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SuMARIo: Estudando a incidéncia de fatores infecciosos de resisténcia, em amostras de
Salmonella, foi verificado apresentarem as amostras de S. typhi uma fraca habilidade

receptora inicial a esses fatores.

ECOMBINACOES geneéticas entre

Escherichia coli € Salmonella foram
descritas por Baron (2, 3) e intensiva-
mente estudadas por varios pesquisa-
dores, mostrando ser constante a baixa
capacidade receptora das Salmonella.

Baron, Carey e Spilman (2) iso-
laram, ao acaso, uma amostra de
Sclmonella com boa capacidade recep-
tora, a qual foi capaz de, em recruza-
mentos, produzir recombinantes em
freqliéncia muito mais alta que a
amostra original, o que os levou a pro-
pcr, que a baixa freqiiéncia de recom-
binacao inicial observada representa-
va a selecao de uma rara amostra
“mutante” receptora, em uma cultura
ezteril. .
Jonhson, Falkow e Baron (5) de-
monstraram, mails tarde, que o au-
mento da capacidade receptora de hi-
bridos formados do cruzamento entre
E. coli e S. Typhi era devido a presenca

de material genético de E. coli inte-
grado ao cromossomo da Salmonella.
Miyake (10, 11) descreveu recombi-
nantes em cruzamentos entre E. col:
Hfr e Salmonella typhimurium Lt- T mut,
em freqiiéncia muito baixa. Essas po-
pulacoes LT- 7 mut foram considera-
das heterogéneas no que dizia respeito
4 capacidade de cruzar com E. coli Hfr
doadora, supondo Miyake serem essas
amostras constituidas de uma mistura
de células, férteis e inférteis, cerca de
1:100, em que apenas as primeiras
eram capazes de se recombinar com
E. coli Hfr. Essas receptoras ferteis
LT- 7 “fer’, com alta capacidade re-
cef)tora, haviam sido obtidas de uma
populacdo de Salmonella mut, as quais
nunca haviam estado em contato com

E. coli.

Estudos feitos por Okada ¢ Wa-
tanabe (13) demonstraram que amos-
tras de S. 1yphimurium sao geralmente
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receptoras pobres para a transferén-
cia de fatores R e para o fator sexo
F de E. col.

Kondo e Mitsuhashi (8) estudan-
do a capacidade de amostras de S$al-
monella typhi agirem como receptoras
de fago PICM, encontraram, nessas
amostras, uma baixa capacidade de
adsorcao quando cruzadas com E. cols
F+ lisogénica para o referido fago. Os
autores explicaram este fato como

~sendo bastante semelhante ao apre-

sentado por amostras de Salwonella
typhi, que quando cruzadas com E. col;
Hfr apresentavam uma baixa, porém,
homogeénea, capacidade receptora a
fatores F.

Como resultado dessas experién-
cias, ficou evidenciado que as células
de uma populacao de Salmonella sao
geralmente incapazes de agir como
boas receptoras de fatores F, bacte-
riofagos lisogénicos e outros plasmi-
dios, quando cruzadas com amostras
de E. coli K;» F+ ou Hfr. |

Baseados nesses estudos, examina-
mos neste trabalho a possibilidade de
utilizar essas conclusdes para explicar
a auséncia de fatores R em amostras
de Salmonella ryphi.

MATERIAL E METODOS

Amostras bacterianas: '3 amostras de
Salmonella typhi, 17 Salmonella typhimu-
rium e 10 amostras pertencentes a outros
sorotipos, isoladas de casos clinicos de
Salmoneloses, nos Estados da Bahia, S.
Paulo e Guanabara, no periodo 1965-1970,
foram usadas como amostras receptoras
sensiveis. Cultura de E. coli K,, (St, Tc,
Cl, Su), foi empregada como doadora de
fatores R.

Meios seletivos: Culturas em meio li-
quido, foram feitas em caldo Penassay, se-
gundo formula Difco.

Os meios sodlidos usados foram: Meio
de Levine Agar, Mueller Hinton, contendo
azul de bromotimol como indicador e 2%
de lactose, e agar simples extrato de carne.

Antibioticos e quimioterdpicos: cloridrato
de tetraciclina (cyanamide Co.), cloranfe-
nicol (Park-Davis), sulfato de estreptomi-
cina, (Fontoura-Wyelth), sulfato de Kana-
micina (Laborterapica Bristol S.A.), am-
ricilina (Laborterapica Bristol S.A.), He-
tacilina (Laborterapica Bristol S.A.) e
Sulfadiazina (Spofa United Pharmaceutical

Nork 3 Praha).

