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1- 1 NTRODUTCADO

A década de 40 foi prodiga em estudos que a estabelece
ram como um marco na evolucdo dos conhecimentos sobre genética
bacteriana (67, 71, 82 ). Além disso, tais conhecimentos ad-
quiridos e os métodos de estudo entdo desenvolvidos, acabaram
por influenciar também e de modo realmente positivo 0 progresso
da genética de sistemas eucaridticos (71).

Quanto aos mecanismos de transferéncia de iInformacdes
genéticas entre bactérias, havia até o inicio da referida déca-
da apenas trabalhos sobre transformacdo. Dentre estes podemos
citar o estudo pioneiro mas pouco conhecido de Cantacuzene & Bon
ciu, publicado em 1926 ( 17 ) e o de Griffith, publicado em
1928 ( 63 ). Entretanto, s6 em 1944 Avery, Mac Leod e Mc Car-
ty estabeleceram as bases sobre tal mecanismo, inclusive deter-
minando ser o DNA o principio transformante (6 ). A seguir
a conjugacado foi descoberta por Lederberg e Tatum,em 1946 ( 94 ),
enquanto a transducido foi descoberta por Zinder e Lederberg, em
1952 ( 164 ).

Dada a sua ocorréncia frequente e maior efetividade pa
ra transferir informacdes genéticas, a conjugacdo foi entdo ti-
da como o mais importante processo dentre os acima citados. Na

quela época, Lederberg e Tatum (94 ), trabalhando com diferen



tes mutantes auxotroficas derivadas de Eac./ie-tZc./iéa K12 sei
vagem, demonstraram a ocorréncia de recombinagcdo entre as mes-
mas, Tato denotado pelo crescimento de recombinantes ou trans-
conjugantes em meio seletivo. Para tanto, tais transconjugan-
tes haviam sido reparados nas marcas genéticas que conferiam a
auxotrofia antes existente. Estes achados, por analogia com o
que se conhecia na época sobre seres superiores, Tforam inicial-
mente iInterpretados como sendo devidos a formacdo de um zigoto
dipldide entdo denominado merozigoto.

Estudos subsequentes vieram demonstrar que a transfe-
réncia de informacdes genéticas por conjugacao era um evento dis
tinto do que se conhecia em genética cléassica até entdo. Assim
0 casal Lederberg & Cavalli-Sforza (95 ) e Hayes ( 69, 70 ),
mostraram que a conjugacdo era um processo unidirecional detrans
feréncia de material genético, que ocorria de uma bactéria, di-
ta doadora, para uma outra que se comportava como receptora. U
ma vez que as células doadoras exibiam fertilidade, e te cara-
ter foi designado F e a estrutura contendo os seus respectivos
gens tida como um fator sexual. Ademais, as células doadoras fo

ram ditas F+ e as receptoras F . Foi também demonstrado que,de

modo geral, marcas cromossOmicas sO0 eram transmitidas raramente

por conjugacdao, e que enquanto células F+ permaneciam como tais

ap6és este evento, as células antes F passavam a comportar-se

como F+ ou doadoras. Isto implicava em que células F+ ao doa-

rem o seu Ffator sexual permanecessem com uma copia do mesmo.

Nesse i1nterim foram isoladas por Cavalli-Sforza ( 18 )

e Hayes ( 70 ) mutantes de E. cot-i K12 F+ que quando acasala-

das com células F exibiam uma alta frequéncia de recombinacao,



sendo por isso mesmo chamadas Hfr. Estas mutantes Hfr apresen-
tavam diferencas significativas em relacdo aquelas células F+an
tes descritas, como por exemplo: a) a frequUéncia de recombina-
cao das células Hfr era pelo menos mil vezes maior que a das cé

n [

lulas F4; b) enquanto no mais das vezes as conjugagées F4~ X F

resultavam em recombinantes F+ e o0os genes envolvidos com o fa-
tor sexual eram transferidos uniformemente em baixa frequéncia,
os cruzamentos Hfr x F quase sempre resultavam em transconju-
gantes F e gens cromossOmicos distintos eram transmitidos em
freqléncia variavel; c¢) embora a ocorréncia fosse rara, 0s mu-

tantes Hfr podiam reverter @8 forma F ; d) enquanto corantes de

rivados da acridina podiam eliminar o fator F de células F+ tor

nando-as F , o mesmo ndo podia ser obtido com linhagens Hfr (18,
82 ).

Em seguida, estudos sobre conjugacao a nivel celular,
realizados por Wollman, Jacob & Hayes ( 79 ), demonstraram que
células Hfr transferem seus genes segundo uma seqléncia ordena-
da e com uma frequUéncia tanto maior quanto mais proximos estes
gens estiverem do inicio desta seqUéncia. Por outro lado, gens
situados em posicOes mais distais eram transferidos com uma fre
quéncia proporcionalmente menor. A propdésito, a transferéncia
rara do fator sexual de mutantes Hfr foi entdo iInterpretada co-
mo sendo devido & sua posicao, devendo o mesmo estar situado no
final da sequéncia de gens transferidos. A partir de estudos
sobre seqiéncia de gens cromossOmicos transferidos por células
Hfr, Jacob & Wollman ( 82 ) propuseram que o0 cromossomo de E.
Ccof£Z K12 deveria ser circular. Esta proposicdo foi mais tarde

confirmada ndo sO6 para E. cof£Z K12 mas também para bactérias em



geral e alguns virus (14, 15, 148).

Com base na estrutura circular do cromossomo de E.

K12, foi estabelecido que o fator sexual de células F+ era es-
truturalmente autdénomo em relacdo ao cromossomo, enquanto em cé
lulas Hfr este fator estava iIntegrado ao cromossomo das mesmas.
Nos anos de 1959 e 1960 foram descritas as primeiras amostras
de E. K12 portando fatores sexuais do tipo F primo (Fl)
(2, 18, 57, 80), os quais correspondiam a fatores F.que uma vez
integrados ao cromossomo, ao se separarem deste, levavam consi-
go uma ou mais marcas genética cromossOmicas vizinhas ao seu pon
to de insercéao.

No fim da década de 50, quando jad se dispunha de conhe
cimentos significativos sobre a genética de E. cott K12 e seu
fator sexual, um outro iImportante tema comecava a chamar a aten
cdo dos microbiologistas;, tratava-se da descoberta em bactérias
de um outro tipo de elemento extracromossOmico, em certos aspec
tos similar ao fator F, mas que codificava para resisténcia a
drogas antimicrobianas. A proposito, vale lembrar que entre
1945 e 1952, varios estudos genéticos pareciam ter esclarecido
definitivamente que a resisténcia bacteriana a drogas ocorria a
penas por mutacdo cromossomica (60, 50, 51, 61, 117, 144).
Aspectos relativos a esta resisténcia cromossomica TfToram entéo
sumarizados como a seguir: a) a resisténcia a drogas era moti-
vada por mutacdo cromossOmica; b) esta mutacdo conferia alto
ou baixo nivel de resisténcia e para uma s6 droga; <c) esta re-
sisténcia ndo era transferida para bactérias da mesma espécie
ou espécies diferentes, mas apenas para células filhas.

Como a base do conhecimento genético sobre resisténcia



bacteriana a drogas se fundamentava nos dados acima, o isolamen
to das primeiras cepas de ShZgeZZa e E.ichetZchZa portadoras de
resisténcia mualtipla a drogas, ocorrido no Japdo entre 1956 e
1960 (5, 57, 89 ), provocou surpresa e preocupacdo entre o0s
microbiologistas da época. Em seguida, foi demonstrado que es-
te novo tipo de resisténcia podia ser transmitido por conjuga-
cdo, em bloco, tanto Zn vZvo como Zn vZZto e entre bacté-
rias de espécies diferentes (5, 85, 106, 109, 116,
153 ),

Em 1960 foi proposto por Mitsuhashi ( 106 ) a denomina
cao de Fator R para este elemento genético que mediava a resis-
téncia a drogas multipla e transferivel, até entdo s60 descrito
no Japao. Em 1962 foram isoladas cepas de Safmoneffa. typlidnuKaim,
na Inglaterra, por Naomi Datta (40 ), que também apresentavam
resisténcia maltipla. Em 1963 Watanabe ( 155 ) publicou a pri-
meira revisdo sobre fatores R e desde entdo, em varios paises
do mundo, Vvém sendo descritas amostras bacterianas, notadamente
de enterobactérias, albergando fatores R (3, 57, 62, 86).

Relevantes estudos sobre genética e fisiologia bacte-
rianas, conduzidos desde a descoberta dos fatores R, resultaram
na 1dentificacdo de outros elementos extracromossomicos portan-
do informacbes genéticas para as mais distintas funcdes (3, 4,
7, 10, 13, 21, 57, 99, 133). Tais elementos, coletivamente de-
nominados de plasmidios, segundo termo previamente cunhado por
Lederberg ( 96 ), correspondem a elementos genéticos extracro-
mossomicos que podem replicar-se autonomamente em células hospe
deiras. Em relacdo a este conceito Jacob & Brenner ( 84 ) iIn-

troduziram a hipdétese do replicon, envolvendo o cromossomo e e-



lementos extracromossoOmicos. Em 1976, Novick e colaboradores
( 112 ) redefiniram os plasmidios como replicons que sdo herda-
dos estavelmente no estado extracromossémico.

Ap6s a verificacdao de que alguns plasmidios R eram con
jJugativos, Toi demonstrado por Egawa & Hirota (64 ) e Meynell
& Datta ( 101, 102 ) que tais replicons codificavam para a sin
tese de uma fimbria sexual, que por sua vez mediava a transfe-
réncia dos seus gens durante a conjugacao. Em principio esta
fimbria foi tida como semelhante aquela codificada pelo fator F
de E. co-bc K12. Entretanto, foi demonstrado em seguida que o0
pilus sexual dos plasmidios R continha antigenos diferentes dos
da fimbria sexual de F, ndo sendo por isso aglutinado por soro
especifico anti F e vice versa. Além disso, bacteridofagos di-
tos macho especificos, porque sO6 adsorvem a fimbria sexual de
células F+ ou com funcdo semelhante (F like), ndo adsorvem ao
pilus sexual de outros tipos de plasmidios, como por exemplo de
plasmidios R.

Egawa & Hirota ( 54 ) observaram ainda que quando pias
midios R eram iIntroduzidos em células F+, na maioria das vezes
as funcdes relacionadas & fertilidade de F eram abolidas. Isto
foi interpretado como sendo devido & presenca de repressores CcCi_
toplasmaticos, codificados por genes de R e que inibiam as fun-
coes de transferéncia de F. Vale lembrar que enquanto F é natu
ralmente desreprimido, se transferindo por conjugacdo em alta
frequéncia ( 9 ), a maioria dos plasmidios R é constituida por
elementos naturalmente reprimidos ( 103 ). Além da transferén-
cia por conjugacdo, aspectos outros relacionados com F, tais co

mo sensibilidade para fago macho especifico ( 54, 154 ), for



macao do antigeno F ( 76 ) e exclusao de ,superficie (159 ),
sdo também inibidos na presenca de plasmidios.

Com base na inibicdo dos genes de transferéncia Z-ta de
F, os plasmidios R foram classificados por Egawa & Hirota( 54 )
em Z+, quando inibem estas funcdes, e em Z , quando ndo supri-
mem tais funcbes. A despeito da inibicdo dos genes Zta, o fTa-
tor F, nestes casos, permanece como unidade estrutural (integra
do citoplasma bacteriano, permitindo concluir que sua replica-
cado nado é afetada (54 ). 0 gene do plasmidio R que codifica
para a sintese do repressor que inibe a sua proépria transferén-
cia, e também a do plasmidio F que coexiste na mesma bactéria,
recebeu varias designacdes: inicialmente de Z, por Egawa & Hi-
rota ( 54 ), em seguida de , por Watanabe e cols. ( 156 ) ,de
pois de ~Zn, por Finnegan & Willetts (59 ) e Tinalmente de fati
0, por Willetts e cols. ( 158 ); a designacao 0 continua
sendo empregada atualmente. Entretanto, a inibicdo da fertili-
dade de F e de R, quando este ultimo é do tipo ~Zn 0+, nédo se
explica apenas pela presenca de um repressor citoplasmatico,mas
corresponde a interacdo de varios componentes. Estudos conduzi_
dos em fins dos anos 60 e ao longo da década de 70, tendo ini-
cialmente como modelo o conceito do operon criado por Jacob ¢
Monod ( 81 ), renderam interessantes resultados que esclarece-
ram em grande parte os mecanismos de controle da fertilidade de
tais plasmidios. Por exemplo, Meynell ¢& Datta ( 1Q3 ), isola-
ram um plasmidio R com mutacdo no gen que codifica para a sinte
se do repressor em questdo, o qual era transferido em frequén-
cia até 300 vezes superior a do plasmidio original. Este ele-

mento, originado do plasmidio R 100 e designado R 100-1, n&o su



primia a fertilidade dele mesmo ou de F, comportando-se como um
elemento desreprimido (drd). Neste caso, células que alberga-
vam ao mesmo tempo os plasmidios F e R drd, este ultimo portan-
to do tipo 0 > apresentavam um pilus sexual que geralmente
tinha antigenos comuns aos pelos sexuais codificados por F e R,
permitindo também a adsorcdo de fago macho especifico ( 92 ,
110 ).

Foi ainda estabelecido nesta série de trabalhos que
plasmidios R, 0O n&o correspondem a mutantes drd de R 0+,
pois ndo promovem sua transferéncia em alta frequéncia e as ceé-
lulas que o albergam apresentam fimbria sexual antigenicamente
distinta das encontradas nas células hospedeiras de plasmidios

R ~Zn O+. Pouco tempo depois, Meynell & Cooke ( 104 ), isola-

ram um outro plasmidio R mutante, que a despeito de comportar
-se como R ~Zn O+, era resistente & acdo dos repressores cito-
plasmaticos. Assim, este elemento extracromossémico inibia as
funcbes de transferéncia de F mas ndo era inibido pelos seus pro
prios repressores, ou ainda pelos de outros plasmidios do tipo
£Zn O+. Este plasmidio, que segundo os mesmos autores havia so
frido uma mutacdo num gen operador, foi tido como um mutante o-
perador constitutivo e por isso mesmo designado 0 . A partir
de entdo inumeros outros estudos foram realizados, demonstrando
que varios cistrons, distribuidos em mais de um operon, estavam
envolvidos com o controle da transferéncia de F (1, 58, 78, 105,
109, 115, 160, 161 ).

Em 1973, Finnegam & Willetts (568,59) propuseram o se-

guinte modelo para a regulacdo da expressdo dos genes de trans-

feréncia de plasmidios R fi-in OV e também de F, quando este F



coexiste na mesma células bacteriana com um plasmidio R do tipo

O+: os plasmidios R O+ possuem os genes fc-in 0 e P,
cujos produtos quando iInteragem atuam sobre o operador 0 do
gen tfia j, prevenindo a sua expressao e por conseguinte a sinte
se do produto -ita J. Por sua vez este produto ita J é requeri-
do para que os genes do operon Zta sejam expressos. Como a ex-
pressdo do gen J é inibida pela substancia resultante da in
teracdo dos produtos dos genes 0O e P, levando a uma au-
séncia do produto tia J, os produtos dos genes do operon Zta nao
sdo sintetizados e o plasmidio R em questdo ndao ¢é transferido
por conjugacdo. Ja o plasmidio F, naturalmente desreprimido que

é, ndo possui o gen 6-in O ( 10 ). Todavia, o0 produto do gen

aZ»i 0 de plasmidios R O+ interage com o produto do gen P
de F, formando um outro produto que atua sobre o operador 0
do gen J de F, resultando na auséncia do produto ita J. 0

produto tia J ndo estando presente previne a sintese dos produ-
tos dos genes que compdem 0 operon e o plasmidio F nao &
transferido por conjugacéo.

Os plasmidios R e outros tipos de plasmidios podem ser
classificados, além do critério de repressao sobre os genes tha.,
pela sua habilidade ou ndo de coexisténcia estavel com outros
plasmidios numa mesma células hospedeira. Aqueles pares que co-
habitam estavelmente a mesma células bacteriana sao ditos compa-
tiveis, enquanto os que nao coexistem estavelmente em tais condi_
¢cO0es sdo considerados incompativeis.

Os estudos sobre incompatibilidade entre plasmidios fo-
ram iniciados em 1962, quando Scaife & Gross ( 135 ), demonstra-

ram que o plasmidio F"Lac, ao ser transferido para amostras con-
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tendo o plasmidio F ou para células Hfr, ndo se mantinha esta-
velmente em qualquer destas células hospedeiras. Estes achados
foram interpretados em principio como sendo devidos & grande ho
mologia entre tais elementos, o0s quais competiriam pelos sitios
comuns envolvidos com a replicacdo de cada um deles. Na mesma
época, outros estudos realizados com plasmidios F demonstraram
resultados similares ( 39, 76 ). A seguir, em 1964, Watana
be e cols. ( 156 ), demonstraram que pares de plasmidios R 4-0i 0*
ou fi-in 0 , também ndo coexistiam estavelmente numa mpsma célula
hospedeira. Desde entdo o teste de incompatibilidade plasmidial
vem sendo empregada com frequéncia, tanto para classificar plat
midios R como outros tipos de plasmidios.

A i1ncompatibilidade entre plasmidios foi definida por
Timmis ( 146 ) como a inabilidade de 2 plasmidios distintos se-
rem coherdados estavelmente num uUnico clone celular, na ausén-
cia de pressédo seletiva para qualquer destes elementos. Ainda
segundo esta definicdo, ficam excluidas outras modalidades de
perda de plasmidios, tais como restricdo pelo hospedeiro e ex-
clusdo de superficie.

Alguns modelos foram propostos para explicar a incompa
tibilidade entre plasmidios. O primeiro deles se baseia no con
ceito de replicon, proposto por Jacob e cols. ( 83, 84 ):
este modelo sugere que a duplicacdo de tais replicons se faz em
sitios especificos da membrana citoplasmatica, e que tais si-
tios também distribuem replicons recém sintetizados, democrati-
camente, para células filhas. Neste caso, a replicacdo de pias
midios compativeis toma lugar em sitios distintos da membrana.

Todavia, plasmidios compativeis competem pelos mesmos sitios,so
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sendo possivel a replicacdao de um deles de cada vez. Um outro
modelo foi proposto por Prittchard e cols. ( 123 ) e segundo es
te, o controle da replicacdo do DNA plasmidial é feito por uma
substancia inibitéria, livremente difusivel no citoplasma bacte
riano, a qual limitaria a freqguUéncia de replicacbes. Cada pias
midio produziria o seu repressor, o qual atuaria sobre o outro,
levando a uma inibicdo rnitua da replicacdo de tais unidades ex-
tracromossomicas

Na maioria das vezes um dado plasmidio sd se mostra in

compativel com plasmidios de uma das classes existentes ( 9
39, 57, 64 , 65, 97, 135, 156 ) . Entretanto,
Smith e cols. ( 139 ) e Willshaw e cols. ( 162 ), descreveram

plasmidios que exibem incompatibilidade frente a plasmidios de
2 diferentes grupos.

As células bacterianas podem conter também, além dos
plasmidios, 2 tipos de segmentos lineares de DNA que sdo as se-
quéncias de transposicdo ou translocacdo, denominadas de trans-
posons ou translocons (Tfi), e sequUuéncias de 1iInsercao menores,
também referidas como unidade de insercao (IS). Estes segmen-
tos de DNA, coletivamente denominados de elementos de transloca
cdo, podem mover-se dentro das células bacterianas de um plas-
midio para outro, de um plasmidio para o cromossomo e vice-ver
se ( 13, 34, 35, 36, 72, 87, 88, 91, 124, 127, 141, 142 ).

Os elementos de translocacdo foram encontrados inicial
mente em sistemas eucarioticos. Hoje, eles ja foram descritos
em bactérias, leveduras, milho e moscas de frutas (16, 36 )
e em células humanas normais e neoplasicas (88 ).

Os elementos translocaveis Tn podem ser diferenciados



12

dos IS porque os transposons carregam gens completos e detectéa-
veis, como aqueles que conferem resisténcia a drogas antimicro-
bianas, enquanto as unidades IS correspondem a segmentos de DNA
com pares de bases em numero significativamente menor. De modo
geral os elementos Tn se apresentam com 2.000 a 38.000 pares de
base, e as unidades IS com aproximadamente 800 a 5.000 pares de
bases. As unidades 1S, de um modo constante, apresentam extre-
midades que correspondem a seqUéncias repetidas e 1invertidas,
com cerca de 20 a 40 pares de bases. Por outro lado, o0s trans-
posons apresentam sequéncias repetidas, iInvertidas ou diretas,
com aproximadamente 800 a 1.500 pares de bases. O0Os transposons
sdo freqUentemente flanqueados por unidades 1S, correspondendo
mesmo a segmentos de DNA que sd@o mobilizados pelas IS em ques-
tdo. Estes aspectos, embora por um lado estabelecam diferencas
entre os elementos Tn e 1S, por outro deixam clara a significa-
tiva interrelacdo entre os mesmos.

Os elementos translocaveis sdo ainda capazes de promo-
ver a fTusdo de segmentos de DNA ndo relacionados, causar fortes
mutacOes polares, bem como conter o cédigo genético referente a
iniciacdo e término da transcricao de determinados operons.

Os dados até aqui descritos, sobre elementos transloca
veis, estdo citados em ampla literatura, Tficando sugeridas algu
mas revisdes ( 13, 36, 87, 88, 141, 142).

Os plasmidios bacterianos podem ser iInvestigados por
métodos Ffisico-quimicos. Estes incluem, entre outros, um ou a
combinacdo de mais de um dos seguintes métodos: marcacao por
radioisotopos, extracdo por ultracentrifugacdo, observacdo por

microscopia eletrbénica e deteccdo por eletroforese em gel de a-
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garose

Os métodos fisico-quimicos facilitaram de modo signifi.
cativo o 1isolamento e caracterizacao de plasmidios. Antes do
seu desenvolvimento e emprego, a demonstracdo de plasmidios sé
podia ser feita indiretamente, através de estudos genéticos.
Tais estudos levavam em conta, notadamente, as marcas genéticas
presentes nestes elementos, sua transferéncia para outras bacté
rias e sua perda expontanea ou induzida por corantes derivados
da acridina ( 57, 74, 155). Além disso, essa abordagem limita-
da podia dar margem a falsas iInterpretacfes, jJ& que tais parame
tros ndo eram absolutos. Por exemplo, nem todos os plasmidios
sdo autotransferiveis ( 140 ), ou ainda, tém a sua replicacédo i
nibida pelo alaranjado de acridina ou outros corantes interca-
lantes (3, 152).

