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INTRODUGAO

O grupo Proteus & constituido por bacilos
aerdobios gram-negativos e mdveis. E muito difundido na nature
za, ordinariamente saprofita e constituil parte importante da
flora de putrefagao da matéria orgadnica de origem animal e ve-
getal, contaminando toda classe de subst&ncias tais como, ter
ras, aguas e esgoto. Nao falta em carnes e pescados em putre

facao e também & muito frequente no esterco.

A parte de sua existéncia saprofitica, po
de, em determinadas situagaes, desenvolver-se no organismo a-
nimal, inclusive no homem, e determinar transtornos patologi-

COSs.

Bactérias pertencentes ao grupo Proteus
que apresentam crescimento envasivo (bafo) foram inicialmente
agrupadas em duas espécies, P. mirabilis e P.vulgaris (HAUSER,
1885), e depois, como constituidas por uma Gnica espécie, P.

hauseri (KAUFFMANN, 1951),

Este grupo de bactérias, relacionado soro-
logicamente, foi logo a seguir subdividido em dois sub-géne-
ros bioguimicamente distintos, P. mirabilis e P. vulgaris

(KAUFFMANN, 1956; 1966). Apesar dessa medida,encontra-se com
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certa frequéncia na literatura, a persisténcia da denomina-

g¢ao P. hauseri (RICHARD, 1972-1973) ou P. mirabilis/P. vulga

ris (HEDGES, 1975).

Apesar de que essas espécies estao clara
mente relacionadas por muitas razoes, incluindo as de or-
dem antigénica que envolvem receptores comuns de fagos e
bacteriocinas (COETZEE,1972), algumas enzimas que sao indis
tinguiveis (GUO & LIU, 1965; SMIT & COETZEE, 1967), e exten
siva homologia de bases, verificada em testes de hibridiza
cao DNA:DNA (BRENNER & FALKOW, 1971; COETZEE, 1972), serao
consideradas neste trabalho como espécies distintas, toman-
do-se como base alguns caracteres diferenciais biogquimicos
(reagao de descarboxilagao da ornitina, produgao de indol,

fermentacao da maltose e fermentagao da sacarose).

P. mirabilis e P. vulgaris tendem a a-

fastar~se cada vez mais das Enterobactereacea, quer pelo

crescimento em bafo sobre meios nutritiveos sdlidos, quer por
possuirem enzimas que permitem a desaminagao oxidativa do
triptofano em acido indolpirQvico, e da fenilalanina em aci-
do fenilpiravico, hidrolise rapida da uréia e principalmen-
te por apresentarem composigao molar de bases tao diferentes
(39% contra 50% de G+C nas enterobactérias). Essa distdan -
cia natural pode explicar certas dificuldades na utilizagao

direta dos conhecimentos geneticos adquiridos nas enterobac-
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térias, e a impossibilidade de se utilizar inteiramente os
progressos atuais da genética microbiana nestes microrganis-

mos.

Entre as caracteristicas biogquimicas do
P. mirabilis existe a produgao de gelatinase, uma exoenzi
ma proteolitica que atua sobre ligac¢des polipeptidicas da ge
latina. Como essa enzima tem se mostrado também efetiva
na degradagao de outras proteinas, como a caseina e a albumi
na (BONATO, 1978), sera aquil referida como protease (KELLY
& HITE, 1955). Essa atividade gelatinasica & conhecida ha
muito tempo e serviu, juntamente com a capacidade de cres-
cimento envasivo (bafo), para HAUSER (1885) estabelecer o)

género Proteus, onde inclui as espécies P. mirabilis e P.

vulgaris.
Uma liquefacao crateriforme & geralmen-
te visivel apds 24 horas da inoculagao, por picada, em

meio de gelatina, quando se utilizam linhagens recém-isola -
das. Segundo TOPLEY, WILSON & MILES (1953), linhagens manti
das por algum tempo no laboratdrio liquefazem a gelatina mais
lentamente, nao se completanto o processo até gque sejam
transcorridas umas tres semanas, Ou mesmo, em algumas even-

tualidades, perdem essa capacidade.

Mais recentemente, RICHARD (1972-1973)no

curso de Microbiologia Sistematica, realizado no Instituto
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Pasteur (Paris), enquadra entre "fontes anormais" a even-

tual ocorréncia de Proteus hauseri (P. mirabilis e P.vulga-

ris) gelatinase-negativo.

A dificuldade de se encontrar atualmen
te referéncias sobre linhagens gelatinase-negativas talvez
se deva ao fato de que o estudo minucioso do comportamentb
bacteriano voltado para a sistematica pertencer mais ao
passado; quando exXtensas e rebuscadas tentativas de classifi
cagao eram apresentadas, ou quem sabe, ao fato de grande
parte do estudo classificatdorio das bactérias estar em po-
der da Bacteriologia Médica, dotada de um sentido pratico
e imediato, voltada mais para o bioguimismo bacteriano de
patdgenos. Além disso,a prova da gelatinase nao mais
constitui prova rotineira, uma vez que existem outras pro
vas que podem substitui-la com vantagem, a nao ser,talvez,
em alguns centros de referéncia de sistemdtica microbioldgi

ca.

Quando uma bactéria portadora de um da
do carater fenotipico, como o da producao de gelatinase,
origina, em alta frequéncia, células variantes que nao mais
exibem esse carater, surge uma razoavel problematica em
relacao a origem da informagao genética responsavel por

esse carater.
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A célula bacteriana pode conter, em adi-
¢ao ao seu cromossomo, um nimero de pequenas moléculas cir-
culares, dotadas de uma certa autonomia, os plasmideos, bem
como, varios profagos integrados no cromossomo ou ligados a
membrana, que funcionam como plasmideos ou, ainda, ser por-
tadora de infecgoes virais persistentes, onde o fago se mul-
tiplica numa fragao da populacao (pseudolisogenia). Tanto
os plasmideos, como as varias situag¢oes virais descritas, po
dem atribuir modificagdes da populagao bacteriana. No caso
particular dos virus essas modificagoes podem decorrer da
expressao dos genes do profago, do fago litico ou da indu-
cao de genes bacterianos pelos virus (BARKSDALE & ARDEN,

1974).

Tambdm a célula bacteriana pode conter,
além desses elementos, sequéncias de insergao menores (STAR
LINGER & SAEDLER,1976) é sequéncias de translocag¢ao, tam-
bém referidas como transposons ou translocons (HEDGES & JA-

COB, 1974; HEFFRON et al, 1975; KOPECKO & COHEN, 1975).

A chave caracteristica das interrelagoes
entre esses varios elementos geneéticos, bem como a capacida
de de suas interagaes com o cromossomo bacteriano, tem si

do bem esclarecidas - (COHEN, 1976; WEISBERG & ADHYA, 1977).

Recentemente um nimero de interagdes mo-—
leculares envolvendo recombinacao aditiva (SCHWESINGER,1977)

tem sido descritas em sistemas microbioldgicos. Nessas in-
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teragoes, elementos genéticos recombinam-se uns aos outros e
formam compostos moleculares. Quando regioes homdlogas es-
tao presentes em ambas as moléculas, esses eventos sao al-
gumas vezes mediados por mecanismos usuais de recombinagao.
Assim, a recombinagao aditiva difere da recombinagao subs
titutiva, na qual, sequéncias de DNA em segmentos homdlogos

sao permutadas, i.e., substituidas.

Exemplos de interag¢oes moleculares, en-
volvendo recombinagao aditiva, incluem a cointegragao de
replicons independentes, i.e., de um plasmideo ou um profa
go com o cromossomo bacteriano, ou entre dois plasmideos,
ou mesmo entre um plasmideo e um profago. Outros exemplos
incluem a integracao de varias sequéncias de insercdao, onde
espécies autdnomas de DNA interagem com moléculas de DNA cro

mossomico ou plasmidico (SAEDLER & HEISS, 1973).

A existéncia e o comportamento de tais
elementos genéticos sao de grande importancia na flexibili
dade evolucionaria do genoma procariotico (SCHWESINGER & -

NOVICK, 1975).

ANDERSON (1966) num artigo de grande al
cance, especulou: "if the long-term activity of transfer
factors has influenced (bacterial) evolution, the evolu-
tionary time-scale may have been telescoped into a shorter

span than that envisaged purely in terms of the selection
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of mutants with survival advantages". Quatro anos depois,
uma idéia semelhante foi proposta para virus (ANDERSON,

B0 ) .

Realmente, elementos extracromossomicos
sao virtualmente dotados de ubiquidade e agem num espectro
bastante diversificado de processos genéticos. Essa
idéia, de que elementos extracromossOmicos atuam como agen-
tes que aceleram a evolugao, tem sido muito reforgada

(REANNEY & MARSH, 1973; REANNEY, 1974 SZYBALSKI & SzZY-

a-b’
BALSKI, 1974; ZHDANOV & TIKCHONENKO, 1974; REANNEY, 1976).
No presente momento, as bactérias pos-
suem enzimas que sao produtos finais de milhoes de anos de
evolugao, mas nao had razao para se supor que seu poten-

cial evolucionario esteja no fim (BETZ et al, 1974).

As bactérias que vivem no solo e na a-
gua, encontram uma grande variedade de compostos organi=-
cos originados de processos biossintéticos naturais, que
podem ser utilizados comosubsﬁratos para o seu crescimento.
Também produtos industriais podem criar pressoes seletivas
para enzimas que degradarao moléculas feitas pelo homem, co

mo bem constatado em Pseudomonas, que pode abrigar plasmi

deos contendo genes para varias vias cataboli-
cas de canfora, octanas, salicilato, naftaleno

penzoato, tolueno, xileno, etc. (CHAKRABARTY,1972; CHA-
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KRABARTY et al, 1973; RHEINWALD, CHAKRABARTY & GUNSALUS,1973;
DUNN & GUNSALUS, 1973; WONG & DUNN, 1974; WORSEY & WILLIAMS,

1975; CHAKRABARTY, 1976).

Esses genes para vias catabdlicas podem
ser permutados entre plasmideos e cromossomos, e novas muta
goes nesses plasmideos, que oferegam uma vantagem de cresci
mento seletivo, podem ser difundidas mais rapidamente atra-
vés da populagao microbiana, do que permitiria a classica in-
terpretagao da mutagao e recombina¢ao cromossomicas, seguidas

de selegéb.

Assim, de posse dos conhecimentos de que
se dispoe atualmente, um caso de instabilidade genética bac-
teriana envolve uma maior complexidade, porque se o determi
nante genético responsavel pelo carater em questao esta liga-
do a0 cromossomo, Os variantes negativos podem decorrer de
genes mutadores (COX, 1976; KONRAD, 1978), variagao de fase
(LEDERBERG, 1957; IINO & LEDERBERG, 1964; GREEN & COLARUSSO,
1964; PEARCE & STOCKER, 1967), delegdes (WEISBERG & ADHYA,
1977). Se o determinante estd ligado a elementos extracromos
somicos, os variantes negativos podem decorrer de virus
(BARKSDALE & ARDEN, 1974; HOWE & BADE, 1975; COURTURIER,1976;
BUKHARI & LJUNGQUIST, 1978), elementos de insergao (STAR-
LINGER & SADLER, 1976; SHAPIRO, 1977), sequéncias de trans-

locagoes (HEDGES & JACOB, 1974; BARTH et al, 1976), e plas-
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mideos (RICHMOND, 1968; NOVICK, 1969; RICHMOND, 1972; HELINS

KI, 1976; CHAKRABARTY, 1976; STARLINGER, 1977).

Entre os elementos extracromossdmicos, o
mais representativo constuma ser o plasmideo, ja que, entre
algumas espécies bacterianas, a troca de informac¢des genéti
cas mediada por tais estruturas tornou-se um mecanismo co
mum de heranga (HELINSKI, 1973; SHERRATT, 1974;ROWBURRY,1977).
Nesse caso, os determinantes genéticos estariam ligados a
ele, e varlantes negativos representariam perda parcial ou

total desse plasmideo.

Deve~se ainda considerar que se os plas-
mideos estao envolvidos em tais situacoes, eles devem nao
ser essenciais para a viabilidade das células hospedeiras

(SCAIFE, 1967; CLOWES, 1972).

Devido ao estado avancado da analise ge

nética entre as Enterobacteriaceae, particularmente E. coli

o reconhecimento da heranga extracromossoOmica nesses organis
mos tem-se mostrado muito facilitado. Provavelmente, por
essa razao, somente ha poucos anos tem-se encontrado na li-
teratura problemas envolvendo identificacaoc de elementos ex-
tracromossdmicos em outros géneros gue, COmM eXcegao da

Pseudomonas, carecem de um contingente de informagaes mais

substancial.
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Analise genética de Proteus mirabilis po

de ser realizada através de transducao (COETZEE & SACKS,

l960a_b)conjugagéo (FALKOW et al, 1964 transfecgao (Van

a-b _b)l
RENSBURG et al, 1969) e transformagao (Van RENSBURG,1971) .
Na realidade, a transdugao & o método que tem-se mostra-

do mais eficiente para tal anadlise nesse organismo.

Diversos marcadores tém sido transduzi-
dos em P. mitrabilis, incluindo resisténcia a estreptomicina
(COETZEE & SACKS, l960§); crescimento envasivo (bafo) (COET
ZEE, 1963); auxotrofia para prototrofia (BbHME, 1964; PRO-
ZESKY, 1968; GRABOW, 1970, 1972); transdugao abortiva para
motilidade (APPELBAUM et al, 1972); transferéncia de  fato-
res R (COETZEE, DATTA & APPELBAUM, 1973); transferéncia de
marcadores canamicina (COETZEE, 1974), ampicilina e canami-
cina (COETZEE, 1975), estreptomicina-sulfonamida e estrepto-
micina—sulfonamida—canamicina_(COETZEE, 1976); transferéncia
de auxotrofia e resisténcia a antibidoticos (COETZEE,KRIZSA-

NOVICH-WILLIAMS, 1976).

Transdutantes de P. mirabilis ndo trans-
ferem, por conjugagao, fatores R e, possivelmente, somente
determinantes nao-conjugativos sao transduzidos. Os marcado
res nao parece se integrarem no cromossomo da célula recep-
tora, de vez gme a maioria dos transdutantes perde rapida -

mente todos os marcadores em ambiente nao seletivo (ROWND,
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NAKAYA & NAKAMURA, 1966).

Transferéncia de cromossomo bacteriano,
por conjugagao, entre P, mirabilis, P. vulgaris e P. morgani
nao foi conseguida (HUTCHINSON & MEDILL, 1954). Através de
cruzamentos com linhagens de E. coli Hfr, porgdes de cromos
somos puderam ser transferidas para P, mirabilis, em muite
baixa frequéncia, nao formando, contudo, recombinantes, e
sim diploides parciais instaveis (GEMSKI, WOHLHIETER & BA-
RON, 1967; BARON et Ei’ 1968; BRENNER, CITARELLA & FALKOW,

1968; WOHLHIETER, GEMSKI & BARON, 1969).

Linhagens de Proteus podem transferir
plasmideos por conjugagao para E. coli (FALKOW et al, 196427
DATTA & KONTOMICHALOU, 1966; SMITH & ARMOUR, 1966 ;MITSUHASHI
et éi, 1967; TERAWAKI, TAKAYASU & AKIBA, 1967; NAIDE et 2;,
1967; DOBOZY & HAMMER, 1968; PITTON, 1970; POTY, GOZE &

GAGNON, 1971; ODAKURA, TANAKA & MITSUHASHI, 1971).

Também, plasmideos R de diferentes gru-

pos de compatibilidade podem ser transferidos de E. coli pa-

ra Proteus. Contudo, nao ocorre transferéncia de plasmi
deos "I-like" numa frequéncia detectavel, e a taxa de trans
ferencia de varios outros tipos de plasmideos & menor do

que aqguela decorrente de cruzamento entre linhagens de E.co-

1i (DATTA & HEDGES, 1972; HEDGES, 1975).
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Numerosos autores (para revisao veja

COETZEE, 1972) constataram gque alguns plasmideos R, que
na E. coli existem como moléculas de DNA Gnicas,dissociam-
se no P. mirabilis em fatores de transferéncia (COHEN &
MILLER, 1970) e, presumivelmente, em plasmideos ndo-autotrans
feriveis, carregando genes para resisténcia, gque se repli-

cam sob controle relaxado.

O comportamento molecular e replicativo
de um plasmideo R pode variar enormemente em diferentes hos=-
pedeiros bacterianos (ROWND, NAKAYA & NAKAMURA, 1968; FALKOW

et al, 1969; COHEN & MILLER, 1970; FALKOW et al,1971;ROWND,

KASAMATSU & MICKEL, 1971; KOPECKO & PUNCK, 1971; COHEN gE
al, 1971). Como se sabe (SILVER & FALKOW,1970,; COHEN &
MILLER, 1970), o DNA do plasmideo R, Rl, pode ser isolado

de E. coli K-12, como uma molécula circular covalentemente

fechada, com peso molecular de 64x10° daltons e contetudo G+C
de 51,5%. Uma Gnica molécula costuma estar presente por cro
mossomo bacteriano. Contudo, se essa mesma molécula de

DNA do plasmideo R for transferida para P. mirabilis PM-1,
pode-se agora isolar 3 moléculas circulares covalentemente

fechadas, dotadas de replicacao independente (FALKOW, HAAPA-
la & SILVER, 1969; COHEN & MILLER, 1970). Uma dessas 3 espé
cies moleculares é idéntica aquela referida em E. coli (64x

10® diltons). As outras duas s3o menores; uma tem peso mole
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cular de 52xlO6 daltons, e composicac de bases, 48% G+C, en-
guanto a outra tem peso molecular correspondente a 12x106dé;
tons, e composicao de bases, 56% G+C. Isso foi interpreta-
do como se as duas espécies moleculares menores constituis-
sem subunidades da molécula maior, uma vez que a associagao

aditiva das duas moléculas menores equivale a molécula com-

posta, que & de 64x10° daltons e 51,5% G+C.

A proporgao entre as espécies molecula
res, assim como o nimero de copias, varia no hospedeiro P.
mirabilis, dependendo da fase de crescimento (ROWND, NAKAYA
& NAKAMURA, 1966; ROWND, 1969). Durante o inicio da fase ex
ponencial de crescimento, predomina a presenga da espécie
molecular maior (64x106 daltons), em nimero de aproximada -
mente 5 coOpias por cromossomo. Quando as células de P. mi-
rakilis atingem o inlIcio da fase estacionaria de crescimen-
to, ocorre um grande aumento de sintese do plasmideo R que
perdura por um periodo de 4 a 6 horas. Essa replicagao &
desigual, desde que ocorre nas proporgoes 5:5:50 das espé-
cies 64x106, 52x106 e 12x106 daltons, respectivamente, o
que equivale dizer, 5 coOpias do plasmideo R completo (RTF +

r), 5 de (RTF) e 50 de r (somente genes determinantes de

resisténcia a drogas).

Esses estudos mostraram a ocorréncia de
miltiplas copias de plasmideos R em P. mirabilis, enquanto

aparecem em nfimero bem menor em E. coli e Serratia marces-
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cens. Experimentos adicionais mostraram que a transferén-
cia do fator conjugativo e o elemento gque abriga genes de-
terminantes de resisténcia (nao-conjugativo) dissociam e
reassociam na linhagem hospedeira, fornecendo um mecanismo
pelo qual o numero de cdpias nao-conjugativas (e portanto de
genes de resisténcia a drogas) por célula, pode ser regula
do (ROWND, 1967; ROWND et al, 1970). Esse fendmeno, que é
observado em varios plasmideos R fi' de P. mirabilis (NISIO-
KA, MITANI & CLOWES, 1969; SILVER & FALKOW, 1970; ROWND &
MICKEL, 1971; ROWND, PERLMAN & GOTO, 1974), contém um ele-
mento IS (IS 1), localizado nas duas jungoes entre o elemen
to conjugativo e o nao-conjugativo, envolvido assim na dis-
sociacdao e reassociagdo acima referida (PTASHNE & COHEN,1975;

HU et al, 1975).

GRINSTED et al (1972) verificaram que o
plasmideo RP1 do grupo de compatibilidade P, originario de

Pseudomonas aeruginosa (LOWBURY et al, 1969; FULLBROOK,EL

SON & SLOCOMBE, 1970; SYKES & RICHMOND, 1970), pode transfe
BT seus marcadores (carbenicilina, tetraciclina e canami-

cina-neomicina) para P. mirabilis.

Um outro plasmideo R, que se originou da
P. aeruginosa, pertencente ao mesmo grupo de compatibilidade
P, & o RP4 (BLACK & GIRDWOOD, 1969; DATTA et al, 1971), que

foi transferido para E. coli e varias bactérias, inclusive
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algumas fitopatogénicas (LAI, PANOPOULOS & SHAFFER,1977), se

ra transferido para P. mirabilis neste trabalho.

Plasmideos conjugativos especificam suas
proprias transferé@ncias e frequentemente facilitam a transfe
rencia de pequenos plasmideos. Para a transferéncia do DNA
entre células, por conjugagao, deve ocorrer algum tipo de
uniao e, associado a isso, o DNA a ser transferido deve se
abrir na origem de transferéncia, ori T (presumivelmente pe-
la agao de uma endonuclease especificada pelo plasmideo), &
um fio Gnico desse DNA plasmidio serd mobilizado. O contato
celular no caso de muitos plasmideos conjugativos & adqui-
rido por intermédio das fimbrias sexuais ("sex pili"). Mui-
tos plasmideos pequenos, contudo, nao contém DNA suficien-
te para especificar a produgao de tais fimbrias. Eles sao,
contudo, capazes de usar as fimbrias sexuais especificadas
por outros plasmideos. Concomitantemente com a presenga das
fimbrias sexuais dos organismos doadores, para uma conjuga
cao eficiente, também & necessario que a cé€lula receptora
apresente propriedades especificas da superficie (MONNER et

al, 1971; BEARD & BISHOP, 1971).

Em adicao ao "F-pili" e "I-pili", tres
novas. classes de fimbrias sexuais sao especificadas por
plasmideos dos grupos de compatibilidade W, T e P (RP4 per-

tence a este Ultimo grupo). Engquanto que as propriedades
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de transferéncia dos plasmideos "F~like" e "I-like"sao qua
se que invariavelmente repremidas, a produgao de fimbrias se
xuais € desreprimida em cé&lulas transportando plasmideos dos

grupos P, W ou T (BRADLEY, 1974; 1976).

Exemplos de mobilizagao de plasmideos
nao-conjugativos (aquil inclui, também, plasmideos R compos
tos somente de elementos nao-conjugativos) sao as transfe -
réncias através de plasmideos F e outros (FREDERICQ & BETZ-
BARAU, 1953; HARADA et al, 1964; ANDERSON & LEWIS,1965; HARA
DA et al, 1967; REEVE & BRAITHWAITE, 1970; FREDERICQ et al,

1971; DATTA & HEDGES, 1972; SILVA, 1974).

O plasmideo RP4 ja foi transferido para
um bom nimero de bactérias gram-negativas (SYKES & RICHMOND,
1970; DATTA et gi, 1971; ROE, JONES & LOWBURY, 1971; DATTA &
HEDGES, 1972; PUHLER, BURKARDT & HEUMANN, 1972; OLSEN &

SHIPLEY, 1973; BERINGER, 1974), mas nao para P. mirabilis.

Sabe~se que RP4, assim como outros plas-
mideos do grupo P sdo capazes de mobilizar cromossomos de

outras bactérias, tails como Pseudomonas aeruginosa (STANI-

SICH & HOLLOWAY, 1971), E. coli (MARTIN, SOKATCH & UNGER,

1975), Pseudomonas glycinea (LACY & LEARY, l975;l976a_b) ’

Pseudomonas phaseolicola e Erwinia chrysanthemi (GUIMARAES,

1976), Acetinobacter calcoaceticus (TOWNER & VIVIAN,1976).
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, , o + ~
Linhagens de P. mirabilis lac estao asso

ciadas a um plasmideo conjugativo (FALKOW et gl,l964a_b).Tr§
ta-se do Gnico plasmideo (P -l§g+) de gue se tem co;h;cimeg
to nesta bactéria. Em E.coli, P -;§g+ €& normalmente reprimi
do, mas pode ser induzido para produzir altos niveis de -
galactosidase. Em P, mirabilis, esse elemento extracromosso-
mico tem um apreciavel nivel de sintese constitutivo, o
gual & dobrado pela inducao. Pode haver 2 ou 3 codpias de
P —l§g+ em E. coli, mas, em P. mirabilis, 10% do DNA total

pode estar associado com essa unidade (WOHLHIETER et al,

64 ) .

Desconhecem-se referéncias sobre instabi
lidade da informagao genética da excregao de protease em ou-
tras bactérias. Os poucos estudos genéticos sobre protease
em Bacillué mostram um claro envolvimento cromossomico (ITO
& SPIZIZEN, 1973; UEARA et al, 1974; BALASSA, DOD & ZUCCA,

1975; PRIEST, 1977).

A instabilidade de um dado cariter feno-
tipico tem se constituido numa importante pista a favor da
herancga extracromossomica (BARBER, 1949,BOROWISKI, 1963; NO-
VICK, 1969; RICHMOND, 1972; McKAY, BALDWIN & ZOTTOLA, 1972;
KOZAK, RAJCHERT-TRZPIL & DOBRZANSKI, 1974; CORDS, McKAY &

GUERRY, 1974; COOK, 1976).
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Este trabalho busca, inicialmente, carac

rizar geneticamente um fendmeno de instabilidade em rela

ao a excregac de protease, em linhagens de Proteus mira-
ilis. Pretende, ainda, conseguir algumas informagaes que
ntribuam para o esclarecimento dessa instabilidade, em

elacdo aos elementos extracromossomicos.



MATERIAL E METODOS

1. AMOSTRAS DE BACTERIAS E VIRUS UTILIZADOS

l.1 Amostras bacterianas

As amostras bacterianas usadas neste tra
balho, bem como suas propriedades mais relevantes, estao
discriminadas nas Tabelas 1 e 2. Os simbolos para genoti -
pos e fenbOtipos de bactérias e plasmideos estao de acordo
com as recomendagoes de DEMEREC et al (1966) e NOVICK et

Bl (1976). As amostras de Proteus mirabilis, com excegao

de N-17 e suas derivadas, e a da série AT, chegaram ao labo-

ratdério logo apds seu isolamento.

Essas amostras estao sendo mantidas em
agar nutritivo semi-sdlido, contido em frascos do tipo peni
cilina, fechados com tampa de borracha, em temperatura ambi

ente.

O controle de pureza das amostras duran-
te o periodo de trabalho fei feito utilizando o meio de Ru-
gai, lisina e motilidade, e periddicas reclassificagoes con
firmatorias dessas linhagens foram feitas por G.V.A. Pessoa,

no laboratdrio de Bacteriologia do Instituto Adolfo Latz.



