destruir
ou de tolerar a droga. Quanto ao papel dos antibioticos no fe
nomeno geral da resistencia adquirida, sabe—se ser duplo: o
mais importante & o de destruir as bacterias sensiveis,e o OE'
tro e o de selecionar as resistentes que ocupam o lugar deixi

do pelas primeiras. (MITSUHASHI, 1979).

0 uso indiscriminado de antibioticos tem trazi
do varios problemas, sobretudo o aumento da resistencia de
determinados microorganismos, sendo a literétura farta em
exempios e dados que motivam preocupagaes'quanto ao futvuro da
terapeutica de muitas doengas infécciosas (CUNHA e SUASSUNA,

1980). : : ‘

Plasmidios conferindo resistencia a drogas an

tibacterianas tem-se tornado elementos amplificadores dos pro



blemas de saude publica. A existéncia de tais plasmidios exi
ge o redimensionamento de toda estratégia usada no controle des

tas infecgoes (CAMARA e CARDOSO, 1981).

Sabe-se que uma das principais fontes de disse
minagao de enterobacterias para o homem sao os alimentos, ten
do papel de destaque carnes e derivados. Em varios paises in

clusive no Brasil, os antibioticos sao empregados como adit

-

vo. em ragaes paré promo%er o'crescimento dos animais. Muitas
vezes esses mesmos antibidticos sao utilizados no tratamento
de doengas humanas e animais. SMITH (1968) mostrou o
aparecimento de bactérias resistentes seguido a inclusao de
antibioticos na ragao. Poréem e o uso indiscriminado de anti
bioticos na profilaxia e tratamento de doengés humanas e em me
nor escala veterinarias, que seleciona linhagens aev bacterias

resistentes, portadoras do plasmidio R.

2.2. Genetica da resisténcia a drogas

2.2.1. Plasmidios

Os'plasmfdios R apresentam varias propriedades
como replicagao, regulagao de sua propria replicagao, transmis
sao por éonjugagao, e capacidade de conferir resisténcia_a dro
gas (MITSUHASHI, 1979). Podem tambéem conferir resisténcia a muitos

outros agentes que sao tOxicos para bactérias tais como: bacte
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riofagos; bacteriocinas, metais pesados, radiagoes ionizénFes,
componentes séricos, detergentes, etc. Provavelmente devem exis
tir outros determinantes que protegem bactérias contra agentes

toxicos e que nao foram ainda reconhecidos. (DAVIES, 1981).

A replicagao dos plasmidios pode ocorrer de ma

&

neira autonoma em células em condigoes boas de crescimento; em
condigoes subotimasy, a replicagao de plasmidios pode nao ser
concomitante com a divisao celular,o que ocasiona o aparecimen

to de celulas sem plasmidios (NOBLE e NAIDOO, 1978).

2.2.1.1. A descoberta dos "fatores R"

A maioria das linhagens de Shigella isoladas
até 1956 eram resistentes somente a estreptomicina, sulfonami
da ou tetraciclina e nenhum caso de disenteria bacilar causa
do por‘linhagens com resisténcia multipla havia sido descrito
entre 1945 e 1951 em mais de 10.000 isolados. O primeiro caéo
de resisténcia mﬁltiﬁla,em Shigeﬂﬂa;ocorreu no Japao em' 1952,
e a segunda em 1956 também com Shigeflfa. Essas datas sugerem
que a resist@éncia multipla nao apareceu em estagios graduais,
mas sim de maneira exﬁlosiva. O aparecimento do "fator R" nao
pode ser precisado, mas nao foi durante o uso da sulfonamida
(1945) ou no inicio do uso dos antibidoticos tais como estrepto
micina, tetraciclina e canamicina (1950): O 19 isolado ocorreu

em 1959 no Japao, podendo considerar—se o aparecimento do fa
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tor R no periodo de 1952 a 1958 quando muitas linhagens com re
sisténcia multiplas foram isoladas. Devido a presenga de tais
fatores em Israel e Formosa sugere-se que sua distribuigao nao
foi devida a viajantes que se movimentavam dennnpéis a outro,
mas indepeﬁdentés, e em muitos lugares do mundo, em fungao do
uso de drogas como sulfonaﬁida, estreptomicina, tetraciclina e
. ’ Fd
canamicina. Foram encontradas resist@ncias multiplas a tetraci
clina, canamicina, estreptomicina e sulfonamida em bacterias
gram negativas portadoras de plasmidios R. Resist@ncias a ami
noglicosidebs foram acompanhadas da pre;enga de plasmidio R.
Assim a resist@ncia multipla pode se espalhar rapidamente por

transmissao infecciosa e pela forga de selegao devido ao uso

de tais drogas (MITSUHASHI, 1979).

FARAR (1981) em sua revisao relatou que em um
s0 paciente foram encontradas 3 especies diferentes de bacte
rias albergando o mesmo plasmidio, indicando que a transmiss3o
pode ocorrer "in vivo". Verificou tambem que em um surto hospi -
talar parece ter havido uma sequeéencia de DNA transponivel car
regéndo genes que se movem de um plasmidio a outro e que se eé
palham a muitas espécies bacterianas. No inicio, eram resisten
tes 3 gentamicina, Serratia marcescens e Pseudomonas aenugi.noéd
e depois Klfebsiellfa pneumoniae e Enternobacter cloacae. Em rela
cao a E. coli nao havia infecgao. Um plasmidib (105 Md) isola
do de S. marcescens foi colocado em uma E. cofL contendo um plas

midio pequeno, o PM 88. Foram encontrados plasmidios hibridos
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~nessas células, as quais pareciam representar formas de PM 88
Md no qual, foi inserido um transposon de PM.= 6,2-Md, conten
do genes para a resisténcia a aﬁinoglicosideos e a B lactami
cos. Analise do heteroduplex confirmou essa interpretagao. A
transposigao foi independente do sistema rec A. Experimentos
similares foram realizados com plasmidios (105 Md) isolados de
H. pneumoniae com resultados id€nticos. Finalmente a an3lise.
heterodublex usando'tranéposon p BM8 : 6,2 Md e o plasmidio 9,8
Md da S. manceééané revelaram que estes dois plasmidios .repar
tiam a regiao proxima a 62 Md. Esses estudos indicaram que nao
somenfe o plasmidio 105 Md contém transposon carregando genes
para a resisténcia a gentamicina, como tamb@m esta sgquéntia
transponivel e originada em plasﬁidios de 9,8 Md encontrado em
amostras isoladas em estagios ﬁrecoces de um surto. Como esse
gene ficou restrito alum<p1asmidio nao conjugativo, so poderia
ser transferido se passasse a outro plasmidio grande e conjuga
tivo, aumentando a possibilidadevde espalhar-se a outras esp§

cires.,

2.2.1.2. Resisténcia miltipla

A sequencia de descobertas que vieram a mostrar

como sendo plasmidial a responsabilidade da resistencia mutlti

pla pode ser assim sumarizada:



A resisténcia a drogas podia OCHIAI et aliz (1959)
ser transferida entre Shigella ARIBA et alii (1959)
e E. cofi quando cultivadas

juntos em meio liquido.

A transferencia da resistencia MITSUHASHI et alZiZ (1960)
a drogas nao e conseguida

atraves de agentes filtraveis

A transferencia da resistencia MITSUHASHI et alii (1960)
e eliminada espontaneamente

durante a estocagem. E tambem

eliminada atraves de tratamento

com brometo de etidio

Foi indicado o termo "Fator R" MITSUHASHI et alit (1960)
para designar a propriedade de

transferir resistencia a drogas.

A transmissao e observada HARADA et aliz (1960)
em todas as espécies de

Enterobactendiaceae

As referencias citadas acima estao na revisao

de MITSUHASHI (1979).
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Com a descoberta dos plasmidios R, a nogao de
transferencia de resisténcia foi estabelecida atraﬁés de con
jugagao. Entretanto, S. aureusd nao apresenta transferencia de
“resistencia por conjugagdo e sim por transdugao (MITSUHAHI,

1979).

A recombinagao entre genes separadas especifi
cando resisténcia miultipla em plasmidio foi utilizada por LA
"CEY e CHOPRA (1972) para explicar o problema da resistencia

multipla, alegando que a resistencia que surge por mutagao e

mais -frequente em genes cromossomicos que plasmidiais.

LACEY e CHOPRA (1974) construiram uma linhagem
artificial de S aureus contendo oito plasmidios e observaram
que ocorria recombinagao entre .os mesmbs. Verificaram tambeéem
que o numero de plasmidios que podiam ser mantidos estaveis
na celula era limitado. Essa limitagao podia ser devida a um
processo restritivo ou a vérios-proceSsos restritivos alem da

iﬁcompatibilidade plasmidial.

O problema da resistencia miltipla & complexo
e vem sendo estudado por muitos pesquisadores inclusive " no
Brasil, como se pode verificar nas revisoes feitas por SIQUEI

RA (1976) e SOUZA (1975). . ’ ) .
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2.2.1.3. Instabilidade da Resistencia

MITSUHASHI et alz7(1963) observou que a resistencia
aos antibioticos macrolidicos era eliminada apos tratamento

pela acriflavina, o mesmo acontecendo com a penicilina.

LACEY e CHOPRA (1974) verificaram que a- insta
bilidade da resistencia ao cloranfenicol (linhagem 649 MR de
S. aureus) era devida 3 redugao do nimero de copias de plasmi

dios por celula.

Plasmidios sao perdidos espontaneamente numa
frequencia maior que a taxa de mutagao a varios agentes quimi
cos?os chamados agentes de cura que sao capazes de aumentar
essa frequencia, sendo este um dos criterios péra se determi
nar a localizagao plasmidial de marcas geneticas. Entre os
agentes de cura os mais descritos sao os corantes de acridi

na, o brometo de etidio, o dodecil sulfato de sodio (SDS) e a

rifampicina (SIQUEIRA, 1976).

NOBLE (1977) observou que ocorria eliminacgao
de plasmidios quando as linhagens cresciam a 43°C e era usado
brometo de etidio ou ditranol. Entretanto, quando as linha
gens eram estocadas a temperatura ambiente, em agar-sangue,
por 3 a 4 meses ocorria perda da fesist@ncia em altas ffequEE

cias.
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SIQUEIRA e AZEVEDO (1978) verificaram que o
brometo de etidio fornece indicagao da Iocalizagao plasmidial
de certas marcas genéticas e que na ausencia de condigoes pa

ra metodologia mais sofisticada pode ser usada para tal.