Varias investigacdes bem conduzidas concorreram indire
ta ou diretamente para a caracterizacao fisico-quimica de dife-
rentes tipos de plasmidios. Inicialmente os mais empregados fo
ram os plasmidios F, R, o elemento colicinogénico Cot e o ente-
rotoxigénico Ent. Estas investigacdes estabeleceram que os pias
midios eram realmente constituidos de DNA (93 ), sendo este
material i1solado pela primeira vez em 1961, por Marmur e cols.
( 98 ). Neste estudo, o plasmidio F"Lac presente em uma amos-
tra de SeA/iatda matice.ce.n-i, fol extraido em separado do DNA cro-
mossOmico da amostra em questdo, por ultracentrifugacdo em gra-
diente de cloreto de césio.

Un exame detalhado de plasmidios integros revelou que
a estrutura secundaria em dupla hélice apresenta-se retorcida,

originando uma estrutura terciaria em forma de novelo ( 149 ).
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Unidade de DNA com este tipo de estrutura sao distintas de for-
mas lineares e ciclicas abertas, as quais tenham mesmo tamanho”
e mesma composicdo nucleotidica ( 148, 149, 150, 151). Além dis
so, sedimentam mais rapido em gradiente de cloreto de césio ou
sacarose, e a separacao das fitas componentes deste DNA exiga u
ma temperatura de 209C acima daquela requerida para que 0 mesmo
aconteca com formas lineares e ciclicas abertas ( 74 ). E re-
querido pH alcalino para que as pontes de hidrogénio existentes
entre os nucleotidios sejam rompidas ( 31, 74, 136) .

A iIntercalacdo de corantes derivados da acridina como
o0 brometo de etidio a8 molécula de DNA circular aberta ou linear,
leva a uma diminuicado significativa da densidade de Tflutuacéo
de tais estruturas. Entretanto, os plasmidios com estrutura em
novelo sdo pouco sensiveis & intercalacdo por este corante, e
por isso podem ser separados daqueles tipos de moléculas de DNA,
em gradiente de densidade na presenca de brometo de etidio ( 151,
152 ).

al-

A medida do peso molecular de plasmidios era 1nic
mente feita de modo comparativo, em gradiente de sacarose onde
particulas de peso molecular e coeficiente de sedimentagcdo co-
nhecidos eram usadas (24 ). Em seguida passou-se a medir di-
retamente o contorno da molécula plasmidial, por microscopia e-
letronica (75 ). Ultimamente tem sido empregada a eletrofore
se em gel de agarose ( 100 ). Por este método, também compara-
tivo mas deveras pratico, com o uso de plasmidios com peso mole
cular previamente estabelecido, tem sido possivel determinar o
peso molecular aproximado de plasmidios em geral. Alem disso,o0

estudo eletroforético se presta também para determinar o peso
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molecular aproximado de fragmento de DNA, de plasmidios submeti
dos a divagem com nucleases de restricdo (1, 10) .

Os plasmidios R tém sido descritos em diferentes espé-
cies bacterianas, sendo encontrados com maior freqiléncia na fa-
milia Enterobacteriaceae ( 57 ). Dentro desta familia o grupo
Ptoieu.4 se destaca dos demais por uma série de propriedades (25,
27, 37, 53). Dentre tantas vale lembrar o seu crescimento dito
em bafo sobre meios de cultura solidos, a capacidade de desami-
nar oxidativamente a Ffenilalanina em acido fenilpirdavico e, no
tadamente, a sua composicao molar de bases que é de 39%, contra
cerca de 50% de G-C nas demais Enterobactérias (27 ). Tais di
ferencas encontram ressonancia no comportamento genético das a-

mostras do grupo Pto-teu-6, principalmente P/ioteu-6 mZtabzZféi (25,

27 ).

A analise genética de Ptoteix6 mZtabzzz” tem sido reali
zado através de transducédo ( 26, 28, 29, 30 ), conjugacao
(b5, 56 ), transfeccédo ( 126 ) e transformacdo ( 125 ).

Diversos marcadores genéticos tém sido transduzidos pa
ra P. mitabZf-i-i, incluindo crescimento em bafo ( 26 ) resistén

cia a estreptomicina (30 ), resisténcia a canamicina (29 ),
a ampicilina e canamicina (30 ) e fatores R integros (28 ).
A maioria dos transdutantes de P. mZtabff£Z4 s&o decorrentes da
transferéncia de marcadores genéticos ndo conjugativos os quais
mantém esta caracteristica no novo hospedeiro. Além disso, séo
instaveis em ambiente ndo seletivo ( 28, 128 ).

Transferéncia de material cromossémico, por conjugacéo,
entre P. mZtabfzZii, P. e P. motgané ndo foi conseguida

(77 ). Por outro lado, através do cruzamento com linhagens
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Hfr, segmentos cromossOmicos puderam ser transferidos em baixa
freqliéncia para P. mZtabZZZi . Todavia os recombinantes obtidos
correspondiam a merozigotos instaveis (7, 60, 163).

Transferéncia de plasmidios R, por conjugacdo, P. mZto.
bzzzi para E. cozZZ foi conseguida por Vvarios autores ( 37 ,
52, 106, 108, 113, 138 )- Por outro lado, embora em
baixa frequéncia, também tem sido possivel a transferéncia de
plasmidios R de E. coZZ para P. miA.abzzz4 ( 41, 72) .

Os primeiros estudos sobre plasmidios R, em enterobac-
térias, davam idéia de que tais elementos extracrcmossdémicos cor
respondiam a unidades simples de replicacdo e transmissédo (106,
109, 153, 155 ). Entretanto, trabalhos posteriores demons
traram que o comportamento molecular e replicativo de um plasmi
dio R pode variar significativamente em diferentes hospedeiros
(32, 33, 57, 90, 128, 130, 131, 132 ), Assim, o plasmidio
WRZ , as vezes designado de R100 ou 222 por diferentes autores
(10 ), é segregado com maior freqiléncia em SaZmoneZZa Zi/pkZmu
/tlun do que em E. cozZZ ( 157 ). Este mesmo plasmidio que pode
ser isolado de E cozZZ K12 como uma molécula uUnica, com peso mo-
lecular de 64 x 106 daltons ( 128 ), quando transferido para P.
mZAa.bZZI-6 pode dissociar-se em 3 moléculas distintas, dotadas
de replicacdo independente ( 32, 111 ). yma destas 3 molécu

las tem o mesmo peso molecular daquela encontrada em E. c.0ZZ K12.

Quanto as outras duas, uma tem peso molecular de 52 x 10 dal-
tons e a outra de 12 x 10~ daltons. Tais achados foram inter-
pretados como se estas duas moléculas menores correspondessem a

subunidades, dissociadas, da molécula maior, pois a reassocia-

cao das duas formava uma unidade equivalente a molécula maior
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( 128, 130 ).

Outros dados interessantes foram relatados com o plas-
midio NRJ em P. mZtabZZz-6. Foi demonstrado que a proporcao de
moléculas, bem como o numero de cépias de cada delas,variam nes
te hospedeiro na dependéncia da fase de crescimento em presenca
de drogas. Quando a amostra é cultivada em meio isento de dro-
ga, € detectado quase exclusivamente um tipo de plasmidio, com
peso molecular 64 x 106 daltons, portanto semelhante aquele en-
contrado em E. cof£Z. Por outro lado quando o P. mZtabzzzi é cul
tivado em presenca, de cloranfenicol ou estreptomicina, é obser-
vada uma progressiva transicdo, para mais, ha quantidade total
de DNA plasmidial. Além disso é verificada predominancia do
plasmidio com peso molecular de 12 x 106 daltons. Este plasmi-
dio corresponde a unidade de resisténcia a drogas, fato denota-
do pelo concomitante aumento do nivel de resisténcia da amostra
hospedeira (68 ).

Em E. coZZ o plasmidio NR7 é encontrado na proporcgao
de uma coOpia por cromossomo bacteriano, enquanto em P. mZtabzZ-
£Z6 na proporcao de 5 a 10 coépias por cromossomo ( 128, 130 )
Na vigéncia de dissociacdo deste plasmidio em P. mZtabzzzz, , foi
observado que a molécula integra de NR1, contendo a unidade re-
plicativa (RTF) e os determinantes de resisténcia (64 x 106 dal.
tons), bem como a unidade iIntermedidria que continha apenas o
RTF e a marca de tetraciclina mantém a proporcdo de 5 cOpias
por cromossomo bacteriano. Por outro lado a unidade menor (12
x 10N daltons), contendo apenas determinantes de resisténcia a-
presenta-se com 50 coOpias por cromossomo ( 68, 130 ).

Em 1972 Clowes ( 24 ) sugeriu que durante o estado de
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transicdo, as moléculas dissociadas correspondiam a unidades fi
sicamente separadas; neste caso o plasmidio completo e aquele
correspondente ao RTF, estariam sob controle estrito de replica
cao, enquanto o elemento contendo os determinantes de resistén-
cia estariam sob controle relaxado. Em um modelo alternativo
fol sugerido que o segmento de DNA contendo os determinantes de
resisténcia, estava ligado ao restante do plasmidio WRJ como u-
ma estrutura com movimento em bascula. Isto explicava alguns da
dos até entdao obtidos, como a ocorréncia das unidades dissocia-
das, assim como o achado de plasmidios contendo na sua estrutu-
ra mais de uma unidade dos determinantes de resisténcia, o0 que
foi denominado de amplificacdo ( 111, 118, 119, 120, 121
130 ). Em seguida foi demonstrado que a ocorréncia de amplifi
cacdo, dissociacdo e reassociacdo estavam relacionadas com a pre
senca de elementos translocaveis no plasmidio WRJ ( 124 )

No presente trabalho, realizado na Disciplina de Micro
biologia do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasi-
tologia da Escola Paulista de Medicina, e que teve como finali-
dade o estudo de propriedades genéticas e Tfisico-quimicas de
de plasmidios R de Ptde.u.5 isolados de materiais cli-
nicos, foram considerados o0s seguintes aspectos: a) nivel e mo
delo de resisténcia a drogas; b) transmissibilidade por conju-
gacdo; c¢) estimativa dos pesos moleculares por eletroforese em
gel de agarose; d) i1ncompatibilidade; e) ultracentrifugacdo em
gradiente de cloreto de césio - brometo de etidio; f) divagem

com endonucleases de restricgao.



2—material e métodos

2.1 - Amostras Bacterianas

2.1.1 - P/Lotiu.6 mi/ta.bi-bi.A

Foram investigadas 120 amostras de P. mZtabZEZ-6, das
quais metade fToi isolada em 1969 e o0 restante em 1980. Tais a-
mostras eram provenientes de materiais clinicos diversos e per-
tencentes a bacterioteca da Disciplina Microbiologia da Escola
Paulista de Medicina. As amostras acima receberam a seguinte
notacdo: as letras maiusculas PM (relativas a P. mZtabzzz-i) ,se
guidas do numero das amostras neste trabalho e do ano de seu i-
solamento. 0Os numeros das amostras variaram de 01 a 60 e os a-
nos de isolamento foram designados apenas pelas dezenas 69 e 80.
Por exemplo, a notacdo PM-20/69 significa a amostra de P. mZta-

bzzz-6 de numero 20 que foi isolada em 1969.

2.1.2 - E-6c.h(itZchbZa cof£i empregadas como receptoras em

experimentos de conjugacao

Foram utilizadas como receptoras, na maioria dos expe-

rimentos de conjugacdo, as seguintes amostras derivadas de E.
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coLi K12: E. co.fZ 711 F , E. coLL C600 F e E. cofZ J53 F . Suas marcas
de auxotrofia e resisténcia a drogas, relacionadas com a sele-

cdo de transconjugantes, encontram-se na Tabela 1.

2.1.3 - Et-0c/ietic/ira cof£Z portadoras de plasmidios con-
jugativos usadas em experimentos de mobiliza-

cado de plasmidios R ndo conjugativos

Foram empregadas 4 amostras derivadas de E. K12,
portadoras de plasmidios conjugativos. Os plasmidios pTM2, pTM9
e pTM16, albergados em E. cof< 711 F , respectivamente denomina
das 711 EP2, 711 EP9 e 711 EP16, eram provenientes de amostras
de E. selvagens, codificavam para a sintese de enterotoxina
termolabil (LT) e n&o apresentavam marcas de resisténcia a dro-
gas antimicrobianas ( 99 , 145 ). 0 plasmidio F"Lac da amos-
tra 711 corresponde ao elemento F de E. K12 acrescido dos
genes envolvidos com utilizacdo de lactose como fonte de carbo-
no e energia ( 134 ). Estas amostras e outras de suas proprie-

dades encontram-se na Tabela 1lI.

2.1.4 - EO portadoras dos plasmidios de

referéncia dos grupos de incompatibilidade

As 28 amostras que constituem este grupo foram obtidas
da Dra. E.M. Lederberg, do Centro de Referéncia de Plasmidios
(PRC - Stanford University, School of Medicine, E.U.A.). As 1im

portantes caracteristicas destas amostras e de seus plasmidios

estdo na Tabela II1.
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2.1.5 - E-5ciietZchZc coZZz portadoras de plasmidios do ti
po FZn O ZtaO , FZn 0 Zt<% O e FZn o , empre
gadas na determinacdo do carater FZh O tua. O dos
plasmidios das amostras PM-49/69, PM-50/69 e

PM-51/69

Amostras derivadas de E. cott K12 albergando, separada
mente, plasmidios com os gendtipos acima citados, foram emprega
das em experimentos de repressdo e determinacdo do genotipo fitn O
tfia. 0 dos plasmidios das amostras PM-49/69, PM 50/69 e PM-51/69.
A amostra 711 P307 alberga um plasmidio Ent (sintese de entero-
xina termolabil), do tipo Ftn O+ Zta 0 que codifica para a sin
tese de um repressor que atua no sistema Ztado plasmidio F, sen
do também sensivel a este repressor ( 133 ). A amostra J53 pos
sui o plasmidio R386 com marca de resisténcia para tetraciclina
e do tipo O tfia 0 e codifica para a sintese de um repres-
sor da transferéncia do plasmidio F, sendo contudo resistente a
este repressor (48 ). Finalmente, a amostra 711 F"Lac alber-
ga o plasmidio F primo com a marca cromossOmica de lactose, do
tipo ~Zn 0 Ztc O+, que nao codifica para a sintese de repres-
sor da transferéncia do plasmidio F e é sensivel a este repres-
sor ( 133 ). O0Os dados sobre estas amostras estio expressos na

Tabela 1V.
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2.1.6 - E-6chetichia portadoras de plasmidios com
peso molecular referéncia para eletroforese em

gel de agarose.

Foram utilizadas 5 amostras derivadas de E. K12,
portando cada uma delas uma plasmidio com peso molecular distin
to. Foram elas J53 pR27, 711p307, J53pRP4, J53 pS-a e HB101

pBR322. Tais amostras e pesos moleculares dos respectivos pias

midios encontram-se na Tabela V.

2.2 - Meios de Cultura, Solucbdes e Reagentes.

Os meios de cultura e reagentes empregados neste traba

lho, quando ndo especificados foram de procedéncia Difco ou Sig

ma.

2.2.1 - Agar estoque

Foi empregado na manutencdo das amostras bacterianas,
sendo constituido dos seguintes componentes por litro de agua

destilada

Neopeptona _..... ... ... ..-. 4,0 g
Extrato de carne ............ 2,0 ¢
NaCl (Merck) ... .. ... ........ 1,0 ¢
Agar ... 15,0 g

Os componentes foram dissolvidos a quente em &agua des-

tilada, o meio distribuido em aliquotas de 2 ml para tubos de
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vidro 12 x 100 e autoclavados a 121luc por 15 minutos. Apds es-
terilizacdo os tubos com meio foram deixados a esfriar em posi-

cdo levemente inclinada.

2.2.2 - Caldo triptona de soja (TSB) e agar triptona

de soja (TSA).
O TSB e o TSA foram preparados de acordo com as espec”
ficagdes do fabricante. Quando necessario foram suplementados
com timina para concentracdo final de 10 pg/ml.

2.2.3 - Agar Mac Conkey modificado.

Este meio foi preparado com os seguintes componentes

por litro de agua destilada:

Bacto peptona ... ... 17,0 ¢
Proteose peptona ....... o aacaaaaan- 3,0 g
Cloreto de sé6dio (Merck) ..... .. .. .. ...... 5,0 ¢
Sais biliares (sol. a 15%) ..... ... ....... 5,0 ml
Vermelho neutro (Merck-sol. 20 mg/ml) .... 1,5 ml
Cristal violeta (Merck-sol. 1 mg/ml) .... 0,5 ml
Agar e e 20,0 ¢

O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 mi

nutos e lactose ou glicose, previamente esterilizada, adiciona-

da para concentracdo final de 1%.
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2.2.4 - Agar Mtleller-Hinton

Preparado de acordo com as especificacbes do fabrican-
te e quando necessario suplementado com nicotinamida para con-

centracao final de 10 pg/ml.

2.2.5 - Agar minimo

Foi preparado com agar a 2% em agua destilada, esteri-
lizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e em seguida acresci
do do meio A descrito por Davis & Mingioli (47 ). 0 meio A
foi preparado 20 vezes concentrado, sendo constituidos dos seguin

tes sais por litro de &gua destilada:

K2HPO4 .. 140,0 g
KH2PO4 .. 60,0 ¢
(NHA)2SO4 oo e 20,0 g
Citrato de sé6dio ............. 10,0 g
MgSO4_7H20 - oo aee 2,0 g

O sulfato de magnésio em separado e a solucdo contendo
os demais sais foram esterilizados a 121°C por 15 minutos,em au
toclave. Uma vez & temperatura ambiente as duas solucdes foram
misturadas. Este meio basal foi complementado com glicose ou
lactose, ambas em solucdo a 20%, para concentracado final de 1%.
Quando necessario foram adicionados aminoacidos (40 pg/ml), ti-

mina (20 pg/ml), tiamina (10 pg/ml) e drogas antimicrobianas.
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2.2.6 - Meio padrdo para a producao de enterotoxina ter

molabil (LT).

Este meio foil descrito por Evans e colaboradores ( 133 )

e consiste dos seguintes reagentes por litro de agua destilada:

Bacto casaminoacido 20,0 ¢
Cloreto de sodio (Merck) ......... 2,0 g
K2HPO4 i 8,71g
Extrato de levedura ........... - 6,0 g

Os 3 primeiros reagentes foram dissolvidos em 900 ml

de &gua destilada, o pH ajustado para 8,75 e o rneio autoclavado

a 121°C por 15 minutos. O extrato de levedura fToi dissolvido
separadamente em 100 ml de &gua destilada e autoclavado a 121°C
por 15 minutos. Uma vez a temperatura ambiente as duas solugdes
foram misturadas e em seguida adicionado 1 ml de uma solucdo de

sais que continha:

MgS04 _.7H20 ... 5,0 ¢
FeCl13.6H20 ... 0,05 ¢
MNCI2 ._..... 0,5 g
H2S04 0,0001 N 100,0 ml

A solucédo salina foi esterilizada em fTiltro Millipore

com porosidade de 22 micra de diametro e mantida a -16°C até o

momento do uso.
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2.2.7 - Drogas antimicrobianas, acgUcares, aminoacidos,

tiamina e timina.

2.2.7.1 - Drogas antimicrobianas.

Foram empregadas as seguintes drogas: sulfadiazina
(Su), trimetoprin (Tm), furadantina (Fu), &cido nalidixico (An),
ampicilina (Ap), cefaloridina (Cf), cloranfenicol (Cm), tetraci
clina (Tc) , estreptomicina (Sm) , canamicina (Km) , neomicina (Nm) ,
gentamicina (Gm), tobramicina (Tb), sisomicina (Si) e amicacina
(Ac). Foram preparadas solucdes nas seguintes concentracdes:
5 mg/ml para o cloranfenicol e tetraciclina e 10 mg/ml para as

demais drogas. Estas solucfes foram mantidas a -16°C até o mo-

mento do uso.

2.2.7.2 - AcuUcares

Foram utilizados os acucares lactose e glicose, em so-
lucdes a 20% em agua destilada, esterilizadas sob vapor Tfluente

por 1 hora. As solucdes assim obtidas foram mantidas a tempera

tura ambiente.

2.2.7.3 - Aminoacidos, tiamina e timina

Os aminoacidos prolina (pro), fenilalanina (phe), his-
tidina (his), triptofano (trp), treonina (thr), [leucina (leu),
metionina (met), a vitamina Bl tiamina (thi) e a base pirimidi-

ca timina (thy) foram preparados na concentracdo de 10 mg/ml em
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agua destilada. As solucoes foram esterilizadas a 121°C por 15

minutos em autoclave e mantidas a temperatura ambiente.

2.2.8 - SolucbOes tampOes e outros reagentes empregados

na analise eletroforética de plasmidios.

2.2.8.1 - Tampdo Tris-Acetato pH 8.0 (Tampéo E) .

Usado para corridas eletroforéticas era preparado se-

gundo a fdérmula:

|ITris (hidroximetil)aminometano] - 40 mM

Acido Etilenodiaminotetracético (Na”EDTA) - 2 mM

O Na2EDTA era dissovildo a quente em agua bidestilada e apdés a
adicdo do Tris-OH o pH era ajustado com auxilio de um potencib-
metro Beckman (4 .000) utilizando-se Acido Acético Glacial (Merck)
até atingir-se o pH desejado. O tampdo era preparado 10 vezes

concentrado e diluido no momento do uso.

2.2.8.2 - Tampao Tris-EDTA pH 8.0 (Tampao T.E)

|ITris (hidroximetil)aminometano] - 50 mM

Acido Etilenodiaminotetracético CNa2EDTA) - 10 mM

Solucéo tampdo usada para lavagem de células bacteria-
nas e para ressuspensdo de sedimentos bacterianos, quando acres
cido de Ribonuclease 15 pg/ml, era preparado pela dissolucdo do

Na2EDTA a quente e apds adicdo do Tris-OH o pH era ajustado pa-
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ra 8.0 com HC1 6 N, e estocado a 4°C.

2.2.8.3 - Solucao detergente, SDS pH 12.4.

Esta solucdo usada para lise bacteriana era preparada
da seguinte maneira: o SDS (Dodecil Sulfato de So6dio) era dis-
solvido lentamente em uma solucdo contendo Tris-OH 50mM-Na2EDTA
10 MM e o pH 12.4 ajustado com NaOH 8 N. Ap6s o volume ser com
pletado com agua bidestilada a solucdo era filtrada em membrana

millipore de 0,45 p de diadmetro e conservada & remperatura am-

biente até o momento do uso.

2.2.8.4 - Solucéo de tris HC1 2 M pH 6.0.

O tris HC1 2 M era preparado em agua bidestilada e man

tido a 4°C, apdés o pH ser ajustado para 6.0 com NaOH 8 N.

2.2.8.5 - Solucdo de Fenol-Cloroformio 1 :1 (v/v) .

Foram empregados fenol bidestilado e cloroformio PA
(Merck) , na proporcédo 1 : 1 (v/v) . A solucdo uma vez preparada

era mantida a temperatura ambiente.

