ARMANDO BERGAMIN FILHO

) ENGENHEIRO AGRONOMO
Bolsista da Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

0 CONCEITO DE FORCA DE DROGAS ILUSTRADO COM
RESISTENCIA DE CORYNEBACTERIUM MICHIGANENSE
(SMITH) JENSEN A ANTIBIOTICOS

Orientador ; Hiroshi Kimati

Dissertagao apresentada-a Escola Superior de

Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade

de Sao Paulo, para obtengao do titulo de
Mestre.

PIRACICABA
Est. de Sao Paulo - Brasil
1973



A Nicole



AGRADECIMENTOS

0 autor expressa seus agradecinentos:

Ao Professor Dr. HIROSHI KIMATI .pela valiosa colaboragéo'como orienta

dor deste trabalho e pela revisao dos originais;

Ao Professor Dr. JOAO LUCIO DE AZEVEDO, guem me iniciou na Genetica
de Microrganismos, pela permisSéo de usar seus laboratérios, pelo isolado de

Corynebacterium michiganense que me pos a disposigao, pelo estimulo constante

e pelas valiosas sugestaes;
Ao Professor Dr. CLELIO LIMA SALGADO pelas valiosas sugestoes;

A Professora Dr2. ELKE JURANDY BRAN NOGUEIRA CARDOSO pela versaoc, pa-

ra o Inglés, do Resumo.

Ao Professor Dr. ROLAND VENCOVSKY pelo auxilio na analise estatisti -

ca;

-~

A academica NICOLE BAUDON pelo estimulo constante e imprescindivel a—

Jjuda;
Ao academico JORGE KIRYU pela imprescindivel ajuda;

A FUNDAGAO DE AMPARO A PESRUISA DO ESTADO DE SAQ PAULO pela bolsa con

cedida, sem a gqual este trabalho nao seria realizado.

~iii-



fnp1cE

DEDICATORTA . . + vox v v o v ot v i o s
AGRADECTMENTOS ~ « « + + & « « . i
LUSTA DE TABELAS « « « v v e 0w v o o i
LISTA DE FIBURAS  « « « « « « 4 ¢ v o v v o o

1. INTRODUGAD
2. REVISAO DA LITERATURA

'271, Modelos de Resistencia . . . . . .

2.2. Alteragao na Taxa de Crescimento bomo-CdnsequEncia da A

. ~ "~
guisigao de Resistencia a Brogas ... .

2.2.1., Taxa de crescimento menor . .

© 2.2.2. Taxa de crescimento inalterada

2.2.3. Taxa de crescimento maior . . .

'3. MATERIAIS E METODOS . o & v v v v v w0 v o o

3.1. Local e Epoca da Pesquisé . .

3.2. Isolado de Corynebacterium michiganenée‘

3.3. Melos de Cultura e Drogas

-3.4. Ensaios ... . .

37471, Dbtengao de mutantes resistentes a estreptomicinaA.
3.4.2. Ubtengao de mutantes resistentes & eritromicina.,
3.4.3. Dbtengao de mutantes resﬁstentes a penicilina .
3.4.4. Resisténcia cruzada . .« . 4 4 . e

3.4.5. Determinagao do cfescimento da linhagem Driginal

em relagao a cada uma das linhagens mutantes atra

’ . .
ves de misturas de linhagens

3.4.6. Curvas de crescimento

3.5. Andlise dos ENSaiosS . « « + 4 v 0 o v .

- y-—

Pégina

ii
iii
vii

ix

\V]

O O O 0O 0O N N V9 N o0 o b b

10
11
11



4.

3.5.1.

3.5.2.

RESULTADOS

choncéitq_ds droga forte,'drdgé-?raba e droga
neutra . . . . . . L :f. . '
Como determinar~quahtiyati0amente‘a-?Drga de u-

ma droga

. 3.5.2.1. Determinagao_afravés da mistura - da 1i ‘

nhagemloriginal com;éada-qma das linha
) o géns‘mutantes . .,... ; I
3.5.2.2. Determinagao atraves das curvas - de

crescimento da linhagem Eriginal e das

.linhagens‘mutantes resisfantes ;

4.1. Resultados dos Ensaios . . .+ + v « .« .

4.2.

4.1.1. Dbtengaolde mutantes resistentes a estreptomici
na . ' | }

4.1.2. Dbtengéo‘de mutanteé resisteﬁfesié.efifromicina

4.1.3. Dbtengéo'de mutantes_fesistehteslé‘penicilina .

4.1.4, Resisténcia cruzada . . ;' C

4.1.5. Determinagéo do crescimento da linhagem origi -

nal.em relaééoAa cada uma das linhagéns mutan -
tes atraves de misturas de lihhagensv

4.1.6. Curvas de crescimento . . . .

Resultados da Andlise dos Ensaios . . .

4.2.1. Determinagao das forgas das drogas através da
mistura da linhagem original com cada uma das
linhagens mutantes e ; :

4.2.2. Determinagéo das forgas das drogas através das

curvas de crescimento da linhagem original e

das linhagens mutantes . . . . . .

—\/—

Pégina

11

12

13

15
18
18

18
19
20
2l

23
25

3l

3l

33



5.

“DISCUSSAO . .« « . . .

5.1. Aspectos Tedricos Berais‘_}f.“}': GO

5.2. 0 Conceito de Fprga de.Drogés Tlustrado cpm'Corynebaq

_térium michigéhénse e o0s Antibi&tipog‘Estreptomipina,
Eritromicina e Peniciliﬁav.'..;-. . . ’
- 5.2.1. Comportamento da'bactéria_Freﬁfe'é cada um dos
antibioticos
5.2.2. Resisténcia cruzada . . . ...
5.2.3. A forga de cada um dos'antibiéticﬁs
CONCLUSDES . L. .
RESIND  + v v v e e e e e e
SUMMARY , |
LITERATURA CITADA .+ &+ v & v o v v v v v v w u s

—vi-

Pégina

35

a2
42
45
a7
a8
49



10.

LISTA DE TABELAS

Mutantes resistentes de C. michiganense a estreptomicina ensaia

dos em meio liquido + estreptomicina. . Comparagao com a linha-

gem original . . . . . e e el ;v...'. - .

Mutantes resistentes de C. michiganense a-eritromicina ensaia -
dos em meio liguido + eritromicina. Comparagac com a linhagem
original . . . . . e e e e s e e e e e e e e e

Mutantes resistentes de C. michiganense a penicilina ensaiados

em meio liguido + penicilina.  Comparagao com a linhagem origi-

NEL 0 v e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Teste de inibigao de linhagens, original e mutantes, de C. mi %
chiganense a estreptomicina e C s e e e e

Teste de inibigéo de linhagens, original e mutantes, de Q.’mi -

chiganense a eritromicina . . v . . . . . L v i e e e e

. Teste de inibigéo de linhagens, Drigihal'e mutantes, de C. mi -

chiganense a penicilina e e e e e e e

Efeito do periodo de cultivo em 1{quido nutriente sobre a por-

centagem de. linhagens, original e resistente a estreptomicina ,

de C. michiganense em mistura = . v « ¢ o & & « « « o « + « « .

Efeito do periodo de cultivo em 1{quido nutriente sobre a por -

centagem de linhagens, original e resistente a eritromicina, de-

C. michiganense em mistura . . . . . . Pk e e e e e e

Efeito do per{odo de cultivo em l{quido nutriente sobre a por -

centagem de linhagens, original e resistente a penicilina, de

C. michiganense em mistura . . « « « « « 2.0 & 0 0 v o o « &

’ 2 . e <’ . . . .
Numero medio de celulas viaveis por ml da linhagem original em

diversos temPOS . v v v v bk h e e e e e e e e e e e e e

—-vii-

Pagina

18
19

20
21
22

22
23
24

23

26



11.

12.

13.

- 14.

- 15.

16.

.17,

18.

NUmero médio de celulas viaveis por ml da 11nhagem estreptg

micina resistente em dlversos tempos e e s e e e e

Nimero medio de ceélulas yiaveis por ml da linhagem eritromi

cina resistente em diversos tempos - . . ¢ « . 4 o . .

e . . ' s . .' . . ) i . . . -‘
Numeroc medio de celulas viaveis por ml da linhagem penicili

na resistente em diversos tempos e T L
Quantidade relativa de linhagens, estreptomicina resistente

e original, de C. michiganense guando cultivadas em mistura

Quantidade relativa de linhagens, eritromicina resistente e

orlglnal de C. michiganense guando cuitivadas em mistura.

Quantldade relativa de linhagens, penlclllna resistente e g

rlglnal, de C. michiganense quando cultivadas em mistura.

Os valores do coeficiente de regressac linear (r) e da meia

vida relativa_(MVr) dos 3 mutantes calculados atraves da

 mistura de linhagens .« « + .+ v vt v w4 4 e s e e s

Os valores do coeficiente de regresséo linear (r) das 4 1li-
nhagens e os valores da meia-vida relativa (MVTJ da 1linha-
gem penicilina resistente calculados através de curvas de

CresCimento . . v v v v v i e e e e e ke e e e e e e s

—viii-

Pégina

27

28

29

31

32

32

33

34



LISTA DE FIGURAS

0 Significado da Mvr: e o tempo necessario para uma populagao

de uma dada linhagem de um microrganismo cair até a metade
ou dobrar em relagab a uma outra 1inhagem considerada e
A MVr determinada pelas cufvas de crescimento e e e e e
As curvas de crescimento das linhagens, original, estreptomi-
cina resistente, eritromiciﬁa resistente e penicilina resis-

tente, de C. michiganense e e e e e e e e e e e

Os 3 tipos de drogas. Na figura estao representados dois
cromossomos: o superior pertence a linhagem resistente a uma
droga gualguer e o inferior pertence a linhagem sensivel. A

regiao escura no cromossomo Superior e o gene que confere a

resistencia e o ponto de interrogagao, na sensivel, represen-—

ta o gene perdido duando da aquisi950 da resistencia . ... .