MITSHUHASHI (1979) em sua revisao sobre resis
tencia plasmidial, relacionou os trabalhos em que foram obser
vados perda da resistencia em S. auxeus. Seus dados se encon

tram na Tabela 1.

Tabela 1. Antibioticos para os quais foram atribuidos instabi

lidade da resistencia segundo a literatura.

Antibioticos Referencias *

(Pc) (penicilina) BARBER 1949
' HASHIMOTO et alii (1964)
(Mac) (macrolideos) . MITSUHASHI et ali? (1963

(Pc Mac) (Macrolideos e

penicilina) MITSUHASHI et ali? (1965)

(Tc) tetraciclinas MAY et alizi (1964)
KASUGA et alii (1968)

(Km) canamicina CHARBERT et alzii (1964)
(Sm) estreptomicina MORIMURA et alzii (1070)
*As referencias dos autores na presente tabela podem ser en

contradas em MITSUHASHI (1979).
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POTTER e LOUTIT (1983) descreveram cura do plas

midio FP2 em P. aeruginosda. O processo consistia em congelar
as’éélulas componentes para a trénsformagao, em glicerol 157
a -70°¢C por umﬂferfodo minimo de 48 horas e selecionar os so

breviventes que perdiam a resistéencia a cloreto de mercurio.

A frequencia da cura era de 0,5%.

2.3. Resistencia a drogas em S. aureus

Em S. aureusd consideram-se dois modelos basicos
de "aquisigao'de resistéencia, (a) resistencia pode originar-
se inicialmente, em resposta a presenga de um antibiotico. Is
to ocorre dentro de uma populagao microbiana atraves de uma
selegao gradual de mutantes progressivamente mais resistentes
até um estagio no qual a concentragao da droga necessaria pa
ra inibir o microrganismo, & maior que aquela suportada pelo
hospedeiro do mesmo. O microrganismo € entao considerado re
sistente ao antibiStico..Os genes responsaveis por tal resis
tencia espao geralmente localizados no cromossomo; (b) alter
nativaménte, genes extracromossdmicos podem governar resistén
cia do tipo "aquisigao em um Unico passo" onde o microrganis
mo "muda" diretamente de "sensivel" @ "resistente". Esses ge
nes extracromossomicos existem nas células microbianas como

aneis circulares e covalentemente fechados (plasmidios) (NO

BLE e NAIDOO, 1978).
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Muitos exemplos de resistencia em estafilococos
sao devidos a genes 1oca1izados no Cromossomo como: estrepto
micina (altos niveis), trimetropina, novobiocina e rifampici
na. Determinantes para outras marcas de resistencia como peni
cilina, estreptomicina (baixos niveis), canamicina, cloranfe

nicol, eritromicina, lincomicina sao localizadas em ;plasmi

dios. Resistencia a antibioticos como tetraciclina sao codifi
3 - .

cados por genes localizados ou em plasmidios ou no cromosso

mo. A localizagao de outros genes resistentes sao controverti

das como meticilina e gentamicina (LACEY, 1975; ASHESHOV, 1975).

A resistencia a dois antibioticos era muitas ve
zes determinada por um unico plasmidio (MITSUHASHI et alZz,
1965; ANNEAR e GRUBB, 1972 e LACEY e ROSDANE, 1973,apud LA-
CEY e CHOPRA, 1973); entrétanto, resistencia a mais de 2 an-
tibioticos determinados por plasmidios e limitado provavelmen
te ao fato de que o tamanho do plasmidio & o fator importan-

te durante sua transferencia em estafilococos.

0 grande numero de antibioticos com estruturas
similares tem trazido dividas no valor terapeutico de alguns
deles. A producao de penicilinase por linhagens de S. aureus
hidroliza B 1ac£amas de varios agentes antimicrobianos como
carbenicilina, cloxacilina, flucloxacilina, ampicilina, cefalo
ridina, cefalotina e outras. Nos paises,; onde esses antibioti

cos foram usados, foram progressivamente substituidos por B



015‘0

lactamase resistentes. No Reino Unido foram detectadas linhg
gens resistentes a neomicina 9 anos apos. a sua introdugao. A
gentamicina, que foi © antibiotico mais recentemente introdu-
zido para uso clinico, ja foram detectadas linhagens resisten

tes (SOUSSY et alii, 1975).

E3

Em analise genetica da resistencia a é%traci
clina (Tc), estreptomicina (Sm), sulfonilamida (SA) e penici-
lina (P), realizada, atraves de transdugao com fagos ligados
obtidos de linhagem multipla resistente de S. aureus, atraves
de irradiacao com luz ultra violeta,os transdutantes adquiri
ram reéisténcia a Tc e SA enquanto somente um adquiriu resis
tencia para SA e Tc. O locos responsavel pela resistencia a
Tc nao pode ser geneticamente separado da resisténcia a SA.
Por outro lado,na transdu§5§ da resistencia a Sm cerca de 307
dos transdutores adquiriram resistencia a ambos Tc e SA. Essa
observagao sugere que o loco governando resisténcig a Tc, SA
e Sm, existe em uma unica wunidade éenética, pértencente pro

vavelmente ao cromossomo. (KASUGA et aliz, 1968).

A determinagao genética da resisteéncia a tetra
ciclina pode ter uma localizagao plasmidial ou cromossomal em
S. auheus (LACEY,1973). A resistencia controlada por plésmi
dios e qualitativamente diferente da controlada por locos cro
mossomico. O gene plasmidial confere resistencia a tetracicli

na mas nao a aminociclina, enquanto .0 gene cromossomico con
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trola a resisteéncia a ambas as drogas. A resisténcia cromosso
mica pode ter um unico locos determinando as duas resisten
cias ou ambas serem determinadas por locus ligados (ASHESHOV,

1975).

A resistencia a gentamicina levou 12 anos apos
- i“;
a sua introdugio para aparecer, mas vem ativamente, aumentan

do o seu aparecimento em publicagoes cientificas. E mediada

por gene plasmidial (NOBLE e NAIDOO, 1978).

LACEY (1975) indicou que.a resistencia .ao clo
ranfenicol era determinada por um gene plasmidial. A estrepto
micina em altos niveis de resistencia (MIC > 10 mg/ml) em 707%
dos achados, corresponde a locos cromossomico. Baixos nIveis
de resistencia a estreptomicina (MIC a 0,1 mg/ml) e tipico de

heranga plasmidial (Tabela 2).

A primeira evidéncia de que a resisténcia a eri
tromicina poderia ser plasmidial, foi obtida por MITSUHASHI

et alii (1963).

Outras marcas geneticas podem se localizar no
plasmidio PC ase, como resistéencia a canamicina (ANNEAR e
GRUBB, 1972) ao acido fusidico (LACEY e GRINSTED, 1972) e ao

brometo de etidio (JONNSTON e DYKE, 1969).
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TABELA 2. Exemplos de .resistencia obtidos em S. aunreus.

o~

Niveis de resistencia Literatura

Tetraciclina

- gene cromossomico - 3 a 6 ug/ml NOBLE e NAIDOO (1978)
- gene plasmidial - 25 a 300 ug/ml ' .

Estreptomicina

- gene cromossomico 10 mg/ml  LACEY (1975)
- gene plasmidial = 0,1 mg/ml '

Cloranfenicol -~ 50 ug/ml ~ SIQUEIRA (1976)
Penicilina - 200 ug/ml SIQUEIRA (1976)

2.4. Resistencia a drogas em Pseudomonasd aeruginosa

Pseudomonas aerug£nosda & uma enterobactéria cau
sadora de graves infecgoes, pa;ticularmente em pacientes debi
litados ou imunodeprimidoé, sendo um organismo de dificil tera
pia devido a sua resisténcia a muitos an;ibiSticos (BREMMEk,
1979). Trabalhos de resist@ncia a drogas observados em 1litera
tura (Tabela 3), para Pseudomonas aeruginosa. mostram os elevi.
dos niveis atingidos ﬁara os antibioticos dos grupos dos B lac

tamas e aminopropanodiol, principalmente.

Testes de sensibilidade em 1452 linhagens de P,

aeruginosa isolados entre 1966 e 1969 demonstraram-.um aumento
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na proporgao de linhagens sensiveis a polimixina e gentamicina
e resistentes a carbenicilina. Linhagens que. apresentavam ti
pos sorologicos distintos adquiriam a mesma forma de resist%&
-cia em 24 horas. Bactérias sensiveis atingiam rapidamente um
alto nivel de resistencia a carbenicilina com produgao de carbe-
nicilinase quando cresciam na presenga de carbenicilina, nenhum
aumento na resistencia a carbenicilina foi achado quando
linhagens sensiveis cresciam com ampicilina ou cloxacilina., A
instabilidade dés linhagens.resistentes e sua revers3o a sensi
bilidade quando expostas a acriflavina sugeriram que fatores

extracromossomicos eram responsaveis pela resistencia (LOWBURY

et alii, 1969).

Plasmidios R em P. aeruginoda nao eram conheci
dos até 1968 quando LOWBURY et alii (apud Olsen 1973) isolaram
linhagens de pacientes né Inglaterra, que eram altamente resis
tentes a carbenicilina. Demonstfaram que essa resistencia era
determinada por plasmidios R que também conferiam resisténcia

a tetraciclina, neomicina e canamicina.

WITCHITZ e CHABBERT (1971) identificaram plasmi
dios R que conferiam resistencia a gentamicina, amﬁhﬁlina, clo

ranfenicol e sulfonamida.

DATTA e HEDGES (1972) identificaram um plasmi

dio em Pseudomonas que conferia resisténcia a gentamicina for

mando um grupo de compatibilidade designado pelos autores de C,
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Desde que plasmidios R foram'observados com fre

quencia em muitas partes do mundo, mais de 100 plasmidios sao
agora conhecidos. Com maior interesse clinico e epidemiologico
_,estao os plasmidios R, que sdo "promiscuos", isto &, podem ser
transferidos para bacterias de outros generos, OLSEN e SHIPHY

(1973).

