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RESUMO

O presente trabalho foi conduzido éom a finalidade de
se determinarem em Escherdichia cofi isolada de urina e fezes
os niveis de resisténcia das amostras frente & ampicilina,
amicacina, canamicina, estreptomicina, gentamicina, tetraci-
clina, ao acido nalidixico e cloranfenicol; a natureza da
resisténcia através da pesquisa de plasmideos R; e a capaci-
dade de produgao de colicinas.

Dentre 120 amostras, 22,50% foram sensiveis, 20,00%
monorresistentes e 57,50% polirresistentes ds drogas ensaia-
das. ‘Néo foi constatada diferenca significativa entre amos-
tras mono e polirresistentes quanto ao material de origem.
No entanto a proporgcao de amostras resistentes isoladas de
urina foi maior do que a proporcao das isoladas de fezes,
em relagao a ampicilina, estreptomicina e ao cloranfenicol.

Foi observada correlagao positiva entre ampicilina,
cloranfenicol, canamicina e tetraciclina, e transferéncia
parcial e total dessas marcas através de conjugacgao.

Foram produtoras de colicina 18,33% das amostras, nao.
tendo sido encontrada diferenca significativa na frequéncia
de colicinogenia quanto & origem do material. Entretanto
foi observada uma maior tendéncia a capacidade colicinogéni-
ca nas amostras monorresistentes, particularmente estrepto-

micina-resistentes.



SUMMARY

The present research was carried out to test Eschendi-
chia coli from urine and faeces for resistance level to am-
picillin, amikacin, kanamycin, streptomycin, gentamicin,
tetracycline, nalidixic acid and chloramphenicol. The pres-
ence of R plasmids and colicin production was also investi-
gated.

Of 120 samples tested, 22.50% were sensitive, 20.00%
were resistant to one drug and 57.50% to several drugs. There
was no statistical difference between the frequencies of single
and multiple resistance regarding the origin of the material.
Nevertheless, the proportion of resistant samples was higher
among those taken from urine than the ones from faeces in
relation to ampicillin, streptomycin and chloramphenicol.

A positive correlation was noted among ampicillin,
chloramphenicol, kanamycin and tetracycline as well as par-
tial or total transfer of these resistance markers by conju-
gation.

18.33% of the samples were colicin producers. No
statistical difference was found concerning colicinogenic
frequency between the samples from urine and those from fae-
ces. However, a certain association between colicinogeny and
single resistant samples was noted, particularly those re-

sistant to streptomycin.

xi



1 INnTRODUGAO

A resisténcia a drogas estad condicionada a presenga
de determinantes gendticos de localizagao cromossdmica ou
extracromossOmica. A primeira modalidade de resisténcia é
conferida por mutacao de genes cromossOmicos e geralmente en-
volve apénasruma droga. A resisténcia conferida por genes
extracromossOmicos & denominada de resisténcia infecciosa e
freqglientemente & miltipla, envolvendo simultaneamente duas
ou mais drogas nao relacionadas e de importdncia terapéutica.

A resisténcia infecciosa & condicionada por elementos
genéticos denominados inicialmente de fatores de resisténcia
ou R, e hoje conhecidos como plasmideos R, os quais conferem
diferentes niveis de resisténcia para varias drogas e apre-
sentam expressividade variavel segundo as células hospedei-
ras.

Os plasmideos R sao passiveis de transferéncia a cé-
lulas bacterianas através do processo de conjugagdao, trans-
ducao ou transformacao, & semelhanca de outros plasmideos,
como os que conferem ads bactérias capacidade de produzir
substancias antimicrobianas, designadas de bacteriocinas.

As primeiras bacﬁeriocinas a serem estudadas foram as
colicinas, as quais sao produzidas por Escherdichia coli e en-

terobactérias relacionadas, e atuam sobre o crescimento de



linhagens da mesma espécie ou mesmo, em alguns casos, em es-
pécies e géneros diferentes. As colicinas sao distinguiveis
dos antibidticos por requererem a presenca de receptores es-
pecificos na superficie bacteriana para exercer sua agdo bac-
tericida.

A sintese de colicina estd condicionada & presenca
de determinantes genéticos de localizagao extracromossdmica,
denominados de plasmideos colicinogénicos ou Col. A produ-
gao de colicinas ocorre através de biossintese letal e, sob
condi¢Oes normais, poucos representantes de uma linhagem co-
licinogénica as sintetizam. Estudos tém sido conduzidos para
verificacao da possivel vantagem seletiva conferida pelas
colicinas ds linhagens potencialmente produtoras, em ambien-
tes distintos.

Em amostras de E. cof{ isoladas de urina, como agente
etiologico de processo infeccioso, e de fezes, como integran-
te da flora intestinal normal, o presente trabalho objetivod:
(1) determinar os niveis de resisténcia das amostras frente
a oito drogas; (2) verificar a natureza dessa resisténcia
através da pesquisa da existéncia de plasmideos R; (3) in-
vestigar a produgao de colicinas; e (4) comparar os resulta-

dos observados segundo a origem das amostras.



2 RevisAo BIBLIOGRAFICA

2.1 RESISTENCIA A DROGAS

Na pesquisa de compostos que permitissem o controle
de doencas infecciosas, surgiu a gquimioterapia na Alemanha
no comego do século, com a finalidade de estudar de modo ex-
perimental farmacos capazes de influenciar etiologicamente
as moléstias infecciosas. Assim, em 1905 Ehrlich (citado por
MITSUHASHI, 1965; MINGOIA, 1967) iniciou suas pesquisas, vi-
sando a obtengao de compostos quimicos gque tivessem uma to-
xicidade seletiva em células parasitarias e fossem indcuos ao
hospedeiro. A contribuicao da quimioterapia na terapéutica
antibacteriana foi intensificada por Domagk em 1935 (citado
por MINGOIA, 1967) com a descoberta da p-sulfamidocrisoidina

(Prontosil rubrum®

), um corante azdico cuja atividade bacte-
riostatica se atribuiu ao grupo sulfanilamidico. Numerosas
sulfas foram descobertas e, até o inicio da Segunda Guerra
Mundial, constituiam-se nos Unicos agentes quimioterapicos
disponiveis para o tratamento das infecgoes bacterianas.

A antibioticoterapia surgiu na Inglaterra em 1929, com
a descoberta da penicilina por Fleming (citado por MITSUHASHI,
1965; LACAZ, 1969), e foi impulsionada pelos estudos desen-

volvidos nos anos subsequentes, sobre os produtos metabdli-



cos dos fungos, especialmente os do género Pendicillium. A
descoberta da penicilina induziu muitos pesquisadores ao iso-
‘lamento de novos antibidticos, cuja utilizagdo contribuiu
para transformar radicalmente o panorama das doencas infec-
ciosas.

Paralelamente ao desenvolvimento dos quimioterapicos
e antibidticos, foi observado o fenomeno de resisténcia a
drogas, representando um problema sério no campo clinico e
epidemioldégico, a medida que populag¢oes microbianas sensiveis
eram substituidas por resistentes as drogas em uso (MITSUHASHI,
1965; MINGOIA, 1967; LACAZ, 1969; KOCH, 1981). LURIA & DELBRUCK
(1943), DEMEREC (1948), NEWCOMBE (1949) e LEDERBERG & LEDERBERG
(1952) demonstraram que a emergéncia de variantes resisten-
tes em condigoes normais de crescimento ocorria por mutagao
espontanea, cabendo as drogas um papel meramente seletivo.

Suzuki e cols. em 1952 (citados por MITSUHASHI, 1969)
foram os primeiros a demonstrar em uma linhagem de Shigella
resisténcia envolvendo estreptomicina, tetfaciclina e sulfa-
nilamida, a qual foi denominada de resisténcia mhltipla, por
referir-se simultaneamente a muitas drogas nao relacionadas
e de importadncia terapéutica. Em 1955 Kitamoto e cols. (ci-
tados por MITSUHASHI, 1965) isolaram a linhagem Shigelfa {Lex-
neni 4a resistente a sulfanilamida, estreptomicina, tetraci-
clina e ao cloranfenicol. MITSUHASHI (1969) mencionou um ter-
ceiro isolamento de uma linhagem de Shigellfa com resisténcia
miltipla no Japao em 1956. Subsequentemente em 1957, linha-
gens de Escherndchia coli tetrarresistentes foram isoladas

durante uma epidemia causada por S. fLexnesl 3a resistente as



mesmas drogas. Em 1958, em um Gnico paciente, foram isoladas
linhagens de E. codldi, Escherdichia freundii e S. fLexneni 2a
com o mesmo padrao de resisténcia (MITSUHASHI e cols., 1961).

Ochiai e cols. em 1959 e Akiba e cols. em 1960 (cita-
dos por WATANABE & FUKASAWA, 1960, 196la; MITSUHASHI, 1969)
demonstraram que a resisténcia miltipla a drogas, em amostras
de E. col4, podia ser transferida em bloco para Shigella sen-
sivel em cultura mista, através de conjugagao, ja que filtra-
dos 1livres de células de linhagens resistentes ndao podiam
conferir resisténcia a linhagens sensiveis. Posteriormente,
observou-se que os plasmideos F ("fertility") nao participa-
vam do processo de transferéncia da resisténcia multipla, uma
vez que uma célula F~ (sem plasmideo F) era capaz de trans-
ferir resisténcia multipla a outra célula F- (MITSUHASHI,
1965); e que a resisténcia podia também ser transferida por
transdugéo (WATANABE & FUKASAWA, 196la; MITSUHASHI e cols.,
1962; SUGINO & HIROTA, 1962; WATANABE e ccls., 1964b) e trans-
formagao (COHEN e cols., 1972; CLEWELL, 1981).

Desse modo, foi caracterizado um novo tipo de resis-
téncia, que diferia da conhecida resisténcia por mutacgao de
genes cromossOmicos, geralmente envolvendo apenas uma droga,
conforme mencionado na revisao de FERNANDES & TRABULSI (1968).

A resisténcia miltipla foi denominada de resisténcia
infecciosa, devidoa facilidade com que se transferia (MORENO,
1972), sendo largamente distribuida entre bacilos Gram-nega-
tivos: todos os géneros de Enterobacteriaceae (HARADA ecols.,
1960), Pasteurella pestis e Pasteurelfla pseudotuberculosis

(GINOZA & MATNEY, 1963), Pseudomonas aeruginosa (HELINSKI,



1973), Vibiio cholerae (BARON & FALKOW, 1961), Haemophilus
ducieyi (DENEER e cols., 1982), Haemophilus influenzae e Hae-
mophilus paraingluenzae (STUY, 1980) e Bacteroides fragilis
(RASHTCHIAN & BOOTH, 1981; WELCH & MACRINA, 1981); e relata-
da em organismos Gram-positivos: Streptococcus faecalis (JACOB
& HOBBS, 1974), Sitreptococcus cremordis e Sitreptococcus Lac-
tis (NEVE e cols., 1984), Staphylococcus aureus (NOVICK, 1969;
HELINSKI, 1973; ELWELL & SHIPLEY, 1980), Staphylococcus epi-
deamidis (FORBES & SCHABERG, 1983), Bacilflus Asubtilfis (ECCLES
e cols., 1981), Clostridium sp. e Streptomyces sp. (HARDY,

1981).

2.1.1 PLASMIDEOS R

A resisténcia infecciosa & condicionada por determi-
nantes genéticos extracromossdmicos, designados inicialmente
de fatores de resisténcia ou R (MITSUHASHI, 1965), e atual-
mente de plasmideos R (HARDY, 1981; McCOMBIE e cols., 1983).

Os plasmideos R sao constituidos de acido desoxirri-
bonucléico (DNA) (FALKOW e cols., 1966), sob a configuracgao
de duplex circular fechado (MITSUHASHI, 1965; NISIOKA e cols.,
1969; COHEN & MILLER, 1970; SILVER & FALKOW, 1970; VAPNEK e
cols., 1971; HELINSKI, 1973; MILLIKEN & CLOWES, 1973; IMANAKA
e cols., 1981), replicado semiconservativamente (BAZARAL &
HELINSKI, 1970; HARDY, 1981). O tamanho desses plasmideos
varia de 1x10° a 2x10® daltons (HARDY, 1981), sendo geralmen-
te os menores nao conjugativose mais frequentes em bactérias

Gram-positivas (DAVIES & SMITH, 1978).



Os plasmideos R existem como replicons nicos ou agre-
gados de componentes isolados (McCOMBIE e cols., 1983), os
quais compreendem o bloco de genes de resisténcia (determi-
nantes r) (PETERSON & ROWND, 1983) e a regiao de transferén-
cia RFT ("resistance transfer factor") (WATANABE, 1963; DATTA,
1965; MEYNELL & DATTA, 1965; COHENe cols., 1971; HARDY, 1981).

Adicionalmente, segundo a revisao de MITSUHASHI (1969),
os plasmideos R estdo também envolvidos com marcadores gené-
ticos, que governam a estabilidade e a replicagao autdnoma
dos mesmos, bem como a transferéncia de genes cromossomicos.
Além destes, podem estar eventualmente envolvidos com outros
determinantes que condicionam resisténcia a colicinas
(SICCARDI, 1966; HARDY, 1981) e ions metdlicos (OHNISHI &
AKIMOTO, 1980), sintese de penicilinase (ANDERSON & DATTA,
1965; DATTA & KONTOMICHALOU, 1965; SMITH & ARMOUR, 1966), pro-
ducao de acido sulfidrico e capacidade fermentativa da rafi-
nose (@PRSKOV & @PRSKOV, 1973) e lactose (CAMFBELL, 1981).

Embora assumam preferencialmente a forma autdnoma no
citoplasma da célula, os plasmideos R podem integrar-se ao
cromossomo bacteriano, mobilizando-o e promovendo a transfe-
réncia de suas informagoes (WATANABE & FUKASAWA, 196la;
WATANABE, 1963; MITSUHASHI, 1969; STUY, 1980). Foi essa ob-
servagao que levou Pearce & Meynell em 1968 (citados por
FERNANDES & TRABULSI, 1968)a proporem a inclusao desses plas-
mideos na categoria dos epissomos. Estes, de acordo com o
modelo proposto por Campbell em 1962 (citado por CURTISS III,

1969), assumem uma estrutura circular, gquando no estado au-



tonomo, e sao levados 3 integragio com o cromossomo bacte-
riano através de permuta reciproca.