2.2.8.6 - Solucédo de fTicol-azul de bromofenol

Foi preparada em tampdo TE pH 8,0 acrescentando-se fTi-
coll (PM 400.000) e azul de bromofenol, respectivamente para con

centracdes fTinais de 10 e 0,025%. A solucdo assim preparada foi
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mantida a temperatura ambiente.

2.2.8.7 - Solucdo de brometo de etidio 1 mg/ml.

Esta solucdo foi preparada em tampdo TE pH 8,0, na con

centracdo de 1 mg/ml, mantida a 4°C e sob protecéo da luz.

2.2.9 - Solucbes e reagentes empregados na extracado de
plasmidios por ultracentrifugacdo em gradiente
de densidade de cloreto de césio-brometo de e-

tidio.

2.2.9.1 - Tampdo Tris-OH - Na2EDTA - NaCL (TES) pH 8,0.

0 tampdo TES pH 8,0 (Tris-OH 0,3 M, Na2EDTA 0,05M, NaCl
0,5 M) foi preparado 10 vezes concentrado da seguinte forma:
dissolveu-se inicialmente o Na2EDTA em &agua bidestilada, a quen
te, em 60% do volume total a ser preparado. Em seguida o Tris-
-OH e o NaCl foram acrescentados e o volume final completado com
agua bidestilada. O pH foi acertado para 8,0 com HC1 6 N e o

tampdo mantido a 4°C. No momento do uso a solucdo tampao foi

diluida 10 vezes em agua bidestilada.

2.2.9.2 - Sacarose a 25%.

A sacarose a 25% (p/v) foir preparada em Tris HC1 0,05 M

e mantida a 4°C
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2.2.9.3 - Lisozima 10 mg/ml.

A solucéo de lisozima (Wortington) a 10 mg/ml foi pre-
parada no maximo 24 horas antes do uso, em TES pH 8,0. Lisozi-

ma cristalizada foi depositada no frasco contendo TES pH 8,0 e

deixada dissolver sem agitacdo & temperatura de 4°C.

2.2.9.4 - Na2EDTA 0,25 M pH 8,0.

O Na™EDTA 0,25 M era dissolvido em agua bidestilada, a

quente, o pH ajustado com NaOH 8 N e estocado a 4°C até o momen

to do uso.

2.2.9.5 - Sarcosil - Desoxicolato de Soédio.

A solucéo de sarcosil a 4% e desoxicolato de soddio a

1% (sarcosil-DOC) foi preparada em tampdo TES pH 8,0, sendo man

tida a temperatura ambiente.

2.2.9.6 - NaCL 5 M

Foi empregado NaCl PA (Merck). A solucdo foi feita em

agua bidestilada, a quente, e mantida a 4°C.

2.2.9.7 - Ribonuclease 5 mg/ml

Era preparada em uma solucdo contendo NaCL 100 mM-Ace

tato de sodio 10 mM pH 5,2 e apdés a dissolucédo, fervida por 2
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minutos para destruicdo de uma possivel contaminacdo por nuclea

ses.
2.2.10 - Solucbes e reagentes empregados na divagem
de plasmidios com endonucleases de restricao.
2.2.10.1 - Tampao tris HC1 - NaCL (TS) pH 7,4.
O tampéo TS pH 7,4 (tris HC1 12 mM, NaCl 100 mM) foi
preparado em agua bidestilada e mantido a 4°C. Exceptuando-se

para a enzima Eco RI, em que a milimolaridade do tris HCL era
200, o tampao TS pH 7,4 foi usado como acima para todos as de-

mais enzimas empregadas.

2.2.10.2 - Tampéo tris OH - Na2EDTA - H3BO3 (TEB) pH

8,3.

0 tampao TEB pH 8,3 (Tris OH 89 mM, Na2 EDTA 2,5 mM,
HABO™ 89 mM) Toi preparado da seguinte maneira: 1inicialmente o
Na2EDTA foi dissolvido a quente, em 60% do volume total a ser
preparado, em agua bidestilada. A seguir o tris OH e o Acido
Borico foram acrescentados, o volume final completado e o pH a-

justado para 8,3.

2.2.10.3 - Solucédo estabilizadora

Foi preparada no momento do uso constando de 0,5 ml de

MgCl2 60 mM, 0,25 ml de gelatina a 0,2% e g-mercaptoetanol 10 mM.
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A gelatina era previamente autoclavada a 118°C por 15 minutos.

Uma vez preparada, a solucdo estabilizadora foi mantida imersa

em gelo.

2.2.10.4 - Soroalbumina bovina (BSA)

Era preparada em tampdo TS pH 7,4 na concentracao de

100 pg/ml, sendo mantida a 4°C.

2.2.10.5 - Acetato de potassio 3 M.

Era preparado em &gua bidestilada e mantido a 4°C.

2.2.10.6 - Solucédo de ressuspenséao.

Era preparada no momento do uso constituindo-se de 5%

de ficoll (PM 40.000) e 0,025% de azul de bromofenol, em tampdo

TEB pH 8,3.

2.2.10.7 - Endonuclease de restricéao.

Foram empregadas 4 endonucleases de restricdo do tipo

Il, todas de procedéncia (BRL INC.). Foram elas: Hind 111,

Eco RI, Hae 111 e Pst |I.
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2.3 - Estudos Bioldgicos.

2.3.1 - Manutencdo das amostras bacterianas

As amostras foram mantidas em agar estoque a temperatu

ra ambiente, em tubos hermeticamente fechados e ao abrigo da luz.

Os estoques, em duplicata, foram renovados em média a cada 6 me

ses.
2.3.2 - Determinacdao do nivel de resisténcia a drogas
antimicrobianas das amostras de P/ioteu6 mttabi
£10 .
0 nivel de resisténcia das 120 amostras de P. mZtabZ-
tt.6 foi determinado frente &s seguintes 15 drogas: sulfadiazi-

na (Su), trimetoprin (Tm), furadantina (Fu), acido nalidixico
(An), ampicilina (Ap), cefaloridina (Cf), cloranfenicol (Cm),te
traciclina (Tc), estreptomicina (Sm), canamicina (Km), neomici-
na (Nm), gentamicina (Gm), tobramicina (Tb), sisomicina (Si) e
amicacina (Ac). A determinacdo do nivel de resisténcia das a-
mostras frente a cada droga foi feita pelo método de diluicéao
seriada em meio so6lido, o qual consistiu em semear as amostras
a serem estudadas em placas contendo meio com diferentes concen
tracfes de cada antimicrobiano (99 ).

A partir de cultura liquida em fase estacionaria, cada
amostra de P. mZtabZ£Z4 foi semeada em 3 ml de TSB e incubada a
37°C por aproximadamente 4 horas, Iisto é, até atingir a fase ex

ponencial (100 bactérias de ml). A cultura foi diluida 1:10 em
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solucdo salina 0,85% estéril e apds homogenizacao, 0,6 ml des-
ta suspensdo celular de cada amostra foi transferido para dis-
tintos orificios de um inoculador automatico de Steers ( 143 ).
Com este equipamento foi processado um total de 32 amostras em
cada placa, sendo 30 de P. m/A.ab/EZ.0 e os 2 orificios restantes
ocupados por uma amostra de E. K12 sensivel a todas as dro
gas empregadas. As suspensfes celulares assim preparadas foram
semeadas com o inoculador automatico de Steers em placas com o
meio de Mueller-Hinton (suplementado com 10 pg/ml de nicotinami
da), contendo diferentes concentracdes de cada droga e em uma
placa com o mesmo meio, sem droga, servindo esta ultima como con
trole de viabilidade das amostras em estudo. Tratando-se das
placas com sulfadiazina e trimetoprim, o meio de cultura empre-
gado foi o agar minimo suplementado com 10 yg/ml de nicotinami-
da e glicose para concentracdo fTinal de 1%.

Para determinacdo do nivel de resisténcia a drogas, as
solucbes estoques de cada antimicrobiano eram preparadas no dia
do uso, em volume de 10 ml, na concentracdo de 5 mg/ml para 0]
cloranfenicol e tetraciciina e 10 mg/ml para as demais drogas.

As placas eram preparadas no dia do uso,adicionando-se
adequadas quantidades do meio de cultura fundido e resfriado a
aproximadamente 50°C & droga previamente colocada na placa, tam
bém na diluicdo e volume adequados. As concentractes Tfinais de
drogas obtidas nas placas eram de 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200,
500 e 1.000 pg/ml de meio. Apdés solidificacdo do meio as pla-

cas eram deixadas em estufa a 40°C por aproximadamente 20 minu-

tos, para permitir a evaporacdo da agua de condensacdo que se

formava a superficie do meio.
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Semeadas com o inoculador automatico as placas eram in
cubadas a 37°C por 24 horas. Foi considerado como nivel de re-
sisténcia das amostras a malor concentracdo de antimicrobiano
onde estas apresentaram crescimento igual ou superior a 50% do

seu proprio crescimento na placa sem droga.

2.3.3 - Transferéncia de plasmidios por conjugacao

2.3.3.1 - Conjugacédo simples

As amostras doadora e receptora foram semeadas separa-

damente em 3 ml de TSB e incubadas a 37°C por 20 horas. A amos-

tra doadora foi repicada com alca em 3 ml de TSB e incubada a
37°C em banho maria com agitacdo por 2 a 3 horas, o suficiente
para que a cultura entrasse em fase de crescimento exponencial.
A seguir, 1,2 ml da cultura da doadora em fase de crescimento
exponencial e 0,6 ml da cultura da receptora em fase estaciona-
ria eram transferidos para um erlenmayer de 250 ml. A mistura

das culturas era entédo agitada de modo a ser homogenizada e dis

tribuida por toda a base do frasco, sendo incubada a 37°C por 8

horas. Em seguida era acrescentado a4 cultura conjugante 1 ml de

caldo TSB e esta reincubada por 2 horas a 37°C. A cultura era

centrifugada a 4.000 rpm (centrifuga Sorvall RC2-B, rotor GSA,
temperatura de 10°C) por 10 minutos, 0 sobrenadante desprezado
e as células ressuspensas em igual volume de salina esteril.
A partir da suspensao celular foram preparadas dilui-
1 -5

cbes 107~ a 10 também em salina. Aliquotas de 0,1 ml da sus-

pensdo celular ndo diluida e das suspensfes celulares diluidas
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foram semeadas com alca de Drigalski em agar minimo, acrescido
dos nutrientes e drogas antimicrobianas requeridos para a sele-
cdo dos transconjugantes. Quando presentes, as drogas antimi-
crobianas foram utilizadas nas seguintes concentragfes: sulfa-
diazina - 300 pg/ml, ampicilina 15 yg/ml e as drogas cloranfeni
col, tetraciclina estreptomicina, canamicina e acido nalidixi-
co a 20 yg/ml. Uma vez semeadas as placas eram iIncubadas a 37°C
por 24 a 48 horas. Como controle, suspensfes nao diluidas das
amostras doadoras e receptora foram também semeadas separadamen
te em placas semelhantes a seletora de transconjugantes. A par
tir de placas seletoras com crescimento, 5 a 10 coldnias eram
purificadas em placa contendo o meio seletor e em seguida iInves
tigadas quanto &8s suas novas caracteristicas.

A frequéncia dc transferéncia de plasmidio foi calcula
da dividindo-se o numero de coldénias recombinantes obtidas pelo

numero de bactérias doadoras viaveis empregadas em cada conjuga

cao.

2.3.3.2 - Conjugacédo tripla

As conjugacdes triplas, isto é, empregando em um s ex
perimento 3 amostras distintas, eram conduzidas da seguinte for
ma: as amostras eram semeadas separadamente em 3 ml de TSB e
incubadas a 37°C por 18 horas. A doadora inicial e a primeira
receptora eram repicadas com alca para 3 ml de TSB e i1ncubadas
a 37°C em banho maria com agitacdo, por 2 a 3 horas, o suficien
te para que as culturas entrassem em fase de crescimento expo-

nencial. Em seguida 0,6 ml de cada uma delas eram transferidos
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para erlenmayer de 250 ml e misturados de modo a cobrir toda a
base do frasco. A cultura conjugante era incubada em estufa a
37°C por 8 horas. Finalmente, 0,6 ml da terceira amostra, E. c.0
£1 J53F ou E. C600F , também em fase exponencial de cres-
cimento, era adicionado & cultura conjugante e homogenizado. A
cultura era incubada a 37°C por 15 a 18 horas. 0 restante do
procedimento se fez como descrito para o primeiro tipo de conju
gacéao.

Este tipo de conjugacdo foil empregado na mobilizacao

de plasmidio R ndo conjugativo.

2.3.4 - Teste em placa réplica

Quando necessario, ao final de cada conjugacdo 100 co-
I6nias foram purificadas em placas contendo o meio seletor e a
seguir, juntamente com as amostras doadora e receptora,foram se
meadas com palitos de madeira estéreis em uma placa com TSA e
sem droga, denominada placa réplica. Esta placa foi iIncubada a
37°C por 2 a 3 horas e em seguida, com o auxilio de um veludo
estéril, as colbénias foram replicadas para placas com agar mini
mo ou Mac Conkey contendo droga, segundo o método descrito por
Lederberg & Lederberg (96 ). Com o emprego deste método era
possivel verificar se transconjugantes selecionados em placa con
tendo uma sé droga antimicrobiana apresentavam as demais marcas

de resisténcia encontradas no plasmidio da amostra doadora.
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2.3.5 - Determinacdo de grupo de incompatibilidade pias

midial

Plasmidios R conjugativos de P. , previamente
transferido para uma amostra de E. coZZ 711F , foram iInvestiga-
dos quanto ao seu grupo de incompatibilidade. Para tanto eram
analizadas frente aos plasmidios de referéncia dos 28 grupos co
nhecidos até o momento. Segundo o Centro de Referéncia de Pias
midios, tais elementos de DNA extracromossomicos estao distri-
buidos nos seguintes tipos de amostras derivadas de E. coZZ K12:
24 em J53, 3 em C600 e 1 em E. cof£Z prototrdfica (Tabela 111).

Cada amostra de E. cof£Z 711, contendo o plasmidio R em
estudo, TfToi empregada como doadora e acasalada com cada amostra
receptora contendo os plasmidios referéncia. Com base nas mar-
cas de auxotrofia e resisténcia a drogas foram selecionadas 100
colénias transconjugantes de cada acasalamento contendo os 2 pias
midios. Estas 100 coldnias foram repicadas por 2 vezes em agar
Mac Conkey sem droga e em seguida, jJuntamente com as amostras doa
dora e receptora portando apenas seus plasmidios originais, se-
meadas através placa réplica, em um conjunto de placas com meio
minimo e em uma placa com Mac Conkey sem droga. Aqui, a placa
com TSA foi usada como controle de viabilidade das amostras e o
conjunto de placas com meio minimo continha diferentes drogas an
timicrobianas de modo a se demonstrar a permanéncia de apenas
um ou outro plasmidio, ou ainda a coexisténcia de ambos nas co-
I6nias iInvestigadas.

A coexisténcia dos 2 plasmidios em todas ou quase to-

das as 100 colénias, caracterizava compatibilidade entre os mes
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mos. Por outro lado, a segregacdo de um deles, denotada pela
auséncia de crescimento da amostra hospedeira em placa seletora
adequada, em pelo menos 25% das colbnias estudadas era fortemen
te indicativo de incompatibilidade. Como controle da segrega-
cdo por incompatibilidade, determinou-se a frequéncia de perda
expontanea de cada um destes plasmidios, em separado, na amos-
tra hospedeira onde a incompatibilidade entre os mesmos foi de-
monstrada.

Dois plasmidios foram considerados incompativeis quan-
do, descontada a respectiva frequéncia de perda expontanea, a
frequéncia de segregacdo de um ou de outro deles foi igual ou

superior a 25%.

2.3.6 - Determinacdo do gendtipo i/n O tfia O dos plas-
midios das amostras PM-49/69, PM-50/69 e PM-51/

69

0 estudo em questdo foi realizado inicialmente com o
plasmidio pPM13 da amostra PM-51/69, com marcas de resisténcia
para Tc e Sm (Tabelas VI e VIIl1). Para tanto o plasmidio pPM13
foil transferido por conjugacdo para amostras derivadas de E. c.0
£Z K12 (Tabela 1), sendo obtidos os transconjugantes 711 pPM13,
C600 pPM13 e J53 pPM13. A partir do transconjugante obtido na
amostra C600 o plasmidio pPM13 foi transferido por conjugacao
para a amostra 711 p307 (Tabela V), sendo obtido o recombinante
711 p307 pPM13. Em seguida as amostras 711 pPM13 e 711 p307
pPM13 foram conjugadas em separado com a amostra J'53 F e a fre

quéncia de transferéncia de plasmidio pPM13 calculada em cada a
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casalamento. A partir do recombinante obtido na amostra 711 o
plasmidio pPM13 foi transferido para a amostra P53pR386 (Tabela
IV), sendo obtido o transconjugante J53pR386 pPM13. As amostras
J53 pMM13 e J53 pR386 pPM13 Tforam conjugadas com a amostra C600
F e a freqtléncia de transferéncia do plasmidio pPM13 calculada
nas conjugacdes. Finalmente, a partir do transconjugante C600
pPM13, este plasmidio foi transferido por conjugacdo para a a-
mostra 711 F'Lac (Tabela 1V), obtendo-se o recombinante 711 F"Lac
pPM13. A seguir as amostras 711 F"Lac e 711 F"Lac pPM13 foram
separadamente acasaladas com a amostra C600 F e a fTrequéncia
de transferéncia do plasmidio F'Lac calculada em cada conjuga-
cao.

Experimentos semelhantes foram realizados com os plas-
midios pPMIlI e pPM12, respectivamente das amostras PM-49/69 e

PM-50/69.

2.3.7 - Deteccdo da enterotoxina LT.

As amostras em estudo foram inoculadas em 1 ml do meio
padrdo para a producdo de enterotoxina (99 ) e incubadas a
37°C, sob agitacdo, por 18 horas. As culturas centrifugadas a
3.000 rpm por 20 minutos e 25 pl de cada sobrenadante transferi
dos para distintos orificios de uma miniplaca (Falcon) contendo
células Y-1. A miniplaca foi iIncubada a 37°C por 18 horas, pro
cedendo-se entdo a leiltura do teste. Foi considerado positivo
para enterotoxina LT todo sobrenadante capaz de alterar morfolo
gicamente as células Y-lI, arredondando-as. Tais células, fibro

blasticas, s&o normalmente alongadas.
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2.3.8 - Determinacdo da sensibilidade de amostras bac-

terianas aos bacteridfagos R17 e 011.

Varias amostras deste trabalho e alguns de seus trans-
conjugantes foram investigados quanto a sua sensibilidade & in-
feccdo e lise pelo fago macho especifico R17 e pelo fago fémea
especifico 011. Em cada experimento foram incluidas as amos-
tras E. 711 F resistente ao fago R17 e sensivel a 011, e
a amostra E. cc£Z CA77 sensivel ao fago R17 e resistente ao 011.
As amostras foram cultivadas a 37°C em TSB, até que atingissem
a fase de crescimento exponencial. A seguir, 0,2 ml de cada cul
tura foi homogenizado em 1,8 ml de agar semi-solido (agar a 0,7
% em TSB com 10 mM de CaC”) a aproximadamente 50°C e vertido
sobre uma placa com TSA. Apl6s esfriamento da camada de agar se
mi-sdlido foi pingada uma gota de suspensdo de cada fago e as
placas foram incubadas a 37°C por 15 a 18 horas. A presenca de
dreas de lise eram indicativas da sensibilidade da bactéria ao

fago em questéao.

2_4- Estudo Fisico-Quimicos

2.4.1 - Analise eletroforética de plasmidios

As 120 amostras de P. mZAabZZZ6, a mioria dos transcon
jugantes obtidos neste trabalho e amostras de E. contendo
plasmidios com peso molecular referéncia, foram analizadas quan
to ao seu conteudo de DNA plasmidial sob eletroforese em gel de

agarose. Para tanto, cada amostra era submetida ao seguinte tra
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tamento: a amostra fol semeada a partir de crescimento em meio
Iiquido em 3 ml de TSB e incubada a 37°C por 8 horas em banho
maria com agitacdo. A cultura era centrifugada a 5.000 rpm por
15 minutos (centrifuga Sorvall RC2-B, rotor SS-34, temperatura
de 5°C), o sobrenadante desprezado e as células ressuspensas em
1 ml de tampdo TE pH 8,0. A suspensédo celular era transferida
para tubo tipo Eppendorff e centrifugada nas condicdes acima des
critas. Desprezado o sobrenadante, as células eram ressuspen-
sas em 50 pl de tampdo TE pH 8,0 contendo 15 pg/ml de RNase e a
suspensédo celular transferida para outro tubo tipo Eppendorff
contendo 300 pl de SDS a 3%, em tampdo TE pH 12,4. 0 tubo con-
tendo a mistura era agitado por inversdo por 5 vezes e em segui
sa incubado estaticamente em banho maria a 60°C por 20 minutos.
Ap6s o que, eram acrescentados 20 pl de tris HC1 2M e 0,7 ml da
solucdo fenol-cloroférmio 1 :1 (v/v) . A mistura era agitada
por inversdo por 5 vezes e centrifugada a 7.000 rpm por 15 minu
tos (centrifuga Sorvall RC2-B, rotos HL-4, temperatura de 0 a
5°C). Foram transferidos 50 pl de sobrenadante para tubo tipo
Eppendorff contendo 15 pl da solucdo de ficoll 10% -azul de bro
mofenol 0,025%, em tampdo TE pH 8,0. A mistura foil homogeniza
da e todo o volume transferido com micropipeta (Shwartz-Mann)
para a canaleta do gel de agarose. Por este método podiam ser
analizadas até 15 amostras em uma s6 corrida eletroforética

A preparacdo e montagem do gel de agarose na cuba para
eletroforese eram feitas como a seguir: 70 ml de agarose (Sea-
kem( na concentracdo de 0,8%, em tampdo E pH 8,0 eram Tfundidos

a 100°C e resfriados a aproximadamente 50°C. Cerca de 10 ml des

ta agarose eram depositados na calha da camara inferior da cuba
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de eletroforese. Em seguida, duas placas de vidro medindo 14 x
15 x 0,5 cm, separadas entre si por 3 espacadores de acrilico
(2 laterais e 1 inferior) medindo 14 x 1 x 0,4 cm e presas com
o auxilio de garras metalicas especiais, eram montadas vertical
mente. A agarose era derramada entre as placas de vidro preen-
chendo todo o espaco entre as mesmas. Um pente de acrilico con
tendo um numero variavel entre 4 e 15 dentes, foi também posi-
cionado entre as placas de vidro e por sobre a porcdo mais supe
rior da camada de agarose. O conjunto era mantido & temperatu-
ra ambiente e, apdés solidificacdo da agarose, 0 pente era reti-
rado cuidadosamente, deixando no gel, canaletas correspondentes
as posicdes e numero de dentes. AplOs retirada do espacador in-
ferior, o conjunto era montado em cuba de eletroforese vertical
com auxilio das mesmas garras empregadas anteriormente. As ca-
maras superior e inferior eram entdo preenchidas com tampdo TE.