KANABE et aliZ (1975) descreveram uma linhagem
de P. aeruginosa resistentes a amicacina e a enzima respon-
savel, era medida pelo plasmidio R,que tambem carregava resis

tencia a gentamicina, canamicina e sulfonamida.

INGRAM e HASSAN (1975) descreveram uma linhagem
de P. aeruginosa resistente aVAOO pg/ml ao cloranfenicol. Era
controlada por plasmidio e a enzima Cm-transacetilase era pro-

duzida somente pelas linhagens resistentes.

Altos niveis de ;esisténcia a gentamicina leva-
ram STEAL e STRANGEWAIS(1976) a acreditarem em mutacao genomica
que alterava a fﬁngao ribossomal; a mutagao podia ser expres-
sa por sensibilidade a temperatura, sendo portanto, um util
marcador. Esses altos niveis poderia ser devido a inativacgao

enzimatica da gentamicina consequenté a aquisigao do Fator R.

MAGALHAES e VERAS (1976) estudando 40 amostras
de P. aeruginosa gentamicina-resistente que foram ensaiadas
frente a tobramicina obtiveram resultados que mostravam inequi

voca resistencia cruzada entre gentamicina e tobramicina. Isso
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sugere o emprego de apenas um das drogas, nos antibiogramas

usados rotineiramente.

FALKINER et alZt (1977) relataram que linhagens
4de P. aeruginosa resistentes a gentamicina, canamicina, tobra
micina e sulfonamida era determinada pelo plasmidio pertencen
te ao grupo P3. A resisténcia a aminoglicosidios era devido a

acetilagao.

KNOTHE e KREMERY (1979) descreveram um aumento

na resisténcia e multi-resisténcia a gentamicina e outros ami
. ‘ - . . . -~ . . . . .

noglicosidios. Linhagens resistentes a gentamicina, sisomicina
e tobramicina foram tambem resistentes a amicacina. Investigan
do a resisténcia cruzada, sugeriram que existia mais que uma
enzima envolvida na inativagao de aminoglicosidios e que havia
linhagens que possuiam varias enzimas capacitadas contra uma

inica substancia.

Em estudos com 422 linhagens de P,
BREMMER (1979) observou que havia 23 bactérias resistentes a
gentamicina, resisténcia essa que era trénsferida por conjuga
cao. A resisténcia 3 gentamicina chegava a 160 ng/ml. Linha
gens resistentes a tobramicina e sisomicina somavam 19 e somen

te 1 era resistente a tobramicina, sisomicina e amicacina.

Foi observado um estudo comparativo entre. as
membranas de células resistentes e sensiveis - ~verificando-se

conteddo de proteina total, carboidratos e padrao proteico,
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através de eletroforese. Na célula resistente ocorre redugao
de lipopolisacaridios e alteragoes na composigao proteica ve
rificada por eletroforese em gel de poliacrilamida. Assim, a
resistencia a polimixina esta associada com alteragoes de mem

brana, devido a perda de lipopolisacaridios ou outras proteil

nas da membrana (GILLELAND JR. et alZz, 1979).

TABELA 3. Exemplos de resisténcia obtidos em P. aeruginosa

Niveis de resisteéencia Literatura
Amicacina - 50 pg/ml BREMMER (1979)
Carbenicilina - 256-512 ug/ml LOWBURY (1969)
Cloranfenicol - 400 pg/ml INGRAM e HASSAM (1975)
Sisomicina - 25 ug/ml BREMMER (1979)
Tobramicina - 160 ng/ml BREMMER (1979)

Gentamicina - 160 ug/ml BREMMER (1979)
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2.5. Deteccao de plasmidios em bacterias

Em 1976, bmeRS et al?? divisaram um método bas
tante simples para detecgao e caracterizagao de plasmidios wva
riando entre 0,6 e 95 mdal. A tecnica requeria apenas a purifi
cacao parcial de um lisado celular que, em seguida era submeti
do a eletroforese. Os autores propunham ainda uma forma de es
timar os pesos moleculares dos plasmidios, utilizando uma cur

va padrao em papel di-log que relacionava o peso molecular de

plasmidios conhecidos e sua migrac¢ao no-gel.

Diversos trabalhos. foram publicados posterior
mente procurando, cada vez mais, simplificar e agilizar a téE
nica de extracao do DNA plasmidial. Mas, as etapas de purifica
cao ainda sujeitavam o DNA ‘a um consideravel "stress", o que
dificultava o isolamento de plasmidios acima de 50 mdal, e mes
mo de plasmidios muito pequenos mas com baixo numero de copias

por celula.

Em 1979, BIRBOIM e DOLY propuseram um metodo
rapido que eliminava totalmente a necessidade de purificacao.
A técnica permitiaverificar plasmidios grandes e pequenos. Nes
te método as bactérias sao adicionadas a uma mistura contendo
lisozima (para iniciar o desarranjo da parede de mureina) e

RNAse para eliminar o RNA bacteriano). A mistura ainda contéem

azul de bromofenol que serviria como indicador da corrida ele
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troforetica. No preparo da suspensao de ceélulas e usado dode
cil sulfato de sodio (SDS) que‘iria lisar parcialmenie as ce
lulas expondo o DNA. Apos COmplétada a eletfoforese, a visua
lizagao dos plasmidioé era feita utilizando-se como corante,
brometo de etidio que tornava as bandas de DNA fluorescentes
quando vistas sob luz ultra violeta. A migragao dos plasmidios

no gel seria tanto maior quanto menor fosse seu peso molecu

lar.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Especies de bacterias utilizadas

3.1.1. Staphylococcus aureus

Foram utilizadas 68 amostras de Staphyfococcus
aureusd isoladas de pacientes do Hospital Amaral Carvalho, de

Jau-SP., em 1980.

3.1.2. Pseudomonas aeruginosa

Foram utilizadas 54 amostras de Pseudomonas ae .
ruginosda isoladas de pacientes do Hospital das Clinicas da Fa-
culdade de Medicina de Botucatu-SP. Essas amostras foram di-

vididas em duas populacoes P e Pz; segundo a epoca de 1isola-

1

menté, 1980 e 1983, respectivamente.



3.2. Meios de cultura e solucgdes utilizadas .

3.

3.

2.

2.

1.

Kgar nutriente (N.A. DIFCO)

Extrato de carme. . . « .« « « + o .
Cloreto ae $0dio. v & ¢« 4 4 4 e 4 e .
Peptona. . . . . . . e e e e & e s
Bgar., « v v v v v v e e e e e e e e
Agua destilada. e e e e e e e e e
PH = 7.2 . . ¢ . o ¢ v o v e e e

A autoclavagem foi feita em 20 minutos

e uma atmosfera de pressao.

Brain Heart Infusion (B.H. DIFCO).

Infusao de cerebro de bezerro
Infusao de coragao de boi
Peptona |
Dextrose

Cloreto dé sodio

Fosfato dissodico

pH = 7.4

.25.

15 g

1000 ml

126 “C

200 g
250 g

10 g
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3.2.3. Solugao de Lisozima (pH 8.0)

Lisozima 2 mg/ml
Glicose 50 mM
EDTA 10 mM
TRIS.HC1 25 mM

3.2.4. Solugao Alcalina de SDS

NaOH 0.2N

Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 1%

3.2.5. Solugao Concentrada de Acetato de Sodio

Acetato de Sodio 3 M (pH 4.8)

3.2.6. Solugao Tampao para Eletroforese

TRIS. . + v ¢« « o« & &« « « 40 mM
ACETATO DE ‘SODIO. . . . . 20 mM
EDTA. « v v v v & s « « « 2. mM

pH. . . « . . v oo . 0. 7,8

3.2.7. Solucdo Salina

Solugao aquosa de cloreto de sodio 0,89% .e au

toclavada por 20 minutos a uma atmosfera.
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3.3. Drogas utilizadas

3.3.1. Antimicrobianos utilizados

As tabelas 4 e 5 apresentam os antimicrobianos
utilizados bem como o ano de langamento, suas constituigoes

basicas, modo de agao e fabricante, segundo VALARINI (1981),

3.4. SolugoOes estoques das drogas

As solugoes para a utilizagao dos antibioti
cos foram preparadas mediante a dissolugao de 100 mg dos
mesmos em 10 ml de agua esterilizada. Para dissolugao do
cloranfenicol foi wutilizado 1:9 de alcool etilico em H,0.
Todas as solugoes estoques tiveram uma concentragao final

de 10 mg/ml.

3.5. Determinacdo dos niveis naturais de resisténcia as
drogas

O0s niveis de resisténcia foram obtidos utili

zando-se o método da diluigao em placas contendo concentra

gaes crescentes de cada droga: O, 1, 2, 5, 10, 50, 100, 200,
500 e 1000 pg/ml de meio de cultura (ﬁgar nutriente). A par
tir das solugoes estoques, fizeram-se as diluigoes, adicionan

do-se quantidades adequadas a 20 ml de meio de cultura a45OC,
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tal como indicado na Tabela 6.

As amostras de S. aureus e P. aeruginosa de-
pois de isoladas de secregoes retiradas dos pacientes infecta
dos, foram crescidas em tubé com 5 ml de meio liquido(B.H.I.)
ate a fase logaritmica. A seguir, as amostras foram diluidas
retirando-se 0,05 ml do tubo em que forém crescidas e comple
tando-se com 3 ml de meio liquido. Feita a diluigao, foram
transferidas para as placas,contendo dosagens das drogas,atra
ves de um feplicador multialga (AZEVEDO et aliZ, 1980). Apdos o pe
riodo de incubagao de 24 a 48 horas,anotou-se o crescimento
das colonias (17 placas) comparando-se com uma placa controle
isenta das drogas. Considerou—se como concentragao inibitoria
a menor concentracao da droga que impedia o crescimento das
colonias e consequentemente como nivel de resistencia a maior
concentragao usada que ﬁermitia o desenvolvimento das colo-

nias.

A escolha dos antibioticos foi feita segundo
o tempo de utilizacao comercial dos mesmos para cada especie.
Assim, utilizou-se para S. auireus penicilina, estreptomicina,
tetraéiclina, cloranfenicol, oxacilina e canamicina e para P.
aernuginosa cloranfenicol, gentamicina, carbenicilina, fosfomi

cina, amicacina, sisomicina e tobramicina.