TABELA 1

Amostras de Proteus mirabilis utilizadas
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Amostras Caracteristicas Origem
-2 a N-17 Isol.de mat.clinico humano N.P.de Souza®
5-3 e S-4 Idem Idem

N-17-1 a N-17-24

N-17 Gm

N-17-G-1-R-P

N-17-G-2-RS-P

N-17-G-2A-P
N-17-G-6A-P"
N-17-G-21A-P"
N-17-G-22A-P
N-17-G-26A-P
N-17-G-28A-P

N-17-G-7B-RS-P

N-17-I a N-17-VIII

-~ y +
Originadas colenia N-17-P

Origininada de coldnia N=17
(instavel)

Origin.de coldnia N-17-8-P"

(estavel)

Origin.de coldnia N-17-9
(instavel)

Originadas de colonias
N-=17-P~

Originada da N—l7b;popula—
cao mista (PT e P-)

Originada da N-17 Gm RifR

Originada da N-17 Gm Rif:
strR

Transconjugante(RP4)c
Idem
Idem
Idem
Idem

Idem

Idem

Continua

Este trabalho

Idem

Idem

Idem

Idem

Idem

Idem

Idem
Idem
Idem
Idem
Idem
Idem
Idem

Idem



ntinuacao da Tabela 1
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Amostras

Caracteristicas

Origem

-17-G-10C~R-P~

17-EB (P )

Transconjugante Sm,Km,Hgd

Transconjugante Sm, Hgd
Originada da N=17 Gm,NalR
Idem

Originada da N-17 Gm,cura-
da pelo EB

Iscladas de material clini-
co humano

= + -
Populagao P estavel
Idem

" + - .
Populagao P instavel

Populagio mista (P e P7)
Originada da L-68 m
Idem

Originada da L-68 m,Sm,Xm,
’ Ap, Hg

Idem

Originada da L-68 m Nall
Idem

Originada da L-68 m RifR
Originada da L-68 m Rif

Originada da L-68 m (esta
vel)

Continua

Este trabalho
Idem
Idem

Idem

Idem
e
G.V.A.Pessoa

Este trabalho
Idem
Idem
Idem
Idem

Idem

Idem
Idem
Idem
Idem
Idem

Idem

Idem
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Continuagao da Tabela 1

Amostras Caracteristicas Origem

-68-2-P Originada da L-68 m (esta- Este trabalho
vel)
BM~1 a BM~-50 Isoladas de material clinico C.E O.P. Cam-
humano pos
AT-26 a AT-38 Idem E.Penido 9

Laboratdorio da Santa Casa de Misericordia de Curitiba. Pr;

As linhagens da série N-17 foram reclassificadas por G.V.A. Pes-
soa;

Linhagem obtida por conjugacao com E. coli J 53 (RP4). O plasmi-
deo RP4 carrega resistencia para os antibioticos, canamicina ,
tetraciclina e ampicilina (DATTA et al, 1971);

Linhagem obtida por conjugagao com a L-68-79;
Instituto Adolfo Lutz, SP.;
Faculdade de Ciéncias Médicas e Bioldgicas de BotucatG-UNESP;

Instituto de Microbiologia UFRJ;

0 significado das abreviaturas acham-se em "Abreviaturas e Sim-
bolos".
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TABELA 2

Amostras de outras bactéerias utilizadas

Amostras Caracteristicas Origem
EEeli J 53 pro met thi (RP4)2 D.S.Santosb
coli HB 101 F leu pro lac gal thi str-r
recA £_m— Idem
Ps.aeruginosa 1 Isolado de material clinico G.V.A. Pessoa °
31 Idem Idem
33 Idem Idem
42 Idem Idem
51 Idem Idem
52 Idem Idem
56 Idem Idem
1851 Idem Idem
1864 Idem Idem
1877 Idem Idem
1946 Idem Idem
1957 Idem Idem
1967 Idem Idem
2014 Idem Idem
B.subtilis 18 Tipo selvagem L.P. Archerd
19 trp thy Idem
26 his Idem
27  trp, his W, Colli®
Fl Tipo selvagem F.Alterthum £
g

W23 Idem S. Greer

Continua
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Continuagao da Tabela 2

Amostras Caracteristicas Origem
B.megatherium F Tipo selvagem F. Alterthum
Fl Idem Idem
F2 Idem : Idem
1A Idem Este laboratorio
B. cereus Fol Tipo selvagem F.Alterthum
Idem Este laboratorio
Idem Idem
Idem Idem
S. aureus 3A6 Tipo selvagem J.Siqueira Jr?
3A10 Idem Idem
3A45 TIdem Idem
13136 Idem R.W. Lacey i
196E Idem J.N.Baldwin J
PCl Idem Idem
4 Idem | N.P. Souza k

E.coli= Escherichia coli; Ps.aeruginosa= Pseudomonas aeruginosa;
B.subtilis= Bacillus subtilis; B.megatherium= Bacillus megatherium;
B.cereus= Bacillus cereus; S.aureus= Staphylococcus aureus.

a. RP4, um plasmideo que carrega genes para resisténcia a canamici-
na, tetraciclina e ampicilina (DATTA et al, 1971);

b. Departamento de Microbiologia e Imunologia da Escola Paulista de
Medicina;

c. Laboratorio de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz - SP;

d. Instituto Gulbenkian de Ciéncias, Portugal;

e. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo;

f. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo;

g. Universidade de Miami, U.S.A.;

h. Departamento de Genética da Escola Superior de Agronomia"Luiz de
Queiroz™;

i. King's Lynn General Hospital,Norfolk,Inglaterra;

j. Unjversidade de Georgia, U.S.A.:

k. Laboratdorio da Santa Casa de Curitiba, Pr.

0 significado das abreviaturas acham-se em "Abreviaturas e Simbolos"
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1.2 Amostras de virus

Os virus utilizados foram obtidos a par-
tir da indugio de 60 amostras bacterianas da série L (Tabe

la 1) e a sua relagao acha-se na Tabela 28.

2. MEIOS DE CULTURA, DROGAS E SOLUGCOES-TAMPAO

O meio de cultura e componentes isolados
gue aparecem sob forma desidratada, sao da marca Difco. As
substdncias inorganicas foram todas de boa procedéncia,tra

tando-sze de reagentes pro-analise.

A composicao dos meios de cultura & ex-
pressa em gramas por litrc de &dgua destilada.
NA - Agar nutritivo:

Extrato de carne, 3g; peptona, 5g; agar, l15g.

NB - Mesma composigao do NA, com exclusao do agar.

NG = Meio nutritivo "Bacto-Blood Agar Base'":
Infusao de ceragao, 500g; triptose, 10g; cloreto
de sodio, 5g:; agar, 15g, adicionado de gelatina

7,5 g, acrescentado de mais 10g de agar.

IAL - Meio de Rucgai, lisina e motilidade. Fase infe-
rior do meio (PESSOA & SILVA, 1972):

Extrato de levedura, 3g; glicose, 0,5g; nitrato
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de potassio, 0,5; L-lisina, 5g; agar, 4,0g; puar-
pura de bromocrescl, 0,2g9; pH 6,4. Interfase:mis
tura de vaselina liguida-carnaiiba, 90 ml/10g. Fa
se superior, base: triptona, 10g; extrato de car
ne, 2g; cloretc de sodio, 5g; fosfato dissddico,
2g; L-triptofano, lg; solugao alcoblica de azul
de bromotimol a 1,5%, 2 ml; agar, 11 g; pH 7,4.
Solugao de indicador e substratos: citrato de
ferro amoniacal, 2g; tiossulfato de sddio, 2 g;
sacarose, 80g; glicose, 10g; ureia, 40g; agua
destilada, 85 ml. Para o preparo final do meilo,
juntar 14 ml da solugao indicadora e substratos
em 800 ml da base. Reativo de indol (p-dimetil
aminobenzaldeido, lg; acido ortofosforico, 20g;
Zlcool, 50 ml; Agua destilada, 100 ml) aplicado

no tampao de algodao hidrdfilo.

Meio com leite, Meio NA com dupla concentragéo,
esterilizado, 500 ml; solugéo de leite desnata-

do em pd a 2%, 500 ml.

Meio com uréia, modificado de COOK (1976):

Peptona, lg; cloreto de sddio, 5g; fosfato mono-
potassico, 0,8g; fosfato dissddico, 1,2g; solu-
cao de vermelho de fenol, 0,22, 6 ml; agar, 20g;

pH 6,8. Preparar solucao de uréia a 40%,a parte.
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- Meio para determinagao da.produgao de sulfeto de

hidrogénio:

Triptona, 1l0g; extrato de carne, 2g; cloreto de
s6dio, 5g; glicose, 1lg; agar, 20g; solucao indi-
cadora {(citrato de ferro amoniacal, 2g; tiossul-
fato de sdbdio, 2g; agua destilada, 85 ml). De-
pois de autoclavados (120°%¢ por 20 min) o meio
e a solugao indicadora, juntar, sob condigoes es
téreis, 30 ml da solugdo indicadora em 1000ml do

meio. Preparar placas com 30 ml de meio.

Meio de Hershey ("H~top agar") (HERSHEY, KALMAN-
SON & BRONFENBRENNER, 1944):

Triptona, 13g; cloreto de sodio, 8g; cloreto de
cadlcio para dar concentracao final io'ZM; agar

797 pH 7,0,

Meio de Luria (MILLER, 1972):

Triptona, 10g; extrato de levedura, 5g; cloreto
de sdodio, 10g. O pH é ajustado para 7,2. O meio
sdlido recebe 15-20g de dgar. Cada placa rece=
be cerca de 30 ml de meio e & submetida em es-
tufa a 37°C para secagem relativa da superficie

do meio.
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- Meio contendo triptofano e citrato de ferro amo-

niacal (PESSOA & GELLI, 1972):

Peptona 20g; lactose, 1l0g; cloreto de sddio 5g;
L-triptofano, 4g; citrato de ferro amoniacal,2g;
cristal violeta, 0,001g; wvermelho neutro, 0,03g;

sais biliares, 1,5g; agar, 1,5g; pH 7,0.

"Tryptic Soy Broth":
Triptona, 15g: soytone, 5g; cloreto de sddio, 15

g; agar, 15g.

Meio de composigao semi~definida:

Sulfato de magnésio {7 H,0), 100 mg; citrato de
sddio (2 Hy0), 470 mg; sulfato de amdnio, 1l g;
Tris/HC1l, 0,2M; pH 7,4; extrato de levedura, 5g;

acido nicotinico, 7,5 mg.

- Meio de Mﬁller-Hinton:

Infusao de carne, 300g; hidrolisado de caseina,

17,5qg; amido, 1,5g; agar,l7g.

- Meio minimo (DAVIS & MINGIOLI, 1950):

Fosfato bi-basico de potassio, 7g; fosfato mono-
basico de potassio, 3g; sulfato de magnésio(7H20)
0,1lg; citrato de sdodio, 0,5g; sulfato de amonio,

1l g; pH final 7,0. Esta mistura & autoclavada a

120°¢ por 20 minutos e estocada em volumes de
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100 ml. Para o uso, adicionar 1 ml de uma solu-
cao de glicose 40%, 1 ml de uma solugao de sul-
fato de magnésio (7 H,0) 10% e 0,1 ml de uma so-
lugao de acido nicotinico 7,5 mg/ml. Para o cul
tivo de amostras auxotroficas, adicionar aminoa-

cidos numa concentragao final de 20ug/ml. Para

a tiamina, a concentragac final usada foi de
10 ug/ml.
BHI - Infusao de coragao e cérebro:

Infusao de cérebro, 200g; infusao de coragao,250
g; proteose peptona, 1l0g; glicose, 2g; cloreto

de sodio, 5g; fosfato dissddico, 2,5g.

2.1 Drogas
As principais drogas utilizadas tiveram as se-
guintes procedéncias: a) Sigma Chemical Co.: ficoll, urease,

aminoacidos, N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina, brometo de
etideo, acriflavina, dodecil-sulfato de sodio, cloridrato
de guanidina, mitomicina C, &cido nicotinico, tiamina, sulfa
nilamina-azocaseina; b) E. Merck: desoxicolato de sodio,
bicloreto de merclrio; c¢) Seakem~-MCI-Biomedical: agarose;
d; Hortington Laboratories: RNase, lisozima; e) Wintrop Pro

ducts Inc.: acido nalidixico; f) Park Davis Ltda: cloranfe-

nicol; g) Fontoura-Wyeth Ind. Farmacéuticas S/A: sulfato de
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estreptomicina; h) Laborterapica Bristol S/A: sulfato de ca

namicina, ampicilina; i) Pfizer Inc.: tetraciclina; Jj) Lab.

Lepetit: rifampicina.

2.2 Solucdes-tampao

-Solucao salina tamponada:

Solucao A:

KH2PO4, 9,78g; agua destilada, 1000 ml.

Solucao B

Na,HPO,, 17,86 g; agua destilada 1000ml.

Para preparo do tampao, misturar 10 ml da solugao
A, 40 ml da solugao B e acrescentar NaCl, 8,5 g, e agua des-

tilada para 1000 ml; pH 7,4.
Tampao DM:
Meio minimo descrito no Item 2,sem glicose e acido
nicotinico.
Tampao TEB:
Tris OH 89 mM;NazEDTA,Z,S mM;H3BO3,89 mM;pH 8, 2.

Tampao Tris-acetato:

Tris-acetato, pH 8,3, 0,16 M; acetato de soddio,

0,08M; Na,EDTA, 0,008M.

Tampao Tris-maléico:

Meio minimo, no qual os fosfatos foram substi -
tuidos por tris e adcido maléico, cada um numa concentragao fi

nal de M/20. O pH foi ajustado com NaOH para 6,0.
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3. DETECGCAO DE LINHAGENS EXCRETORAS DE PROTEASE

3.1 Técnica da digestao da pelicula de gelatina de ti-

ras de chapas radiogridficas (Le MINOR & PIECHAUD,

1963)

Esta técnica feoi descrita, inic¢ialmente,
para demonstrar a protedlise da camada de gelatina contendo
sulfato de prata de filme fotografico, apds a exposigao a

luz e revelado. A utilizacao de tiras de chapa radiografica

revelada, substitui aqul o método original.

Tira de chapa radiografica, medindo apro
ximadamente 5 mm x 50 mm, & colocada no interior do tubo de
cultura, crescida por uma noite em NB a 37°C. Incubar em
banho a 37°C e observar.a hidrdlise da pelicula de gelati-
na cada 2 horas. Um cultivo de E. coli (nao proteolitica)
acompanha o experimento comd controle. Apds toda gelatina
ser digerida, a porg¢ao da tira radiografica, em contato com
a cultura, mostra-se transparente, em contraste com a porgao

superior livre, enedgrecida.
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3.2 Hidrdlise da gelatina contida em meio de cultura

so6lido (NG), método modificado de FRAZIER (1926)

Consiste em semear a bactéria crescida
por uma noite em NB a 37OC, pelo sistema de estria ou de
colonias isoladas, em placa contendo meio NG. Apds incuba-
cao por uma noite, a presenca de linhagem p* & "revelada",

cobrindo~se a superficie do meio com uma solugao saturada a
guente, de sulfato de amonio granulado (May & Baker Ltd. Da-
genham) por 15-30 minutos. Estria ou coldnias cercadas por
halo transparente evidenciam atividade da enzima sobre a ge-
latina do meio (Figura 1l). Placas contendo meio NG se pres-
tam para este teste, mesmo quando adicionadas de antibidti-
cos, tais como estreptomicina, acido nalidixico, tetracicli-

na, canamicina e rifampicina (Figura 2).

3.3 Hidrdlise da caseina, utilizando meio adicionado

de leite (ML) (AMARAL et al, 1967)

Bactérias crescidas por uma nhoite a
37°C em NB s3o semeadas em placas contendo agar mais 1 a 2%
de leite desengordurado, previamente esterilizado por tinda-
lizagdao. Um volume de NA com dupla concentragao de agar po-
de também ser misturado com um volume de leite em po desen-

gordurado, dissolvido em agua (2%), segundo HOFSTEN & TJE-



FIGURA 1. Coldnias P~ e uma P' (no centro da placa) de Pro-
teus mirabzlis, cultivadas em meio NG por 24 horas a 379C e
"reveladas" pela técnica da hidrolise da gelatina, segundo

?étodo modificado de FRAZIER (1926). (MATERIAL E METODOS,
tem 3.2).




FIGURA 2. Coldnias P' resistentes a rifampicina, cultivadas
em meio NG adicionado de 100 yug/ml de rifampicina e "reve-
ladas" pela técnica da hidrdlise da gelatina pela agao de
solugao saturada de sulfato de amdnio (MATERIAL E METODOS,
item 3.2).
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DER (1965). Estrias ou colonias cercadas por halo de trans-

paréncia evidenciam atividade proteolitica da bactéria.

3.4 Dosagem da atividade proteolitica extra-celular

Aliguotas de 1,5 ml de linhagens bacteri
anas crescidas em caldo nutritivo (BHI), apOs incubagéo a
37% por uma noite, serviram de inoculo em 100 ml de meio
de cultura de composigao semi-definida (MSD). Esse sistema
foi incubado a 37°C com agitacao reciprocante (100 por minu
to) por 9 horas. Apds centrifugacao (5000 rpm/10 minutos) o

sobrenadante foi coletado (BONATO, 1978).

Para a determina¢ao da atividade proteo
litica foi utilizado, como substrato, sulfanilamina—azocasei

na (CHARNEY & TOMARELLI, 1947).

A mistura de reagao era constituida de
0,5 ml de azocaseina (solucao de 48 mg/ml em tampao glicina-
NaOH, 0,5M, pH 9,0); 15 ml de tampao glicina-NaOH, 0,5M, pH
9,0; 1,0 ml do sobrenadante da cultura em MSD. ApoOs incuba
cdo a 38°C, a reagdo foi interrompida pela adicio de
0,3 ml de TCA 50% e o sistema foi mantido a temperatura de
0°C por 15 minutos, apds o que, foi submetido i filtracao
em papel Whatmann n® 1. ApOs neutralizagao do filtrado pela

adicao de 0,25 ml da NaOH 10 N e aguardar por 10 minutos,foi
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feita a leitura da densidade Optica (440 nm) em espectrofo

tometro Coleman Junior II (mod. 6/20).

Para cada amostra foi feito um branco
constituido pelo proprio sobrenadante utilizado na reacao,
porém a enzima e o TCA foram colocados, ao mesmo tempo, em
contato com o substrato para impedir qualquer atividade en
zimatica.

Os dados apresentados representam a mé-

dia aritmética de trés amostras.

Os resultados da atividade proteolitica
extracelular foram expressados em unidades de protease por
mililitro, por mg de proteina. A unidade de protease foi
definida como sendo a quantidade de enzima necessaria para

digerir 500 pg de azocaseina a 38°C  em 30 minutos.

A proteina foi determinada pelo meétodo

de LOWRY et al (1951).

4. OCORRENCIA DE COLONIAS P EM AMOSTRAS DE Proteus

mirabilis PROCEDENTE DE MATERIAL CLINICO

Cada linhagem foi cultivada em NB por u-
ma noite a 37°% e, apds isso, a cultura foi diluida conve
nientemente em solugao salina 0,15M, e aligquotas de 0,1ml fo

ram espalhadas na superficie de varias placas contendo meio
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NG, preparadas na véspera e mantidas a 37%¢ (0 meio de cul-
tura deve estar relativamente seco para dificultar a for-
macao do crescimento em forma de bafo e, consequentemente,a
confluéncia de coldnigg). Apds incubagdao por uma noite a
37OC, foi feito o teste revelador com solucao saturada de
sulfato de aménio. Tao logo os halos tornaram-se nitidos,re
jeitou-se a solucao de sulfato de amdOnio deixando-a escorrer
bem, pela inclinagao prolongada da placa sobre papel absor-
vente e procedeu-se a contagem diferencial de coldnias P+ e

P (ftem 3.2).

De cada linhagem que apresentava popula
¢ao mista, colonias P~ foram isoladas pela técnica do plé—
gueamento por replicacdo (LEDERBERG & LEDERBERG, 1952), se-
guida pelo teste da hidrdlise de gelatina. Para tal propo-
sito, foi empregado, em algumas oportunidades, o meio ML,que
permite observagao direta da hidrdlise da gelatina. Eventu
almente, um nimero varidvel de coldnias P de cada linhagem
era testado em meio IAL, para descartar possiveis contami -

nantes.
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5. OCORRENCIA DE COLONIAS P EM OUTRAS BACTERIAS PROTEO-

LITICAS

Procedeu-se ao exame de 14 linhagens de

Pseudomonas aeruginosa, 7 de Bacillus subtilis, 3 de Ba-

cillus megaterium, 5 de Bacillus cereus, e 7 de Sta-

phylococcus aureus, utilizando a mesma té&cnica empregada no

item anterior.

6. PRODUGCAO DE SULFETO DE HIDROGENIO POR COLONIAS DE

Proteus mirabilis

O objetivo principal deste item e do se
guinte & de investigar a ocorréncia de instabilidade para-
lela entre a populacao de protease e a de outros caracte-
res biogquimicos. Alguns detalhes devem ser observados em

relacao a té&cnica empregada na deteccao de colonias produ-

toras de H,S. O meio deve ser de preparo recente, con -
forme ja especificado no Item 2, distribuido em placas
num volume aproximado de 30 ml (placas quase cheias de

meio) e mantido em estufa a 37%¢ para tornar-se relativa -
mente seco. Outro aspecto a ser observado &€ gquanto ao nﬁmg
ro de coldnias desenvolvidas por placa. Nao mais de 50 co
lonias por placa, bem distribuidas, a fim de evitar falsas

reagoes negativas.
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7. SINTESE DE UREASE POR COLONIAS DE Proteus mirabilis

A cultura a ser investigada € rejuve-
nescida por cultivo em NB por 18 horas a 37%¢ e, a se-
guir, diluida convenientemente para fornecer 50-70 colo-
nias, quando semeada em meio NA. Apds incubagao a 37°¢ por
18-24 horas, transferem-se as colonias desenvolvidas, atra-
vés da técnica do plaqueamento por réplica de LEDERBERG &
LEDERBERG (1952), para o meio MU e aguarda-se o crescimen-
to das colonias em estufa a 37OC, 0 que ocorre em 6-8 ho-
ras. A seguir, cobre-se a superficie do meio de cada pla-
ca com papel de filtro que tenha sido previamente embebido
com solugdo de uréia a 40% e secado em estufa a 37°C. A
leitura é feita em seguida, pela viragem do indicador, reve
lada pelo aparecimento da cOr vermelha, impressa no papel

de filtro.

- +
8. OCORRENCIA DE CELULAS P EM COLSBNIAS P DE Proteus

mirabilis RECENTEMENTE ISOLADAS

Para se verificar esse fato foram esco-
lhidas duas linhagens (N-17 e N-17-1) gque normalmente apre
sentam alta frequéncia de células Pﬁ, e outras duas cons-
tituidas quase que exclusivamente por células pt (N-17-12).
De cada linhagem, 10 coldnias P' foram semeadas individu-

almente em tubos contendo 5 ml de NB, e incubadas por 12-
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18 horas a 37°C. Apds isso, procedeu-se as diluigdes e 1ind
culos em placas contendo meio NG, permitindo crescimento a
37°%¢ por 18-20 horas. A contagem diferencial de células p*
e P foi feita com o auxilio do teste revelador que utili-

za solucao saturada de sulfato de amonio.

9. INFLUENCIA DA PERMANENCIA PROLONGADA DE LINHAGENS DE
Proteus mirabilis EM MEIO NUTRITIVO LIQUIDO, NA OCOR

RENCIA DE CELULAS P

Tubos dotados de tampa de rosquear, con-
tendo 5,0 ml de meio nutritivo ligquido (NB), foram semeados
com linhagens de P. mirabilis e as frequéncias de colonias
P~ foram determinadas. A seguir, esses tubos de cultura fo
ram mantidos em temperatura de 37°C por 21 dias. Semanalmen
te determinou-se a frequéncia de células P pela técnica da
precipitacac da gelatina pela solucac saturada de sulfato

de amonio.

10. INFLUENCIA DA ESTOCAGEM PROLONGADA DE LINHAGENS DE
Proteus mirabilis EM MEIO NUTRITIVO SOLIDO INCLINA

DO NA OCORRENCIA DE CELULAS P

Linhagens de P. mirabilis foram estoca-
das em tubos com tampas de rosquear contendo agar nutriti-

vo inclinado {NA), em temperatura do ambiente do laboratdric
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e ao abrigo da luz solar direta. A frequéncia de colonias
P~ foi determinada no tempo zero, isto &, no momento do
indculo inicial e em quatro oportunidades, durante a per-
manéncia da cultura em estoque, pela técnica da precipi-
tagao de proteina pela solugao saturada de sulfato de amd

nio.

11. OCORRENCIA DE CEBLULAS P EM COLONIAS pt DE AMOSTRAS
DE Proteus mirabilis ESTAVEIS E INSTAVEIS MANTIDAS

EM ESTOQUE POR TEMPO PROLONGADO

Foram utilizadas linhagens que se com-
portaram aparentemente como estaveis, isto &, apresentando
muito pouca ou nenhuma célula P  em sua populacao (veja na
Tabela 3 as amostras L-22 e L-70) e linhagens que apresen
taram um nimero grande de células P , portanto considera-
das instaveis em relagdo ao carater p¥ (1-79 e N-17). Dez
ou mais colénias P+ de cada linhagem acima reﬁerida, foram
inoculadas em frascos do tipo penicilina, contendo NA,
pela técnica da picada, e incubadas a 37°% por uma noite,
Essas culturas foram entao mantidas em temperatura ambien-
te por 6 a 12 meses, quando foram testadas para a presen

ca de células P , conforme descrito no Item 4.
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12. EFEITO DE SUBCULTIVOS REPETIDOS EM MEICQ NUTRITIVO
L1QUIDO, NA OCORRENCIA DE COLONIAS P EM LINHA~-

GENS DE Proteus mirabilis

Tubos contendo 2,0 ml de cAldo nutriti-
vo (NB) serviram para os cultivos sucessivos das diver-
sas linhagens. ApOs a incubacao das culturas por uma noite
a 37°C foi determinado o nimero de coldnias P~ (tempo ze-
ro). Diariamente foram realizados subcultivos, através da
transferéncia do contelido da cultura, transportada através
de uma alga de platina para o meio nutritivo novo. Esta
cultura era novamente incubada a 37°C por mais 24 horas,maqg
bra esta que se repetiu por 150 dias consecutivos. As con-
tagens das coldnias produtoras ou nao de protease, foram fei
tas com auxilio da técnica da precipitacao da gelatina

pela solugao saturada de sulfato de amdnio.

13. EFEITO DA GELATINA NO MEIO DE CULTURA, NA OCORRENCIA

DE CELULAS P EM AMOSTRAS DE Proteus mirabilis

Diferentes amostras de P.mirabilis foram
transferidas do estoque para 2,0 ml de caldo nutritivo
(NB) e para 2,0 ml de caldo nutritivo adicionado de gela-
tina (Difco) na concentracdo de 0,5% e incubadas a 37°C
por uma noite. Determinou-se o nlmero de células P  em ca-

da amostra nos diferentes meios de cultura (tempo zero) e,
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entao, diariamente, foram realizados subcultivos, conforme
descrito no Item anterior. Isso se repetiu por 50 dias con
secutivos. As contagens das colonias produtoras ou nao de
protease foram feitas através da técnica de precipitagao da
proteina do meio nutritivo (NG), pela agao da solugao satura

da de sulfato de amonio.

14, CURVA DE CRESCIMENTO DE CELULAS DE Proteus mirabilis

pT e P~ EM CALDO NUTRITIVO (NB)

Culturas das diversas linhagens, desen-
volvidas em NB glicosado (0,2%) até atingir a metade da
fase logaritmica, foram inoculadas em 50 ml de NB glicosa-
do contidos em frascos de Moore (MOORE, 1965) para conferir

D.O. (Coleman Jr. mod. 6A 20) correspondente a aproxima

540nm
damente 5,0x1.05 células por ml. Apds a retirada de aliquo -
tas para a determinacao da viabilidade no tempo zero hora,
incubaram-se os dois sistemas a 37°C com 160 agitagoes reci
procantes (New Brunswick) e amostras foram retiradas a cada
duas horas, durante 10 horas de crescimento. Cada amostra
foi diluida segundo a densidade do cultivo daquele momento ,
semeada em placas contendo meio NG, seguindo-se incubacdao a
37%¢ por 18-24 horas e subsequente contagem diferencial de

c&lulas P’ e P pelo método da precipitacao de proteinas do

meio de cultura pela solucao saturada de sulfato de amdnio,
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O tempo de geragao foi calculado segundo WINKLER, RUGER &
WACKERNAGEL (1976), considerando B a populagao total, b 0
numero de bactérias com gue se iniéiou o crescimento (pre-

sente no indculo) e n o numero de geragoes (o crescimento
bacteriano & fungdo exponencial de 2). Aplicando logaritmos,
teremos log B = log b + n log 2; Para determinar o nlmero
de geragoes deste indculo (b) resolve-se a equagao para ni

. log B - log b .

log 2

O tempo de gerag¢@o G numa cultura em fase logaritmica de
crescimento é assim determinada: G = % onde t & o tempo de

incubagao e n o nimero de geragoes.

