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1. INTRODUCAO

Um dos tipos de mutagdo mais bem estudados em (Genética
de Bactérias, diz respeifo a mutantes resistentes a agentes inibi-
dores, incluindo ai os antibioticos. Mutantes resistentes aos mais
diversos antibidticos tem sido encontrados em praticamente todas
as espécies bacterianas estudadas como provam as revisbes de
BRYSON e SZYBALSKY em 1955 ¢ SCHNITZER ¢ GRUNBERG
em 1957. Tais mutantes, muitas vézes tém uma taxa de crescimen-
to igual ao do nfo mutante e, outras vézes essa taxa tem sido mais
baixa. Assim é que, QUADLING em 1960, ndo verificou diferencas
entre o crescimento de Xanthomonas phaseoli sensivel, comparado
com um mufante dessa bactéria resistente i -estreptomicina; no en-
tanto, comparando a linhagem original da bactéria em questio, com
mutantes dependentes de estreptomicina, verificou que a taxa de
crescimento dos mutantes dependentes era a metade da encontrada
para a linhagem original.

A finalidade do presente trabalho, foi entdo, a de comparar as
curvas de crescimento de uma linhagem de Xanthomonas campestris
com as curvas de crescimento de trés mutantes dessa bactéria resis-
tentes & estreptomicina, penicilina e aureomicina, respectivamente.
Estudos foram também realizados com misturas de células mutan-
tes e nfo mutantes com o intuito de verificar se o crescimento da
mistura sofria uma variacio comparado com o crescimento da li-
nhagem ndo mufante da referida bactéria.

2. MATERIAL E METODOS

Em nosso trabalho {oi ufilizada uma linhapem da bactéria
Xanthomonas campestris (Pammel) Dowson e trés mutantes dessa
bacléria resistentes respectivamente A 8000 mcg/m! de streptomici-
na, 100 mcg/ml de penicilina e 1 meg/m! de aureomicina. Tanto a
linhagem sensivel como os mutantes resistentes foram obtidos em
trabalho anterior AZEVEDO (1961) e AZEVEDO (1963).

O meio solido utilizado foi o Nutriente igar da Difco. O meio
liquido utilizado foi o liquido nutriente tamhém da Difco. Os anti-
hidticos utilizados foram o sulfato de dihidroestreptomicina da
Merck Sharp Dohme S. A. a Penicilina G potassica cristalina da
Fontoura Wyeth S. A, e o cloridrato de clotetracilina cristalina
da Cyanamid Quimica do Brasil S. A. divisdo Lederle. Para
maior facilidade, tais antibioticos sdo designados no presente tra-
balho por Estreptomicina, Penicilina e Aureomicina respectiva-
mente. As solugles de antibidticos foram preparados momentos
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antes de serem usadas, por dissolugiio de quantidades apropriadas,
em agua destilada.

Para medir quantitativamente o crescimento bacteriano, em-
pregou-se o método da contagem de células feito indiretamente
através da contagem de colonias em placas conforme citam Pele-
zar e Reid em 1958. Culturas de uma semana da linhagem ori-
ginal e mutantes resistentes, eram diluidas de modo que 10 a 300
células fossem inoculadas em tubos com 10 ml de liquido nutriente.
Foram assim inoculadas as seguintes séries de tubos (6 tubos para
cada série).

Indeulo Meio de Cultura
linha original ’ liquide nutriente
mut. resist. estreptomicina liquido nutriente
mut. resist. penicilina liquido nutriente
mmt. resist. aureomicina liquido nutriente
mut. resist. estreptomicina liqguido nutriente +4- 12 mcg/ml estrept.
mut. resist. penicilina liquide nufriente + 50 mcg/ml penicilina
mut. resist. aureomicina liquido nutrientee 4 0,2 mcg/ml aurcomicina
linhagem orig. - mut. resist. ustrep. liguido nutriente - 0,2 meg/ml aureomicina

linhagem orig. 4 mut. resist. penic.

liquido nutriente
liquido nutriente

linhagem orig. -+ mut. resist. aureo. Kauido nutriente

Amostras foram retiradas nas horas 0; 3; 24; 48; 72; 96 e,
semeadas em placas com nutrientes dgar. As placas foram in-
cubadas a 28°C e, depois de 3 dias foram contadas as coldnias.
Para cada tratamento foram feitas trés repeticfies. .