A preparacdo era inicialmente submetida a uma corrente
elétrica de 10 mA por 15 minutos, e dai em diante a 50 mA, por
cerca de 2 horas ou até que o corante da preparacao (azul de bro
mofenol) migrasse ao longo do gel e surgisse no tampdo da cama-
ra inferior. Finda a corrida eletroforética, o conjunto placas
e gel de agarose era retirado da cuba e este ultimo transferido
para uma cuba de vidro contendo 100 ml de uma solugcdo de brome-
to de etidio a 1 pg/ml. A preparacdo foi mantida sob protecéao
da luz por 15 a 20 minutos e em seguida examinada em um transiu
minador (Chromato vue Transiluminador C-61) equipado com Bampa-
das ultravioleta ondas curtas.

Quando necessario, a preparacao era fotografada com ca

mera tipo 35 mm, equipada com lente de 50 mm 1/1.4 e anéis de a
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proximacdo Nikon n<? 1 e 3. As fTotografias foram tomadas com fil
me tri X panatomic ou High Contrast, sendo revelados de acordo
com as especificacbes do Tabricante (Kodak)

Os plasmidios de tais amostras analisadas, foram desig
nados com a letra p minuscula seguidas das letras maiusculas PM,
relativas a PA.oZe.iM mitubZtZ6, e de um numero crescente corres-
pondente a ordem em que cada plasmidio foi detectado. Os nume-
ros dos plasmidios ndo correspondem aos numeros das amostras em
que foram encontrados. Quando uma amostra apresentou mais de um
plasmidio, todos.elés receberam o mesmo numero, acrescido de le
tras minusculas e em ordem alfabética, iIniciando-se pelo de maior
peso molecular. Assim, por exemplo, se a amostra PM-01/69 al-
bergasse 3 plasmidios, estes elementos extracromossémicos se-
riam designados pPMla (maior peso molecular), pPMIb (peso mole-

cular intermediario) e pPMIc (menor peso molecular).

2.4.2 - Determinacdo do peso molecular de plasmidios

Bacterianos

Foram determinados os pesos moleculares aproximados dos
plasmidios de varias amostras deste trabalho, incluindo alguns
transconjugantes. Para tanto, os lisados de tais bactérias e
daquelas contendo plasmidios referéncia foram submetidos a ele-
troforese em gel de agarose. Com base nas medidas de migracao
de cada plasmidio, tomadas em fotografia de cada gel, foram cons
truidos graficos de migracao relativa dos plasmidios em estudo,
frente aos plasmidios referéncia. Os graficos foram construidos

em papel Log x Log, conforme descrito por Meyers e cols. (100).
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2.4.3 - Extracdo de DNA plasmidial por ultracentrifuga
cao em gradiente de densidade de cloreto de cé

sio - brometo de etidio

Os plasmidios de 6 amostras deste trabalho foram ex-
traidos por ultracentrifugacdo em gradiente de densidade de cio

reto de césio-brometo de etidio. Cada amostra fToi cultivada em

3 ml de TSB a 37°C por 18 horas e a seguir, 1 ml desta cultura

foi usada para inocular 1 litro de TSB que foi incubado a 37°C

por 12 horas e sob agitacdo - 150 rpm (Controlled Environment
Incubator Shaker - New Brunswick). A amostra era centrifugada
a 5.000 rpm por 15 minutos (Centrifuga Sorvall RC2-B,rotor GL-4
temperatura de 5°C), o sobrenadante desprezado, o sedimento re-
suspenso em 50 ml de tampdo TES e centrifugado como acima. O so
brenadante era desprezado e o sedimento celular ressuspenso em
cerca de 10 ml de sacarose a 25% (p/v) em tris HC1 0,05 M.

Aqui o0 processamento podia ser interrompido por tempo
indeterminado, bastando para tanto que a amostra fosse mantida
a -16°C, ou continuado subdividindo-se a suspensao celular em a
liquotas de aproximadamente 3 ml.

Era adicionado 0,3 ml de lisozima 10 mg/ml em TES pH 8,0
(Tris 0,03 M, EDTA 0,005 M, NaCl 0,05 M) a cada tubo com sus-
pensao celular e estes iIncubados em banho maria a 26°C (Gyrotory
Water Bath Shaker New Brunswick) por 15 minutos sob discreta a-
gitacdo. Apds o que era acrescentado 0,3 ml de Na2EDTA 0,25 Ma
cada tubo e a incubacdo em banho mantida como acima. Apods esta
fase o material era transferido para banho de gelo, sendo adi-

cionado de 1,5 ml de sarcosil-DOC e a lise promovida por agita-
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cdo suave de cada tubo. Foi adicionado 1 ml de NaCL 5 M a cada
tubo e o0 conjunto destes mantido em banho de gelo por 3 horas.
0 material era centrifugado a 15.000 rpm por 15 minutos (Centri
fuga Sorvall RC2-B, rotor SS-34, temperatura de 0 a 5°C) e 0
sobrenadante transferido para frascos previamente fervidos e con
tendo 50 pl de RNAse a 20 pg/ml em tampdo TES. Os tubos com ma
terial eram deixados a temperatura ambiente por 20 minutos.

Nesta fase do processamento, visando verificar a qual/
dade das preparactes, por vezes Toi fTeita eletroforese em gel
de agarose dos sobrenadantes em estudo.

Cloreto de césio foi acrescentado e dissolvido em cada
preparacdo até que a mesma atingisse um indice de refracdo (IR)
de 1,39-8. Para tanto foi empregado um refratdometro (Carl Zeiss)
previamente padronizado com agua bidestilada (IR = 1, 33-3). E
ra acrescentado brometo de etidio para concentracao final de a-
proximadamenre 100 pg/ml e a preparacdo mantida sob protecdo da
luz. O material era transferido para tubos de ultracentrifuga
que eram tarados cuidadosamente e centrifugados a 44.000 rpn por
46 horas (Ultracentrifuga Beckman L5-50, rotor 50-Tl, temperatu
ra de 13°C)

As preparagoes foram visualizadas sob luz ultravioleta
(Lampada UVL-21 - Ultra-Violet Products) e as bandas correspon-
dentes a plasmidios colhidas com o auxilio de um coletor de fra

cdo (Beckman). O brometo de etidio foi extraido com alcool iso

propilico a 4°C e a preparacao submetida a didlise por 48 horas

em tamp&o TE pH 7,5 também a 4°C. O material dialisado foi trans

ferido para tubo e precipitado com 2,5 vezes o seu volume 1@ni-

cial com etanol PA (Merck) mantido a -16°C. A preparacdo foi a
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gitada por inversdo e quando homogenizada, incubada a -16 C por
pelo menos 12 horas. O material foi centrifugado a 10.000 rpm
(centrifuga Sorvall RC2-B, rotor SS-34, temperatura de -10°C)
por 30 minutos, o0 sobrenadante fol desprezado e o sedimento res

suspenso em 100 pl de tampao TE pH 7,5. O conteudo de DNA pias

midial assim extraido foi mantido a 4°C até o momento do uso.

2.4.4 - Anélise de DNA plasmidial com nucleases de res

tricao.

Plasmidios bacterianos extraidos por ultracentrifuga-
cao em gradiente de densidade de cloreto de césio-brometo de e-
tidio foram analisados com as seguintes nucleases de restrigao
do tipo II: Hind 111, Eco RI, Hae IIl e Pst |I. Cada conteudo
plasmidial foi tratado como a seguir: inicialmente foi feita u
ma mistura constando de 20 pl de tampdo TS pH 7,4 (tris HC1 12
mM, NaCl 100 mM), 10 pl de solucdo estabilizadora, 0,2 pl de so
roalbumina bovina, 2 pl de DNA plasmidial, 1 pl de enzimade res

tricdo e 6,8 pl de &agua bidestilada estéril. Esta mistura era

homogenizada e incubada em banho maria a 37°C por 1 hora. Tra-
tando-se de enzima Pst 1, a incubacdo foi feita a 30°C; eram a

crescentados 4 pl de acetato de potéassio 3 M e 100 pl de etanol

PA (Merck) a -16°C. A preparacdo era mantida em gelo seco moi-

do por 15 minutos e entdo centrifugada a 15.000 rpm (centrifuga
Sorvall RC2-B, rotor SS-34, temperatura de -10°C) por 15 minu-
tos. O sobrenadante foi desprezado e o tubo com sedimento sub-
metido a vacuo por 5 minutos, dentro de um dessecador acoplado

a uma bomba de vacuo. Eram acrescentados 20 pl da solucdo de
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ressuspensao constituida de ficoll a 5% e azul de bromofenol a
0,25% em tampdo TEB pH 8,3 (tris OH 89 mM, EDTA 2,5 mM,H3BO3 89
mM). Essa mistura fTinal foi homogenizada e o seu volume total
transterido para canaleta do gel de agarose. Como controle, pa
ra cada gel onde foram examinados plasmidios pelas enzimas em
questdo, duas dessas amostras eram constituidas de DNA do fago
lambda, submetido a preparo similar mas clivado apenas com a en
zima Hind 11l1. As preparagdes foram submetidas a eletroforese,
conforme metodologia jd descrita. A partir daqui o material foi

processado como descrito em 2.4.1.
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TABELA 1 - Amostras derivadas de EicheiZchZa coZZ K12 emprega-
das como receptoras em experimentos de conjugacéo.
Amostras Marcadores Genéticos
E. cozz 711 F phe, his, trp, pro, lac
E. cozz C600 F- thr, leu, thy, lac

E. cozz J53 F~ pro, met, Nalr



TABELA 11 - Caracteristicas dos plasmidios conjugativos da amostra de EichetZciiio. cotZ
711, empregados na mobilizacdo de plasmidio R ndo conjugativo.

Caracteristicas dos plasmidios
Amostra hospedeira

Designacao Marcadores Grupo INC Gendtipo FZn 0 Xta
E. cott 711 EP2 pTM2 Ent+(LT) L & O+ ya oc
E. co 711 EP9 pTMO Ent+(LT) L ~n 0+ txa. oc
E. cozz 711 EP16 pTM16 Ent+(LT) L "M.n O+ via. oc

E. colA. 711 F"Lac FllLac Lac FI ¢AH 0 tia O
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TABELA 111 - Plasmidios de referéncia dos grupos de incompatibi

1idade.
Niumero da amos Grupo de incom Designacdo do Marc,ad_ores
tra no PRC* patibilidade plasmidio genéticos
101 A RA1 Su, Tc
094 C pIP55(R55) Ap, Cm, Gm, Km, Su
611 D R711b Km
103 Fl1 R3 86 Tc
352 FI o TP181 Ap, Cm, Km, Sm, Sp,
Su, Tc
329 FI1 R6-5 Cm, Km, Nm, Sm, Sp,
Su
629 FII1 pSuU104 Cb, (Hly")
105 FIV R124 Tc
301 FVv Fo Lac Lac
107 H1 R27 Tc
108 10 137 1, 1 RI44 Km, Tc
109 I R621a Tc
309 I R7 21 Sm, Tp
314 I R805a Km
361 T TP114 Km
110 J R391 Km
226 K R387 Cm, Sm
113 L=M R446b Sm, Tc
114 N N3 Sm, Su, Tc
115 0=B R16 Ap, Sm, Su, Tc
116 P RP4 Ap, Km, Tc
117 S=H2 R478 Cm, Km, Tc
118 T Rtsl Km
119 W S-a Cm, Km, Sm, Su
200 X R6K Ap, Sm
648 Y pSM14 Cm, Tc
241 9 plP71a Ap, Cm, Sm, Su, Tc
215 H3 plP233 Suc

*PRC - Plasmid Reference Center



TABELA 1V - Caracteristicas das amostras de Eoche”™ZchZa coZZ e respectivos plasmidios,

empregados na determinacdo do gendtipo FZn 0 Zta 0O dos plasmidios das amos
tras PM-49/69, PM-50/69 e PM-51/69.

Caracteristicas dos plasmidios
Amostra hospedeira

Designacao Marcadores Grupo INC Gendtipo Fzn 0 tua.
E. cozz 711 P307 Ent+(LT) Fl 0 0
E. cozZzZ J53 R386 Tc Fl azn 04 Zta. OC
E. coZzZ 711 F'Lac Lac+ FI 4Zn 0” Zta oO"
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TABELA V - E6c.he./l-ic.h.A.a portadoras de plasmidios com peso
molecular padrao para eletroforese em gel de agarose.

Caracteristicas dos plasmidios

Amostra hospedeira
P Peso molecular

Designacéao

(Daltons)
E. c.ofl J53 pR27 110 x 106
E. cof£Z 711 p307 54 x 10"©
E. J53 pRP4 34 x 106
E. J53 pS-a 23 x 106

E. co£Z HB10O1 pBR322 2,7 x 106



3 - Resultados

3.1 - Nivel de resisténcia a drogas antimicrobianas das

amostras de PtoZe.u.4 mZAabzZzZZa

3.1.1 - Nivel de resisténcia a drogas dos PioZe.u.6 mzZ-

TtabzZz-6 isolados em 1969.

Dentro deste grupo de 60 amostras, 20 delas exibiram
resisténcia a concentragdes de pelo menos 20 pg/ml frente a uma
ou mais drogas antimicrobianas. Por outro lado, as demais amos
tras mostraram-se sensiveis a todos os antimicrobianos emprega-
dos, apresentando de modo geral crescimento em concentracfes in
feriores a 5 pg/ml. As 20 amostras consideradas resistentes a
uma ou mais drogas, assim como seus respectivos niveis de resis

téncia, estdo discriminados na Tabela 1V.

3.1.2 - Nivel de resisténcia a drogas dos P-toZecu mZta

bzzz4 i1solados em 1980.

Dentre as amostras componentes deste grupo, 12 delas
mostraram resisténcia para concentracdes de drogas a partir de

20 pg/ml, para um ou mais dos antimicrobianos utilizados. As ou
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tras amostras deste grupo comportam-se como sensiveis, nhao apre
sentando crescimento em concentracfes de drogas iguais ou supe-
riores a 5 pg/ml. As 12 amostras resistentes a uma ou mais dro
gas e seus respectivos niveis de resisténcia encontram-se na Ta

bela VII.

3.2 - Estudo eletroforético em gel de agarose das amos

tras dos plasmidios de Pnotzui ml/iabZtlo .

3.2.1 - Eletroforese dos plasmidios dos PiG-ietu mzZ/iabZ

isolados em 1969.

Foram demonstrados plasmidios em 16 das 60 amostras des
te grupo, estudadas por eletroforese em gel de agarose. Nas a-
mostras PM-06/69 e PM-56/69 foram detectados 2 plasmidios em ca
da uma delas, enquanto nas amostras PM-04/80, PM-08/80,PM-10/679,
PM-11/69, PM-25/69, PM-26/69, PM-43/69, PM-47/69, PM-48/69, PM-
49/69, PM-50/69, PM-51/69, PM-55/69 e PM-57/69 foi encontrado a
penas 1 elemento extracromossomico em cada uma delas. Todas as
16 amostras acima citadas fazem parte daquele subgrupo de 20 a-
mostras resistentes a drogas descrito anteriormente (Tabela 1V).

As Figuras | e 1l corrrespondem aos géis com os plasmi.
dios das 16 amostras em questdo, juntamente com os plasmidios
com peso molecular referéncia para eletroforese em gel de agaro
se (Tabela V). As designacdes conferidas aos plasmidios encon-
trados nas amostras de P. isolados em 1969 estdo ex-

pressos nas Figuras | e Il, e na Tabela VIII.
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3.2.2 - Eletroforese dos plasmidios dos PA.ote.u-i mi.A-a.b-c

£-06 1solados em 1980.

A analise eletroforética deste grupo de 60 amostras de
tectou plasmidios em apenas 8 delas. Observando a Figura 111
pode-se verificar que na amostra PM-06/80 foram encontrados 3
plasmidios, nas amostras PM-02/80, PM-03/780 e PM-04/80 foram
demonstrados 2 plasmidios em cada uma delas e nas amostras PM-
01/80, PM-05/80, PM-07/80 e PM-08/80 apenas 1 plasmidio para ca
da uma delas. Estas 8 amostras fazem parte daquele dubgrupo de
12 amostras resistente a drogas descrito previamente (Tabela VIl).
As notacbOes conferidas aos plasmidios detectados nas amostras
de P. n-cha.b-ci.-c-i isoladas em 1980 constam da Figura 111 e Tabela

IX.

3.3 - Pesos moleculares dos plasmidios de PAote.uA m-cAa.

b-cl-cA .

A Figura 1V i1lustra o tipo de curva em papel log x log
através da qual foram calculados os pesos moleculares aproxima-
dos, em Daltons, dos plasmidios de 8 das 16 amostras de P. m-cAa
b-ii-cA isoladas em 1969. A curva em questdo foi construida con-
forme descricao de Meyers e colaboradores ( 100 ), com o auxi-
lio de plasmidios com peso molecular referéncia para eletrofore
se em gel de agarose (Tabela V). Por este método foram calcula
dos os pesos moleculares aproximados de todos os plasmidios das
amostras de P. n-cAa.b-ci.-cA empregadas nesta iInvestigacdo e de al-

guns de seus transconjugantes
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3.3.1 - Pesos moleculares dos plasmidios dos PtoZtu.4

mZA.abzzZz4 i1solados em 1969.

Os pesos moleculares aproximados dos 18 plasmidios das

16 amostras acima variaram entre 2,5 x 10° e 56 x 10°. Estes va

lores estdo expressos na Tabela VIII.

3.3.2 - Pesos moleculares dos plasmidios dos PtoZeud

mZ*iabZ£Z6 isolados em 1980.

Os pesos moleculares aproximados dos 12 plasmidios des
te subgrupo de 8 amostras variaram de 20 X 106 a 90 x 10%. Tais

valores encontram-se na Tabela IX.

3.4 - Transferéncia de plasmidios R de PtoZe.u.4 mZtabzZ-

ZZ6 para E-0che.A.Zc/iZa co£Z 711 F , por conjugacao.

As amostras recombinantes obtidas pelo cruzamento en-
tre P. mZtabzzz™ e E. cozZzZ 711 F foram denominadas E. cof£Z 711
mais a notacdo dada ao plasmidio ou plasmidios que elas alberga
vam. A notacdo dos plasmidios dos transconjugantes seguiu basi
camente as diretrizes empregadas para os plasmidios de P. mZta-
bzzz6, isto é, cada plasmidio detectado por eletroforese em E.
coZZ 711 recebeu a denominacdo que ja& tinha no respectivo P. mZ
tabZzzz6 doador, acrescida da notacdo relativa & droga antimicro
biana presente na piLaca onde tal recombinante foi isolado. As-
sim, por exemplo, supondo que quando PM-06/69 foi acasalado com

E. co£Z 711 F +tenham sido obtidos transconjugantes em placas se
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letoras com Tc, Ap e Sm, e mails, que a analise eletroforética
mostrou em seguida que tais recombinantes hospedavam respectiva
mente 3, 2 e 1 plasmidio, estes transconjugantes receberiam a
seguinte notacdo: a) recombinantes selecionados em Tc, portado
res de 3 plasmidios, seriam denominados de 711 pPM2abc-Tc por-
que hospedavam 1 plasmidio semelhante a pPM2a e outro semelhan-
te a pPM2b, encontrados na amostra doadora PM-06/69, bem como u
ma terceira banda, extra, ndo detectada em PM-06/69 e por 1isso
designada de pPM2c. Neste caso o transconjugante albergaria os
plasmidios pPM2a-Tc, pPM2b-Tc e pPM2c-Tc, sendo sua notacdo sim
plificada para E. cozZzZ 711 pPM2abc-Tc. b) recombinantes isola-
dos em Ap, albergando 2 plasmidios (pPM2a-Ap e pPM2b-Ap),seriam
designados de E. cozZz 711 pPM2ab-Ap. <c¢) finalmente, transconju
gantes selecionados em Sm e com 1 s6 plasmidio seriam denomina-

dos de E. coZzZ 711 pPM2a-Sm.

3.4.1 - ConjugacbOes de PtoZeu.0 niZ-i1abZzZ4 1isolados em

1969 com E-6cb.etZcfiZza coZZ 711 F

As 16 amostras deste grupo, apresentando resisténcia a
drogas (Tabela VI) e plasmidios (Figuras | e Il), foram acasala
das com E. coZzZ 711 F e apoOs repetidas tentativas verificou-se
que de apenas 4 das 16 doadoras, isto é, PM-06/69, PM-49/69,
PM-50/69 e PM-51/69, foram obtidos transconjugantes. As demais
amostras, apresentando plasmidios ndo conjugativos, foram ainda
acasaladas com amostras de E. cozZzZ J53 F e C600 F por pelo me
nos duas vezes, mas Sem SuUCESSO.

A partir do cruzamento envolvendo a amostra PM-06/69,
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hospedando os plasmidios pPM2a e pPM2b (Figura 1, Tabela VIII)
e exibindo resisténcia frente a Tc, Su, Ap, Cm, Sm e Km (Tabela
V1), foram obtidos transconjugantes em placas seletoras com ca-
da uma destas drogas em separado. Por outro lado, a partir das
amostras PM-49/69, PM-50/69 e PM-51/69, albergando cada uma de-
las 1 s6 plasmidio, respectivamente pPMII, pPM19 e pPM13, e re-
sisténcia a Tc e Sm (Tabela V1), foram obtidos transconjugantes

com cada uma destas drogas em separado.

3.4.1.1 - Teste em placa réplica dos recombinantes dos

PAoitu.4 m/tabZ/Z-6 isolados em 1969.

Os recombinantes do acasalamento entre PM-06/69 x E.
co/Z 711 F , quando estudados em placa réplica exibiram de modo
uniforme resisténcia para todas as 6 drogas (Tc, Su, Ap, Cm, Sm
e Km), independentemente da droga presente na placa em que fo-
ram selecionados. Também, de modo relativamente similar, 0s
transconjugantes oriundos do cruzamento entre cada uma das amos
tras PM-49/69, PM-50/69 e PM-51/69 x E. co-lI-i F ,demonstraram re
sisténcia tanto para Tc como para Sm, iIndiferentemente da droga

em que Toram selecionados.

3.4.1.2 - Frequéncia de transferéncia dos plasmidios

de P-toZeud , Isolados em 1969, para

E6 cbeA/cbla co/Z 711 F , por conjugacao.

Os plasmidios transferiveis das amostras de P. mZtabZ-

Z74 isoladas em 1969 exibiram uma frequUéncia de transferéncia
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que variou entre 1,24 x 10 e 7,33 x 10 . As frequéncias ob-

tidas com cada plasmidio se encontram na Tabela VIII.