15. CURVA DE CRESCIMENTO DE CELULAS DE Proteus mirabilis
P+ e P~ EM CALDO NUTRITIVO ADICIONADO DE GELATINA
(NBG)
O procedimento foi semelhante ao descri
to no item anterior, exceto que o caldo nutritivo (NB) foi
substituido por NBG glicosado (gelatina, 0,5% e glicose

0,2%).
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+ - , L.
16. INFLUENCIA DE CELULAS P E P DE Proteus mirabilis

NA SOBREVIVENCIA DE CAMUNDONGOS

Linhagens P+ e P—, derivadas de P. mira-
bilis L-68m, foram cultivadas em NA inclinado por 15 horas
a 37°c. Esse crescimento bacteriano foi suspenso em solugao
salina tamponada, pH 7,4, lavado, ressuspensg no mesmo tam-
pao e mantido no refrigerador, enquanto se procedia a de-
terminagao do nlimero de células viaveis dos varios indculos
a serem utilizados._ No dia seguinte, apos a inoculaqéo, de-
terminou-se mais uma vez a contagem de cé&lulas viaveis da
suspensao, a fim de se observar gqualquer alteragao na viabi-

lidade das células.

Para cada dose foram utilizados 20 ca-
mundongos, de peso variavel entre 18 e 22 g, os gquais foram

inoculados com 0,2 ml da suspensao, por via intraperitoneal.

Os camundongos foram mantidos em caixas
apropriadas e separadas e observados durante 14 dias, ano-

tando-se diariamente o numero de mortes.

Como controle, foram injetados lotes de
animais com solugao salina tamponada e lotes com  suspensao

bacteriana morta pelo calor (banho a 100°¢c por 2 horas).
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17. DETERMINACAO DA DL,

A dose letal 50% foi calculada segundo

Reed & Muench (MUSHEL & TREFFERS, 1956).

18. INFLUBENCIA DE PLASMIDEO R, DE RESISTENCIA MOLTIPLA
TRANSFERIVEL, NA EXCRECAO DE PROTEASE EM AMOSTRAS

DE Proteus mirvabilis

Foi verificada a atividade proteolitica
de linhagem portadora de plasmideo R (L- 68-79) e excretora
de protease, assim como de linhagem nao-portadora de fator
R, igualmente proteolitica. Ambas as linhagens deriva-
ram da mesma amostra, L-68 m. Utilizou-se, como eontrole,
outra linhagem derivada também de L-68 m,mas que nao mais
possuia a capacidade de excretar a enzima (L-68-81l). A de-
terminacao da atividade proteolitica foi feita de  acordo
com a técnica de CHARNEY & TOMARELLI (1947), descrita no

item 3.4.

19. SENSIBILIDADE AO DESOXICOLATO DE SODJIO (DS) DE LINHA
GEM PROTEOLITICA DE Proteus mirabtlis ABRIGANDO PLAS
MIDEO R
As varias amostras foram primeiramente
cultivadas em NB por uma noite a 37OC, e, depois, semeadas

‘em MM liguido para dar aproximadamente lO5 celulas por
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ml. ApSs serem submetidas & incubag¢do a 37°C com 160 agita
¢oes reciprocantes por minuto, por 24-30 horas, as cultu-
ras foram diluidas convenientemente em tampao DM e aliguo-
tas de 0,1 ml foram espalhadas em placas contendo MM soOli-
do, adicionado com diferentes concentracoes de DS. ApOs
incubagao por aproximadamente 72 horas a 37OC, procedeu-se
& contagem de coldnias, a fim de se conhecer o nimero de so

breviventes por ml em cada concentracao da droga.

20. TESTE DE REVERSAO DE LINHAGENS P~

No decorrer dos trabalhos, coldnias P
foram isoladas da populagao de cé&lulas P’ de varias linha-
gens de P. mirabilis e estocadas em NA pelo sistema de
picada. Para se investigar a reversibilidade dessas 1inha-
gens, partiu~se primeiramente de coldonias P~ isoladas em
placas contendo NA. A seguir, de cada colonia P~ foi feita
uma cultura em NB, inoculaﬁdo—se, para tal, um pequeno
nimero de células (aproximadamente 10 células por ml). Apds
incubagao a 37% por uma noite, cada cultura foi diluida
convenientemente e aliquotas de §,1 ml feram espalhadas na
superficie de placas contendo meio NG. Apds incubagao a
37°%¢ por 12-18 horas, foi feito o teste revelador com sulfa
to de amdnio saturado e o numero de coldnias e o seu tipo
de comportamento em relagdo a hidrdlise da gelatina foram

registrados.
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21. TESTE DE REVERSIBILIDADE DE LINHAGENS DE Proteus mi-
rabilis P , UTILIZANDO O AGENTE MUTAGENICO NITROSOGUA

NIDINA{NTG)

Linhagens de P. mirabilis cultivadas iso
ladamente em 2,0 ml de NB, por uma noite a 37OC, foram reju-
venescidas através de diluigéo 1/100 em 70,0 ml de NB e in-
cubadas a 37°C com 160 agitagCes reciprocantes por minuto,

até atingir aproximadamente lO9 células por ml.

Essas culturas foram entao centrifugadas
a 4000 g e suspensas em meio volume de tampao tris-maléico
(ARDELBERG, MANDEL & CHEN, 1965). Dessas suspensoes foram re
tiradas amostras de 5 ml e distribuidas em tubos contendo
iguais volumes de NTG (100 ng/ml), e esses sistemas foram
incubados em banho a 37°C, por tempo variavel até 50 minu-

tos.

Uma outra alternativa desta técnica foi
também usada, na qual tampao acetato 0,1 M, pH 5,0, subs-
tituiu a solucao salina (INOQUYE, 1969), conservando-se contu

do a mesma concentragao de NTG acima mencionada.

Apds o tratamento pelo NTG, a sua remo-
cdo foi feita através de duas lavagens com solugao salina
e, em cada tubo, foi restaurado o volume inicial com NB, in

cubando-se a seguir a 37OC, com agitacao de duas horas. De



53

cada tubo correspondente a um tempo de agao de droga retira-
ram-se aligquotas que, apds diluicao conveniente, foram se-
meadas em placas contendo meio NG. Também retiraram-se 5
amostras de cada tubo, gque foram semeadas em estrias conten
do aproximadamente um centésimo do nlmero de células de cada
tubo. Ambos os tipos de semeadura foram submetidas ao culti
vo por 24 horas a 37°¢. 0 teste de diferenciagao entre cold
nias P e P~ foi feito através da acao da solugdo saturada
de sulfato de amOnio sobre a superficie do meio contendo o

crescimento bacteriano.

22. TESTE DE REVERSIBILIDADE DE LINHAGENS DE Proteus mi-

rabilis P PELA ACAO DA LUZ ULTRAVIOLETA

Foi utilizada uma lampada U.V. germicida
Westinghouse de 15 watts, que emite radiacao predominantemen
te a 2.537 Z. O débito da i;radiagéo (taxa de dose) ao ni-
vel da cultura foi de 10 ergs/mmz—s, medido com um dosime-
tro de Latarjet (LATARJET, MORENNE & BERGER, 1953). As linha
gens P a serem estudadas foram crescidas até aproximadamen-
te 5,0xlO8 células/ml em meio NB a 37°¢, com agitagao reci-
procahite (160 p/min). A seguir, foram centrifugadas a 4000¢
por 10 minutos e ressuspensas em sulfato de magnésio 0,1M

na metade do volume inicial. A irradiacao foi feita sobre

10 ml da suspensao contida em placa de Petxi aberta, com
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agitagao continua, a uma dose 500 ergs/mm”~, onde se espera
va, segundo curva previamente determinada, sobrevida de
0,01%. A seguir, foram diluidas ao décimo, em meio NB e in-
. ~ . o)
cubadas com agitacgao reciprocante por duas horas a 37°C, ao

abrigo da luz.

De cada cultura retiraram—-se aliquotas
que, apds diluigoOes convenientes, foram semeadas em placas
contendo meio NG, Também retiraram-se 5 amostras de cada
cultura irradiada, que foram semeadas em estrias, em meio
NG. Ambos os tipos de semeaduras foram submetidas ao culti
vo por 24 horas a 37°c. O teste de diferenciagao entre cold
nias P' e P~ foi feito atravds da agao da solugao saturada
de sulfato de amonio sobre a superficie do meio contendo o

cultivo bacteriano.

23, TESTE DE REVERSIBILIDADE DE CELULAS P DE Proteus

mirabilis "in vivo"

O procedimento referente ao cultivo da
linhagem P~ (L-68-2-NA-P ) e inoculacao em camundongo € en -
contrado no item 16. Com a morte do animal, em decorren-
cia da infecgao, obtiveram-se culturas a partir do exsudato
peritoneal e de material retirado de fIgado, bago e rins.

Estes materiais eram semeados em placas contendo MT e incuba
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dos por 24- horas a 37°C. 0 crescimento resultante era subme
tido ao teste de resisténcia ao acido nalidixico (25 wg/ml)
e a prova da hidrdlise da gelatina, em meio NG,utilizando-
se para tal o sistema de réplicas (LEDERBERG & LEDERBERG,

1952).

24. TRATAMENTO PELO BROMETO DE ETIDEO (EB) DE LINHAGENS
DE Proteus mirabilis INSTAVEIS E ESTAVEIS QUANTO A

EXCREGCAO DE PROTEASE

A técnica utilizada foi baseada nos tra-
balhos de TOMCHICK & MANDEL (1964) e BOUANCHAUD, SCAVIZZI &
CHABBERT (1969).

A partir de uma solugao-estoque de EB em

caldo nutritivo, pH 7,2 (1,26x10 2

M), foram preparadas duas
séries de tubos (13x130 mm) dotados com tampa de rosquear e
contendo volume final de 1,0 ml. A diferenga de concentragao
de um tubo para outro foi de 100 ug e as concentracoes va-

3 3

riaram de 1,26x10 "M a 3,78x10 "M,

Cada tubo recebeu indculo correspondente
a lO4 células de cultura crescida por 16-18 horas a 37OC,ap68
o que, a série de tubos em duplicata foi incubada a 37% por

24-30 horas.

Aliquotas representativas de cada concen-

tracao foram convenientemente diluidas em solugao salina 0,15M,
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semeadas e espalhadas em placas contendo meio NG, Apds in-
cubacao por 12-18 horas procedeu-se a contagem diferen-
cial de coldnias p* e P’ com auxilio do teste da precipita-
¢ao da gelatina do meio de cultura com solucao de sulfato de

amonio saturada. Foramensaiadas as linhagens. instaveis N-17

e N-4 e as estaveis, N-17-11 e N-17-12.

Cerca de 50 coldnias P resultantes do
tratamento com a referida droga foram cultivadas em NB opor
24 horas a 37°C e reexaminadas, para confirmacao do fenoti-

po, antes de serem estocadas.

24.1 Determinacdo da atividade do EB sobre o cresci--

mento bacteriano de amostras instaveis e esta-

veis
A concentracao minima inibitdria de EB

foi determinada sobre diluigoes em série do corante em NA e

expressada em molaridade (TOMCHICK & MANDEL, 1964).



57
25. EFEITO DO DODECIL~-SULFATO DE SODIO (SDS) SOBRE LINHA-
GENS DE Proteus mirabilis INSTAVEIS E ESTAVEIS QUANTO

R EXCRECAO DE PROTEASE

Numa série de tubos em duplicata (13x
130 mm) contendo 1,0 ml de meio NB, pH 7,6, e SDS em concen
tragSes decrescentes, a partir de 75 mg/ml, foram semeados

0,1 mlL (10> a 10°

células) de cultura crescida por 12-16 ho-
ras a 37OC, apds o gue, foram incubadas a 37% por 24 e 48

horas.

Aliquotas representativas de cada concen
tracao foram diluidas adequadamente e semeadas em placas con
tendo meio NG. Apds incubac¢do por 24 horas, procedeu-se a
contagem diferencial de colonias P" e P~ com auxilio da téc-
nica reveladora que utiliza solugao saturada de sulfato de
amoénio.

Foram utilizadas para o experimento,como

representante da linhagem instavel, a L-68 m e, da estavel,

a L-68-1-P .

Apds o tratamento com a droga, aproxima-
damente 50 coldnias P foram cultivadas em NB e reexamina -

das em meio NG, para confirmacdo do fendtipo.
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26. EFEITO DO DODECIL-SULFATO DE SODIO (SDS) NA CONVERSAO
DE CELULAS PT E P~ EM Proteus mirabilis

O inoculo constou de adigao de 6,Ox108 cé

lulas por ml da linhagem de Proteus mirabilis L-68 m, que a-

presentava cerca de 107 células P—por ml,e da adigcao de 4,0x
lO7 células por ml da linhagem L-68-2~NA-P em NB adicionado
de SDS (0,4%), pH 7,6. Essa mistura de células foi incubada
a 37°C com 130 agitagoes reciprocantes por minuto. A cada 3
horas foram retiradas amostras que, apds serem diluidas ade-
quadamente, foram semeadas em placas contendo meio com gela
tina (NG), e essas placas foram incubadas a 37% por 18-24
horas. Apds esse periodo de crescimento em estufa, as placas
que apresentavam crescimento de coldnias bem individualizadas
eram "carimbadas" em outro meio NG contendo acido nalidixico,
na concentragao de 25 ug/ml. Apds incubagao a 37°%¢ por 16-18
horas e revelagao das placas matrizes, pela solugdo saturada
de sulfato de amdnio, as populacoes resistentes e  sensiveis
de células P~ (placas mestras e carimbadas em meio contendo

a droga) eram registradas.
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27. EFEITO DO DODECIL~SULFATO DE SODIO (SDS) SOBRE O CRES-

CIMENTO DIFERENCIAL DE CELULAS P+ E P° DE Proteus mi-

rabitlis

A. Curva de crescimento de celulas P+ resistentes ao
acido nalidixico (L«68-1“NA~P+) e de células P re-

sistentes a rifampicina (L=68=2~R-P ).

0 indculo constou de 10° células p' e
3,OxlO6 células P_, ambas procedentes de diferentes culturas
desenvolvidas em NB por 12 horas a 37°c., A cada duas horas
eram retiradas aliguotas que, apds serem diluidas, eram-semea
das por espalhamento em placas contendo NG adicionado de
100 pg/ml de rifampicina e em placas contendo o mesmo meio
adicionado de Acido nalidixico (25 ug/ml) e incubadas a 37°C
por 18-24 horas. A contagem diferencial foi feita também pe-
lo método da precipitagao da gelatina do meio de cultura,pela

solu¢do saturada de sulfato de amdnio.

B. Efeito do SDS sobre células pt e P .

Aproximadamente lO7 células da linhagem

L-68-2-R-P~ mais 5,0x10°

células da linhagem L—68-1—NA—P+,pr9
cedentes de culturas desenvolvidas em NB por 12 horas a 37OC,
foram incubadas em cada ml de NB adicionado de SDS (0,4%), pH
7,6. Essa mistura de celulas em NB-SDS foi incubada a 37°%¢

com 130 agitagoes reciprocantes por minuto. A retirada e ana

lise das amostras seguiu a mesma conduta descrita em A.
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28. ACAO DA RIFAMPICINA NO APARECIMENTO DE CELULAS P~ EM
LINHAGENS DE Proteus mirabilis INSTAVEIS E ESTAVEIS

-

QUANTO A EXCRECAO DE PROTEASE

Duas séries de 10 tubos contendo cada
um 1,0 ml de NB, foram adicionadas de rifampicina (50 e 5
ug/ml) no primeiro tubo de cada série e submetidas a dilui
¢Oes sucessivas e multiplas de dois. Cada série teve um de
seus tubos isento da droga a fim de servir como controle, I-
noculou~se ainda, em cada tubo, aproximadamente lO5 célu-
las provenientes de cultura recente (12 horas a 37OC). Assim
feito, os tubos foram incubados a 37°¢ por 24 horas sem agi
tacdao. O contelido de cada tubo, correspondente a diferentes
concentragGes da droga e controle sem a droga, foram semea -
dos em placas contendo NG e incubadas por uma noite a 37%.
A diferenciagao entre células P" e P~ foi feita com o auxi-

lio da solugao saturada de sulfato de amdnio.

29. TRATAMENTO DE LINHAGENS ESTAVEIS E INSTAVEIS QUANTO
A EXCREGAO DA PROTEASE DE Proteus mivabilis PELA MI-

TOMICINA C (MC)

Culturas de linhagens estaveis e insta -
veis, desenvolvidas por uma noite a 37OC, foram diluidas 100
vezes em meio LB (30 ml) e submetidas a agitacao (160 por
minuto) até atingir l,2x108 células por ml (aproximadamente

5 horas). O indculo foi preparado diluindo essa cultura, de
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modo a conter cerca de lO3 células em 0,1 ml. Esse indculo
foi adicionado em tubos contendo MC.nas-concentraQSes com-
preendidas entre 0,5 a 2,0 ug/ml. Esse sistema foi entao
incubado por 48 horas e submetido a contagem diféerencial

- + - e . - N
de celulas P e P pela técnica do sulfato de amonio.

30. AGAO DA ACRIFLAVINA (AF) NO APARECIMENTO DE CELULAS
P EM LINHAGENS DE Proteus mirabilis ESTAVEIS E INS-

-

TAVEIS QUANTO A EXCREGAQ DE PROTEASE

Tubos contendo concentragoes decrescen-
tes de AF a partir de 5 até 0,039 mg/ml em NB (volume fi-
nal 1,0 ml) foram inoculados com aproximadamente lO7 célu-
las de cultura desenvolvida por uma noite a 37OC. ApOs in-
cubagao por 24-48 horas a 37°C e sem agitagdo, allquotas de
cada tubo foram examinadas para viabilidade e diferenciagao
de células P e P que foi feita em meio NG pela técnica da

solucao de sulfato de amdnio saturada.

31. TRATAMENTO PELQO CLORIDRATO DE GUANIDINA (GuHCl) DE
LINHAGENS DE Proteus mirabilis ESTAVEIS E INSTAVEIS
EM RELACAO A EXCREGAO DE PROTEASE
Diferentes concentracoes de GuHCl em NB
(volume final 1,0 ml) foram inoculadas com aproximadamente

107 células de cultura desenvolvida por uma noite a 37OC.
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Apds incubacao por 24-48 horas a 37°c, sem agitacao, aliquo-
tas de cada tubo foram examinadas para viabilidade e diferen

—_ - +
ciacao de celulas P e P .

32. TRATAMENTO PELA ELEVACAO DA TEMPERATURA DE CULTIVO DE

LINHAGENS DE Proteus mirabilis

Culturas desenvolvidas por uma noite a
37°C serviram de indculo para 30 ml de NB (lO6 células por
ml). Cada amostra foi incubada em diferentes temperaturas
(37, 40, 42 e 44°C) em banho dotado de agitacao reciprocante
(100 por minuto,por 24 horas), Aliguotas foram retiradas, d&i-
luidas e semeadas por espalhamento em placas contendo NG e
incubadas por 18-24 horas a 37°C. O teste diferencial en-
tre células P' e P foi feito com o emprego da solugao satu

rada de sulfato de amonio.

33. METODO DO AUXONOGRAMA

A técnica foi baseada em PONTECORVO (1949).
‘Baldes (125 ml) contendo 60 ml de MM sdlido, fundido pelo ca
lor e maﬁtido em banho a 450C,recebeu 1 ml da suspensao bac-
teriana (108 células) previamente lavada duas vezes em tam-
pao DM. Apds migsturar bem o contelildo do balao, o meio foi

distribuido em 4 placas que, apds a solidificacao do mesmo,

permaneceram abertas em posigao invertida por 30 minutos em
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estufa a 37°C a fim de terem as superficies cecas. Cada pla
ca recebeu, por sobreposigao, 5,0 ml de solucao de agar (2%)
previamente fundida por aquecimento, arrefecida a 45°¢ e

submetida de maneira semelhante a secagem em estufa. Os com-

postos a serem testados foram aplicados na superficie dos
meios sob forma de cristais, em pequenas quantidades, bem
espagados uns dos outros (nao mais do que 5 compostos por

placa) e devidamente identificados. Resultados foram re-

gistrados apds 24-48 horas de incubagao a 37°%.

34. INDUGAC DE PROFAGOS

No decorrer dos experimentos de indugao
de células lisogénicas para liberacao de profagos,varios mé

todos foram utilizados: -

34,1 Permanéncia de cultivos por periodo de tempo

prolongado (COETZEE & SACKS, 1959).

Tubos dotados com tampas de rosquear con
tendo 10 ml de meio NB foram inoculados com diversas cultu-

ras do estogue e incubados a 37% por 10 dias.

34.2 Cultivo sob alta temperatura

Foram utilizados frascos de Erlenmeyer
(250 ml) contendo 20 ml de meio NB que receberam 0,2ml de

indculo de culturas com crescimento recente (aproximadamente
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5 horas a 37°C com agitacao) os quais foram, a seguir, in-

cubados a 44°C com agitagdo por 8 a 12 horas.

34.3 Acgao da luz ultravioleta

.-

Foi utilizada uma lampada germicida
(Westinghouse, 15 watts) que emite radiagao predominantemen-
te a 2537 X, a uma distancia de 35 cm da cultura. A taxa
de dose ou débito da irradiagdao, ao nivel da cultura,foi de
10 ergs/mmz—s. Apos o crescimento bacteriano atingir apro-
ximadamente 5,OxlO8 células/ml, em 20 ml de meio LB a 37°¢
com agitagao, as culturas foram centrifugadas a 4000 g por
10 minutos e ressuspensas em solugao de sulfato de magnésio
0,1M na metade do volume inicial. A irradiagéo foi feita em
placas de Petri, com agitacgao continua e uma dose de 350
ergs/mm2. Apds isso, foram diluidas 1:10 em meio LB e incu-

badas com agitagao por 2 horas a 37OC, ao abrigo da 1luz.

Um outro método (VIEU & DUCREST, 1961)
também foi usado, constando da 1rradiacao sob as mesmas
condicoes de dose, de 10 ml de cultura contendo aproximada
mente 5,0xlO8 cels/ml. Essa cultura, apds ser irradiada,
foi submetida a crescimento com agitagao a 37OC, durante 2

horas.
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34.4 Acao da mitomicina C

O tratamento das células bacterianas pe
la MC foi baseado em LACEY (1971). Culturas crescidas em
meio NB a 37OC, com aproximadamente l—2,0xlO8 células / ml
foram diluidas 1:100 em 20 ml de NB contidos em frascos de
Erlenmeyer (250 ml) e incubadas a 37°C com agitag¢ao por 5
horas. MC foi entao adicionada para dar uma concentragao
final de 5 mg/ml. Apds 10 minutos a 37°C, as culturas fo-
ram centrifugadas, o0s sobrenadantes desprezados e o0s sedi-
mentos ressuspensos em NB e incubados por 2 horas a 37OC,
para eventual demonstragac. de lise,.Em casos negativcos, apds
essa incubag¢ao, as culturas permaneciam por uma noite sob

temperatura do laboratdrio (20-25°C).

Apos a conclusao de cada um desses 1i-
tens (34.1 - 34.,4), cada cultivo foi centrifugado a 4000 g
por 1C minutos e o sobrenadante submetido a filtracgao em
membrana "Millipore" de acetato de celulose (0,22 um) rece-
bendo a seguir 0,1 ml do volume de cloroformio. Esses fil
trados foram ensaiados para a presenga de virus e as u.f.p.

foram determinadas em cada cultivo (item 36).

35. DETERMINAGCAO DA PRESENGA DE VIRUS NOS FILTRADOS

Placas contendo aproximadamente 30ml do

meio LB sb0lido (previamente mantidas por 24 horas em estufa
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a 37°¢c para secagem relativa do meio) foram "inundadas" por
2 ml de cultura em LB da bactéria a ser testada como indica
dora (sensivel ao virus). Apds remocao do excesso de cultu
ra e subsequente secagem, as placas foram abertas na estu-
fa a 37OC, por 60 minutos, e nelas foram distribuidas gotas
dos filtrados a serem testados. Esses filtrados tiveram o
clorofdrmio previamente eliminado por agitacao do £iltrado

em banho a 37°C.

36. TITULAGCAO DOS VIRUS

A determinagao das u.f.p. dos diversos
fagos foi baseada na técnica de GRATIA (1936). Um décimo
de mililitro do filtrado convenientemente diluido em LB era
adicionado em tubos do tipo hemdlise contendo 0,3 ml da
suspensao da bactéria indicadora, desenvolvida por uma noi-
te em LB, com aeragao, e 2,5 ml de MTA. Algumas vezes a
bactéria indicadora foi obtida por suspensao da cultura de-
senvolvida por uma noite em NA, conseguida por lavagem da
superficie do agar com 5ml de LB (ADAMS, 1959). Outras ve-
zes, ainda, a bactéria indicadora era fernecida éonforme

descrito no proximo item.



37. PREPARACAO DA BACTERTA INDICADORA

Cultivo em aeragao no meio LB (10° bac-

térias por ml) era centrifugado e suspenso em solucao es-
terilizada de sulfato de magnésio 0,0lM. Apds aeragao por
uma hora, a 37OC, essa suspensao era guardada no refrige-
rador (4°C), podendo ser usada apbs varios dias (4-5 apOs

a preparagao) .

38. PREPARACAO DE ESTOQUES DE VIRUS

A fim de se obter lisados com altos ti-
tulos, a obtencao de estoques foi.baseada em métodos que
utilizam placas de lises confluentes (HERSHEY et al,1943);
SWANSTROM & ADAMS, 1951), empregando-se a camada de MTA,
Assim, apds a confluéncia das placas de lise no agar semi -
sd0lido, a este era adicionado 5 ml de LB e removido com au-
x1lio de uma espatula ou lamina de vidro para um tubo de
centrifuga (50 ml) contendo 20 ml de LB. Apds boa agita
cao por 30 minutos, o dgar e os restos celulares das bacté-
rias foram sedimentados por centrifugagao a 4000 g por 10

minutos,

39. ISOLAMENTO DE VIRUS TEMPERADOS
Os virus foram obtidos por indugao de

60 amostras de Proteus mirabilis da sérite L (Tabela 28),
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apds tratamento pelos métodos referidos nos itens 34.1-34.4
0 lisado de cada bactéria, assim obtido, foi posto em conta-
to com as mesmas 60 amostras, de acordo com o descrito no

{tem 35.

40. TIPOS DE VIRUS

Uma série de 9 filtrados continham virus
que formaram placas de lise em 6 amostras bacterianas. Os
fagos foram denominados tomando-se o nimero de linhagem indu
zida que liberou o virus, no numerador, e o numero da linha
gem indicadora ou sensivel, no denominador (COETZEE & SACKS,
19604) - A linhagem L-81 foi indicadora para os virus 25 e
27 e 113; a L-82 foi indicadora para os virus 30 e 33; as
linhagens L-65, L-73, L-80, L-81, L-99, L-100, L-104, L-124,
L-126 e L-127 foram sensiveis aos virus 68 e 92; a amostra
L-88 revelou-se sensivel ao virus 101; as linhagens L-65 ,

L-73, L-80, L-81, L-109 e L~127 foram sensiveis ao fago 114.

Aparentemente, os fagos 25/81, 27/81 e
113/81 sao idénticos, o mesmo acontecendo com 30/82 e 33/82
e com as séries 78 e 92 acima referidas. Os virus 25/81 e
30/82 e 33/82 e as séeries 68 e 114 foram obtidos por indu-
¢do por cultivo prolongado (10 dias) em NB; os virus  27/81
e 113/81, através da luz ultravioleta; a série 92, pela agao

de mitomicina C; e o virus 101/88, pela agao do calor.
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Esses fagos produzem halos de lise turvos
e falham em lisar cultura dessas células em caldo nutritivo ,

nao tornando-o limpido.