O nimero de cOpias do plasmideo R por célula é varia-
vel. ROWND e cols. (1966, 1971) apresentaram evidéncias da
presenca de um Unico plasmideo em linhagens de E. cofi e Sex-
rnatia mancescens, e de cerca de 10 coOpias em Proteus mira-
bilis, sugerindo a existéncia de mecanismos distintos de re-
gulagéo, em sincronia com a duplicagéo cromossomica ou inde-
pendente desta. Em condigOes especiais de cultivo, onde sao
adicionadas elevadas concentragées de antibidtico, frente ao
qual as bactérias sao resistentes, PETERSON & ROWND (1983)
observaram frequentemente um aumento no nimero de cOpias dos
genes de resisténcia. Essa ocorréncia foi atribuida & multi-
plicacao das cdpias do plasmideo R ou & amplificagao seleti-
va de regides especificas relacionadas com genes de resistén-
cia. Essa amplificagao resulta geralmente em duplicagao {n
tandem e eleva os niveis de resisténcia a drogas (WIEBAUER e
cols., 1981).

Dois modelos tém sido propostos para explicar a manu-
tengcao de um nimero fixo de coOpias de plasmideos nas células
em condigOoes normais. No primeiro modelo, os plasmideos com-
petiriam por um iniciador que, a uma concentracao adequada,
atuaria positivamente na replicagao. Por outro lado, no se-
gundo modelo, a replicacao plasmidial seria controlada nega-
tivamente por um repressor, cuja concentragao na célula de-
terminaria a frequéncia de iniciacdo da replicagao (GUSTAFSSON
& NORDSTR(SM, 1980; MIKI e cols., 1980; HARDY, 1981; EASTON &

ROWND, 1982). MOLIN & NORDSTROM (1980) sugeriram que O mes-



mo gene que governa a replicagao plasmidial & responsavel
pelo controle do nimero de cOpias e incompatibilidade entre

plasmideos.

2.1.2 DETERMINANTES r

A resisténcia conferida pelos determinantes r pode
envolver sulfonamidas, tetraciclinas, penicilinas, nitrofu-
rantoina, trimetoprim, estreptomicina, cloranfenicol, ions
metalicos, gentamicina, neomicina e canamicina (KABINS &
COHEN, 1966; CAMPOS e cols.,1976; DAVIES & SMITH, 1978; HARDY,
1981; CHOPRA e cols., 1982; FOSTER, 1983). A resisténcia a
polimixinas (polimixina B e colimicina) e acido nalidixico
parece nao envolver genes extracrcmossomicos (FERNANDES &
TRABULSI, 1968; HARDY, 1981).

O numero de determinantes r por plasmideo & variavel:
1, 2, 3, 4 ou mais (FERNANDES & TRABULSI, 1968). Em nosso
meio, observaram-se com freqﬁéncia plasmideos R com cinco
marcadores de resisténcia (ZULIANI & TRABULSI, 1968). Anderson
& Datta em 1965 (citados por DATTA, 1965) relataram a ocor-
réncia de um plasmideo R com marcadores para sete drogas.

Os determinantes r, segundo KLECKNER (1981), podem ser
freqlilentemente incorporadas em unidades genéticas discretas
denominadas de transposons, as quais se caracterizam pela
capacidade de se transporem de uma molécula de DNA para ou-
tra. Esses transposons, conferindo resisténcia a drogas,
contribuem para a rdpida disseminagao da resisténcia infec-

ciosa e tém sido descritos por varios autores: HARDY (1981),
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THOMSON e cols. (1981), WIEBAUER e cols. (1981), FOUTS & BARBOUR
(1982), MEYER e cols. (1983), TANAKA e cols. (1983), DE VOS e

cols. (1984), O'NEIL e cols. (1984) e KLOCK e cols. (1985).

2.1.3 pLAsMiDEOS R e F

Linhagens bacterianas que albergam o plasmideo R sao
geralmente designadas por R*, em oposicdo dquelas que nao o
possuem, designadas por R~ (SUGINO & HIROTA, 1962). A parte
a resisténcia a drogas e a sua transferéncia, uma linhagem
recombinante resistente ou transconjugante & semelhante &
parental sensivel (WATANABE & FUKASAWA, 1960). No entanto
existem algumas caracteristicas das linhagens R*, apontadas
por DATTA (1965), que as distinguem das R™, tais como: trans-
feréncia de genes cromossomicos, elevagao da taxa de mutagao
e repressao do plasmideo F pelo plasmideo R.

Muitos plasmideos R, quando presentes em células al-
bergando o plasmideo F, suprimem a fungao deste. Essa classe
de plasmideos R & denominada fi* ("fertility inhibition") e
aqueles plasmideos R que nao reprimem a manifestagao de F
sao denominados fi~ (WATANABE e cols., 1964a; CLOWES, 1972;
HARDY, 1981).

Para Watanabe e cols. em 1961 e Watanabe & Fukasawa
em 1962 (citados por WATANABE, 1963), o determinante genéti-
co de RTF possui um cardter epistatico em relagao ao deter-
minante genético do plasmideo F. MEYNELL & DATTA (1965) pos-
tularam que o plasmideo Rfi’ estd sob o controle de um repres-

sor condicionado por um gene regulador, que nao se manifesta
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imediatamente apds o processo de conjugacdo e que, uma vez
estabelecido, pode reprimir F. Essa hipdOtese explicaria por
que células que recentemente adquiriram o plasmideo R sido
mais infectantes, comparativamente aquelas que o albergam ha
muitas geragoes e mantém um estado de repressao efetiva.
HIROTA e cols. (1964) observaram que a repressao atinge di-
ferentes fungOes do plasmideo F, possivelmente pela existén-
cia de um mecanismo de inibigao pleiotrdpica. Por outro la-
do, os plasmideos Rfi~ ndo suprimem as fungdes de F, por ndo
determinarem a produgao de um repressor ou por produzirem um

repressor inativo em F (MEYNELL e cols., 1968).

2.1.4 CONJUGAGAO BACTERIANA

CLARK & WARREN (1979) e WILLETTS & SKURRAY (1980) pro-
puseram um modelo para representar os varios estagios do pro-
cesso de conjugagao, gque basicamente envolve quatro etapas:
(a) formacao de agregados especificos de células conjugantes;
(b) promogdo de contatos especificos, através da interacgao do
pilus ou fimbria sexual do doador com um receptor localizado
na superficie da célula receptora; (c) mobilizagao e trans-
feréncia do plasmideo; e (d) expressao fenotipica dos genes
transferidos & célula receptora.

OU & ANDERSON (1970) concluiram que a fimbria sexual
desempenha pelo menos trés importantes papéis na conjugagao:
(a) serve de elemento de conexao entre as células doadora e

receptora; (b) facilita a transferéncia do material genético;
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e (c) leva as células a um Intimo contato, aumentando a fer-
tilidade da uniao.

As condigoes que governam a freqiiéncia de transferén-
cia dos plasmideos R sao o resultado da interagdo de muitos
fatores: compatibilidade e estado fisioldgico das linhagens
doadora e receptora; taxa de transferéncia de RTF; tipos de
plasmideo R (fi* ou £i7); natureza da ligagd3o entre os de-
terminantes r e RTF; tipo de fimbria sexual; e densidade das
culturas relativamente & frequéncia de colisdes entre as cé-
lulas (ANDERSON, 1968).

WATANABE (1963), TOLEDO e cols. (1970) e HUGHES e cols.
(1981) relacionaram alguns fatores que dificultam ou impos-
sibilitam a transferéncia dos plasmideos R através do proces-
so de conjugagao: producac de colicinas ou fagos por uma das
células participantes da conjugagao; auséncia de RTF; pre-
senca de RTF defectivos ou integrados estavelmente ao cromos-
somo bacteriano; e presenga exclusiva de marcadores de re-
sisténcia cromossOmica na célula doadora.

Embora a resisténcia infecciosa seja suficientemente
estavel para manter linhagens bacterianas resistentes por
longos periodos de tempo, mesmo em condigoes artificiais
(ANDERSON, 1968), os plasmideos R podem ser perdidos espon-
taneamente, de modo total ou parcial, a uma frequéncia de
1/100 da populagao celular, de acordo com o trabalho experi-
mental de DATTA (1965) eandlise numérica realizada por GERDES
e cols. (1985).

Diferentes fatores podem estar relacionados com a per-

da de plasmideos, segundo SCHUKIN (1981): (a) inibigao da
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replicagao do plasmideo como resultado de mutagdo cromossd-
mica ou plasmidial; (b) mutagao plasmidial afetando a divi-
sao celular; (c) incompatibilidade entre plasmideos; e (d)
presenca de agentes de "cura" no meio de cultura. Tratamento
com corantes do grupo das acridinas aumenta a frequencia de
eliminagao dos plasmideos R (WATANABE & FUKASAWA, 196la; BAR-
ROS e cols., 1968), numero que pode ser elevado pela exposi-
cao prévia das células & irradiagdo com luz ultravioleta
(WATANABE & FUKASAWA, 1961Db).

Linhagens bacterianas resistentes por mutacao de ge-
nes cromossOmicos podem ser infectadas por plasmideos R, pas-
sando a apresentar as duas modalidades de resisténcia. Do mes-
mo modo que a presenca de um plasmideo R em uma célula nao
impede a entrada de outros, conforme mencionado na revisao
de FERNANDES & TRABULSI (1968). Contudo, essa resisténcia
pode ser instavel, levando a perda total ou parcial dos plas-
mideos R, quando incompativeis (WATANABE e cols., 1964a; ROMERO

& MEYNELL, 1969).

2.1.5 PLASMIDEOS INCOMPATIVEIS

Os plasmideos R e demais plasmideos transmissiveis a
E. coli, com referéncia a sua coexisténcia estdvel em uma cé-
lula na auséncia de pressao seletiva, foram classificados em
grupos de incompatibilidade e relacionados com varios tipos
de fimbrias sexuais (BRODA, 1979; BRADLEY, 1980).

Muitos dos plasmideos R conjugativos encontrados em

enterobactérias, segundo o tipo de fimbria sexual produzida
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e a sua capacidade de reprimir a expressao do plasmideo F,
sao classificados como do tipo F (fi*) e tipo I (fi~), de
acordo com LAWN e cols. (1967), VAPNEK e cols. (1971) e HARDY
(1981).

A impossibilidade da coexisténcia estavel de tipos
homblogos de plasmideos R em uma célula, portanto perten-
centes ao mesmo grupo de incompatibilidade, caracteriza imu-
nidade a superinfecgao (MEYNELL e cols., 1968). Essa obser-
vagao levou & sugestao da existéncia de sitios especificos
de integragao celular para cada tipo de plasmideo R, prova-
velmente a nivel de membrana citoplasmatica. Conseglientemen-
te, tipos homdlogos de plasmideos R competiriam pelo mesmo
sitio de integragéo, criando uma instabilidade que resulta-
ria em segregagao ou recombinagao genética dos mesmos (WATANABE
e cols., 1964a; ANDERSON, 1968; CLOWES, 1972; DAVIES & SMITH,

1978; BRODA, 1979; HARDY, 1981).

2.1.6 NIVEIS DE RESISTENCIA

Os niveis de resisténcia conferidos pelos plasmideos
R variam de droga para droga e a sua fregiiéncia de transfe-
réncia por conjugagao, bem como a expressao do nivel de re-
sisténcia podem diferir de uma célula receptora para outra
(WATANABE & FUKASAWA, 196la; WATANABE, 1963; TOLEDO e cols.,
1970).

Os efeitos da presencga de dois genes conferindo dife-
rentes niveis de resisténcia 3 mesma droga em uma célula fo-

ram estudados por varios autores. Trabalhos experimentais de



15

Chabbert & Le Minor em 1966 (citados por FERNANDES & TRABULSI,
1968) demonstraram que a célula expressa somente o nivel de
resisténcia mais elevado, ndo sendo observadas interacdes gé-
nicas. Em divergéncia, Reeve em 1966 (citado por ANDERSON,
1968), Pearce & Meynell em 1968 (citados por FERNANDES &
TRABULSI, 1968) e SETLOW e cols. (1982) relataram a observa-

gao de efeitos sin@rgicos entre genes.

2.1.7 MECANISMOS DE RESISTENCIA A DROGAS

Os possiveis mecanismos bioquimicos de resisténcia a

drogas foram relacionados por DAVIES & SMITH (1978) e FOSTER

(1983), como envolvendo: (a) alteragao no sitio celular de
fixacao da droga; (b) blogueio no transporte da droga para
o interior da célula; (c) detoxificagdo ou inativagao da

droga; e (d) presenca de passo metabdlico alternativo em

substituicdo dquele inibido pela droga.-

2.1.8 ORIGEM DOS PLASMIDEOS R

A origem dos plasmideos R & usualmente sugerida como
sendo o resultado da captagao de genes cromossOmicos de re-
sisténcia pelo RTF, em sucessivas bactérias hospedeiras, pas-
sando o conjunto a ter comportamento genético independente
(WATANABE, 1963; DATTA, 1965). A constatagao de plasmideos
R com nimero variavel de determinantes r & consistente com

esse modelo (SMITH & ARMOUR, 1966).
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Contrariamente, para ANDERSON (1968), GUERRY e cols.
(1974) e CAMPBELL (1981), os determinantes de resisténcia pa-
recem ter-se originado por mutagao de elementos extracromos-
sdmicos nao conjugativos, que se associaram a determinantes
sexuais, capazes de mobiliza-los. Esse modelo é sustentado
pela evidéncia de que os determinantes r nao exibem geneti-
camente homologia com o cromossomo bacteriano (MEYNELL e
cols., 1968; NOVICK, 1969).

FOSTER (1983) sugefiu que o0s genes de resisténcia,
originariamente presentes como um mecanismo de autoprotegao
em microrganismos do solo produtores de antibidticos, tenham
sido transferidos para bactérias de importancia clinica, di-
retamente ou através de uma série de hospedeiros intermedia-

rios, vetores plasmidiais e transposons.

2.1.9 RESISTENCIA A DROGAS NO BRASIL

A resisténcia infecciosa tem sido estudada por grupos
de investigadores de diferentes paises. No Brasil, FERNANDES
& TRABULSI (1968) apresentaram uma revisao sobre o assunto.

BARROS e cols. (1968) analisaram 110 amostras de E.
coli, visando & constatagdao da presenca e fregiiéncia de plas-
mideos R, através de tratamento com acridinas. Concluiram
que pelo menos 50% das linhagens resistentes ensaiadas apre-
sentavam plasmideos R.