3.4.1.3 - Analise eletroforética e determinacao dos pe
sos moleculares dos plasmidios dos recombi-
nantes provenientes dos mttabiEZé i-

solados em 1969.

A Figura V corresponde a eletroforese em gel de agaro-
se dos plasmidios da amostra PM-06/69 e de seus transconjugan-
tes. Através desta analise verificou-se que os recombinantes o
riundos do acasalamento entre PM-06/69 e E. cof£Z 711 F~, mostra
ram comportamento variavel entre si, em relagcdo & droga presen-
te na placa seletora.

A amostra PM-06/69 que em repetidas eletroforeses apre
sentava apenas dois plasmidios bem caracteristicos (Figuras | e
1V), em raras eletroforeses como esta correspondente & Figura V,
exibe uma terceira banda posicionada entre as duas comumente en
contradas. Por isso, segundo o pardo de designacédo de plasmi-
dios anteriormente descrito no item 3.4, nesse caso a amostra
PM-06/69 apresenta os elementos pPM2a, pPM2b e pPM2c. Conduta
semelhante é aplicada os plasmidios extras encontrados nos seus
transconjugantes.

Os recombinantes selecionados em placas com Sm ou Km e
xXibem sempre uma s6 banda plasmidial, respectivamente pPM2a-Sm
e pPM2a-Km, que migra para a mesma posicdo da banda correspon-

dente ao maior plasmidio de PM-06/69 (pPM2a), com 56 x 10 dal-

tons (Figura V, Tabela VII1I).
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Diferentemente dos recombinantes acima, aqueles sele-
cionados em placas com Tc, Su, Ap e Cm, apresentam sempre duas
ou trés bandas plasmidiais. De modo uniforme e constante, es-
tas quatro amostras exibem uma banda similar aquela dos trans-
conjugantes selecionados em Sm e Km, respectivamente pPM2a-Sm e
pPM2a-km, e portanto também situada na mesma posicdo do plasmi-
dio de PM-06/69 (pPM2a). A amostra selecionada em Tc apresenta
mais duas bandas: uma que i1nvariavelmente coincide com a posi-
cado da banda inferior de PM-06/69, nesta caso pPM2c (Figura V),
e uma outra extra, situada em plano superior ao da maior banda
de PM-06/69, o que denota maior peso molecular. Por conseguin-
te, este transconjugante selecionado em Tc se caracteriza por
ser o unico do grupo, a apresentar sempre dois plasmidios que
sao eletroforeticamente semelhantes aqueles encontrados na amos
tra PM-06/69 (pPM2b-Tc é semelhante a pPM2a e pPM2c-Tc é seme-
lhante a pPM2c). O aparecimento da banda de maior peso molecu-
lar (pPM2a-Tc) ¢é inconstante, variando de um para outro experi-
mento eletroforético.

Os outros 3 transconjugantes, selecionados em Su, Ap e
Cm, também apresentam mais uma ou duas bandas na corrida eletro
forética. Estas 3 amostras exibem sempre um plasmidio cuja ban
da, de modo uniforme, se localiza um pouco acima da banda infe-
rior de PM-06/69 (pPM2c), coincidindo com a posicdo da banda in
termedidria desta amostra (pPM2b). Tais bandas nem sempre séo
de facil registro fotografico.

Assim como a amostra selecionada em Tc pode apresentar
um plasmidio extra, de maior peso molecular que os comumente en

contrados, os recombinantes selecionados em Su, Ap e Cm também
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exibem tal propriedade: na Figura V esta banda extra & encon-
trada também nos recombinantes selecionados em Su e Cm. No ul-
timo recombinante ela é ténue e por isso de dificil observacéao
e registro fotografico. Esta banda extra ndo é encontrada no
transconjugante selecionado com Ap. Entretanto,este achado néo
€ constante, havendo variacdo de um experimento eletroforético
para outro, para qualquer dos transconjugantes selecionados com
Tc, Su, Ap ou Cm.

Na Figura V s&o vistas 3 bandas correspondentes e ele-
mentos extracromossomicos nas canaletas relativas &s amostras
PM-06/69, recombinantes selecionados em Tc, Su e Cm, duas ban-
das na canaleta do transconjugante selecionado em Ap e apenas u
ma na- dos recombinantes selecionados em Sm e Km. As bandas en
contradas nas ultimas canaletas (lado direito), sdo dos plasmi-
dios com peso molecular referéncia para eletroforese (Tabela V).

Os pesos moleculares de todos os plasmidios acima des-
critos estao discriminados na Tabela X.

A Figura VI corresponde a uma analise eletroforética
dos plasmidios das amostras acima descritas, exceptuando-se a-
queles elementos com peso molecular referéncia. Neste caso o0s
transconjugantes foram previamente cultivados em meio com e sem
a respectiva droga antimicrobiana onde foram originalmente sele
cionados. Como pode ser depreendido pelo exame sumario da Figu
ra VI, o tratamento com as drogas em questdo nao determinou quajL
quer diferenca significativa nos plasmidios dos pares de amos-
tras investigadas.

0 estudo eletroforético dos plasmidios dos transconju-

gantes 711 pPMII-Tc e 711 pPM12-Sm, provenientes de PM-49/69,
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711 pPM12-Tc e 711 pPM12-Sm, oriundos de PM-50/69, 711 pPM13-Tc
e 711 pPM14-Sm, procedentes de PM-51/69, demonstrou que invaria
velmente tais amostras albergam um sé plasmidio, em tudo seme-

lhante ao das respectivas doadoras.

3.4.1.4 - Retransferéncia dos plasmidios dos transcon-
Jjugantes de PA.oZe.cU mZA.abZ£Z.6 isolados em
1969 para E-6 cheA-Zc/cZa. cof£Z J53 F , por conju

gacao.

Os transconjugantes 711 pPM2abc-Tc, 711 pPM2abc-Su,711
pPM2ab-Ap e 711 pPM2abc-Cm quando acasalados com uma amostra de
E. cof£Zz J53 F foram capazes de transferirem seus plasmidios pa
ra esta receptora. Por outro lado, o0s transconjugantes 711
pPM2a-Sm e 711 pPM2a-Km, ao contrario dos 4 primeiros, se mos-
traram incapazes de transferirem seus plasmidios para esta re-
ceptora. Finalmente, o0s transconjugantes 711 pPMII-Tc, 711 pPM12
-Sm, 711 pPM12-Tc, 711 pPM12-Sm, 711 pPM13-Tc e 711 pPM13-Sm a-
presentaram em comum a capacidade de retransferéncia de seus pias

midios para a receptora em questédo.

3.4.2 - ConjugacOes de PA.oZe.iU wiZA.<xbzZz4 i1solados em

1980 com E-6c.heA.ZcaZ<z c.ofZ 711 F

Dentro do grupo de 8 amostras exibindo resisténcia a
drogas (Tabela VIl) e plasmidios (Figura 1l1l1), apenas as amos-
tras PM-04/80 e PM-06/80 foram capazes de transferirem seus pias

midios, quando acasaladas com E. cof£Z 711 F . As outras 6 amos
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tras, hospedando plasmidios ndo conjugativos, foram ainda acasa
ladas por pelo menos duas vezes com E. coZZ J53 F e C600F , sem
que Tfosse contudo obtido qualquer transconjugante. A amostra
PM-04/80 resistente a Su e Ap (Tabela VII) e portando 2 plasmi-
dios (Figura 111) permitiu a obtencdo de transconjugantes em pia
cas seletoras com Su e Ap, em separado. Ja da amostra PM-06/80,
com resisténcia para as drogas Su, Ap, Cm e Km (Tabela VII) e hos
pedando 3 plasmidios (Figura I1l1l), foram isolados recombinantes

selecionados em placas com qualquer das 4 drogas.

3.4.2.1 - Teste em placa réplica dos transconjugantes

de PtoZe.u.4 mZtcbzZzz4 isolados em 1980.

Os recombinantes obtidos a partir do cruzamento entre
PM-04/80 e PM-06/80 x E. coZzZ 711 F , quando examinados em pla-
ca réplica exibiram de modo uniforme resisténcia frente a todas
as drogas em que Tforam selecionados, iIndependentemente de qual
destas drogas foi empregada em cada uma das placas seletoras.
Assim, cada um dos recombinantes do primeiro cruzamento apresen
tou resisténcia para Su e Ap, enquanto os do segundo resistén-

cia para Su, Ap, Cm e Km.

3.4.2.2 - Frequéncia de transferéncia dos plasmidios
de PtoZcu.4 mZtabzzz4 isolados em 1980 para

F.0 chetZc™Za coZZ 711 F , por conjugacio.

Os plasmidios conjugativos das amostras de P. mZtubZzZzé

isoladas em 1980, pPM20a e pPM22a, apresentaram uma Tfrequéncia



65

de transferéncia de respectivamente 1,66 x 10 e 1,78 x 10

Estes valores estao inseridos na Tabela IX.

3.4.2.3 - Analise eletroforética e determinacdo dos pe
sos moleculares dos plasmidios dos recombi-

nantes provenientes de iso

lados em 1980.

A Figura VIl diz respeito & eletroforese em gel de aga
rose dos plasmidios das amostras PM-04/80 e PM-06/80 e seus res
pectivos transconjugantes. Nela pode-se verificar que 0s recom
binantes de ambas as amostras apresentam, diferentemente destas,
apenas 1 plasmidio. Quanto aos transconjugantes de Pm-04/80, is
to é, 711 pPM20a-Su e 711 pPM20a-Ap, verifica-se que o plasmi-
dio do primeiro deles migra para a posicdo semelhante a do maior
plasmidio de PM-04/80 (pPM20a), enquanto o segundo, selecionado
em placa com ampicilina, migra para posicdo discretamente acima
do mesmo plasmidio de PM-04/80. Com os recombinantes de PM-04/
80 observa-se fato relativamente similar: o0s transconjugantes
711 pPM22a-Su, 711 pPM22a-Cm e 711 pPM22a-Km apresentam em co-
mum um sO plasmidio cuja banda em eletroforese se posiciona a
mesma altura da banda correspondente ao maior plasmidio de PM-
06/80 (pPM22a), enquanto o plasmidio do transconjugante selecio
nado em Ap migra para posicdo um pouco acima deste.

A posicado assumida pelos plasmidios selecionados em pia
cas com Ap, em ambos os casos acima descritos, reflete aumento
de peso molecular. Os pesos moleculares de todos estes plasmi-

dios encontram-se na Tabela XI.
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3.4.2.4 - Retransferéncia dos plasmidios dos transcon-

jugantes de PtoZeui mZiabzZzzZa isolados em 1980

para E4 chCiZchZ.c cozzZz J53 F , por conjugacao.

Todos o0s transconjugantes oriundos de P. iso

lados em 1980, isto é, 711 pPM20a-Su, 711 pPM20a-Ap, 711 pPM22a
-Su, 711 pPM22a-Ap, 711 pPM22a-Cm e 711 pPM22a-Km, quando acasa
lados com uma amostra de E. cozZZ J53 F se mostraram capazes de

transferirem seus respectivos plasmidios para esta receptora.

3.5 - Classificacdo do grupo de incompatibilidade dos

plasmidios de PM-49/69, PM-50/69 e PM-51/69.

Os plasmidios das amostras acima, respectivamente pPMII,
pPM12 e pPM13, com resultados semelhantes quando investigados
sobre a sua capacidade de autotransferéncia, resisténcia a dro-
gas antimicrobianas (Tabela VI) e pesos moleculares (Figura 11
e Tabela VI1I11), também sao pertencentes ao mesmo grupo de incom
patibilidade plasmidial. Os plasmidios destas 3 amostras, apos
transferidos para E. coZZ 711 F e investigados frente as 28 a-
mostras constantes da Tabela 111, foram lotados dentro do grupo
I gama de incompatibilidade, por n&do serem capazes de coexisti-
rem com o plasmidio R62la, com marca de resisténcia para Tc. Na
fase fTinal dos experimentos de incompatibilidade foi demonstra-
do que os plasmidios originalmente provenientes de P. fflZtcbzzzé
foram desalojados pelo plasmidio R62la em respectivamente 70, 75

e 78% das colbénias iInvestigadas.



3.6 - Gendtipo FZk O tua. 0 dos plasmidios das amostras

PM-49/69, PM-50/69 e PM-51/69.

Foram uniformemente altas as frequéncias de transferén
cias dos plasmidios das amostras acima, quando hospedados por
E. co£Z 711, a partir dos acasalamentos em separado dos pares
de doadores 711 pPM12 e 711 pPM12p307, 711 pPM12 e 711 pPM12p307,
711 pPM13 e 711 pPM13p307 com E. c.0oZZ C600 F . Estes resulta-
dos permitem concluir que os plasmidios das 3 amostras de P. mZ
A.abZZZ4 acima sdo insensivels aos repressores dos genes Via. co-
dificados pelo plasmidio p307, que tem gendtipo FZzn O+ Zta O
( ). Tal insensibilidade determina ainda que os plasmidios
pPMILE, pPml2 e pPM13, de P. mZtabZzz<5 sejam classificados como
mutantes constitutivos para o repressor codificado por p307, sen
do portanto denominados tfta. 00. Em estudo semelhante, empregan
do o plasmidio R386, que tem genotipo do tipo FZn 0O Zta O , os
resultados acima descritos se repetiram, confirmando-os.

0 estudo comparativo entre as frequéncias de transfe-
réncias do plasmidio F"Lac, a partir dos acasalamentos em sepa-
rado dos doadores 711 F"Lac, 711 F"Lac pPMIl, 711 F‘Lac pPM12 e
711 FT"Lac pPM13 com E. cof£Z C600 F , demonstrou n&o haver qual-
quer diferenca desta frequéncia, quer o plasmidio F"Lac esteja
sozinho ou coexistindo com os plasmidios pPMII, pPM12 ou pPM13.
Tais resultados indicam que os plasmidios provenientes das amos
tras de P. fflzZ/tabZZzZi ndo codificam para a sintese de qualquer re
pressor que atue sobre os genes tfta. 0 de F"Lac, sendo portanto
do tipo FZn 0 . Assim podemos concluir que os plasmidios pPMII,

e pPM12 e pPM13, originalmente encontrados nas amostras PM-49/69,
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PM-50/69 e PM-51/69, tém gendtipos do tipo FZn O tua. Oc.

3.7 - Analise dos plasmidios de PM-49/69, PM-50/69 e

PM-51/69 com nucleases de restricao

Visando complementar o estudo sobre a i1dentidade dos
plasmidios das amostras acima, tais elementos extracromossomi-
cos, apos transferidos para E. cof£Z 7.11 F e extraidos por ul-
tracentrifugacdo em gradiente de cloreto de cesio-brometo de
etidio, foram submetidos a divagem pelas seguintes enzimas
de restricdo do tipo II: Hind 111, Eco RI e Hae 11l. No mes
mo experimento Toi acrescentado DNA de TfTago lambda, posicio-
nado nas canaletas das extremidades e clivado apenas com a
enzima Hind 111, servindo como controle do experimento. Co-
mo pode ser depreendido pela Figura VIII cada enzima utiliza
da clivou os 3 plasmidios em segmentos de pesos moleculares
semelhantes, denotando grande homologia entre as suas seqilén
cias nucleotidicas e por extensdao de suas estruturas como um

todo.

3.8 - Mobilizacdo de plasmidios R ndo conjugativo por

plasmidios Ent e F"Lac conjugativos

Os transconjugantes 711 pPMI-SM e 711 pPMI-Km, resul-
tantes do acasalamento PM-06/69 x E. coZZ 711 F respectivamente

selecionadas em Sm e Km, albergam um plasmidio ndo conjugativo e
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sdo resistentes a Te, Su, Ap, Cm, Sm e Km. Como tails amostras
exibem em comum incapacidade para retransferir seus plasmidios,
a amostra 711 pPMI-Sm foi acasalada com as amostras E. cozZzZz 711
EP2, E. coZzZ 711 EP2, E. coZ< 711 EP9, E. coZZ 711 EP16 e E. co
ZZ F"Lac (Tabela 11), visando-se a mobilizacdo do plasmidio néo
conjugativo. A recepcédo final dos plasmidios em questédo se deu
em uma amostra de E. coZZ J53 F , quando houve participacao dos
3 primeiros e em E. coZZ C600 F quando com F"Lac. Todos os pias
midios conjugativos acima citados mobilizaram,com frequéncia va
ridvel, o plasmidio R ndo conjugativo. O plasmidio EP 16 exibiu,
aparentemente, a maior capacidade de mobilizacdo.

Na conjugacéo tripla envolvendo o plasmidio EP2 foram
selecionados transconjugantes em placas com Te, Ap, Cm, Km e na
quela envolvendo o plasmidio EP9 foram obtidos transconjugantes
em presenca de Te, Su, Ap e Sm. Por outro lado, no acasalamen-
to com participacao dos plasmidios EP16 e FlLac foram isolados
transconjugantes em todas as 6 drogas relativas ao plasmidio R
nao conjugativo.

Ap6s a obtencédo destes dados, as amostras de E. cozzZ 711
EP16 e E. cozzZ J53 F foram empregadas da mesma maneira (conju-,
gacao tripla) com as 12 amostras de P. mzZ/ia6zzzZ6 isoladas em 1969
e com as 6 isoladas em 1980, as quais eram portadoras de plasmi
dios R nédo conjugativos. Ao final, apds repetidas tentativas,

em nenhuma delas foi obtido qualquer transconjugante.
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3.8.1 - Teste em placa réplica dos transconjugantes ob

tidos por conjugacdo tripla.

Os transconjugantes obtidos através das conjugacdes tri
pias descritas anteriormente, foram investigadas separadamente
em placa réplica e, de acordo com o plasmidio mobilizador empre
gado, foram obtidos 2 grupos de transconjugantes. No primeiro
deles, envolvendo os plasmidios EP2 e EP9, verificou-se que as
100 coldnias transconjugantes de cada uma destas amostras cres-
ceram em presenca de todas as 6 drogas, isto é, Te, Su, Ap, Sm
e Km. A propoésito, este resultado chamou atencdo de que, certa
mente, a ndo obtencdo de transconjugantes com a participacdo de
EP2 e EP9, respectivamente nas placas seletoras com Su ou Sm e
Cm ou Km, se deveu a falha na selecdo; de fato, isto fTol mais
tarde confirmado em uma outra conjugacao, da qual foram isola-
das transconjugantes em placas seletoras com quaisquer das 6 dro
gas.

No segundo grupo de amostras, correspondente aos trans
conjugantes obtidos com a mobilizacdo pelos plasmidios EP16 e
F"Lac, os resultados foram diferentes: de cada conjunto de 100
colonias analisadas, numero variavel delas cresceu em presenca
de todas as 6 drogas, deixou de crescer em apenas uma de quails-
quer das 6 drogas, ou ainda, deixou de crescer em duas a 5 das
6 drogas. Nos transconjugantes obtidos com a participacéao de
EP16 houve com maior frequéncia a perda de apenas uma das mar-
cas. Ja naqueles isolados com a mobilizacdo por F"Lac, cerca
de 50% das coldnias investigadas perderam duas ou trés marcas

de resisténcia. Portanto, a mobilizacdo e ou coexisténcia de
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F*Lac com o plasmidio R ndo conjugativo de 711 pPM2-Sm leva a u
ma maior instabilidade de suas marcas do que com o plasmidio

EP16 .

3.8.2 - Andlise eletroforética dos plasmidios dos trans

conjugantes obtidos por conjugacdo tripla.

Os transconjugantes provenientes dos acasalamentos tri
pios envolvendo os plasmidios mobilizadores EP2, EP9, EP1.6 e
F‘Lac foram investigados por eletroforese em gel de agarose.

A Figura 1V,do gel onde foram corridas as amostras 711
pPM2-Sm, 711 EP2, 711 EP9 e seus transconjugantes obtidos em E.

J53 F~, demonstra que os 2 grupos de 4 transconjugantes a-
presentam em comum tanto o plasmidio R de 711 pPM2-Sm como os
respectivos plasmidios Ent de 711. Ep2 e 711 Ep9.

A Figura X corresponde a eletroforese em gel de agaro-
se das amostras 711 pPM2-Sm, 711 EP16 e seus transconjugantes.
Para tanto foram tomadas colOonias de transconjugantes seleciona
das respectivamente em Te, Su, Ap, Cm, Sm e Km que, quanto estu
dadas em placa réplica, nado haviam perdido qualquer das 6 mar-
cas. Como pode ser verificado na mesma figura o transconjugan-
te selecionado em Sm apresenta um s6 plasmidio, cuja banda mi-
gra para posicado semelhante & do plasmidio EP16. Com relacdo a
esta amostra, vale salientar que uma verificacdo posterior so-
bre as suas marcas de resisténcia demonstrou que tal transconju
gante perdera as marcas de Tc e Ap quando do crescimento do cajL
do para analise eletroforética Por outro lado, os demais trans

conjugantes, selecionados com as outras 5 drogas, apresentam 2
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plasmidios cujas bandas migram para as respectivas posicdes dos
plasmidios de 711 pPM2-Sm e 711 EP16.

Diante destes resultados foi feito um novo estudo ele-
troforético, com maior numero de amostras, no qual foram inclufi
dos 711 EP16, 711 pPMI-Sm, J53 F e 9 transconjugantes. Embora
tais transconjugantes tenham sido tomados a partir de placa com
Mac Conkey sem droga, ja haviam demonstrado previamente em pla-
ca réplica resisténcia para Tc, Su, Ap, Cm, Sm e Km ao mesmo tem
po. Dentre os 9 transconjugantes 1 foi selecionado em Su, 1 em
Ap, 1 em Km, 2 em Cm, 2 em Te e 2 em Sm. A Figura Xl correspon
de a foto do gel onde tais amostras foram corridas. Nela vé-se
que 2 dos transconjugantes apresentam um s6 plasmidio, enquanto
os demais tém 2 plasmidios. Ao mesmo tempo em que estas amos-
tras foram submetidas a eletroforese, foi também realizado um
estudo em placa réplica, o qual demonstrou que o0s transconjugan
tes com um s6 plasmidio haviam perdido as marcas de Tc e Ap. A
pés esta reproducdo do dado anterior, visando esclarecer com a
perda de qual das marcas estava associada a perdas de uma das
bandas plasmidicas, foi executado um terceito estudo eletroforé
tico com as seguintes amostras: 711 pPMI-Sm, 711 EP16, 2 trans
conjugantes com 5 marcas de resisténcia e sem a de Km, 2 com 5
marcas e sem a de Cm, 2 com 5 marcas e sem a de Ap, 2 com 5 mar
cas e sem a de Tc e os 2 ultimos com 4 marcas e sem as de Tc e
Ap. Os resultados obtidos constam da Figura XI1l, a qual demons
tra que os transconjugantes que perderam quaisquer das marcas,
exceptuando-se Ap, mantém os 2 plasmidios, enquanto aqueles que
perderam a marca de Ap perderam um plasmidio. Estudos repeti-

dos confirmaram que a perda da marca de Ap estad sempre associa-
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da com a auséncia do plasmidio de menor peso molecular, que por
sua vez corresponde ao plasmidio R ndo conjugativo de 711 pPM-
Sm.