3.6. Determinagao dos modelos de resistencia

A determinagao das bacterias resistentes foi'



31

TABELA 6. Quantidades e diluigoes utilizadas para obtengao
de diferentes cpncentragSes de drogas no meio de

cultura.

Concentragao final da ml da solugao da Diluigao da
Droga na Placa (ug/ml) droga/placa Solugao dé droga
1 0,2 102
2 0,4 1072
5 1,0 1072
10 2,0 1072
20 0,4 107"
50 ‘ 1,0 107"
100 | : 2,0 107"
200 0,4 sd
500 ' 1,0 sd

1000 2,0 sd
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feita baseando-se nos '"picos'" do histograma de. cada antibié
tico. Foram considerados como resistentes as bactérias cres
cidas em meio contendo concentragoes imediatas e superiores
Eqaela em que impedia o crescimento.,

3.7. Separacao de DNA extracromossomico em gel de Agarose

(BIRBOIM, 1979).

Células:das linhagens de Pseudomonas aerugino
4a foram incubadas porv18 horas. A seguir foi . transferido
0,5 ml da cultura para tubos de centrifugagao do tipo Eppen
dorf a fim de iniciar-se a extragao dos plasmidios. Para is
so foi adicionado em cada tubo glicerol a 40% e as émostras
foram levadas a -20°cC. Apss répida estocagem, centrifugbu—se
por 15 segundos.Oé sobrenadantes foram removidés cuidadosi
mente e as células receberam 100 ul da solugao de lisozima.
Apds 30 ﬁingtos a 0°C, foram adicionados 200 ul da solugao
alcalina de Dodecil Sulfato de Sodio. Os tubos foram manti
dos por 5 minutos a 0°¢c e 150Vu1 dé solugao concentrada de
acetato de sddio foram.colocados, misturados e mantidos - ‘a
0°¢c por‘60 minutos. Esse procedimento foi usado para provo
car precipitacgoes de proteinas, RNA de altos pesos moleculi
res e do DNA cromossomal. ApSs nova centrifugagao por 5 minﬂ
tos, os sobrenadantes foram removidos para um segundo tubo,
A seguir colocou-se 1 ml de etanol frio e deixado -a -20°¢
por 30 minutos a fim de retirar qualquer outro material es

tranho que ainda estivesse presente. Os precipitados foram
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levados para éentrifugagao pér 2 minutos e os sobrenadantes
removidos por aspiragao. Logo apos ocofreu dissolugao das
amostras em 100 pl de acetato de sddio e 0,05 M de TRIS-HC1
(pH 8) e reprecipitados em 2 volumes de etanol frio. Apos 10
minutos a -ZOOC, 0s precipitados foram novamente coletados,
centrifugados e redissolvidos em 40 ul de agua. Dessa forma;
permaneceu somente o DNA plasmidial qué,foi aplicado em gel

de agarose para analise eletroforéetica.

Para a eletroforese usou-se gel de agarose . a
0,87 e colocou-se um "pente" de acrilico neste gel para pro
vocar a formagao de "pogos" de aplicagao. Para a aplicagao
dos 10-20 pyl da amostra no gel, utilizou-se uma pipeta de
precisao. O tampao de eletroforese foi colocado nos comparti
mentos para eletroforese vertical. Apos uma corrida inicial
de 45 minutos, a 4 mA, aumentou-se para 45 mA, até que o co
rante chegasse ao outro extremo da placa. Terminada a migrg
gcao, as placas de gel foram colocadas em sdluggo de brometo
de etidio (1 pg/mil) e coradas por 30 minutos. As observagoes
dos geis foram feitas com luz ultra-violeta de ondas curtas,
Apos analise dos geis, foi feito um esquema grafico para me

lhor observagao do DNA plasmidial.
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4. RESULTADOS

4,1 .Niveis de resistencia de amostras isoladas

As 68 amostras de Staphylococcus aureus foram
ensaiadas frente aos antibioticos Penicilina, Estreptomicina,
Tetraciclina, Cloranfenicol, Oxacilina e Canamicina. As 54 amos
tras de Péeudomonaé aeruginosa foram ensaiadas frente aos anti
bioticos cloranfenicol, gentamicina, carbenicilina, fosfomici
na, sisomicina e tobramicina. O método usado foi o da dilui
cao em placas usando-se as concentragoes l; 2; 5; 10; 50; 100;

200; 500 e 1000 yg da droga por ml de meio de cultivo,

Os resultados estao nas Tabelas 7aeb e foram
col_ocadvos em grafico (frequencia x concentragao da droga), pa
ra cada droga, os quais puderam ser divididos em duas regioces:
S e R (sensivel e resistente), sendo que em R estariam enqua
dradas as amostras resistentes usando-se o criterio de SOUSA

(1975) (Figuras 1 a 13).
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TABELA 7a. Niveis de resist@ncia de 26 amostras de P. aerugd
nesa pertencentes a Populagao Py isoladas de pa-
cientes do Hospital das Clinicas da Faculdade . de

Medicina de Botucatu,SP.

Drogas (ug/ml)

Amostras

Ak Gm Ss Tm Cr Cl Fs
1 5 10 10 5 500 1000 { 50
2 50 <1 20 5 500 1000 1000
3 20 1 20 5 500 1000 500
4 50’ 200 10 5 200 1000 1000
5 50 200 10 10 100 1000 200
6 100 500 200 500 w 500 1000 . 500
7 50 200 100 100 200 1000 200
8 50 100 200 © 200 50 1000 20
9 50 20 100 200 50 1000 20
10 50 50 200 200 200 1000 10
11 20 50 -500 100 200 1000 10
12 200 200 500 200 100 1000 10
13 50 500 500 200 100 1000 100
14 5@ 50 200 200 50 1000 200
15 50 200 100 ZQ 50 1000 100
16 100 200 500 50 100 1000 100
17 100 500 200 200 100 1000 5
18 5 50 50 2 200 1000 1000.
19 5 SQ 50 5 200 1000 1000
20 5 500 200 < 1 20 20 5
21 5 200 100 5 200 200 20
22 5 20 10 5 200 1000 50
23 50 200 500 50 100 1000 20
24 50 500 500 200 200 1000 20
25 50 500 500 50 7 200 1000 5
26 5 < 1 10 10 20 1000 20
Ak = amicacina; Ss = sisomicina; Tm = tobramicina; Gm = géntamicina;

Cr = carbenicilina; Cl = cloranfenicol; Fs = fosfomicina
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TABELA 7b. Niveis de resist@ncia de 28 amostras de P. aerugino
sa, pertencentes a Populacgao P,, isoladas de pacien

tes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medici

na de Botucatu,SP.

Drogas (ug/ml)

Amostras

Ak Gm Ss Tm Cr cl1 Fs
1 <1 1 5 <1 100 1 1
2 <1 < 1 1 1 100 10 1
3 <1 1 5 1 100 200 1
4 <1 20 20 5 500 200 1
5 <1 10 10 5 200 200 1
6 <1 5 10 1 100 10 1
7 <1 < 1 <1 < i <1 <1 o<1
8 <1 10 20 5 1000 500 1
9 <1 1 1 1 10 <1 1
10 <1 <1 5 1 100 <1 <1
11 <1 1 <1 1 50 <1 <1
12 <1 1 10 1 50 1 o<l
13 <1 10 20 5 200 200 1
‘14 <1 10 10 5 200 100 1
15 <1 1 10 1 50 200 < 1
16 <1 1 10 1 100 200 1
17 <1 < 1 <1 < 1‘ <1 | 1 < 1
18 <1 1 1 1 100 200 1
19 <1 1 10 1 50 200 1
20 <1 < 1 1 <1 100 10 1
21 <1 < 1 <1 <1 <1 1 < 1
22 <1 < 1 <1 <1 100 5 <1
23 <1 < 1 <1 <1 10 <1 <1
24 <1 < 1 <1 <1 20 1 < 1
25 <1 < 1 <1 <1 50 5 1
26 < 1 < 1 < 1 <1 20 1 < 1
27 <1 < 1 1 <1 100 5 1
28 <1 < 1 1 <1 20 <1 1
Ak = amicacina; Ss = sisomicina; Tm = tobramicina; Gm = gentamicina;
Cr = carbenicilina; Cl = cloranfenicol; Fs = fosfomicina.



.37.

TABELA 8. Niveis de resistencia de 68 amostras de S. aureus,
isoladas de pacientes do Hospital Amaral  Carvalho

de Jai,SP.

Drogas (pug/ml)

Amostras

ox Ccl Sm Tc ;Km Pn
1 <1 10 <1 10 <1 <1
2 1000 1000 100 100 1000 50
3 5 100 1 20 <1 o<1
4 <1 50 10 10 <1 <1
5 <1 1000 20 200 100 1
6 10 100 1 100 1 2
7 5 1000 100 100 100 20
8 1 200 <1 2 <1 <1
9 2 200 <1 200 10 <1
10 1 100 1 200 1 2
11 1 200 2 100 <1 2
12 5 200 <1 200 <1 1
13 1 200 <1 200 <1 <1
14 1 1000 1000 100 500 20
15 5 500 200 500 200 2
16 <1 200 2 500 5 <1
17 <1 200 <1 100 2 <1
18 1 100 1 100 200 20
19 5 1000 100 500 1 50
20 <1 2 5 2 <1 1
21 <1 2 2 2 <1 1
22 1 1000 1 51 5
23 <1 50 100 50 200 1
24 <1

1000 200 500 <1 10




TABELA 8. Continuacao

Drogas (pg/ml)

Amostras .