Para a deferminacdo do nimero de bhactérias sensiveis e resis-
tentes nos tratamentos que continham misturas de mutantes e ndo
mutantes, empregou-se a técnica da réplica, de LEDERBERG e
LEDERBERG (1952). Placas contendo 30 a 100 colénias foram
utilizadas. Na mistura de células sensiveis - resistentes a estrep-
tomicina, foram feifas réplicas para placas com nutriente-dgar -+
+ 20 mcg/ml de estreptomicina. Na mistura de sensiveis + resis-
tenfes A penicilina, as réplicas foram feitas 'para placas com nu-
trientes dgar + 5 mcg/ml de penicilina e, finalmente, as réplicas
na mistura de sensiveis -+ resistentes 4 aureomicina, foram feitas
para placas com nutrientes dgar + 0,5 mcg/ml de aureomicina.
Quando as placas contitham um nlmero muito pequeno, ou, um
nimero exagerado de coldnias, fizeram-se repicagens de coldnias
para placas com as quantidades de antibiticos ja citadas. Sem-
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pre foi feito o controle, em placas com nutrientes agar sem anti-
biotico. Puderam assim ser estabelecidas as porcentagens de célu-
las resistentes e sensiveis, nas misturas, nos diversos tempos en-
saiados,

3. RESULTADOS

O quadro 1, d4 o niamero de bactérias encontradas, nos diver-
sos tentpos ensaiados, para as dez séries. Os graficos 1, II e III
representam as curvas de crescimento da linhagem original compa-
radas com a dos mutantes resjstentes em meio com e sem antibio-
tico e ainda dio as curvas das misturas de células sensiveis e
resistentes. .

O quadro 11 representa o nimero de geragbes e o tempo de
geracio de tddas as culturas ensaiadas tomando-se como referén-
cia para comparagio, o incremento do ndmero de bactérias entre
24 ¢ 48 horas.

O quadro 111 da as porcentagens de bactérias resistentes acha-
das, nos diversos tempos ensaiados, numa mistura de células sen-
siveis e resistentes i estreptomicina. O quadro 1V da a porcenta-
gem de células resistentes encontradas, em mistura de hactérias
sensiveis e resistentes 4 penicilina. O quadro V da as porcentagens
de bactérias resistentes encontrados em mistura de células sensiveis

Py

e resistentes 4 aureomicina.

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Pela observacio dos quadros I e Il e dos graficos | 11 e III,
nodemos verificar que o crescimento da linhagem original, pouco
difere do crescimento do mutante resistente 4 estreptomicina, tanto
em meio com antibidtico como em meio sem antibidtico. A mistura
da linhagem original sensivel e do mutante resistente a estrepto.
micina apresenta uma curva de crescimento igual ao das duas
linhagens separadas. O crescimento da linhagem original também
ndo difere do crescimento do mutante resistente a penicilina em
maio sem antibiotico. O crescimento do mutante resistente 4 peni-
cilina em meio com 50 mcg/ml de antibiético foi bem mais lento,
comparado com o seu crescimento em meio sem antibidtico. Pro-
vavelmente, o que houve ai foi uma reversdo de células resistentes
para sensiveis com consequente morte dessas células revertidas.
Coldnias resistentes para penicilina, provindas désse ensaio, foram
isoladas e o seu crescimento novamente ensaiado. Os resultados
foram os mesmos ji encontrados anteriormente provando que o
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mutante estava em estado puro e, nio, misturado com células sen-
siveis iniciais. O mutante resistente a4 aureomicina apresenta um
crescimento mais lento do que a linhagem original, tanto em meio
com antibidtico como em meio sem o antibidtico em questo.

As taxas de crescimento representadas no quadro II, pelo
tempo de geracdo das diversas linhagens ensaiadas, referem-se ao
periodo de tempo entre 24 e 48 horas. Sio apenas dados apro-
ximados, tomando-se somente 2 pontos da curva como referéncia,
pois a nossa finalidade ai foi a de estabelecer apenas um t€rmo
de comparacdo entre o crescimento das diversas linhagens.

Pela observacdo dos quadros 11 e IV, podemos verificar que
ndo houve uma variagdo significativa entre o numero de bactérias
sensiveis e resistentes nas misturas, nos diversos tempos ensaiados;
as porcentagens encontradas ndo diferiram estatisticamente das
porcentagens iniciais. Isso significa que o crescimento da linha-
gem sensivel nio prejudicou o crescimento do mutante ou vice-
versa. No caso do mutante resistente 3 aureomicina (quadro V),
sendo seu crescimento, mais lento que o da linhagem original, houve
uma variagdo significativa em dois dos trés experimentos feitos.
O aumento das células sensiveis com o tempo, ndo foi no entanto
proporcional, talvez devido ao fato de que a aureomicina, com o
tempo, perde gradativamente sua agdo, em meio sdlido, o que acar-
refaria variagbes nas contagens.

