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RESUMO

Estudouse a evolugdo da resisténcia a gentamicina em linhagens multirre-
sistentes de Salmonella typhimurium, isoladas de casos de gastrenterite infantil.
Todas as 47 culturas examinadas auto-transferiram a gentamicina-resisténcia para

a Escherichia coli K12, durante a conjugacio.

O modelo R mais frequentemente

encontrado nos plasmideos transferidos foi ASSuGK seguido do AGK. As ca-
racteristicas desses plasmideos sfo semelhantes as descritas para o plasmideo Gk,
isolado na Franga de outras enterobactérias, especialmente Klebsiella, por Witchitz

& Chabbert.

Atribuiu-se a selecio e disseminagfo de Gk entre as salmonelas ao

uso indiscriminado do antibiético, via oral, no tratamento das gastrenterites infantis

no Recife.

INTRODUCAO

Nos altimos quatro anos, linhagens mul-
tirresistentes de Salmonells typhimurium, a
grande maioria pertencente ao fagotipo 193,
tornaram-se a principal causa bacteriana de
gastrenterites infantis, no Recife % 5. O mo-
delo de resisténcia (R) dessas estirpes mos-
irou-se bastanie uniforme incluindo geralmen-
te a ampicilina (A); cloranfenicol (C); ka-
namicina-neomicina  (K);  estreptomicina
(S); sulfametoxazol (Su); tetraciclina (T);
acido nalidixico (Nx) e, eventualmente, a
furazolidona (Fu). No segundo semesire de
1971, em virtude do crescente niimero de
casos de gastrenterite ligados ao fagotipo 193,
iniciou-se o emprego da gentamicina (G)
em larga escala, por via oral, nos diversos
servicos de pediatria da cidade, principal-
mente no Instituto de Medicina Infantil de
Pernambuco (IMIP). Um' ano apds, sur-
giram as primeiras culturas gentamicina-re-
sistentes ampliando-se o espectro de resis-

téncia daquelas salmonelas pela adigdo do

determinante G.

Neste trabatho, relata-se a evolugio da re-
sisténeia & gentamicina em linhagens mul-
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Medicina.

tirresistentes de S. typhimurium, demons-
tra-se sua natureza extra-cromossbmica e
descreve-se as caracteristicas dos plasmideos
G enconirados.

MATERIAL E METODOS

Selecionou-se 47 culturas de S. typhimu-~
rium, gentamicina-resistentes, isoladas de
igual nlimero de criancas portadoras de gas-
trenterite. Os modelos R dessas culturas
estdo expostos, juntamente com os resultados
dos cruzamentos, na Tabela II.

Antibiogramas — Foram realizados pelo
método de Bauver & KirBy ¢, quando se es-
tudou, rotineiramente, a evolucio da resis-
téncia a gentamicina. Na. caracterizagio
dos modelos R das culturas selecionadas e
dos plasmideos, resultantes dos cruzamentos,
empregou-se a técnica das diluigbes em meio
s6lido. Neste método, determinada cultura
foi considerada resistente se .capaz de crescer
numa concentracdo de droga, pelo menos 8
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vezes superior i conceniragio inibitéria mi-
nima da amostra susceptivel padrdo, S. #y-
phimurium fagotipo 36, em idénticas condi-
¢bes de trabalho. O meio s6lido empregado
- foi o agar de MacConkey (BBL), exceto nos
testes para o sulfametoxazol quando foi
substituido pelo meio de Mueller-Hinton

(BBL).

Transferéncia de plasmideo G — As cul-
turas doadoras e a receptora, Escherichia
coli K12 F~ Lact* Rif* (K12 F~) {foram

cultivadas em caldo de coragio e cérebro

(BBL) durante uma noite (1-5 X 10° uni-

dades viaveis por mililitro) e ‘misturadas,
respectivamente, nas quantidades de 0,1 e
0,9 ml em 4 ml daquele meio de cultivo.
Com o propdsito de detectar eventuais deter-
minantes G nio auto-transferiveis, realizou-se
concomitantemente um teste de mobilizacdo
pela técnica do cruzamento triplice?®, envol-
vendo uma amostra de E. coli K12 (K12 A)
portadora do fator de transferéncia de re-
sisténcia (RTF) A. Os casais foram in-
cubados a 37°C durante 18 horas e pla-
queados em 4gar de MacConkey contendo
8 pg/ml de gentamicina (Schering Co.) e
50 pg/ml de rifampicina para o isolamento
dos recombinantes droga-resistentes.  Por-
tanto, todos os plasmideos G estudados fo-
ram selecionados pela gentamicina.

Freqgiiéncia — Foi verificada inoculando-
se, diluigGes sucessivas dos cruzamentos fér-
teis, com uma alca de nicrome capaz de li~
berar 0,01 ml no meio de cultivo apropria-
do!. Calculou-se a freqiiéncia de acordo
com a propor¢do da populaco receptora que
recebeu o fator R em estudo®.

Ligacio de G com ouiros fatores R — Dez
colonias “de cada cultura recombinante fo-
ram retiradas das placas onde se determi-
nou a freqiiéncia e verificada a composigio
de seus modelos R.