0x Cl Sm Tc Km Pn
25 1 50 200 500 20 1
26 1 500 100 5 10 1
27 1 50 200 500 1 1
28 1 1000 2 500 1 1
29 1 50 5 50 <1 5
30 1 50 5 200 <1 1
31 1 50 100 500 10 1
32 1 50 20 1 20 1
33 1 200 5 1 20 1
34 1 50 5 200 <1 1
35 20 500 500 200 20 5
36 1 500 50 200 200 20
37 20 1000 100 100 20 20
38 20 500 500 200 20 20
39 20 500 50 100 20 20
40 1 500 50 200 200 10
41 1 1000 100 100 1000 - 20
42 1 1000 50 100 2 10
43 1 500 50 2 20 20
b 1 500 2 2 1 1
45 1 1000 100 200 200 1
46 1 1000 5 100 500 5
47 1 500 50 100 1 20
48 1 500 10 200 20 1
49 1 1000 100 200 5 1
50 1 100 100 5 2

1000
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TABELA 8. Continuacgao

ﬁrogas (ug/ml)

Amostras -
’ Ox Cl Sm Tc Km Pn

51 1 1000 S 1000 s 20°
52 20 1000 200 200 1000 500
53 1 50 200 1 50 5.
54 1 1000 2 2 2 100
55 100 1000 1000 200 20 100
56 100 50 2 200 20 <1

57 <1 50 1 1 1 10

58 <1 50 1 200 10 <1
59 <1 1000 2 200 1 1
60 <1 1000 2 2 20 10

61 20 1000 1 10 1 5

62 <1 50 200 100 200 10
63 <1 1000 100 100 20 <1
64. <1 500 2. 100 - 20 <1
65 <1 50 1 100 10 <1

66 <1 50 2 100 5 <1

67 - <1 500 5 100 20 <1
68 20 500 2 100 5 <1
Ox = oxacilinaj; Cl1 = cloranfenicol; Sm = estreptomicina;

= tetraciclina; Km = canamicina; pp = penicilina g.

Tc
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4.2. Modelos de resistencia

As Tabelas 9, 10 e 11 trazem os modelos de reéii

téncia propostos para as amostras de P. aehruginosa e S, au

neus utilizados.
4.3. Porcentagem de resistencia

Nas Tabelas 12 e 13 foram colocados cada mode
lo de resistéencia obtido, juntamente com o numero de bacté

rias observadas e as porcentagens de resistéencia,
4.4, Niveis de resistincia -

O tempo de uso de cada antibiotico foi obtido
através de informagdes fornecidas pelos laboratorios fabrican
tes; esse tempo, juntamente com Os niveis de resisténcia, ob
tido para cada droga e o numero de isolados que alcangou de
terminado nivel de resisténcia encontram-se na Tabela 14 para

P. aeruginesa e Tabela 15 para S. aunreus. .

0 ano de langamento dos antibioticos e a por
centasem de isolados resistentes obtidos para cada um acham-

se na Tabela 16,
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TABELA 9. Modelos de resistencia de 68 amostras de S. aureus,
isoladas de pacientes do Hospital Amaral Carvalho

de Jau,SP.

Amos Drogas (ug/ml) Modelo de

tras Ox c1 Sm Te Km Pn Resistencia

1 S s s s S S S
2 1000 1000 100 100 1000 50 0x Cl Sm Tc Km Pn
3 s 100 s s s s cl

4 s 50 S S s S c1

5 S 1000 - S 200 100 S cl Tc Km .

6 s 100 s 200 S S c1 Tc

7 S 1000 100 100 100 s cl Sm Tc Km

8 S 200 S S S S c1

9 S 200 S 200 S S cl Tc
10 s 100 S 200 s s Cl Tec
11 S 200 S 100 s S Cl Tec
12 s 200 s 200 S s cl Te
13 s 200 S 200 S s | cl Te
14 S 1000 1000 100 500 S Cl Sm Tc Km
15 S 500 200 500 200 S Cl Sm Tc Km
16 s 200 S 500 S s Cl Tc
17 s 200 s 100 S S Cl Te
18 s 100 S 100 200 S Cl Tc Km
19 S 1000 100 500 S 50 Cl -Sm Tc Pn
20 s S E s S s S
21 .S S S S s S 5
22 S 1000 S S S s c1
23 S 50 100 S 200 S Cl Sm Km
24 S 1000 = 200 500 S S Cl Sh Tc




TABELA 9.

Continuagao
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Amos Drogas (ug/ml) Modelo de
tras ox  c1 Sm  Te Km P Resisteéncia

25 S 50 200 500 S S c1 Sm Te

26 S 500 100 S S S Cl Sm

27 S 50 200 500 S S cl Sm Tc

28 S 1000 S 500 S S ¢l Tec

29 S 50 S S S S c1l

30 S 50 S 200 S S cl Tc

31 S 50 100 500 S S Cl Sm Tc

32 s 50 S S S S cl

33 S 200 S S S S cl

34 s 50 S 200 S S CL Tc

35 S 500 500 200 S S Cl Sm Tec-

36 S 500 50 200 200 S ¢l Sm Tc Km

37 s 1000 100 100 . S S Cl Sm Tc

38 S 500 500 200 S S Cl Sm Tc

39 S 500 50 100 S S Cl Sm Tc

40 S 500 50 200 200 S Cl Sm Tc Km
41 S 1000 100 100 100 S Cl Sm Tc Km
42 S 1000 50 100 S S Cl Sm Tc

43 S 500 50 S S S Cl Tc

A S 500 S S S S cl

45 S 1000 100 200 200 S Cl Sm Tc Km
46 S 1000 50 100 500 S Cl Sm Tc Km
47 S 500 50 100 100 S Cl Sm Tc Km
48 s 500 s 200 s s ¢l Te

49 S 1000 100 200 S S Cl Sm Tc

50 S 1000 100 100 S S Cl Sm Tec

51 S 1000 S 100 S S €l Tc

52 S 1000 200 200 1000 500 cl Sm Tc Km Pa
53 s 50 200 S s S cl Tc
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TABELA 9. Continuagao

Amos Drogas (pg/ml) Modelo de

tr P
ras 0ox c1l Sm Tc Km Pn . Res;stencla

54 S 1000 S S

S 100 Cl Pn
55 100 1000 1000 206 S 100 0x Cl Sm Tc Pn
56 100 50 S 200 S S 0x Cl Tc
57 S 50 é S S S Ccl
58 S 50 s 200 . S S Cl Tc
59 S 1000 s 200 S S Cl Tc
60 S 1000 S S S -8 Ccl
61 S 1000 S S S S Cl
62 S 50 200 100 200 S Cl Sm Tc Km
63 s 1000 100 100 S S Cl Sm Tec
64 S 500 s 100 S S Cl Tc
65 S 50 S 100 S S Cl Tc
66 s 50 S 100 s s Cl Tc
67 S 500 S 100 S S Cl Tc
68 S 500 S 100 S S Cl Tc
Ox = oxacilina; (C1 = cloranfenicoi;Sm = eétreptomicina; Tc =
tetraciclina; Km = canamicina; Pn = penicilina

S = sensivel
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TABELA 10. Modelos de resisténcia de 26 amostras pertencentes
a populagao 1 de P. aerug4inosa isoladas no ano de
1980 no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medi
cina de Botucatu-SP.
Amos Drogas (ug/ml) » " Modelo de
tra; Resisteéncia
Ak Gm Ss Tm Cr Ccl1 Fs
1 s s S S~ 500 1000 S Cr Cl
2 20 s S S 500 1000 1000 Ak Cr Cl Fs
3 20 S S S . 500 1000 500 Ak Cr Cl Fs
4 50 200 S S .S 1000 1000 Ak 'Gm Cl Fs
5 50 200 S S S 1000 200 Ak Gm Cl Fs
6 100 500 500 500 500 1000 500 Ak Gm Ss Tm Cr Cl Fs
7 50 200 100 100 S 1000 200 Ak Gm Ss Tm Cl Fs
8 50 100 200 200 s 1000 S Ak Gm Ss Tm Cl
9 50 S 200 200 S .1000 S Ak Ss Tm Cl
10 50 S 200 200 S 1000 S Ak Ss Tm Cl
11 20 S 100 100 S 1000 S Ak Ss Tm Cl
12 200 200 200 200 s 1000 S Ak Gm Ss Tm Cl
13 50 500 200 200 S 1000 100 Ak Gm Ss Tm Cl Fs
14 50 S 200 200 S 1000 200 Ak Ss Tm Cl Fs
15 50 200 S S S 1000 100 Ak Gm Cl1 Fs
16 100 200 S 50 S 1000 100 AXx Gm Tm Cl Fs
17 100 500 200 200 S 1000 S Ak Gm Ss Tm Cl
18 S S S S S 1000 1000 ' Cl Fs
19 S S S S S 1000 1000 Cl Fs
20 'S 200 200 S S S ) . Gm Ss
21 S 100 100 S S S S Gn Ss
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TABELA 10. Continuagao.

Amos Drogas (ug/ml) Modelo de
ftra; ' Resistencia
Ak Gm Ss Tm Cr Cl Fs
22 S S S S S 1000 S Cl
23 50 500 500 50 s 1000 s Ak CGmSsTmCl
24 50 500 500 © 200 S 1000 S Ak Gm Ss Tm Cl
25 50 500 500 50 S 1000 S Ak Gm Ss Tm Cl
26 s s S S S 1000 S c1
S = sensivel; Ak = amicacina; Gm = gentamicina; Ss = sisomici
na; Tm = tobramicina; Cr = carbenicilina; Cl = cloranfenicol;

Fs = fosfomicina
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TABELA 11. Modelos de. resisténcia de 28 amostras pertencentes
a popﬁlagﬁo 2 de P. aeruginosa isoladas no ano de

1983 no Hospital das Clincas da Faculdade de 'Medi .

cina de Botucatu-SP,

Amos Drogas (ug/ml) , Modelo de
tras . Resisténcia
Ak Gm Ss ° Tm - Cr Ccl Fs
1 S S 5 S S S S Ss
2 ‘S S S S S S Sensivel
3 S S S S 200 S Ss Cl
4 S 20 20 5 500 200 S Gm Ss.Tm Cr Cl
5 S 10. 10 5 200 200 S Gm Ss Tm Cr Cl
6 S 5 10 S S S S Gm Ss
7 S S S S S . S S ‘ Sensivel
8 s 10 20 5 1000 500 S Gn Ss Tm Cr Cl
9 S S S S S S S Sensivel
10 S S 5 S S S S Ss
11 S S S S S S S Sensivel
12 S S 10 S S S S Ss
13 S 10 20 5 200 200 - S Gm Ss Tm Cr Cl
14 S 10 10 5 200 S S Gm Ss Tm Cr
15 S S 10 S S 200 S Ss Cl
16 s s 10 S S 200 S Ss Cl
17 S S S S S S S Sensivel
18 S S S S S 200 S cl
19 S S 10 S S 200 S Ss Cl
20 'S S S S S S S Sensivel
21 S S S S S s S Sensivel
22 S S S S S S S Sensivel
S S S S S S S Sensivel