4. INDUCAO DE PROFAGOS DE CELULAS P DE AMOSTRAS DE
Proteus mirabilis
Variantes P’ e P~ das amostras L-68 m,
L-114 e L-101 foram submetidas a indugao de profagos, confor-
me descrito no Item 34. As série de virus 68 P* e P e 114P°
e P foram conseguidas por indugao pelo cultivo prolongado,en

- + - ~
quanto que a serie 101 P e P foi induzida pela agao da mito

micina C.

42. VERIFICACAC DE PSEUDOLISOGENIA (ESTADO DE PORTADOR)

Um décimo de mililitro de uma diluigao
ao centésimo de cada cultura, desenvolvida por 10-12 horas
em LB, foi adicionada em 3 ml de MTR, previamente fundido,
arrefecido e mantido a 450C, sobre placas contendo 30 ml de
LB sblido. Apds incubagao por uma noite a 37°C, pesquisou-se

a presencga de placas de lise.
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43, INVESTIGAGCAO DA OCORRENCIA DE CONVERSAO LISOGENICA NA

+ -
DETERMINACAO DOS FENOTIPOS P E P EM AMOSTRAS DE Pro-

teus mirabilis

Foram utilizadas as linhagens 1instaveis
em relagao a excregao da protease, nao-lisogénicas e sensi -
veis a um dos fagos isolados (Tabela 28). Assim, as células
P" e P~ da linhagem L-8l1 foram lisogenizadas com os fagos
25, 68, 113 e 114; as células P' e P das linhagens L-127,
L-99, L-100, L-104 e L-124 foram lisogenizadas pelo fago 68.
A lisogenizacao dessas linhagens foi conseguida, analigsando
placas de lise causadas por esses virus, através da técnica
da adicao de gotas dos virus sobre um "tapete" de células
preparado recentemente, na superficie de meio sdlido LB
contido em placas (item 35). ApOs incubagao por 8-10 horas
(37°C) as placas foram deixadas fora da estufa por 24-48 ho
ras. Analisando as placas de lise, foram isoladas coldnias
que se mostraram imunes e lisogénicas (liberacao de  profa-
gos) para o seu respectivo virus. Essas coldonias foram en-
tao reavaliadas em relagao ao seu padrao de comportamento
quanto a excrecao da protease, ao serem cultivadas em NG, e

reveladas pela técnica da solugao de sulfato de amodnio.
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44. TRANSDUGAO DO CARATER PROTEASE ENTRE LINHAGENS DE
Proteus mirabilis
Os virus temperados e bactérias sensiveis
utilizados constam na Tabela 28, Os lisados apresentaram ti
tulos da ordem de lOlo e foram propagados nos organismos P+,

pelo menos 3 vezes antes da realizag¢dao dos experimentos.

A célula receptora P foi removida do
crescimento a 37OC, por uma noite, em meio NA atraves de
lavagem da superficie do meio com NB. Uma suspensao contendo
aproximadamente 2,5x109 células pbr ml foi entao feita

(D.Oé40

= 0,50).

Trés tubos, cada um contendo 0,5 ml da
cultura P foram centrifugados e os sobrenadantes descartados.
Um mililitro do lisado do fago propagado na amostra doadora
pt (5x109 células p/ml) foi entaoc misturado com o depdsito
de um dos tubos. Um mililitro do fago propagado em células P~
foi misturado no segundo tubo e 1 ml de NB foi adicionado ao
depdsito do terceiro tubo. Um quarto tubo, contendo somente
suspensao do fago derivado da lise de células pt, serviu como
controle de esterilidade bacteriana. Em todos os tubos foi
adicionado 0,01 ml de cloreto de calcio (0,01M). 2pds 45 mi-

nutos de incubacgao a 37°C adicionou-se em todos os tubos 0,03

ml de citrato de sddio (0,3M).
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Aliquotas de 0,01 ml foram esgotadas em
meio NG contido em placas. Aapds incubacao por 24 horas, de-
terminou-se a presenca de transdutantes P+, através do teste
do sulfato de ambnio. O nlimero de células existentes no
tubo de adsorgao foi determinado em placas de NA. A multi -
plicidade de infecg¢ao (m.o.i.) foi calculada pela razao en-
tre o titulo dos fagos multiplicado pelo volume{e o nimero
de células. A taxa de adsorcao do fago a bactéria foi de-
terminada pela remogao de amostras da mistura, no inicio e
no final do periodo de adsorcao e adicionadas em NB contendo
0,1 do volume de clorofdrmio e, a seguir, tituladas, utili-

zando~-se a bacteéria indicadora.

Uma alternativa dessa técnica foi a in-
trodugao de modificagaes sugeridas por COETZEE, SMIT &
PROZESKY (1966) e COETZEE (1974). Cultura da bactéria re-
ceptora desenvolvida por uma noite a 37°C foi diluida 1:5 em
2 ml de NB e incubada por 90 minutos. Uma diluicao da sus-
penséo do fago em solugéo salina 0,15 M (0,1 ml) foi adicio-
nada na cultura e a mistura incubada por 10 minutos a 37%%.
As misturas de adsorgao foram entao adicionadas de 8 ml de
solucao salina e filtradas em membranas "Millipore" (COET-
ZEEE & SACKS, l960a). Essas membranas contendo as células
eram entao colocadas diretamente no meio de cultura (NG).

No caso da transferéncia da informacao genética da protease,
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para se contornar possivel demora fenotipica, de maneira se-

melhante, como ocorre com a estreptomicina, as membranas fo-
ram deixadas 4 horas incubadas em NG e, apds a remogao e sus
pensao das bactéricas em NB, foram elas incubadas em NG e
reveladas da maneira usual, pela solucao de sulfato de amd-

nio.

45. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE RESISTENCIA A ANTIMICRO-

BIANOS

Os niveis de resisténcia foram determina
dos pela técnica da diluicao em placa, gue consiste em se-
mear as amostras a serem testadas, em placas contendo o)
meio de cultura com diferentes concentragoes das drogas em
questao (TRABULSI & ZULIANI, 1969). No preparo das placas

usou-se o meio Muller e Hinton (MH) para todas as drogas.,

Determinou-se a resisténcia a estreptomi
cina, canamicina, tetracicliha, c¢loranfenicol, ampicilina e
bicloreto de mercirio. As solugoes-estoque de cada droga fo
ram preparadas na concentracao de 10 mg/ml e os solventes u-
tilizados para as diferentes drogas foram: agua destilada,
para estreptomicina, canamicina e bicloreto de mercurio;
dlcool metilico e agua destilada, para tetraciclina e cloran

fenicol.
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As placas foram preparadas no.dia do uso,

adicionando-se volumes e diluig¢oes adequadas das drogas no
meio de cultivo contido em tubos (20 ml) ou em frascos de
erlenmeyers (100 ml) previamente fundido e arrefecido a 450C,
a fim de se obter as concentragoes finais de 1, 5, 10, 20,50,

100, 200, 500 e 1000 pg da droga/ml de meio de cultura.

ApOs solidificacao do meio, o excesso de
unidade da superficie era eliminado expondo-se as placas aber
tas por uma hora em ambiente asséptico (camara de fluxo lumi
nar) ou semi-abertas, em estiifa a 37OC, por aproximadamente 1

hora.

As culturas foram feitas em 2 ml de NB,
incubadas a 37°¢ por 18-20 horas, diluidas 1:1000 no mesmo
meio € a inoculagao foi realizada com o auxilio de alcas (mul
ti-alca composta de 16 algas de niguel-cromo, com aproximada
mente 1,8 mm de diametro), em placas, cada uma contendo uma
droga diferente, e em uma sem a droga, como controle da viabi
lidade da cultura. Assim, em cada placa foram semeadas 16 a-

mostras.

- . ~ o

ApOs incubagao de 24 horas, a 37°C, as

placas foram observadas e os resultados anotados. Foi consi-
derada como concentracgao inibitdria a menor concentracdo da

droga que impediu o crescimento de cada amostra e, a imediata
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mente inferior, como o nivel de resisténcia. O critério a-

dotado de resisténcia de uma dada amostra, em relagéo a de-
terminada concentracao de droga, foi o de considerar o cres-
cimento bacteriano igual ou superior a 50% em relagao ao

crescimento na placa de viabilidade, calculado visualmente.

46. PESQUISA DE PRODUGAQO DE BACTERIOCINAS

Para se verificar a produgao de bacterio
cinas nas linhagens doadoras e receptoras, procedeu-se de
acordo com a técnica preconizada por FREDERICQ (1948), modi
ficada por COSTA (1973). Assim, as amostras em estudo eram
transferidas do meio no qual estavam estocadas para o meio
NA, por meio de uma alga cheia, com cerca de 2 mm de dia-
metro, e semeadas em forma de circulo com aproximadamente

0,5 cm de diametro, em nimero de quatro amostras por placa.

Apbs 48 horas de incubagdo a 37°C, as
placas eram invertidas e 1 ml de cloroformio era colocado
na tampa de cada uma delas; depois de 15 minutos, eram en-
treabertas durante 30 minutos, a fim de permitir evaporacao
do cloroférmio. A linhagem a ser testada quanto a sua sensi
bilidade as bacteriocinas, foi incubada por 24 horas a
37°C e diluidas ao décimo, usando o mesmo meio e 1 ml da di
luigdo assim obtida foi adicionada a 4 ml de agar nutritivo

semi-solido. A seguir, essa mistura era distribuida sobre
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a superficie do meio contido na placa, de modo a se obter u-
ma pelicula homogénea. Apds 12 a 24 horas de incubagao a

37OC, era feita a leitura através do halo de inibicgao.

47. TRANSFERENCIA DE MARCAS GENETICAS

Foi utilizada uma placa seletora para
cada marcador de resisténcia cuja transferéncia estava sendo
pesquisada, de modo que, se a amostra apresentasse resis-
téncia a 6 drogas, 6 placas seletoras eram preparadas. Cada
placa, além da concentracao adequada da droga pesquisada,con
tinha também estreptomicina (100 mg/ml) ou rifampicina (100
mg/ml) que correspondiam ao marcador de resisténcia. Para a
transferéncia de marcadores de algumas linhagens que apre-
sentavam niveis de resisténcia altos a estreptomicina,con
centragoes mais elevadas dessa droga foram empregadas nas

placas seletoras (800 ug/ml).

Quando a transferéncia de resisténcia a
drogas era constatada sempre se procedeu a purificagdo e esto

cagem de um nmero representativo de transconjugantes,

A frequéncia de transferéencia foi calcu-
lada em relagéo ao numero de doadores, isto &, como trans-
feréncia por célula doadora, no momento de misturar as cul-

turas (DATTA et al, 1971).
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48. OBTENC;ZS.O DE LINHAGENS RECEPTORAS DERIVADAS DO Pro-
teus mirabilis N-17 Gm

Esta linhagem & instdvel em relagao a
excrecao de protease . e sensivel aos antibidticos ensaia-
dos, estreptomicina, canamicina, cloranfenicol, tetracicli-
na e ampicilina, sendo resistente somente a Su (2000 pg/ml)
e ao bicloreto de mercirio (1 ug/ml). A partir de uma sua
derivada P~ (N-17 G P ) que ha 5 anos tem sido submetida a
testes de reversao para P+, sem demonstrar esse fenomeno,
obtiveram-se mutagoes para estreptomicina e rifampicina que
foram selecionadas espontaneamente, através de "plagqueamento"
de aproximadamente lO9 células por placa contendo NA adi=-
cionado do agente antibidtico. As coldnias selecionadas so
freram tres passos sucessivos de purificacao, pela utiliza-
¢cdo da técnica do esgotamento de alga no mesmo meio seletivo.

Dessa forma, foram conseguidas as linha

gens N-17 G P~ RifY e N-17 P~ Rif'str-.

Da mesma maneira, outras linhagens fo-

ram obtidas, envolvendo resisténcia a outros antibidoticos.
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49, TECNICAS DE CONJUGACAO

Uma variedade de técnicas de conjugacao
foi ensaiada para transferencia de marcadores genéticos de
resisténcia transferivel a drogas entre linhagens de Proteus

mirabilis e entre E. coli e P. mirabilis.

49.1 Conjugagao em meio liquido (SMITH, 1969)

Foram utilizados cultivos de 18-20 horas
a 37°%. A mistura de conjugacao constituiu-se de 0,1 ml da
doadora com 1,0 ml da receptora e 4,9 de NB aquecido(37OC),
seguida de incubagao por 6 horas a 37°%. Quando bactérias au
xotrdficas estavam envolvidas no processo de conjugagao, adi
cionaram-se 20 ml de tampao DM e submeteu-se em seguida a cen
trifugagao para eliminag¢ac do sobrenadante, com subsequente
ressuspensao do sedimento em 6 ml de tampao  DM. Aliquotas
(0,1 ml) dessa suspensao nao-diluidas e dilulidas ao décimo em
tampao DM, foram inoculadas em placas seletoras contendo

meio MHOUMM adicionado de drogas.

49.2 Conjugacao, utilizando filtro Millipore, modifi-

cada de LAI, PANOPOULOS & SHAFFER (1977)

Culturas doadora e receptora foram desen-
volvidas por 16-18 horas em meio TSB, a 37OC, foram mistura-
das (1:2 v/v) e 3 ml dessa mistura foi passada atravées de uma

memprana filtrante Millipore 0,22 um (GSWPO 2500-25 cm @) e
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entao colocada sobre a superficie de meio MH disposto numa
placa, por 5 horas a 37°C. 0 filtro foi retirado e lavado
com 2-4 ml de tampao DM e, a ressuspensaoc nesse mesmo tam-
pao, se prestou para a retirada de aliquotas (0,1lml) di-
luidas ou nao, para serem inoculadas em placas seletoras

contendo meio MH ou MM adicionado de drogas.

49.3 Conjugacao em meio sdlido

Amostras doadora e receptora foram cul-
tivadas, separadamente, em 2 ml de NB por 24 horas a 37%.
Dois tubos contendo cinco mililitros de TSB foram inocula-
dos com essas culturas, na proporgao de 1:1000 (v/v), e no-
vamente incubados a 37°C por LZ-16 horas. Apésvesse tempo
inoculou-se 0,1 ml de cultura doadora €M meio MH contido
em placa, em camada alta (30 ml de meio), até a completa
secagem da gota (mais ou menos 30 minutos, em placa aber-
ta na camara de fluxo laminar "Veco"). Um décimo de milili
tro da cultura receptora foi colocado sobre o indculo da
doadora e igual procedimente¢ foi dado até a sua secagem. A
placa assim inoculada foi incubada em estufa a 37% por 5

horas.

A remogdao do cultivo da mistura de con-

jugacao foi feita pela adigao de 3 ml de TSB, onde se pro-
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cedeu, primeiramente, a suspensao das células com o auxilio
de uma pipeta. Esta suspensao foi submetida a agitagao (agi
tador do tipo "Vortex®) por aproximadamente 30-40 segundos.

Aliguotas de 0,1 ml, diluidas ou n3do, foram semeadas em pla-

cas seletoras contendo meio MH adicionado de drogas.

50. EXPERIMENTOS DE TRANSFERENCIA DA INFORMACAO GENETICA
RESPONSAVEL PELA SINTESE DE PROTEASE, ATRAVES DE

CONJUGAGAO BACTERIANA

Uma série de linhagens doadoras, todas
P. mirabilis, foram postas em contato com um nlimero de 1li -
nhagéns de P. mirabilis e E. coli, a fim de se encontrar al-

guma evidéncia de transferéncia da informagao da protease.

Utilizou-se, além das técnicas acima
referidas, outra qué utiliza a linhagem receptora em feno-
copia, o0 que se conseguiu através de crescimento prolongado
com aeragao (160 r.p.m.) a 37°C. A mistura de conjugagao e-
ra constituida de 0,4 ml da receptora mais 1,2 ml da doadora
em crescimento exponencial. Essa mistura era incubada em
erlenmeyer de 250 ml e permanecia em banho a 37°% por 24 ho-
ras, sob lenta agitacao (30 r.p.m,). Essa mistura de conju
gagao, apds as primeiras 12 horas de incubagao, recebia 0,8

ml de meio TSB.
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51. EXPERIMENTOS DE CONJUGAGAO ENVOLVENDO A TRANSFERENCIA

DE PLASMIDEOS R ENTRE LINHAGENS DE Proteus mirabilis

Foi utilizada como doadora a linhagem
L-68-79 (Sm, Km, Ap, Hg) e a L 68-73 (Cm, Tc) derivada de
P. mirabilis L-68 m, e, como receptoras, as linhagens N-17 G
P RifY e N-17 G P RifRstr’.

Apds a conjugagao realizada pelos trés
processos descritos no item 49, aliquotas (0,1 ml) da mistu-

ra de conjugagao nao-diluida e diluida ao décimo, foram espa

lhadas na superficie de placas seletoras contendo drogas
nas concentracoes de 10 ug/ml, para o bicloreto de mercu-
rio (Hg); 20 ug/ml, para estreptomicina (S) e ampicilina

(Ad); 40 ug/ml para canamicina (K), cloranfenicol (C) e tetra
ciclina (T). Em todas essas placas seletoras estava também
presente a rifampicina (Rif) (50 pg/ml).

Na preparagéo dos controles, as culturas
doadora e receptora foram semeadas em placas contendo meio
MH adicionado de rifampicina; em placas contendo meio MH, a-
dicionada, cada uma dglas, das outras drogas, nas mesmas con
centragoes das placas seletoras; em placas contendo meio MH
mais rifampicina e, cada uma delas, adicionada das cutras
drogas, na mesma concentragéo das placas seletoras: e em

placas contendo meio MH isento de drogas.
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Apds permanéncia das placas seletoras se
meadas com a mistura de conjugacao, na estufa por 24-36 ho
ras, cerca de 150 coldonias eram retiradas com o auxilio de
palitos (cotransferéncia) esterilizados, diluidas em peque-
nos volumes de tampao DM contido em placas escavadas e, a
seguir, inoculadas com o mesmo palito em placas de Petri
contendo meio MH adicionado com as drogas acima referidas

e em placas contendo meio NG, para o teste da protease.

ApGs confirmagao e purificacio das colo-
nias transconjugantes, procedeu-se a estocagem de um nimero

delas,

52, TRANSFERENCIA DO PLASMIDEO RP4 DA LINHAGEM DE E.colz

Jd 53 PARA Proteus mivabilis

A linhagem receptora foi inicialmente a
N-17 G P~ Rif‘sStrR.

Apds a mnjugagao em meio sdlido suplemen
tado com 20 pg/ml de prolina e metionina e 10 ug/ml de tiami
na, aliguotas (0,1 ml) da mistura de conjugagao,nao-diluida
e diluida ao décimo e ao centésimo, foram espalhadas em pla-
cas seletoras contendo TS, KS e AS (tetraciclina, estreptomi
cina, canamicina mais estreptomicina e ampicilina mais es~
treptomicina), nas concentrag6es de 10 ug/ml de tetracicli

na, 25 pg/ml de canamicina, 20 pg/ml de ampicilina e 800 ug/
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ml de estreptomicina. Para o cidlculo da frequéncia de trans
conjugantes, utilizaram-se as placas seletoras KS e TS. To-
das as colonias dela resultantes foram testadas em XK, T, A, S

e Rif. Algumas coldonias foram testadas no meio IAL,

Conjugagao também foi realizada, utili-
zando-se como linhagem receptora P, mirabilis N-17 Gm, que a-
presenta populagao mista, constituida por células pt e P , e

nao apresenta nehhum dos marcadores de resisténcia acima men-

cionadas.

Apbs conjugagéo, utilizando procedimento
igual ao experimento anterior, a mistura de conjugacao (3ml)
foi lavada por 3 vezes com tampao DM e ressuspensa no mesmo
volume. Alfquotas (0,1ml) nao-diluidas e diluidas ao décimo
e ao centésimo foram espalhadas em placas seletoras contendo
MM adicionado de K, T; ‘MM adicionado de T; e MM adicionado
de A. Para o calculo da frequéncia de recombinantes utiliza-
ram-se as placas seletoras MM + K e MM + T, Foram retestadas
42 coldnias para resisténcia a K, T, A, sensibilidade a S, ex
cregao da protease em NG e para confirmagao da espécie em IAL.
Algumas linhagens foram estacadas e logo submetidas a eletro-
forese do DNA, para a confirmagao da presenca do plasmideo

RP4,
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53. MOBILIZACAO DA INFURMACAO GENETICA DA PROTEASE PELO

PLASMIDEC RP4

A linhagem doadora N-17 G-22 p* (KTA),
obtida por conjugagaode E.coli J 53 com N-17 Gm, foi
conjugada com a linhagem N-17 G P_RifRStrR, pelo processo
do meio sdlido, utilizando-se placas seletoras constituidas
de KS e TS. Coldnias desenvolvidas nestes meios foram "ca-
rimbadas" em placas contendo NG adicionado de estreptomici
na (800 pg/ml) em NG mais rifampicina(l00 ug/ml) e em pla-
cas contendo NG mais ambos os antibidticos. De posse de pla

cas assim constituidas, que nao sofreram agéo reveladora da
hidrdlise da protease, pela solugao de sulfato de amdnio,
iniciou-se o processo de purificagado, confirmagao e estoque
de coldnias que apresentavam indicativo de trans—éonjugan -

tes, utflizando—-se meios contendo cada uma das drogas (K,T,A,

S,Rif) e teste da protease.

54. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE VERTICAL, PELA TEC-

NICA DA COLONIA ONICA (SANTOS, 1978)

As céelulas foram crescidas em 2 ml de
TSB, a partir do estoque em NA, por incubagao com agitagao
reciprocante (160 por minuto) por 8 horas. Cada linhagem
foi semeada pela técnica do esgotamento de alg¢a, em placas
contendo MM adicionado de um dos antibioticos corresponden-

tes aos seus marcadores de resisténcia canamicina (25 ug/
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ml), tetraciclina (10 ug/ml) ou ampicilina (20 pg/ml) e in-

cubadas por 24-48 horas a 37°%C.

A placa de agarose a 1% foi preparada

com tampao TEB (tris OH, 89 mM; Na,EDTA, 2,5 mM; H,BO3, 89

2 3

mM; pH 8,2).

Colonias isoladas foram colhidas, uti-
lizando,como espatula, a extremidade achatada e maior de um
palito de dentes e foram dissolvidas nas canaletas da pla-
ca de agarose, onde previamente havia sido colocado 25 3l
de uma solugao de lisozima (tris HCl1 0,25 M, pH 8,5); « fi-
coll (P.M, 400.000) 20%; azul de Dbromofenol 0,05%; RNAse
dissolvida em tampaoc TEB, tomando-se o cuidado de se evi =
tar a formagao de grumos, © gque dificultaria a agao da li-
sozima, Apds esta fase, fol depositado nas canaletas 30 ul
de uma solugdo contendo SDS8, 0,2%; ficoll, 10%, dissolvidos
em tampao TEB. Em seqguida, as duas solugﬁes foram mistura-
das e 100 pl de uma solugao de SDS, 0,2%; ficoll, 5% foi
colocada nas canaletas e seladas com agarose 0,8% fundida

pelo calor.

Colocou-se, entao, tampao TEB nas cu-
bas e procedeu-se a corrida de 45 minutos com 2 mAmp. Fin-
dando esse periodo, a amperagem foi aumentada para 45 mAmp

por aproximadamente 2 horas (até o corante alcancar a extre
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midade inferior da placa de eletroforese).
Apds a retirada da placa de agarose,ela
foi imergida numa solugéo de TEB contendo 0,5 ug/ml de EB,

por um periodo de 10 minutos.

As bandas de DNA foram visualizadas com

auxilio de um transiluminador de U.V., qgue emite radiagao
o
predominantemente a 2537 A (Ultraviolet Products Inc.) e

fotografadas com filme Kodak Tri-X, 35 mm.



RESULTADOS

Ao se examinar individuos provenientes

de 177 amostras de Proteus mirabilis, isoladas de material

clinico humano de diferentes fontes, observa-se que algu-
mas dessas populagées sio heterogéneas em relagdo & excre-

cdo de protease (Tabela 3).

Embora nem sempre o niumero de ceélulas
investigadas tenha sido suficientemente grande, convencio~
nou-se denominar de populacdo estavel aquela onde nao apa-
receram células P . Somente depois é que em algumas linha-
gens foram melhor estudadas e definitivamente consideradas
como estaveis e, entao, incluidas em alguns experimentos

que seguem.

Essa instabilidade em tao elevado grau
parece nao ocorrer em algumas outras bactérias também dota

das de atividade proteolitica, tais como Pseudomonas aeru-

ginosa, Bacillus subtilis, B. cereus, B. megaterium . e

Staphylococcus aureus (Tabela 4).

Duas outras propriedades bioquimicas,prg
dugao de sulfeto de hidrogénio e urease, foram ensaiadas
para verificagao da ocorréncia .de instabilidade em linha-

gens instaveis e estaveis de P. mirabilis, conforme mostram
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as Tabelas 5 e 6. As linhagens N-17, L-79, L-84, L-88 e
L-124 sao instaveis em relagao a excrecao de protease. O
que se pode concluir & que as informagodes genéticas envol-
vidas nestes dois processos bioquimicos parecem ser esta-

velils. .

A Tabela 7 mostra o quanto heterogeneas
em relagao a excregao de protease, podem ser as colonias

pT obtidas de linhagens instaveis (N-17, N-17-1).

Essa instabilidade pode ser bem eviden-
ciada pela influéncia da estocagem prolongada de linhagens
instédveis (N-17-9-13 e N-17-C) em agar nutritiveo inclinado
(Figura 3), o que explica a grande conversao de amostras de

P. mirabilis instéveis em protease-negativas.

A estocagem prolongada de colonias P+,
isoladas de culturas instaveis e estaveis, em relagao a ex-
crecao da protease, em agar semi-solido (método da  pica-
da), mostra que a maioria das células P+ apresenta o}
trago da instabilidade (Tabela 8). No entanto, algumas des
sas coldnias P+ parecem comportar-se de maneira muito es-
tavel. A colonia numero 12 da amostra N-17 (N-17-12), de-
pois de permanecer um ano estocada, continua estavel. Estu
dos ulteriores realizados neste GUltimos cinco anos compro-

vam esse fato.
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A instabilidade em relagdao a informacao
da protease pbde ainda ser constatada pelo cultivo de
linhagens instaveis (N-17, N-2, S$-3, S-4) em caldo nutriti-
vo (NB) por 21 dias (Figura 4) ou através de subcultivos
sucessivos (didrios) das linhagens (N-17 e N-17-1), (Figu-
ra 5). As linhagens N-17-11 e N-17-12 mantiveram-se absolu

tamente estaveis.

HA uma fundamental diferenga quando se
submetem linhagens instaveis & subcultivos sucessivos(dia
rios), em caldo nutritivo (NB) e caldo nutritivo adiciona
do de 0,5% de gelatina (NBG). A instabilidade se mostra
muito acentuada em NB, mas nao em NBG (Figura 6A e 6B), a-
pesar de que nao se nota diferenca de comportamento entre
o crescimento de células P e P, em NB e NBG (Figura 72 e .
7B). Os tempos de geracao de ambas as linhagens foram mui

to semelhantes em cada sistema de cultivo.

Cé8lulas P, originidrias de P. mirabilis,
nao voltam espontaneamente a condigao P’ (Tabela 9). Esse
fato pode ser constatado, mesmo sob a acao de conhecidos
mutagenos como o NTG (Tabela 10) e luz U.V. (Tabela 11},

apds inoculagao em camundongos (Tabela 12).

A frequéncia espontinea de células P
pode ser grandemente aumentada pela acao de agentes cura-

génicos, tais como o EB (Tabela 13). As células estaveis
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(N-17-11 e N-17-12) ndo parecem sofrer uma eficiente acao

curagénica desse corante (Tabela 14),

Também o SDS mostra uma agao efetiva no
aparecimento de células P de amostras instdveis (L-68 m),
mas naoc de células conhecidas por sua estabilidade (L-68-

+
1-P ), conforme pode ser constatado na Tabela 15.