5. RESUMO

Foi comparado o crescimento de uma linhagem de Xanthomo-
nas campestris (Pammel) Dowson, com o crescimento de 3 linha-
gens dessa bactéria resistente A estreptomicina, penicilina e aureo-
micina. O crescimento da linhagem original, ndo diferiu do cres-
cimento dos mutantes resistentes A estreptomicina e penicilina. O
crescimento do mutante resistente & aureomicina foi mais lento do
que o da linhagem original. O mutante resistente 3 estreptomicina
apresentou o mesmo indice de crescimento, tanto em meio sem anti-
biético, como em meio suplementado com a droga, o mesmo acon-
tecendo com o mutante resistente 3 aureomicina. O mutante resis-
tente A penicilina teve crescimento reduzido em meio supiementado
com a droga em questdo, Misturas de células sensiveis e resistentes
A estreptomicina mantiveram-se constantes quanto i porcentagem
de células sensiveis e resistentes inicialmente inoculadas, o mesmo
acontecendo com a mistura de bactérias sensiveis e resistentes a
penicilina. Houve uma variagdo nessas porcentagens, pata o ¢aso
da aureomicina.
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6. SUMMARY

The present paper deals with the study of the growth of Xan-
thomonas campestris (Pammel) Dowson sensitive to streptomycin,
penicillin and aureomycin compared with the growth of three re-
sistant mutants to these drugs.

The original strain sensitive, presented the same growth rate
than the resitant strains to streptomycin and penicillin but, grew
better than the resistant strain to aureomycin.

The resistant mutants to streptoimycin and aureomycin 'pFé'-
sented the same growth rate in liquid medium plus antibiotic and
in liquid niedium without antibiotic.

The resistant strain to penicillin grew better in medium without
this antibiotic.

The ratio between sensitive cells and resistant cells were studied
when a mixture of cells were made.
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QUADRO I

Nimere de geragdes e tempo de geracio para as diferentes
culturas ensaiadas

N.o de geragdes Tempo de
CULTURAS (entre 24 e geragio
48 hs.) {min.)
Linhagem original 14,95 96,3
Mutante resistente 4 estreptomicina 15,31 94.1
Mutante resistente a estreptomicina
em mmeio com estreptomicina 15,17 94,9
Mistura sensivel -
resistente & estreptomicina 14,90 96,6
Mutante resistente & penicilina 14,77 97,5
Mutante resistente 4 penicilina
em meio com penicilina 9,76 147,5
Mistura sensivel +
resistente 4 penicilina 15,13 95,2
Mutante resistente & aureomicina 10,99 131,0
Mutante resistente & aureomicina
em meio com aureomicina 11,12 129,5

Mistura sensivel -
resistente 4 aureomicina 13,87 103,8
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QUADRO 111
Mutante resistente a4 estreptomicina -} linhagem original.
Tempo N.o de bactérias N0 de bactérias % de
(horas) ensaiadas resistentes resistentes

12 Experimento
0 1050 : 87 83
3 1000 S0 9.0
24 7000 600 8.6
72 327 20 6,1

X2 = 506 n. s. p = 10 — 20%

2. Experimento
0 953 ‘ 171 17,4
3. 337 44 13,0
24 421 - 72 17,1
48 87 10 11,5
72 412 54 13,1

X2 = 788 n. s.p = 5 — 10%

- 3. Experimento
0 477 417 874
3 714 614 86,0
48 523 454 86,5
72 110 53 84,5

X2 = 341 n. 5. p = 30 — 4%
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QUADRO 1V
Mutante resistente & penicilina <4~ linhagem original.
Tempo N.o de bactérias N.o dc bactérias % de
(horas) ensaiadas resistentes resistentes

1o Experimento

0 113 70 61,9
3 740 460 62,2
24 445 300 67,4
48 32 21 65,6
72 65 46 70,8
X2 =532 n. s. p == 20 — 30%
20 Experimento
0 173 77 44,3
3 38 13 34,2
24 106 39 36,
48 40 16 40,0
X2 = 246 n. 5. p = 30—50%
Jv Lixperimento
0 100 90 90,0
3 45 39 86,6
24 31 27 87,1
48 140 120 85,7
72 215 186 86,5
96 231 189 8L8

X2 = 566 n. 5. p = 30—-50%
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QUADRO V
Mutante resistente & avreomicina + linhagem original.
Tempo No de bactérias N de bactérias % de
(horas) ensaladas resistentes resistentes

12 Experimento

0 50 40 80,0
24 90 70 77,7
48 412 314 76,2
72 200 160 20,0
9 55 a4 80,0

X2 =199n. s p = 70 — 80%

2» Experimento

0 33 16 48,5
3 79 35 44,3
24 130 28 21,5
48 229 63 27,5
72 70 10 14,3

X2 = 2637 p = (.1

3.0 Experimento

0 17 6 352
3 100 20 20,0
24 420 30 7.1
48 19 3 15,2;

72 31 -3 9,

X2 = 2576% p = 0,1 ~