ZULIANI & TRABULSI (1968) determinaram a sensibilida-
de de 166 amostras de Shigellfa isoladas em Sao Paulo, entre

1962 e 1966, frente & sulfadiazina, estreptomicina, tetraci-
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clina, neomicina, hetacilina e ao cloranfenicol; evidencian-
do uma elevada frequéncia de amostras com resisténcia milti-
pla.

PINHEIROS e cols. (1969), analisando 306 linhagens de
E. coli com relagao a susceptibilidade ou resisténcia a sete
drogas, observaram 19 diferentes modelos de resisténcia e de-
monstraram a alta incidéncia de plasmideos R nas amostras en-
saiadas.

TRABULSI e cols. (1970) determinaram quantitativamente
os niveis de resisténcia de 330 amostras de Shigella isola-
das em Sao Paulo, entre 1963 e 1968, frente a nove drogas,
caracterizando duas populacgoes distintas: uma sensivel e ou-
tra resistente a cinco drogas. Concluiram que o nimero de
amostras monorresistentes a sulfadiazina diminuiu a partir de
1963, dando lugar progressivamente a amostras pentarresisten-
tes.

TOLEDO e cols. (1970) verificaram a presenca de plas-
mideos R em 209 amostras de Shigefla resistentes a uma ou
mais das seguintes drogas: sulfadiazina, estreptomicina, te-
traciclina, cloranfenicol e canamicina. Demonstraram que qua-
se 50% das amostras apresentavam resisténcia transferivel
parcial ou total.

MORENO (1972) determinou a resisténcia de 375 amostras
de E. col{ isoladas de animais, frente a tetraciclina, cana-
micina, cefalotina, hetacilina e estreptomicina. Os resulta-
dos demonstraram que a grande maioria das amostras era resis-

tente simultaneamente a duas ou trés drogas e que aquelas com
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marcadores para a hetacilina, cefalotina e canamicina nao
os transferiam.

SOUZA (1975) analisou 100 amostras de E. coli isoladas
de urina e fezes, com o objetivo de determinar os niveis de
resisténcia frente 3 estreptomicina, canamicina, cefalotina,
tetraciclina, hetacilina, gentamicina e ao bicloreto de mer-
clirio, cloranfenicol e &cido nalidixico; e a natureza da re-
sisténcia através da pesquisa de plasmideos R. Observou gque
37% das amostras eram resistentes, sendo a maioria delas a
duas ou mais drogas, e que a freqgliencia de resisténcia trans-
ferivel era relativamente alta (62%).

MAGALHAES & VERAS (1979) caracterizaram trés diferen-
tes classes de plasmideos R de linhagens multirresistentes
de Safmonella typhimurium, gquanto & autotransferéncia, de-
terminantes r e grupo de incompatibilidade.

SOARES & TRABULSI (1979) determinaram a concentragao
inibitdria minima de sisomicina, gentamicina e tobramicina
para 534 amostras de bactérias, compreendendo enterobacté-
rias, cocos Gram-positivos e Pseudomonas. Verificaram que a
atividade antibacteriana dos trés aminoglicosideos foi seme-
lhante, embora a sisomicina se tenha apresentado mais ativa
para a maioria das amostras estudadas.

ALMADA & TRABULSI (1980) observaram que a presenga de
plasmideos R em Shigellfa e E. cofi nao afetavam a virulén-
cia ou o crescimento das amostras estudadas, enguanto due
mutagoes cromossdmicas condicionando resisténcia a drogas,
excecao feita ao Aacido nalidixico, resultavam em diminuigao

da taxa de crescimento e viruléncia das bactérias.
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BIAGI (1982) determinou os niveis de resisténcia de 81
bactérias fitopatogénicas dos géneros Erwinia, Pseudomonas e
Xanthomonas, frente a 14 drogas. Com base nos resultados ob-
tidos sugeriu que as drogas efetivas contra Xanthomonas se-
riam bicloreto de mercirio, canamicina, estreptomicina, gen-
tamicina e tetraciclina; contra Pseudomonas, canamicina; e
para o género Eiawinia, canamicina e gentamicina.

SILVA e cols. (1983) estudaram 90 amostras de E. colL
enteropatogénicas classicas (EPEC) isoladas em S3ao Paulo, nos
anos de 1981 e 1982, constatando que 98% delas se apresenta-
vam resistentes a pelo menos uma das drogas testadas.

TEIXEIRA e cols. (1984) realizaram testes de sensibi-
lidade a 18 antimicrobianos em 175 amostras de Shigella, iso-
ladas no Rio de Janeiro entre 1960 e 1978. Todas as amostras
apresentaram-se sensiveis a gentamicina, tobramicina, poli-
mixina e nitrofurantoina, sendo demonstrada uma elevada fre-
gquéncia de amostras resistentes a eritromicina, sulfadiazina
e estreptomicina.

BERCHIERI Jr. e cols. (1985) testaram a sensibilidade
de 139 amostras de Salmonella, isoladas de farinha de origem
animal e destinadas d fabricagao de ragoes. Observaram que
todas as cepas foram sensiveis ao cloranfenicol e sulfato de
colistina e resistentes a bacitracina, penicilina e ao sul-
fazotrim.

SANT'ANA & SOUZA (1985), analisando 230 amostras de
Salmonella typhimurium quanto & propriedade colicinogénica e
niveis de resisténcia frente a 10 antimicrobianos, encontra-

ram cinco amostras colicinogénicas e 13 resistentes a drogas,
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sendo a marca para a tetraciclina a mais freqiientemente ob-

servada.

2.2 COLICINAS

A inibigcao de bactérias por espécies intimamente re-
lacionadas foi relatada em trabalhos que datam do século XIX,
sendo, no entanto, observado progresso na compreensao do fe-
nomeno somente no inicio do século XX, através dos estudos
desenvolvidos por Gratia e Fredericqg (citados por HARDY,
1975).

Na Bélgica, em 1925, Gratia (citado por FREDERICQ, 1953;
DAVIS e cols., 1969; BRODA, 1979; FRICK e cols., 1981) desco-
briu que filtrados da linhagem E. col{ V inibiam o crescimen-
to de E. coli #. O mesmo fendmeno foi constatado em outras
linhagens de E. cofi por Fredericq em 1946 (citado por REEVES,
1965). Essa substancia inibitdria recebeu a denominagao de
colicina, termo originalmente empregado para caracterizar a
sintese por E. coli. No entanto, como o mesmo fendmeno foi
observado em Shigetflfa, Salmonella e Escherichia freundid
(FREDERICQ, 1957), através da producao de substancias rela-
cionadas aquelas produzidas por E. cofL, as mesmas foram in-
cluidas no grupo das colicinas.

As colicinas foram as primeiras bacteriocinas estuda-
das em detalhe, sendo estas Ultimas definidas por JACOB e
cols. (1953) como "proteinas do tipo colicina caracterizadas

por biossintese letal, atividade intra-especifica e adsorgao
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a receptores especificos". Por ser muito abrangente essa
definigéo, estudos feitos sobre bacteriocinas revelaram uma
evidente heterogeneidade de estruturas quimicas no compor-
tamento de determinantes genéticos e na extensao e especifi-
cidade do espectro de agao, sendo a definigcao gradualmente
modificada. KONISKY (1982), adotando um critério meramente
funcional, definiu as bacteriocinas como sendo proteinas ou
complexos protéicos inativos frente 3 bactéria produtora. Com
a finalidade de se manter uma distingao entre bacteriocinas
e antibidticos, NOMURA (1967) definiu as primeiras como sen-
do substancias antibacterianas que requerem a presenga de um

receptor especifico para sua agao.

2.2.1 PLASMIDEOS COL

A sintese de colicinas estd condicionada a presenga
de determinantes genéticos extracromossomicos denominados de
fatores colicinogénicos (fatores Col) ou plasmideos Col
(HELINSKI, 1973; KONISKY, 1982), classificados como elementos
epissOmicos por Jacob e cols. em 1960 (citados por IVANOVICS,
1962). Para DAVIS e cols. (1969),0s plasmideos colicinogéni-
cos podem assumir trés formas distintas na célula: (a) inte-
grada, a semelhanca do profago ou Hfr ("high frequency");
(b) autdnoma, nao letal, & semelhanga de F; e (c) induzida,
letalmente produzindo colicinas, a semelhanga do fago vege-
tativo.

Os plasmideos Col sao constituidos de DNA circular

(ROTH & HELINSKI, 1967; BIRGE, 198l1) e transferidos as célu-
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las bacterianas através de conjugagao, transducdo (FREDERICQ,
1963; DAVIS e cols., 1969) ou transformacao (MALES & STOCKER,
1982).

HARDY (1975) classificou os plasmideos Col, segundo o
seu peso molecular, em dois grupos distintos. O primeiro
compreende plasmideos pequenos, com peso molecular ao redor
de 5x10°, suficiente DNA para 10 proteinas, cada uma com pe-
so molecular de 30 000. O segundo grupo compreende plasmi-
deos maiores,com peso molecular entre 62x10° e 94x10°, sufi-
ciente DNA para codificar 100 proteinas diferentes, cada uma
com peso molecular de 30 000. Os plasmideos pequenos neces-
sitam ser mediados por outros plasmideos na conjugagao, nao
sendo por si sds conjugativos, enquanto que os maiores sao
autotransferiveis.

Comparativamente aos plasmideos R, MEYNELL e cols.
(1968) classificaram os plasmideos colicinogénicos conjuga-
tivos, segundo a capacidade de repressao do plasmideo F e
tipo de fimbria sexual produzida, em fi* (fimbria sexual do
tipo F) e fi~ (fimbria sexual do tipo I).

Os plasmideos Col compreendem, além dos cistrons estru-
turais que codificam as colicinas, genes para o controle da
sintese e liberacao das mesmas, e gene que confere imunidade
as colicinas homOlogas (NOVICK, 1969; WEAVER e cols., 1981;
PUGSLEY & SCHWARTZ, 1983; PUGSLEY, 1984). Além destes, podem
estar relacionados com genes gque condicionam resisténcia a
drogas e viruléncia (SICCARDI, 1966; HARDY, 1981).

O nimero de cdOpias dos plasmideos Col por célula é va-

ridvel. Foram observadas linhagens onde o nimero & pequeno,
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possivelmente devido a algum mecanismo regulatdrio que man-
tém a multiplicagdo do plasmideo Col, embora em estado autd-
nomo, em fase com a.duplicagéo cromossOmica e assegura uma
segregagao correta durante a divisdo celular. Linhagens com
10 ou mais copias revelam um mecanismo de regulagdo indepen-

dente do cromossomo bacteriano (NOMURA, 1967; BIRGE, 1981).

2.2.2 SINTESE DAS COLICINAS

A produgao de colicina ocorre através de biossintese
letal, que leva invariavelmente d morte todas as células que
a produzem (JACOB e cols., 1953; FREDERICQ, 1957). Embora o
carater colicinogénico seja hereditdrio e estadvel (FREDERICQ,
1957; HAUDUROY & PAPAVASSILIOU, 1962; IVANOVICS, 1962), sob
condigoes normais somente poucos representantes de uma li-
nhagem colicinogénica (0,1%) sintetizam espontaneamente co-
licina por muitas horas, enquanto que nos demais a fungao do
gene estrutural & reprimida (BIRGE, 1981; HARDY, 1981).

A sintese de colicina, apesar de intensamente contro-
lada, pode ser induzida a niveis elevados, através de trata-
mento com luz ultravioleta ou mitomicina C (GLAZEBROOK e
cols., 1983), sendo subsegientemente liberada para o meio
externo, através de lise celular. PUGSLEY & SCHWARTZ (1983)
sugeriram que a lise resulta da agao de uma proteina litica,
condicionada pelo plasmideo Col segundo JAKES & ZINDER (1984),
e que possivelmente, em combinagao com proteinas citoplasma-
ticas, forma poros na superficie celular e perturba a estru-

tura interna e externa da membrana bacteriana.
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As colicinas sao macromoléculas assimétricas de na-
tureza protéica (DAVIS e cols., 1969), associadas eventual-
nente a lipopolissacarideos da parede celular (REEVES, 1965;
HARDY, 1975). Nao estd claro se essa associacdao & simples-
mente fortuita ou intrinseca para o mecanismo de liberacao
de determinadas colicinas, ja que a atividade colicinogénica
esta ligada a fracao proté@ica. Algumas colicinas sao libera-
das na forma de um complexo protéico, constituido por duas
proteinas. A maior das subunidades & responsavel pela lesao,
que eventualmente leva a morte as células sensiveis, enquan-
to que a molécula menor confere as bactérias produtoras imu-
nidade a sua propria colicina. Esse complexo prctéico mos-
tra-se com maior efeito bactericida em comparagao a subuni-
dade maior isoladamente (HARDY, 1981).

A primeira classificagao sistemdtica das colicinas foi
proposta por Fredericqg em 1948 (citado por REEVES, 1965), com
base na especificidade de adsorgao a receptores especificos
e consequente isolamento de mutantes resistentes, agrupando
as colicinas em 17 tipos denominados de A, B, C, D, E, F, G,
H, I, J, K, sl1, s2, S3, s4, S5 e V; e em subtipos segundo a
sua especificidade imunoldgica (NOMURA, 1967). Posteriormen-
te, HAMON & PERON (1964) descreveram novos tipos de colici-
nas, que pelas suas caracteristicas receberam as seguintes
denominagoes: E4, N, P, V2, V3, V4 e V5. Um método alterna-
tivo, que serve de base a atual classificagéo, constitui-se
na determinacdo da atividade das moléculas colicinogénicas
frente a um painel de bactérias, cuja resisténcia a colicinas

& conhecida (BRODA, 1979), possibilitando a distingao de no-
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vos tipos, a exemplo da reclassificacao da colicina E em EI
a E7 (MALES & STOCKER, 1982).

A nomenclatura adotada para designar as colicinas e os
fatores colicinogénicos indica o tipo de colicina produzida
e a linhagem bacteriana originalmente produtora (REEVES, 1965;
HARDY, 1981). Dessa forma, colicina CA 23-D significa coli-
cina do tipo D produzida pela linhagem E. cof{ CA 23.

As colicinas sao produzidas por linhagens colicinogé-
nicas selvagens ou recombinantes, estas ultimas obtidas atra-
vés da transferéncia do plasmideo Col a linhagens originaria-
mente nao colicinogénicas (NOMURA, 1967). Uma linhagem coli-
cinogénica pode sintetizar diferentes colicinas simultanea-
mente (CHABBERT, 1950), condicionadas por um ou mais plasmi-
deos Col (HARDY, 1981). Do mesmo modo, uma célula suscepti-
vel pode apresentar sensibilidade a varias colicinas, deter-
minada pela presenca de uma série de receptores especificos

(FREDERICQ, 1957; NOMURA, 1964; VOSTI, 1968).