Pégina

14
17

30

36



~

1. INTRODUGAO

0 estudo da resistencia dos microrganismos a drogas & de fundamental
impdrtancia tanto na patologia humana e animal, onde intensivos estudos vem
sendo feitos (BRYSON e SZYBALSKI, 1955; SCHNITZER e GRUNBERG, 1957; NEWTON,
1965; GURGEL e AZEVEDO, 1969 e WATANABE, 1972), como na patologia vegetal
(THIRUMALACHAR, 1968 e AZEVEDO} 1973). Atuaimente, em Consequéncia desses es
tudos, muito jé se conhece a respeito de como aparecem os mutantes e das medi

das’ gue devem ser tomadas para due tal nao aconteca (GURGEL e AZEVEDO, 1969).

Entretanto, ao lado do muito que jé se conhece, existem diversos fa-
tos gue permanecem sem uma explicagéo convincente. .Entfe estes esta o proble
ma, de grande importancia tanto teérico Comovprético, do diferente comporta-
mento, quanto aoc tempo de efici%qcia, das diversas drogas existentes no merca
do: um grupo, desde sua primeira utilizagED até nossos dias, permanece alta-
mente eficiente, enquanta due outro, ad Contrério, teve sua eficiencia rapidg

mente perdida.

As drogas que tem sua eficiencia rapidamente perdida representam um
enorme prejuizo para os laboratorios que as langaram no mercado e, mais impor
tante, representam também um sério risco para aqueles que delas se wutilizam.
Seria, portanto, altamente desejével' desenvolyer uma tébcnica gue nos desse in
Formagaes, rapidamente, scbre o tempo de duragéo da eficiencia da droga antes
de sua Comercializagao. Este trabalho, em Ultima analise, trata desta teeni-

ca.

. . -’ . . ~ .
0 organismo usado em nossos estudos fol a bacteria fitopatogenica Co-

rynebacterium michiganense, como poderia ter sido qualquer outro microrganis—~

mo, em virtude do carater geral desta pesquisa.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Modelos de Resistencia

Ruando células'bacterianés séo semeadas em pléﬁas de Petri contendo
concentragSes crescentes de diversos antibiéticos, o nimero de sobreviventes
nas diVersaé Concentragaes permite que se trace dois tipos carécter{sticos de
chrva,.canforme o antibiotico usado, Essés’dois tipbs de curva correspondem
aos dois principais modelos de resistencia dos micrdrgahismos as drogas (GUR-

GEL e AZEVEDO, 1959).

Num dos modelaos, obtem-se ﬁutantes éemeando-se-células bacterianas
taﬁto em alta como em baixa cdncentragéo do antibiotico (DEMEREC, 1948), isso
indicando clafamente gue a mutag%a em um Gnico locus ja confere élevada resis
tencia ao antibiética‘(DEMEREC, 1950 e NEWCﬁMBE e NYHOLM, 195d). No entanto, -
mﬁtantes resistentes a diferentes niveis da‘drpga podem aparecer. Para expli
car esse fato DEMEREC (1948) propoe que-difefentes niveis de resistencia en-
volvem mutagao em genes com difefenﬁeé potenciais ou, em outras pa}évras, nu-
ma determinada célula bacteriana um bene pode mutar e conferir a essa célula
resistencia méxima, ao passo gque, em outra célula, um gene diferente pode sg
frer a“mutagéo‘e acarfetar somente. uma résist%ncia intermadiaria. Trabalhos

mais recentes -tem confirmado essa hipdtese (MiTCHISON, 1951 e 1953).

DEMEREG (1948) propos a esse modelo de resistencia o nome de um sO
passo ("one—step") ou modela da estreptomicina. Outroé antibiéticos‘que se
Comportam da mesma maneira incluem a eritromicina e a vancomicina (AZEVEDU ,

1973).

¢ I ~ . . . € . ¢
No outro modelo tipico de resistencia, referido no inicio deste item,
. . ~ . u’ . ’
a semeadura de microrganismos em concentragoes crescentes do antiblotico da

como resultado o aparecimento de mutantes resistentes ate uma determinada con



centragéo, mas nao em concentragoes mais elevadas (DEMEREC, 1948). No entan-
to, se o0s mutantes resistentes a baixa concentragao do antibidtico forem
transferidos para concentragaes cada vez»mais elevadas, conseguir—se—éo; apés
véfias transfef%nciaSy mutantes altamente>resistenfés; ‘Conclui—se daf que,
aneste caso, varios genes, cada um de peguena agao individual, conferem ao mi-

crorganismo alta resistencia a droga (DEMEREC, 1948).

. . £ . . . . .
Cruzando linhagens sensiveis a cloranfenicol de Escherichia coli com

linhagens altamente resistentes, CAVALLI e MACCACARO.(1952) mostraram que a
resistéhcia pode ser conferida por gqualquer borgéo do cromossomo bacteriano e,
além’disso, esses autores encontraram uma cprrelagao positiva entre o nivel
de resisf%ncia conferido com o tamanho do segmento do cromossomo transferido
para a Céiula receptora. Esses resultados confirmam plenamente a hipétese de

DEMEREC. (1948).

A denominagao de miltiplos passos ("multiple-step") ou modelo da peni
cilina foi proposto para este caso (DEMEREC, 1948). Outros antibidticos que

sao classificados neste grupo, alem da penicilina e cloranfenicol, incluem a

B
«

aureomicina e a tilosina (AZEVEDOD, 1973).

Na maioria dos casos o modelo & caracteristico para os antibioticos e
nao para os microrganismos, isto é, os esguemas da penicilina ou mﬁltiplos
passos e o da estreptomicina ou um so passo permanecem constantes seja gual
for o microrganismo sensivel ensaiado. Todavia, conforme citam GURGEL e AZE-

VEDO (1969), ha excegaes: Mycobacterium ranae, por exemplo, sSegue para o clg

. -, . ]
ranfenicol o modelo de um so passo quando a regra geral para esse antibiotico

€ o modelo da penicilina ou de mdltiplos passos.

Outras Consideragaes sobre os dois modelos de resistencia agqui discu—
tidos podem ser encontrados nas revisoes de BRYSON e SZYBALSKY (1955); SCHNIT

ZER e GRUNBERG (1957) e BURGEL e AZEVEDOD (1959).
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2.2, Alteragao na Taxa de Crescimento como Consequéncia da Aquisiqao de

~
Resistencia a Drogas

‘A‘alteragao da taxa de cresciménto dos mutantes'resistentés a drogas,
guando comparados com suas linhaéensforiginais sens{veié, é.um fato amplamen;
te conhecido, conforme se éonstata‘nas revisges de BHYSGN e SZYBALSKI.(1955);
SCHNITZER e GRUNBERG (1957); GURGEL e AZEVEDO (1969) e AZEVEDO (1973). =

. S ) ~

Como regra geral, na ausencia da droga, essa alteragcao implica numa

menor taxa de crescimento para os mutantes resistentes, havendo, portanto,van
- ¢ . . ~ '

tagem seletiva para as celulas- sensiveis que, apos algum tempo, acabarao so-
brepujando as resistentes (GURGEL e AZEVEDO, 1969). No entanto, casos nos

. ~ Y ~ . . | . ~ ~

guais nao ha alteragao na taxa de crescimento do mutante resistente nao sao
raros e mesmo mutantes gue apresentam taxa mais alta que a linhagem original

sensivel j& foram descritos (SCHNITZER e GRUNBERG, 1957).

~

~

2.2.1. Taxa de crescimento menor - ‘ o

|
i

| WITKIN (1947) misturou um mutante resistente a penicilina de Escheri-

. o s ¢ Nt .
chia coli com a linhagem original sensivel, em meio liquido sem penicilina.

A proporgao de celulas sensiveis e resistentes na mistura, que era de 20 e
BU%, no in{cio, apés 20 dias transformou-se em 99,93995 e D,DDDDS%, respecti-

vamente.

Trabalhando igualmente com Escherichia coli, mas usando mutantes re-

sistentes a estreptomicina, DEMEPEC (1951) também constatou a desvantagem se-
1etiva dos.mutantes resistentes. Para tal, além de misturar as linhagens e
comprovar a queda da proporgéo'do Mutante‘na‘mistura,_o autﬁr mediu o tempo

de divisao das células sensiveis e resistentes encontraﬁdo 20 minutos para a-

guelas e 25'minutos para estas.
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Nume série de 3 trabalhos, BELJANSKI (1952; 1953a e 1953b) estudou o

Cresqimento de mutantes resistentes de Staphylococcus aureus a.estreptomici -
na, penicilina e sulfamida e de um mutante resistente a penicilina de Esche-
I3 - ‘ .

richia coli. Nos 4 casos os mutantes apresentaram uma taxa de crescimento in

ferior a das celulas originais sensiveis, especialmente para o mutante . de

Staphylococcus aureus resistente a penicilina.

- A regra geral de gue os mutantes resistentes apresentam taxa menor
de crescimento tambem e confirmada entre as bacterias fitopatogenicas. Assim

& que RANGASWAMI (1957) relata o fato de 2 mutantes resistentes a estreptomi-

cina, um.de Xanthomonas citri e o outro de Xanthomonas malvacearum, desenvol-

verem-se muito mdis lentamente que as linhagens originais.

Os estudos de AZEVEDO e NEDER (1963] revelaram gue um mutante de Xan-

thomonas campestris, resistente a aureomicina, teve seu tempo de geragao de -

131 minutos enquahto gue o tempo de geragao da- linhagem original sensivei foi
de apenas 96,3 minutos.: Além disso, o nimero de celulas desse mesmo mutante,
quando misturado com celulas sensiveis, reduziu-se de 48,5% na populagao para

14,3 em 72 horas.