23
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TABELA 11. Continuagao

Amos Drogas (ug/ml) Modelo de
‘tras ” Resisteéncia
Ak Gm Ss Tm Cr Cl Fs

24 S S S S s S S Sensivel

25 s s s S S S S Sensivel

26 S S S S S S S Sensivel

27 S S S S S S S Sensivel

28 S S S S S S S Sensivel

S = sensivel; Ak = amicacina; Gm = gentamicina; Ss = sisomicinaj
Tm = tobramicina; Cr = carbenicilina; Cl = cloranfenicol; Fs =

fosfomicina.
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TABELA 12. Modelos de resisténcia encontrados para S. auxeus,

Modelo de Resisténcia Numero de % de isolados (%)

<Isolados

O0x Cl Sm Tc Km Pn ) 1 : (1,5)

Cl Sm Tc Km Pn o 1 (1,5)

0x Cl Sm Tc Pn - 1 - (1,5)

Cl Sm Tc‘Km - | 10 (14,7)

Cl Te Km 2 | (2,9

Cl Sm Km | 1 (1,5)

Cl Sm Tc 13 (1§,1)

0x Cl Tc - ' 1 (1,5)

Cl Tc 22 (32,4)

Cl Sm - 1 (1,5)

Cl Pn | 1 (1,4)

Cl '11 4 ‘ (16,2)
Sensiveis ' 3 ' (4,4)

Ox = oxacilina; Cl = cloranfenicol; Sm = estreptomicinaj;
Tc = tetfaciclina; Km = canamicina; Pn = penicilina k

(*) Calculo baseado no numero total de amostras. -
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TABELA 13. Modelos de resistencia encontrados para as popula

coes P1 e P, de P. aerugdinosa.

Modelo de Resistencia Nimero de Z de isolados (%)

Isolados

Pl P2 Pl P2
Ak Gm Ss Tm Cr Cl Fs 1 0 3,8 0
Ak Gm Ss Tm C1l Fs 2 0 7,7 -0
Ak Gm Ss Tm Cl1 6 0 23,1 0
Ak Ss Tm Cl Fs 1 0 3,8 0
Ak Gm Tm Cl Fs 1 0 3,8 0
Gm Ss Tm Cr Cl 0 4 0 14,3
Ak Cr Cl Fs 2 0 7,7 0
Ak Gm Cl Fs 3 0 11,5 0
Ak Ss Tm Cl1 3 0 11,5 0
Gm Ss Tm Cr 0 1 0 3,6
Cr Cl1 1 0 3,8 0
Cl Fs 2 0 7,7 0
Gm Ss 2 1 7,7 3,6
Ss Cl1 0 4 0 14,3
Ss | 0 3 0 10,7
c1l -2 1 7,7 3,6
Sensiveis 0 14 0 50
Ak = amicacina; Gm = gentamicina; Ss = sisomicina; Tm = tobrami

cina; Cr = carbenicina; Cl = cloranfenicol; Fs = fosfomicina.

(*) Calculo baseado no nimero total de amostras.
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TABELA 14, Maiores niveis de resistencia, numero de isolades

e tempo de langamento encontrados para as popula

goes P, e P, de P. aeruginosa.

Antibioticos Niveis de Resistéencia Tempo de langamento
ug/ml ' (anos)

Pl P2 P1 P2
Amicacina 200(1)* Sensiveis 6 9
Carbenicilina -~ 500(S5) 1000(1) .9 12
Cloranfenicol = 1000(24) 500(1) 26 29
Fosfomicina 1000 (4) Sensiveis 7 10
Sisomicina 500(7) 20(3) S 8
Tobramicina 500(1) -~ 5(5) | 4 7
Gentamicina 500(6)_ 20(1) 13 16

(*) Numero de isolados encontrados
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TABELA 15. Maiores niveis de resistencia, niumero de - isolados

e tempo de langamento encontrados para S. aureus,

Antibicoticos

Niveis de resistencia

Tempo de langamento

Hg/ml (anos)
Penicilina 500 (1) * 31
Estreptomicina 1000(2) 31
Oxitetracilcina 50d(8) 29
Oxacilina 1000(1) 19
Canamicina 1000(3) 7
Cloranfenicol 1060(23) - 26

(*) Nimero de isolados encontrados



TABELA 16. Antibioticos, ano de langamento

e

porcentagem

.65,

de

resistencia para isolados de S. aureus e P. aerugi-

nosa utilizados no trabalho.

Antibioticos

(ordem cronologica

7 de Isolados Resistentes

de langamento) aureus P. aeruginosa
| Py F2
Penicilina (1950) 7,3 -
Estreptomicina (1950) 44,1 -
Tetraciclina (19525 72;0 -
Cloranfenicol (1955) 95,5 92,1 32,2
Oxacilina (1962) 4,4 -
Gentamicina (1968) - 57,6 21,5
Carbenicilina (1972) - 23,0 17,9
Fosfomicina (1974) - 46,0 )
Canamicina_(1974) 22,1 -
Amicacina (1975) - 72,§ 0
Sisomicina (1976) - 57,6 46,5
Tobramicina (1977) - 53,7 17,9

(-) Antibioctico nao utilizado
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4.5, Resisteéncia multipla

Devido ao grande niumero de bactérias resisten
tes, muitos foram também os diferentes tipos de resisténcia
‘multipla obtidos. Esses dados, bem como suas respectivas por
centagens estEo'na Tabela 17 para S. aureus e Tabela 1& para

P. aenruginosa,
4.6. Presenca de plasmidios detectados em gel de agarose

Devido a dificuldade técnica de se detectar
plasmidios por meio de eletroforese em gel de agarose, em S,
aureus, somente foram ensaiadas as amostras de P, aeruginosda.

Para isso, escolheu-se algumas amostras ao acaso.

A figura 14 mostra os perfis de migragao ele
troforetica em gel de agarose, do DNA, para as amostras acima
referidas e as marcas de resisténcia a antibioticos encontra

das para cada amostra.
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TABELA 17. Porcentagem de diferentes tipos de resistencia en-
contrada para isolados de S. aureus em relagao aos

6 antibioticos utilizados.

. 7 Resisténcia
Antibioticog

Simples' Dupla Tripla Quadrg Quin- Sextu-
pla tupla pla
Cloranfenicol 16,2 "33;7 26,5 14,7 3,0 1,5
Tetraciclina 0 27,9 25,0 14,7 3,0 1,5
Estreptomicina 0. 4,4 20,6 14,7 3,0 1,5
Canamicina 0 0 5,9 13,2 1,5 .1,5’
Penicilina 0 1,6 0 1,5 3,0 1,5

Oxacilina 0 0 1,5 0 1,5 1,5
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inicio da corrida
1 2 3 4 5 6 7

(4) (6) (13) (19) (20) (25) (27)

Cl Gm Cl Cl S S S

Gm Ss Gm Ss

Cr " Cr
Tm Tm
Ss Ss

Figura 14. Perfis eletroforeticos das amostras de Pseudomonas
aeruginosa realizados em placa vertical. Sao tam-
bem indicadas as marcas de resisténcia a antibioti
cos encontradas para cada amostra. Gm=Gentamici-
na; Ss =Sisomicina; Tm=Tobramicina; Cr =Cabenici-
lina; Cl =Cloranfenicol; S =sensivel; ( ) = numero
da amostra utilizada.
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5. DISCUSSAO
5.1. Niveis de resistencia das amostras isoladas

5.1.1, Staphylococcus aureus

Pela observagao da representagao grafica dos
niveis de resisteéncia (Figuras 1 a 6), verificou-se que a dis
tribuigao das amostras com relacao a resisténcia ou sensibili

dade dos antibioticos utilizados, foi bastante variavel.

Com relacao a Oxacilina(Figura 1) notou-se que a

. » -+ .
maloria das amostras foram sensivels a essa droga. Apesar des
se antibiotico ser um derivado semi-sinté&tico da penicilina,
para o qual existe um grande nimero de enzimas que o hidro-

lizam, nao houve aqui uma agao penicilinase efetiva, uma .vez

que, somente tres amostras resistentes foram encontradas.

Pela observagao da Figura 2 pode-se verificar
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que a,situagao da resistencia frente ao cloranfenicol & - bem

diferente da anterior: 23 isolados apresentam resisténcia em
seu nivel maximo (1000 pug/ml) e os restantes, em sua maioria, .

.

estao dentro dos niveis de resisféncia normal encontrado para
esse antibiat{:g, cbservando-se somente trés amostras sensi
veis. O nivel maximo obtido por SIQUEIRA (1976) havia sido de
500 pg/ml, notando-se que até 1980, quando ocorreu a analise
dessa populagao, o aumento da resisténcia ao | cloranfenicol
foi bastante sighific;tivo.

Analisando-se os n{véis de resisténcia das amos
tras em relagao a eséreptomiciné (Figura 3) observa-se  uma
distribuigao équilibrada entre isolados resistentes e . sensi
veis. LACEY (1975) encontrou déis niveis de'resistEncia' dife
rentes para esse antibiotico. Assim, um nivel de 10 ug/ml se
ria causado por gene cromossomico e niveis de 100 ug/ml por.
gene plasmidial. Sugere-se uma agao conjunta dos genes cromos
somicos e plasmidiais,na populagao, uma vez que, ao nivel de
100 pg/ml, tem-se a maiof concentragao de isolados e encon

tram-se também amostras a niveis iguais ou inferiores a 10 ug/

ml.

Pela observagao da Figura 4 verifica-se que a

resisténcia a tetraciclina concentra-se em maior numero ao ni

vel dos 100-200 pg/ml. Sao encontrados 40 isolados nesse ni

vel, o que sugere, em acordo com as observagoes de NOBLE e
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NAIDOO (1978), tratar-se de heranga plasmidial quando o ni-

vel de resistencia encontra-se na faixa de 25 a 300 Hg/ml.