As substancias foram diluidas em agua

destilada estéril, a fim de obtermos uma
concentracao de 100 ;;8/ml e juntada aos
meios de cultivo em volumes apropriados
para se ter o teor desejado das drogas em-
pregadas.
Determinacdo dos mniveis de resisténcia:
Para avaliacao dos niveis de resisténcia
aos antibioticos e a sulfadiazina, emprega-
mos 0 meétodo das diluicoes em placa.

Técnica de cruzamentos genéticos: Amos-
tras receptoras de Salmonella typhi foram
inoculadas em caldo Penassay e incubadas
por 22 h a 37°C. Amostras de E. coli K,,
doadoras, apéos 18 h a 37°C foram diluidas
a 1:20 e incubadas a 37°C por 2 h para a
obtencao de cerca de 4X108 células por ml,
e 0,5 ml de cultura doadora foi misturada
a 4,5 ml da receptora. A mistura apds 24 h
a 37°C foi diluida em série, e diluicoes
apropriadas, espalhadas em meio seletivo
com oS antibioticos e a sulfa, e ainda em
placas sem as drogas como controle.

Técnica de hemaglutinacdo: As verificacoes
da capacidade hemaglutinante das cultu-
ras foram feitas segundo J. P. Duguid (4).

RESULTADOS

Trabalhamos com 73 amostras de
S. typhi previamente identificadas bio-
quimica e sorologicamente, e testadas
quanto a resisténcia ‘& sulfadiazina
(Su), cloranfenicol (Cm), estreptomi-
cina (Sm), Kanamicina (Kn), tetra-
ciclina (Tc), ampicilina (Am) e heta-
cilina (He), apresentando, todas elas,
resisténcias muito baixas na ordem
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de 1 a 5 pg/ml, o que nos leva a
supor serem as mesmas de origem
cromossomial e nao epissomatica. O
mesmo nao ocorreu com as amostras

de Salmonella typhimurium em que todas

apresentaram altas resisténcias aos
ceis antibidticos e a sulfa. Quatro das
dez amostras pertencentes a outlros
sorotipos, apresentaram resisténcia
para estreptomicina.

TABELA 1

NiVEIS DE RESISTENCIA DAS AMOSTRAS AOS ANTIBIOTICOS E
A SULFADIAZINA

S sorotipos

Nos cruzamentos feitos entre E.
coli K4 (St., Tc., Cl., Su.) e Salmonella,
todas as amostras de Salmonella typhi
foram estéreis, como receptoras de fa-
tores R, notando-se uma frequéncia
muito baixa, na ordem de 10—° por
células doadoras nos cruzamentos do
tipo E. coli Kix R+ e S. typhimurium.
Nos cruzamentos entre E. col: Ki» RT
e E coli F— e, ainda, E. coli Ky; RT €
Shigella, a freqiiéncia de transferén-
cia foi cerca de 102 e 10—3 por celula
doadora, respectivamente. ( Ver ta-
bela 1I).

Por processos indiretos, devido a
limitacoes técnicas, examinamos as
propriedades ligadas a produgao de

>300

Concentracio inibidora pg/ml

| i
Tetrac. | Estrept. | Kanamic. | Hetac. Sulfa
| |
%
% >1<10 | >1<5 <1 <1
|
~ 200 > 500 > 300 ~1.200

pilus e fertilidade, com base nas ca-
racteristicas bioquimicas e capacida-
de dessas amostras de aglutinarem ou
nao hemacias de cobaio: (4) (Ver ta-
bela 1II).

-A amostra de S. typhi 643 Lact
F— foi isolada por Baron de um cru-
zamento inicial entre a amostra 643
Lac— e E. coli Hir.

F°— Foi a designacao dada por
Baron a populacoes de algumas ou
talvez muitas espécies de Salmonella,
incapazes de agirem como receptoras.
Escas células F° podem, em baixa fre-
qiiéncia, “mutar”, ou de alguma ma-
neira adquirir o estado F—. Essas cé-
lulas ocasionais F— na populacao F°

>1<5



Sha bl ot vt R IS SE RAS E Si AL S R
) . . i P 'c\‘\,y',:l.' ."( | _‘ I"..

- LR gy fpr b
arty | T H .
v ?.\ _"} V4 A" ' . oMo, 1 - I‘-‘
. 1
- 4 ar - '

R ~ |
" Ay

, L. ,
Y Co,
.
.

Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 70 (1), 1972

TABELA 1II

FREQUENCIA DE TRANSFERENCIA DE FATORES R

o 1
N gl
Cruzamentos Freqiiéncia de Transferéncia
o transferéncia

Ki» R X E. coli 102

—-——

K12 R+ X S/azgella 10—3

Kis RT™ X S. typbimurium 10—6

Ki» Rt X S. typhi . | _

‘ ~ TABELA III

PROPRIEDADES LIGADAS A FERTILIDADE
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podem cruzar com E. coli Hfr, dando
origem a recombinantes em baixa fre-
qiéncia (2, 3).