Determinagio da inibicio da - fertilidade

(Fi) — Os diversos plasmideos G foram re--

transferidos para a E. coli K12 Hfr Nx*
(K12 Hfr), a qual foi entdo submetida ac
teste de susceptibilidade frente ao fago ma-
cho especifico p2

Produgio de bacteriocinas — A capaci-
dade das culturas doadoras produzirem bac-
teriocinas foi observada em se utilizando o
método classico de FREDERICQ 7.

RESULTADOS

A evolucio da resisténcia & gentamicina,
em S. typhimurium, estd sintetizada na Ta-
bela I. Encontraram-se 7 diferentes tipos de
modelos R, nas estirpes examinadas, desta-
cando-se ACKSSuTNxG como o mais fre-
qgiiente (Tabela 1II}.

Todas as culturas foram capazes de trans-
mitir plasmideos G diretamente para a
K12 F-, embora, em alguns casos, os cru-

zamentos triplices tenham fornecido maior

ntimero de recombinanies. Dezesseis linha-
gens auto-transferiram um dnico tipo de
plasmideo G, 23 transferiram 2 e as 3 cul-
turas restantes transmitiram 3 diferentes mo-
delos R. O plasmideo mais frequentemen-
te transferido foi ASSuGK (45 vezes), se-
guido de AGK (29). Por outro lado, fa-
tores R contendo os marcos C ou T foram
muito raros (5), enquanto os determinantes
Nx e Fu nio puderam ser mobilizados, quer
diretamente ou com a ajuda de A (Tabe-
Ia II).

Os niveis de resisténcia & gentamicina nas
culturas de Salmonelle oscilaram entre 8-64
pg/ml, enquanto na KI12 F- foram geral-
mente de 8, raramente ulirapassando 16
pg/ml. A freqiiéncia de auto-transferéncia
dos plasmideos G variou entre 5 X 107* —
1 X 1075 Seus diferentes marcos foram
re-transferidos da K12 F- para a K12 Hfr,
como um tnico grupo de ligacdo, indicando
um permanente estado associativo enire os
determinantes R ¢ o RTF (Classe I). To-
dos os plasmideos G estudados comporta-
ram-se como Fi~, permitindo a multiplica-
¢io de yu? na KI2 Hfr. Além disso, eles ndo
restringiram a multiplicagiio do fago femini-
no ¢* na K12 F~. Embora a maioria das
culturas produzisse pequena quantidade - de
bacteriocina, frente & receptora, ndo houve
prejuizo nos resultados dos cruzamentos nem
o fator Col foi mobilizével,
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TABELA I

Percentuais de resisténcia & gentamicina em culturas multirresistentes de
Salmonella typhimurium isoladas no Recife

1971

1972

1973

2.9 semestre 1.9 semestre

2.0 semestre 1.0 semestre 2.0 semestre

Proveniéncia | :
| No Ex % R | No Ex % R | No Ex % R | No Ex % R | No Ex % R
IMIP 78 0,0 92 5,4 142 49,2 86 60,8 20 61,1
Diversos 82 0,0 124 1,6 127 25,2 151 35,1 105 41,9

TABELA II

Modelos de resisténcia de 47 estirpes de 8.
typhimurium e composicido dos
plasmideos G transferidos

Modelos R N.o Plasmideos G N.o
GK 1
AGK -8
ACSSuGK 11 CGK 1
’ ASSuGK 9
ACSSuGK 1
AGK 1
A N
SSUNXGK 1 ASSUGK 1
AGK 5
3:¢ 8

ACSSuUNxG! ASSUGK 2
GK 1
AGK 3
ACSSuTGK 9 CGK 1
ASSuGK 9
ACSSuUTGK 1
. AGK 11

A ,
CSSuTNxGK 5 14 ASSUGK 14
ACSSuFuNxGK 1 ASSuUGK 1
AGK 1
ACSSUTFulNxGK | 3 ASSuGK 3
| ACSSuTGK 1

DISCUSSAO

A anélise da Tabela I mostra que o apa-
recimento de linhagens gertamicina-resisten-
tes de S. typhimurium ocorreu simultanea-
- mente nos diversos. servicos de pediatria da
cidade, embora evoluisse mais rapidamente
no IMIP, onde, desde 1971, cepas multir-

resistentes daquele microrganismo constituem
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importante causa de infeccdo hospitalar @,
Problema. idéntico nfio se observou na Africa
do Sul, em relacio & E. coli, apesar do em-
prego oral da gentamicina no tratamento de
gastrenterites . Provavelmente, as elevadis-
simas doses orais (20-30 mg/kg de peso ao
dia), usadas em nosso meio, associadas ao
carater multirresisténcia e & espécie bacte-
riana envolvida, contribuiram decisivamente
na selecdo e disseminacdo de plasmideos G,
no Recife.