Na Figura 8, onde ocorre crescimento
de linhagem L-68 m (populacao mista p* e P ) e de sua deri-
vada P~ (L-68-P NalR), em presencga de SDS, verifica-se um
crescimento satisfatdrio das células P_, em detrimento das
células P . Mas nao ficou claro, nesse experimento, se
as células P’ si3o mais sensiveis ao SDS do que as P ou,

se elas sao convertidas em células P .

Parece ocorrer um crescimento seletivo
diferencial a favor das cé&lulas P . Tal droga favorece
competitivamente o crescimento de células P~ (Figura 9B) .As
duas linhagens P+ e P utilizadas na curva de crescimento,
em presenga de SDS, apesar de serem mutantes resistentes a
diferentes drogas, nao mostra diferenca de crescimento quan

do crescem em NB sem o SDS (Figura 9A).

A acriflavina atua eficientemente na
~ - + - . - . ~
conversao de celulas P a P gquando amostras instaveis sao

utilizadas. Embora as células estaveis nao apresentem me-
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nor sensibilidade & sua agao, nao se observa a referida con
versao (Tabela>l6). O mesmo acontece com o uso da mitomi
¢ina C (Tabela 17).‘>Jé com a rifampicina, apesar de mos-
trar um aparente efeito conversor de células p* en P_,quan—
do atua sobre células instaveis, o mesmo nao acontece em re
lacao as células estaveis que, além do mais, sdo muito mais
sensiveis a acdo do antibidtico. 1Isso faz crer  tratar-se
de efeito seletive, onde células P~ tiram vantagem sobre

as P+, como no casgso do SDS (Tabela 18),

Tanto o cloridrato de guanidina (Tabela
19), como temperaturas superiores a fisioldgica (Tabela 20),
nao parecem apresentar qualquer efeito no aparecimento de
céiulas P e na viabilidade de células instaveis
em relacao ao cardter protease.

Dados sobre a infludncia de células PT

de P. mirabilis na sobrevivéncia de camundongos podem ser

encontrados nas Tabelas 21 e 22. Parece que as células P
~ , +

sao menos virulentas quando comparadas com as P (Tabelas

23 e 24).

A Tabela 25 mostra que plasmideos R de-
vem exercer alguma influéncia na excregao de protease em
hospedeiros de P. mirabilis; a evidéncia de que a linhagem
L-68-79-P -R contém plasmideos R, € a transferibilidade

: - . R
desses determinantes para as linhagens N-17 G Rif e
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- . R R
N-17 G P Rif Str (Tabela 26).

As linhagens L-68-79-PT R e L-68-79A~P~ R
que contém determinantes genéticos extracromossdmicos respon
saveis pela resisténcia bacteriana a drogas transferivel, a-
presentam maior sensibilidade ao desoxicolato de sddio,quan=-

do comparadas com outras linhagens p’ e P gque nao abrigam

plasmideos R (Figura 10).

A linhagem L-68-73 (") ndo foi capaz
de transferir seus marcadores de resisténcia ao cloranfeni-
col e a tetraciclina (Tabela 27) para as mesmas linhagens
receptoras utilizadas nos experimentos acima referidos (Tabe

la 26).

As amostras de virus temperados, utiliza
dos neste trabalho, foram obtidas por indugao de agentes

guimicos e fisicos e podem ser encontradas na Tabela 28.

Tanto células P como P, desenvolven,
sob inducao, lise com subsequente liberagao de fagos tempe-
rados. 1Isso afasta a possibilidade de que genes responsa-
veis pela sintese ou excrecao da protease, sejam carregados

por fagos (Tabela 29).

Além do mais, lisogenizagéo parece nao

_ . - +
alterar as caracteristicas fenotipicas de células P e p

em diversas amostras de Proteus mirabilis (Tabela 30).
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A possibilidade de pseudoliscgenia (esta
do portador) foi aparentemente afastada, quando nao se de-
tectou a formagao de placas de lise espontdneas, em 60 1i

nhagens de P. mirabilis (Tabela 31).

A transdugao do carater protease foi

conseguida em algumas linhagens de Proteus mirabilis, com

o auxilio de virus temperados (Tabela 32).

O plasmideo RP4 da linhagem E.coli J 53
foi transferldo eficientemente para linhagens de Proteus mi-

rabilis (Tabela 33 e Figura 11).

- . =R
A linhagem N-17 G P Rif StrR recebeu,
por conjugagao com a linhagem N-17 G-22 pt (RP4), o carater
protease. Essa mobilizagao do cardter protease através do

plasmideoc RP4 consta da Tabela 34.
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TABELA 3

Ocorréncia de colonias P em amostras de Proteus mirabilis

procedentes de material clinico

Linhagens (a) N? de origem Col, testadas Col., P
L-1 1454 655 2
L-2 1494 485 6
L-3 1504 904 19
L-4 1505 761 5
L=5 1506 700 0
L-6 1507 1641 17
L~7 1525 1187 2
L-8 1562 634 4
L-9 1563 567 5
L-10 1569 945 5
L-11 1607 787 0
L-12 1629 978 0
L-13 1661 807 1
L-14 7 807 17
L-15 11 1160 0
L-16 112 1513 15
L-17 1558 588 0
L-18 1558 910 1
L-19 1630 842 0
L-20 1676 463 0
L-21 1677 701 1
L=22 1687 1968 0
L-23 1693 888 3
L-24 1697 907 0
L-25 1717 1514 0

Continua
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Linhagens (a)

N® de origem

Col.

L-26
L-27
L-28
L-29
L-30
L-31
L-32
L-33
L-34
L-35
L-36
L-37
L-38
L-39
L-40
L-41
L-42
L-43
L-44
L-45
L-46
L-47
L-48
L-a64
L-65
L-66
L-67
L-68

1723
1739
1740
1742
1796
1811
1825
1829
1841
1844
1862
1847
1880
1880A
1912
1913

11C-913
1976
1949
2012
2014

3583
3570
22 13
3616
3617

testadas Col., P~
584 2
2474 0
502 1
593 0
1136 0N
929 9
1162 1
1202 0
781 4]
502 0
1304 2
735 0
509 0
1069 1
602 0
901 1
769 0
1067 0
313 66%*
428 54*
447 14
331 2
131 1
279 13
532 10*
904 183%*
504 104%*
437 50%*

Continua
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Continuacaoc da Tabela 3

Linhagens (a) N de origem Col., testadas Col. P
L-69 3621 579 47
L-70 3624 894 1
L-73 3639 674 15
L-74 3647 494 124%
L-75 3663 492 132%
L-77 3673 249 36%
L-79 3694 1143 415%*
L-80 3699 320 44%
L-81 3700 230 25
L-82 3713 123 18
L-83 3721 152 15
L-84 3730 214 26
L-85 3732 505 25
L-86 3766 263 7
L-87 3780 663 54*
L-88 3790 970 120%
L-89 3804 340 67
L-90 3805 382 3
L<91 3829 1510 0
L-92 3843 309 7
L-93 3845 325 24
L-94 3848 254 0
L-97 3866 395 36
L-98 3871 218 14
L-99 3872 208 0
=100 3872A 650 1*
L-101 3880 1103 99
L-102 3880A 896 78%*
L-103 3889 1120 10

Continua
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Linhagens (a) N® de origem Col. testadas Col. P~
L-104 3892 193 4
L-105 3892a 871 10
L-106 3892B 985 35
L-107 3892C 735 34
L-108 3892D 409 7
L-109 3901 144 15
L-110 3901A 158 8
L-111 3901B 222 7
L-112 3901cC 362 3
=113 3908 551 5.
L-114 3910 349 4
L-115 3910A 292 5
L-116 3910B 480 6
L-117 3914 317 29
L-118 11-p 609 37
L-119 11-PA 368 24
L-120 15-P 3636 1949*
L-122 25-P 400 11
L-123 25-PA 873 13
L-124 30-P 1137 17
L-125 30-PA 288 1
L-126 79-P 363 2
L-127 89-P 348 0
L-128 90-P 175 5
L-129 106-P 620 124%*
L-130 106-PA 630 61
L-131 127-P 354 0
L-132 127-PA 370 18

Continua
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Linhagens (a)

N® de origem Col. testadas Gols P
L-133 180-pP 488 -
L-134 180-pPA 1T 15
L-135 182-P 318 12
L-136 182~-PA 490 67%*
L-137 189-p 2613 S A
L-138 189-PA 413 16
L-139 189-PB 520 6
L-140 194-p 543 2
L-141 197-P L 9
L-142 197-PA 112 4
L-143 197-PB 431 22%
L-144 197-PC 347 82*
L-145 197PD 308 9
L-146 198-P 396 26
L-147 198-PA 377 69
L-148 198-PB 398 63
L-149 198~-PC 348 7
L-150 206-P 481 9
L-151 206-PA 510 14
L-152 211-pP 701 269*
L-153 211-PA 578 23%
L-154 211-PB 1977 65*
L-155 211-PC 643 55*
L-156 221-P 876 100*
L-157 221-PA 650 106*
L-158 221-PB 1316 451%*
L-159 221-PC 1887 841*
L-160 221-PD 659 89*
L-161 226-P 617 92*

Continua
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Linhagens (a) N¢ de origem Col. testadas Col. P~
L-162 226-PA 374 22
L-163 226-PB 461 65*
N-2 - 679 36
N~3 - 843 56
N-4 - 283 24
N-5 - 510 59*
N-6 - 551 446%*
N-7 - 443 14*
N-8 - 518 21%

'N-9 - 387 22%
N~-10 - 255 134%*
N-11 - 1096 510%*
N-12 - 707 203%*
N-13 - 483 114%*
N-14 - 291 52%
N-15 - 601 15%*
N-16 - 186 6*
N-17 - 2098 369%*
Bm—-1 32 1000 40%*
Bm=2 63 3040 60%*
Bm-3 105 600 3%
Bm-4 133 980 0o*
Bm-5 143 770 1
Bm-6 160 1400 4
Bm~7 189 1800 o
Bm-8 225 2200 0%
Bm-9 310 2300 6
B~ 10 312 1700 50

Continua
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Linhagens (a) NQ de origem Col. testadas Col. P
AT-26 2396KS2 400 2
AT-27 AN22 800 800*
AT-28 2380 sl 3300 180*
AT-29 2386 sl 3100 70
AT-30 AN20 2000 o*
AT-31 22175M 3040 3
AT-32 21435 7000 0*
AT-33 2392 KS 2 800 0
AT-35 2197-1 1950 5%
AT-38 Pr 23 (Kauffmann) 3500 3500%

(a) Linhagens referidas na Tabela 1. As culturas L~1 a 43,

resultaram do reisolamento de uma uUnica colonia, de-
corrente da purificacao prévia das referidas culturas.
As demais linhagens da série L foram usadas conforme
recebidas (mantidas em culturas estocadas),e o con-
trole de pureza foi feito somente apds o experimen-
to. As linhagens da série N acham-se estocadas no
laboratdrio ha 7 anos.

. -, + - .
Linhagens . que tiveram suas colonias P e P reclassi-
ficadas.



101

TABELA 4

Ocorréncia de coldnias P ein outras bactérias proteoliticas

Linhagens (a) Origem Col.testadas Col. P

Pseudomonas aeruginosa 1 576 0

31 837 0

33 393 0

42 707 0

51 855 0

52 800 0

56 637 0

1851 844 0

1864 633 0

1877 1310 0

1946 914 0

1957 718 0

1967 933 0

2014 642 0

Bacillus subtilis 18 437 0

19 857 0

26 933 0

27 645 0

Fq 936 0

Fq 744 0

W23 822 0

Bacillus megaterium F 821 0
Fq 937
F, 810

Continua
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Continuacgao da Tabela 4

(a)

Linhagens Origem Col.testadas Col.P

Bacillus cereus Fg__1 808 0
1 1800 0

2 2100 0

3 700 0

4 400 0

Staphylococcus aureus /37 6 3000 0
3A 10 1970 0

3A 45 882 0

13136 4000 0

196 E 2110 0

PC 1 1890 0

4 2700 0

(a) Bactérias relacionadas na Tabela 2.
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TABELA 5
Producao de sulfeto de hidrogénio por coldnias de

Proteus mirabilis

LinhagenéTaTv Col. testadas Col. H,S(-) (b)
N-17 1994 0
L-70 1440 0
L-79 2070 0
L-84 1423 0
L-88 965 0
L-91 1280 0
I-124 1745 0
L-125 1726 0
(a) Linhagens referidas na Tabela 1. As linhagens

N-17, L-79, L-84, L-88 e L-124 sao instaveis
em relacao a excregao de protease (Tabela 3).

(b) A técnica utilizada na detecgao de coldnias pro
dutoras de H,S8 consta de MATERIAL E METODOS,
item 6.
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TABELA 6

Sintese de urease por coldnias de Proteus mirabilis

Linhagensjé) Col. testadas Col.urease(-)(b)
N-17 2070 0
L-70 1700 0
L-79 4597 0
L-84 2070 0
L-88 4318 0
L-91 415 0
L-124 374 0
L-125 236 0

(a) Linhagens referidas na Tabela 1. As linhagens
N-17, L-79, L-84 e L-124 sao instaveis em rela
¢ao a sintese de protease (Tabela 3).

(b) A técnica de detecgao de colonias produtoras. de
urease consta em MATERIAL E METODOS, item 7.



TABELA 7

-~ N - - -~ N +
Ocorrencia de celulas P em colonias P de Proteus

mirabilis recentemente isoladas

105

Linhagens

(a)

Col.n®

Col.

testadas

(b)

Col. P~

N-17

N-17-1

W oo 3 & U & W N - L~ TN B o) B O B - S OV RN (S R
o

[
o

142
145
145

95
122
158
148
253
151

166

304
303
712
868
824
963
798
413
166
500

Continua
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Continuag¢ao da Tabela 7

(a) (b) -

Linhagens Col.N@ Col. testadas Col. P

N-17-11 159
259
185
223
170
131
192
173
179
209

o N0 s
o O O 0O O O BB O O O

—
o

738
910
321
701
820
333
475
638
400
930

OW 0 3 & U1 b w N
O O O O O O O o O O

—
O

(a) Linhagen§ referidas na Tabela 1. As linhagens N-17 e
N-17-1 sao instdveis em relacdo a sintese de protease.

(b) De acordo com MATERIAL E METODOS, Item 3.2.
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FIGURA 3. Influéencia da estocagem prolongada, de culturas

instaveis em meio nutritivo solido inclinado, na ocor-

rencia de celulas P~., Linhagens de P. mirabilis foram
estocadas em NA inclinado, em tempergtura ambiente do la-

boratdrio, ao abrigo da luz. As frequéncias de células P-
nas populagoes foram determinadas no tempo zero, isto & ,

no momento do indculo inicial e durante a permanéncia da
cultura em estoque. As linhagens N=17-9-13 e N-17-C sao
instaveis e as N-17-8-~13,N-17-11 e N-17-12 sao estaveis

em relagao ao caradter protease. A determinagao do nimero
de células P*e PT foi realizada pela técnica de precipi
tacao da gelatina pelo sulfato de amdnio, segundo MATE-
RIAL E METODOS, itens 3.2 e 4).
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TABELA 8

-~ . - - ~ o +
Ocorrencia de célula P em colonias P de amostras de Proteus

mirabilis estaveis e instaveis, éstocadas por tempo prolongado.

Tempo de estoque (meses)Ib) _
Linhagens 3 — )
(a)
Culturas _ —

ne Col.test. Col.P Col.test. Col. P

L-22 1 854 2 794 0
2 1040 7 888 1
3 775 3] 481 1
4 617 0 838 0
5 770 8 649 0
6 743 0 801 2
7 1024 12 631 2
8 577 0 680 0
9 572 0 : 200 0
10 1146 26 520 5

L-70 1 659 0 245 0
2 463 0 319 0
3 366 0 304 0
4 318 11 82 5
5 355 0 350 0
6 349 0 480 0
7 246. 0 225 0
8 416 0 610 0
9 444 0 337 0
10 458 0 376 0

Continua
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Continuagao da Tabela 8

Tempo de estoque (meses) (b)

Linhagens 6 12

(a) Culturas - - ’ =
no Col.test., Col, P Col.test. Col,P

L-79 1 524 12 687 9

2 823 501 452 339

3 877 877 1251 1521

4 814 0 515 1

5 1387 3 1100 6

6 877 0 378 0

7 558 252 421 314

8 658 0 774 0

9 974 0 465 0

10 385 33 875 43

N-17 1 1312 2 920 6

' 314 4 420
498 5 411

10 768 199 800 300

11 456 14 717 9

12 402 0 1646 0

14 984 414 1791 310

17 426 54 450 60

19 582 0 637 0

21 457 38 719 50

24 1223 1154 1049 1007

(a) Linhagens referidas na Tabela 1.

(b) As linhagens foram estocadas em agar semi~solido,contido em
frascos do tipo penicilina fechados com tampa de borracha, e
inoculadas pela técnica da picada.As 10 culturas representati
vas de coldnias P ,isoladas das linhagens L-22,L-70 e L-79,per
maneceram estocadas em agar nutritivo semi- solldo em tempera-
tura ambiente por 6 e 12 meses, a partir do momento que chega-
ram ao laboratdrio. Ja no caso da. linhagem N-17,a sua chegada
ao laboratdrio fol ha 7 anos atras. As llnhagens L-22 e L-70
sao estaveis e as L-79 e N-17 sao instaveils em relagao ao ca-
rater protease.
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FIGURA 4. Influéncia da permanéncia prolongada de culturas
em meio nutritivo liguido, na ocorrencia de celulas P~, em
linhagens de Proteus mirabilis. Tubos com tampas de rosque
ar, contendo 5,0 mlI de NB foram semeados com varias 1li=-
nhagens de P. mirabilis e a frequéncia de células P foi de-
terminada. A seguir, esses tubos de cultura foram manti-
dos em temgeratura constante de 379C por 21 dias e suas po-
pulagoes P" e PT analisadas pelo método ja descrito no

item 4 de MATERIAIS E METODOS, em intervalos de aproximada-
mente uma semana. As linhagens N-17, N-2, S-3 e S-4 sao
instaveis e a N-17-12 estavel, em relagao ao carater pro-

tease.
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FIGURA 5, Efeito de subcultivos repetidos em meio nutriti-
vo liguido na ocorrencia de colonias P~ em linhagens de
Proteus mirabilis. - Tubos contendo 2 ml de NB, serviram pa-
ra subculturas sucessivas das linhagens. ApOs a inoculagao
inicial dessas culturas, foli determinado o numero de célu-

las P~ (tempo zero). Diariamente foram realizades subculti
vos, transferindo-se uma algada de cultura para meio nutri-
tivo novo e incubado a 37%C. A contagem de células produ-

toras de protease foram feitas periodicamente, como indica-
do na figura. As linhagens N-17-1 e N-17 sao instaveis e
as N-17-11 e N-17-12 sao estaveis, em relagao ao carater pro
tease. As contagens de células Pt e P~ foram feitas pelo

processo da precipitagao da gelatina, conforme MATERIAL E
METODOS, itens 3.2 e 4.
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FIGURA 6. Efeito da gelatina, no meio de cultura, na ocor-
réncia de celulas P~ em amostras de Proteus mirabilis. Di
ferentes linhagens foram subcultivadas por repiques suces
sivos a cada 24 horas, em caldo nutriente (NB) e em caldo
nutriente adicionado de gelatina 0,05% (NBG). A cada 10
dias aliquotas de cada linhagem crescida @ nos diferentes
meios, eram diluidas e incubadas em placas contendo agar
nutritivo, adicionado de gelatina (NG), para apds cada 24
horas de incubagao (379C), efetuar-se a contagem diferen -
cial de células Pt e P™, pelo teste do sulfato de amonio
(MATERIAL E METODOS, itens 3.2 e 4). Foram analisadas as
linhagens instaveis, L-68 m, N-17 Gm, as llnhagens N-17-11,
N—l7 12 e L-166 que representam populacoes P~ e Pt irrever
51vels, respectivamente., A curva A representa a frequéncia
de células P~ em meio sem gelatina e a curva B, em meio
adicionado de gelatina.




4

de celulas/ml

/

numero

113

1 B
./".':"::é
o~ %
N-i7-12(P")
.
0 2 q 6 8 10 2 4 6 8 10

Tempo (horas)

FIGURA 7. Curva de crescimento de células de Proteus mira-

bilis Pt e P~ em caldo nutritivo glicosado (FIG., 7A) e &m

caldo nutritivo glicosado adicionado de gelatina (QJS%),re:

Presentado na figura B. As linhagens P'  (N-17-12) e P

(N-17-EB) constituem diferentes clones de_uma mesma popula-
cao (N-17 Gm) e seus caracteres ligados a protease sao co
nhecidamente estaveis. Os tempos de geracao de ambas as li-

nhagens foram muito proximos, em_cada sistema de cultivo.
(MATERIAL E METODOS, itens 14 e 1
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TABELA 9

Teste de reversao espontanea de linhagens P originarias de

Proteus mirabilis

(a) (b) +

Linhagens Tubo n?% Col.testadas ceLs P

N-17-II 1700
800
3375
2475
4633
631
602
1410
1825

3314

W 0o 31 & U & w N =
O O O O O O O O O O

—
o

2610
433
875

4400
885
805

3444
603
812

1250

N-17-1I1

W 0 1 & U1 s W N
O O O O O O O o o o

=
o

Continua
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Continuagao da Tabela 9

(a) (b) o

Linhagens Tubo n?@ Col.testadas Cal., P

N-17-VI1I 2875
715
4480
550
750
818
3608
495
219

5420

W 00 ~J O U x W N
O O O O O O O O O O

-]
o

2833
393
623
715

3808

1735

2818
349

5501
622

N-17-VIII

W 00 9 O U dx W N
O O O O O © o O O o

=
o

(a) Linhagens referidas na Tabela 1.

(b) O crescimento confluente resultante da semeadura em meio
NG, de 5 estrias representativas do contetido de cada tu-
bo e que continha inicialmente, cerca de um centésimo do
nimero de células all presentes por mjililitro;, tambem
nao mostrou conter nenhum individuo P .



TABELA

10

116

Teste de reversibilidade de linhagens de Proteus mirabilis P:

utilizando o agente mutagénico nitrosoguanidina (NTG)

. (a) Tempo(b) Céls.viaveis Col.testadas Col.P'
Linhagens (min) (p/ml) (e)
L-68-2-R-P~ 0 3,0x10° 12.325 0

20 1,5x10° 13,720 0
25 2,9x10 12.470 0
30 1,2x10’ 14.214 0
35 9,0x10° 13.141 0
40 9,0%10° 13.780 0
45 5,5%x10° 12.070 0
50 1,3x10° 12.908 0
N-17-T 0 5,5x10° 12.491 0
20 7,0x10 13.014 0
25 5,0%10 11.327 0
30 1,0x10” 14.144 0
35 9,0x10° 13,332 0
40 5,0x10° 12.202 0
45 1,0x10° 13.974 0
50 1,0x10° 12.733 0

(a) Linhagens referidas na Tabela 1.
nal de NTG foi de 100 ug/ml, em solucao de tris ma%eico. Nao

houve difereng¢a nos resultados quando

a solucao salina

(b) A concentragao de fi

usada

como diluente do NTG foi substituida por tampao acetato de so-

dio 0,1M, pH 5,0.

(c) O crescimento confluente resultante da

semeadura em meio NG, de 5 estrias representativas de cada tem
po de agao da droga, e que continham inicialmente cerca de um
cente51mo do nimero de células alfi presentes por mililitro,tam

bém nao mostrou conter nenhum individuo P+.
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TABELA 11

Teste de reversibilidade de linhagens de Proteus mirabilis

P, pela acdo da luz ultravioleta (i
Linhagens(b) Exp. n® Col. testadas(c) Col. P+
L-68-2-R-P~ 1 14.071 0

2 11.457 0
N-17-1 1 12,874 0
2 13.110 0
N-17-II 1 12,120 0
2 1.780 0
N-17-VII 1 13.273 0
2 11.017 0

(a) As células foram irradiadas com uma dose de 500 ergs/mmz;
(b) Linhagens referidas na Tabela 1;
(c) O crescimento confluente resultante da semeadura em meio

NG de 5 estrias representativasde cada lighagem irradia-
da, nao mostrou conter nenhum individuo P .
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TARBELA 12
Teste de reversibilidade de células P de

Proteus mirabilis in wvivo

Exp. Céls P 1inocu Animais ino  Animais exa Cé&ls.P  Céls
N@ ladas/animal culados minados testadas pt
(b) (c) (d) (e)
9 4
1 1,0x10 60 36 3,0x10 0
2 7,5%10° 60 27 2,5x10% 0
3 5,0x10° 60 13 1,8x10% 0
4 2,5x10° 60 2 8,7x10% 0
9 4
Total 2,5x10 240 78 7,3x10 0

(a) Linhagem utilizada: L-68-2-~NA-P (Tabela 1).
(b) Trés repetigdes de cada experimento.
(c) Camundongos pesando entre 18 e 22 g,

(d) Material proveniente de exsudato peritoneal, figado, bacgo
e rins.