2.2.3 AGAO BACTERICIDA DAS COLICINAS

NOMURA (1964) sugeriu que O mecanismo de agao das co-
licinas envolve inicialmente a interagao fisica de uma uni-
dade letal de colicina com o receptor especifico da célula
susceptivel, decorrendo dai uma mudanga no sitio receptor,
sem necessariamente causar um efeito direto no alvo biogui-
mico. Essa fase & caracterizada por ser passivel de reversao
por tripsina (PLATE & LURIA, 1972) e nao ser ATP-dependente

(GARCIA e cols., 1982), correspondendo ao estagio I menciona-
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do por BIRGE (1981) com referéncia ao mecanismo de agado das
colicinas.

Desde que a célula sensivel pode adsorver muitas uni-
dades letais e desde que existem diferentes mudangas bioqui-
micas para diferentes concentragées de colicinas, parece ha-
ver muitos receptores em uma célula.

A interacao fisica decorrente da adsorcao da colicina
a receptores na célula bacteriana foi primeiramente observa-
da, através da utilizagao de colicina radioativa, por MAEDA
& NOMURA (1966). Esses receptores especificos estao locali-
zados na parede celular (DAVIS e cols., 1969; SABET & SCHNAIT-
MAN, 1971), na membrana citoplasmitica (SMARDA & TAUBENECK,
1968) ou em ambas (SMARDA, 1975).

Muitos desses receptores parecem estar relacionados
com importantes funcoes fisioldgicas bacterianas, tais como
captacao de ferro e vitamina Bl2, as quais exercem uma pres-
sao seletiva para a manutencao de receptores ativos na super-
ficie de organismos sensiveis (KONISKY, 1982). Embora os re-
ceptores especificos sejam essenciais para a acgao das coli-
cinas em células intactas, estes podem ser desnecessarios, se
partes da parede celular forem removidas ou rompidas, permi-
tindo &s colicinas o acesso a regioes internas da membrana
citoplasmatica. Assim, células intactas resistentes a uma
determinada colicina podem ter seus correspondentes esfero-
plastos sensiveis a mesma (HARDY, 1981).

A unidade letal & definida como sendo a quantidade de
moléculas de colicina necessarias para matar uma célula sus-

ceptivel (NOMURA, 1967), podendo corresponder a uma (JACOB e
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cols., 1952; NOMURA, 1963, 1964; REEVES, 1965; DAVIS e cols.,
1969) ou a muitas moléculas (MAEDA & NOMURA, 1966). Uma cé-
lula susceptivel pode adsorver até 11 (MAYR-HARTING, 1964 ) ;
20 a 30 (MAEDA & NOMURA, 1966); ou 30 a 90 unidades letais
(REEVES, 1965).

A transmissao especifica da interagao ao alvo bioqui-
mico e/ou bactericida, presumivelmente, ocorre através de um
sistema localizado ao longo da membrana citoplasmatica, re-
sultando na expressao de efeitos bioquimicos na superficie
celular e a nivel intracelular, gque levam 3 morte bacteria-
na. Essa seguéncia de eventos corresponde ao estidgio II re-
ferido por BIRGE (1981l).

Esse mecanismo bactericida parece envolver uma agao
indireta da colicina, ja que NOMURA (1963, 1964), LURIA (1964)
e MAEDA & NOMURA (1966) sugeriram que a mesma permanece ad-
sorvida ao sitio receptor, atuando primariamente na membrana
citoplasmatica, através de conexoes fisicas com a mesma ou
como parte integrante dela.

Alguns autores sugeriram um mecanismo alternativo pa-
ra explicar a acgao das colicinas, onde ocorre a penetragao
das moléculas no interior da célula, atingindo o alvo bacte-
ricida. Para BIRGE (1981l), o receptor facilita a penetracgao
da colicina atraves da parede celular e da membrana citoplas-
miatica, despolarizando esta Ultima e afetando a sintese de
ATP. Além desses efeitos, HARDY (1981) acrescentou que al-
gumas colicinas, apos sofrerem fracionamento, atuam como nu-
cleases, catalisando reacoes de degradagao de DNA e RNA. Se-

gundo WATSON & SHERATT (1979), a colicina adsorvida ao re-
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ceptor & clivada e um fragmento C-terminal ativo penetra no
interior da célula e exerce seu efeito sobre os ribossomos.

CHANGEUX & THIERY (1967) propuseram que a adsorgao da
colicina na superficie celular induz alteracoes conformacio-
nais nas unidades protoméricas que constituem a membrana ci-
toplasmatica. Em consequéncia das interagoes cooperativas
entre os protdmeros, as mudancas conformacionais se propagam
sequencialmente através da membrana, interferindo indireta-
mente na sintese protéica.

A acao das colicinas em bactérias sensiveis parece
nao envolver lise celular, sendo definidas como agentes bac-
tericidas e nao bacterioliticos (FREDERICQ, 1957, 1963). A
propdsito da linhagem E. cof{ ML que libera colicina e causa
lise celular, estudada por JACOB e cols. (1952), posterior-
mente Kellenberger & Kellenberger em 1956 (citados por
FREDERICQ, 1957; IVANOVICS, 1962) caracterizaram a presenga
concomitante do caradter colicinogénico e lisogénico na linha-
gem. Com relacao a colicina N, o seu modo de agao aparente-
mente incomum, revelando uma atividade litica, segqundo PUGSLEY
(1984), requer uma investigagao mais detalhada.

As colicinas exercem sua agao em células sensiveis
atingindo diferentes alvos bioquimicos. Trés tipos basicos
de agdo bioguimica podem ser reconhecidos: (a) degradagao do
DNA bacteriano, p.ex., colicina E2 (NOMURA, 1963; KONISKY,
1982); (b) inibigao da sintese protéica, p.ex., colicinas E3
e D (NOMURA, 1963; BOWMAN e cols., 1971); e (c) inibigao da
sintese macromolecular total, p.ex., colicinas El, K, Ia, Ib

e A (NOMURA, 1963; NAGEL DE ZWAIG, 1969; KAYALAR & LURIA, 1979;
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TOKUDA & KONISKY, 1979; KONISKY, 1982).

FINCHAM (1965) qualificou as colicinas como meras to-
xinas que levam a morte células susceptiveis e as diferenciou
dos bacteriofagos, por ndo representarem uma entidade gené-
tica independente capaz de se multiplicar e de se transmitir
em série. No entanto certas colicinas mostram-se compariveis
a bacteriofagos defectivos ao apresentarem receptores comuns
para a sua adsorcgao a célula susceptivel (FREDERICQ & BETZ-
BAREAU,-1952; FREDERICQ, 1953; IVANOVICS, 1962) e ao sofre-
rem indugao através de irradiagao com luz ultravioleta (HAMON
& LEWE, 1955; FREDERICQ, 1957; OZEKI e cols., 1959; AMATI,
1964; DAVIS e cols., 1969; HARDY, 1981). Para REEVES (1965)
e SMARDA & SCHUHMANN (1967), a sensibilidade andaloga de al-
gumas linhagens bacterianas frente a certas colicinas e fa-
gos nao pode ser explicada simplesmente através da suposigao
de receptores comuns.

A acao bactericida das colicinas, através do processo
de Gnico toque ("single-hit"), nao requer uma fungcao coope-
rativa de muitas particulas, ou seja, uma unica unidade le-
tal, com uma certa probabilidade, leva a morte a célula sus-
ceptivel. O processo de Unico togque foi primeiramente demons-
trado em E. cofL ML por JACOB e cols. (1952) econfirmado por
NOMURA (1963, 1964), REEVES (1965), WENDT (1970) e KONISKY
(1982). Assim, as colicinas se comportam como particulas
cuja agdao bactericida pode ser ensaiada em termos do nimero
de unidades letais, que, nao necessariamente, pode corresponder'
ao numero real de moléculas adsorvidas. Para HARDY (1975) e

KONISKY (1982), essa desproporgao pode estar relacionada com
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a presenga de moléculas inativas de colicina ou receptores
nao efetivos.

HipOtese contrdria, sugerindo que a acao bactericida
das colicinas ocorre através do processo de miltiplos toques

("multiple-hit"), foi proposta por FREDERICQ (1952).

2.2.4 IMUNIDADE E RESISTENCIA

A linhagem colicinogénica sobrevive & colicina homé-
loga devido a presenca de uma imunidade especifica, conferi-
da possivelmente pelo plasmideo Col. Essa imunidade nao en-
volve a perda de receptores, aos quais as moléculas de coli-
cina efetivamente se adsorvem (FREDERICQ, 1957; NOMURA, 1964;
MAEDA & NOMURA, 1966) e raramente e completa, uma vez que ele-
vadas concentragoes de colicina homdloga podem afetar a cor-
respondente linhagem (NOMURA, 1964).

A imunidade parece estar relacionada com uma altera-
¢ao no mecanismo responsavel pela iniciagao e/ou transmissao
de estimulos especificos que afetam o alvo nas células sen-
siveis (NOMURA, 1964), provavelmente como resultado da sin-
tese de uma proteina que confere imunidade & célula (HARDY,
1981).

Com referéncia a colicinas heterdlogas, NOMURA (1964)
observou a existéncia de mutantes resistentes que adsorvem
uma determinada colicina, mas permanecem resistentes a sua
acdo. Pesquisas subseqUentes levaram & distingao de dois
tipos de mutantes resistentes: mutantes que perderam Os re-

ceptores especificos e mutantes com receptores,mas resisten-
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tes 3 agao da colicina. Estes Ultimos foram denominados de
mutantes tolerantes e foram classificados, por sua vez, em
trés grupos: (a) mutantes com alteragdo no mecanismo de ini-
ciacao de estimulos; (b) mutantes com alteracao no mecanismo
de transmissao de estimulos ou de penetragdao da colicina ad-
sorvida; e (c) mutantes com alteragao no alvo (NOMURA, 1967;

FERBER e cols., 1981).

2.,2.5 PAPEL SELETIVO DAS COLICINAS

Para FREDERICQ (1957), BRANCHE e cols. (1963), FINCHAM
(1965), ARAI & KOMATSU (1981) e HARDY (1981), as colicinas pa-
recem conferir vantagem seletiva as linhagens que sao poten-
cialmente capazes de sintetiza-las, ao levarem 3 morte outras
linhagens que compartilham do mesmo nicho ecoldgico. Entre-
tanto a coexisténcia de populacgoes sensivel e colicinogénica
no trato intestinal dificulta a atribuigao de vantagem eco-
logica as colicinas (CHAO & LEVIN, 1981).

VOSTI (1968), estudando a propriedade colicinogénica
de linhagens de E. cofd{ classificadas serologicamente, obser-
vou que a produgao de colicinas nao interfere na aquisigao e
implantagdao de novas linhagens. Em concordancia, SILVA e
cols. (1983) sugeriram que as colicinas nao constituem fato-
res de viruléncia em amostras de E. cof{ enteropatogénicas
clidssicas. Os trabalhos de SEARS e cols. (1950) e SEARS &
BROWNLEE (1952) demonstraram que a atividade antagonista de
linhagens de E. cofi localizadas no trato intestinal, clas-

sificadas como residentes, nao era maior do que das linhagens
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transitdrias ou das linhagens isoladas de fontes extra-intes-
tinais.

Trabalhos experimentais tém sugerido que as colicinas
nao contribuem para a implantacao de linhagens colicinogéni-
cas no intestino, por serem provavelmente inativadas por en-
zimas proteoliticas (BRAUDE & SIEMIENSKI, 1965; KELSTRUP &
GIBBONS, 1969), ou por estarem presentes em condigSes inade-
quadas para eliminar organismos sensiveis (RICHARDSON e cols.,
1971).

No entanto FREDERICQ (1957) observou que a frequéncia
de bactérias colicinogénicas & maior em individuos com infec-
gOes entéricas comparativamente a individuos saos.

Evidéncias sobre o papel ativo das colicinas em in-
fecgoes extra-intestinais, particularmente do trato urinario,
foram apresentadas por BRAUDE & SIEMIENSKI (1965, 1968) e por
HARDY (1975).

Contrariamente a essa posicao, HUGHES e cols. (1982)
observaram que as colicinas, especialmente a colicina V, nao
estao associadas significantemente com a resisténcia sérica
de E. coli isolada de infecgoOes urinarias.

No Brasil, SOUZA (1975) demonstrou maior tendéncia a
capacidade de producgao de colicinas nas amostras de E. cold
isoladas de fezes comparativamente as de urina, sugerindo que
a colicinogenia confere vantagem seletiva &s produtoras em
ambiente altamente competitivo. Adicionalmente, observou uma
associacdo entre capacidade colicinogénica e resisténcia a

drogas, particularmente a tetraciclina.
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BIAGI (1982), analisando amostras fitopatogénicas, nao
detectou relagao entre capacidade bacteriocinogénica, resis-
téncia a drogas e local de origem dos isolados.

SANT'ANA & SOUZA (1985) observaram uma associagao en-
tre produgao de colicinas e resisténcia & tetraciclina, em
amostras de Salmonella typhimurium isoladas de cOrregos-es-

gotos de Belo Horizonte, Minas Gerais.



3 MaTeErIAL E METopoS

3.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram utilizadas 120 amostras de Escherdichia coli iso-
ladas de urina (64 amostras) e fezes (56 amostras) de 120
pacientes ambulatoriais e domiciliares, com idade entre 0 e
15 anos, do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana, Hospital da Santa Casa de Misericdrdia de Curitiba e
Hospital Pequeno Principe, durante o periodo de agosto a de-
zembro de 1983.

A linhagem E. cof{ K12, cedida pelo Laboratdrio de
Genética da Universidade de Brasilia, foi empregada como re-
ceptora no processo de conjugacao e indicadora na verificacgao

de produgao de colicinas.

5,2 Me1os DE CULTURA E SOLUGOES

® CALDO NUTRIENTE

Nutrient broth (BBL) «.¢.... e 8,0 g

Agua destilada ....eeerececocanacens 1 000 ml



® AGAR NUTRIENTE SOLIDO

Nutrient agar (MERCK) .cvcceseenccencoaocans

Agua destilada ....eeiiiiininneneenn ceeeeen

® AGAR NUTRIENTE SEMI-SOLIDO

Agar bacteriological (DIFCO) ......ceeeeen.

