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INTRODUCAO

Muitos caractéres bacterianos, tais como producao de colicina, re-
sisténcia a antibidticos, sexualidade em FEscherichia coli (6), bacterio-
fagos lisogénicos, producao de hemolisina (14) ou enterotoxinas (13) e
cutros, parecem ser determinados por gens transportados por episomas,
os quais podem transferir-se de uma bactéria para outra através do fe-
némeno da conjugacao, conforme ja demonstraram varios pesquisadores.

No caso particular da resisténcia multipla aos antibioticos e quimio-
terapicos pelas enterobactérias, os fatores responsaveis por essa resis-
téncia (fatéres R) siao episomas, os quais tamkeém condicionam resis-
téncia a outros agentes como: bacteriéfagos, colicinas (3), sais de metais
pesados (mercurio, niquel e cobalto) (13), e irradiacao ultravioleta (10).

O reconhecimento de que enterokacterias carregam episoma respon-
savel pela resisténcia multipla a drogas, estimulou inicialmente, o estudo
désse fenémeno sob o ponto de vista medico. Porém, mais recentemente,
com os trabalhos de WATANABE & FUKASAwWA (17), MITSUHASHI, HARADA
& HasHIMOTO (11) e outros, a atenciao dos geneticistas foi orientada
para €ésse interessante problema (18).

A descoberta de que bactérias portadoras de resisténcia maultipla
a drogas, poderiam transferir esta resisténcia, por conjugacao, para
amostras nao patogénicas de FKEscherichia coli, (1, 3, 11, 17) e outras
bactérias (7), como ainda para Vibrio comma, Proteus e Serratia, resultou
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dos estudos sobre o comportamento de shigelas isoladas no Japao (19).
O aumento progressivo da resisténcia maultipla a drogas em shigelas,
isoladas nesse pais, vem constituindo um sério problema de saude publica,
uma vez que nos individuos portadores de tails germens, essa resisténcia
pode ser transferida a outras bactérias presentes no trato intestinal.
Cutrossim, embora a transferéncia dos fatores R ocorra, normalmente,
em menor freqiiéncia “in vivo” que “in vitro”, devido a presenca de agen-
tes inikidores, tal transferéncia, todavia, pode ser acelerada sob a pressao
seletiva dos quimioterapicos e antibiéticos.

No tocante a distribuicao geografica dos fatéres R nao esta circuns-
crita ao Japao, tendo sido assinalados nos Estados Unidos, na Inglaterra
por DATTA (3), na Alemanha Ocidental por LEBEK (9). No Brasil, o
trabalho de FERNANDES e TRABULSI (4) mostrou a existéncia deéestes fa-
tores de resisténcia miultipla em amostras isoladas em Sao Paulo.

Com a finalidade de melhor conhecimento do problema, procuramos
estudar as amostras de shigelas isoladas na Guanakara, comparando
com os dados obtidos por outros pesquisadores.

MATERIAL E METODOS

O meio liquido usado em tédas as experiéncias de conjugacao foi
o caldo Penassay, segundo férmula do Difco. O caldo simples fol usado
para repique das amostras, quando se pretendia determinar a resisténcia
média aos antibioticos ¢ quimioterapicos. Os meios solidos empregados
foram: o meio de Levine, o agar Mueller-Hinton, com 29% de lactose e
azul de bromotimol como indicador, além do agar simples-extrato de
carne. Os antibiéticos e quimioterapicos estudados foram: cloridrato
de tetraciclina (Cyanamide Co.), cloranfenicol (Park-Davis), sulfato de
estreptomicina (Fontoura-Wyeth), sulfato de Kanamicina (Laboraterapi-

ca-Bristol S. A.) e sulfaguanidina (Spofa United Pharmaceutical Norks-
Praha).

Tédas as substincias foram diluidas em agua destilada estéril, de
modo a se ter uma concentracao de 1.000 microgramas por mililitro.

O estudo foi feito com 74 amostras de Shigela flexneri, 20 de Sh.
sonnet e 18 de Sh. dysenteriae num total de 112 culturas de shigelas
isoladas em areas urbanas do Rio de Janeiro, no periodo de 1250-1969.

Tais amostras serviram como doadoras, enquanto culturas-padrao de
Escherichia coli K,»; F- e Hfr foram empregadas como receptoras sen-
siveis.

DETERMINACAO DA RESISTENCIA MEDIA DAS AMOSTRAS
DOADORAS E RECEPTORAS

Culturas de shigelas e E. coli crescidas em caldo simples a 37°C por
24 horas foram diluidas a 10 em solucao de salina estéril, semeando-se
0,1 de mililitro desta diluicio em placas de agar nutritivo, contendo
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varias concentracoes do antikidtico. A concentracéao da droga, na qual
o numero de colénias desenvolvidas aproximou-se ao da placa sem o
antibiético, foi tomada como a resisténcia média da cultura.