(e) Células cultivadas inicialmente em meio adicionado de trip
tofano e citrato de ferro amoniacal (MT) e depois replica-
cadas em NG e NG adicionado com acido nalidixico (25ug/ml).
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Tratamento pelo brometo de etideo de linhagens de Proteus

mirabilis instaveis quanto a excregao da protease

Col.P

Lln?g?ens ggp. Cogg.(M?e Colé;;ivels OE1 . baatafing 5
N-17 1 3,52x10° 0 0 0
3,27x1073  2,9x10’ 482 446

3,02x1073  5,0x107 325 325

2,77x10"°  2,5x10 510 403

0 2,5x1010 680 191

2 3,02x10 3 0 0 0

2,77x10°°  1,8x10’ 355 326

2,52x10"°  2,1x107 700 620

0 3,1%10° 510 130

3 2,52x10°° 0 0 0

2,26x10"°>  2,6x10° 1047 620

1,76x10"°  2,2x10’ 773 773

1,26x107°  1,7x10’ 773 640

0 3,0x10° 805 300

N-4 1 3,52x10° 0 0 0
3,27x107°  1,6x10’ 1894 1894

2,77x1073  2,8x10’ 1033 1033

2,26x107°  3,6x10’ 1711 1711

0 1,8x10°. 1400 100

2 3,60x1073 0 0 0

3,52x107°  2,9x10° 1671 1600

3,27x10"°  2,0x10’ 2033 1580

2,77x10"3 4,0x10 3100 1330

2,26x107°  2,9x10’ 1800 620

0 2,1x10° 1800 120

(a) Linhagens referidas na Tabela l; (b) Cerca de 50 coldnias P,
resultantes do tratamento pela droga, o %
nutriente e reexaminadas para confirmagao dos fenotipos antes de

serem estocadas.

foram cultivadas em caldo
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TZ_\BELA 14

Tratamento pelo brometo de etideo de linhagens de Proteus

mirabilis estaveis quanto a excregao de protease

Linhagens Exp. Conc. de Col.viaveis Col.testadas Col,P
(a) ne EB (M) p/ml

N-17-11 1 3,52x10’3 0 0 0
3,27x107°  1,8x10° 1337 65
2,27x107°  2,7x10" 2020 120
2,26x107°  3,1x10’ 1994 30
0 3,0x10° 2000 0
> 3,52x10°° 0 0 0
3,27x107°  6,0x105 890 12
2,27x10"3  5,0x107 1700 0

2,26x107°  4,8x10’ 1010

0 2,3x10° 980
N-17-12 1 3,60x10 > 0 0 0
3,52x107°  1,0x10° 1182 12
3,27x107°  1,5x10° 1720 6
2,27x1072  1,9x10’ 1300 3
2,26x10" 3 2,7x10" 990 0
0 1,9x10° 2010 0
3,52x10 > 0 0 0
3,27x10°  8,0x10° 1090 0
2,27x10”%  7,0x10’ 3008 0
2,26x1073 8,0x10 1710 0
0 4,3x10° 1720 0

(a) Linhagens referidas na Tabela 1.
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TABELA 15

Efeito do dodecil-sulfato de sodio (SDS), sobre linhagens de

Proteus mirabilis, instaveis e estaveis quanto a excrecgao de

protease

Linhagens Tempo Conc.SDS Cels viaveis Col. test. col.p~

(a) (h) (mg/ml) p/ml (b)
L-68 m 24 0 4,0x10° 881 49
0,58 1,1x10° 707 57

1,17 1,8x10° 990 64

2,34 4,2x10’ 708 68

4,68 9,4x10° 960 600

48 0 4,8x10° 591 61

0,58 1,5%10° 93 75

1,17 3,1x10° 727 80

2,34 1,7x10’ 590 369

4,68 2,7x10° 780 750

1-68-1-P7 24 0 2,7%x107 564 2
0,58 3,0x108 701 5

1,17 8;1x10 907 1

2,34 2,8x10° 861 0

4,68 1,7x10% 498 0

48 0 4,8x10° 668 0

0,58 8,7x10’ 262 2

1,17 2,6x10° 771 1

2,34 2, 4x10% 305 0

4,68 1,9%x102 471 1

(a) Linhagens referidas na Tabela 1. A linhagem L-68 m & ingté—
vel em relacao a excrecao de protease. A linhagem L-68-1-P , &
estavel em relagao a esse carater. (b) Cerca de 50 coldonias P ,
obtidas dos tubos correspondentes a concentragao 4,68mg/ml,foram
cultivadas e testadas repetidas vezes,para a comprovagao dessa
caracteristica.
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FIGURA 8. Efeito do dodecil sulfato de sodio (SDS) na conver-
sao de células PT em P~ de Proteus mirabilis (L-68 m). Celu -
las de P. mirabilis L-68 m (populagao mista, P' e P ) e célm
las da linhagem L-68-2-NA-P~ foram cultivadas em NB, ©pH 7,6,
adicionado de SDS (4%) por 27 horas a 379C. Apds cada tempo
de cultivo, indicado na figura, as células foram identifica-
das pelo comportamento, em relagao a excrecao da protease e
resisténcia ao acido nalidixico. (MATERIAL E METODOS, item
%6 ) .
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FIGURA 9. Curva de crescimento de células P+ e P de P.

mirabilis em NB com e ~sem SDS. As linhagens’
L-68-2-R-P~ e L-68-1-NA-PT™ foram cultivadas em NB (Fig.
A) e em NB adicionado de SDS (4%), (Fig. B). Essas linha
gens constituem diferentes clones de uma mesma popula%
(L-68 m) e diferem quanto a excregao de protease.

RIAL E METODOS, item 27).
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Acdo da acriflavina (AF) no aparecimento de células P, em

linhagens de Proteus mirabilis estaveis e instaveis quanto
a excregao de protease
Linhagens (m53;§5 Céls.vidveis Col.testadas Col.P
(p/ml)
L-68 m 0 2,0x10° 880 60
0,019 3,7%10 925 88
0,039 1,8x10° 678 100
0,078 3,3x10% 715 418
0,156 1,2x10° 148 80
0,312 2,4x10° 234 232
L-68-1-B" 0 3,0x10° 1100 6
| 0,019 3,1x10° 1870 4
0,039 2,7x10°8 890 0
0,078 1,8x10° 2010 1
0,156 1,4x10% 780 0
0,312 2,7x10° 520 0

(a) Linhagens referidas na Tabela 1.
excregao da protease. A

é instavel em relagao a

linhagem L~-68-1~P

nias P~ obtidas pela a¢ao da AF, foram

A linhagem L-68 m

é relativamente estavel.
submetidas

Colo-

a transferéncia e pela técnica do carimbo de LEDER-
BERG & LEDERBERG (1952), em meio NG sem a droga e
a seguir retestadas para

referido caritsr.
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Efeitc da mitomicina C (MC) no aparecimento de células P ,en

linhagens de Proteus mirabilis instaveis e estaveis quanto a

excregao de protease

Linhagens Cone. Céls.viaveis Col;festadas Col. P
(mg/ml) (p/ml)

L-68 0 1,7x10° 480 31
0.5 1,0x10° 714 77
1,0 1,7x10 670 105
1,5 5,1x10° 1850 1850
2,0 3,1x10° 135 135

L-68-1-p" 0 4,0x10° 780 3
0,5 1,0x10° 765 0
1,0 2,3x10’ 1036 8
1,5 2,8x10° 900 2
2,0 6,2x10° 180 0

(a) Linhagens referidas na Tabela 1.

A linha em L-68 m & ins-

tavel em relagao a excregao de protease.
e relativamente estavel para esse carater.

L-68-1-P+

linhagem
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TABELA 18

Agdo da rifampicina (Rif) no aparecimento de células P , em

linhagens de Proteus mirabilis instaveis e estaveis quanto

a excregao de protease

Linhagens Exp. Conc. Col.viaveis Col.testadas col.p”
(a) ne (mg/ml) (p/ml)
L-68 m 1 0 1,9x10° 788 280
0,31 1,1x10° 453 195
0,62 1,4x10° 331 258
1,24 1,7x10° 893 890
L-68 m 2 0 2,8x10° 210 80
0,78 1,4x10° 440 328
1,56 1,7x10° 472 432
3,12 4,6x108 1700 1700
+ 9
L-68-1-p7 1 0 4,0x10 750 4
0,15 3,4x10° 450 2
0,31 1,7x100 490 0
0,62 2, 0x10° 156 0
1,24 1,7x102 304 0
(a) Linhagens referidas na Tabela 1. A linhagem L-68 m é

instavel em relagdao a excregao de protease e a L-68-1-P
é relativamente estidvel. Coldnias P~ obtidas pela  agao
da Rif, foram submetidas a transferéncia pela técnica do
carimbo de LEDERBERG & LEDERBERG (1952) em meio NG sem a
droga, e a seguir retestadas para o referido carater.



TABELA 19
Tratamento pelo cloridrato de guanidina (GuHCl)
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de linhagens

de Proteus mirabilis instaveis e estaveis quanto a excrecgao
de protease
Linhagens Conc. (mg/ml) Céls,viaveis Col.testadas Col.P
(a) GuHC1 (p/ml)

L-68 m 0 2,3x10” 480 41
15 2,0x10° 700 36

20 1,1x10° 790 52

25 6,0x10° 1040 93

30 4,0x10° 1075 39

35 1,0x10° 810 17

40 3,0%10 911 41

45 9,0x10° 1141 39

50 2,0x10° 707 47

L-68-1-p" 0 1,7x10° 781 3
15 1,7x10° 700 6

20 4,0x10° 1020 0

25 5,0x10’ 1060 0

30 1,0x10’ 380 1

35 6,0x10° 1220 4

40 1,8x10° 991 0

45 7,0x10° 603 3

50 1,0x10% 488 0

(a) Linhagens referidas na Tabela 1.

instavel em relagao a excregao de protease.
L-68-1-P+

é relativamente estavel

A linhagem L-68 m &

A linhagem

a esse carater.
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TABELA 20
Tratamento pela elevagao da temperatura de cultivo, de
linhagens de Proteus mirabilis  instaveis  quanto

a excrecao de protease

————— e —— - —

Temperatura de cultivo (°C)

piinagens  Exp. 37 20 12 Y
(a) ne
Col, Col. Col. Col., Col. Col. Col. Col.
test, P~ test, P~ test., P~ test. P~
L-68 m 1 4580 1370 12000 1920 3251 590 8200 1950
2 6000 1880 4120 910 1311 300 4709 960
3 4370 1248 1752 370 6020 l640 1110 - 380
N=-17 Gm 1 5800 1471 3121 400 7100 1500 2100 490
2 4400 890 1113 290 4920 860 1880 450

3 11180 2600 6800 1700 7100 1780 6000 1040

(a) Linhagens referidas na Tabela 1. As linhagens L-68 m e N-17 Gm

sao instdveis em relac3o a excrecao da protease.



TABELA 21

Influéncia de células P+ de Proteus mirabilis(a) na
P (b)
sobrevivencia de camundongos
N9 de céis Dias de observagao/animais mortos NQ de N?® de
P"inocula- Exp. animais animais
das em ne 1234546 78910 11 12 13 14 inocula mortos
i ml dos (cY
l,OxlO9 1 2000000000 O O O 0 O 20 20
2 1410000000 0 0 0 0 O 20 15
3 1400000000 O O O 0 O 20 14
total 48 1 0 0 00000 O O 0 O O - 60 49
7,5x108 1 1800000100 0 O 0 0 O 20 19
2 1200000100 0 0 0 0 O 20 13
3 1501000000 O 0O O 0 O 20 16
total 450 1 000200 0 0 0O 0 O 60 48
S,Ox108 1 16 0 000C0O0CCO O 0 0 0 O 20 16
2 8000000O0C0O O O O0C O 1 20 9
3 11 000000O0OO0C O O O O O 20 Al
total 350 0000000 0 0 O O 1 60 36
2,5xlO8 1 3 0000OO0OO0OOO0O O O O O O 20 3
2 2 00000O0OO0COOCOOC O O OO 20 2
3 0o 0000O0OO0OO0CO O O O O O 20 0
total 5 00000000 O G 0 O O 60 5
controle 1 O 0000O0OO0O0OCOD O O O 0 O 20 0
jralina 2 0 00000000 0 0 0 6 0 20 0
tamponada)
(d) 3 0 00000000 O O O O O 20 0
total 0 000000O0CO0O O O O O O 60 0
controle

(céls mor
tas/calor)

l,OxlO9 1 o 100000OO0CO0 O O T 0 O 20

7,5x10° 1 1 00000000 0 0 0 '1 0 20

(a) Linhagem utilizada: L-68-1-NA-P"; (b) Inoculagao pela via intra-
Peritonial; (c) o peso dos animais variou de 18 a 22 gramas; (d) so-
lucdo salina tamponada, segundo MATERIAL E METODOS (item 2.2).
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TABELA 23
Influéncia de células P de Proteus mirabilis(a) na
P (b)
sobrevivéncia de camundongos
N® de céls Dias de observacdo/animais mortos N¢ de N° de
PTinocula- Exp. animais animais
das em ne 123456789 1011 12 13 14 inocula mortos
0,2 ml dos (¢)
l,OXlO9 1 18000 00O0O0CO0O O O 0 0 O 20 18
2 2 0000O0O0OC O O O 1 o0 20 10
3 800000000 O O 0 0 O 20 8
total 33 2 000 00O0O0C O 0 0 1 o0 60 36
7,5XlO8 1 1212101000 O O O O O 20 16
2 3101006010 0 0 0O 1 o0 20 7
3 4 0000000O0C O O O O O 20
total 19 21 2010210 0 0O 0O 1 O 60 27
5,0x10° 1 900000000 0 0 0 0 0 20 9
2 1 000000O0O0GC 0O 0 O 0 O 20 1
3 300000000 O O O O O 20 3
total 13000 00000 O O O 0 O 60 13
2,5XlO8 1 200000000 O O 0 O 0 20 2
2 0 000O0OO0OOCGO O O O 0 O 20 0
3 0 0OO0O0O0OOO0COO O O O 0 O 20 0
total 20 0000O0O00C 0O 0 0 0 O 60 2
controle 1 0coo0oO0O0CO0OOODOD O O 0 0 o0 20 0
Fiiina 2 000000000 0 0 0 0 0 20 0
tamponada)
(d) 3 coo0o00OO0OO0O0CO O O O 0 O 20 0
total 000000000 0 0 O O O 60 0
controle
(céls mor 1 000000000 O O O O O 20 0
tas/calor)
1,0x109 '
(a) Linhagem utilizada: L-68-2~-NA-P ; (b) Inoculacac pela via intrape-

ritonial; (c) o peso dos animais variou de 18 a 22 g; (d) solugao sa-
lina tamponada, segundo MATERIAL E METODOS (item 2.2).
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TABELA 25

Influéncia de plasmideos R, de resisténcia miiltipla transfe-

rivel, na excrecao de protease em hospedeiros de Proteus
mirabilis
Linhagens(a) Exp. N¢ Atividade proteolitica exocelular
(UP/ml/mg de proteina) (b)
L-68-73-P" 1 ,
14
+
L-68~79-P (R) 1 2,1
7
2,
L-68-81-P

(a) A linhagem L—68—79—P+ (R) possue os marcadores plasmidia-

nos (Sm,Km,Ap,Hg) e a transferibilidade dessas marcas de
resisténcia pode ser constatada na Tabela 26. As caracte
risticas mais relevantes dessas linhagens acham-se na Ta-
bela 1. O significado das marcas de resisténcia encontra-
se em "Abreviaturas e Simbolos".

Atividade proteolitica foi determinada pelo método de CHAR
NEY & TOMARELLI (1947); UP: unidade de protease que foi
definida gomo sendo a quantidade de enzima necegséria para
digerir 500 ug/ml do substrato azocazeina, a 38 C em 30
minutos. (MATERIAL E METODOS, Iitem 3.4).
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TABELA 26
(a)

Transferéncia da informagao genética, por conjugagao .

do plasmideo R da linhagem L—68—79-P+—R(b) para Proteus

mirabilis
Linhagens recep- ExXp. Frequéncia de _
o as (b) NO transferédncia Modelos transferidos
(c)
N-17 G P~ Rifl 1 1,2x107° sm
2,0x10'5 Sm Km
5,1x10'5 Sm Hg
3,5x107° Sm Km Ap
2,1x10°° Sm Km Ap Hg
l,8xlO_6 Sm Km Hg
N-17 G P Rif™ 2 2,8x107° sm
3,1x107° Sm Km
1,7x10" % Sm Hg
4,2xlO—6 Sm Km Ap
1,7x107°> Sm Km Ap Hg
1,0x10”° Sm Km Hg
N-17 G P~ RiflStr} 3 1,0x10°° sm
1,9x107° Sm Em
2,5%10"° Sm Hg
1,0x10°° Sm Km Ap
2,lxlO_6 Sm Km Ap Hg
3,5xlO_'6 Sm Km Hg
(a) Método de conjugagao em meio sd6lido; (b) linhagem derivada
de amostra L-68 m contendo plasmideo R (Sm,Km,Ap,Hgl; (c) as

frequéncias de transferéncia foram calculadas por células doado
‘ra.
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Concentracdo de Desoxicolato de Sddio (mg/ml).

FIGURA 10. Sensibilidade ao desoxicolato de sddio (DS) de 1li-
nhagens de Proteus mirabilis abrigando plasmideo R. Linha-
gens proteoliticas e nao proteoliticas, abrigando ou nao plas
mideos R foram testadas quanto as suas sensibilidades ao DS.
As linhggens constam na Tabela 1. As linhagens da Fig. A ti-~

veram origem comum (N-17)e diferem apenas na capacidade de ex

cretar a enzima proteolitica. As linhagens das Figs. Be C
também tiveram origem numa mesma populacao (L-68 m) e diferem
entre si na capacidade de excretar a enzima e hospedar plasmi
deos R. A linhagem L-68-79 (pt, R), excreta a metade do teor
de protease, quando comparada com a L-68-73 (p") (Tabela 25).
A linhagem L-68-73 (P*), ndo foi capaz de transferir seus
marcadores de resisténcia ao cloranfenicol e tetraciclina pa-
ra outras linhagens de P. mirabilis (Tabela 27).



TABELA 27

Experimentos de transferéncia da informagao genética, por

conjugagao, de plasmideos R de linhagem L 68-73 (P+) (b)
para Proteus mirabilis
Linhagem receptora Exp.N@ Frequéncia de transferéncia
N-17 G P RifR 1 <1078
2 <1077
N-17 G P~ Rif} Str™ 1 <1078
2 <107?

(a) Método de conjugagao em meio sdlido.

(b) Linhagem derivada da amostra L-68 m. A frequéncia de
transferencia foi calculada por cé&lula doadora.
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TABELA 28

Amostras de virus obtidos por indugao de amostras lisogénicas

Linhagens Linhagens induzidas (b)

Seniéyels 25 27 30 33 68 92 101 113 114

65 X X X
73 X X X
80 X X X
81 X X X X X X
82 X X
88 X
99 X be
100 X X
104 X pe
107
109 X
113
124 X X
125
126 X X
127 X X X

(a) 60 amostras da série L (Tabela 1) sofreram indugao
por cultivo por tempo prolongado, agao da luz ultra
violeta, mitomicina C ou temperatura elevada e cada
um dos sobrenandantes foi testado diante das mesmas
60 amostras da série L;

(b) Tipos de virus; 25/81; 27/81; 30/82; 33/82; 101/88;
113/81;114/65;114/65;114/73;114/80;114/81;114/109;
114/27; os virus 68 e 92 tém como hospedeiros as a-
mostras 65;73;80;81;99;100;104;124;126;127. Aparen-
temente os virus 25, 27 e 113; 30 e 33; 68 e 92 sao
iguais entre si.
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TABELA 29

Indugao de profagos de células " ¢ P7 de amostras de

(a)

Proteus mirabilis

(c)

Linhagens induzidas . ..
Linhagens sensiveis

(b)
L-68-1-P " 65 73 80 81 99 100 104 124 126 127
L-68-2-P 65 73 80 81 99 100 104 124 126 127
L-114-P" | 65 73 80 81 109 127
L-114-P 65 73 80 81 109 127
L-101-P 88
L-101-P 88

(a) Agentes indutores da eliminagao de profagos: cultivo por
tempo prolongado; temperatura elevada; luz ultravioleta;
mitomicina C.

(b=-c) Linhagens da série L relacionadas na Tabela 1.
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TABELA 30

Investigagao da ocorréncia de conversao lisogénica na determi-

- - . + - , 7
nagao dos fenotipos P e P em amostras de Proteus mirabilis

. )
Linhagens(a) Vl;us - Teste da(c)
25 68 113 114 protease

1-81 pt L-81  (25) L-81 (25) P
L-81  (68) 1-81 (68) P
L-81  (113) L-81 (113) P
L-81  (114) L-81 (114) p"
L-81 P L-81 (25) L-81 (25) P~
L-81 (68) L-81 (68) P
I-81 (113) L-81 (113) P
L-81 (114) L-81 (114) P
t + +
L-90 P L-90 (68) L-90 (68) P
L-90 P~ L-90 (68) L-90 (68) -
L-100 pT L-100 (68) L-100 (68) P
L-100 P L-100 (68) L-100 (68) P
+ +

1L-104 P L-104 (68) L-104 (68)
L-104 P~ L-104 (68) L~104 (68) N
+ +

L-124 P L-124 (68) L-124 (68)
L-124 P~ L-124 (68) L-124 (68) P
+ +
L-127 P L-127 (68) L-127 (68) P
L-127 P L-127 (68) L-127 (68) -

(a) Linhagens referidas na Tabela 1.

(b) Virus relacionados na Tabela 28. O nlmero entre parénteses
corresponde ao virus para o qual a linhagem & lisogénica.

(c) Método da precipitagao pelo sulfato de ambnio (MATERIAL E
METODOS, Item 3.2).
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TABELA 31

Teste de detecgao de pseudolisogenia (estado de portador) em

linhagens de Proteus mirabilis, estaveis e instaveis em rela

¢ao a excrecao de protease

NQ de linhagens Namero de placas u.f.p.
testadas (a) examinadas (b) esponténeas(c)
60 600 0

(a) Linhagens da sér}e L que também serviram para liberar
profagos pela agao de indutores fisicos e quimicos que
constam da Tabela 28.

(b) Placas examinadas, significam placas contendo meioc LB
sdlido, pela técnica descrita no item 42 de MATE-
RIAL E METODOS.

(c) Unidades formadoras de placas de lise,
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TABELA 32

Experimentos de transdugao do carater protease em Proteus

mirabilis

Fago(ay Linhagens Exp.(c) Frequéncia de transdugao/
receptoraéb) ne n.p.f. adsorvidas &
95 /81 D7 L-81-P 1 1,4 x 10°°
3,2 x 1077
+ —_
30/82 P L-82-p 1 -
+ - -9
68/73 P L-73-P 1 1,8 x 10
,8 x 107°
+ -
101/88 P L-88~P 1 -
2 —_
+ - -9
113/109 P L-109-P 1 < 10
< 1077

(a) Relacionados na Tabela 28;

(b) Relacionadas na Tabela 1; os experimentos de numeros 1 foram
realizados pela técnica de COETZEE & SACKS(l960b)e os de ni-
meros 2 pela técnica de COETZEE (1974);

(d) 95% das particulas de fago adsorveram—se na bactéria recepto
ra. A multiplicidade de 1nfecgao (m.0.i.) nos experimentos
nimeros 1, foi 1,0 e nos nimeros 2, foi 0,5.
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TABELA 33

Transferéncia, por conjugagao, do plasmideo RP4 de E.coli J 53

para Proteus mirabilis(a)

Linhagens Exp. Droga usada para Frequencia de
receptoras(b) N@ selecao transferéncia
N-17 G P RifiStr? 1 Km 1,0x10"4

-5
2 Tc 4,5x10
-4
N-17 Gm 1 Km 1,0x10
-4
2 Tc 3,5x10
-4
3 Tc 5,3x10

(a) Método de conjugacao em meio sdlido. A frequéncia de
transferéncia foi calculada considerando o nimero de
células receptoras contendo RP4, dividida pelo nimero
de células doadoras presentes no inicio da transferén

ciae.

{(b) Linhagens referidas na Tabela 1.
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FIGURA ll.Eletroforese em gel de agarose de transconjugantes
de Proteus mirabilis que receberam o plasmideo RP4 de E.co-
17. Eletroforese em gel de agarose vertical foi realizada ,
conforme MATERIAL E METODOS, item 54. As corridas eletrofo-
réticas correspondentes a l4~linhagens+bacterianas estao nu-
meradas: 1) N-17 Gm. (populacao mista P e P7); 2) N-17 G
P RifRstrR; 3) E. coli J 53 (RP4); 4 a 9) N-17 G Pt (RP4);
10) N=-17 G-10 P~ (Sm, Km, Hg) RifR; 11) N-17 G-134-P~ (Sm,
Hg) RifR; 12) N-17 G-7-P~ (RP4) RifRstrR; 13) L-68-73 p*
(Cm, Tc); 14) L-68-79 Pt (Sm, Km, Ap, Hg). As linhagens de
P. mirabilis numeradas de 4 a 9 e 12 sao transconjugantes
que receberam o plasmideo RP4 de E. coli. As linhagens de
4 a9 sao Pt e a 12 & P~., Nota-se dissociacao do plasmideo
RP4 em 4 bandas na linhagem n? 4, em 3 bandas na n? 9 e em
2 bandas na n® 12. As linhagens de numero 5 a 8 mostraram <
mente uma banda gque & comum a todos os demais citados. As
linhagens 1, 2 e 3 servem como controle, ja que N-17 Gm e
N-17 G P~ RifRstrR constituem paternais que foram conjugadas
com E coli J 53 (RP4).
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Mobilizagao do carater protease pelo plasmideo RP4 da linhagem

N-17G-22 P (kTa) (@)

B asen receptora Exp. Droga usada Frequencia de

Frequéncia de

NO para transferencia transferéncia
’ selecao da resistencia de protease
(b) (b)
N-17 G P~ Rifistr®l 1 Km 2,2x10 3,7x10"°
N-17 G P~ RifiStr® 2 Tc 3,2x1074 4,1x107°

(a) Método de conjugagao em meio solido.

(b) A frequéncia de transferéncia foi calculada por célula

doadora.



DISCUSSAO

Observando a incidéncia de individuos P~
em 177 amostras de P. mirabilis isoladas de material olini-
co humano de diferentes hospitais, constata-se a presanca
de populagoes que sao heterogeéneas em relacao a excregao da
protease. Algumas amostras apresentam nenhum ou poucos in-
dividuos P~ (estdveis); em compensacao, algumas populacdes
sao constituidas por um nimero muito grande de individuos que

nao excretam a enzima (instaveis).

Apesar destas amostras instaveis apresen
tarem alta incidéncia de individuos P , esse fato ndo impede
que essas linhagens, como um todo, dém reagéo positiva para
o0 teste de liquefagao da gelatina,tal como utilizado em labo
ratorios de microbiologia, ainda que lentamente. Essa even-
tual lentidaoc, ou mesmo, o raroc evento negativo da prova
de gelatinase, devam ter sido uma das razoes pelas quais o
fenomeno da instabilidade tenha cruzado o caminho de micro-
biologistas por quase 100 anos, sem ser devidamente nota-
do. Um outro fato, seria o desconhecimento da importante
correlacao entre a instabilidade e a heranga extracromos-

sbmica, somente valorizada de algum tempo para ca.

Esse fendmeno parece naoc ocorrer em

algumas outras bactérias proteoliticas, tais como Pseudomo-
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nas aeruginosa, Bacillus subtilis, B. megaterium, B.cereus

e Staphylococcus aureus (Tabela 4). Também duas outras ca-

racteristicas bioguimicas do P. mirabilis, produgdao de sul-
feto de hidrogénio e sintese de urease, mostraram-se esta-
véis (Tabelas 5 e 6), mesmo quando algumas linhagens ins-

taveis a protease foram testadas.

A informagao genética responsavel pela
produgao de H,S em E. coli é plasmidica (LAUTROP, @RSKOV &
GAARSLEV, 1971; LAYNE et al, 1971; STOLERU et al,1972). Es-

tes autores encontraram segregagao espontanea de células

H,S -negativas em varias linhagens de E. coli,

COOK (1976) observou instabilidade espon
tinea e induzida pelas acdes de drogas curagénicas, na infor

macao da sintese da urease em Streptococcus faecium e consi

derou esses dados como evidéncia de heranga plasmidiana.

Apesar da rara ocorréncia de P. mirabi -

lis urease e st-negativas, referidas por RICHARD (1972-
1973), tudo leva a crer gque essas informacgoes genéticas sao
estaveis.

A instabilidade do carater protease fica

mais evidente guando se 1investiga a presenca de células P
- . + . Lol . - » .

em colonias P de amostras instaveis e estaveis de P. mira-

- + -
bilis. Numa das colonias P da linhagem instavel N~-17, se
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mostrou que mais da metade de seus individuos perderam a

propriedade de excretar a enzima proteolitica (Tabela 7).

A estocagem, em meio NA semi-solido(téc-
nica da picada), de linhagens derivadas de amostras insta-
veis de P. mirabilis, por varios meses, levou a um aumento
consideravel do niimero de individuos P~ , mostrando, com isso,
uma possivel participagd@o do ambiente nessa conversao. Se-
gregacao de variantes negativas de uma dada caracteristica
genética pela estocagem prolongada pode constituir-se em
valioso fator a favor da herangca plasmidiana (LAUTROP, @RS-
ROV & GAARSLEV, 1971; STOLERU et al, 1972). No entanto, es-
sa instabilidade decorrente de estogagem prolongada nao o~

corre em linhagens derivadas de amostras estaveis.

Quando a determinagao do nlmero de cé-
+ - ) i ~

lulas P e P foi realizada, nao em amostras, como um to-
do, enviadas pelos laboratdorios clinicos de origem, e sim
em culturas que tiveram suas origens recentes, por ulteriores
purificacoes em nosso laboratdrio, a partir de uma Gnica co-
= + . o, ) ) .
lonia P , observou~se uma incidencia maior de individuos es-
taveis. Esse fato alertou para a possibilidade de que nem

- + . . . - .
todas celulas P seriam potencialmente instaveis.