Mesmo apresentando amostras com altos niveis
_de resistencia a canamicina (Figura 5), 79% das amostras fo

ram sensiveis a esse antibiotico.

Para a penicilina (Figura. 6) encontrou-se um
maior nimero de bacterias sensiveis. Somente tres amostras fo
ram consideradas resistentes. SIQUEIRA (1976) havia obtido

niveis de ata 200 Hg/ml para penicilina.

Pela resistencia apresentada por S. aureus no
ta-se que os numeros de isolados mais baixos (Tabela 15), f
ram obtidos quando se usou como antibioticos, a penicilina e
a oxacilina; neste caso, ambas apresentam como grupamento qui
mico, o acido 6 amino>penicilﬁmico. A bacteria consegue ina-
tivar esses antibioticos gragas a ﬁrodugéo de penicilinase.
Essa enzima hidroliza a ligagao C-N do anel B 1lactamas da pe
nicilina causando inativagao irreversivel,sendo sua produgao
Vcodifiéada por plasmidios. MITSUHASHI (1979) resumiu a agao

das pgniéilinases em seus respectivos substratos. (Tabela 19).
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Tabela 19. Tipos de Penicilinase e seus respectivos substratos

Penicilinase o Substratos
Tipo -1 Cefalosporina, penicilina’
Tipo II ’ Oxacilina, meticilina, penicilina
Tipo III ' Fehiticilina, oxacilina, penici
lina ‘ '
Tipo v . Cefaloridina, penicilina

Estreptomicina e Canamicina sao aminoglicosi
deos e seus mecanismos de resistencia podem ser explicados a-
traves de tres formas: (a) produgao de enzimas que inativam
o antibiético;‘(b) troca na sﬁbunidade 30 Skdo ribossoma que
e sitio de agao do antibiotico e (c) diminuigao da permeabili

dade celﬁlar a essas drogas. (MITSUHASHI, 1979).

Muitos pesquisadores tém propostos que a resis
téncia a tetraciclina & éausada por uma diminuigao da permea
bilidade da membrana celular a essa droga; E. coll e S, au&&w
se torném altamente resistentes a tetraciclina depois que as
células sao incubadas em C9ncentragaes subinibitdrias detetri
ciclina. A indugao dessa resisténcia em S. auireus & bloqueada
por actinomicina D ou cloranfenicol, sugerindo que soment€é a

< a - - . ~
sintese proteica da bacteria e requerida para essa indugao.

Com a aquisigao da resisténcia ocorre uma diminuigao no acimu
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lo dessa droga na célula bacteriana, resultante de uma dimi

nui¢ao da permeabilidade i tetraciclina, (MITSUHASHI, 1979).

Os altos niveis de resisténcia ao cloranfeni
col podem ser explicados por dois mecanismos: (a) Inativagao
da droga-e (b) diminuigao da permeabilidade nas celulas resis
tentés. A inativacao enzimatica ao cloranfenicol & feita pela
enzima CATase, em presenga de acetil CoA, Foi observadg tam
beém que a atividade da CATase varia dependendo do sitio de in
tegragao do gene c¢ml ao cromossoma; A atividade & maior quan
do o gene cml esta integrado perto da origem de repligagao do

cromossomo. Quando 2 ou 3 genes estao integrados ao mesmo cro

mossomo, a atividade enzimatica resulta da soma das ativida
des de cada uma. Se o gene cml estiver presente no citoplas
ma, junto ao fator R, a atividade CATase & quatro a oito ve
zes maior do que no estado cromossomal, sugerindo a exist@n

cia de 4 a 8 copias do fator R por cromossomo. A atividade en
zimatica retorna ao nivel expresso pelo fator R quando o gene

cml & desligado do cromossomo. (MITSUHASHI, 1979).

Numa tentativa de associar-se resisténcia ou
sensibilidade ao tempé de utiiizagao dos antibioticos pela po
pulagao, foi feito um levantamento junto aos laboratdorios fa
bricantes para sé obter o ano em que cada droga foi langada
para uso clinico {(Tabela 14). Pouca correlagao pbsitiva foi

encontrada pois foram encontrados altos niveis de resist@éncia
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tanto para antibioticos novos éomo para os com maior tempo de
uso. A forma de utilizacao dessas drogas, seria um fator mais .
atuante na selegao de resistentes do que o tempo.vHi que se
considerar que, de maneira geral, os antibioticos sao ministra

dos levando-se em conta sua atuagao sobre as bacterias e nao

por analise de um antibiograma previo.

5.1.2. Pseudomonas aeruginosa

Para melhor estudo da resistencia a antibioti
cos, os isolados de P. aeruginosa foram separados em duas popu

lagoes distintas (P, e P,). A “populagao P, constituiu-se de

26 amostras e a populagao P2 de 28 amostras. Essas bacterias

em 1980 e a P em

foram isoladas em épocas distintas, a P 9

1

1983. Em cada analise (Figuras 7 & 13) estao diferenciadas gra

ficamente as duas populagoes.

Na Figura 7 tem-se a distribuicgao grafica dos
niveis de resistencia frente a amicacina e observa-se que as
populacoes 1 e 2 sao distintas. A P, se encontra distribuida

entre os niveis de 5 a 500 Ug/ml e separadas em sensiveis e re

sistentes, A P, se coloca totalmente a nivel menor que 1 ug/ml. A

2
populagao 1 foi ensaiada coletando-se as amostras durante um
ano todo (1980), de modo que, as coletas foram espagadas. Ja

a Populagao 2 foi recolhida num so tempo, dado o numero de paci

entes portadores de infecggo causada por Pseudomonas. Essa va

riagao nq tempo de coleta da amostragem pode ser bastante sig
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nificativa uma vez que no caso da populagao 2 pode-se estar a
frente de uma mesma cepa contaminando um grande numero de pa

cientes hospitalares.

.

—Ensaiou-se também a sensibilidade a gentamicina

foi mais sensivel que a P,

(Figura 8) e verificou-se que a P,
Os dados obtidos para a P2 vai de encontro aos de MORENO et
alii (1973) onde a gentamicina foi o antibiotico com  melhor

atividade antibacteriana. -Para a P1 encontramos maiores niveis
de resistencia. BREMMER (1979) observou isolados resistentes a
160 pg/ml , enquanto o observado no presente trabalho foi de

500 ug/ml.

Atraves da figura 9 verifica-se, como nos casos

anteriores, que a Populagao 2 & tambem mais sensivel que a 1

frente a sisomicina.BREMMER (1979) encontrou uma resisténcia -
maxima de 25 ug/ml, dado esse que se enquadra na P,, mas que
€ muito distante dos SOOUg/ml observado para a Pl'

A Figura 10 traz a distribuigao grafica dos ni-
veis de resistencia a tobramicina e verificou-se novamente gue
a Pz'é mais sensivel que a Pl' De acordo com os dados obtidos
em literatura como 25 ug/ml (MORENO et alit, 1976; WATANABE

et alii, 1977), os observados no presente trabalho sao bastan-

te altos, uma vez que atingiram 500 ug/ml.

Nao notou-se para carbenicilina (FIG., 11) .a
mesma separagao populacional encontrada para antibioticos ante

riormente discutidos, Nesse caso, as populagoes se sobrepoem ,
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Os niveis maximos de resistencia foram de 500 ug/ml para ambas
as populagoes, dado esse semelhante ao observado por LOWBURY et alii -
(1969) que foi de 512 pg/ml. Nota-se pois que tratam-se de

duas populagaes altamente resistentes.

Para o antibiotico cloranfenicol (Figura 12) en
contramos duas populagoes de P. aeruginosa bastante resisten
tes. Na P1 quase a totalidade das amostras se encontra ao ni-

vel maximo de 1000 pg/ml. A P, mesmo apresentando uma distri

2

buigao mais uniforme tem amostras resistentes a 500 ug/ml.

Na Figura 13 observa-se as Populagoes 1 e 2 en
saiadas quanto a sensibilidade a fosfomicina e encontra-se uma
Populagao 2 altamente sensivel e a Populagao 1 distribuida em

todos os niveis de resisteéencia.

Depreende-se pela analise dos resultados obti
dos que a populacgao 2 & sensivel a maioria das drogas anti-
bacterianas empregadas, com excecao feita a carbenicilina e clo:
ranfenicol. A populagao 1 se mostrou resistente a grande parte
dos antibidoticos usados sendo que carbenicilina e cloranfeni
col foram os menos eficazes para Pseudomonas aeruginosa.As dro
gas com melhores atividades antibacterianas foram fosfomicina
e amicacina seguidas de sisomicina e: tobramicina. Os estudos
sobre resistencia a drogas em bactérias apresentam muita varia

bilidade devido ao grande nimero de fatores que podem alterar

os resultados, incluindo-se desde forma de uso do antibiotico
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até numero de plésmidios envolvidos na transmiss3o da resist@n
cia., DE BIAGI (1982) observou que os isolados do genero Péeudg
monad apresentavam-se, em sua maioria, sensiveis‘i canamicinay
estreptomicina e tetraciclina, uma vez que cresceram apenas na
faixa de 50 Ué/ml das drogas. Com relagao ao cloranfenicol as
amostras, em sua maioria, localizaram-se nas concentragoes in

termediarias dessa droga, ficando dificil uma distingao entre

. . . . -
sensiveis e resistentes. Para a gentamicina, s0 ocorreram 1

=

nhagens sensiveis. MORENO et aliZ (1973) observaram que a ge

=]

tamicina era o antibiotico mais eficaz contra Pseudomonas. Em
1976, os mesmos autores verificaram que a Tobramicina apresen

tava atividade antibiotica melhor que gentamicina e . carbenici

lina.

Com relagao a atividade bioquimica dos antibio
ticos ensaiados para P. aeruginosa nota-se que 4 antibioticos

sao aminoglicosideos: gentamicina, amicacina, sisomicina e to

bramicina e sofrem varios mecanismos de resistencia, trazendo
sérias consequéencias no caso de organismos gram negativos. Os

- . - ~ . .
aminoglicosideos sao amplamente usados em terapia desses ml
croorganismos, principalmente em infecgoes hospitalares. Tor

nam-se ainda um problema mais complexo que a resistencia a 8
lactamas e outros antibioticos devido a variabilidade de for

mas .alostericas da enzima que os inativam e que atuam em dife

rentes substratos. (DAVIS, 1981).