Caldo nutriente ....ieeeeeen c e et e et

® MEIO DE EOSINA—AZUL-DE-METILENO (EMB)

Eosin methylene blue agar (BBL) .....ccc...

Agua destilada ...eeeeernetnnenerarneanannn

® SOLUCAO SALINA 0,85%

Cloreto de sO0dio (REAGEN) .. veeeneeeeeanans

Agua destilada ......... e et et e e

® SOLUCAO DE HIDROXIDO DE SODIO 0,1 N

Hidroxido de s0dio (MERCK) .. eeeeeeeennn

Agua destilada .......... e ettt

® SOLUCAO DE METANOL 10% (v/v)

Metanol (MERCK) ceececceceecs c et eceeeses e

Agua destilada esterilizada ......eeeeeeann

1 000

36

ml

ml

ml

ml

ml

ml

ml
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3.3 Drogas’

Acido nalidixico (Nx) - Winthrop Products Inc.
Ampicilina sbdica (Ap) - Laboratdrios Lepetit S.A.
Cloranfenicol (Cm) - Farmitalia Carlo Erba S.A.
Sulfato de amicacina (Am) - Laborterapica Bristol S.A.
Sulfato de canamicina (Km) - Laborteradpica Bristol S.A.
Sulfato de estreptomicina (Sm) - IndGstrias Farmaceu-
ticas Fontoura-Wyeth S.A.

Sulfato de gentamicina (Ge) - Abbott Laboratdrios do
Brasil Ltda.

Tetraciclina (Te) - Laborterdpica Bristol S.A.

3.4 PREPARO DAS SoLugOES DE DROGAS

A Tabela 1 apresenta os solventes utilizados no pre-

paro das solugoes de drogas (BIAGI,1980).

TABELA 1. Preparo das solugoes de drogas.

DROGAS SOLVENTES

Acido nalidixico Solugao de hidroxido de sodio 0, 1N
Ampicilina sodica Agua destilada esterilizada
Cloranfenicol Solucao de metanol 10% (v/v)
Sulfato de amicacina Agua destilada esterilizada
Sulfato de canamicina Agua destilada esterilizada
Sulfato de estreptomicina Agua destilada esterilizada
Sulfato de gentamicina Agua destilada esterilizada
Tetraciclina Solucao de metanol 107 (v/v)

10 termo droga refere-se, no presente trabalho, a agentes anti-
microbianos de natureza quimioterapica e antibiotica.
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3.5 EsTERILIZAGAO E TEMPERATURA DE INCUBAGAO

Os meios de cultura foram preparados de acordo com as
especificagoes dos fabricantes, tendo sido esterilizados em
autoclave a 120°C e a 1 atmosfera de pressao por 20 minutos.

A temperatura de incubacao foi de 37°C em todos os

experimentos.

3.6 1SOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DAS BACTERIAS

As amostras bacterianas foram coletadas a partir de
dois materiais bioldgicos distintos: urina e fezes. O isola-
mento e identificacao das bactérias, através de caracteris-
ticas morfoldogicas, provas bioquimicas e soroldgicas, foram
realizados nos laboratdrios de bacteriologia do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Parana, Hospital da Santa

Casa de Misericordia de Curitiba e Hospital Pequeno Principe.

3.7 SELEGAO, NUMERAGAO E ESTOCAGEM DAS BACTERIAS

Dentre as bactérias isoladas a partir de urina, foram
selecionadas amostras de E. cof{ causadoras de infecgao uri-
naria, cuja contagem de coldnias em urinocultura foi igual
ou superior a 10°/ml. As amostras de E. col{ de origem fe-
cal foram constituidas por integrantes da flora intestinal

normal.
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A numeracao das amostras obedeceu 3 ordem de selegao,
sendo os nimeros atribuidos ds mesmas antecedidos pelas le-
tras U (urina) ou F (fezes), indicativas do respectivo ma-
terial bioldogico de origem.

A estocagem foi feita em duplicata em frascos conten-

do agar nutriente semi-sdlido.

5.8 DETERMINAGAO DOS NIVEIS DE RESISTENCIA

Os niveis de resisténcia foram determinados pela téc-
nica de diluig¢ao em placas (TRABULSI & ZULIANI, 1969). As
solugcoes das drogas e as placas de Petri contendo agar nu-
triente foram preparadas no momento do uso. M quantidades
determinadas de &agar nutriente a 45°C foram adicionadas so-
lugoes das drogas a fim de se obterem as concentragoes finais
de 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 el 000~g da drogé por
mililitro de meio de cultura.

As amostras bacterianas foram inoculadas em caldo nu-
triente, incubadas por um periodo de 18 a 20 horas e semeadas
com replicador multialga composto por 17 unidades, em placas
contendo diferentes concentragoes das drogas. A viabilidade
das amostras foi observada semeando-se em placas contendo
unicamente agar nutriente isento de drogas.

A leitura das placas foi feita apds incubagdao de 24
horas e os resultados anotados. Considerou-se como concen-
tracdo inibitdoria minima a menor concentragcao da droga gque

impediu o crescimento da amostra bacteriana e como nivel de
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resisténcia a concentragcao imediatamente inferior (MORENO,

1972).

3.9 CLASSIFICAGAO DAS AMOSTRAS BACTERIANAS

As amostras bacterianas foram classificadas em sensi-
veis ou resistentes frente a uma determinada droga, segundo
o método descrito por TRABULSI e cols. (1970).

Os niveis de resisténcia das 120 amostras de E. cold
para cada uma das oito drogas ensaiadas foram agrupados, or-
denados segundo uma distribuigao de freqiiéncia e representa-
dos graficamente. Tratando-se de curvas bimodais ou aproxi-
madamente bimodais, as amostras situadas & direita da anti-
moda, que correspondiam aos maiores niveis de resisténcia,
foram classificadas como resistentes; as amostras localiza-
das 4 esquerda, que correspondiam aos menores niveis de re-

sisténcia, foram classificados como sensiveis.

3,10 TRANSFERENCIA DAS MARCAS DE RESISTENCIA

A pesquisa de transferéncia das marcas de resisténcia
foi realizada através do processo de conjugagao, de acordo
com a técnica modificada de MORENO (1972), utilizando-se como
receptora E. cof{ K12, possuidora das seguintes caracteris-

ticas:
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a) incapacidade fermentativa da lactose;

b) nivel de resisténcia de 500 #g/ml 3 estreptomicina;
c) nivel de resisténcia de 1 pg/ml & ampicilina;

d) nivel de resisténcia inferior a 1 pg/ml & canami-

cina, tetraciclina e ao cloranfenicol.

A selegao das amostras possivelmente doadoras foi su-
bordinada & determinacao preliminar de sua capacidade fermen-
tativa da lactose e 3d determinacao de seus niveis de resis-
téncia a ampicilina, canamicina, estreptomicina, tetracicli-
na e ao cloranfenicol, variando-se as concentracgoes das dro-
gas de 1 a 1.000 ug/ml. Nessas condicoes, foram selecionadas
como doadoras aquelas amostras que mais se adequaram aos cri-
térios de sensibilidade a estreptocimina e resisténcia as de-
mais drogas classificadas conforme item 3.9. Esses critérios
foram estabelecidos por serem diferenciadores entre as amos-
tras receptora e doadoras, e permitirem a caracterizagéo
das bactérias recombinantes em meios seletores adequados.

A amostra receptora e as possiveis doadoras selecio-
nadas foram cultivadas isoladamente em caldo nutriente por
um periodo de 18 a 20 horas. Em seguida, 0,9 ml e 0,1 ml
respectivamente das culturas das amostras receptora e doado-
ras foram inoculados em 10 ml de caldo nutriente e incubados
sem agitacdo. Apds um periodo de 4 a 6 horas, aliquotas da
cultura mista foram semeadas em placas controles e seleto-
ras. O mesmo procedimento foi repetido aumentando-se o pe-
riodo de incubagao da cultura mista para 18 a 20 horas. A

leitura das placas foi feita apds 24 horas de incubagao.
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As placas controles e seletoras foram feitas empregan-
do-se o0 meio de eosina—azul-de-metileno (EMB), adicionado de
solugoes de drogas preparadas no momento do uso e discrimi-

nadas como:

placa EMB - isenta de drogas;

placa EMB+Sm - 20 Mg/ml de estreptomicina;

placa EMB+Sm+Ap - 20 pg/ml de estreptomicina e 50 #g/ml
de ampicilina;

placa EMB+Sm+Cm - 20 #g/ml de estreptomicina e 50 upg/ml
de cloranfenicol;

placa EMB+Sm+Km - 20 #g/ml de estreptomicina e 2 ug/ml
de canamicina;

placa EMB+Sm+Te - 20 ug/ml de estreptomicina e 10 #g/ml

de tetraciclina.

3.11 ProbpugAo DE COLICINAS

Com a finalidade de se verificar a produgao de coli-
cinas nas 120 amostras de E. col{ frente & linhagem indica-
dora de E. coli X12, procedeu-se de acordo com a técnica mo-
dificada de COSTA (1973).

As amostras foram semeadas em placas de Petri conten-
do agar nutriente e incubadas por 48 horas. Apds esse perio-
do, sofreram irradiagéo de luz ultravioleta por 10 segundos
e foram reincubadas por 24 horas. Posteriormente, as placas
foram invertidas e 1,0ml de clorofdrmio foi colocado na tam-

pa de cada uma delas, para esterilizagao das culturas. Decor-
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ridos 15 minutos, as placas foram entreabertas por 30 minutos
para eliminacao total do clorofdrmio residual.

Adicionou-se ds placas 5,0 ml de dgar nutriente semi-
s6lido a 45°C previamente inoculado com E. cofi K12, de modo
a se obter uma delgada pelicula homogénea sobre as coldnias
ensaiadas. ApOs incubagéo de 24 horas, observou-se a presen-

¢a ou auséncia de halo de inibicgao.

3,12 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada
através da aplicagao do teste de qui-quadrado (x?) e teste
exato de Fisher em anadlises de independéncia, para averiguar
se os desvios observados ocorreram ao acaso, e emprego do
coeficiente de correlagcao fi (#), como medida do grau de as-
sociagao de variaveis.

O teste de x* foi aplicado as tabelas de contingéncia
que obedeciam aos requisitos estabelecidos por Cochram em
1954 (citado por GOMES, 1966), para assegurar a validade da
prova, aplicando-se também a correcao de Yates (LEVIN, 1978),

de acordo com a seguinte formula:

. _ N (Ilap-Bcl - N/2)?
~ (A+B) (C+D) (A+C) (B+D)

onde:
A, B, C, D = frequéncias observadas em tabelas de contingén-
cia;

N = numero total da amostra.
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Nas tabelas foi utilizada a simbologia usual para os
niveis de probabilidade dos testes estatisticos empregados,

como abaixo:

ns = nao significativo;
* = gignificativo ao nivel de 0,05;
** = gignificativo ao nivel de 0,01;

*** = gignificativo ao nivel de 0,001.

A tabela de contingéncia, cuja freguéncia esperada
mostrou ser inferior a 1, invalidando o emprego do teste de
x*, foi aplicado o teste exato de Fisher (GOMES, 1966; SIEGEL,
1975), baseado exclusivamente no calculo das probabilidades,

conforme se segue:

(A+B)! (C+D)! (A+C):! (B+D)! 1
N! Al B! C! D:

onde:
A, B, D, D = frequéncias observadas em tabelas de contingén-
cia;

N = numero total da amostra.

O coeficiente f# foi empregado para estabelecer a cor-
relagao entre varidveis mensuradas a nivel nominal, calcula-

do através da aplicacao da formula.

ENE
onde:

x? = qui-quadrado observado (calculado);
N = nlimero total da amostra.
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Os valores que o coeficiente # pode assumir oscilam
entre -1,00 e +1,00 e foram interpretados segundo LEVIN
(1978) .

A significdncia estatistica do coeficiente @ foi de-
terminada mediante o teste de Xx?, porquanto & uma simples

extensao deste.



4 RESULTADOS

4,1 NIivers DE RESISTENCIA

A Tabela 2 apresenta os niveis de resisténcia, enquan-
to a Tabela 3 e as Figuras 1 a 8 mostram a frequéncia para
cada nivel de resisténcia das 120 amostras de E. coli frente

a oito drogas.
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TABELA 2. Niveis de resistencia de 120 amostras de Escherichia coli iso-

ladas de urina e fezes, frente a oito drogas.