Realmente, quando se estocaram por tem
- [ + -t '
po prolongado, cerca de 10 colonias P de varias amostras que

ge mostraram estaveis e instaveis (Tabela 8), pode-se veri-
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ficar que algumas amostras de P. mirabilis apresentavam a
condicao de produzir protease como um carater estavel (L-22
e L-70), onde todos os individuos ou a sua grande maioria
sintetizam a enzima, ao passo que outras amostras o fazem
de maneira instavel (L-79 e N-17), ou seja, muitos indivi-
duos dessa populagao deixam de excretar essa enzima. Vale a
pena, contudo, constar que, mesmo hestas linhagens insta-
veis, verificou-se a presenca de algumas coldnias que se mos

tram irredutiveis, mantendo caracteristica de estabilidade.

C o a + .
Analisando-se individuos P de uma manei
ra instavel, nota-se a existéncia de um grau variavel de ins
T ~_ . + . 4
tabilidade entre essas colonias P analisadas, onde algumas
-~ . + . - , o
colonias P apresentam-se altamente instaveis produzindo mui
tos individuos P , outras atingem valores intermediarios de
instabilidade, e outras se mantém muito estaveis. Anali -
IR I R of + IR S 1 -
sando agora individuos P originarios de amostra estavel, no
. q s - +
ta-se que o grau de instabilidade entre essas colonias P

€ bem menor. ‘

Por outro lado, algumas amostras de P.
mirabilis sao tdo instdveis em relagao ao carater protease
que, quando se pretende manté~las com a presenca de indi

+ oo - . .
viduos P, por varios anos no laboratdrio, necessita-se de
, - y ~ o3 N +
peridodicas selegoes a favor de colonias P . Sucede, contu

do, que essa pratica pode levar algumas culturas assim cons-
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tituidas a se tornarem absolutamente estaveis. Um bom exem-
plo €& o que aconteceu com a linhagem N-17-12,derivada de
uma colénia P’ da amostra instivel N-17 e que tem-se mostra

do estavel em estoque, ha aproximadamente 5 anos.

A perda do carater protease ocorre, tam-
bém, pela permanéncia prolongada de culturas instaveis em
caldo nutritivo (Figura 4). A impressao que isso poderia dar
é que, condigoes disgenésicas geradas no caldo nutritivo fa
voreceriam o aparecimento de células P, em detrimento de
células P+. Acontece, no entanto, que esse mesmo fenomeno
ocorre também como consequéncia de sucessivos subcultivos dﬁé
rios (Figura 5), com poucas possibilidade de envelhecimento

da cultura.

Acresce, a tudo isso, o fato de que deve
participar algum fator de pressao seletiva ambiental, a fa-
vor do cfescimento diferencial das células P de linhagens
instaveis, quando subcultivédas em NB, na auséncia de gela-
tina, conforme se pode deduzir da Figura 6 (A e B), embora,
aparentemente, isso n3o aconte¢a num prazo curto de tempo
que decorre durante a realizagao de curvas de crescimento de
linhagens P+ e P em NB e NB mais gelatina (Figura 7A e B).

Uma outra caracteristica das células P
é a sua nao-reversibilidade ao estado original P+, tanto es-

pontaneamente (Tabela 9), como pela agao de conhecidos muta
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genos, como nitrosoguanidina, luz ultravioleta e também ino-

culacdao em camundongos (Tabelas 10-12).

- - + -
A conversao de células P em P de linhg

gens instaveis de Proteus mirabilis & grandemente aumenta-

da pela ag¢ao de conhecidos agentes curagénicos. Ja, no ca-
so de linhagens estaveis, essa conversao € muito menor ou

mesmo nao acontece.,

O brometo de etidio (EB) & um podero-
so agente de cura (BOUANCHAUD, SCAVIZZI & CHABBERT, 1969%9) ,
sempre presente ao lado dos corantes de acridina e dodecil-
sulfato de sddio, gquando se pretende "eliminar" plasmideos
ou caracterizar elementos extracromossOmicos. Sua agao sobre
0os acidos nucléicos e polimerases do DNA e RNA (WARING,1966),
sua agao intercalante entre pares de bases (LEPECQ & PAOLET
TI, 1967) e os seus efeitos bioquimicos sobre bactérias (TOM-
CHICK & MANDEL, 1964) colocam—no como agente preferencial noO

estudo de plasmideos.

O processo de cura pelo EB em amostras
P. mirabilis instaveis foi muito eficiente, atingindo algu

mas vezes 100%. Esse efeito sO foi conseguido numa estreita

faixa de concentragao, onde a variacado foi de l,26xlO_2 a

3

3,78xlO— M, o que corresponde a uma concentragao alta,quando

se sabe que, entre as enterobactérias, concentragoes de

5

6,0x10— a 2,5X10~3M, para o mesmo numero de células usadas



151

neste trabalho, sao suficientes BOUANCHAUD SCAVIZZI &

CHABBERT, 1969).

Aparentemente ocorreu um processo de cu
ra, j& gque a ccncentragao minima inibitdria do EB  foi a

mesma para amostras instaveis e estaveis.

O SDS mcstra uma agao eficiente na con-
versdo de células P em P . Alguns fatos devem contudo ser
discutidos. Primeiramente, essa conversao nao ocorre quan-
do essa droga atua sobre populagoes constituidas quase ex-
clusivamente por c&lulas P+ estaveis. A seguir, existem
evidencias de que essas células P+ ou tem seu crescimento
inibido seletivamente pelo SDS ou sao convertidas em célu-
las P (Figura 8). Essas possibilidades nao podem ser evi-
denciadas nessa figura, embora ela mostre claramente que as
células P~ (NalR) crescem satisfatoriamente. Ja a Figura
9B mostra claramente gque a linhagem L-68—l—NA—P+, que é
estavel, & muito sensivel ao efeito inibidor do SDS,quando
comparada com a L-68-2-R-P , embora ambas apresentem cres-
cimentos relativamente comparaveis em NB sem a droga (Figu-
ra 9A), apesar de carregarem marcadores para resisténcia a
drogas diferentes (Rif e Nal). Aparentemente, fica esqlarg
cida a possibilidade de sua conversao em celulas P, con-
forme poder-se-ia ter suspeitado na Figura 8. Assim, tudo

leva a crer que o SDS favorece o crescimento diferencial de
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células P, ja existentes, em detrimento da inibicdo de célu
las P+. Esse fato nao invalida, contudo, a possibilidade de
células P~ representarem, eventualmente, individuos que, por
outras razoes, perderam a informacao genética codificada por

um dado plasmideo.

Esses dados poderiam encontrar apoio
nos achados de SALISBURY, HEDGES & DATTA (1972) que verifica
ram que o SDS seleciona organismos livres de plasmideos, em
linhagens de E. coli carregando F ou R 100 drd 1, crescidas
em presenca de SDS. Investigando melhor esse fendmeno, pude
ram constatar que linhagens abrigando plasmideos R reprimidos
nao davam origem a organismos livres de plasmideos, enquanto
que linhagens carregando plasmideos R desreprimidos, sim,.
Associado com esse efeito do SDS, encontraram gue linhagens
transportando plasmideos R desreprimidos eram mais sensiveis
a lise pelo SDS do que as mesmas linhagens nao portadoras
do plasmideo ou carregando plasmideos R reprimidos. Propuze
ram esses autores que organismos livres de plasmideos eram

simplesmente selecionados por sua maior resisténcia ao SDS.

O cloridrato de guanidina (GUHC1) nao
mostrou nenhum efeito curagénico sobre linhagens instaveis e

estaveis de P. mirabilis (Tabela 19).

A inclusao de SDS e GUHCl entre a rela-

cdo de agentes curagénicos utilizados neste trabalho nao se
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deu exclusivamente devido a conhecida agao do SDS sobre al-
gumas bactérias (TOMOEDA et al, 1968; INUZUKA et al, 1969;

ADACHI et al, 1972; GSONSTEIN & BALDWIN, l972a_b; WILLIAMS-

SMITH & HUGGINS, 1976). Na realidade, foi vgrzficado que
tanto SDS (COSTA, 1969; COSTA E BACILA, 1973) como GUHC1
(JULIANI, 1972; 1974; JULIANI, COSTA & BACILA, 1973; JULIA-
NI & COSTA, 1975; JULIANI, GAMBARINI & COSTA, 1975) sao capa

zes de induzir mutagao extracromossomica em Saccharomyces ce-

revisiae. O GUHCl, recentemente, tambem mostrou agao curagé

nica sobre marcadores de resisténcia extracromossomicas adro

gas, em Staphylococcus aureus (COSTA, 1978). Tomando em con

sideragao que os genomas de mitocondrias e plastideos podem
ser considerados plasmideos (SHERRATT, 1974; NOVICK,1976),se
ria de grande interesse saber se esta Ultima droga também
teria efeito curagénico sobre o P. mirabilis, o que poderia
adicionar alguma contribuic¢ao para a eventual felagao exis -
tente entre a organizac¢ao do DNA mitocondrial (MAHLER, 1973;
BERNARDI et al, 1976; TZAGOLOFF, FOURY & AKAI, 1976; NAG-
LEY, SRIPRAKASH & LINNANE, 1977) e a de plasmideos, bem como
a possivel ligacao desse relacionamento com a origem proca -

ridtica da mitocdndria (RAFF & MAHLER, 1972; COSTA, 1974; RA

BINOVITZ et al, 1974).

Os corantes de acridina sao muito efici-

entes na "cura" do fator F (HIROTA, 1960). As acridinas a-
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presentam pouco, se algum, efeito na eliminacao de plasmi-
deos R (MITSUHASHI, HARADA & KAMEDA, 1961; WATANABE & OGA-
TA, 1966). A eliminacao de plasmideos F pelas acridinas pa
rece ser devido a uma interferéncia seletiva na replica-
cao do plasmideo (HOHN & KORN, 1969; YAMAGATA & UCHIDA,

1969).

Conforme se verifica na Tabela 16, a
acriflavina (AF) aumenta o nimero de células P de uma po-
pulagao instavel, porém nao o faz numa populagao estavel,
embora as células dessa populacgao P+ apresentem o mesmo

nivel de sensibilidade a droga.

A concentragao necessaria para esse e-
feito variou de 78 nug a 312 yug/ml, bem maior do que a en-
contrada na literatura para outras bactérias gram-negativas

(SALISBURY, HEDGES & DATTA, 1972; AFFONSO, 1976).

A rifampicina (Rif), um derivado da
rifamicina (MAGGI et al, 1966) tem se mostrado eficiente
em eliminar plasmideos (JOHNSTON & RICHMOND, 1970; KRCMERY
& JANOUSKOVA, 1971; BAZZICALUPO & TOCCHINI-VALENTINI, 1972

RIVA et al, 1973).

Tanto em E. coli (HARTMANN et  al,
1967) como em S. aureus (WEHRLI et al, 1968) a Rif age so-
bre a transcricao, combinando-se a sub-unidade B da polime-

rase do RNA.

-~
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A Rif, em concentracao menor (0,3 a 3,0
mg/ml) do que a usada para a E. coli (5,0 a 7,5 mg/ml)
(BAZZICALUPO & TOCCHINI-VALENTINI, 1972) converteu eficiente

- + - . . - s . .
mente celulas P em P de linhagens instaveis, de P. mirabi-

lis.

As células P+ estavels mostraram=-se muito
sensiveis a essa concentracao da droga e nao se converteram
em P_.

A mitomicina C (MC) & conhecida inibidora
da sintese de DNA (IYER & SZYBALSKI, 1964; BOYCE & HOWARD-
FLANDERS, 1964). Em doses menores (1,0 a 2,0 ug/ml) do que
as utilizadas para elimina¢do dos plasmideos, salicilato, can

fora e naftaleno em Pseudomonas (CHAKRABARTY, 1972;RHEIWALD,

CHAKRABARTY & GUNSALUS, 1973; DUNN & GUNSALUS, 1973), trans-

o - + - . . -
formou eficientemente celulas P em P de linhagens instaveis

. P \ - . +  ~ ,
de P. mirabilis. As linhagens estaveis P nao foram - mais
sensiveis do que as instaveis, e nao foram convertidas em
P .

O crescimento sob temperaturas mais eleva
das do que a fisioldgica, revela-se algumas vezes como efici-
ente método de cura (BONDI, KORNBLUM & SAINT PHALLE, 1953;
FAIRBROTHER, PARKER & EATON, 1954). Resist@ncias a tetraci -
clina e penicilina foram curadas sob acao da temperatura

o) . Coe
(447C), em estafilococos, e estudos cineticos demonstraram
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gue o crescimento bacteriano, nessa temperatura, seleciona
segregantes livres de plasmideo (MAY, HOUGHTON & PERRET,

1964) .

A frequéncia espontadnea de células P
em P. mirabilis, nao foi aumentada pela agao da temperatu
ra elevada. Esse método de cura, no entanto, nao tem va-
lor absoluto. Alguns plasmideos nao se mostram sensiveis
a elevacao da temperatura de crescimento, como acontece cam

o Streptococcus faecium, onde a propriedade ureioliti-

ca, que mostra evidéncias de ser codificada por plasmi-

deo, nao apresenta efeito significativo (COOK, 1976).

A instabilidade de um carater que au-
menta em decorréncia de estocagem prolongada, subcultivos
repetidos, e pela agao de drogas curagénicas, aliado a
irreversibilidade do caradter perdido, mesmo sob agao de

conhecidos mutagenos, leva a pensar em heranca controlada

por determinantes extracromossomicos.

Mutacao de ponto nao deve estar envol-
vida na instabilidade do carater protease, por razoes bas
tante convicentes ligadas a alta frequéncia e a irreversi-

- + -
bilidade da conversao P em P .

Em relacao a variagao de fase, vale a

pena discutir alguns aspectos ligados a esse fendomeno.
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Uma linhagem de Salmonella difasica pos

sui dois genes estruturais nao-alélicos para a sintese da
flagelina, o componente protéico dos filamentos flagelares
(Hl e H2). Esses dois genes sao ativados alternadamente num

clone bacteriano, e essa expressao resulta no fendmeno ca-

racteristico da variacao de fase (LEDERBERG & IINO, 1956).

Essa alternacao entre as duas fases
ocorre numa probabilidade de lO_3 por divisao celular (STO-

CKER, 1949).

Estudos genéticos (PEARCE & STOCKER,1967;
FUTITA, YAMAGUCHI & TINO, 1973) e biogquimicos (SUZUKI & IINO,
1973) mostraram que H, constitui um operon que inclui rhl
que produz um repressor de transcricao. Quando o operon H2
esta ativo, & produzida a flagelina da fase 2 e, simultanea
mente, Hy € reprimido pelo produto de rhl. Quando o operon

H., se torna inativo, da-se o inicio da sintese do RNA mensa-

2
geiro da flagelina da fase 1 e, consequentemente, da sintese

da flagelina respectiva.

Portanto, a alta frequéncia da alterna-
cao, atribui uma situacao oscilante, muito diferente do que

~ = ~ - + -
ocorre em relagcao a conversao de celulas P em P .

Genes mutadores que levam a um apreciavel
aumento da taxa de mutacao para outros genes ja foram demons

trados em varias bactérias, incluindo a E. coli (TREFFERS,
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SPINELLI & BELZER, 1954; BRYSON et al, 1955; GOLDSTEIN &
SMOOT, 1955; JYSSUM, 1960; GUNDERSEN, JYSSUM & LIE, 1962;
GUDERSEN, 1963; STIEGEL & BRYSON, 1963; MOHN & KAPLAN, 1967;
WITKIN, 1967; LIBERFARB & BRYSON, 1970; HILL, 1970), S.

typhimurium (DEMEREC et al, 1958; MIYAKE, 1960; DAWSON &

SMITH-KEARY, 1963), Neisseria meningitidis (JYSSUM, 1968),

B. subtilis (GROSS, KARAMATA & HEMPSTEAD, 1968) e P. mira-

bilis (BOHME, 1967).

vVarios modos possiveis de acao foram
postulados para os genes mutadores. Uma sugestao é que
um gene mutador causa um defeito no sistema de reparo (HA-
NAWALT & HAYNES, 1965). A celula mutante exibiria aumento
da sensibilidade a luz UV, acompanhada por uma aumentada mu
tabilidade espontdnea (BOHME, 1967; MOHN & KAPLAN, 1967;

JYSSUM, 1968).

No entanto, inGmeros outros modos possi
veis de agao foram sugeridos, tais como, insuficiéncia da

sintese de bases nitrogenadas, criando uma condigao de muta

génese, da mesma maneira do que a criada pela caréencia de
timina (COUGHLIN & ADELBERG, 1956; WEINBERG & LATHAM,
1956) ; formacao de bases analogas mutagénicas que levam a

erros de replicagao (KIRCHNER, 1960; KIRCHNER & RUDDEN,1966);
sintese de polimerase do DNA alterada (SPEYER, 1965); defei

to no sistema de reconhecimento do erro, associado com re-



159
plicacao do DNA, gue permite emparelhamento de bases erradas
(COX & YANOFSKY, 1969; COX, 1970); presencga Mn2+, alterando
o ambiente intracelular, com subsequente alteragao da especi
ficidade da polimerase do DNA (DEMEREC, 1951; ORGEL & ORGEL,

1965) .

B&HME (1967) isolou, apods tratamento
mutagénico pelo EMS, seguido de selecao indireta em MC, mu-
tantes de P. mirabilis que mostravam instabilidade genéti
ca. Todas as colonias que falharam em crescer em MC foram
purificadas e testadas para sensibilidade a luz ultravioleta.
Verificou, num desses mutantes, que a maior sensibilidade a
UV estava associada a aumento da instabilidade genética, ca-
racterizada pelo aumento da frequéncia de mutagao para a re-
sisténcia a estreptomicina, e a oxitétraciclina, e, também ,

reversio para prototrofia dessa linhagem auxotrdfica (thr ).

Quando se investigou, neste trabalho,
instabilidade para auxotrofia, encontrou-se um namero bem
maior do que o esperado de linhagens incapazes de crescer
em meio minimo, mas nenhuma relacao pdde ser feita  entre
esta instabilidade e a ocorréncia de linhagens estaveis e
instaveis em relacao a sintese de protease. Em razao des-
se fato, somente numa linhagem foi determinada a necessida-
de nutricional, gque foil metionina~cistina. No entanto, o

fato que mais chamou atengao, foi o encontro dessas linha
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gens, sem a necessidade de qualguer tratamento mutagéni-

co prévio.

Delegoes podem ocorrer em bactérias e
seus fagos (FRANKLIN, 1971). Mais recentemente, delegoes
espontaneas foram relatadas, em E. coli, para o gene zwf,

que codifica a desidrogenase da glicose-6-fosfato (FRAENKEL,
& BANERJEE, 1972), para genes de protelnas ribossdmicas (AN
DRESSON, MAGNUSDOTTIR & EGGERTSON, 1976) e, em S. typhimu-

rium, para o gene do clorato (ALPER & AMES, 1975). Contu-
-6

do, a frequéncia dessas delecOes sao muito baixas (10 ~ a
10_9 por célula plaqueada), embora no caso do gene zwf te-
nha sido de 10_4. Dado essa raridade, o estudo de dele-

¢Oes em bactérias tem sido feito por indugao com varios mu-
tigenos (ISHII & KONDO, 1972; YAMAMOTO & ISHII,1974;ISHII

& KONDO, 1975).

A ocorréncia de delegao, sendo de fre
guéncia bem mais baixa, afasta a possibilidade de ser res-
ponsavel pela instabilidade do carater protease, independen

te de gualquer anadlise genética.

A ocorréncia de segmentos de insercao e
insercao de virus Mu participando como elemento transponi-
vel (BUKHARI & LJUNGQUIST, 1978), atribuindo instabilidade

diversificada e reversivel em relacao aos marcadores envol
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vidos, €& pouco provavel num fendmeno tao generalizado e
fregquente como o da instabilidade da protease. Quanto aos
casos conhecidos de transposigao, referem-se a poucos ge-
nes envolvidos com resisténcia a drogas (ampicilina, te-
traciclina, estreptomicina, canamicina e trimetoprim) (DAT-
TA et al, 1971; RICHMOND & SYKES, 1972; HEDGES & JACOB,

1974) e sao igualmente reversiveis.

Historicamente, a primeira suspeita da
existéncia de plasmideo, surgiu devido a perda do marca-

dor de resisténcia a penicilina, em Staphylococcus aureus,

gue aumentava grandemente pela estocagem prolongada da cul-

tura (BARBER, 1949).

Também no estafilococo foi observada a
tendéncia de linhagens penicilino-resistente tornarem-se

sensiveis, devido a subcultivos repetidos (BOROWISKI,1963).

Ainda atualmente, a instabilidade de um
dado carater faz parte do primeiro critério de avaliag¢ao da
existencia de plasmideo (RICHMOND, 1972). Normalmente se
deve guantificar a perda da informagao genética, para dife
renciar a alta freguéncia, caracteristica do plasmideo, da
guela das taxas espontadneas de mutacao, da maioria dos ge-
nes cromossdmicos. No caso presente, nao fol necessario a-
valiar esse fato, uma vez que a frequéncia de células P~

costuma ser extremamente alta.
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Uma outra propriedade caracteristica dos
plasmideos & que células que os perdem espontaneamente ou
que sao curadas do plasmideo n3ao podem tornar a ganhar o)
carater determinado por ele. O uso de mutadgenos e dnocula-
¢ao em camundongos nao foram capazes de reverter o caridter
protease perdido. A acdao dos mutagenos também serve  para
demonstrar que ocorreu "eliminag¢ao" e nao mutacao num dado

plasmideo.

O efeito de agentes curagénicos sobre au
mento da frequéncia espontéanea dé perda de um marcador ge-
nético & um outro critério de RICHMOND (1972) e esse efeito
foli demonstrado, quer por um processo gue aparenta trans-
formar a célula pt em P (cura), quer selecionando segregan-

tes P—.

O que se torna dificil interpretar &€ a
incapacidade de cura de células pt estaveis, por todos os
agentes utilizados neste trabalho. Uma resposta especula-
tiva seria a de considerar a célula P+ estavel como porta

|
dora de integracao cromossdmica, nao-curavel, do determi?
nante extracromossomico (HIROTA, 1960). Isso explicaria a
ocorréncia de células P' estidveis n3o somente em linha-

gens de P, mirabilis estaveis, como também em linhagens

instaveis, conforme j& discutido anteriormente.
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A capacidade de integrar no CromosSSomo

pode ser comum a todos os plasmideos (ROWBURY, 1977). Essa
integragcao ocorre, via recombinagao, entre sequéncias cur-
tas de DNA homdlogo do cromossomo da E. coli e F-DNA  (DA-
VIDSON et al, 1974; DEONIER & DAVIDSON, 1976; DEONIER, OH &
HU, 1977; ACHTMAN & SKURRAY, 1977). Muitos plasmideos R
sdo capazes de integrar no cromossomo bacteriano. Isso po-
de ser demonstrado por mobilizagao cromossdOmica e integra -
¢ao supressiva de mutagoes dna A, ou por ambos (MOODY &
RUNGE, 1972; GOEBEL, 1974; SOTOMURA & YOSHIKAWA,1975; HEDEN
& RUTBERG, .1976). Fatores "I-like" podem produzir linha-
gens Hfr (DATTA & BARTH, 1976), e plasmideos do grupo P, co
mo o RP4 (OLSEN & SHIPLEY, 1973) e o R 68 (JACOB,CRESSWEL

& HEDGES, 1977), podem propiciar mobilizagao cromossomica.

Perda da informagao genética de uma ‘bag
téria, tanto por estocagem prolongada, como através de
transferéncias sucessivas em caldo de cultura, pode consti
tuir um indicio da participagao de um plasmideo nessa in-

formagao. Contudo, estudos realizados com Bacillus megate-

rium por LWOFF & GUTMAN (l949a_b_c) e LWOFF & GUT-
MAN (l950a_b) demonstraram que também a perda de profa-

go pode ocorrer apds repiques sucessivos. Realmente, apos

61 transferéncias sucessivas,o B. megaterium perde mate-

rial genético e torna-se nao-lisogénico (CLARKE,1952;CLARKE

& COWLES, 1952).
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Os dados contidos na Tabela 29 afastam

essa possibilidade, j& que variantes P—, quando induzi-
dos, por qualguer um dos processos empregados, também de-
senvolvem lise, com subsequente liberacao de fagos tempera
dos. Ainda, a indugéo de 60 amostras de P.mirabilis, onde
a maioria & instavel, em relagao a excrecao de protease
(Tabelas 3 e 28), apenas poucas linhagens se mostram liso-
génicas. Mesmo assim, lisogenizacao nao altera as caracte
risticas fenotipicas de cé&lulas P+ ou P , em diversas amos-

tras de P. mirabilis (Tabela 30).

A possibilidade dos fenotipos P+ ou P
resultarem de pseudolisogenia (estado de portador) foi
igualmente afastada pelo que se segue. Lisogenia se ca-
racteriza pela integragao estavel do genoma do fago (profa-
go) com o cromossomo bacteriano (JACOB & WOLLMAN, 1959).
Na pseudoiisogenia, o profago parece coexistir no estado
temperado com o hospedeiro, mas sem a ocorréncia de uma
uniao herdavel de maneira estavel. O profago & transporta-
do pela bactéria como uma unidade semelhante a epissomo, o
qual nao se replica em sequéncia com O Cromossomo da
bactéria. Assim, em contraste com a lisogenia verdadeira,
o profago sb & transmitido para uma minoria da progenia.
Contudo, em algumas bactérias da populacao, o fago desen -

volve replicagao com lise do hospedeiro e reinfeccao de bac
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térias livres de fagos da vizinhanga, mantendo assim a pre
senca do fago na cultura, atribuindo muitas vezes modifica-
goes fenotipicas no hospedeiro, quer por expressao de seus
genes, quer por indugao de genes da bacteéria (BAESS, 1971;

BARKSDALE & ARDEN, 1974).

Linhagens bacterianas exibindo pseudoli-
sogenia (estado portador) sao detectadas pela observacgao
de placas de lise, de aparecimento espontaneo, quando cul-
tivadas de maneira difusa em meio s6lido. Esta situagao
nao foi observada neste trabalho, gquando se investigaram
60 linhagens (as mesmas que serviram para a indugao de
profagos), afastando, com isso, a responsabilidade da

pseudolisogenia nos fendtipos P+ e P (Tabela 31).

Conhece-se um caso bem comprovado de
pseudolisogenia em P, mirabilis (COETZEE & HAWTREY,1962).
Trata-se de uma linhagem, P. ﬁirabilis 57, sacarose-posi-
tiva, onde o fago temperado.57 foi capaz de superar a
imunidade conferida pela lisogenia (mutante vir), liberando
uma endolisina que altera a estrutura de algumas células
da populagdo, tornando-as permeadveis a sacarose, ja que

P. mirabilis & criptico para o metabolismo desse acglcar.

Transdug¢ao em P. mirabilis, utilizando
marcadores bioquimicos, foi inicialmente tentada sem suces

sQ, possivelmente devido a utilizagao de fagos muito viru
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lentos, segundo COETZEE & SACKS (l960a). Com a descoberta
de uma série de virus temperados em Proteus (COETZEE &

SACKS, 1959) esse objetivo foi plenamente alcangado (COET

ZEE & SACKS, 1960y).

A utilizagao de fagos temperados coloca

P, mirabilis numa posigao similar aquela de Salmonella, on-

de muitos fagos temperados podem transduzir (EDWARDS, DAVIS

& CHERRY, 1955).

Dois dos cinco diferentes fagos tempera
dos foram capazes de transduzir o marcador protease (Tabe
la 32). Essa transdugao ocorreu com muita raridade, quan-
do comparada com frequéncias obtidas em P, mirabilis (COET-

ZEE & SACKS, 1969 COETZEE, DATTA & APPELBAUM,1973; COET

a-b’

ZEE, 1975 COETZEE & KRIZSANOVICH-WILLIAMS,1976) cujos

a-b’
rendimentos de transdutantes, por particula de fago, sao
da mesma ordem de grandeza dos encontrados no sistema de

transdugao generalizada, como exemplificado por ZINDER &

LEDERBERG (1952), no sistema original de Salmonella ty-

phimurium e fago P22, e, depois, extensiva a E. coli, com

a utilizagao do fago Py (LENNOX, 1955; JACOB, 1955).