Finalmente, deve-se ressaltar, ainda, nao ser apenas entfe oS micrbrf
ganismos que a aquisigéo.aa resistencia a um agente inibidor implique geral -
mente numa menor taxa de crescimen%o. E bastaﬁte conhecido o fato de inse -
tos que adquiriram résist%noia a inseticidas apresentarem, pelo menos durante
os estégibs iniciais de sélegao, uma menor capacidade de sobrevivencia (GEOR-
GHIOU, 1972]. Se, porém, a pressao de selegao do inseticida sobfe a popula-
QED de insetos for bastante prolongada, tal desvantagem é‘anulada em virtude
de, provavelmente, haver um balanceamento melhor entre os genes dos indivi -
duos resistentes, de tal modo gue, mesmo na ausencia do inseticida, a popu-
lagao permanecera résistente (GEDRGHIOU,-l972). Tal fendmeno nAc & conhecido

entre os microrganismos.
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2.2.2. Taxa de crescimento inalterada

) Celulas gue adguirem resisténcia a agenteé.inibidorés e nao apresen
tam alteragéo em sua taxa de”cresciﬁento;_ao contrario do caso precedente,sao
relatados em nimers bem menor na literaturs (SCHNITZER e GRUNBERG, 1957). En
tre esses relatos esta o de QUADLING (1960) para um mutante resistente 4 es-

treptomicina de Xanthomonas phaseoli e o de AZEVEDO e NEDER (1963) para 2 mu-

tantes de Xanthomonas campestris, um resistente a penicilina e o outro resis-

tente a estreptomicina.

Ao mesmo tempo gue se ressalta a relativa escassez de casoS onde mu-
tantes resistentes nao apresentam alteragao em suas taxas de crescimento, se-
» ' -2 . . ~ . . ‘ .
ria interessante enfatizar que varias evidencias (WATANABE, 1972) indicam

: - A . ¢
ser esta a regra geral para as celulas cuja resistencia e devida a plasmideos

2.2.3. Taxa de crescimento maior

]
k|

ENGLISH e McCOY (1951) relataraquue um mutante resistente a estreptg

micina de Micrococcus pyogenes var. aureus apresentou uma taxa de crescimento

maior que a linhagem original sens{vel.v Medigaes feitas em Fotocolor{metro,
para as 2 linhagens, apés 35 horas de crescimento,bderam como resultado 94%

. ~ ‘
de transmitancia para a linhagem original e 71% para o mutante resistente.

Outros 2 casos de aumento de taxa de crescimento sao citados por SCH--
NITZER e GRUNBERG (1957), ambos com resistencia para a estreptomicina, :sendo

um deles com Escherichia coli e outro com Staphylococcus sp.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local e Epoca da Pesguisa

0 trabalho Dfa relatado %Di realizédo nos laboratorios do Déparfamen—
to de Fitopatologia e nos 1abdrat6rios‘da Segéo de Genéfica de Microrganismos
do Instituto de Genética, ambos da Escola Superior de Agricultura "Luiz de
Queiroz", da Universidade de Sao Paulo; Piracicaba, entre marco e butubro de

1973.

3.2. Isolado de Corynebacterium michiganense

Proveniente de- tomateiro doente e cedido pelo Dr. JDED Licio de Azeve

do do Instituto de Genética da ESALQ-USP.

3.3. Meios de Cultura e Drogas

0 meio liquido usado foi o l{quido nutriente, contendo 5 gramas de
peptona e 3 gramas de extrato de carne dissolvidos em 1000 ml de égua destila
da. 0O meio s0lido foi o nutriente agar, contendo 5 gramas de peptona, 3 gra-
mas de extrato de carne e 15 gramas de agar dissolvidos em 1000 ml de agua

destilada.

Os antibioticos utilizados foram: sulfato de estreptomicina da Merck
Sharp e Dohme S.A., penicilina é potéssica da Fontoura W&eth S.A. e eritromi-
cina da E1i Liliy do Brasil. Para maior facilidade, tais antibidticos serao
designados por estreptomicina, penicilina e eritromicina, respectivamente. As
solugaes de antibidticos foram sempre preparadas, momentos antes de serem uti

lizadas, por dissolugéo de guantidades apropriadas dos mesmos em égua destila



-8

da previamente esterilizada.

.

A adigao do antibiotico ao meio de cultura foi sempre feita algum tem
po apés a autoclavagem do meio, guando. este se encontrava a uma temperatura

ao redor de 4592 C.

3.4. Ensaios

3.4.1. Obtencan de mutantes resistentes a estreptomicina

. . N -~ . . . . .
0 isolamento de mutantes resistentes a estreptomicina foi feito se-

meando—se’D,l ml de cultura de Corynebacteriuﬁ michiganense em placas conten-
do nutriente agar mais 100 mcg/ml de estreptomicina. Colonias gue apareceram
nessa concentragéo foram isoladas em nutriente agar incliﬁado e mantidas em
estoque. A confirmagaa de se tratar de mutantes resistentes foi feita semean
do-se esses isolados em meio.liquido mais 1; 10; 20; 50; 100; 200; 500 e 1000
mcg/ml de estreptomicina. A leitura foi feita pela turvagéo do meio de cultu

ra apos 5-6 dias de incubagao a 289 C.

3.4.2. Obtengéo de mutantes resistentes & eritromicina

0 isolamento de mutantes resistentes a eritromicina foi feito semean-

do-se 0,1 ml de cultura de Corynebacterium miéhiganense em placas contendo nu

triente agar mais 50 mcg/ml de eritromicina. Colonias gue apareceram nessa
concentragao foram isoladas em nutriente- agar inciinado'e mantidas em esto -
que. A Confirmagéo de se trataf de mutantes resistentes foi feita semeando-
-se esses isolados em meio 1fquido mais 1; 10; 20; 50; 100; 200; 500 e 1000
mcg/ml de eritromicina. A leitura foi feita pela turvagao do meio apés 5-6

dias de incubagao a 289 C.



3.4.3. Obtencao de mutantes resistentes a penicilina

0 isolamento de mutantes resistentes a penicilina foi feito pela téc—
‘nica da placa gradiente de SZYBALSKY e BRYSON (1952). Foram feitas 7 transfe
r%ncias,ucom intervalos de 5.dias entre cada uma, empregando-se 0s seguintes

Agfadientes:

a. 0 a 10 mcg/ml
b. 0 a 30 mcg/ml
cC. C a 40 mcg/ml
d. 0 a 80 mcg/ml
e. 0 a 200 mcg/ml
f. 0 a 400 mcg/ml
g. 0 a 1000 mcg/ml

- Colonias que apareceram no_&lfimo gradiente Forém isoladas em nutrien
te agar inclinado e mantidas em estogue. A confirmagao de se tratar de mutan
tes resistentes foi feita semeando-se esses iéolados em meio l{quido mais 1;
10; 20; 50; 100; 200; 500 e 1000 mcé/ml'de penicilina. A leitura foi feita

pela turvacao do meio de cultura apos 5 - 6 dias de incubagéo a 289 C.

3.4.4. Resistencia cruzada

0 mutante resistente a estreptomicina fol ensaiado em relagao a resis
~ - N .
tencia para eritromicina e penigilina. 0O mutante resistente & eritromicina
... . ~ ~ . ~ . N . . 4- . . .
fol ensalado em relagao a resistencla para estreptomicina e penicilina e, fi-
nalmente, o mutante resistente a penicilina foi ensaiadoc em relagac a resis-

~ . . 3 - . .
tencia para estreptomicina e eritromicina.

. . | . [
Todos os ensaios foram feitos inoculando-se um pegueno numero de. bac-



térias em 10 ml de meio liquido mais 1; 10; 20; 50; 100; 200; 500 e 1000 mcg/

ml de estreptomicina ou eritromicina ou penicilina conforme o caso.

Apés a incubégéo por 5 — 6-dias a 282 C foi feita a leitura, conside-
rando-se a turvagao do meio de cultura. O controie foi sempre feito com a 1i

nhagem original sensivel.

3.4.5. Determinagao do crescimento da linhagem original em relaggo a

. - ‘ i . ‘ .
cada uma das linhagens mutantes atraves de misturas - de linha

gens

Em tubos de ensaio com 10 ml de meio‘liquido foram inoculadas as se-

guintes misturas de linhagens:

~a. linhagem original + linhagem estreptomicina resistente

b. linhagem original + linhagem eritromicina resistente

3]
¥

c. linhagem original + 1inﬁagem penicilina resistente
Amostras foram retiradas.nos‘témpos 0; 24; 48 e 96_horas sendo, em se
guida, semeadas em placas com nutriente  agar. Apos 3 dias de incubagéo a
282 C, determinava-se o nimero de bactérias sensiveis e resistentes existen-
tes em cada tempo, através da técnica da réplica de LEDERBERG e LEDERBERG
(1952). A réplica era feita das placas onde cresciam as colonias em nutrien
te agar para placas com nutriente agar acrescidas do antibiéfico em questéo .
A concentragao de antibiotico no meio foi de 100 mcg/ml para a estreptomicina
e de 50 mcg/ml para a eritromiciha e penicilina. ®uando as placas continham
um ndmero muito pequeno ou um namero exagerado de colonias fizeram-se repica-

gens de colonias para placas com as duantidades de antibidticos jé citadas.

. - L d
Desta maneira puderam ser estabelecidas as porcentagens de celulas reg



. £ - . . . . .
sistentes e sensiveis nas diversas misturas de linhagens e nos diversos tem-

pos ensailados.