DROGAS (ug/m1)

AMOSTRAS

Nx Ap Cm Am Km Sm Ge Te
Uol 1 1 000 1 000 <12 10 1 <1 50
U02 <1 1 000 20 <1 <1 10 <1 <1
Uo3 <1 2 50 <1 <1 10 <1 <1
Uo4 <1l 1 000 1 000 <1 200 5 2 50
Uo5 <1 2 20 <1 <1 10 <1l <1
U06 20 2 20 <1 <1 10 <1 <1
Uo7 <1 1 000 1 000 <1 <1 5 <1 50
Uo08 <1 1 10 <1 <1 10 <1 5
U09 <1 1 000 1 000 <1 10 2 2 200
Ulo0 <1 1 000 1 000 <1 <1 2 <1 <1
Ull <1 1 000 20 <1 <1 10 <1 20
Ul2 <1 1 000 1 000 <1 50 10 10 50
Ul3 <1 1 000 1 000 <1 <1 10 <1 20
Ulsa <1 1 000 20 <1 10 10 <1 50
Ul5 <1 1 1 000 <1 10 <1 <1 20
Uleé <1 <1 1 000 <1 <1 10 <1 20
ul7 <1 2 20 <1 <1 10 <1 <1
Ul8 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1l
Uls <1 1 000 1 000 1 100 20 <1 50
U20 <1 500 1 000 <1 10 2 <1 50
U21 <1 1 000 1 000 <1 <1 10 <1 50
U22 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
U23 <1 500 1 000 <1 <1 2 <1 50
U24 <1 500 1 000 <1 20 10 <1 20
U25 <1 1 000 1 000 <1 <1 10 <1 50
U26 <1 2 20 <1 <1 10 <1 <1
u27 1 1 000 200 <1 50 2 5 100
U28 <1 5 20 <1l <1 <1 <1 <l
U29 <1 1 000 1 000 <1 50 10 <1 50
U30 <1 1 000 50 <1 10 10 <1 <1
U31 <1 1 000 20 <1 <1 5 <1 20
U32 <1 5 1 000 <1 <1 <1 <1 20
U33 <1 1 20 <1 <1l 5 <1 <1
U34 50 1 000 50 <1 <1 <1 <1 20
U35 2 1 000 1 000 <1 10 5 1 20
U36 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 100
U37 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
U38 1 500 1 000 <1l <1 10 <1 50
U39 1 500 20 <1 2 <1 <1 100
U40 1 1 000 1 000 <1 <1 10 <1 20
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TABELA 2. Continuagado.
DROGAS (ug/ml)
AMOSTRAS
Nx Ap Cm Am Km Sm Ge Te
U4l <1l 1 50 <1 <1 20 <1 <1
U42 1 1 000 1 000 <1 50 2 2 100
U43 <1 1 000 1 000 <1 <1l 10 <1 <1
U44 1 1 000 200 <1 50 2 2 100
U45 <1l <1 500 <1 <1 <1 <1 20
U46 <1 1 000 1 000 <1 10 10 <1 20
U47 <1l 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
U48 <1 1 000 1 000 <1 <1 1 <1 50
U49 <1 1 000 1 000 <1 <1l 10 <1 20
U50 <1l 1 20 <1 <1 1 <1l 50
U51 <1 1 000 20 <1 <1l <1 <1 <1
U52 1 500 1 000 5 5 10 1 200
U53 <1 500 1 000 <1 5 <1 <1l <1
U54 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
U55 <1l 1 000 1 000 <1 5 2 <1 50
U56 <1 2 50 <1 <1 10 <1 2
U57 1 500 1 000 <1 5 10 <1 200
U58 1 1 000 1 000 <1 5 20 <1l 500
U59 1 200 1 000 <1 <1 10 <1l 200
U60 1 500 1 000 <1 <1 10 <1 100
U6l 1 200 1 000 <1 5 5 <1 50
U62 <1 2 20 <1 2 <1 <1l <1
U63 <1 10 20 <1 <1l <1 <1 <1
U6b4 2 2 100 <1 <1 1 <1l 10
FO1l <1 1 000 1 000 <1 <1l <1 <1 100
F02 50 100 1 000 <1 <1 <1 <1l 2
FO3 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
FO4 <1l 1 000 1 000 <1l 1 000 10 <1 100
FO5 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
F06 <1 2 1 000 <1 <1 <1 <1 50
FO7 <1 1 000 1 000 <1 <1 <1 <1 <1
FO8 <1 1 000 1 000 1 50 5 <1l 100
F09 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
F10 1 20 50 <1l <1 <1 <1l 1
Fll <1 2 20 <1 <1 <1 <1 50
Fl2 <1 5 1 000 <1 <1 <1 <1 50
F13 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
Fl4 2 1 000 1 000 <1 20 2 2 50
Fl5 1 1 000 20 1 5 2 <1 <1
Fl6 <1 10 20 <1l <1l <1l <1l <1
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TABELA 2. Conelusao.
DROGAS (ug/mt)
AMOSTRAS
Nx Ap Cm Am Km Sm Ge Te

F17 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1l
F18 100 500 1 000 <1 1 2 <1 100
F19 <1 1 000 20 <1 <1 5 <1 <1
F20 <1 5 20 <1 <1 <1 <1 <1
F21 2 2 20 <1 <1 1 <1 20
F22 <1 2 20 <1 10 2 <1 50
F23 <1 2 20 <1 <1 <1 <1l <1
F24 1 500 1 000 <1 10 10 <1 200
F25 1 500 1 000 <1 10 10 2 200
F26 1 100 1 000 <1 5 10 <1 50
F27 1 200 1 000 <1 10 10 <1 200
F28 <1 20 20 <1 <1 <1 <1l 200
F29 1 100 1 000 <1 5 10 <1 200
F30 <1 1 20 <1 <1 <1 <1 <1
F31 100 2 50 <1 <1 5 <1 1
F32 2 1 000 1 000 <1 <1 1 <1 50
F33 <1 2 20 <1 <1 <1 <1l <1
F34 1 10 50 <1 <1 1 <1 20
F35 <1 2 20 <1 <1l 1 <1l <1
F36 <1 2 20 <1 <1 2 <1 50
F37 <1 20 20 <1 <1 <1l <1l <1
F38 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 <1
F39 2 2 100 <1 <1 10 <1l 20
F40 <1 2 1 000 <1l <1 1 <1 50
F41 <1 1 000 1 000 <1 <1l 5 <1 <1
F42 <1 2 20 <1 <1l <1 <1 100
F43 <1 1 000 1 000 <1 <1 2 <1 <1
F44 <1 1 20 <1 <1 <1l <1 <1
F45 1 2 20 1 <1 1 <1 <1
F46 2 2 50 <1 <1 10 <1 20
F47 <1 1 000 20 <1 <1 <1l <1 <1
F48 <1 2 500 <1 5 <1 <1 50
F49 <1 20 20 <1 <1 <1l <1 <1
F50 <1 1 000 1 000 <1 5 1 <1l 100
F51 <1 2 20 <1 <1 <1 <1 50
F52 <1 2 20 <1 <1 <1l <1 <1
F53 <1 500 20 <1 <1 5 <1 50
F54 1 100 20 <1l <1 <1 <1 <1
F55 1 1 000 20 <1 <1 <1 <1 <1
F56 1 2 20 <1 <1 5 <1l <1l

d<1 = menor que 1 ug/ml.



TABELA 3. Numero de amostras de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, dispostas segundo os niveis de

resisténcia apresentados frente a oito drogas.

NTVEIS DE DROGAS
RESISTENCIA
(itg/m1) Nx Ap Cm Am Km Sm Ge Te
<1 83(47)2 2(2) 0 115(62) 83(40) 45(16) 110(56) 47(21)
1 25(13) 7(5) 0 4(1) 1(0) 11(4) 2(2) 2(0)
2 7(2) 38(14) 0 0 2(2) 14(8) 6(4) 2(1)
5 0 4(2) 0 1(1) 11(6) 12(6) 1(1) 1(1)
10 0 3(1) 1(1) 0 12(8) 35(27) 1(1) 1(1)
20 1(1) 4(0) 52(21) 0 2(1) 3(3) 0 17(13)
50 2(1) 0 9(5) 0 6(5) 0 0 28(16)
100 2(0) 4(0) 2(1) 0 1(1) 0 0 12(6)
200 0 3(2) 2(2) 0 1(1) 0 0 9(4)
500 0 13(9) 2(1) 0 0 0 0 1(1)
1 000 0 42(29) 52(33) 0 1(0) 0 0 0

20s numeros entre parenteses referem-se as amostras isoladas de urina.

6%
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FIGURA 1. Representacao grafica do nivel de resistencia de 120 amostras
de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, frente ao aci-
do nalidixico.
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FIGURA 2. Representacao grafica do nivel de resistencia de 120 amostras
de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, frente a ampi-
cilina.
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FIGURA 3. Representacao grafica do nivel de resisténcia de 120 amostras
de Fscherichia coli isoladas de urina e fezes, frente ao clo-
ranfenicol.
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FIGURA 4. Representacao grafica do nivel de resistencia de 120 amostras
de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, frente a ami-

cacina.
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FIGURA 5. Representagao grafica do nivel de resisténcia de 120 amostras
de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, frente a cana-
micina.
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FIGURA 6. Representagao grafica do nivel de resistencia de 120 amostras
de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, frente a es-
treptomicina.
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FIGURA 7. Representagao grafica do nivel de resisténcia de 120 amostras

de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, frente a gen-
tamicina.
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FIGURA 8. Representacao grafica do nivel de resistencia de 120 amostras
de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, frente a te-
traciclina.
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4,2 NIVEIS E MODELOS DE RESISTENCIA

Dentre as 120 amostras de E. coli isoladas de urina e
fezes, 27 delas foram classificadas como sensiveis 3ds drogas
ensaiadas, através da analise das Figuras 1 a 8.

Assim, a Tabela 4 relaciona as 93 amostras de E. coli
resistentes a uma ou mais drogas, apresentando os niveis e
modelos de resisténcia respectivos. As amostras classifica-
das como sensiveis a uma droga determinada foi atribuida a

letra s e omitido o referido nivel de resisténcia.
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TABELA 4. Niveis e modelos de resisténcia de 93 amostras de Escherichia
coli isoladas de urina e fezes, frente a oito drogas.

DROGAS (ug/ml)

Nx Ap  Cm Am  Kn Sm Ge Te RESISTENCIA
U0l s 1000 1 000 s 10 s s 50 ApCmKmTe
U02 s 1 000 s ] s 10 s s ApSm
Uo3 s s S S s 10 s s Sm
U04 s 1000 1000 s 200 s 2 50 ApCmKmGeTe
U05 S s S S s 10 s s Sm
U06 20 s s S s 10 s s NxSm
Uo7 s 1 000 1 000 s s s s 50 ApCmTe
uo8 s s s S s 10 s s Sm
U09 s 1 000 1 000 s 10 s 2 200 ApCmKmGeTe
Ulo s 1 000 1 000 s s ] s S ApCm
Ull s 1 000 s s s 10 s 20 ApSmTe
Ul2 s 1 000 1 000 s 50 10 10 50 ApCmKmSmGeTe
U13 s 1000 1000 s s 10 s 20 ApCmSmTe
Ul4 s 1 000 s s 10 10 s 50 ApKmSmTe
Ul5 s s 1 000 S 10 s s 20 CmKmTe
Ul6 s s 1 000 s s 10 S 20 CmSmTe
Ul7 s s ] s s 10 s s Sm
Ul9 s 1000 1 000 s 100 20 S 50 ApCmKmSmTe
U20 s 500 1 000 s’ 10 s s 50 ApCmKmTe
U21 s 1 000 1 000 s s 10 S 50 ApCmSmTe
U23 S 500 1 000 S s s S 50 ApCmTe
U24 s 500 1 000 s 20 10 s 20 ApCmKmSmTe
U25 s 1000 1 000 s s 10 s 50 ApCmSmTe
U26 s s S S s 10 S s Sm
u27 s 1 000 200 S 50 s 5 100 ApCmKmGeTe
U29 s 1000 1 000 S 50 10 s 50 ApCmKmSmTe
U30 s 1 000 S s 10 10 s S ApKmSm
U31 s 1 000 s s s s s 20 ApTe
U32 s s 1 000 s ] s s 20 CmTe
U34 50 1 000 s s s s s 20 NxApTe
U35 s 1000 1 000 s 10 s s 20 ApCmKmTe
U36 s s s s s s s 100 Te
U38 s 500 1 000 s s 10 s 50 ApCmSmTe
U39 s 500 s s 2 s s 100 ApKmTe
U40 s 1 000 1 000 s s 10 s 20 ApCmSmTe
U4l s s s s s 20 s s Sm
U42 s 1000 1 000 S 50 s 2 100 ApCmKmGeTe
U43 s 1000 1 000 s s 10 S s ApCmSm
U4 s 1 000 200 s 50 s 2 100 ApCmKmGeTe
U45 s s 500 s S s s 20 CmTe
U46 s 1 000 1 000 s 10 10 s 20 ApCmKmSmTe
U48 s 1 000 1 000 s s s s 50 ApCmTe
U49 s 1 000 1 000 s s 10 s 20 ApCmSmTe
U50 s s ] s s s s 50 Te
U51 s 1 000 S s s s s s Ap
U52 s 500 1 000 5 5 10 s 200 ApCmAmKmSmTe
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TABELA 4. Conelusao.
AMOSTRAS DROGAS  (g/m1) MODELOS DE
N Ap  Cm Am  Km Sm Ge Te RESISTENCIA

U53 s 500 1 000 s 5 S S s ApCmKm
U55 s 1 000 1 000 s 5 s s 50 ApCmKmTe
U56 s s s s s 10 s s Sm
U57 s 500 1 000 s 5 10 s 200 ApCmKmSmTe
U58 s 1 000 1 000 s 5 20 s 500 ApCmKmSmTe
U59 s 200 1 000 s s 10 s 200 ApCmSmTe
U60 s 500 1 000 s s 10 s 100 ApCmSmTe
U6l s 200 1 000 s 5 s s 50 ApCmKmTe
U62 s s S s 2 s s S Km
U64 s s s s s s s 10 Te
FOl s 1 000 1 000 s s s s 100 ApCmTe
F02 50 100 1 000 s s s s s NxApCm
FO04 s 1 000 1 000 s 1 000 10 s 100 ApCmKmSmTe
F06 s s 1 000 s s s s 50 CmTe
FO7 s 1 000 1 000 s s s s S ApCm
FO8 s 1 000 1 000 s 50 s s 100 ApCmKmTe
Fll s s s s s s s 50 Te
Fl1l2 s s 1 000 s s s s 50 CmTe
Fl4 s 1 000 1 000 s 20 s 2 50 ApCmKmGeTe
F15 s 1 000 s s 5 s s s ApKm
F18 100 500 1 000 s s s s 100 NxApCmTe
F19 s 1 000 s s s s s s Ap
F21 s s s s s s s 20 Te
F22 s s s s 10 s s 50 KmTe
F24 s 500 1 000 s 10 10 s 200 ApCmKmSmTe
F25 s 500 1 000 s 10 10 2 200 ApCmKmSmGeTe
F26 s 100 1 000 s 5 10 s 50 ApCmKmSmTe
F27 s 200 1 000 s 10 10 s 200 ApCmKmSmTe
F28 s S s s s s s 200 Te
F29 s 100 1 000 s 5 10 s 200 ApCmKmSmTe
F31 100 s s s s s s s Nx
F32 s 1000 1 000 s S S S 50 ApCmTe
F34 s s s s s s S 20 Te
F36 s s s s s s s 50 Te
F39 s s s s s 10 s 20 SmTe
F40 s s 1 000 s s S s 50 CmTe
F4l s 1 000 1 000 s s s S s ApCm
F42 s s s s s s s 100 Te
F43 s 1 000 1 000 s s s s s ApCm
F46 s s s s s 10 s 20 SmTe
F47 s 1 000 s s s s s s Ap
F48 s s 500 s 5 s s 50 CmKmTe
F50 s 1 000 1 000 s 5 s s 100 ApCmKmTe
F51 s s s s s s s 50 Te
F53 s 500 s s s s s 50 ApTe
F54 s 100 s s s s s s Ap
F55 s 1 000 s s s s s s Ap
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4,3 NUMERO E PORCENTAGEM DE AMOSTRAS
RESISTENTES E SENSIVEIS

Nas Tabelas 5, 6 e 7 constam o numero e a porcentagem

de amostras de E. cof{ isoladas de urina e fezes, classifica-

das como resistentes e sensiveis frente a oito drogas. A Fi-

gura 9 apresenta a porcentagem de amostras resistentes de E.

coli para cada uma das drogas ensaiadas.