CONJUGACAO BACTERIANA

Para selecido de conjugantes resistentes, usamos a seguinte técnica:
culturas das amostras doadoras (Lac —) e receptoras (Lac +) replcadas
e incubadas uma noite a 37°C em caldo Penassay, foram diluidas sepa-
radamente a 1:10 no referido caldo e a seguir misturadas na proporcao
de 1:10 (doadoras: receptoras). Apos quatro horas a 37°C, a mistura
foi diluida em série e 0.1 de mililitro das varias diluicoes plagqueadas
em meio de Levine, contendo 10 microgramas por mililitro de estrepto-
micina (Sm), 25 microgramas por mililitro de tetraciclina (Tc), 25 mi-
crogramas por mililitro de cloranfenicol (Cm), 50 microgramas por
mililitro de kanamicina e no mesmo meio sem antibiotices-

Para a selecao dos conjugantes resistentes & sulfa, usamos o meio
de Mueller-Hinton com. 100 microgramas por mililitro de sulfaguani-

dina (Su).
As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas.

De cada placa foram isoladas dez colonias (Lac +) caracteristicas
das culturas receptoras, que se tornaram resistentes por conjugacao.
Essas colonias foram testadas para verificacao da resisténcia as outras
drogas.

TAXA DE RESISTENCIA

A determinacao da taxa de resisténcia foi feita calculando-se o quo-
ciente obtido pela divisao do nimero de colénias (Lac +) da amostra
receptora resistente as drogas, pelc numero de colénias (Lac —) nas
placas-testemunha, sem antibidtico.

ELIMINACAO DO FATOR R POR TRATAMENTO
COM ACRIDINA ORANGE

As culturas, com fator de resisténcia, foram semeadas em caldo
Penassay, pH 7,6 contendo 30 microgramas de acridina orange. Depols
de incubadas por 24 hs, a 37°C, foram diluidas e plaqueadas em agar
nutritivo. Das colonias obtidas selecionavam-se vinte que eram sus-
pensas, separadamente, em um mililitro de salina e repicadas em agar
nutritivo, contendo 10 microgramas por mililitro de Sni, 25 microgramas
por mililitro de Cm, 25 microgramas por mililitro de Tc para o 1sola-

mento dos clones sensivels as drogas (18).
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RESULTADOS

Das 112 culturas de Shigelas estudadas, 169 possuiam fator infec-
cioso de resisténcia. O tipo predominante de resistencia maultipla foi
para Sm e Su encontradas em 6 amostras, e para Sm, Tc, e Su encontra-
das em 5 amostras de Shigella flexneri. QGutras combinacoes registra-
ram-se, em que os modelos de resisténcia foram para Sm, Cm e Su, para
Sm, Tc e Su e para Kn, Sm, Cm, Tc e Su. Resisténcia infecciosa a um
unico antibiético, nao foi encontrada entre as culturas.

As amostras de shigelas, com fator de resisténcia, foram também
provadas com kanamicina e, apenas, uma apresentou resisteéncia infec-

ciosa a ésse antibiotico (Tabela I).

Das 112 culturas testadas, notou-se predominancia de resisténcia
a trés, quatro e cinco drogas no grupo flexneri.

TABELA 1

Modelos de resistéencia encontrados

| 0%y, DE AMOSTRAS RESISTENTES

N.°© de Sm Tc Cm Sm Tc Sm Sm | Sm Kn

Amostras Su Su Cm Tc Tc Sm

Su Su Cm | Cm

Su Tc

Su
1950

a 51 0 0 0 1,8 0 0 1,9 0 0
1959

1960 |

2) 61 0 0 0 3,2 0 3,2 49 8,1 1,6
1969

TOTAL 112 0 0 0 11,0 0 3,2 6,8 8,1 1,6

Essas resisténcias foram transferidas por meio da conjugacao para
E. coli Ky», E. colt F— e E. coli Hfr.

A freqiiéncia de transferéncia désse fator de resisténcia foi afetada
pela presenca do fator F nas células receptoras, tornando-se maior em F~
e menor em Hfr e F+ conforme a tabela Il
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TABELA 11

Freqiiéncia de transferéncia do fator de resisténcia

Culturas Culturas Ocorréncia de Freqgiiéncia de
resistentes sensiveis transferéncia transferéncia
Shigela flexnert FE. coli Ky» -+ 1.9 X 10—

Cm Tc Sm Kn Su

Shigela flexneri E. colih F— | 06 X 10—

(Cm, Tec, Sm, Su) | E. coli Hir -+ 24 X 10—3
E. coli Klg —I— 1,9 X 10—3

Shigela flexner

(Sm, Te, Su) E. coli K |- 97 X 10—3

Shigela flexneri E. coli Ky» .. 1,7 X 103

(Sm, Su)

EFEITO DA ACRIDINA ORANGE NA ELIMINACAO DO FATOR R

Os fatores de resisténcia multipla a drogas, das amostras de Shigella
flexneri, foram eliminados, tratando-se as células resistentes pela acri-

dina orange. A freqiiéncia das células sensiveis apds acao da acridina
orange fol de 3,3%.