3.4.6. Curvas de crescimento

A deferminagéo da curva de cfescimento foi feita para cada uma das 4
linhagens: estreptomicina resistente, eritfomicina resistente, penicilina re-
sistente e original. O crescimento bacteriano foi medido utilizando-se o mé-
todo de contagem de células, feito indiretamente através de contagem de colo-
nias em placas, conforme AZEVEDD e NEDER (1968). Culturas de 5 - 6 dias da
linhagem originél e dos mutantes resistenfes eramvdiluidas de modo a permitir
gue um namero determinado de células fosse inoculado em tubos com 10 ml de li
guido nutriente, os guais eram incubaﬂos a 282 C. Amostras de 0,1 ml foram
retiradas nos tempos 0; 3; 24; 48; 72 e 96 horas e, em seguida,ﬂsemeadas em
placas com nutriente agar. . As placas foram incubadas a 28¢ C.e, depois de é

. ~ . N
dias, foram contadas as colonias.

3.5. Analise dos Ensaios ;

3.5.1. 0 conceito de droga forte, droga fraca e droga neutra

Se a proporgao de‘genétipos de Qma populagao altera-se em resposta a
uma pressao seletiva introdu;ida, essa proporgéo, guando a presséo_ seletiva
for removida, podéré permaﬁecer inalterada ou reverter a proporgéo da 'populg
géo original ou cada vez mais se distanciar da proporgéd da populagaovorigi -

nal.

. . . . u‘ . .
Desta maneira, se for adicionado um antibiotico a um meio, onde cres-

. . [ e o %1 . L
ce uma linhagem bacteriana sensivel a esse antibiotico, apenas as celulas mu-



tantes resistentes poderéd crescer. Se essas células voltarem a ser cultiva-
das em meio sem o antibiﬁtico, com o correr do tempo, poderé haver predomin%gi
cia da linhagem sensivel original ou da linhagem mutante resistente ou é pré—
porgéo manter-se-a iéalterada.

>

~ ~ - ~
A selecao em diregao a resistencia, gque ocorreu na passagem da popula

gao sensivel a populagéo resiétente ao antibiotico & chamada de selecao dire-
p@gﬂg}.(VAN DER PLANK, 1968). A éelegéo em diregao a populagao original, que

pode ocorrer guando a pressao seletiva e removida, e chamada de selecaoc esta—

bilizadora (VAN DER PLANK, 1968). A selegao em diregao a pépulagéo mutante
resistente, que pode ocorrer guando a pressao seletiva & removida, é, aqui ,

chamada de selecaqﬁestabilizadora negativa. E, finalmente, se nao houver al-

~ ~ ’ ¢ . . ~ . .
teragao na proporgac de celulas sensivels e resistentes, na ausencia da pres

sao seletiva, diz-se gue nao houve nenhum tipo de selegao estabilizadora.

Sao essas 3 situagoes gque sao usadas na conceituagao de droga forte ,

droga fraca e droga neutra. Em outras palavras, uma droga e forte guando,num

meio sem a droga, a selegéo estabilizédora age sobre o mutante resistente a
essa droga. £ fraca guando, num meio sem a droga, a selegao estabilizadora
negativa age sobre o mutunte resistente a essa droga. E, e neutra quando,num
meio sem a droga, nem a selegéo estabilizadora nem a Selegao estabilizadora

negativa age sobre o mutante resistente.

3.5.2. Como determinar guantitativamente a forca de uma droga

A medigéo guantitativa da forga de uma droga se faz através do mutan-
te resistente a essa droga. Existem dois meétodos que permitem essa determina
gao, ambos baseados no conceito de meia-vida relativa (MV ), que sera apresen

r -

tado a seguir.
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3.5.2.1. Determinacao atraveés da mistura da linhagem original

com cada uma das linhagens mutantes

' 0 ensaio descrito em 3.4.5. permite a construgao de uma tabela com as
seguintes 4 colunas: colunas A e B onde Sao_colocadas as porcentagens das 1li-
nhagens?sensivel e mutante,‘respectivamente, obtidas nos diversos tempos en-
. saiados. Coluna C onde sao colocadas as poréentagens, também nos diversos
tempos, da linhagem resistente recalculadas supondo-.e o valor 100 para as
porcgntagené encontradas para a'linhagem selvagem. E, finalmente, a coluna D
onde sao colocados .os logaritmos dos nimeros da ‘coluna C,que sera chamada de
X = log,, C.

De posse desses dados, pode-se calcular o coeficiente de regressaoc 11

near 1 de X sobre t, sendo t uma unidade de tempo, de acordo com a equaggo:

‘ X=X +rt
(u]

3
v

A forga da droga & expressa pelo cociente 1o -llg_ e gue sera chama- |

r
do de meia-vida relativa (Mvr) da linhagem mutante resistente em relagao a
linhagem selvagem. 0. significado da MVr pode ser analisado através da figura

1, que representa o caso tipico de uma droga forte, onde:

‘ log c/2
r o ~(log C - log C/%J _ logC/2 - log G _ C ol
: MV | MV MV
r r r
r = log 1{2 e, portanto
MV . :
r _ | w = _log 1/2




X=1log C

log C

Figura 1 - 0 significado da MV ;é 0 tempo necessario para
uma populagéo de umg dada linhagem de um mi-—
crorganismo cair até a metade ou dobrar em re-
1a950 a uma.outra linhagem considerada.
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Pela dedugéo apresentada torna-se facil entender o significado biolo-

gico da MVrE e o tempo necessario para a populaqao de uma dada linhagem de um

microrganismo cair ate a metade ou dobrar em relagac a uma outra linhagem con

siderada. Desta maneira, valores positivos do coeficiente de regressac linear
r indicam droga fraca, valores negativos indicam droga forte e, finalmente, &

nulo indica droga neutra.
A Conceituagao bioldgica da MVr foi primeiro desenvolvida por VAN DER

PLANK (1968 e 1969) sendo, ‘até aqui, aplicada somente ao estudo da capacidade

. ~ . . £ .
de sobrevivencia de ragas virulentas de patogenos vegetais.

3.5.2.2. Determinacac atraves das curvas de crescimento da li-

‘nhagem original e das linhagens mutantes resistentes

A MV da linhagem mutante resistente em relagaofé linhagem selvagem

_ r
também pode ser calculada a partir das curvas de crescimento de ambas as 1i-
nhagens. As curvas gue aparecem na figura 2 representam o' cresciménto de

duas linhagens hipotéticas, A e B,cujas equagaes 550, respectivamente:

onde XA e XB representam o nimero de individuos apos um tempo t, X 0o nimero
: ' - o

inicial de individuos, r e rB as taxas de crescimento de cada uma das linha-
gens, t o tempo considerado e, Finalmehte, e que e igual a 2,718.

Supondo ser este um caso de droga forte, B seria a linhagem mutante
resistente e, portanto, sua MV em relagao a linhagsm A € 0 tempo necessario
r - .

para que sua populagao caia ate a metade em relagao<é'da linhagem A. Supondo
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igual o numero inicial de individuos de ambas'as linhagens, podemos tambem di
] s, . .. . . [
zer gue a MV_ e o tempo necessario para-que o-numero de individuos de A torng
r . .
—-se o dobro do numerc de individuos de B. "Em vista ‘disso, podemos escrever o

gue segue, onde o temﬁo'i representa a MVE de B em relagéo a A.

rt :
X A t(r, - rg)
A g =2 : ou 2=-¢e ou
X = X ? r t ‘
A o .
——— -e -
2
‘0,693
log 2 = t(r, - r_) ou MV =t = — :
e A B r r - rB
- A

Os valores de FA e rB podem ser facilmsnte calculados a partir das

curvas de crescimento das linhagens A e B por regresséo linear. Esta aborda-
gem para a determinagéo da MVr também fol primeiro desenvolvida por VAN DER

PLANK (1968) sendo empregada nos estudos de sdbreviv%ncia de ragas virulentas

de patogenos vegetais.

)
¥

Se, na formula citada acima, rA for sempre a taxa de crescimento da

linhagem original, valores da diferenga rA - rB positivos indicarao droga for

te, negativos droga fraca e, guando essa diférenga for nula, droga neutra.
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4, RESJLTADOS

4.1. Resultados dos Ensaios

I3

4.1.1. Obtengéo de mutantes resistentes a estreptomicina

~
Foram isoladas 6 colonias gue cresceram em nutriente agar mais 100
mcg/ml de estreptomicina, conforme descrito em 3.4.1. A comparagao guanto aos
niveis de resistencia ao antibiotico entre a linhagem original e os mutantes

& mostrada na tabela 1.

Tabela 1 - Mutantes resistentes de C. michiganense a estreptomicina ensaiados
em meio liguido + estreptomicina. Comparagao com a linhagem origi

nal.

Colonias . Concentragao de estreptomicina (meg/ml)

Testadas 0 1 10 20 50 100 200 500 1000
Mutante 1 : + + + + + o+ + + -
Mutante 2 + ; + + + + + + -
Mutante 3 + + + + + + + + | -
Mutante 4 + + + + | + + + + -
Mutante 5 + + + + + + + + -
Mutante 6 + + + + + + + + -
Linhagem original + o+ - - - - - - -

+ = turvagao ~ = Sem turvagao

Nos ensaios seguintes usou-se o mutante 1



4.1.2. Obtencac de mutantes resistentes a eritromicina

Foram isoladas 3 colonias gue cresceram em nutriente agar mais - 50

mcg/ml de eritromicina, conforme descrito em 3.4.2. A comparagao quanto aos
¢ . . ~ . s o2 . o .

niveis de resistencia ao antibiotico entre a linhagem original e os mutantes

e mostrada na tabela 2.

Tabela 2 - Mutantes resistentes de C. michiganense a eritromicina ensailados
em meio liguido + eritromicina. Comparagao com a linhagem origindl

Colonias Concentragao de eritromicina (mcg/ml)

Testadas O 1 10 20 50 109 200 500 1000
Mutante 1 + + 4 : + + +' - -
Mutante 2 o+ T+ o+ + + +- - - -
‘Mutante 3 . + + + + ) + | + + —' -
Linhagem original + + | + + . - - - - -

+ = turvagao : ‘ - = sem turvacgao

Nos ensaios seguintes usou-se o mutante 1.