TABELA 5. Numero e porcentagem de amostras de Escherichia coli isoladas
de urina e fezes, classificadas como sensiveis, mono e polir-
resistentes.

AMOSTRAS NOMERO PORCENTAGEM (%)
Sensiveis 27 ) 22,50
Monorresistentes 24 , 20,00
Polirresistentes 69 57,50
TOTAL 120 100,00

TABELA 6. Numero e porcentagem de amostras de Escherichia coli isoladas
de urina e fezes, classificadas como resistentes e sensiveis,
dispostas segundo a droga ensaiada.

AMOSTRAS
DROGAS RESISTENTES SENSTVEIS
Numero Porcentagem (%) Numero Porcentagem (7%)
Nx 5 4,17 115 95,83
Ap 62 51,67 58 48,33
Cm 56 46,67 64 53,33
Am 1 0,83 119 99,17
Km 36 30,00 84 70,00
Sm 38 31,67 82 68,33
Ge 8 6,67 112 93,33
Te 68 56,67 52 43,33
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TABELA 7. Numero e porcentagem de amostras de Escherichia coli classi-
ficadas como resistentes frente a oito drogas e dispostas se-
gundo o material de origem.

AMOSTRAS RESISTENTES

DROGAS URINA FEZES
NUmero Porcentagem (7) Numero Porcentagen (7)
Nx 2 3,12 3 5,36
Ap 40 62,50 22 39,28
Cm 36 56,25 20 35,71
Am 1 1,56 0 0,00
Km 24 37,50 12 21,43
Sm 30 46,88 8 14,28
Ge 6 9,38 2 3,57
Te 41 64,06 27 48,21

B urina
100 . [ fezes
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FIGURA 9. Representacao grafica da porcentagem de amostras resistentes
de Escherichia coli isoladas de urina e fezes, frente a oito
drogas.
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4.4 AssociagAo ENTRE RESISTENCIA A DROGAS
E MATERIAL DE ORIGEM

Objetivando determinar se as amostras classificadas
como resistentes revelavam uma frequéncia diferencial em fun-
cao do material de origem, ordenaram-se os dados que s3o apre-

sentados nas Tabelas 8 a 17.

TABELA 8. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis frente a oito drogas, classificadas segundo o material
de origem,e valor do teste de X?.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes

Resistentes 56 37 93

Sensiveis 8 19 27

TOTAL 64 56 120

x2 = 6,68**

TABELA 9. Numero de amostras de Escherichia coli mono e polirresisten-
tes, classificadas segundo o material de origem,e valor do
teste de x2.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes
Monorresistentes 12 12 24
Polirresistentes 44 25 69
TOTAL 56 37 93

x> = 2,04 ns.
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TABELA 10. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis ao acido nalidixico, classificadas segundo o material
de origem,e valor do teste de X?.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes
Resistentes 2 3 5
Sensiveis 62 53 115
TOTAL 64 56 120
2 _
X° = 0,02 ns

TABELA 11. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis a ampicilina, classificadas segundo o material de ori-
gem, e valor do teste de X?.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes
Resistentes 40 22 62
Sensiveis 24 34 58
TOTAL 64 56 120
XZ = 5,557’6

TABELA 12. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis ao cloranfenicol, classificadas segundo o material de
origem,e valor do teste de xz.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes

Resistentes 36 20 56

Sensiveis 28 36 64

TOTAL 64 56 120

X? = 4,27%
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TABELA 13. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis a amicacina, classificadas segundo o material de origem,
e valor do teste exato de Fisher.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes

Resistentes 1 0 1

Sensiveis 63 56 119

TOTAL 64 56 120

p = 53,337

TABELA 14. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis a canamicina, classificadas segundo o material de ori-
gem,e valor do teste de X,

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes

Resistentes 24 12 36

Sensiveis 40 44 84

TOTAL 64 56 120

x? = 2,95 ns

TABELA 15. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis a estreptomicina, classificadas segundo o material de
origem, e valor do teste de X*.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes

Resistentes . 30 8 38

Sensiveis 34 48 82

TOTAL 64 56 120

X2 = 13,19***
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TABELA 16. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
velis a gentamicina, classificadas segundo o material de ori-
gem, e valor do teste de X?.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes

Resistentes 6 2 8

Sensiveis 58 54 112

TOTAL 64 56 120

x> = 0,82 ns

TABELA 17. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis a tetraciclina,class}ficadas segundo o material de ori-
gem, e valor do teste de X .

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes

Resistentes 41 27 68

Sensiveis 23 29 52

TOTAL 64 56 120

x> = 2,41 ns

4,5 CORRELAGAO ENTRE DROGAS

Na tentativa de se verificar simultaneidade de resis-
téncia, drogas para as quais se encontraram 10% ou mais deamos-
tras resistentes foram correlacionadas duas a duas. Desse
modo, com base nos dados da Tabela 6, o acido nalidixico, a
amicacina e a gentamicina ndo foram levados em consideragao

por caracterizarem populagOes essencialmente sensiveis.
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Assim, as Tabelas 18 a 27 apresentam as 93 amostras
resistentes de E. coli submetidas & verificagdo de correla-
géo entre ampicilina, cloranfenicol, canamicina, estreptomi-
cina e tetraciclina. Nas tabelas em que nao se observou as-
sociagao entre varidveis, através da aplicacao do teste de

2

X°, foi omitido o respectivo coeficiente §.

TABELA 18. Numero de amostras de Escherichia coli isoladas de urina e
fezes, resistentes e sensiveis a ampicilina e ao cloranfeni-
col, valor do teste de X* e coeficiente 0.

CLORANFENICOL

AMPICILINA TOTAL
Resistentes Sensiveis

rResistentes 48 14 62

Sensiveis 8 23 31

TOTAL 56 37 93

X* = 17,86™** B = 0,44

TABELA 19. Numero de amostras de FEscherichia coli isoladas de urina e
fezes, resistentes e sensiveis a ampicilina e a canamicina,
valor do teste de X* e coeficiente @.

CANAMICINA
AMPICILINA TOTAL
Resistentes Sensiveis
Resistentes 32 30 62
Sensiveis 4 27 31
TOTAL 36 57 93

X2 = 11,477‘:*7‘: # = 0,35
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TABELA 20. NUmero de amostras de Escherichia coli isoladas de urina e
fezes, resistentes e sensiveis & ampicilina e 3 estreptomi-
cina e valor do teste de Xx2.

ESTREPTOMIC INA

AMPICILINA : P TOTAL
Resistentes Sensiveis

Resistentes 27 35 62

Sensiveis 11 20 31

TOTAL 38 55 93

x> = 0,27 ns

TABELA 21. Numero de amostras de Escherichia coli isoladas de urina e
fezes, resistentes e sensiveis a ampicilina e a tetraciclina
e valor do teste de f.

TETRACICLINA

AMPICILINA TOTAL
Resistentes Sensiveis

Resistentes 47 15 62

Sensiveis 21 10 31

TOTAL 68 25 93

x? = 0,34 ns

TABELA 22. Numero de amostras de Escherichia coli isoladas de urina e
fezes, resistentes e sensiveis ao cloranfenicol e a canami-
cina, valor do teste de X? e coeficiente §.

CANAMICINA
CLORANFENICOL TOTAL
Resistentes Sensiveis
Resistentes 30 26 56
Sensiveis 6 31 37
TOTAL 36 57 93

x? = 11,58%%* @ = 0,35
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TABELA 23. Numero de amostras de Escherichiaq coli isoladas de urina e
fezes, resistentes e sensiveis ao cloranfenicol e 3 estrep-
tomicina e valor do teste de X2.

ESTREPTOMIC INA
CLORANFENICOL TOTAL
Resistentes Sensiveis
Resistentes 24 32 56
Sensiveis 14 23 37
TOTAL 38 55 93
2 _

x* = 0,07 ns

TABELA 24. Numero de amostras de FEscherichia coli isoladas de urina e
fezes, resistentes e sensiveis ao cloranfenicol e a tetraci-
clina, valor do teste de X> e coeficiente 0.

TETRACICLINA
CLORANFENICOL TOTAL
Resistentes Sensiveis

Resistentes 49 7 56
Sensiveis 19 18 37

TOTAL 68 25 93

x? = 13,03%** g = 0,37

TABELA 25. Numero de amostras de Escherichia coli isoladas de urina e

fezes, resistentes e sensiveis a canamicina e a estreptomi-
cina e valor do teste de X?.

ESTREPTOMICINA

CANAMICINA TOTAL
Resistentes Sensiveis

Resistentes 16 20 36

Sensiveis 22 35 57

TOTAL 38 55 93

x> = 0,12 ns
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TABELA 26. Numero de amostras de Escherichia coli isoladas de urina e

fezes, resistentes e sensiveis a canamicina e 3 tetraciclina

b
valor do teste de X?> e coeficiente 0.

TETRACICLINA

TABELA

CANAMICINA TOTAL
Resistentes Sensiveis

Resistentes 32 4 36

Sensiveis 36 21 57

TOTAL 68 25 93

x* = 6,18*% g = 0,26

27. Numero de amostras de Escherichia coli isoladas de urina e
fezes, resistentes e sensiveis a estreptomicina e a tetraci-
clina e valor do teste de X*.

TETRACICLINA

ESTREPTOMICINA TOTAL
Resistentes Sensiveis

Resistentes 27 11 38

Sensiveis 41 14 55

TOTAL 68 25 93

x> = 0,37 ns

4,6 TRANSFERENCIA DE MARCAS DE RESISTENCIA

A transferéncia de marcas de resisténcia foi pesqui-

sada em 16 amostras de E. cofi isoladas de urina e fezes ,

selecionadas por apresentarem simultaneamente, na sua quase

totalidade, marcas para a ampicilina, cloranfenicol, canami-

cina e tetraciclina.
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Os modelos de resisténcia e as marcas de transferéncia

ensaiadas (Ap, Cm, Km e Te) encontram-se sumariados na Tabe-

la 28.

TABELA 28. Modelos de resistencia de 16 amostras de Escherichia coli
e marcas transferidas para Esche-

isoladas de urina e fezes
richia coli K12.

AMOSTRAS RESISTENCIA TRANSFER10A ()

Uo1 Ap Cm Km Te -4

Uo4 Ap Cm Km Ge Te Ap Cm Km Te
Uo7 Ap Cm Te -

U20 Ap Cm Km Te -

U35 Ap Cm Km Te -

U42 Ap Cm Km Ge Te -

Us44 Ap Cm Km Ge Te Ap Km

U48 Ap Cm Te -

U55 Ap Cm Km Te -

U6l Ap Cm Km Te -

FO04 Ap Cm Km Sm Te Cm Km

FO8 Ap Cm Km Te -

F24 Ap Cm Km Sm Te -

F25 Ap Cm Km Sm Ge Te -

F27 Ap Cm Km Sm Te -

F50 Ap Cm Km Te Ap Cm Km Te

2 Sinal indicativo de ausencia de

ensaiadas.

transferencia para as marcas
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4.7 ProbugAo DE COLICINAS

Das 120 amostras de E. coli{ ensaiadas e listadas na
Tabela 2, 22 apresentaram capacidade colicinogénica, a saber:
vo3, uo5, uoe, uU©O8, Ul8, U2l1l, U26, U33, U36, U37, U52, US6,
u57, F02, FO5, FO06, FO9, Fll, F40, F47, F55 e F56.

A porcentagem e o nimero dessas amostras colicinogé-
nicas, dispostas segundo o material de origem, constam nas

Tabelas 29 e 30.

TABELA 29. Numero e porcentagem de amostras de Escherichia coli isola-
das de urina e fezes, colicinogenicas e nao colicinogenicas
frente a Escherichia coli K12.

AMOSTRAS
COLICINOGENIA
Ndmero Porcentagem (%)
Colicinogenicas 22 18,33
Nao colicinogenicas 98 81,67
TOTAL 120 100,00

TABELA 30. Numero de amostras de Escherichia coli colicinogenicas e nao
colicinogenicas, classificadas segundo o material de origem,
e valor do teste de x2.

MATERIAL DE ORIGEM

AMOSTRAS TOTAL
Urina Fezes
Colicinogenicas 13 9 22
Nao colicinogenicas 51 47 98
TOTAL 64 56 120

x> = 0,13 ns
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4,8 CORRELAGAO ENTRE RESISTENCIA A DROGAS
E CAPACIDADE COLICINOGENICA

A Tabela 31 apresenta as 120 amostras de E. cof{ colici-
nogénicas e nao colicinogénicas, classificadas como sensiveis
a oito drogas e resistentes a uma ou mais drogas ensaiadas.

A correlagao entre colicinogenia e presenca de uma ou
mais marcas de resisténcia nas 93 amostras de E. coli resis-

tentes encontra-se na Tabela 32.

TABELA 31. Numero de amostras de Escherichia coli resistentes e sensi-
veis, classificadas segundo a capacidade colicinogenica, e
valor do teste de X*.

COLICINOGENIA

AMOSTRAS TOTAL

Colicinogeénicas Nao colicinogenicas
Resistentes 16 77 93
Sensiveis 6 21 27
TOTAL 22 98 120
x* = 0,10 ns

TABELA 32. Numero de amostras de Escherichia coli mono e polirresisten—
tes, classificadas como colicinogenicas e nao colicinogeni-
cas, valor do teste de x? e coeficiente 0.

COLICINOGENIA

AMOSTRAS - - TOTAL
Colicinogénicas Nao colicinogenicas
Monorresistentes 9 15 24
Polirresistentes 7 62 69
TOTAL 16 77 93

x2 = 7,53*7’: Q

0,28



5 DiscussAo E CONCLUSOES

5.1 RESISTENCIA A DROGAS

A representacao grafica dos niveis de resisténcia das
120 amostras de E. cofi isoladas de urina e fezes (Figuras 1
a 8) revelou curvas bimodais ou aproximadamente bimodais, as
quais possibilitaram a classificagao das amostras em resis-
tentes e sensiveis frente as drogas ensaiadas. A analise de
cada figura revelou que para o acido nalidixico (Figura 1)
as amostras distribuiram-se preferencialmente em baixas con-
centragoes (<la 2ug/ml), sendo estabelecido para a populacao
sensivel o nivel maximo de resisténcia de 5 ug/ml. Assim,
115 amostras foram classificadas como sensiveis, em oposigao
a cinco amostras resistentes.