Experimento similar foi conduzido com transconjugantes
obtidos pela mobilizacdo com F"Lac, cujos resultados estao na
Figura X11l1. Para tanto foram empregadas as amostras 711 pPMI-
Sm, 711 F"Lac e 8 de seus transconjugantes constituidos em E. co
Z-i C600 F~ com selecao em placas contendo meio minimo, Te e lac
tose como unica fonte de carbono. O0s transconjugantes tinham as
seguintes caracteristicas: a) resistente apenas a Te; b) re-
sistente a Tee Su; c) resistente a Te e Sm; d) resistente a
Te, Cm e Sm; e) resistente aTe, Cm e Km; ¥) resistente a Te,
Su, Ap e Km; ¢g) resistente a Te, Su, Cm, Sm e Km; h) resisten
te a Te, Su, Ap, Cm, Sm e Km. Voltando aFigura XIlIl verifica-
-se que as duas amostras que tém 2 plasmidios correspondem exa-
tamente aos 2 transconjugantes que mantém entre outras marcas a
de Ap. Os demais, sem a marca de Ap albergam apenas 1 plasmi-

dio que migra para a mesma posicado de F"Lac.

3.8.3 - Sensibilidade das amostras E. c.0ZZ 711 pPM2a-
Sm, E. cozzZ 711 EPIb, E. 711 F"Lac e seus
recombinantes, obtidos por conjugacdo tripla,

aos fagos R17 e O011.

As amostras 711 EP16 e 711 F"Lac, portadoras de plasmi
dios mobilizadores, a amostra 711 pPM2a-Sm e seus respectivos
transconjugantes, obtidos por conjugacdes triplas, foram iInves-

tigados quanto a sua sensibilidade aos fagos R17 e O011.
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No primeiro caso, correspondente ao conjunto de amos-
tras 711 pPM2a-Sm, 711 EP16, seus transconjugantes (Figura XII)
e amostras controle (E. coZzZz CA77 sensivel a R17 e resistente a
011, E. cof£Z 711 F resistente a R17 e sensivel a 011), foram
obtidos os seguintes resultados: a amostra 711 pPM2a-Sm mos-
trou-se resistente ao fago R17 e sensivel a 011, a amostra 711
EP16 resistente a ambos os fagos e todos os transconjugantes re
sistentes a R17 e sensiveis a 011. Portanto, os recombinantes
apresentaram comportamento semelhante a 711 pPM2a-Sm. As amos-
tras controle confirmaram os resultados esperados. Estes dados
constituem a Tabela XII.

No segundo caso, correspondente ao conjundo de amostras
711 pPM2a-Sm, 711 F"Lac, seus recombinantes (Figura XIIl) e a-
mostras controle (CA77 e 711 F ), foram obtidos os seguintes da
dos: a amostra 711 pPM2a-Sm confirmou o dado anterior exibindo
resisténcia a R17 e sensibilidade a 011, 711 F"Lac mostrou sen-
sibilidade a R17 e resisténcia a 011 e todos os ‘transconjugan-
tes sensiveis a R17 e resistentes a 011. Assim, 0sS transconju-
gantes tiveram comportamento similar ao de 711 F"Lac. As amos-
tras controle deram os resultados esperados. O0s dados acima des

critos se encontram na Tabela XIII.

3.8.4 - Producdo de enterotoxina LT por transconjugan-

tes obtidos por conjugacédo tripla.

Recombinantes obtidos em conjugacdes triplas, pela mo-
bilizacdo do plasmidio R de 711 pPM2a-Sm com o plasmidio de 711

EP16 (pTM16), foram investigados quanto a sua capacidade para
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produzir a toxina LT. Assim, as amostras empregadas na eletro-
forese correspondente a Figura Xll, apresentaram o0s seguintes
resultados, quanto a producdo de toxina: 711 pPM2a-Sm e o0s 4
recombinantes que apresentam 1 s6 plasmidio ndo produzem a ente
rotoxina Lt, enquanto as amostras 711 EP16 e os 6 transconjugan
tes que apresentam os 2 plasmidios produzem a toxina em questdo.

Estes resultados estidao na Tabela XIV.

3.8.5 - Retransferéncia dos plasmidios dos transconju-
gantes obtidos por conjugacdo tripla para Eo6-
ch.e.A.-ich.-ia C600 F ou J53 F , por conjuga-

cao.

Todos os transconjugantes obtidos em conjugacbes tri-
plas, quando acasalados com uma amostra de E. coZZ C600 F ou J53
F mostraram habilidade para retransferir seus respectivos plat
midios. Foram selecionados transconjugantes em placas com quais
quer das drogas para as quais a amostra doadora em questao exi-

bia resisténcia.

3.8.5.1 - Retransferéncia de plasmidio de transconjugan
tes obtidos por conjugacdo tripla e defecti-
VvOos para as marcas de Ap e Te, para E-6¢cfie.tz-

c.hh.a. c.0-1-i C600 F , por conjugacao.

Como jJa demonstrado, a mobilizacdo do plasmidio R néo
conjugativo de 711 pPM2a-Sm pelos plasmidios EP16 ou F"Lac, le-

va ao aparecimento de transconjugantes com perda de uma ou mais
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marcas de resisténcia, e a perda da marca de Ap determina sem-
pre o desaparecimento concomitante da banda correspondente ao e
lemento extracromossomico R. Devido a isso transconjugantes con
seguidos com a mobilizacado pelo plasmidio EP16, em E. cott J53,
defectivos para as marcas de Ap e Te foram estudados com mais
detalhe. Para tando 2 destes transconjugantes, encontrados na
Figura XI (canaletas G e J), foram transferidos por conjugacao
para a amostra de E. c.ofZ C600 F . A selecdo de transconjugan-
tes se fez em placas com Su, Cm, Sm e Km e também Ap e Te. De
ambas as conjugacf6es foram selecionados transconjugantes em pia
cas seletoras com quaisquer das 4 primeiras drogas. Como espe-
rado, nao foram obtidos transconjugantes em placas com Ap ou Te.
Quando 100 colénias de cada conjugacdo foram estudadas em placa
réplica, verificou-se que aquelas selecionadas em placas com Su,
Cm ou Sm cresciam indistintamente em quaisquer das 4 drogas em
questao (Su, Cm, Sm, Km). Por outro lado, cerca de 10% daque-
las colbénias selecionadas em placa com Km s6 cresciam em placa
com Km e o restante se comportava como as selecionadas nas ou-
tras 3 drogas, crescendo indistintamente na presenca de quals-

quer delas (Su, Cm, Sm, Km).

3.8.5.2 - Analise eletroforética dos transconjugantes
obtidos por conjugacao tripla e defectivos pa

ra as marcas de Ap e Te.

A Figura X1V corresponde a eletroforese onde foram cor
ridas as seguintes amostras: 711 EP16, 711 pPM2a-Sm, os dois

transconjugantes obtidos em conjugacdo tripla e defectivos para
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as marcas de Ap e Te, e 5 transconjugantes provenientes de cada
um destes, constituidos em E. cott C600, os quais foram selecio
nados respectivamente em placa com Su, Cm, Sm e Km. 0 quinto
transconjugante de cada grupo correspondia a uma amostra sele-
cionada em Km e que s6 crescia nesta droga. Na mesma figura ob
serva-se que o0os 8 transconjugantes selecionados em placa com Su,
Cm, Sm ou Km e resistentes a todas elas ao mesmo tempo tém ape-
nas um plasmidio, cuja banda apresenta migracdo eletroforética
semelhante a dos plasmidios das amostras que os originaram. Em
um destes transconjugantes (canaleta 3 da Figura XIV) aparece
uma segunda banda, acima do primeiro plasmidio, denotando maior
peso molecular. Nos 2 transconjugantes selecionados em Km e re
sistentes apenas a esta droga, foi encontrado um s6 plasmidio;
suas bandas migram para a mesma posicdo do segundo plasmidio da
amostra da canaleta D, denotando maior peso molecular. Por ou-
tro lado, ndo foi encontrado nestas duas amostras a banda comum

a todos os demais transconjugantes.

3.8.5.3 - Producdo de enterotoxina LT pelos transconju
gantes obtidos em conjugacado tripla, defecti
vos para as marcas de Ap e Te, e pelos seus

transconjugantes.

As amostras empregadas na analise eletroforética cor-
respondente & Figura X111l foram estudadas quanto a producdo da
enterotoxina LT. Foil demonstrado que apenas a amostra 711 EP16
produziu a toxina. A amostra 711 pPMI-Sm e os 12 transconjugan

tes, comprovando dados experimentais anteriores, nao produziram
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a enterotoxina LT.

3.8.5.4 - Estudo com nucleases de restricdo dos plasmi
dios pPM2a-Sm, EP16 e de um plasmidio defec-

tivo para as marcas de Ap e Te.

A mobilizacdo do plasmidio pPM2a-Sm por EP16 leva ao a
parecimento de um terceiro tipo de plasmidio (em E. cot-i J53) ,
hibrido que é conjugativo e tem 4 marcas de resisténcia (Su,Cm,
Sm e Km) . Visando estabelecer este dado em bases fisico-quimi_
cas, cada um destes 3 elementos extracromossomicos foi clivado
com as enzimas de restricdo Hind 111, Eco Rl e Pst 1. No mesmo
experimento foi incluido DNA do fago lambda, o qual foi submeti
do a tratamento enzimatico apenas com Hind 111. Os materiais
assim tratados foram submetidos a eletroforese e o resultado cons
ta da Figura XIV. Verifica-se ai que o plasmidio hibrido apre
senta bandas correspondentes a fragmentos de DNA plasmidial que
coincidem com bandas de pPM2a-Sm ou de EP16. Este achado com-
prova o carater hibrido do plasmidio defectivo para as marcas e

Ap e Te.



TABELA VI.

PtpZtU.4 mZtabZZZé

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

PM

nas das amostras de PtoZeu.4 mZtabZZZ-6

1969.

02769
04/69
06/69
08/69
10/69
11/69
23/69
25/69
26/69
35/69
43/69
47/69
48/69
49/69
50/69
51769
55/69
56/69
57/69

58/69
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Nivel e modelo de resisténcia, a drogas antimicrobia-

isolados em

Nivel de resisténcia a drogas (pg/ml)

Tc

50

50

50

50
50

20

50

50

50

50

50

50

50

50

50

Su Ap

1.000 1.000
1.000 20
1.000 1.000
1.000 500

1.000 1.000

1.000 -

1.000 500

1.000 1.000

1.000 50

1.000 20

Cm

200

200

200

200

200

20

200

200

200

100

Sm

1.000

50

20

50

50

50

100

100

100

50

100

100

100

50

200

20

50

Km

1.000
500
1.000
100

1.000

1.000

500
500



TABELA VII.

PtoZeu-6
PM 01/80
PM 02780
PM 03780
PM 04/80
PM 05780
PM 06780
PM 07/80
PM 08/80
PM 14/80
PM 39/80
PM 53780
PM 60/80

isolados

80

Nivel e modelo de resisténcia a drogas antimicrobia
nas das amostras de P/toZeu.4 mZAabzzz-6
1980.

em

Nivel de resisténcia a drogas (pg/ml)

Tc

50

100

100

50

50

100

Su

1.000

1.000

1.000

500

1.000

1.000

500

Ap

500
1.000
200
200
500
1.000
1.000
500

Cm

200

100

200

100

100

200

Sm

50
100

100

50
50
50
50
200

100

Km

200

100

500

200

100
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TABELA VII11. Caracteristicas dos plasmidios das amostras de Pto
Xe.u.4 mttabz/zZ6 isolados em 1969.

Caracteristicas dos plasmidios

?fiotiu.0 m'c/iabZtz.6 Designacao Peso (daltons) FreqUéncia ge
molecular transfteréncia
PM-04/69 pPMI 46 x 106 Zero
PM-06/69 pPM2a 56 x 106 1,86 x 107
PM-06/69 pPM2b 26 x 106 1,24 x 107
PM-08/69 pPM3 46 x 106 Zero
PM-10/69 pPM4 40 x 106 L
PM-11-69 pPM5 46 x 106 "
PM-25/69 pPM6 38 x 106
PM-26/69 pPM7 a0 x 106 !
PM-43/69 pPM8 25 x 106 "
PM-47/69 pPM9 28 x 106 "
PM-48/69 pPMIO 34 x 106 "
PM-49/69 pPMI 1 36 x 106 7,40 x i0-7
PM-50/69 pPM12 36 x 106 6,05 x 107
PM-51/69 pPM13 36 x 106 7,33 x 10-7
PM-55/69 pPM14 48 x 106 Zero
PM-56/69 pPM15a 48 x 106 !
PM-56/69 pPM15b 48 x 106 !

PM-57/69 pPM16 48 x 106 "
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TABELA 1X. Caracteristicas dos plasmidios das amostras de Pto-
ieu.4 m/tab/ZZ-6 isolados em 1980.

Caracteristicas dos plasmidios

Pstote.uA mvt.a.b-i1£-10 Peso molecular Frequéncia de

Designacao

(daltons) transferéncia
PM-01/80 pPM17 20 x 106 Zero
PM-02/80 pPM18a 29 x 106 !
PM-02/80 pPM18b 20 x 106 d
PM-03/80 pPM19a 29 x 106 !
PM-03/80 pPPM19b 23 x 106 :
PM-04/80 oPM20a 90 x 106 1,66 x 10-6
PM-04/80 pPM20b 48 x 106 Zero
PM-05/80 pPM21 23 x 106 g
PM_06/80 oPM22a 90 x 106 1,08 x 10"6
PM-06/80 pPM22b 48 x 106 Zero
PM-06/80 pPM22e 25 x 106 !
PM-07/80 pPM23 23 x 106 L

PM-08/80 pPM2 4 29 x 106 s
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TABELA X. Pesos moleculares dos plasmidios de PM-06/69 e de seus
recombinantes selecionados em diferentes drogas, se-
gundo dados da Figura V.

Amostra Plasmidio Peso molecular
PM--06/69 pPM2a 56 x 1O
PM--06/69 pPM2b 34 x 10°
PN--06/69 pPM2c 23 x 106
E. coZzZ 711 pPM2abc-Tc pPM2a-Tc g5 x 106
E. coZZ 711 pPM2abc-Tc pPM2b-Tc 56 x 106
E. coZZ 711 pPM2abc-Tc pPM2c-Tc 23 x 106
E. coZZ 711 pPM2abc-Su pPM2a-Su g5 x 106
E. coZzZ 711 pPM2abc-Su pPM2b-Su 56 x 108
E. coZZ 711 pPM2abc-Su pPM2c-Su 34 x 106
E. cozZ 711 pPM2ab-Ap pPM2a-Ap 56 x 106
E. coZZ 711 pPM2ab-Ap pPM2b-Ap 34 x 106
E. coZZ 711 pPM2abc-Cm pPM2a-Cm g5 x 106
E. coZZ 711 pPM2abc-Cm pPM2b-Cm 56 x 106
E. cozZZ 711 pPM2abc-Cm pPM2c-Cm 34 x 106
E. coZZ 711 pPM2a-Sm pPM2a-Sm 56 x 106
E. coZzZ 711 pPM2a-Km pPM2a-Km 56 x 106
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TABELA XI1. Pesos moleculares dos plasmidios de PM-04/80 e PM-
06/80 e de seus respectivos transconjugantes, sele-
cionados em diferentes drogas, conforme dados da Fi-

gura VII.

Amostra Plasmidio Peso molecular
PM-04/80 pPM20a 90 x 106
PM-04/80 pPM20b 48 x 106
E. CofZ 711 pPM20a-Su pPM20a-Su 90 x 106
E. COEZ 711 pPM2Oa-Ap pPM20a-Ap 110 x 106
PM-06/80 pPM22a 90 x 106
PM-06/80 pPM22b 48 x 106
PM-06/80 pPM22c 25 x 106
E. coE£Z 711 pPM22a-Su pPM22a-Su 90 x 106
E. cofZ 711 pPM22a-Ap pPM22a-Ap 110 x 106
E. COf£Z 711 pPM22a-Cm pPM22a-Cm 90 x 106
E. cc£Z 711 pPM22a-Km pPM22a-Km 90 x 106



TABELA XI1I.
Amostras
E. cozZZ 711
E. co£Z 711
E. co£Z J53
E. cof£zZ J53
E. cof£z J53
E. o0o0zz J53
E. cof£z J53
E. co£Z J53
E. co£z J53
E. cof£z J53
E. cof£z J53
E. cof£z J533
E. cof£z CA77
E. cozz 711

X
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Comportamento das amostras de E. cot-1i 711 pPM2a-Sm,
E. C.0-E-1 EP16, seus respectivos transconjugantes (Fi
gura XI11) e amostras controle, frente aos fagos R17
e O11.

Comportamento frente aos fTagos

Marcas
perdidas
pPM2a-Sm - R S
Epl6 - R R
Km R S
Km R S
Cm R S
Cm R S
Ap R S
Ap R S
Tc R S
Tc R S
Ap e Tc R S
Ap e Tc R S
- S R
F~ - R S

sem perda de marcas genéticas

resistente

a infeccado pelo fago

sensivel a infeccdo pelo fago



TABELA XI111.

R
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Comportamento das amostras de E. cozZZ 711 pPM2a-Sm,

E. coZZ 711 F'Lac, seus transconjugantes (Figura
XIIl) e amostras controle, frente aos fagos R17 e
011.

Comportamento frente aos

Amostras Marcas fagos
perdidas R17 011
coZZ 711 pPM2a-Sm - R S
coZZ 711 F"Lac - S R
coZZ C600 Su,Ap,Cm,Sm,Km S R
coZZ C600 Ap,Cm,Sm,Km S R
cozZZ C600 Su,Ap,Cm,Km S R
cozZ C600 Su,Ap,Km S R
cozz C600 Su,Ap,Sm S R
cozz C600 Cm, Sm S R
cozZ Ce600 Ap S R
cozz C600 - S R
cozz CA77 - s R
cozz 711 F~ - R S

sem perda de marcas genéticas

resistente

sensivel a

a i1nfeccdo pelo fago
infeccdo pelo fago
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TABELA X1V. Producéo de enterotoxina LT pelas amostras de E. c.0
711 pPM2a-Sm, E. coZZ 711 EP16 e seus recombinan
tes (Figura XI11) obtidos por conjugacgdes triplas.

Amostras N9 de plasmidios Producao
E. 711 pPM2a-Sm 1 -
E. 711 EP16 1 +
E. J53  (Km-) 2 +
E. J53  (Km ) 2 +
E. J53 (Cm ) 2 +
E. cozz J53 (Cm ) 2 +
E. J53 (Ap ) 1 -
E. J53 (Ap ) 1 -
E. cof£z J53 (Tc ) 2 +
E. cott J53 (Tc ) 2 +
E. coEZ J53 (Ap , Tc ) 1 -
E. cotz J53 (Ap , Tc ) 1 -

nao produtor de toxina LT

+

produtor de toxina LT
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Eletroforese em gel de agarose dos plasmidios de 8 a-
mostras de Ptcteu.4 mZta.6Zf.Z4
midios com peso molecular referéncia.

isoladas em 1969 e plas-

Amostra Plasmidio
PM-04/69 pPMI
PM-06/69 pPM2a e pPM2b
PM-08/69 pPM3
PM-10/69 pPM4
PM-11/69 pPM5
PM-25/69 pPM6
PM-26/69 pPM7
PM-43/69 pPM8
E. c.oZzz J53 pR27
E. cof£zZ 711 p307
E. cozz J53 pRP4
E. C-0Z-c J53 pS-a
E. coZZ HB101 pBR322
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Amostra

PM-47/69
PM-48/69
PM-49/69
PM-50/69
PM-51/69
PM-55/69
PM-56/69
PM-57/69
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Eletroforese em gel de agarose dos plasmidios de 8 a
mostras de PtoZe.u.4 mZtabzZzZzo6
midios com peso molecular referéncia.

isoladas em 1969 e plas_

Plasmidio

pPM9

pPMIO

pPMI 1

pPM12

pPM13

pPM14

pPM15a e pPM15b
pPM16

E.

E.
E.
E
E

Co£Z J53
Co£Z 711
coZZ J53
co£Z J53

ccZZ HblOol

pR27
p307
PRP4
pS-a
pPBR322
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Amostra

PM-01/80
PM-02/80
PM-03/69
PM-04/69
PM-05/69
PM-06/69
PM-07/69
PM-08/69

E.

E.
E.
E

co/Z J53

711
co-Lc J53
c.ofZ J53
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Eletroforese em gel de agarose dos plasmidios das 8

amostras de Ptoie.u.4 |
midios com peso molecuar referéncia.

isoladas em 1980 e pias

Plasmidio

pPM17

pPM18a e pPM18b
pPM19a e pPM1Sb
pPM20a e pPM20b
pPM21

pPM22a, pPM22b e pPM22c
pPM23

pPM24

pR27

p307

pRP4

pS-a
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FIGURA
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Curva em papel log x log, obtida com base em plat
midios com peso molecular referéncia. Através de
la, ilustrativamente, foram calculados o0s pesos
moleculares aproximados dos plasmidios de 8 amos-
tras de P. isolados em 1969, constantes

da Figura | (100) .
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tra PM-06/69,
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de agarose dos plasmidios danamos
de seus transconjugantes e de plasmidios

com peso molecular referéncia.

Amostras

PM-06/69
C.0EZ
COEZ

cot/
coZZ
cozz
cozZ
cus/z
cozZ
coZZ

m m m m m m m m m m
. . . . . . . . . .

711
711
711
711
711
711
J53
711
J53
J53

pPMabc-Tc
pPMabc-Su
pPMab-Ap
pPMabc-Cm
pPMa-Sm
pPMa-Km
R27

P307

RP4

S-a

Plasmidios
pPM2a, pPM2b e pPM2c
pPM2a-Tc, pPM2b-Tc e pPM2c-Tc
pPM2a-Su, pPM2b-Su e pPM2c-Su
pPM2a-Ap e pPM2b-Ap
pPM2a-Cm, pPM2b-Cm e pPM2c-Cm
pPM2a-Sm
pPM2a-Km
pR27
p307
pRP4
pS-a



FIGURA VI.