4.1.3. Obtenqao de mutantes resistentes a penicilina

Foram isoladas 4. colonias que cresceram ng. gradiente de O a 1000 mcg/
. . o ~ ¢ . . ~ . o «
ml de penicilina. A comparagao quanto aos niveis de resistencia ao antibioti

co entre a linhagem original e os mutantes € mostrada na tabela 3

Tabela 3 - Mutantes resistentes de C. michiganense a ‘penicilina ensaiados em
meio 1liguido + penicilina. Comparagao com a linhagem original.

Colonias Concentragao de penicilina (mcg/ml) |
Testadas ' o 1 10 20 50 100 200 500 1000
Mutante 1 . + S+ 4 S+ 4 + - - -
Mutante 2 T
Mutante 3 o + 0+ + + .+ + o+ _ _
Mutante 4 + + | + + +. - - - -
Linhagem original + + - - “f - - - -
+ = turvagao : - = sem turvagao

Nos ensaios seguintes usou-se o mutante 2.
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4.1.4. Resistencia cruzada

Os resultados para a estreptomicina, eritromicina e penicilina frente
a cada um dos mutantes e linhagem original sao mostrados nas tabelas 4, 5-e 6

respectivamente.

Tabela 4 - Teste de inibigao de linhagens, original e mutantes, de C. michigg
nense a estreptomicina

Linhagens Concentracao de estreptomicina (mcg/ml)
Testadas 0 1 10 20 50 100 200 - 500 . 1000

' Mutante resistente ‘
a estreptomicina 4+ .+ Yoo+ 4+ + _

Mutante resistente
-~ 0 . 0
a eritromicina + + - - e - - - : -

Mutante resistente S o x
a penicilina . + -+ - - = - - - -

Linhagsm original + + B - - - - - -

+ = turvagao : N - = sem - turvagao



Tabela 5 - Teste de inibigao de linhagens, original e mutantes, de C. michiga

nense a eritromicina

: I

Linhagens Concentragao de eritromicina (mcg/ml)
Testadas - 0 1 10 20 - 50 100 200 500 1000

Mutantes resistentes .
a estreptomicina + + + + - - - - -

Mutante resistente
‘a eritromicina + + + + + + + - -

Muténte resistente

a penicilina : + -+ + + - - - - -
Linhagem original + + - + o+ - - - - -
+ = turvagéo S - = sem turvagao

Tabela 6 - Teste de 1n1blgao de llnhagens, orlglnal e mutantes, de C.michiga-
nense a penicilina

Rl

Linhagens . - Concentragao de penicilina (mcg/ml)
Testadas 0 i 10 20 50 100 200 500 1000

Mutante resistente
a estreptomicina + + - - - - - - -

Mutante resistente _
a eritromicina + + - - - - - - -
Mutante resistente '

a penicilina - + + + + + + + - -

Linhagem original + + - = - - - - -

+ = turvagao : S - = sem turvacao



4.1.5. Determinagéo do crescimento da linhagem original em relacao a

cada uma das linhagens mutantes atraves de misturas de linha

EEHS

Os resultados dos ensaios descritos em 3.4.5. estao nas tabelas 7; 8
e 9 respectivamente para és misturas da linhagem original com o mutante es-

treptomicina resistente, eritromicina resistente e penicilina resistente.

Tabela 7 - Efeito do periodo de-cultivo em liqUido nutriente sobre a porcenta
' ‘gem de linhagens, original e resistente a estreptomicina, de C.mi-
chiganense em mistura. (Resultados de 3 experimentos)

Ndmero de . - Namero de % de ..
Tempo .. . . . Medias
(horas) Bacterlas% Bacterias Bacterias % .
Ensaiadas Resistentes Resistentes
0 o 51 . - 50,50
72 EC! 43,06 61,51
155 1 ©90,97 P
=Y 55 28 80,91
a ~ 110 44 40,00 . 59,47
48 42 : 87,50
48 . 22 10 45,45 _
- 35 13 37,14 54,53
121 © 98 .'80,99
9% 86 38 44,19 .
' 80 . 29 - 36,25 51,96
171 129 75,44
2 HH3E |
X~ = 17,685 p=0,1

* 3 a 5 placas
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Tabela 8 - Efeito do perlodo de cultivo em- llquldo nutriente sobre a-porcenta
gem de linhagens, original e. resistente a eritromicina, de C. mi‘—
chiganense em mistura.  (Resultados de 3 experimentos)

' Nimero de " Nimero  de % de e
Tempo . ol . Medias
(horas) Bacterias - - Bacterias Bacterias ‘ o

Ensaiadas¥* Resistentes  Resistentes ' °
(8] : ~ 116, 103 © 88,79
' ‘53' 22 41,51 64,86
98 ' 63 - 64,29
24 » a2 | 35 83,33
91 34 37,36 58,98
112 63 , 56,25 '
8 . 24 19 79,17
‘ ’ 113 - 45 39,82 57,93
427 234 - . 54,80
96 . 33 - 23 69,70 :
‘ 132 36 . - 27,27 48,58
82 .40 48,78
2 #3434 ‘ -
X = 48,10 p=0,1

<

* 3 a 5 placas
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Tabela 9’—-EFeitD do periodo de cultivo em liquido nutriente sobre a porcenta
gem de linhagens, original e resistente a penicilina, de C. michi~

ganense em mistura.

(Resultados de 3 experimentos)

Numero de ‘Nimero % de o
Tempo ‘ .. .. .. - Medias
(horas) Bacterias Bacterias Bacterias % oo
- : Ensaiadas* Resistentes Resistentes :
0 : 37 17 45,95
a1 33 - 80,49 53,74
115 a0 34,78
24 R 90 37 41,11
' 122 - 89 72,95 45,96
a2 10 | 23,81
48 ‘ | 45 14 31,11
‘ 89 63 - 70,79 42,30
28 7 - 25,00
96 o 71 13 18,31
' 81 a4 54,32 26,52
447 31 . 6,94
2 L E L
X = 183,16 = 0,1

=

* 3 a 5 placas

4.1.6. Curvas de crescimento

Os resultados dos ensaios descritos em 3.4.6. estao nas tabelas 10,

11, 12 e 13 respectivamente para a linhagem original, linhagem estreptomicina

- resistente, linhagem eritromicina resistente e linhagem penicilina resistente

A representagéo gréFica_dos dados para as 4 linhagens esta na figura 3.
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Tabela 10 - Nimero médio de células viaveis por ml da linhagem original em di
versos tempos ' ‘

-

. , N2 Medio de N2 de Redugao §
Horas 'Diluigaes* Colonias Bacterias viaveis a uma Médias
| por placa#*¥® por ml Bacteria
0. sem diluir 6 &0 1
10,4 104 1 1
27,5 12755 1
3 sem diluir 10,2 - 102 1,7
15 150 - . 1,48 1,57
—2 S 4 - - :
24 10 42 ©4,20.10 7,00.102
' ' S . 4. :
64 - 6,40.10 5,15.102 4,91.102
‘ ‘ 5 2.
- 204 ' .2,04.10 1,60.10
—7 | o 8 | 6
48 10 2 . .2,00.100 3,33.10
‘ , 5
- - - . 4,85.10
‘ 5 6 ,
81,4 '8.14.100 . 6,38.10
72 107 - - - S
' . 11 9 9
91,5 - 9,15.10 8,79.10 7,37.10™-
1 9
761 7,61.10 2 5,96.10
-10 z : 12 , 10
96 07 . 35 - 3,50.10 5,83.10
S ' 12 10 10

82 8,20.10 7,88.100 6,86.10

# 0,1 ml plagueados » #* 3 a 5 placas
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Tabela 11 - Nimero medio de ceélulas viaveis por ml da linhagem estreptomicina

resistente em diversos tempos.

‘(Resultados de 3 experimentos)

Ne Médio de Ne de Reducao
Horas Diluigoes# - Colonias Bactérias viaveis| a uma Medias
por  placa¥* por ml Bactérla
0 sem diluir 3 30 1
12,5 125 1 1
51,3 513 1
3 sem diluir . 5,2 52 1,73
13 130 - 1,04 1,43
79 1790 1,53
24 10 31 3,10.10 1,03.10
. 4 5 2 2
48,5 4,85.10 3,88.10 7y09.10
a8 10 - = -
' 7 5 G)
6 6,00.10 4,80.10 4,33.10"
9 6
420,3 4,20.10 8,18.10
' -8 10 9
72 10 96 9,50.10 3,16.10
‘ 9
_ - - 2,36.10
11
802 8,02.10 1,56.109
96 1077 - - -
: o112 10 10
520 5,20.10 4,16.10 3,26.10
13 10
1220 1,22.10 2,37.10
* D,l ml plaqueados #*¥* 3 a 5 placas



Tabela 12 - Nimero medio de celulas viaveis por ml da linhagem eritromicina
resistente em dlversos tempos (Resultados de 3 experimentos)

Tempo L e‘NQ Méd%o de - X ;N? 'de.'. ) Hedugaq ' .
(horas) Diluigoes* Golonlas ‘ Bacterlaé_v1ave;s a uTa. Medias
por placa¥* | por ml .Bacteria
0 sem diluir 38,5 385 | 1
147,2 a2 1 1
428 4280 o1 |
3  sem diluir 41,7 - 417 ' 1,08
| 182 1520 1,03 . 1,15
581,5 5815 | 1,35
24 - - -
10°° 427 L amad 2,90.10° 3,22.10°
122 1,52.10° 3,55.10°
a8 167° 13,2 1,32.108t 3,42.10°
A 91,6 2,15.10° 4,86.10° 2,25.10°
2540 | 2,54.1010. 5,93.106
72 1078 81 _ h 8,10.1000  2,10.10°
a3 4,13.10°0  2,80.10°  3,27.10°
2110 2,11.10°  4,93.10°
96 107 o1o21 - . 1,02.10°° 2,64,1010
| o - - _ 1,47.10™0
1325 ' 1,32.10°°  3,08.10°

