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SUMARIO: Enterobactérias com fator infeccioso de resisténcia a drogas, foram isoladas
em fezes de 113 criancas internadas no Instituto de Puericultura da U.F.R.J. e no Hospital

Jesus nos periodos 1960-1964 e 1970-1973,

verificando-se que 71,6% das criancas excreta-

ram bactérias resistentes, das quais 41,3% a uma unica droga e 58,7% a varias drogas.

fenomeno da resisténcia a drogas,

transmissivel, foi descoberto no
Japao (}213), ficando mais tarde evi-
denciado que essa resisténcia poderia
ser transferida de Shigella e E. coli
para uma amostra sensivel, por con-
jugacao.

Na Inglaterra, DATTA (2) demons-
trou a existéncia de fatores R em
amostras de Salmonella e, na Ale-
manha, LEBEK (6) isolou E, coli ente-
ropatogénica com resisténcia a seis
antibioticos. Desde entdo um grande
numero de amostras com fatores de
resisténcia transmissivel, ou fatores R,
vem sendo isoladas em varios paises.

No Brasil, trabalhos realizados por
IFERNANDES e TRABULSI (4), PALMEIRA

1 Recebido para publicacdo em 2 de outubro de 1973.

e colaboradores (1% 11) tem revelado a
existéncia, em nosso meio, de amos-
tras portadoras de fatores R.

Enterobactérias foram 1isoladas
em criancas recolhidas nos dois re-
teridos hospitais do Rio de Janeiro e
uma Investigacao foi planejada nao sé
para verificar, nessas amostras isola-
das de processos patologicos, o apa-
recimento de fator multiplo de resis-
téncia infecciosa a drogas, fatores R,
como para determinar o mecanismo
de formacao dessas resisténcias.

MATERIAL E METODOS

As amostras bacterianas vieram todas
de fontes clinicas. Enterobactérias como
Shigella, E. coli, Klebsiella, Salmonella, Ae-
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robacter, Bethesda e Alkalescens, isoladas
no Instituto de Puericultura da UF.R.J. e
no Hospital Jesus, foram utilizadas como
amostras deadoras, e uma amostra padrao
de E. coli K12, usada como receptora.

MEIOS: O meio liquido empregado nas
experiencias de conjugacao foi o caldo Pe-
nassay, segundo formula Difco, e como
meios solidos, o de Levine, o agar Muller-
Hinton, com 2% de lactose e mais azul de
bromctimol, como indicador, além do agar
simples-extrato de carne.

DROGAS: Os antibioticos e gquimiote-
rapicos estudados: Tec — cloridrato de te-
traciclina (Cynamide Co): Cl — cloranfe-
nicol (Park-Davis); St — sulfato de estrep-
tomicina (Fontoura-Wyeth); Kn — sulfato
de kanamicina (Laborterapica Bristol S.A.):
Am — ampicilina (Laborterapica Bristol
S.A.; He — hetacilina (Laborterapica
Bristol S.A.) e Su — sulfadiazina (Spofa
United Pharmaceutical Norks-Praha).

NIVEL DE RESISTENCIA A DROGAS:
O nivel de resisténcia a drogas apresentado
pelos organismos foi determinado segundo
0 método descrito em trabalhos anterio-
res (10). O meio de Muller-Hinton empre-
gou-se na determinacao da resisténcia 3
sulfadiazina.

TECNICA DE CONJUGACAO: Amos-
tras de enterobactérias doadoras e recep-
toras cresceram, separadamente, em caldo
Penassay por uma ncite, sendo em seguida
diluida a 1:100 e crescidas em frascos de
Erlenmayer de 200 ml a 37°C, com agitacao,
atée atingir a concentracao de 3 x 108 bact/
ml. Um volume de 0,8 mililitros da amostra
dcadora foi misturado a 1,2 mililitros da
amostra receptora incubando-se a mistura
em banho-maria a 37°C por 24 horas, sem
agitagao. Diluicdes em salina foram pla-
queadas nos meios seletivos com os antibid-
ticos e a sulfa, usando-se semeaduras em
placas sem as drogas como controle.

FREQUENCIA DE TRANSFERENCIA:
O calculo da frequéncia de transferéncia
do fator R é obtido velo quociente da divi-
sao do numero de células Lact, da amos-
tra receptora que se tornou resistente, pelo
numero de células Lac— das placzs-teste-
munho, sem antibidtico.
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RESULTADOS

As enterobactérias resistentes a uma
ou mais drogas foram isoladas da flora
intestinal de 113 criancas internadas nos
dois hospitais nos pericdos 1960-1964 e
1970-1973, com o seguinte resultado: 71,6%
das criancas eliminaram bactérias resis-
tentes, das quais 41,3% a uma Unica droga.
e 38,7% a varias drogas.