Canaleta
A

- T O T M O O W

= X G

Eletroforese em gel
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de agarose dos plasmidios de PM-

06/69 e dos plasmidios dos seus transconjugantes cul
tivados com e sem droga antimicrobiana

m m m m m m M m m fm [m m
. . . . . . . . . . . .

coLi
0.0L#E
coLi
cozZ
cozZ
cozZ
cozz
cozz
coZZ
cozz
coZZ
cozZZ

Amostras
PM-06/69

711
711
711
711
711
711
711
711
711
711
711
711

pPM2abc-Tc
pPM2abc-Tc
pPM2a-Su
pPM2a-Su
pPM2ab-Ap
pPM2ab-Ap
pPM2ab-Cm
pPM2ab-Cm
pPM2a-Sm
pPM2a-Sm
pPM2a-Km
pPM2a-Km

Droga

Tc

Su

Ap

Cm

Sm

Km

N<? de plasmidios
2

el e e ) = S T G R G B TN N L R OV )
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Eletroforese em gel de agarose dos plasmidios das a
mostras PM-04/80 e PM-06/80 e de seus transconjugan
tes, selecionados em diferentes drogas, bem como de
plasmidios com peso molecular referéncia.

PM-04/80
E.
E.
PM-06/80

m m m m m m m m

Amostras

cof£Z 711 pPM20a-Su

CO£Z

CO£Z
C.CtZ
CO£Z
CO£Z
CO£Z
CO£Z
CO£Z
CO£Z

711

711
711
711
711
J53
711
J53
J53

pPM20a-Ap

pPM22a-Su
pPM22a-Ap
pPM22a-Cm
pPM22a-Km
R27

p207

RP4

S-a

Plasmidios
PPM20a e pPM20b
pPM20a-Su
pPM20a-Ap
pPM22a. pPM22b e pPM22c
pPM22a-Su
pPM22a-Sm
pPM22a-Cm
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Eletroforese em gel de agarose dos produtos de cli
vagem dos plasmidios pPMIl, pPM12 e pPM13 com as

enzimas Hind 111, Eco R1 e Hae 1l1I. Nas canaletas
das extremidades foi empregado DNA do fago l1ambda,

em ambos o0s casos tratados s6 com a enzima Hind IIl.

DNA Ensima
1ambda Hind 111
pPMI 1 Hind 111
pPM12 Hind 111
pPM13 Hind 111
pPMI1 Eco R1
pPM12 Eco RI
pPM13 Eco RI
pPMII Hae 111
pPM12 Hae 111
pPM13 Hae 111

1ambda Hind 111
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FIGURA 1X. Eletroforese em geral de agarose dos plasmidios das
amostras de E. c.oLi 711 pPM2a-Sm, E. cozZzZ 711 EP2, E.
coZZ 711 EP9 e seus respectivos transconjugantes se-
lecionados em diferentes drogas.

Canaleta Amostras Droga Plasmidios

A E. coZzZ 711 pPM2a-Sm Sm pPM2a-Sm

B E. coZzZ 711 EP2 - pTM2

C E. coZZ J53 Tc pPM2a-Sm/Tc e pTM2

D E. cozz J53 Ap pPM2a-Sm/Ap e pTM2

E E. cozZ J53 Cm pPM2a-Sm/Cm e pTM2

F E. cozZZ J53 Km pPM2a-Sm/Km e pTM2

G E. coZZ 711 Ep9 - pTM9

H E. cozzZ J53 Tc pPM2a-Sm/Tc e pTM9

I E. cozZz J53 Su pPM2a-Sm/Su e pTM9

J E. coZzz J53 Ap pPM2a-Sm/Ap e pTM9
E. coZzZ J53 Sm pPM2a-Sm/Sm e pTM9
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cotZ 711 EP16 e seus
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respectivos recombinantes selecionados em
drogas
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Eletroforese em gel de agarose dos plasmidios das a-
mostras de E. cof£Z 711 EP16, E. co£Z 711 pPM2a-Sm e
seus respectivos transconjugantes selecionados em dis®
tintas drogas.

Amostras Droga Plasmidios
E. co£Z 711 EP16 - pTM16
E. c.0Z-1 711 pPM2a-Sm Sm pPM2a-Sm
E. co J53 F - -
E. coJd53 Su pTM16 e pPM2a-Sm/Su
E. cof£zZ J53 Ap pTM16 e pPM2a-Sm/Ap
E. cof£Z J53 Km pTMI- e pPM2a-Sm/km
E. cof£Z J53 Cm
E. cof£zZ J53 Cm pTM16 e pPM2a-Sm/Cm
E. coU J53 Tc pTM16 e pPM2a-Sm/Tc
E. cofZ J53 Tc 9
E. coU J53 Sm pTMI6 e pPM2a-Sm/Sm
E.

co£Z J53 Sm pTM16 e pPM2a-Sm/Sm
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Eletroforese em gel de agarose dos plasmidios das a

mostras

E. c.ot-1 711 pPM2a-Sm,
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das
E. cof£Z 711 F"Lac

e de seus transconjugantes selecionados em Tc e
com as caracteristicas abaixo discriminadas.
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FIGURA XI1V. Eletroforese em gel de agarose dos plasmidios de E.

coZZ 711 EP16 e E.

cozZZ 711 pPM2a-Sm,dos plasmidios

de seus transconjugantes obtidos por conjugacédo tri
pia (em E.

Ap e Tc (canaletas G e J da Figura XI),

cozZZ J53) e defectivos para as marcas de
e dos plas-

midios de seus recombinantes obtidos por retransfe-
réncia dos plasmidios acima (em E.

coZl C600,
Cm, Sm e Km.
?222 Amostras
A E. cozz 711 Epl6
B E. coZz 711 pPM2a-Sm
C E. cozz J53
D* E. cozz C600
E E. cozl C600
F E. cozz C600
G E. c.o0zz C600
H E. cozz C600
I E. cozz C600
J E. cozz C600
K E. cozz Ce600
L E. cozz C600
M E. cozz C600
N E. cozz C600

Droga
Seletora

Sm
Sm
Su
Cm
Sm
Km
Km
Sm
Su
Cm
Sm
Km
Km

Modelo de

TcSUApCmSmMKm

SuCmSmKm
SuCmSmKm
SuCmSmKm
SuCmSmKm
SuCmSmKm
Km
SuCmSmKm
SuCmSmKm
SuCmSmKm
SuCmSmKm
SuCmSmKm
Km

100
100
15
100
100
100
90
10
15
100
100
100
90
10

* A amostra plotada na canaleta D apresenta duas bandas plasmidiais.
que a banda superior migra para posicdo semelhante & das bandas encontra-
das nas amostras plotadas nas canaletas H e N.

coZZ J53)para E.
tendo sido os uUltimos selecionados em Su

Porcentagem
resisténcia de colobénias

Notar
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FIGURA XV. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de cliva
gem dos plasmidios pPM2a-Sm, de um plasmidio hibrido
e defectivo para as marcas de Ap e Tc, e do plasmi-
dio pTM16, com as enzimas Hind 111, Eco Rl e Pst I.
Nas canaletas das extremidades foi empregado DNA do
fago lambda, em ambos os casos tratados apenas com a
enzima Hind I11.
Canaleta DNA Enzima N9 de fragmento
A lambda Hind 111 7
B pPM2a-Sm Hind 111 6
C p hibrido Hind 111 5
D pTM16 Hind 111 6
E pPM2a-Sm Eco RI 5
F p hibrido Eco R1 8
G pTMS16 Eco RI 6
H pPM2a-Sm Pst | 12
| p hibrido Pst | > 10
J pTM16 Pst | > 16

1ambda Hind 111 7



N-DISCUSSAO

A anadlise das Tabelas VI e VII, em correlacdo com a das
Figuras I, Il e 111, chama a atencdo para alguns aspectos rela-
tivos 8 resisténcia a drogas e respectivos plasmidios R das a-
mostras de P. mZ/i<xbZ£Z6. Inicialmente pode-se verificar que to
das as amostras resistentes a pelo menos duas drogas sdo porta-
doras de plasmidios R. Além disso, tais plasmidios codificam pa
ra resisténcia a duas, quatro, cinco ou seis drogas antimicro-
bianas.

Com relacdo a capacidade de autotransferéncia destes
plasmidios pode-se notar que nenhum daqueles com cinco ou seis
marcas de resisténcia é conjugativo. Portanto, os plasmidios
conjugativos correspondem a elementos extracromossomicos porta-
dores de duas ou quatro marcas de resisténcia (Tabelas VIII e
1X) .

A presenca de marca de resisténcia unica para Tc, Cm ou

Sm, em amostras que sao isentas de plasmidios, fala inicialmen-

te em favor de resisténcia cromossoOmica. Embora esta interpre-
tacdo encontre respaldo em varias publicacles (19, 37
72, 107, 138 ), acreditamos que os elementos transloca-

(transposons e unidades 1S) possam estar relacionados com este

tipo de resisténcia. Esta suposicdo se baseia nos seguintes da
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dos: desde h&d muito é sabido que as bactérias podem sofrer mu-
tacdes cromossdOmicas que conferem alto ou baixo nivel de resis-
téncia a drogas antimicrobianas (11, 12, 49, 50, 51 |/
144 ). 0 alto ou baixo nivel de resisténcia adquirido esta di
retamente relacionado com a droga, para a qual o germe sofre mu
tacdo, e nado com a espécie bacteriana mutante (.12, 49, 50 ,
122, 144 ). Isto significa dizer que, de modo geral, qual-

quer bactéria pode sofrer mutacdo e exibir alto nivel de resis-

téncia para drogas como a estreptomicina (51 ), rifamicinas
( 137 ), &cido paraminosalicilico( 147 ), hidrazida ( 43 ) aci
do nalidixico ( 137 ); pode também mutar e adquirir baixo ni-
vel de resisténcia para as demais drogas ( 12, 50, 122 ),
entre as quais estido a tetraciclina (51 ) e o cloranfenicol
( 51, 144 ). Portanto, no caso destas duas ultimas drogas

serdo necessarias varias mutacdes, seguidas de selecao com dro-
ga, para que sejam obtidos mutantes com altos niveis de resis-
téncia ( 144 ). Entretanto, este evento ndo acontece '"in vivo"
em condi¢bes normais ( 12, 46 ).

A partir de tais principios, consagrados experimental-
mente ( 137 ), TFfica dificil de acreditar que a marca de resis-
téncia uUnica, para Tc ou Cm, exibida por algumas amostras de P.
mZtabzzz-6, seja simplesmente devido a mutacdo cromossémica. Por
outro lado, embora ndo tenha sido feita uma abordagem experimen
tal especifica visando este aspecto, supomos que os elementos
translocaveis estejam envolvidos com este tipo de resisténcia.

Vale notar também que as amostras resistentes apenas a
Tc ou Cm s6 foram encontradas no grupo de amostras isoladas em

1969. Entendemos que este achado se deve a pressao seletiva e-
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xercida pelas drogas em questdo, as quais foram muito emprega-
das durante a década de 60 e inicio dos anos 70, época em que
tais amostras foram isoladas.

A falta de dados sobre os critérios empregados no iso-
lamento e estocagem das amostras ndo permite um estudo compara-
tivo, em bases epidemioldgicas, entre 0Ss 2 grupos.

Uma apreciacdo das Figuras 1, 11 e 111, referentes aos
plasmidios de ambos os grupos de P. mZtabzZzZzd6, detecta diferen-
cas iImportantes entre os mesmos. Enquanto em 4 das amostras i-
soladas em 1980 sao encontrados pelo menos 2 plasmidios em cada
uma, apenas duas daquelas isoladas em 1969 apresentam esta ca-
racteristica. Em contrapartida, plasmidios de baixo peso mole-
cular, entre 2,5 e 4,8 x 10 daltons, s6 foram encontrados nas
amostras de 1969 (Tabelas VII1 e 1X).

Os plasmidios das amostras isoladas em 1980 apresentam
-se com peso molecular a partir de 20 x 10 daltons (Tabela IX),
sendo também encontrado neste grupo de PtoZecu os elementos ex-
tracromossomicos de maior peso molecular (90 x 10 daltons). Is
to pressupde uma frequéncia de plasmidios conjugativos propor-
cionalmente maior neste grupo. A propésito, o achado de apenas
2 plasmidios conjugativos nas amostras em questao ndo afasta es
ta possibilidade, pois, nesta iInvestigagcao o interesse esteve
voltado apenas para os plasmidios R. Além disso, estes plasmi-
dios R podem ter genotipo do tipo ~Zn O+, o que inibiria a trans
feréncia de outros plasmidios conjugativos.

As conjugacbOes entre P. mZtabZZZ™ e amostras derivadas
de E. C.0l.A. K12 demonstram a existéncia de 2 tipos de plasmidios:

conjugativos e nado conjugativos. O0s elementos ndo conjugativos
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sdo predominantes nos 2 grupos de amostras e, de modo particu-
lar, a maioria deles apresenta 6 marcas de resisténcia (Tabelas
Vi, VII, VIII e IX). Tanto plasmidios conjugativos como ndo con
jJjugativos sao encontrados isolados ou em coexisténcia com outros
elementos extracromossomicos na mesma célula hospedeira (Figu-
ras I, 11 e 111).

Dentro do grupo predominante de plasmidios nao conjuga
tivos, um deles, o plasmidio pPM2a da amostra PM-06/69 (canale-
ta B da Figura 1), é facilmente mobilizado pelo plasmidio pPM2b
que coexiste com ele na mesma célula. Esta conclusédo pbéde ser
tirada com base nos resultados das conjugacdes entre a amostra
PM-06/69, hospedeira de tais plasmidios, e amostras derivadas
de E. c.ofA. K12. A Figura V ilustra os resultados obtidos em tais
conjugacbes. Nela pode-se verificar que o0s transconjugantes se
lecionados em Tc (canaleta B), Su (canaleta C), Ap (canaleta D)
e Cm (canaleta E) exibem sempre duas bandas correspondentes a
plasmidios e ndo raro 3 delas. Estes recombinantes séo capazes
de retransferir seus plasmidios, por conjugacfes sucessivas,des
de que a selecdo dos mesmos seja fTeita em qualquer destas 4 dro
gas.

Os transconjugantes selecionados em Sm (canaleta F) e
Km (canaleta G) apresentam sempre uma sO banda, isto é, apenas
1 plasmidio. O plasmidio presente nestes transconjugantes per-
manece com as 6 marcas de resisténcia, mas mostra-se incapaz de
autotransferir-se, por conjugacdo, para amostras de E. co/Z C600
F e J53 F . Estes dados permitem concluir que o plasmidio pPM2a
de PM-06/69 possui o0s determinantes de resisténcia para as 6 dro

gas e € nao conjugativo. Diferentemente deste,o plasmidio pPM2b
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de PM-06/69 é conjugativo, mobiliza o plasmidio pPM2a em alta
frequéncia e certamente ndo possui determinantes de resisténcia,
pelo menos estaveis.

A conclusdo de que o plasmidio pPM2b nado alberga, pelo
menos estavelmente, marcas de resisténcia,reside no fato de que
nado foil possivel isolar qualquer transconjugante, contendo ape-
nas este elemento extracromossdmico, sob selecdo com e sem dro-
ga. Diferentemente das tentativas de selecdo com droga, a im-
possibilidade de obtencdo de recombinantes sem qualquer marca
seletora é reconhecidamente dificil e por isso s6 raramente con
seguida. Ja a selecdo com droga se faz na maioria das vezes com
grande fTacilidade. Inicialmente foram investigados recombinan-
tes selecionados com cada uma das 6 drogas e os resultados fo-
ram semelhantes aos J& descritos; quando a selecdao foi feita
com Tc, Su, Ap ou Cm os transconjugantes sempre apresentavam o0s
2 plasmidios e quando feita com Cm ou Km apenas 1. Posteriormen
te a exaustiva analise eletroforética de cerca de 600 coldnias
parcialmente selecionadas, sem droga, e por iSsSO supostamente re
combinantes, também ndo permitiu a obtencdo de transconjugantes
que Tossem hospedeiros apenas do plasmidio conjugativo pPM2b.

A ocorréncia de transconjugantes albergando 1 ou 2 plajs
midios, na dependéncia da droga empregada na selecdo, merece a.l
guns comentarios. Contudo, achamos conveniente evidenciar mais
uma vez 0s aspectos iImportantes deste achado: a) independente
da droga seletora, e por conseguinte do numero de plasmidios en
contrados nos respectivos transconjugantes, todos os recombinan
tes exibem,resisténcia frente as 6 drogas. Ou, de outra forma,

sempre albergam o plasmidio pPM2a; b) a perda do plasmidio
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pPM2b, isento de marca de resisténcia a drogas, s6 se faz nos
transconjugantes selecionados com Sm ou Km. Portanto,as outras
drogas (Tc, Su, Ap e Cm), quando empregadas na selecdo ndo 1in-
terferem com a replicacdo do plasmidio pPM2b.

Dentre as 6 drogas em gquestao apenas a Sm e Km s&o,sem
qualquer margem de duvida, bactericidas que atuam a nivel ribos
sbmico inibindo a sintese proteica. De fato ndo s6 a Sm e Knm
mas todas as drogas antimicrobianas do grupo dos aminoglicosi-
dio-aminociclitois ( 38 ) tém este mecanismo de acdo (8, 46).

As bactérias naturalmente sensiveis aos aminoglicosi-
dio-aminociclitois podem adquirir resisténcia frente a tais dro
gas por 2 mecanismos basicos: mutacado cromossdmica e/ou aquis_i
cdo de plasmidio R ( 57 ). Geralmente as mutacdes determinam
a biossintese de enzimas com estrutura quimica alterada, que en
tretanto permanecem com funcdo bioldgica aparentemente normal no
ribossomo bacteriano. Todavia, como resultado desta alteracao
da estrutura quimica das enzimas ribossbmicas, deixa de existir
nas mesmas o sitio de ligacdo para as drogas em questdo, 0 que
leva ao aparecimento da resisténcia (22, 45, 46).

A presenca de plasmidios R leva a biossintese de enzi-
mas que inativam os aminoglicosidio-aminociclitois e/ou impedem
a sua entrada na célula (44, 45, 46, 67 ). A presenca de
enzimas que alteram a estrutura quimica das drogas antimicrobia
nas, inativando-as, é o principal mecanismo de resisténcia bac-
teriana aos aminoglicosidio-aminociclitois ( 44, 46 ). Es-
tas enzimas estao lotadas em 3 grupos: acetiltransfterases, fos
fotransferases e nucleotidiltransferases. Até o momento ja fo-

ram descritos pelo menos 4 diferentes tipos em cada grupo, sen-
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do que cada um desses 12 tipos tem acdo iInativadora sobre uma
ou varias das drogas em discussao (44, 45, 46 ) Assim, por e
xemplo, a espectinomicina e a estreptomicina podem ser inativa-
das pela mesma nucleotidiltransferase. Embora estes 2 antibio-
ticos sejam estruturalmente distintos, a enzima reconhece o gru
pamento hidroxil comum (3"-hidroxil da estreptomicina, 9 - hidro
xil da espectinomicina), o qual é estruturalmente semelhante nas
duas moléculas (46 ). Outros exemplos similares estédo descri”®
tos na literatura e para revisao sugerimos a publicacdo de J.
Davies (46 ).

Em vista das peculiaridades dos mecanismos da resistén
cia mediada por plasmidios R, frente aos antibidticos do grupo
dos aminoglicosidio-aminociclitois, casos da estreptomicina e
canamicina, acreditamos que tais drogas estejam envolvidas com
a selecdo de transconjugantes albergando apenas o plasmidio R
pPM2a (canaletas F e G da Figura V). Esta suposicdo se baseia
nos seguintes dados: na amostra PM-06/69 o plasmidio R pPM2a
deve codificar tanto para a biossintese de enzimas inativadoras
de Sm e Km como para a biossintese de enzimas que iImpedem signi
ficativamente a absorcdo de tais drogas por aquela bactéria.
Desta forma a amostra PM-06/69 cresce bem em presenca de altas
concentracbes de Sm e Km (respectivamente 200 e 500 pg/ml - Ta-
bela VI). Entretanto, nos transconjugantes obtidos em E. c.ofZ
711 esta resisténcia se reveste de caracteristicas especiais,
nao permitindo a replicacdo do plasmidio pPM2b. Uma explicacéao
para este evento seria a seguinte: apesar de em E. 711 os
2 mecanismos de resisténcia encontrados em PM-06/69 (enzimas 1-

nativadoras e impermeabilizantes) também existirem, um deles,
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aquele relacionado com a diminuicdo da penetracdo das drogas se
ria menos efetivo do que em PM-06/69. E isto seria possivel pe
las diferencas importantes existentes entre o envoltorio (mem-
brana plasmatica, conteudo do espaco periplasmico e parede) de
Ptoieu.4 e E. eof£zZ, afinal de contas, a par de outras peculiari-
dades, os sdo tidos como os mais Gram positivos dentre
0s germes Gram negativos (27 ). Assim, certas quantidades de
Sm e Km seriam absorvidas por E. 711 e, ap6s modificadas
na sua estrutura quimica pelas enzimas iInativadoras, exerceriam
uma Inibicdo seletiva da biossintese de proteinas envolvidas com
a duplicacdo plasmidio pPM2b. Neste caso seria de se esperar
que a modificacdo da estrutura quimica e conseqiente inativacao
de Sm e Km seria funcionalmente parcial, isto é, esta IiInativa-
cao estaria ligada com a impossibilidade de tais drogas se com-
binarem com os ribossomos envolvidos com a biossintese de pro-
teinas com funcdes vitails para a célula bacteriana. Em decor-
réncia disso a célula se duplicaria normalmente e de modo seme-
lhante o plasmidio pPM2a. Por outro lado, mesmo modificadas,
mas neste caso ndo Inativadas, tais drogas se ligariam especifTi
camente as enzimas daqueles ribossomos responsaveis pela biossin
tese das enzimas necessarias a duplicacdo do plasmidio pPM2b,
impedindo a sua replicacdo. A partir dai, em poucas geracdes o
plasmidio pPM2b seria perdido, restando apenas o elemento extra
cromossOmico ndo conjugativo e detentor das marcas de resistén-
cia pPM2a. Como tais drogas sado bactericidas, ou seja, tém um
efeito irreversivel, um posterior cultivo de tais recombinantes,
mesmo em auséncia de tais drogas sO permitiria o crescimento de

células apenas com o plasmidio R pPM2a. O plasmidio conjugati-
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vo pPM2b j& teria sido perdido ao longo das divisOes celulares
anteriores, realizadas em presenca de Sm e Km.