DISCUSSAO

A numerosa bibliografia, que se vem acumulando nos ultimos anos.
tem confirmado dois fatos de extrema importancia: a presenca de um
fator episomatico de resisténcia nas amostras com resisténcia multi-
pla (19); e a transferéncia désse fator “in vitro” ou “in vivo” atraves
do mecanismo genético da conjugacao (17).

A presenca universal déste fator, em populacio de entero-bactérias,
expressa uma importante questio de saide publica, ja que essa resis-
téncia multipla envolve ¢s quimioterapicos e antibidticos mais eficientes
usados na terapéutica das doencas entéricas.

Apesar dos estudos acuradamente procedidos em diversos paises
s6bre esses fatores infecciosos de resisténcia, até o presente momento
nao se tornou possivel, na pratica, impedir o aparecimento da resisténcia
conferida por tais fatores.
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A simples presenca no trato intestinal de bactérias, nao patogenicas
e possuindo fatéres de resisténcia, podera determinar, pelo fenomeno
da conjugacdo, uma transferéncia de tais fatdres as bactérias patoge-
nicas, tornando-as resistentes a varios antikiéticos e quimioterapicos.
E interessante observar, que na década de 60-69 a incidéncia de amostras
de shigellas com resisténcia multipla, sofreu no Rio de Janeiro um
aumento de cérca de 11,59% em relacio ao periodo anterior.

O problema da resisténcia multipla aos antibidticos e quimiotera-
picos no Rio de Janeiro, assemelha-se em alguns aspectos, ao que se
observa em S. Paulo, bem como em outros paises (3, 9, 12, 17).

Os nossos resultados mostram grande identidade com os encontrados
no Japao, em que o modélo mais comum de resisténcia foi para Sm, Tec,
Cm e Su, simultineamente. Quanto ao modélo St, Tc e Su, descrito como
raro no Japdo, foi por nés encontrado em 6,8% das amostras estudadas.

No que diz respeito a resisténcia a kanamicina e neomicina de amos-
tras isoladas em S. Paulo (4), os resultados se aproximam dos obtidos

na Alemanha Ocidental (9), onde a partir de 1959, amostras neomicina
resistentes, aparecem com freqiiéncia cada vez maior.

Este fato fci raramente encontrado por nés, no Rio de Janeiro (1,6%
das amostras estudadas), e ja referido como muito pouco frequente por
DATTA (3) e CARPENTER e DRABBLE (2) na Inglaterra e por WATANABE
(20), no Japao.

Tais divergéncias podem ser explicadas pelo uso intensivo desses
antibiéticos no tratamento de infecgoes entéricas, como ocorreu na

Alemanha Ocidental.

Ainda em relacio a resisténcia & kanamicina e neomicina, € interes-
sante observar que, segundo WATANABE, 0s marcos genéticos para resis-
téncia 4 kanamicina e neomicina nio segregam independentemente. Isto
sugere que os determinantes genéticos para a resisténcia a essas drogas
estio muito proéximos ou, ainda, que a resisténcia a kanamicina e neo-
micina é controlada por um unico determinante genético e em decor-
réncia déste fato, na pratica, quando uma bactéria é resistente a neomi-

cina, também o é a kanamicina.
RESUMO

O aparecimento de shigellas, com resisténcia multipla a drogas, se
apresenta no Rio de Janeiro com idéntica gravidade ja registrada em
outros paises. No periodo de 1950-1952, em 51 amostras testadas, 9,8%
apresentaram resisténcia infecciosa a varias drogas, enquanto no periodo
1960-1969 a percentagem elevou-se a 21,3% em 61 amostras.

Das 112 culturas de shigellas testadas, 74 eram flexneri, 20 sonnet
e 18 dysenteriae, notando-se predominincia de resisténcia a trés, quatro

e cinco drogas no grupo flexneri.
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SUMMARY

The appearence of Shigella with multiple resistance to drugs, turned
up in Rio de Janeiro with identical gravity to that already resistance
in other countries.

In the period 1950-1959, in 51 strains tested, 9,8% showed infectious
resistance to one and various drugs, while in the period 1960-1969, the
percentage, rose to 21,3% in 61 strains. Of 112 strains of Shigella
tested, 74 were flexneri, 20 sonnei and 18 dysenteriae, is being noted the
predominance of resistance to 3,4 and 5 drugs in conjunction with the
others in the flexneri group.
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