Entre os diversos géneros de entero-
bactérias encontramos, mais comumente,
resisténcia maultipla entre amostras de
Echerichia coli, Shigella flexnery e Salmo-
nella tyrhimurium. Todavia, os outros gé-
neros estudados como Klebsiella, Aerobac-
ter, Alkalescens, Bethesda, Proteus, Citro-
bacler e Providencia, possuiam, também,
em proporc¢oes sensivelmente menores que
em E. coli, Shigella e Salmonella, fatores
de resisténcia.

Essas amostras revelaram que, em Sua
malioria, sao capazes de transferir parte
cu tcdos os marcos de resisténeia para ums
amostra de E. coli K12 sensivel.

Das dezessete amostras de Salmonella
typhtmurium obtidas no Hospital Jesus, em
1970, dezesseis apresentaram resisténcia
para St-Tec-Cl-Kn-Am-He-Su. Nessas amos-
tras os sete determinantes de resisténcia
nao se transferiram como um todo para a
amostra receptora por conjugacio. A maio-
ria dos conjugantes, 68,7%, revelou resis-
téncia para St-He-Am-Su e 25% para Cl-
St-He-Am-Su, cuidando ressaltar que tao-
somente uma amostra nao transferiu seus
marcos de resisténcia para a amostra re-
ceptora. Os marcos de resisténcia para Tec
e Kn nao foram também transferidos, e
com relacao as freqiiéncias de transferén-
clas dos diversos determinantes de resis-
téncia dessas amostras nara E. coli K12
sensivel, em cruzamentos de 24 horas, nio
se mostraram uniformes. No caso de Am e
He foi de 10—% por célula doadora, mani-
festamente superior as outras drogas cujas
frequéncias de transferéncias sio da ordem
de 10— para St e Su e 106 para Cl.

No que concerne ao numero de amos-
tras com fator R, isoladas em 1962, foi sen-
sivelmente aumentado, chegando a ultra-
passar a 100% em relacao 3as amostras
isoladas em 1961,
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As resistéencias mais comumente encon-
tradas entre as amostras com fator R, fo-
ram para Su, Am, St, St-Su e Su-Am-He.
Assinale-se que ate 1961 as resisténcias
mais habitualmente encontradas sao do
tipo St, Te, Su e das combinacoes dessas
resistencias, tais como St-Te, St-Su e St-
Tc-Su. Em 1962, comecaram aparecer amos-
tras resistentes a Am, num total de 48%
das amostras testadas, como também re-
sistencia para Cl. Dessa data em diante
surgiram modelos de resisténcia do tipo:
Su-Am-He, Su-St-Am-He, Su-Tc-Am-He,
Su-St-Te-Am-He, Su-St-Te-Cl-Am-He e
Su-St-Te-Cl-Kn-Am-He.

Todas as amostras Am resistentes sao
He resistentes, o que indica estarem estas
resisténcias codificadas por gens ligados,
ou que as resisténcias para Am e He estao
provavelmente controladas por um unico
gen, a julgar pela auséncia de segregacao
entre estas duas resisténcias, nas experién-
cias de conjugacao.

DISCUSSAO

O principal escopo deste trabalho
e verificar a incidéncia de fatores R
entre as amostras isoladas de pro-
cessos patologicos nos dois hospitais,
como também determinar o processo
pelo qual essas resisténcias aparece-
ram nessas populacoes microbianas
sensiveis.

E desconhecido o mecanismo de
formacao dos fatores R, por ignorar-
mos se os ascendentes desses fatores
sao multiplos ou se eles se originaram
uns dos outros em diferentes regioes,
havendo WATANABE (2) apresentado a
hipotese de que fatores R se desen-
volveram como resultado de gens cro-
mossomials “pescados’” por um epis-
somo — RTF,

-

A evidéncia, a origem cromosso-
mial dos determinantes de resisténcia

€, no entantc, muito fragil se levar-
mos em conta que nao s6 o mecanis-

i

mo de resisténcia apresentado por
esses fatores €, de uma maneira geral,
diferente dos de origem cromosso-
mial (%), como igualmente o fato de
que os altos niveis de resisténcia por
eles apresentados iriam requerer va-
rios passos mutacionais para serem
atingidos.

Ora, se esses determinantes fos-
sem originalmente cromossomiais de-
veria haver uma afinidade especifica
entre o fator de transferéncia e os
gens de resisténcia, os quais seriam
“pescados’ pelos fatores de transfe-
réncia. No caso das resisténcias miul-
tiplas seriam pois, necessarias suces-
sivas “pescas”, o que torna essa expli-
cagao pouco aceitdvel para aclarar
a origem desses determinantes (1).