Seguindo a linha de raciocinio acima descrita, acredi-
tamos ainda que quando a selecdo de recombinantes se faz com as
outras drogas (Tc, Su, Ap e Cm) a evolucdo dos acontecimentos é
diferente. A ampicilina exerce a sua acao inibindo a sintese
de parede (10, 57, 127), ndo tendo portanto qualquer relacdo com
a replicacdo de DNA plasmidial. A sulfa compete com o acido pa
raminobenzdéico (PABA), prevenindo a biossintese de acido félico
(10, 57 ); como este evento acontece a nivel da sintese de
precursores de acidos nucleicos, sua acdo ndo poderia ser, téao
cedo, discriminatéria para o DNA do plasmidio pPM2b. A Tc e o
Cm, apesar de serem bacteriostaticos que também agem inibindo a
sintese proteica, a nivel da unidade 50 S do ribossomo bactéria
no ( 44, 45 ), certamente ndo desenvolvem uma acao seletiva
sobre proteinas ribossémicas como o fazem a Sm e Km. Melhor di
zendo, as enzimas iInativadoras da Tc e Cm teriam atividade uni-
formemente eficaz. Além disso, mesmo que este nao fosse o0 caso,
como tais drogas sdo bacteriostaticas o crescimento de recombi-
nantes na auséncia das mesmas deveria permitir a retomada da re
plicacdo do plasmidio pPM2b. Por conseguinte, seria observado
que o cultivo em presenca de Tc e Cm levaria ao aparecimento de
recombinantes albergando apenas o plasmidio R ndo conjugativo
(pPM2a), enquanto o cultivo em auséncia das mesmas permitiria a
obtencédo de recombinantes com os 2 plasmidios tpPM2a e pPM2b).
Entretanto, conforme pode ser verificado na Figura VI, isto néo
se verifica. E a partir de tais dados podemos concluir que o e

\

vento é iInerente a selecdo de transconjugantes com Sm e Km.
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Outro resultado Importante encontrado nos transcongu-
gantes obtidos pelo acasalamento entre PM-06/69 e E. cof£Z 711 F
foi a ocorréncia de plasmidios extras, detectaveis por eletrofo
rese em gel de agarose (Figuras V e VI). Este achado pode ser
resumido da seguinte maneira: a) o0s recombinantes selecionados
em Tc sempre apresentam duas bandas cujo padrdo de migracdo ele
troforética é semelhante ao daquelas encontradas na amostra PM-
06/69. Podem ainda exibir uma terceira banda, a qual tem peso
molecular maior que o das duas ja citadas. b) os transconjugan
tes selecionados com Su, Ap e Cm apresentam sempre duas ou trés
bandas, sendo que uma delas invariavelmente migra para a mesma
posicdo do plasmidio pPM2a, a segunda para posicdo um pouco aci
ma de pPM2b e a terceira, quando presente, acima destas duas.
Entendemos que estas bandas extras, geralmente ténues e por is-
so mesmo de dificil visualizacdo e registro fotografico, sejam
decorrentes de dissociacdo e reassociacao de plasmidios,tema ja
abordado na introducido deste trabalho (130, 131, 132).

Uma observacdo cuidadosa das Figuras 1, 11 e 111 permi
te verificar que estas bandas extras estdo presentes em algumas
amostras de PtoZtu.4, quer tais linhagens tenham apenas um ou
mais de um plasmidio. Este achado em amostras de PtoZe.u.0 porta
doras de um s6 plasmidio, como por exemplo em PM-08/69 e PM-10/
69 (Figura 1), nos leva a trés possiveis interpretacdes: o0 even
to esta intimamente relacionado com amostras de P. mZtabzzz4, a
penas com cada plasmidio R em questdao ou com ambas as possibili
dades. Com relacdo a primeira situacdo encontramos Varios tra-
balhos na literatura, praticamente os primeiros sobre dissocia-

cao de plasmidios R, os quais sdo concordantes com ela ( 111 |,
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L28, 129, 130 ). Portanto, para os autores destes primeilros
estudos, a dissociacdo e reassociacdo de plasmidios R era um e-
vento que ocorria particularmente em P. mZtafazzz.4. Para verifi
carmos as outras duas possibilidades precisariamos estudar o com
portamento destes plasmidios em outras amostras, por exemplo E.
c.0ZZ e mesmo diferentes linhagens de PtoZttu. Contudo, como tais
plasmidios sdo ndo conjugativos, isto ndo pdde ser realizado.

0 estudo dos recombinantes resultantes do acasalamento
entre PM-06/69 x E. c.0ZZ 711 F permitiu dar mais alguns passos
na iInterpretacdo da dissociacdo e reassociacdo do plasmidio R
pPM2a. A ocorréncia do fenbmeno em PM-06/69 ndo requer a prio-
ri maiores comentarios, sendo aceitavel pressupor que seja de-
pendente da linhagem hospedeira. Todavia, quando verificamos
que isto se repete nos recombinantes constituidos em E.coZzZ 711,
sob selecdo com Tc, Su, Ap e Cm (Figuras V e V1), podemos con-
cluir que a dissociacdo e reassociacdo de pPM2a ndo depende uni_
camente da amostra de PtoZciU. Além disso, a invariavel ausén-
cia de bandas extras nos recombinantes selecionados com Sm e Km,
os quais albergam s6 o plasmidio R pPM2a, fala em favor de que
o outro plasmidio (pPM2b), que é conjugativo e mobilizador de
pPM2a, esté& relacionado com o aparecimento de bandas extras.

Em vista do que foi até aqui exposto, entendemos que a
dissociacado e reassociacdo de plasmidios R ndo é um evento com
dependéncia exclusiva de uma espécie bacteriana pois acontece
em P. , E. coZi. e certamente em outras espécies bacte-
rianas. De modo similar ndo parece ser dependente unicamente

de plasmidios do tipo R, j& que ndo ocorre nos transconjugantes

selecionados com Sm e Km.
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Em estudo genético-molecular realizado com o plasmidio
R6-5, Ptashne & Cohen ( 124 ) demonstraram a existéncia de 2 djl
ferentes tipos de seqiléncias de insercao, as quais foram desig-
nadas 1S3 e IS1. A 1S3 controla a expressdo dos gens de resis-
téncia a Tc e a IS1 esta envolvida com a dissociacdo e reasso-
ciacdo do plasmidio R6-5. Estes autores propdem o seguinte mo-
delo para explicar a participacdo da 1S1 na dissociagao revers_i
vel do plasmidio em questdo: o plasmidio R6-5 é do tipo cointe
grado ( 136 ), sendo composto pelos gens dos determinantes de
resisténcia e do seu respectivo fTator de transferéncia (RTF).
Estes 2 replicons estdo flanqueados por duas IS1, as quais po-
dem promover a separacdo (dissociacdo) e ligacdo (reassociacao)
dos mesmos. Algumas vezes, quando tais replicons se dissociam,
cada um deles fica com uma 1S1. Outras vezes a unidade conten-
do os determinantes de resisténcia pode ser replicada varias ve
zes, permanecendo, contudo, tais unidades ligadas entre si e ao
proprio RTF, através de correspondente numero de unidades 1IS1.
Devido a isso formam-se plasmidios com maior péso molecular.

As proposicdoes acima descritas, que foram baseadas nos
estudos de hibridizacdo de Ptashne & Cohen ( 124 ), se prestam
para explicar os dados obtidos com 0sS nossos recombinantes, o0s
quais albergam plasmidios que tém peso molecular distinto daque
les encontrados nas amostras de PA.ofe.u.l Isto se verifica nos
transconjugantes de PM-06/69 (Figuras V e V1), PM-04/80 e PM-
06/80 (Figura VII).

A mobilizacdo do plasmidio pPM2a por plasmidios Ent a-
dicionou dados interessantes a esta investigacdo. A mobilizacao

de pPM2a com os plasmidios pTM2 e pTM9 permitiu a selecdo de
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transconjugantes que sempre albergavam o plasmidio R e 0 respec
tivo plasmidio Ent mobilizador (Figura 1X). Todavia, quando a
mobilizacdo foi feita com pTM16, observou-se que alguns trans-
conjugantes haviam perdido um dos plasmidios (Figuras X e XlI).
A banda que desaparece ¢é aquela correspondente ao plasmidio R
pPM2a mobilizado, permanecendo uma banda que migra para posicao
semelhante aquela de pTM16. Verificou-se que os recombinantes
hospedeiros deste plasmidio Unico permanecem resistentes a nume
ro variavel daquelas drogas (Tc, Su, Cm, Sm, Km),exceptuando-se
Ap. Portanto, o desaparecimento da banda correspondente ao pias
midio pPM2a esta diretamente relacionada com a perda da marca
de Ap (Figura XI1). Em nenhum caso a perda isolada ou concomi-
tante de quaisquer outras marcas p6de ser relacionada com a per
da da banda correspondente a pPM2a.

A permanéncia de um plasmidio que em eletroforese se
comporta como pTM16 e a expressdao fenotipica de resisténcia a
varias drogas nos levaram a supor que tais recombinantes alber-
gassem um plasmidio hibrido. E a comprovacédo desta hipotese foi
feita progressivamente, com a demonstracado de que o plasmidio
presente j4& ndo mais codificava para a sintese de enterotoxina
LT (Tabela XIV) e difere de pTM16 na sua sensibilidade a fagos,
mostrando-se a infeccdo por R17 e sensivel a 011 (Tabela XI1).
Além disso, aquele plasmidio permanece conjugativo e transferin
do consigo marcas de resisténcia a drogas (Figura XIV). A trans
feréncia de tais marcas por conjugacdo fala em favor de que fa-
cam parte daquele plasmidio, pois, se estivessem integradas ao
cromossomo bacteriano nao deveriam ser transferidas com a mesma

frequéncia do plasmidio.
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As indicacdes acima, relativa a constituicao hibrida do
plasmidio dos recombinantes isentos da marca de Ap, Tforam in-
questionavelmente comprovadas quando este plasmidio e aqueles que
o0 originaram (pTM16 e pPM2a) foram submetidos a tratamento enzi
matico com nucleases de restricdo. A Figura XV ilustra os pa-
drées de divagem diferentes, obtidos de cada um destes plasmi-
dios, quando os mesmos foram tratados com as enzimas Hind 111,
Eco RI e Pst 1.

A mobilizacdo de plasmidios R ndo conjugativos por pias
midios conjugativos, inclusive Ent, foi descrita por varios au-
tores ( 66, 114, 160 ). Guerry e colaboradores (66 ) cha
maram a atencdo de que a eventual combinacdo entre plasmidios
conjugativos e nao conjugativos (mobilizados) pode determinar o
aparecimento de um s6 elemento extracromossémico, o qual passa-
rd a ser visto doravante como um plasmidio R conjugativo.

Os mecanismos envolvidos com a mobilizacdo de plasmi-
dios nédo estédo devidamente esclarecidos até o momento. Olsen
( 114 ) relata um caso em que a mobilizacdo de plasmidio ndo con
jugativo é significantemente aumentada quando um deles possui
um transposon e ambos apresentam homologia de sequéncia nucleo-
tidica

Quanto & hibridizacdo "in vivo" dos plasmidios conjuga
tivos e mobilizadores pTM16 e FlLac com pPM2a (Figuras XI1I e
X11l1) , acreditamos que seja um fendbmeno complexo e por 1IsSso mes
mo de dificil explicacdo. Com base em dados da literatura supo
mos que TFfatores como iIncompatibilidade plasmidial (21 ), acéo
seletiva de nucleases de restricdo ( 23 ) e participacdo de e-

lementos translocaveis (88 ) sejam importantes para o esclare
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cimento deste dado. A propésito, dado ao grande nudmero de mar-
cas de resisténcia codificadas por pPM2a, n&o foi possivel de-
terminar o seu grupo de incompatibilidade. Contudo, como F~Lac
€ do grupo FI (20, 42, 134) e pTM 16 do grupo L ( 145 ), ¢é de
se esperar que este fTator nao tenha influéncia marcante neste
caso.

Os plasmidios hibridos obtidos e com marca de resistén
cia para Su, Cm, Sm e Km sdo conjugativos e demonstraram boa ef
tabilidade de suas marcas. Tais replicons exibem inclusive a
capacidade de dissociacao reversivel (Figura X1V). Esta verifi
cacao vem de encontro as idéias de Guerry e colaboradores ( ),
0s quais propuseram que plasmidios hibridos como os obtidos nes
te trabalho, uma vez sendo isolados na natureza, sejam tidos sim
plesmente como plasmidios R conjugativos.

Todos os plasmidios conjugativos detectado nas amos-
tras iInvestigadas, 1isto é, pPMIl de PM-49/69, pPM12 de PM-50/69,
pPM13 de PM-51/69 (Figura 1, Tabela VI1l1), pPM20a de PM-04/80 e
pPM22a de PM-06/80 (Figura 111, Tabela 1X), apresentam grande
estabilidade do seu carater conjugativo e respectivas marcas de
resisténcia; isto se verifica tanto em P. mZtabt/Zé como em a-
mostras de E. c.ofZ para as quais foram transferidas. Exceptuan
do-se estas duas caracteristicas, os 5 plasmidios conjugativos
nao exibem qualquer outra propriedade que seja comum a todos e-
les.

Em virtude das semelhancas iniciails encontradas nos
plasmidios pPMII, pPM12 e pPM13 com relacdo ao peso molecular
(Figura 11), marcas de resisténcia e carater conjugativo (Tabe-

la V1), foram realizados outros estudos visando estabelecer se
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se tratatava do mesmo plasmidio ou se a identidade entre os mes
mos era apenas parcial. Assim, os plasmidios em questdao foram
lotados dentro do grupo | gama de incompatibilidade. Em segui-
da, gquando iInvestigados quanto aos seus genes tua apresentaram
-se com gendtipo fctn O~ taa OC. Isto implica em que tais plas-
midios sendo fctn 0 né&o codificam para a sintese de repressores
citoplasmaticos que atuam sobre os genes t"ia, impedindo a sua
propria transferéncia ou a de outros plasmidios. Além disso o
carater taa 0 significa que eles sdo mutantes constitutivos,
portanto, resistentes a estes mesmos repressores. O gendtipo
fctn 0 tfia O justifica a alta frequéncia com que estes plasmi-
dios séo transferidos por conjugacdo (Tabela VIII), inclusive
quando coexiste na mesma célula hospedeira com o plasmidio p307,
que é do tipo ~tn O+, bem como sua incapacidade de reprimir a
funcdo dos genes tn.a do plasmidio F"Lac. Tais resultados sé&o si
milares aos descritos por Meynell & Cooke com o plasmidio R100
(104 ).

Os plasmidios pPMIl, pPM12 e pPM13, quando clivados com
as nucleases de restricdo Hind 11, Eco RI e Hae I1Il mostraram
grande homologia entre as suas estruturas de DNA (Figura VII1I).
Esta conclusdo se baseia nos fragmentos resultantes, mostrados
por eletroforese, o0s quais se apresentam com padrdao de divagem
semelhante frente a cada enzima.

A ocorréncia de tantos dados comuns entre os plasmi-
dios pPMII, pPM12 e pPM13, como nivel e modelo de resisténcia,
(Tabela V1), padrdo de migracao eletroforética (Figura 1l), pe-

so molecular e frequéncia de transferéncia por conjugacado (Tabe

la VI11), gendtipo ~tn O taa Oc, grupo | gama de incompatibili®
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dade e padréo de divagem enzimatica (Figura VIII1), permite con
cluir que tais elementos correspondem a um unico tipo de repli-
con encontrado em 3 amostras diferentes.

Uma observacdo curiosa foi feita com as amostras PM-
49/69, PM-50/69 e PM-51/69, que albergam os plasmidios pPMIT,
pPM12 e pPM13; estes Ptdtd rotineiramente apresentam cresci-
mento pobre quando cultivados em TSB sob agitacdo. Este compor
tamento exerce influéncia negativa sobre o nivel de resisténcia
das amostras frente a Tc e Sm, drogas para as quals sdo resis-
tentes (Tabela VI). Contudo ndo foi verificada qualquer influén
cia neste sentido, dos plasmidios pPMIl, pPM12 e pPM13,sobre as
amostras transconjugantes que os albergavam.

Os dois plasmidios conjugativos restantes, pPM20a e
pPM22a, respectivamente das amostras PM-04/80 e PM-06/80 (Figu-
ra 111, Tabela 1X), apesar de exibirem modelos de resisténcia
diferentes (Tabela VII) apresentam algumas propriedades comuns
entre si, podendo ser citadas as seguintes: Tfrequéncia de trans
feréncia em valores muito proximos (Tabela 1X), facil retransfe
réncia a partir de transconjugantes, selecdo de recombinantes
com quaisquer das drogas para as quais tais plasmidios conferem
resisténcia e coexisténcia estavel com outros plasmidios nas res
pectivas amostras de Ptoie.u.4 (Figura 111).

Outras caracteristicas comuns, relativas aos transcon-
jJugantes hospedeiros de tais plasmidios, podem ser observadas na
Figura VIl; uniformemente os recombinantes s6 albergam o plas-
midio R e isto permite pressupor que os outros plasmidios,encon
trados nas amostras selvagens de Ptoteud, sdo ndo conjugativos

ou, caso sejam conjugativos, tém sua transferéncia inibida pe-
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los plasmidios R. Neste ultimo caso, os plasmidios R seriam
O+. Além disso, conforme pode ser verificado na mesma Figu
ra VII, os recombinantes elecionados em Su (canaletas B e E),
Cm (canaleta G) e Km (canaleta H) albergam plasmidios que axi-
bem padrdo eletroforético semelhante ao dos plasmidios originais,
respectivamente pPM20a (canaleta A) e pPM22a (canaleta D). As
bandas correspondentes a todos estes plasmidios mostram o mesmo
padrao de migracao eletroforética, denotando que seus pesos mo-
leculares ndo sofreram variacado significativa (Tabela X1). Por
outro lado os recombinantes selecionados em Ap demonstram,em am
bos os casos, um padrdao de migracao eletroforética diferente,
com bandas posicionadas em plano superior as demais. A explica
cdo mais provavel para este achado esta baseada na possibilida-
de de que a marca de Ap destes plasmidios corresponda a um trans
poson, o que justificaria a dissociacdo e reassociacdo dos mes-
mos. E interessante notar que tais plasmidios, que nos trans-
conjugantes exibem maior peso molecular, mantiveram-se aparente
mente estaveis ao longo dos experimentos com eles realizados.
Finalizando, entendemos que os dados obtidos ao longo
deste trabalho n&o configuram um estudo genético-molecular con-
clusivo em seu todo. Entretanto, como pode acontecer na Iinves-
tigacao cientifica, embora os objetivos iniciais tenham sido al®
cancados, 0s proprios dados conquistados pedem uma iInterpreta-
cao que quase sempre requer novos experimentos e assim sucessi-
vamente. Dentro desta linha de pensamento esperamos ter dado
alguma contribuicdo ao tema abordado, a qual pelo menos chame a
atencdo de quao dinamica sao as iInterrelagcdes moleculares dos e

lementos genéticos responsaveis pela resisténcia bacteriana a
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drogas.



5 —-—resumo

Cento e vinte amostras de P/ioteu6 mZtabZZZd6,obtidas de
materiais clinicos diversos, das quais metade foi isolada em
1969 e o restante em 1980, fToram inicialmente investigadas quan
to aos seus modelos e niveis de resisténcia a drogas, bem como
presenca de plasmidios R.

Dentro do grupo de amostras, 32 delas exibem resistén-
cia para uma ou mais drogas; 8 destas, 1isentas de plasmidios,a
presentam resisténcia cromossOmica para Sm e as 24 restantes,al
bergando plasmidios R, demonstram resisténcia para uma ou 6 dro
gas.

Quanto aos plasmidios R detectados, 5 deles sao conju-
gativos e o0 restante ndo conjugativos. O0s plasmidios conjugati®
vos pPMILE, pPM12 e pPM13 codificam para resisténcia a Tc e Sm,
sdo do grupo de i1ncompatibilidade | gama, tém gendtipo fitn O
tua 0% e peso molecular de 36 X 106 daltons. Além disso, quan-
do tratados com as nucleases de restricdo Hind 111, Eco Rl e
Hae 111 resultam em fragmentos de peso molecular similar em re-
lacdo a cada enzima. Estes dados permitem concluir que os pias
midios em questdo correspondem a um sO0 tipo de elemento extra-

cromossobmico, o qual é encontrado em 3 amostras distintas de P.

nittabttto.
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Os 2 plasmidios conjugativos restantes, respectivamen-

te pPM20a e pPM22a, apesar de coexistirem estavelmente com ou-

tros plasmidios nas suas hospedeiras selvagens, transferem-se
sozinhos para E. K12. Em ambos o0s casos 0s recombinantes
selecionados com Ap albergam, de modo estavel, plasmidios de

maior peso molecular que daqueles selecionados com outras dro-
gas. E provavel que isso seja explicado pela dissociacio e reas
sociacdo de tais plasmidios, 0 que por sua vez seria dependente
de elementos translocaveis

Os plasmidios R ndo conjugativos constituem a maioria
e apenas um deles (pPM2a) ¢é naturalmente mobilizado pelo plasmi
dio coexistente (pPM2b) na amostra hospedeira selvagem. A par-
tir da mobilizacdo de pPM2a para E. cof£Z K12 sao selecionados 2
tipos de recombinantes: a) quando a selecdo é realizada com Tc,
Su, Ap e Cm, os transconjugantes albergam o plasmidio pPM2a, um
plasmidio correspondente a pPM2b mas geralmente com peso molecu
lar maior que o deste e, com grande freqdéncia, um tercelro pias
midio. & bastante provavel que estes 2 ultimos tipos de plasmi
dios, que se apresentam com pesos moleculares alterados, sejam
decorrentes de dissociacao reversivel. E aqui também o evento
seria explicado pela presenca de transposons; b) os transconju
gantes selecionados em Sm e Km albergam apenas o plasmidio R
pPM2a; a presenca deste plasmidio Unico nos recombinantes con-
fere resisténcia frente 4s 6 drogas para as quais a amostra PM-
06/69, que € a hospedeira natural dos plasmidios pPM2a e pPM2b,
também exibe. Estando sozinho em E. K12 o plasmidio pPM2a
mostrou-se ndo conjugativo, nao sendo verificada também disso-

ciacao reversivel em tais recombinantes.
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0 plasmidio pPM2a pode ser mobilizado pelos plasmidios
Ent conjugativos pTM2, pTM9 e pTM16, e também por F"Lac. A mo-
bilizacdo por pTM2 e pTM9 levou a obtencdo de transconjugantes,
sob selecdo com quaisquer das 6 drogas. Estes recombinantes a-
presentam sempre os 2 plasmidios, isto é, um destes plasmidios
Ent e pPM2a. Por outro lado, a mobilizacdo com pTM16 ou F~"Lac
permitiu o isolamento de recombinantes instaveis, 0s quais apre
sentaram em sua maioria comportamento semelhante aos primeiros.
Alguns transconjugantes, entretanto, albergam um s6 plasmidio
que continua sendo conjugativo. No caso particular da mobiliza
cao com pTM16, verificou-se que o plasmidio em questdao, apesar
de apresentar peso molecular semelhante ao de pTM16, néao mais
codificava para a biossintese de enterotoxina LT e nem para re-
sisténcia a Ap. Este plasmidio correspondia, portanto,a uma mo
lIécula hibrida, constituida por genes dos replicons pTM16 e pPM2a,

o0 que foi confirmado por estudo comparativo com nuclease de res

tricao.
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