*¥ 0,1 ml plagueados ' | ' *#% 3 a5 placas



T@bgla 13 - NUmero medio de células|viaveis por ml da linhagem penicilina re-
sistente em diversos teTpos. (Resultados de 3 experimentos)

' N2 Médio de | N2 de " |Reducao
Tempo ~ ' : .. e .
(horas) | DiluigSes* ~Colonias Bacterias viaveis| a uma Medias
¢ por placa** por ml Bacteria
0 sem diluir 29 - 290 - 1
372 3720 1 1
8,5 . 85 |
3  sem diluir 33,2 332 | 1,14
361, 80O . . 1,02 1,07
9 90 1,05
: -2 5 2
24 10 167 . 1,67.100 - -5,75.10
5 2 2
914 . 9,14.10 2,45.10 3,69.10
‘ ) 4 e 2
24,4 2,44.10 . 2,87.10
-6 S 7 L 5
48 10 9,2 9,20.10 - 3,17.10° °
- _ - - 3,34.10
7 . 5
3 3,00.10 3,52.10
: -8 10 ) 8
72 10 52 " - 5,20.10 1,79.10
' 11 8 8
421 ' 4,21.10 1,13.10 1,46.10
| -9 , ' 11 8
96 10 21,2 . _ 2,12.10 7,31.10
. . 8
- L - - _ 6,00.10
‘ 10 8
a . 4,00.10 4,70.10

* 0,1 ml plagueados : : #* 3 a 5 placas
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Figura 3 - As curvas de crescimento das linhagens, original, es—
treptomicina resistente, eritromicina resistente e

penicilina resistente, de C. michiganense.




4.2. Resultados da Analise dos Ensaios

4,2.1. Determinagéo das forcas das drogas atraves da mistura da linha

gem original com cada uma-das linhagens mutantes

0Os resultados da anélisé’dos ehsaios.aue aparecem em 4.1.5., feita de
acordo com 3.5.2.1., estao nas tabelas 14, 15 e 16 respectivamente para- a 1li
nhagem estreptomicina resistente, eritromicina resistente e penicilina resis
tente. 0Os valores do coeficiente dé regresséo lineaf (r), com seus respecti
vos erros, calculados seguado STEEL e TORRIE (1960) e da meia-vida relativa
(Mvr) para cada um dos 3 mutantes, calculados a partir dos dados das tabelas

14, 15 e 16, também de acordo com 3.5.2.1., estao na tabela 17.

Tabela 14 - Quantidade relativa de linhagens, estreptomicina resistente e ori
ginal, de g; michiganense guando cultivadas em mistura

9
4

A ‘ B8 | - C B
: g P [ - ' 0 - .
Tempo o Bac?er?as o B?Cterlas % B?cterlas - log. G
(horas) -Bensiveis Resistentes Resistentes 10
(Recalculado)-
0 38,49 61,51 ‘ 159,81 2,201
24 ' 40,53 59,47 146,73 2,164
a8 45,47 © 54,53 119,93 ' 2,075

96 48,04 51,96 108,16 2,033
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Tabela 15 - Quantidade relativa'de\linhagens; eritromicina resistente e origi
.nal, de C. michiganense guando cultivadas em mistura.

A B | -~ C D

Tom % Bactérias % Baczérias %’Bac;érias X - 1o . c
(He DD) " Sensiveis Resistentes Resistentes - glO
oras) | (recalculado)
0 35,14 64,86 184,58 2,264
24 41,02 58,98 : 143,78 2,155
48 42,07 . 57,93 137,70 2,136
96 51,42 48,58 94,48 1,974

Tabela 16 - Quantidade relativa de linhagens, penicilina resistente e origi -
. nal, de Q.'miChiganense guando cultivadas em mistura

L

A B ) C

D
Temnoo % Bactérias % Bactérias % Bactérias X 1 C
P Sensiveis - Resistentes Resistentes = %19
(horas) .
(recalculado)
0 46,26 53,74 116,17 2,064
24 54,04 45,96 85,05 1,929
a8 . 57,70 42,30 v 73,31 1,863V

96 73,48 26,52 36,09 1,556
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Tabela 17 - Valores do coeficiente de regressaoc linear (r)ba da meia-vida re---
 lativa (MVP) dos 3 mutantes calculados atraves da mistura de 1i-

nhagens
Linh W
inhagem r (horas)
Estreptomicina resistente -0,00179 - 0,0007681 maximo 294,52
medio 168,16
minimo 117,67
Eritromicina resistente -0,00288 t 0,0003850 maximo 120,64‘
' : medio 104,51
minimo 92,19
Penicilina resistente -0,00518 - 0,0005657 méximo - 65,24
' - ' ' _médio - 58,11
minimo 52,38

L

4.2.2. Determinacao das forcas das drogas atraves das curvas de cres—

cimento da linhagem original e das linhagens mutantes

Os valores do coeficienfe de régressao linear (r), com seus respecti-
vos erros, calculados segundo STEEL e TORRIE (1960), de cada uma das 4 linha
gens e da meia-vida relativa (Mvr)’da linhagem penicilina resistente apenas ,
jé gue os coeficientes dos outros dois mutantes confundem—se com o da linha —
gem original, calculados a partir dos gados das tabelas 10, li, 12 e 13, de a

cordo com 3.5.2.2., estao na tabela 18.
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TabelaﬂlB - Valores doACbeFicientelde regressao'linear‘(r) das 4 linhagens e

sistente calculados atraves de curvas de crescimento

-0s valores da meia-vida relativa'CMV ) da linhagem penicilina re-

Linh 'f‘ | MVr
-innaged (horas)
Estreptomicina resistente 0,11755 - D,008843 -
Eritromicina resistente D,11232 - 0,007281 -
Penicilina resistente. -0,09968 i‘D,008445 _maximo 144,98
‘ a medio 30,66 -
minimo 17,14
. L. +
Original 0,12228 - 0,009375 -
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5. DISCUSSAQ

5.1. Aspectos Teoricos Gerais

~ . A . . ‘e . .
0 fato da aguisigao de resistencia a agentes inibidores por um micror
ganismo poder acarretar uma diminuigao ou um aumento ou manter inalterada sua
taxa de crescimento e um problema intrigante cujas causas, ate hoje, nao fo -

ram bem esclarecidas.

- . ~ . N ~ . .
Considerando gue o gene gue confere resistencia a droga nao foi adi-
. . . . 3 ’ ~
cionado ao cromossomo do microrganismo e.sim gue provem de uma mutagao num ge
ne preexistente o qual, a partir do momento em que se deu a mutagao, deixou
. ~ a ¢ . ~ 2
de executar sua antiga fungao, e possivel apresentar uma explicacgao razoavel

para tal problema.

Assim, se aguele gene preexistente, que foi alterado pela mutagao,con
trolasse uma importante fungao no metabolismo do microrganismo, o mutante,que

~ . . ’ . ] e . £ .
nao mais o possui, tera sua taxa de crescimento diminuida. Se, porem, esse

(e
0

gene controlasse uma Fungéo secundéria para a pélulabéomo, por exemplo, sua
morfologia, o mutante nao tera alterada sua taxa de crescimentp. Finalmente,
pode-se imaginar o caso onde a mutagéo para resistencia a droga traga, como
efeito colateral, uma acelera@éo em algum processowimporﬁante para a célula

~com consequente aumento da taxa de crescimento. 0Os 3 casos estao esguematiza

dos na figura 4.

Por definigao, seriam consideradas drogas fortes aguelas gue se engua
drassem na primeira situagao descrita acima, fracas aguelas gue acarretassem
alteragoes gue pudessem ser incluidas na ultima situagao e neutras as que cou

bessem na situacao intermediaria.
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Figura 4 — Os 3 tipos de drogas. Na figura estao representados dois
cromossomos: o superior pertence a linhagem resistente a
uma droga gualguer e o inferior pertence a linhagem sensi
vel. A regiao escura no cromossomo superior € o gene gue
confere a resisténcia.eo ponto de interrogagao,na sensi -
vel, representa o gene perdido quando da aquisigéo da re-
sistencia.



0 fato de se aceitar essa teoria como correta, para explicar os dife-

rentes comportamentos dos mutantes resistentes as drogas, guanto as suas ‘ta-

.

xas de crescimento, implica em, pelo menos, S‘Cbnsequénciasz

a) ao contrario do que acontece com os modelos de resistencia
gue 550, de um modo geral, caracteristicas dos agentes inibidores (GUHGEL e A
ZEVEDO, 1969), a forgca das drogas nao & caracteristica nem delas mesmas somen
te e nem dos microrganismos, mas sim do complexo droga-microrganismo. E, ain
da assim, com uma ressalva: para dois mutantes resistentes a uma mesma droga,
mas cada um deles tendo um gene diferente conferindo essa resistgncia, a for-
ca da droga provavelmente nao sera a mesma para ambos 0Ss casos. ”Em situagaes
como esta, para fins préticos, a droga devera ser classificada de acordo com
a seguinte prioridade: fraca, neutra, forte. Desta maneira, uma droga s0 po-
dera ser considerada forte em relagéo a um determinado microrganismo se, en-
tre todos os mutantes resistentes desse microrganismo a ela, nao houver ne-
nhum gque tenha sua taxa de crescimenfo aumentada, caso de droga fraca, ou i-
nalterada, caso de droga neutra, em relagéo ao microrganismo original sensi -
vel, : b

b) considerando que o conjunto de genes de cada especie de mi
crorganismo, em virtude de séculos de selegéo, esteja com um balanceamento
muito préximo do ideal para um dado ambiente, e de se esperar gue um mutante
resistente a uma droga, na ausencia da droga, na maioria das vezes, seja me-
nos apto a sobreviver gue a liHhagem original. Dai esperar-se que a maloria
das drogas comporte-se como forte, algumas como neutras e pouquissimas como

’

fracas.

c) espera-se gue, na maioria dos cesos, as drogas que apresen

~ s . . .
tam modelos de resistencia do tipo multiplos passos sejam fortes e tanto mais
fortes guanto mailores os niveis de resistencia dos mutantes resistentes a e-

0 . L4 o .
las. Isso devido ao maior numero de genes que a linhagem mutante perde para



tornar-se resistente, com consequente aumento de probabilidade de um deles
ser importante para a sobrevivencia da linhagem, sem se considerar o efeito g
ditivo prejudicial gue os geneé perdidos deverao acarretar. Por esse mesmo
‘racioc{nio, dentre as drogas que se comportarem como neutras ou fracas, gue

deverao ser minoria no total, a maioria devera seguir o modelo de resistencia

de um so passo.