Um aspecto que deve ser considerado quan
do se procura caracterizar uma informacgao genética, como

sendo cromossomica ou extracromossomica, & que geralmente um
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plasmideo nao apresenta homologia genética com O CromosSsSomo
hospedeiro, apesar de que limitadas regioes possam, even
tualmente, estar presentes. Esse fato leva a falha do plas
mideo combinar-se livremente com o cromosso e, consequente-
mente, o cromossomo ser incapaz de protegé-lo da ag¢adao da
luz ultravioleta (ARBER, 1960; MACCACARO & HAYES, 1961; NO-
VICK, 1963). Assim, o efeito da irradiagao ultravioleta de
lisados, sobre a frequéncia de transdugao, pode fornecer
algum esclarecimento sobre a natureza da informagao gené-

tica.

Observa-se normalmente um declinio ex-
ponencial no nimero de transdutantes, em decorréncia de do=
se aumentada de UV, no caso de transducao envolvendo plas-
mideos. Contudo, as frequéncias muito baixas de transdu -
gao para o marcador protease, por particula de fago adsor
vido (Tabela 32), nao permitiram uma andlise desse tipo,

sem gque ocorresse grande margem de erro.

Proteus mirabilis & capaz de infectar

o homem e animais. Contudo, algumas linhagens podem ser
consideradas como oportunistas e invasoras em infecgdes se-
cundarias. Tais linhagens, sob circunstancias especiais,
podem produzir lesdes locais severas e mesmo generalizadas

e fatais, no homem, apesar de incapazes de produzir doen

gas epidémicas (SMITH & MARTIN, 1948; TOPLEY, WILSON &
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MILES, 1853; BRYAN & BRYAN, 1956).

Durante a investigacao da irreversibili
dade de células de P. mirabilis P em P+, observou-se que
as células excretoras de protease participam, de algum mo-
do, na diminuicao da sobrevivéncia de camundongos inocula-

dos intraperitonealmente (Tabelas 21-24).

Convém salientar gue ambos os tipos de
células inoculadas (P+ e P ) tiveram origem numa mesma li-
nhagem, L-68 m. Também apresentam o mesmo marcador de
resisténcia (NalR), isogenia essa que afasta possiveis dife
rengcas de comportamento entre linhagens. Além do mais,AOKI-
WATANABE (1973), estudando o crescimento de E. coli sensi
veis e resistentes a drogas, verificou que mutagoes para
resisténcia ao dcido nalidixico ndo interferem substanci-
almente na capacidade de crescimento, quando comparada com

a bactéria do tipo selvagem.

Para igual nUmero de animais inoculados,
a DL50 para as células P’ & 5,26x108 celulas/ml, sendo

que para as células P~ essa dose & 8,05x108 células/ml.

Esses dados, aparentemente, ainda nao
devem ser conclusivos, Jj& que esse efeito pode nao ser ex

clusivo da protease e sim de algum outro fator adicional.

De posse desses dados, poder-se-ia espe

eular em relacao aos achados de TOPLEY, WILSON & MILES
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(1953) em referéncia a diferenc¢a de viruléncia do P. mira-

bilis. Para esses autores, existem cultivos muito virulen-
tos que determinam morte do animal nas primeiras horas e
cultivos menos virulentes gue, ao serem inoculados, determi
nam a morte apds uma semana ou mais. Seria de se pensar,
se esse fato nao teria alguma relagao com os dados deste
trabalho e se os autores acima referidos nao teriam utiliza
do linhagem que, pelo tipo de comportamento de viruléncia,
poderia estar representada por populagces puras ou mistas
em relagao as células pt e P , ou, até mesmo, constitulda

exclusivamente por P .

De gualgquer maneira, a instabilidade da
excregao da protease, sob condigbes laboratoriais, pode in

dicar uma importante relagao ecologica entre Proteus mira-

bilis e seus hospedeiros, em particular, o homem,

Apesar de que nao parece haver relagao

entre a presenga ou auséncia de plasmideos R, com a ocor
- . - + - e e

réncia de células P e P , procurou-se verificar a existen -

cia de alguma modificagao ocasionada por esses elementos de

resisténcia mlltipla a drogas, na excregao da protease.

Estudos sobre o comportamento de plasmi-
deo R em varias bactérias hospedeiras tém sido bem documenta

dos nos Gltimos anos. No entanto, poucas sao as informa-
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¢oes relacionadas com o mecanismo, pelo qual plasmideos R a-
fetam a fisiologia bacteriana. Sabe-se, por exemplo, que
eles podem interferir com a capacidade de crescimento, e
que a resisténcia para duas ou trés drogas prejudica o cres
cimento de maneira mais acentuada do que quando esta presen-

te apenas um marcador (AOKI-WATANABE, 1973).

Sabe-se que plasmideos podem alterar o

reparo do DNA da célula hospedeira. Linhagens de E. coli e

+ ~
Salmonella typhimurium carregando Col I b-P9 sao menos sen

siveis a morte pela UV e a reversao de alguns mutantes auxo
troficos, e mais sensiveis & inducao do fago A do que 1li-
nhagens Col I (HOWARTH, 1965). A sensibilidade & radiagio

e a agcao de mutadgenos quimicos (NTG), em Pseudomonas aerugi«

nosa, também pode decorrer de modificag¢des causadas pela

presenca de plasmideos (LEHRBACH et al, 1977).

Um dos maiores fatores responsaveis pelo
sucesso do sistema Ames para a detecgao de mutdgenos e
carcinagenos (AMES, McCANN & YAMASAKI, 1975; McCANN, SPIN-
GARN & KOBORI, 1975; McCANN & AMES, 1976), foi a introdu-

¢3o de plasmideo R na linhagem de Salmonella typhimurium,uti

lizada como testadora. O plasmideo pKM 101 & um dos varios
gue podem reduzir a morte pela agao da UV (chamado efeito

de protec¢ao) e, ao mesmo tempo, aumentar a mutagénese para
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essa irradiagao (Mac PHEE, 1973; MATELMANS,BABUDRI & SAMER,
1976; WALKER, 1978). Na linhagem testadora esse plasmidee
faz com que aumente a reversao de mutagoes de ponto e de
mudancas do quadro de leitura (“"frameshift mutations"), pe-
la agao de uma variedade de mutidgenos e carcindgenos testa-

dos.

A presenca de plasmideo Col V, por exem-
plo, parece estar associado com a patogenicidade de algu -

mas linhagens.de E. coli (WILLIAMS-SMITH & HUGGINS, 1976).

O plasmideo denominado pCU3, confere a
sua hospedeira E. coli K-12, maior sensibilidade ao biclore
to de merclirio e ao bicloreto de cobalto do que as bactérias

gue nao os abriga (WANG et al, 1978).

Alguns plasmideos R conferem a sua hospe
deira E. coli maior sensibilidade a rifampicina, supostamen
te devido a um aumento na permeabilidade da membrana (ROMERO
et al, 1971; RIVA et al, 1972; SCOTTI, SILVESTRI & ROMERO,
1974). Essa foi a mesma explicacao para o aumento da sen-
sibilidade de E.coli ao acido nalidixico e a acriflavina,cau
sada pelo fator R 100 (YOSHIRAWA, 1971). Em relagao a termos
sensibilidade para a replicacao do DNA a 420C, foi mostrado
que o plasmIdeo R, Rts I interfere com o crescimento normal

do hospedeiro nessa temperatura, devido a modificag¢des que
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surgem na membrana (Di JOSEPH, BAYER & KAJI, 1973).

Durante o estudo de varias linhagens de
P. mirabilis carregando fatores R, HESSLEWOOD & SMITH(1974)
verificaram que o crescimento em forma de bafo, em meio
minimo, podia ser aumentado por alguns plasmideos R e
diminuido por outros. Em adigao, esses plasmideos R afetam
o0 nivel de enzima proteolitica e, em alguns casos, tornam a

bactéria mais suscetivel a agao do desoxicolato de sbddio

tos) .

Desta feita, o fator R 1818 (também co-
nhecido como R 46), que apresenta marcadores de resisténcia
para estreptomicina, tetraciclina, ampicilina, espectinomici
na e sulfonamida, aumenta o bafo e abole a excregao da pro
tease pelo P. mirabilis F 67. O fator B-TEM (ou R 6K), que
apresenta genes para resisténcia a estreptomicina e ampici-

lina, reduz o bafo e aumenta a excrecao da referida enzima.

Contudo, os dados de HESSLEWOOD & SMITH
nao fazem referéncia a nenhuma verificagao, a fim de consta
tar se o transconjugante P. mirabilis R-1818 era Pt ou P .
Parece que nao houve essa preocupagao, o que & explicavel

pelo desconhecimento, até entao, do fenomeno de heteroge -

neidade de populacgao, em relagao a excregao da protease.

Com isso, pretendeu-se, neste trabalho,

= hng - . +
verificar também a influencia de plasmideos R da linhagem P
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L-68-79~-R (Sm, Km, Ap, Hg) sobre a excregao da enzima. Confor
me se observa na Tabela 25, a concentragao da protease esta
reduzida pela metade, quando comparada com a linhagem

+
L-68~-73-P (essas duas linhagens derivam da amostra L-68 m).

Esse fato permite fazer alguma analogia
com o verificado por SMITH (1969). Duas diferentes linha
gens de P. mirabilis contendo plasmiIdeo R 1818 produziam so-
mente 1/20 da atividade penicilinasica por bactéria. Dois ou-
tros fatores R, o 7268 e o TEM, que também especificam peni-
cilinase, foram introduzidos, via E. ggli, em linhagens de
P. mirabilis, e a atividade da enzima caiu para 1/20 e 1/100
respectivamente, quando comparadas com as da célula doado-
ra. Como todos os organismos das culturas de P. mirabilis
exibiram propriedades do plasmideo R, afastou-se uma eventual
instabilidade desses plasmideos nesse fendOmeno. Acredita o
autor que haja defeito na expressao fenotipica dessas informa
¢oes.

Esse fato acabou se tornando peculiar pa
ra P. mirabilis, porque nao ocorreu quando plasmideos R da
mesma E.coli, especificando penicilinase, foram introduzidos

em E. coli, Serratia marcescens, Aerobacter aerogenes, Alka-

lescens sp. Acrescentando mais um aspecto intrigante, & bom

lembrar que, segundo dados de ROWND, NAKAYA & NAKAMURA

(1966) e ROWND, KASAMATSU & MICKEL {1971), devem existir 10
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ou mais cdOpias de plasmideos R por célula de P. mirabilis,

razao essa para ter-se encontrado maior nivel da enzima.

Onde residiria o defeito da expressao
fenotipica responsavel pela redugao da excregao de protease
na linhagem portadora do plasmideo R? A linhagem L—68—79-P+
(portadora do fator R) excretaria menor teor de protease de

vido alteracao de envelope bacteriano?

BRAUN, REHN & WOLFF (1970), estudando a
estrutura molecular da parede celular e o nUumero de molécg

las de lipoproteinas da membrana de Salmonella, Serratia,

Pseudomonas fluorescens e Proteus, crescidos na presenga de

concentragaes sub-inibitdrias de ampicilina, sugeriram que:
o mucopeptidio da parede celular atuaria como barreira na-
tural de penetracgao, tanto diretamente cémo indiretamente,
em virtude de  sua Intima associagao com lipoproteinas da
membrana. Realmente, BURMAN, NORDSTROM & BLOOM (1972) cons-
tataram gque a sensibilidade.de P. mirabilis ao colato au-
mentava apds o seu crescimento diante de concentragoes sub-
inibitdrias de ampicilina.

O desoxicolato de sdodio (DS) & um agen-
te de superficie, cujo modo de acao & geralmente aceito como
sendo o de romper interagoes entre fosfolipidios e outros

componentes da membrana e parede celular (ZWAIG & LURIA,
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1967) . Desse modo, a sensibilidade ao DS & tomada como medi-
da de accessibilidade a esses componentes e da forga de suas
ligagoes com a parede e a membrana (HIROTA,MORDOH & JACOB,

1970;ARMITAGE, ROWBURY & SMITH, 1975).

Parece que ficou claro, pela Figura 10,
que nao ha diferenga de sensibilidade ao DS entre células X
e P°. Quando células N-17-I1 (P7) e N-17-EB (P7), ambas ori
ginarias da linhagem N-17, e as células L-68-73 (P+) e
L-68-81 (P ), originarias da L-68 m, todas ndo-portadoras de
plasmideos R, foram submetidas ao DS, mostraram—~se pouco
sensiveis, quando comparadas com a maior sensibilidade das

células L—68~-79-—P+ e L-68-79 A-P , ambas portadoras de fato-

res R,

Diante desses fatos, logo se supse que
o fendmeno central responsdvel por esse comportamento nao u-
sual, decorre de alguma alteracao no envelope bacteriano,cau

sado pela presenga dos plasmideos R.

Os dados obtidos por HESSLEWOOD & SMITH
(1974), agora em relagao ao DS, estao sendo comparados com

os deste trabalho, na Tabela 35.

Ndo serao discutidos os dados referentes
ao plasmideo R-1818, gque aparece nos dados dagueles auto-

res, porque, como ja foi referido, sdo sugestivos de gque



176

nao foi levada em consideragdao a possibilidade de heterogenei
dade da populagao gue deu origem ao transconjugante R-~1818 ,
0 que explicaria a abolicao total da excregao da protease e

a nao alterabilidade das células diante do DS.

O plasmideo da linhagem L-68-79-P" apre
senta, em comum com © plasmideo R-TEM, a capacidade de con-
ferir a célula hospedeira maior sensibilidade ao DS. Contudo,
os comportamentos diante da capacidade de excretar protease

sao inversos.

TABELA 35

Comparagéo de dados referentes a influéncia de plasmideos . R,

de linhagens de P. mirabilis, na excregéo de protease e sen-
sibilidade ao desoxicolato de sodio, segundo HESSLOWOOD &

SMITH (1974) e este trabalho

Plasmideos R (a) Excrecgao de protease(bTi Sensibilidade ao
- ps (c)

R-1818 0 nao alterada

T-TEM + 300 % aumentada

R-L 68—79(d) - 5o 3 aumentada

(a) genes transportados pelos plasmideos R: R-1818 (Sm, Ap,

Sp, Tc, Su); R-TEM (Sm, Ap); R-L68-79 (Sm, Km, Ap, Hg) ;

(b) Atividade proteolitica determinada pelo método de CHARNEY
& TOMARELLI (1947) segundo MATERIAL E METODOS (item 3.4);

(c) DS= desoxicolato de sbdio (MATERIAL E METODOS, item 19);

(d) plasmideo R-L 68-79 tem como hospedeira a linhagem
L-68-79~-P* (dados deste trabalho).
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SANTOS (1972) pesguisou a resisténcia

transferivel a drogas nas tribos Escherichia, Salmonella,

Klebsiella e Proteae. Verificou que apenas 7% das amos
tras da tribo Proteae transferia registéncia, e somente

das marcas hetacilina e cloranfenicol.

Os dados deste trabalho, em relagao a
transferéncia de marcadores de resisténcia, sao bem dife-
rentes dos de SANTOS (1972). A explicacao & aparentemente
simples, wuma vez que o0s dados deste trabalho referem-se
ao estudo de poucas amostras. Alem do mais, & bom lembrar
que HEDGES (1975), investigando plasmideos R de P. mira -
bilis enviadas de diferentes lugares (Boston, Londres,
Vancouver), verificou marcada diferencga nos padrSes de
resisténcia @ntre esses trés grupos e também entre padroes
obtidos por outros autores (TOMASCHOFF, 1969; CHAI & S00-
HOO, 1970; DIKYI, 1971; GRAEVENTIZ ¢ NOURBAKHSH, 1972),
gue indicam, a exemplo do gue acontece também com Serra-

tia marcescens (HEDGES, RODRIGUES-LEMOINE & DATTA, 1974),

que populacoes de diferentes hospitais sao frequentemente

distintas.

A linhagem L-68-79~P" (Sm,Km, Ap,Hg)

transferiu seus marcadores para linhagens derivadas da

N-17 Gm. Os marcadores Cm e Tc nao foram transferidos,
. - +

mesmo quando se tentou conjugar a linhagem L-68-73-P (Cm

Tc) com receptores derivados da N—-1i7 Gm,
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Em relacao ao marcador de resisténcia

d tetraciclina, a explicag¢ao & facil, uma vez que, no gru-
po Proteus, nao sao encontrados plasmideos R com resistén
cia a& tetraciclina, embora a maioria de linhagens sejam
resistentes cromossdomicos a esse antibidtico (SMITH &
ARMOUR, 1966; CHABBERT, BAUDENS & BOUANCHAUD,1969; HEDGES,

1975; MITSUHASHI, 1975).

Segundo ainda MITSUHASHI (1975), plas-
mideos R de Proteus possuindo marcadores para ampicilina
e canamicina sdo isolados em bem maior frequéncia do  que

no grupo Coli-Shigella.

O plasmideo RP4 carrega genes para ca-
namicina, tetraciclina e ampicilina. Originario da Pseu-

domonas aeruginosa, € mantido em E. coli J 53 (DATTA et

al, 1971). Foi transferido com boa frequéncia para linha-
gem N-17 G P~ Rif‘Str® e N-17 Cm.

Alguns transconjugantes de P, mirabi-
lis que receberam o plasmideo RP4 da E.coli J 53, mos-
tram claramente, na eletroforese,a ocorréncia de dissocia-
cao desse plasmideo em varias bandas, enquanto que ou-
tros, apenas uma dessas bandas, que & comum aos demais, &
registrada na eletroforese.

Aparentemente, o gue aconteceu com RP4

€ muito semelhante ao que foi descrito com alguns outros
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fatores R, que na E. coli existem como moléculas unicas,
mas ao serem transferidos para P. mirabilis, dissociam-se
em plasmideos conjugativos (fatores ae transferencia) e
um ou varios plasmideos ndo conjugativos, conforme ja dis-
cutido na Introdugdo deste trabalho. Alids, esse fato nao
se prende somente a este exemplo, j& que também transdu-
tantes de P. mirabilis nao transferem, por conjugagao, fa
tores R e possivelmente, somente determinantes nao-conjuga

tivos sao transduzidos (ROWND, NAKAYA & NAKAMURA, 1969).

A linhagem N-17 G-22-P* (Km Tc Ap)trans
feriu a informagao genética da protease, ocorrendo assim

a mobilizagao desse marcador pelo plasmideo RP4.

Fol esse o finico meio de se conseguir
a transferéncia do marcador protease, que ja havia sido
tentado exaustivamente, por conjugagéo, antes do recurso

da mobilizacao.

Esse processo costuma ser de extrema
valia, 3ja que a maioria dos plasmideos pequenos, que se
replicam sob- controle relaxado, nao contém DNA suficiente
para especificar um operon tra, necessario para a sua trans

feréncia (ROWBURY, 1977).

A autotransferibilidade & uma proprie
dade dos plasmideos maiores, dotados de replicacgao estri
ta, como também de um plasmideo de tamanho intermediario ,

o R 6K (KONTOMICHALOU et al, 1970).
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Assim, a mobilizagao & um processo pelo
qual um plasmideo conjugativo propicia a transferéncia de
um DNA, no gual ele nao se liga covalentemente, se bem que
uma eventual ligagao transitdria parece nao estar totalmen-

te afastada (NOVICK et al, 1976).

Com a mobilizacdo da informagao genéeti
ca da protease e, caso se considere esse carater um plasmi-
deo, pode-se, por extensao, considera-lo um elemento peque-

no, dotado de replicagao relaxada e nao conjugativo.,

Existe, contudo,; a possibilidade de que
o plasmideo RP4 tenha mobilizado cromossomo de uma linha-

gem de P. mirabilis para a outra.

No entanto, essa possbilidade nao pare-
ce tdo significante, devido a alta frequéncia de transferén

cia observada na mobilizacao.

A explicacdo da existéncia de evidén-
cias genéticas, porém nao fisicas, da ocorr&ncia de um plas
mideo, pode ser devido a uma condicao inerente a distribui-
¢ao de individuos nas populagoes de P. mirabilis  examina-
das. Realmente, basta considerarmos gue numa popula-
¢ao caracterizada como instavel, por exemplo, a L-68 m, de-
vemos encontrar representantes celulares P, P+ estaveis e

+ . - . ~ N - . -
P instaveis (uma parte da populagao ira liberar celulas
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P ). No primeiro tipo referido (P-), o plasmideo estaria
ausente; no segundo, nao haveria segregacdo (integrado?),
e somente no terceiro tipo, P+ instavel, apenas uma parte
da populacao, aquela que realmente €& instavel (destinada
a segregar P) é que forneceria DNA extracromossomico, o)

que provavelmente seria insuficiente para a detecgao de

banda na eletroforese.

Por outro lado, vale a pena lembrar,

que o fator sexo de Pseudomonas (HOLLOWAY, 1969) e o plas-

mideo R que confere resisténcia a carbenicilina (SYKES &
RICHMOND, 1970), embora se comportem geneticamente como
plasmideos, nac foram ainda relacionados com nenhum dos
DNAs extracromossOmicos encontrados nesse organismo (FIN-

LEY & PUNCH, 1972).



RESUMO

O estudo de individuos isolados revela

que algumas culturas de Proteus mirabilis, recentemente ob-

tidas, apresentam a condigao de excretar protease como um
carater estavel, onde todos os individuos, ou sua grande
maioria, excretam protease (colonias P+). Algumas cultu~
ras, no entanto, excretam esta enzima como um carater ins-
tdvel, ou seja, um nimero grande de individuos destas popu-
lagdes nao excreta a enzima (P ). Assim pode-se postu-
lar a existénecia de linhagens de P. mirabilis estdveis e

instaveis quanto & excrec¢ao de protease.

O mesmo hao acontece com outras  espé-

cies bacterianas que apresentam, igualmente, atividade pro

teolitica tais como Pseudomonas aeruginosa, Bacillus sub-

tilis, Bacillus megaterium, Bacillus cereus e Staphylo-

coCcCcus aureus.

Tal instabilidade nao foi observada
em relacao a algumas caracteristicas biogquimicas ligadas
ao P, mirabilis, tais como sintese da urease e produgao
de sulfeto de hidrogénio. Contudo, foi notada instabilida
de em relagao a auxotrofia, sem, contudo, mostrar qualquer

relagao com a da excregao da protease.
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A ocorréncia de células P° em popula-
;0es i1nstaveis de P. mirabilis pode ser grandemente aumenta
da pelo cultivo prolongado em meio nutritivo sdlido ou 11-

quido e através de subcultivos sucessivos em caldo nutritivo

Embora células P' e P~ apresentam tem
pos de geracao muito prdoximos quando crescidas durante am
periodo curto em caldo nutritivo e em caldo nutritivo adi-
cionado de gelatina, verifica-se crescimento diferencial fa-
voravel as células P , quando subcultivadas repetidamente

em caldo nutritivo sem gelatina.

~ . + .
Algumas colonias P , recentemente isola
das de linhagens instaveis, podem apresentar células P em

suas populagoes.

Coldnias P, isoladas de linhagens esta

veis, mantidas estocadas por varios meses, podem apresentar

, . - -, + .

certo grau de instabilidade, porem, colonias P , isoladas,
nas mesmas condicdes, de linhagens instaveis, apresentam
instabilidade muito maior. Em ambas linhagens, estavel e

- v v . L +
instavel, pode-se contudo, localizar individuos P dotados

de grande estabilidade.

Células P , gque sao constituidas por in-
dividuos que perderam a condicao de excretar protease, sao

incapazes de reverter a condigcao original, mesmo sob agao
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de agentes mutagénicos quimicos e fisicos, bem como, por

inoculagao em camundongos.

Alguns agentes curagénjcos sao capazes
de aumentar grandemente a ocorréncia de células P em popu
lagoes de P. mirabilis instaveis, mas ndo em populacgoes

estaveis.

Camundongos inoculados intraperitoneal
mente com cé&lulas P+, apresentam sobrevivencia menor,quando
comparados com aqueles inoculados com células P . Contudo,
uma responsabilidade exclusiva a protease nao pode ser ainda

atribulda.

A presenga de plasmfdeo R (Sm, Km, Ap,
Hg), comprovada por transferéncia por conjugacgao, inibe
parcialmente a excrecao de protease, das células hospedei-

ras de P, mirabilis.

Também a presenca desse plasmideo R con-

fere a c€lula maior sensibilidade ao desoxicolato de sodio.

A participagao de virus, como  causador

da instabilidade genética da excregao de protease em P. mira-

bilis |convers§o fagica, lisogenia e pseudolisogenia (esta

do de portador) | foi afastada.

Também a presenca de gene mutador, oca-

sionando essa instabilidade, ficou exclulda.
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O carater protease foi transduzido por

virus temperados, porém em baixa frequéncia.

Foi conseguida a transferéncia, por con-

jugagao, do plasm{deo RP4 da linhagem de Egcherichia coli

J 53 para linhagens de P, mirabilis, conforme evidéncias ge-

néticas e fisicas.

Aparentemente, ocorreu mobilizagao, pe-
lo plasmideo RP4, do fator responsavel pela excregao da

protease, entre linhagens de P. mirabilis.



SUMMARY

The study of isolated individuals show

that some newly obtained culture of Proteus mirabilis

presents an ability to excrete protease as a stable cha-

racter, where all individuals or a great majority, ex-
+

crete proteases (P colonies). However some culture,excrete

this enzyme as an unstable character, that is, a great

number of individuals of the population does not excrete
the enzyme (P7). So, it is possible to postulate concerning
the protease excretion, the existence of stable and

unstable strains of P. mirabilis.

The same thing does not happen with
other bacteria strains, which, also show proteolytic activi

ty such as Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, B.

megatherium, B. cereus and Staphylococcus aureus.

Such instability has not been observed

in relation to some biochemical features found in P,
mirabilis, such as, urea synthesis and hydrogen sulfide
production. However, instability was noted concerning

auxotrophy, without any relation to the instability found

out for protease excretion.
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The ocurrence of P cells in unstable
population of P. mirabilis may be greatly increased by the
prolonged cultivation in either nutrient agar orx nutrient
broth medium and through sucessive transferring in nutrient

broth.

Although Pf and P~ cells presents ge-
neration times quite similar in a short culture period 1in
nutrient broth and in nutrient broth gelatin added, it is
seen enhanced differential growth concerning P cells, when
repeated subculture in nutrient broth without gelatin is

performed.

+ . .
Some P colonies, newly isolated from

unstable strain, may have P~ cells in its population.

P+ colonies, isolated from unstable
strain and stored for several months, may show some
degree of instability, however P+ colonies, isolated, in
the same conditions from unstable strain, presents greater

instability. In both strains stable and unstable, it may,

+
however, be localized P individuals endowed with great
stability.
P  cells, constituted by individuals
that lost the condition to excrete protease, are not

capable to revert to the original condition, even under the
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action of chemical or physical mutagens, as wéll as by

inoculation in mice.

Some curing agents are capable to greatly
increase the occurrence of P cells in unstable P.mirabilis

population, but not in stable population.

Mice, intraperitonially inoculated with
+ -
P cells, survive less than those innoculated with P cells.

However this can not be accounted exclusively to protease.

The presence of plasmid R (Sm, Km, Ap,
Hg) confirmed by transfer by conjugation, partially inhibit

the excretion of protease, by the host cells of P.mirabilis.

The presence of this plasmid R, also,

confer to the cell greater sensibility to sodium deoxycholate.

It was ruled out the participation of
virus as causative of the genetic instability of the protease
excretion in P. mirabilis (phage conversion, lysogeny and

pseudolysogeny (carrier-state).

Also the presence of mutator gene as

causative of the instability was ruled out.

The protease character was transduced by

temperate phage, however, in low frequency.
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The transfer by conjugation of the RP4
plasmid from E. coli J 53, to P. mirabilis strains, was

obtained as shown by physics and genetics evidences.

Aparently, there was a mobilization by
the RP4 plasmid of the character responsible by the pro-

tease excretion among P. mirabilis strains.
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