Os plasmideos responsiveis pela resistén-
cia a gentamicina, na S. fyphimurizm, ca-
racterizaram-se pela excepcional capacidade
de auto-transferéncia (100%) e por gover-
narem, concomitantemente, resisténcia & ka-
namicina. FEssas propriedades, ao lade do
carater Fi~, mesmo em plasmideos contendo
o determinante C, caracteristica rara em cul-
turas selvagens **, indicam notavel semelhan-
¢a com o plasmideo Gk, isolado na Franca,
de = diversas enterobactérias, especialmente
Klebsiella, por WrircHrrz & CHABBERT *%
Este plasmideo governa a sintese de uma ade-
nilase que inativa a gentamicina, kanamicina
e tobramicina sem afetar os aminoglicosideos
do grupo paromomicina-neomicina®. Isso
nio implica, entretanto, que as culturas de
S. typhimurium multirresistentes, portadoras
de Gk, sejam susceptiveis & paromomicina.
Na verdade, nessas culturas, Gk co-existe com
outro fator muito mais antigo, o determinan-
te Kp, o qual, além de fosforilar a kanami-
cina, inativa também o grupo neomicina-pa-
romomicina ® 1°, Assim, as culturas multir-
resistentes de S. typhimurium podem inati-
var a kanamicina através de dois mecanis-
mos, fosforilagio e adenilagio, dependendo
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do tipo de plasmideo presente. Desde que,
diferentemente de Gk, Kp apresenta baixo
indice de transferibilidade, a adenilagio ¢é
mais freqlientemente encontrada na cultura
receptora. No presente trabalho, apenas 27
plasmideos G, resultantes do cruzamento de
14 culturas de S. typhimurium com a
K12 F-, foram estudados frente & paromomi-
cina. Por esse motivo, preferiu-se, nos mo-
delos R dos plasmideos, nfio se fazer distin-
¢do entre Gk e Kp no que concerne i kana-
micina-resisténcia. Daqueles 27 plasmideos,
7 apresentaram; além de Gk, o determinante
Kp. Portanto, o indice de transmissibilida-
de de Kp, em culturas portadoras de Gk,
é de 25,9% contra 16,6% em culiuras sus-
ceptiveis & gentamicina®. Esse fato, asso-
ciado ao encontro de um plasmideo com o
modelo KpGk, poderia sugerir eventual mo-
bikzacio de Kp pelo plasmideo. auto-trans-
ferivel Gk. -

Apesar da semelhanga, os plasmideos Gk
isolados no Recife nfo exibiram e mesmo
modelo R dos plasmideos franceses®. Nes-
tes, o tipo R mais comum foi ACSuGk, en-
quanto no Recife foi ASSuGK. Isso parece
traduzir mais uma questio de estabilidade
e segregacdo de determinantes R, ligados a
espécie bacteriana hospedeira, que diferencas
reais de identidade dos préprios plasmideos.
Assim, por exemplo, na S. syphimurium fa-
gotipo 193, a salmonela multirresistente mais
comum no Recife, os determinantes SSu
constituem um grupo de ligacdo e apresen-
tam, associados a A, elevadissima capacida-
de de auto-transferéncia (98,5%) 5. E pos-
sivel que, nessas salmonelas, Gk, uma vez se-
lecionado, combine-se com ASSu ou substitua
SSu através de eventos recombinacionais for-
mando os plasmideos ASSuGk e AGK, respec-
tivamente. A co-existéncia de ASSuGK e
AGK em grande namero de culturas, ao lado
da auséncia de segregagio de SSu nas re-
transferéncias para a KI2 Hfr sugere que
ambos os plasmideos ndo se. excluem permi-
tindo & cultura hospedeira o estado de he-
tero-R. Evidentemente, a determinacfic dos
grupos de incompatibilidade de nossos plas-
mideos permitird o estabelecimento de corre-
lagbes mais acuradas com os plasmideos Gk
isolados em Paris.

Concluindo: o emprego abusivo da genta-

micina oral, no tratamento de gastrenterites,

influiu decisivamente na selego e dissemina-
¢io do plasmideo Gk entre as linhagens mul-
tirresistentes de S. fyphimurium, no Recife.
A eficiente capacidade de auto-transferén-
cia, demonstrada pelo plasmideo envolvido,
permite prever seu espalhamento entre ou-
tras espécies de Gram negativos e a conse-
gilente inutilizagdo terapéutica dos trés mais
potentes aminoglicosideos disponiveis, atual-
mente.

SUMMARY

Transferable gentamicin-resisiance among
multiresistant strains of Salmonella
typhimurium

The evolution of gentamicin-resistance
among S. #yphimurium strains recovered from
infants with gastroenteritis was studied. All
the 47 cultures that have been examined
auto-transferred gentamicin-resistance to K.
coli K12 during mixed cultivation. The
more frequently R type found in transferred
plasmids was ASSuGK followed by AGK.
The properties of these plasmids are similar
to those described for plasmid Gk found in
other enterobacteria, especially Klebsiella, by
Witchitz & Chabbert. The selection and

spreading of Gk among salmonellae have

been ascribed to misuse of gentamicin in
treatment of infantile gastroenteritis.
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