Um outro aspecto muito interessante, gue por certo merecera estudos
posteriores, & a relaggo existente entre os valores de Mvr de 2 linhagens mu-
tantes resistentes de um microrganismo, cada uma delas resistente: a uma dro-
ga diferente e o valor da MVr para o mutante resistente as duas drogas. 0 co
nhecimento exato do gue acontece em casos como este traria novos subsidios a
interpretagéo correta do efeito benéfico da terapia miltipla que, alem de di-
minuir o ndmero dg individuos resistentes, pois eles teriam que ser resisten-
tes a mais de uma droga ao mesmo tempo, provévelmente, desde que as drogas en
volvidas sejam fortes, terda a vantagem de aumentar a selegao estabilizadora
contra os individuos com resistencia a diversas drogas. Por outro lado, o e-
feito de se juntar, numa mesma iinhagém, resistencia a uma droga fgrte com
uma droga fraca ou com uma neutra, éobre sua MV;, também seria interessante

ser conhecido.

A hipﬁtese formulada no inicio desta discussao, para explicar as fre-
guentes alteragaes na taxa de crescimento de microrganismos, decorrente da a-
quisigéo de resistencia a agentes inibidores, nao & exclusiva para eles. As-
sim, e de se esperér que situagaes semelhantes ocorrem em outros grupoé, se
bem que, guanto mais evoluido o grupo, menor as possibilidades de que tal a-
contega, em virtude do maior n&ééro de genes gque tais grupos terao. Com is-
so sera muito mais dificil gue um Gnico gene perdido possa acarretar altera-
gaes tao drasticas como as que ocorrém entre os microrganismos. Entre os in-
setos, GEORGHIOU (1972) ressalta a existencia do fenomeno e, um dos casos ci-
tados por ele, referente a aquisigao de ;esist%ncia aa mosca doméstica ("hou—

sefly") contra os inseticidas M.I.P. (metilcarbamato de m-isopropil-fenil) e



isolan (dimetilcarbamato de l-isopropil-3-metil-5 pirazolil) e tipico de dro-

ga neutra para o isolan e droga forte para o M.I.P.

GEORGHIOU (1972) assinala ainda gue, de um modo geral, se a pressao
seletiva do inseticida sobre a populagao de insetos for bastante prolongada,a
. ~ . . . £ . s
desvantagem dos mutantes resistentes em relagaoc aos originails sensiveis e anu
lada em virtude de, provavelmente, haver um balanceamento melhor entre os ge-
nes dos individuos resistentes. Tal fato nao e conhecido entre os microrga -
. . ’
nismos, provavelmente devido ao menor numero de genes que eles possuem, com

consequente menor flexibilidade para eventuais adaptagaes.

Como se v%, a situagéo dos mutantes resistentes a drogas, na ausencia
das drogés, nao é: de um modo geral, nada favoravel. Em vista disso, seria
interéssante‘especular se a aquisigao dos fatores R pelas bactérias nao foi o
caminho encontrado por elas para fugir da selegéo estabilizadora pois, neste
caso, as bactérias ganham os genes de resistencia e nEo‘perdeﬁ aqueles ou-
tros genes gue possibilifam a agéo da selegaﬁ estabilizadora. Evidencias de
que bactéerias portadoras de fator R nao sao menos aptas em sobreviber, guando
comparadas com aguelas que nao possuem tal fator, sao apresentadas por WATANA

BE (1972) e incluem, entre outros, os 3 sugestivos trabalhos seguintes:

a) SMITH (1967) caracterizando 30 linhagens de Escharichia co
1li isolados em 1946, antes, portanto, da era dos antibioticos, mantidas por
liofilizagao, encontrou uma que possuia fator R, o gqual conferia resisténcia a

estreptomicina, tetraciclina e bluensomicina.

.b) GARDNER, SMITH, BEER e MOELLERING (1969) caracterizando 40
especimens de bactérias gram—-negativas, isoladas das Ilhas Salomao, no Pécifi

co Sul, regiao onde nunca se usou antibioticos, encontraram um especimen com



fator R, o gual conferia resistencia a estreptomicina e tetraciclina.

c) DAVIES e ANADAN (1970) caracterizando espécimens de bacté-
rias isoladas das fezes de 128 nativos do Norte de Borneo, local onde  nunca

se usou antibioticos, encontraram 6 linhagens de-Escherichia coli que . pos -

§ ~ “ . .
suiam fator R. Dois desses fatores conferiam resistencia a estreptomicina,
cloranfenicol, oxitetraciclina e sulfadiazina, outros 3 a ampicilina, estrep-
tomicina, cloranfenicol, tetraciclina e sulfadiazina e um unico a ampicilina,

estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina e sulfadiazina.

5.2. 0 Conceito de Forga de Drogas Ilustrado com Corynebacterium micghiga-

nense e 0os Antibioticos- Estreptomicina, Eritromicina e Penicilina

5.2.1. Comportamento da bactéria frente a cada (m dos antibioticos

0 modelo de resistencia tanto da estfeptomicina como da eritromicina
e, geralmente, do tipo um éé_passo (AZEVEDO, 1973) e o modelo da penicilina ,
segundo o mesmo autor (AZEVEDO, 1973) é; geralmente, o de mﬁltiplos passos.0s
resultados obtidos neste -trabalho indicam, indiretamente, que também para a

. . . . . ’ . . =
Corynebacterium michiganense os antibioticos citados comportam-se da mesma

maneira pois, para os 2 primeiros, mutantes resistentes foram obtidos simples
mente semeando-se células sensiveis em alta concentragao do antibiotico (100
mcg/ml para a estreptomicina e 50 mcg/ml para a eritromicina) ao passor que,pa
ra o terceiro, a placa gradiente (SZYBALSKY e BRYSON, 1952) precisou ser usa-

da.

Como pode ser observado na tabela 2, para a eritromicina, dois mutan-



tes foram resistentes a 200 mcg/ml do antibiotico enguanto que, um terceiro ,
nao atingiu esse nivel de resistencia. Tal comportamento pode ser explicado

bela hipétese de gue existem vérios genes determinando a resist%ncia,oé‘quais
apresentam diferentes potencialidades (DEMEREC, 1948 e AZEVEDD,“1961). Assim, -’
o gene mutado nos mutantes 1 e 3 confere alta resisténﬁia a eritromicina“(caz
ca de 200 mcg/ml) enguanto que para o mutante 2 o gene mutédo tem menor poten

cialidade (cerca de 100 mcg/ml).

J& no caso da penicilina (tabela 3) a explicagao € outra, embora o fa
to seja o mesmo. Aqui, o mutante 1 foi resistente até 100 mcg/ml, o 4 até 50
mcg/ml e os mutantes 2 e 3 o foram até 200 mcg/ml. DEMERFC (1948) admite que,
provavelmente, varios genes estejam envolvidos no processo que determina a
resisteéncia bacteriana a penicilina. Entretanto, ao contrario do que fol as-
sumido”para a eritromicina que, diga-se de passagem, cabe para £odas as dro -
gas que seguem o modelo de resistencia de um so passo, tais genes seriam  1i-
guais em sua potencialidade. AZEVEDD (1961) gupae que, -apenas para uma  me-
lhor compreenséo do problema, cada gene aumenta a resisténcia da bactéria a
droga de duas unidades. A mutagao deﬁum gene determinaria entao rgsist%ncia
a duas unidades, um segundo gene gue mutasse aumentaria para .quatro eséa re-
sistencia e assim por diante. Assim, a probabilidade de duas mutagSes ocorre
rem éimultaneamente seria tao peguena que poderia ser coﬁsiderada nula e, de-
vido a isso, resistencia a altas ‘doses de penicilina nao poderia ser obtida
num so passo. Entéé, voltando a tabela 3, pode-se afirmar que, provavelmen -
te, o mutante 4 tem um nimero menor de genes mutados que o mutante 1 e que es

te tem um numero menor gue os mutantes 2 e 3.

Para a estreptomicina (fabela 1) pode-se especular, jé gue se trata
dd modelo de um so passo, que todos os mutantes sofreram mutagao no mesmo ge-—

ne ou em genes diferentes mas com iguais potencialidades.



5.2.2. Resistencia cruzada

A anélise‘das tabelas 4, 5 e 6 mostra que nenhum dos mutantes esStuda-
dos ‘apresentou resistencia cruzada aos antibidticos usados. Esse resultado
vem confirmar os dados existentes na literatura (SCHNITZER e GRUNBERG, 1957 )
qgue enfatizam a alta especificidade da resistencia para a penicilina e estrep
tomicina, apesar de KLIMEK, CAVALLITO.e BAILEY (1948) relatarem resistencia

cruzada entre esses antibioticos em Staphylococcus aureus. Ja para a eritro-

micina tal especificidade e bem menor, sendo numerosos os casos de resisten-—
cia cruzada, mas nenhum deles envolvendo a penicilina ou a estreptomicina

(SCHNITZER e GRUNBERG, 1957).