Carbenicilina e fosfomicina atuam ao nivel de
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membrana e paredes celulares, alterando a sintese ou a permea
bilidade da mesma. 05 antibioticos que impedem a sintese de pa
rede celular podem causar nas células sens{véis, acumulo de_vi‘
ridina difosfato e muramil peptideos, precursores da sintese
de parede celular; muitos bloqueiam a incorporagao mu&npﬁnti@i
ca em diferentes passos na sintese de parede. (SCHWINGHAMER,

1967 apud VALARINI,1981).

Com relagao a fosfomicina sabe-se que o mecanis
mo de resistencia da baétéria consi;te no fato da mesma perder
o sistema de transporte do o (alfa) glicerofosfato, 1impedindo
que o antibiotico chegue ao seu local de agao. A resisténcia
bacteriana e do tipo cromossomal, nao sendo encontrada, ate o

momento, resistencia bacteriana transferivel.

5.2. Modelos de Resistencia multipla

5.2.1. Staphylococcus aureus

0 modelo de resisténcia de uma bactéria pode va
riar segundo o uso clinico do antibiotico, o qual causa sele
cao de bactérias resistentes, e segundo o mecanismo genético que

confere a resistencia.

Para S. auwreus encontra-se (Tabela 12) maior nu
mero de isolados de bactérias apresentando modelo de resisten
cia dupla seguida de tripla e simples. Verifica-se que 14,77 das

bacterias foram resistentes a 4 antibioticos, 3,572 a 5 antibioti
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cos e somente 1,57 a 6 antibioticos. Esses dados sugerem -a
presenga de plasmidios nessas -amostras uma vez que 3 marcas
de resisténcia por célula. bacteriana facilmente seriam trans

portadas por esses elementos extracromossomicos.

A Tabela 17 analisa os modelos de Tresistéencia

para cada antibiotico. Cloranfenicol e Tetraciclina apresen

tam maiores porcentagens de resistencia dupla e triplat As
porcentagens de resistencia quadrupla se equivalem para o
cloranfenicol, tetraciclina, estreptomicina e praticamente,

também, para Canamicina. Penicilina e Oxacilina aparecem em

menor escala percentual em todos os tipos de resisténcia,

O antibiotico '"de -escolha" para S. auxreus e
normalmente Penicilina G e Oxacilina e que aqui aparecem em
menor numero de vezes nos modelos de resisténcia. Os demais
antibioticos estao sendo preteridos do uso clinico por apre

sentarem pouca eficiencia, dado esse, compativel com o alto

grau de resisténcia encontrado.

Na Tabela 16 encontra-se também o ano de langa
mento de cada droga associada a sua 7% de resist@ncia. Penici

lina g e Oxacilina sao os antibioticos para os quai foram
enncontrados menores taxas de resistencia, sendo que o pri
meiro foi langado no mercado em 1950. De acordo com os da

dos fornecidos pelos laboratorios fabricantes, nenhuma das

duas drogas foram retiradas por algum tempo do uso comercial,
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Sabe-se entretanto,que ocorre uma reciclagem natural dos an-
tibioticos,ou seja, quando se tornam pouco eficazes sao subs
tituidos por outros mais novos,ou algum novo radical e acres
centado em uma formula antiga. Esse periodo de esquecimento
permite que populagoes resistentes se tornem sensiveis pois
deixa de existir mecanismos que pressione essa selegao. Por

I3

outro lado, BERGAMIN FILHO (1974) e BERGAMIN FILHO et ali<

(1975) estabeleceram o conceito de "Forga de Antibiotico",on

de discutiram a existencia de drogas "fortes" e "fracas" pa
ra isolados dentro de uma mesma especie de microrganismo

devido a diferentes locos mutados, conferindo resistencia a

mesma droga.

A estreptomicina que apresenta 447 de resisten
cia demonstra claramente essa reciclagem. Na epoca em que fo

. -

ram ensaiados os antibioticos nao encontrava-se essa droga
disponivel no mercado e clinicamente sabia-se que estava sen

do pouco usada.

Tetraciclina, canamicina e cloranfenicol atual
mente apresentam altas porcentagens de resistencia e nao sen

. -

do usadas como antibiotico '"de escolha" para S. aureus, suge
re-se, novamente,a existencia de um periodo de esquecimen-

to natural.
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5.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Pela analise da Tabela L3 podé—se observar os
mo&élos de resistencia obtidos para P. aeruginosa. Para a pg
pulagao 1 encontra-se maior numero de amostras portando re-
sistencia quadrupla, seguida de dupla, quintupla, simples,
sextupla e uma amostra resistente a 7 antibioticos. Para a
populacao 2 encontram-se 2 amostras com resistéencia 'quidrg
pla (28,37), seguida de 1 tripla (3,6%Z), 1 quadrupla (3,6%)
sendo a’grande porcentagem dos isolados encontrados entre as
sensiveis (50%).

Na Tabela 18 tem-se os modelos de resistencia
a cada antibiotico e pode-se notar que cloranfenicol e genta
micina apresentam maiores pofcentagens de fesisﬁéncia segui-
da de carbenicilina, sisomicina e tobramicina. Amicacina e

fosfomicina se encontram entre as porcentagens mais baixas.

Seria 1ogico inferir-se que os antibioticos
langados ha mais tempo para uso clinico,tenham maior porcen
tagens de resistencia e que antibioticos mais novos tenham me
nores taxas de resistencia. Esse fato, entretanto, pode ser

. -

observado em somente alguns antibioticos. Cloranfenicol & um
’ . . . . ~ - .
exemplo,pols com maior tempo de utilizagao clinica = mostrou-
-se menos eficaz. A carbenicilina,com menor tempo de uso que
. e . . -~ .
o cloranfenicol,alcangou seus niveis de resistencia. Genta-

micina. nao vinha sendo utilizada clinicamente devido a sua

ineficacia,fato esse comprovado pelas suas. altas - taxas de
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resistencia. As demais drogas, amicacina, fosfomicina, tobra
micina e sizomicina, sao relativamente recentes e apresentam

menores indices de resistencia.

Ha que se salientar ainda,que as drogas anti
microbianas sao usadas de maneira profilatica para impedir
infecgoes hospitalares e complicagoes em cirurgia, fato es-

se que aumenta a pressao de selecao de bacterias resistentes.

5.3. Presenca de Plasmidios

A interpretagao dos resultados obtidos na cor
rida eletroforetica em gel de agarose aqui utilizada,leva em
conta, a migragao das moleculas de DNA no gel; o DNA cromos-
somico que conseguir penetrar no gel bandeara numa posicao

intermediaria que se apresentara difusa.

Plasmidios maiores (PM > 15 Mdal) bandearao
acima da regiao cromossomica e plasmidios de pesos molecula

res menores bandearao abaixo da Tregiao cromossomica.

Na Figura 14 observam-se os perfis eletrofore

ticos de amostras pertencenteé a P, de Pseudomenas aerugino-

2
sa. As amostras 4 (1), 6 (2), 19 (4), 20 (5), 25 (6), 27 (7)
apresentam uma banda com menor migragcao que corresponde a
plasmidios de menor peso molecular; a regiao ‘intermediaria a-

parece nos perfis 3, 5, 6, uma regiao que provavelmente cor-

responde ao DNA cromossomico; verifica-se tambem uma migra
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c¢ao maior nas corridas 3, 4 e 5, Comparando-se com os mode-
los de resistencia podemos verificar que os isolados &4 e 13
apresentam maior numero de marcas de resistencia e somente
na amostra 13 pode-se observar uma regiao que corresponderia
a um plasmidio maior. As migragoes menores referem-se a a-
mostras com menor numero de marcas de resistencia pertencen-

do provavelmente a plasmidios menores.

Pela analise acima pode-se constatar a presen
ca de plasmidios nos isolados sem contudo, associa-las as
marcas de resistencia, uma vez que outros genes podem estar

. - . ~ 3 ~
presentes nos plasmidios que nao os aquli enfocados. Nao fo-
ram feitas estimativas do peso molecular dos plasmidios pela
ausencia de isolados de P. aerugincsa transportando plasmi-

dios de peso molecular conhecido.

Possivelmente muitos sao os recursos que as
bacterias dispoem para preservar suas especies, e portanto
faz-se necessario uma maior busca e pesquisa dos mecanismos
de controle. DAVIES (1981) fez uma série de observagoes a
esse respeito: a) Os mecanismos bioquimicos de resistencia
utilizados pelas bacterias retiradas de infecgoes hospitala-
res nao sao diferentes dos mecanismos que as bacterias encon
tradas na natureza realizam; b) mecanismos de resistencia
a antibidoticos novos ou raramente usados tem sido encontra

dos em microrganismos produtores de antibioticos; c) a forte

homologia bioquimica entre a resistencia de isolados clini-
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cos e de bacterias produtoras de antibioticos tem sido wusa-
das como base de hipotese,de que mecanismos de resistencia
plasmidial podem ter evoluido de organismoé{que produzem an-
tibioticos (in natura); d) os mecanismos de resistencia a

o -

um certo antibiotico podem ser limitados.

Pelo presente trabalho e atraves dos dados
obtidos em literatura observa-se que inumeras sao as formas
encontradas peias'bactérias para neutralizar a agao de dro-
gas bactericidas, formas essas, que sao "criagoes" do DNA
bacteriano, E possivel que uma simples troca de bases duran
te a sintese proteica, resulte numa nova forma de resisten~
cia. As pesquisas precisam se concentrar nesses mecanismos,
pois dada. a simplicidade do seu material genetico,pode-se en
contrar finalmente, complexas formas de resistencia origina-

das em simples mecanismos celulares,
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6. CONCLUSOES

(1) Resistencia a drogas em S. auieud € variavel em fungao

do inibidor utilizado, principalmente;

(2) Resisténcia a drogas em P. aeiuginosa, & variavel em fun

¢ao do inibidor utilizado, principalmente;

(3) Resisteéncia a drogas em S. aureus e P. aeruginosa nem sem
pre esta associada ao tempo de langamento do antimicro

biano pelo laboratorio fabricante,
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