Com relacao a ampicilina (Figura 2), as amostras dis-
tribuiram-se em duas populagoes bem definidas: uma sensivel,
constituida por 58 amostras com niveis de resisténcia infe-
riores a 50 u#g/ml; e outra resistente, onde 62 amostras
apresentaram niveis superiores a 50 ug/ml.

Para o cloranfenicol (Figura 3), a distribuigéo das
amostras foi mais intensa nas concentragoes intermediarias e
altas, nao havendo um limite distinto entre as amostras consi-

deradas sensiveis e as resistentes. Foi atribuido a populagao
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sensivel o nivel maximo de resisténcia de 100 pug/ml. Desse
modo, 64 amostras foram classificadas como sensiveis, apre-
sentando niveis de resisténcia compreendidos entre 10 e
100 ug/ml, contrapondo-se a 56 amostras resistentes.

Com relagao & amicacina (Figura 4), a grande maioria
das amostras apresentou niveis de resisténcia inferiores a
1 #g/ml, tendo sido possivel, no entanto, caracterizar duas
populacoes distintas. Como nivel maximo de resisténcia da
populacao sensivel foi estabelecida a concentragdao de 2 ug/ml,
resultando na classificacao de uma tnica amostra como resis-
tente.

Para a canamicina (Figura 5), uma separagao de amos-
tras resistentes e sensiveis mostrou que uma curva bimodal
pdde ser definida nas concentragoes mais baixas. Assim, 84
amostras foram consideradas sensiveis, apresentando niveis
de resisténcia iguais ou inferiores a 1 ug/ml, enquanto que
niveis superiores foram encontrados em 36 amostras classifi-
cadas como resistentes.

Com referéncia 3 estreptomicina (Figura 6), a distri-
buicdo das amostras apresentou concentracgoes preferenciais
baixas e intermedidrias. A populagcao sensivel, constituida
por 82 amostras, foi atribuido o nivel maximo de resisténcia
de 5 ug/ml. Desse modo, foram classificadas como resisten-
tes 38 amostras que apresentaram niveis de 10 e 20 ug/ml, nao
sendo observados niveis de resisténcia superiores a 20 ug/mi.

Para a gentamicina (Figura 7), a grande maioria das
amostras foi classificada como sensivel, apresentando niveis

de resisténcia igquais ou inferiores a 1 wug/ml. A populagao
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resistente constituiu-se de oito amostras com niveis varian-
do entre 2 e 10 ug/ml.

Com relagao & tetraciclina (Figura 8), foi possivel
caracterizar a populacao sensivel como constituida por 52
amostras, estabelecendo-se o nivel maximo de resisténcia de
5 umg/ml. Portanto 68 amostras foram classificadas como re-
sistentes, apresentando niveis compreendidos entre 10 e
500 mg/ml.

A distribuigéo das amostras frente & ampicilina, ca-
namicina e tetraciclina (Tabela 3 e Figuras 2, 5 e 8) reve-
lou uma ampla variabilidade, uma vez que se encontraram amos-
tras enquadradas em quase todas as concentragoes ensaiadas
da droga. Outras drogas revelaram menor variabilidade em re-
lagao aos niveis de resisténcia.

Para o cloranfenicol (Figura 3), a distribuigéo das
amostras apresentou-se mais intensa nas concentragoes inter-
medidrias e altas, indicando ser elevada a resisténcia de
E. coli a essa droga.

J& para o acido nalidixico, amicacina e gentamicina,
a analise das Figuras 1, 4 e7 e o confronto destas com a Ta-
bela 7 revelaram que as amostras se apresentaram essencial-
mente sensiveis ao efeito inibitdrio dessas drogas, distri-
buindo-se preferencialmente nas concentragoes baixas. Com
base nessa observacgao, pode-se sugerir que essas drogas se-
riam efetivas contra E. col«L.

A observacdo do efeito inibitdrio do acido nalidixico
e da gentamicina foi concordante com os resultados apresen-

tados por TRABULSI e cols. (1970), DATTA (1971), SOUZA (1975),



73

BIAGI (1982), SILVA e cols. (1983) e TEIXEIRA e cols. (1984), os
quais demonstraram a eficiéncia dessas drogas contra E. cold,
Shigella e amostras fitopatogénicas, através da caracteriza-
cao de populagoes bacterianas sensiveis.

No presente trabalho, os niveis minimos e maximos de
resisténcia das populagoes sensiveis e resistentes frente as
drogas ensaiadas (Figuras 1, 2, 4, 5, 6, 7 e 8), excetuando-
se o cloranfenicol, de um modo geral aproximaram-se dos des-
critos por TRABULSI e cols. (1970), com base no mesmo método
de classificagao. Com referéncia ao cloranfenicol, esses au-
tores relataram uma distribuicao preferencial de 330 amos-
tras de Shigeffa nas concentragoes baixas e intermediarias.
Essa distribuigéo diferiu da presentemente estudada, na qual
nao se observaram amostras de E. cofd com niveis de resistén-
cia inferiores a 10 ug/ml da droga. Tais resultados sugerem
que, com o passar do tempo, a selegao de amostras resisten-
tes ao cloranfenicol se estaria processando.

A freqliéncia de amostras resistentes (Tabela 5) com-
parativamente a relatada por SOUZA (1975), autor que reali-
zou pesquisa semelhante em Belo Horizonte, foi consideravel-
mente maior. Convém ressaltar que as diferengas observadas
podem ter decorrido do ano e da localidade em que foi efe-
tuada a pesquisa, bem como dos diferentes critérios adotados
para selecdao dos pacientes, tais como: idade e restrigao
quanto ao uso de medicamentos.

Com relagao & freqiiéncia de amostras resistentes re-
latada por outros autores, constatou-se que a mesma diferiu

do total obtido por SMITH & ARMOUR (1966), MITSUHASHI e cols.
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(1967a, 1967b), BARROS e cols. (1968), ZULIANI & TRABULSI
(1968), LEWIS (1968), TRABULSI e cols. (1970), DATTA (1971)
e SILVA e cols. (1983). Numa rapida apreciagao dos diferen-
tes resultados apresentados por esses autores, notou-se que
Oos mesmos, basicamente, foram concordantes quanto a polirre-
sisténcia ser mais freqiente do que a monorresisténcia. Essa
constatagao foi corroborada pelos resultados apresentados na
Tabela 5.

Ha de se considerar que a comparacao de dados obtidos
por diferentes pesquisadores sofre certas limitagdes, a sa-
ber: as drogas empregadas nao sSao sempre as mesmas; O grau
da sua utilizagao varia de localidade para localidade; a de-
terminacao dos niveis de resisténcia das amostras & feita
através de diferentes técnicas, meios de cultura e bactérias
hospedeiras; e distintos critérios sao adotados para clas-
sificagao das amostras em resistentes e sensiveis.

Consequentemente, a titulo de confronto de resultados,
os mesmos teriam que ser previamente corrigidos em funcao dos
critérios adotados e fatores de ordem técnica, para poste-
riormente ser comparados. Como tal corregao nao era perti-
nente & presente pesquisa, considerou-se suficiente con-
cluir que a fregiiéncia obtida de amostras resistentes de E.
cofi foi superior ao esperado, tomando-se como referéncia o
trabalho efetuado por SOUZA (1975). Adicionalmente, essa fre-
qiéncia provavelmente teria sido maior caso resisténcia a
sulfas tivesse sido ensaiada, podendo-se, assim, detectar
amostras exclusivamente sulfa-resistentes, dentre as consi-

deradas sensiveis.
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Essa ressalva pode também ser aplicada & constatagdo
de amostras exclusivamente resistentes 3 ampicilina, & cana-
micina, & estreptomicina, & tetraciclina e ao acido nalidi-
xXico (Tabela 4); bem como aos modelos de resisténcia mais
freqiientemente observados: ApCmKmSmTe (11,83%), Te (10,75%)
e ApCmSmTe (8,60%). Levando-se em consideragao somente as
drogas ensaiadas no presente trabalho que foram coincidentes
com as empregadas por SOUZA (1975), observou-se que os mode-
los de resisténcia mais frequentes foram semelhantes.

Os resultados expressos na Tabela 8 demonstraram que
a proporgao de amostras resistentes isoladas de urina foi
maior do que a proporgao das isoladas de fezes. Entretanto,
comparando-se o nUmero de marcas de cada amostra resistente
quanto & origem do material (Tabela 9), nao se observou di-
ferenga entre mono e polirresisténcia. Analisando-~se as mar-
cas isoladamente, constatou-se que a frequencia diferencial
de resisténcia foi devida a um maior nimero de amostras de
urina resistentes & ampicilina, estreptomicina e ao cloran-
fenicol (Tabelas 11, 15 e 12).

A maior frequéncia dessas marcas nhas amostras teria
resultado da pressao seletiva decorrente do grande emprego
de ampicilina na terapéutica de infec¢Oes urinarias. As mar-
cas estreptomicina e cloranfenicol estariam sendo seleciona-
das indiretamente, na suposigao de estarem presentes no mes-
mo plasmideo.

O maior nimero de amostras resistentes foi observado
com relagao & tetraciclina, seguindo-se, em ordem decrescen-

te, a ampicilina e o cloranfenicol (Tabela 6 e Figura 9).
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Esses resultados foram semelhantes aos apresentados por ZULIANI
& TRABULSI (1968), TRABULSI e cols. (1970), DATTA (1971) e
SOUZA (1975), e sugestivos de que o problema de resisténcia
a essas drogas se estaria agravando devido ao seu uso cres-
cente e indiscriminado.

Numa tentativa de se verificar o grau de associacao
entre marcas de resisténcia, drogas para as quais se encon-
traram 10% ou mais de amostras resistentes foram correla-
cionadas duas a duas (Tabelas 18 a 27). Os coeficientes @ fo-
ram estatisticamente significativos e revelaram uma correla-
gao positiva fraca a moderada nos casos de simultaneidade de
resisténcia 3d ampicilina, canamicina, tetraciclina e ao clo-
ranfenicol. Essa associagao poderia ser explicada supondo-se
que essas marcas estariam prdximas no mesmo plasmideo R. Con-
tudo, procedendo-se a conjugagao, foi observada transferén-
cia total e parcial das mesmas. Dentre as 16 amostras sele-
cionadas para verificagao de resisténcia plasmidial, apenas
quatro delas transferiram marcas para a receptora E. cofd K12
(Tabela 28). Destas, duas transferiram o modelo completo com
relagao ds marcas ensaiadas.

Dentre os fatores que governam a transferéncia do
plasmideo R, mencionados por ANDERSON (1968); ou dificultam
a sua transferéncia, segundo WATANABE (1963), TOLEDO e cols.
(1970) e HUGHES e cols. (1981), varios se relacionam com a
bactéria receptora utilizada na conjugacao. Desse modo, caso
tivesse sido empregada a linhagem E. cof{ HB10l, mais indi-
cada 3 conjugacao comparativamente & E. cof{ K12, onimero de

amostras a transferir marcas teria sido provavelmente maior.
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A segregagao dos modelos de resisténcia, segundo REIS
(1974) , pode ser explicada como sendo devida a: perda espon-
tanea de marcas; coexisténcia de dois ou mais plasmideos R
nas células hospedeiras; presenca de agregados de plasmi-
deos; ou dissociagao dos plasmideos R co-integrados. Men-
ciona-se, ainda, a possibilidade da existéncia de resisténcia
cromossOmica e extracromossomica, bem como da presenca de
dois ou mais plasmideos R na célula doadora, sendo um deles
incapaz de transferir marca para a receptora (ANDERSON, 1968;

GUERRY e cols., 1974).

5.2 PropugAo DE COLICINAS

Dentre as 120 amostras de E. cofi estudadas, 22 apre-
sentaram-se colicinogénicas frente a E. cofd K12 (Tabela 29).
Esses resultados demonstraram que a frequéncia de colicino-
genia obtida, de um modo geral, foi inferior aos dados apre-
sentados por CHABBERT (1950), REEVES (1965), BRAUDE & SIEMIENSKI
(1965, 1968), VOSTI (1968), DAVIS e cols. (1969), SOUZA (1975)
e ARAI & KOMATSU (1981). Contudo nao se pode descartar a pos-
sibilidade de outras amostras portarem o carater colicinogé-
nico, uma vez que se utilizou somente uma linhagem indicado-
ra para verificacao da producao de colicinas.

Com relacao as amostras classificadas como colicino-
génicas, 13 foram isoladas de urina e nove de fezes, nao sen-
do observada diferenca significativa quanto d origem do ma-

terial. Tal constatacdo foi sugestiva de que a produgao de
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colicinas nao favorece a implantagdo de linhagens colicino-
génicas em ambiente extra-intestinal, particularmente do tra-
to urinario. Entretanto esses resultados diferem dos obti-
dos por BRAUDE & SIEMIENSKI (1965, 1968), HARDY (1975) e SOUZA
(1975). Este UGltimo autor relatou uma freqiéncia maior de
colicinogenia em amostras de fezes, atribuindo & colicina um

papel seletivo no ambiente intestinal.

5.3 CORRELAGAO ENTRE RESISTENCIA A DROGAS
E COLICINOGENIA

Dentre as 93 amostras classificadas como resistentes
frente ds drogas ensaiadas, 16 apresentaram-se simultanea-
mente resistentes e colicinogénicas, conforme dados que cons-
tam na Tabela 31.

Correlacionando-se a resisténcia com a produgao de
colicinas (Tabela 32), foi constatada uma maior tendéncia a
capacidade colicinogénica nas amostras monorresistentes, par-
ticularmente estreptomicina-resistentes.

Resultados semelhantes foram apresentados por LEWIS
(1968) e SouzA (1975), ao estudarem populagoes de E. col<.
Esses autores observaram simultaneidade de caracteres rela-
tivamente 3 colicinogenia e monorresisténcia a drogas. Tanto
estes como outros pesquisadores que estudaram as caracteris-
ticas que conferem vantagem seletiva ds populagoes bacteria-
nas foram concordantes em colocar que o problema & de difi-

cil interpretacgao.
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A titulo de ilustragao, conforme mencionado por SOUZA
(1975), marca de resisténcia devida a genes cromossomicos
confere vantagem seletiva a amostras sensiveis quando em am-
biente isento de droga. Enquanto gue parece nao existir tal

vantagem quando a resisténcia & subordinada a plasmideos R.
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