Ainda pela analise dessas mesmas tabelas pode-se verificar que nao o-

~ ~
correy o fenomeno de sensibilidade colateral, ou seja, a resistencia a um an-
tibidtico nao tornou o mutante mais sensivel gque a linhagem original a outro

rd
antibiotico.

5.2.3. A forca de cada um dos antibioticos

d
A analise das tabelas 17 e 18, onde se encontram os valores do coefi-
ciente de regressao linear com seus respectivos erros e os valores da meia-vi
da relativa (Mvr), da a medida exata da forga de cada um dos antibioticos.es-

tudados.

No caso da determinacao pela mistura de 1inhagens'(tabeias 7, 8e 9)
houve uma variagao significativa entre o nimero de bactérias sensiveis e re-
sistentes nos diversos tempos ensaiados tendo as porcentagens finais, portan-
to, diferido estatisticamente das porcentagens iniciais. Na tabela 17 nota -

-se gue os 3 coeficientes de regressao tem valor negativo, isso indicando,con
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Formetestabelecidd'em_3;5.2.1., fratar—sé, para osﬁS'antibiéticos;Jde drdgaéi
vfortés;-"D Fato da penicilina ter—se.revelado mais forte que a‘éritromicina e
‘estreptomicina jé era esperado em»virtudevde seu modelo de resistencia ‘ser do
tibo mﬁltiDIOs passos e; consequenteménte,~ser muito maior a prbbébilidade de
um ou mais genes importantes para a'sobrevivéncia'davbactéria, na aﬁséncié da
droga, terem sofrido mutagao qqandd da aquisigéo da resisténcia; Jéfaveritrg
micina ter—se mostrado com uma 1éve tend%ncia de ser mais %orte qué a estrep-
tomicina.é um fato gque nao podéria ter éido previsto de anteméﬁ;;Levando—se
em cohta'que ambos os antibidticos tem modelo de resistencia do fipo um . so
passo, tal fato pode ser explicédo‘Cansiderando—seﬂo geﬁe pefdido pela linha-
gem sens{vel, guando da aquisiQED da resisténbia a eritromicina, mais impor -
tante péra sua SObreQiVEnéia quevaquele‘pefdido guando da aquisigao de resis-.

~ - . . o
tencia a estreptomicina.

-“Nq caso da determinagao belas cufvaé de crescimehto (tabéla'la) nota-
—Se'que apenas o mufahte penicilina résistente tem seu coeficiente de 'fegrag
sao linear realmente inferior-aobdaylinhagem 6figinal,‘enquanto que para os
dois outros mutantes seus coeficientes confundem—se com o da linhagemlorigi -
nal, apesar de ser notada uma leVe.fendénCia para sereﬁ menores. Assim,' por
este método, a pénicilina & uma droga Férte e a eritromicina e a eétfeptomici
ha séo-drogas neutras.

Entreféntd, cqnsidefando—se QUé as variagaes épregentadas nos.valqres
da mela-vida relativa (Mvr), quando a-determinagao da forca da droga & feita
pelo método das curvas de crescimento, pela pfépria natureza do método; sao
muito grandese, considerando-se ainda ser o método da mistura de linhagens, a
lém de mais preciso, o que mais se assemelha ao que ocorre em cgndigaes natu

. . 4 . - L4 .
rais, Jjulgamos gue este ultimo e o metodo mais recomendado para se fazer estu

dos sobre a forga de drogas.
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Finalmente, deve-se reséaitar aqqi, 0 perigd de, junto com a mutagéc-
que confere reéist%n;ia a um déterminado anfibiético; cuja forga se guer de -
terminar, ocorrer outra»mutagao gualquer que, nao sendo possivel de ser-detec
tadé, venha a interferir com os‘resultadoé,‘aumentando ou diminuindo o valdr
Ada'meia—vida relativa (Mvr)>do mutante. Para diminuir ta1 perigo deve-se sem

pre trabalhar com mutantes naturais.

i



6. CONCLUSOES
Do presente trabalho podem ser tiradas as .seouintes conclusoes:

a) Toda droga pode serkplaséifipada num dos-S’grupos seguintes, dépeg
dendo da‘modiFicagao acarretadé hé taxa»de'cféscimento do mutante resistente
a droga em relagéo a taxa de Cresciménto da linhagem original sensivel: dro-
gas fortes .quendo a taxa diminui; drogas fracas guando aumenta e drogas ‘neu—
tras quando‘nao ha alteragao. ‘Dentro dos ddis pfimeiros grupos as drogas
sao ordenadas em maié ou menos fortes e mais ou menos fracas através da _meia
- vida relativa [Mvr)_do mutante resistente a droga em relqgao a linhagem drié;

s /
nal sensivel.

b) O método da mistura de linhagens, por ser mais preciso e por estar
. » (4 . N . ~ . v . ) . . ) - ‘ B
mais proximo das condicoes naturais, deve ser o preferido para estudos de

forga de drogas. .

c) A proibigéo totél de se usar.‘por um cerfo tempo, uma d?ferminada
droga, due jé'héo apresenté a efiqiéncia que,tinﬁa?quando foi deécoherta, fa-
ra com gue ela valte a ter a’mesmé eficiencia de antes somente para o'caso de
drogas fortes e, além,disso. deéde'que a\resist%ncia contra ela nao seja con-
ferida por fatores R.

- d) Para Fins’Dréticos, uma droga so sera considerada forte em relagao
a um determinado microrganismo se, entre toaos~os mutahtes resistentes desse
microrganismo a ela, nao houver nenhum gue tenha sua taxa de crescimento au-

mentada ou inalterada. - e

~ .
e) 0 modelo de resistencia da estreptomicina e .eritromicina frente . a

. . 3 ’ . -, i . . . .
Corvnebacterium michiganense e do tipo um so passo enguanto gue o da penicili

r'd . rd . ~ . .
na € do tipo multiplos passos. Nao ocorreu, entre os mutantes resistentes
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: e e’ : A R : Q.
-aos 3 antibioticos, o fenomeno de resistencia cruzada e tampouco o da sensibi

lidade_colateral.

) DS‘B‘antibiéticos, frente Corynebacterium michiganense, classifi

' ~
cam-se no grupo das drogas fortes, sendo a:penicilina o mais forte dos tres ,
a estreptomicina com uma tendencia a ser o mais fraco e a eritromicina situan

do—-se entre os dois.



7. RESUMO

Drogas gue perdem sua eF1c1enc1a rapldamente representam um enorme
pre1u120 para 0s 1ab0rat0r105 que. as langaram no mercado e, mais importénté,
representam tambem um sério perlgo para'aqueles gue delas se wutilizam. M'Os
conceitos e técnicas desenvolvidos ngste trabalholtratam da idéntiFicag5o de
‘drogas, antes de sua comerc1a112agao, quanto ao seu p0551v91 tempo de eflclen
cia. Para tal san deflnléos 3 qrupos de drogas, dependendo da modlflcagao a—
carretada na taxa de crescimento do mutante resistente a droga em relagao a
taxa de crescimentohda'linhagem original: drogas fortes guando a taxa dimi-
nuis. drogas fracas guando aumenta e drogas neutras quando nao ha alteragao.
Dentro dos leS primeiros grupos as drogas sao ordenadas. em. mais ou menos For
tes e mais ou menos fracas atraves da meia-vida relativa (Mvr) do mutante re-
sistente a droga em relacao a linhagem Driginal sensivel. A MVr é, por defi-
nigao,”o tempo necessario para a pdpula@éo dé uma dada linhagem de um micror-
ganismo cair‘até a metade ou dobrar em relacao a uma outra iinhagem considera

da.

B!
*

" A parte experimental deste trabalho foi conduzido com a bactéria fito

~ ) -’ . . . .
. patogenica Corynebacterium michiganense e os antibioticos estreptomicina, eri

tromicina e penicilina: As 3 drogas, em virtude dos. resultados obtidos, sao

classificadas como fortes sendo a mais forte a pen1c111na (MV = 58,11 horas),
seguida da erltromlclna (MV' = 104,51 horas) e da estreptomlclna (MV =168,186
horas).

Sao ainda discutidos outros aspectos do conceito de forga de drogas e,
entre eles, a extensao do conceito para outros grupos alem dos mierorganismos,
suas implicagoes na terapia multipla e no valor evolutivo dos fatores R bacte

j

rianos.
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8. SUMMARY

Pharmacegticgl;;aboratbries_may{ekperience-great losses when ﬁroducihg-
Certain.ahtimicrdbialdfugs‘which iqse fhéir efficiency rapidly ahd, even morg
impbrtant, theseldrugs may reprééént‘é great héaIth Hézard‘to'heople' '“‘using
thém. ‘The concepts and téchniques develdped in this thesis refer to the study
of the possible efficiency time of a drug, before its marketing.»‘ThereFore' 3
groupslof drugs are defined, .according to the modification caused in the
growth rate of drug resistant mutants as compared to the growth rate of the
briginal strain: strong drugs, when the rate diminushes; weak drugs, when it
ihcfeases and neutral drugs;‘when fhe growth rate.remains constant.  In the
two first groups the drugs are classified as more or less strong or more less
weak using the relative half-life (Mvr)_of the Qrug resistant mutaht rélating
to the original sensitive strain. Tha~ MVr is defined as the time lapse’
necessary'for a population of a certain‘strain o% a microorganism to fall to

one half or to double in relation tdranotherfstrain.

The experimental part of this thesis was carried out with, the plant

pathogenic bacterium.Cdrxnebacterium michiganense‘and the antibiotics were

stréptomycin, efythromycin and penicillin. According to the results, these 3
drugs were classified as strong, the strongest being penicillin (MV = 58,11

) _ r
hours), followed by erythromycin (Mvr_= 104,51 hours), and finally by strepto-

mycin (MVr = 168,16 hours).

Other implications of the strength concept of drugs are also discussed,
e.g. the extension of this concept to other groups besides microorganisms, and
its implications on multiple therapy and on the evolutionary value of the R

factors in bacteria.
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