Desses resultados, concluimos nao
serem as 73 amostras de S. #yphi
amostras F— tipicas, o que nos levou
a chama-las F° em analogia com a
amostra 643 Lac— isolada por Baron.

DISCUSSAO

De nossas experiéncias ficou evi-
denciado que as 73 amostras de Salmo-
nella typhi apresentavam um compor-
tamento unico, com relacao a sua ca-
pacidade receptora inicial a fatores R.
Tanto “in vitro” (quando cruzadas
com E. col: K,,) onde as condicoes fi-
siologicas, como densidade da cultura
de concentracao de sais, pH, etc., sao
ideais, e também “in vivo”, eviden-
clado pela inexisténcia de culturas de
S. typhi com fatores de resisténcia, iso-
ladas de fontes naturais.

Segundo Jonhson, Falkow e Ba-
ron (5, 6, 7), o aumento da habi-
lidade receptora de hibridos em cru-
zamentos entre E. coli e S. typhi era
devido a presenca de material genético
de E. coli integrado ao cromossomo de
S. typhi. Estudos recentes, feitos pelos
mesmos autores, revelaram que nesses
cruzamentos frequentemente se for-
mam hibridos hapldides em baixa fre-
gliéncia, além de uma grande inci-
déncia de diploides parciais, que, em
frequéncia muito alta, segregam feno-
tipos positivos e negativos. Estes fatos
os fizeram supor que a capacidade de
S. typhi, de recombinar D.N.A. de E. col;
com seu proprio cromossomo, nao
ocorre tao eficientemente, além de ad-
mitirem nao terem, ainda, conheci-
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mento suficiente para explicar a fraca
habilidade inicial de S. typhi para re-
ceber D.N.A. de E. coli.

No caso da infeccao de amostras
de S. zyphi por fatores R, em que o
problema da integracdo nao existe,
levou-nos a admitir que a auséncia de
F, ou de um fator relacionado, é uma
explicacao inadequada para a exis-
téncia dessas raras células receptoras,
como o € o estado F— de E. coli K;», ja
que estudos feitos por Lederberg, Ca-
valli e Lederberg (9) e Orskov (14)
demonstraram que a maioria das
amostras de E. coli “Wild-type” ao
perderem F, transformam-se em célu-
las estéreis ou receptoras pobres
quando cruzadas com E. coli Ky.. Con-
cluimos, baseados nesses fatos, que
um determinante genético deva estar
envolvido na capacidade receptora ini-

cial das amostras de S. #yphi, quando

cruzadas com E. col; Hfr.

A grande incidéncia de amostras
de S. typhimurium com resisténcia in-
fecciosa por nods testadas, bem como a
encontrada por outros autores (1, 2),
pode ser explicada, pelo fato ja de-
monstrado por Anderson (1), que a
maioria’ das salmoneloses humanas,
causadas por S. typhimurium, sao de
origem animal devido ao uso indiscri-
minado de antibidticos no tratamento
de doencas animais, ou na conserva-
cdo de alimentos. Anderson estudando
2 544 culturas humanas de S. typhimu-
rium, 1soladas em Londres em 1965,
encontrou 96,5% dessas culturas com
resisténcia infecciosa & droga, sendo
63% de origem bovina. ,

Quanto & existéncia natural de
amostras de §. yphi com fatores de re-
sisténcia, a numerosa bibliografia so-
bre o assunto nos dd4 noticia de uma
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unica amostra, colhida em Israel, por-
tadora de um fator R com determis-
nante de resisténcia para cloran-
fenicol, isolada das fezes de um do-
ente com febre tifoide. O organismo
inicialmente era sensivel a droga. A
origem desse fator R, no entanto, nao
foi explicada. (1).

A auseéncia de fatores R em amos-
tras de S. ¢yphi por nos encontrada e
a frequéncia extremamente baixa na
transferéncia de fatores R através da
conjugacao entre E. coli e S. typhimu-
rium, constitul o nosso primeiro passo
para a investigacao do controle gené-
tico da especificidade hospedeira em
S. typhi, fato ja demonstrado em S,

typhimurium pelo isolamento de mu-
tantes “fer”.

O isolamento e a caracterizacao
fenotipica de mutantes de S. ryphi de-
ficientes para restricao e modificacao,
a relacao entre esses mutantes e a
baixa capacidade receptora de tals
amostras a fatores R estao sendo in-
vestigadas em nosso laboratorio.

SUMMARY

On studying the appearance of
resistance factors in samples of Salmo-
nella, it was seen that S. zyphi samples
presented a weak initial recipient ca-
pacity to these factors.
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