O que de positivo se sabe, a res-
peito desses determinantes de resis-
téncia, é que sao “replicons” indepen-
centes, os quais mantém uma relacao
reversivel com o fator de transferén-
cla, podendo portanto existir na cé-
lula hospedeira, mesmo com auséncia
do fator de transferéncia.

E obvio o papel do antibidtico no
estabelecimento dessas populacoes re-
sistentes, porquanto ja estéa fora de
duvida nao serem os quimioterapicos
0s responsaveis diretos pelo apareci-
mento, em numero cada vez maior, de
amostras com resisténcia infiecciosa.
Atualmente ja se tem noticia de
amostras resistentes isoladas em pe-
riodo pré-antibiotico (1), e nds mes-
mos ja encontramos fatores R para
Su e Su-Am-He em amostras de E.
colt 1soladas respectivamente em 1937
e 1945 (trabalho em andamento).

Os quimioterapicos, fora de qual-
guer duvida, ajudam a disseminacao
desses fatores por selecao de bactérias
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gque carregam fator de resisténcia, au-
mentando assim, grandemente, a pos-
sibilidade de passagem infecciosa de
marcos de resisténcia para bacteérias
sensiveis ou mesmo para bactérias ja
possuidoras de um fator R. Esta seria
a explicacao aceitavel quanto ao apa-
recimento dos diversos modelos de re-
sisténcia encontrados.

O estudo por nos realizado de-
monstra ser notadamente alta, como
ja foi dito, a taxa de amostras resis-
tentes, 71,6% entre 113 amostras iso-
ladas nas fezes de criancas nos dois
hospitais citados da Guanabara.

Até 1961 as resisténcias encontra-
das eram do tipo Tc, St e Su e com-
binacoes dessas resisténcias simples.
Em 1962, abruptamente, comecaram
a aparecer resisténcias para Cl e Am,
dai resultando amostras com espec-
tros para Su-+St-Tc-Cl e Su-St-Tc-Cl-
Am-He, além de amostras com resis-
téncia para uma, duas e tres drogas.

Em 1970, surgiram no Hospital
Jesus dezessete amostras de Salmo-
nella typhimurium, com resisténcia
para Su-St-Tc-Cl-Kn-Am-He. Todas
elas, segundo dados que nos foram for-
necidos por ANDERSON, pertenciam ao
mesmo tipo fagico 193, e apareceram
de forma explosiva em varios lugares
da Ameérica do Sul, o que o levou a
concluir serem as mesmas provenien-
tes de uma unica amostra que se teria
propagado por um processo epidémico.

A alta freqliéncia de isolamento
de amostras possuidoras de fatores R,
especialmente para trés e quatro an-
tibidticos, e os modelos de resisténcia
encontrados, parecem Iindicar terem
essas amostras se desenvolvido, certa-
mente, como resultado de mutacao
seguida de selecao em um meio no
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qual o uso i1ndiscriminado das drogas
ha de, forcosamente, determinar a so-
brevivéncia dos organismos possuido-
res de fatores R com resisténcia mul-
tipla, além de que fatores R cada vez
mais complexos seriam, entao, sinte-
tizados pela adicao de novos gens de
resisténcia por transferéncia conju-
gacional.

Se resisténcia multipla infecciosa
se desenvolve na natureza, por e€sse
mecanismo, sera possivel concluir que
novos fatores R se formarao pela in-
corporacao de um numero cada vez
malor de marcos de resisténclia a
drogas, o que ira determinar, no fu-
turo, sérios problemas a quimioterapia.

Poucas sao as informacoes sobre
incidéncia de fatores R em bactérias
normais do intestino de pessoas sadias,

como também nao nos foi possivel

obter dados quanto a procedéncia das
amostras testadas, isto &, se ja esta-
riam presentes no trato intestinal an-
tes da admissao, ou se foram adquiri-
das nos proprios hospitais.

A ocorréncia de resisténcia mul-
tipla a drogas em enterobactérias pa-
togénicas, isoladas nos dois hospitais
examinados, esta bem documentada,
parecendo indicar que as enterobac-
térias com fatores R sao, possivelmen-
te, as responsaveis pelo numero cada
vez maior desses microrganismos nas
infeccoes adquiridas em hospitais.
Essa possibilidade é assunto de futura
investigacao.

SUMMARY

Enterobacteriae with R factor
were isolated from faeces of 113 chil-
dren interned in the Instituto de Pue-



Palmeira & Silva: Enterobactérias resistentes a drogas 47

ricultura da U.F.RJ. and Hospital
Jesus in the periods of 1960-1964 and
1970-1973. The results obtained show
that a high percentage of the children

e

11,6 %

eliminated resistant bacterias

cf wich 41,3% was resistant to one
arug and 388,7% was resistant to va-
rious drugs.
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