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1. INTRODUÇÃO 

O aparecimento de mutantes bacterianos resistentes à antibió­
ticos é fato bastante estudado como indicam as revisões de FIN­
LAND (1956) e SCHNITZER e GRUNBERG (1957). Esses es­
tudos são realizados de modo geral, com bactérias de interesse 
médico, No que se refere à bactérias fitopatogênicas, a literatura 
é bem mais restrita; MITCHEL e colaboradores (1952) obtiveram 
mutantes resistentes à estreptomicina em diversas bactérias que 
causam doenças em vegetais. ENGLISH e VAN HALSEMA 
(1953) estudaram a freqüência de mutantes resistentes à estrepto­
micina e terramicina em diversas Xanthomonas e Erwinlas. CAR-
MONA-GOMES (1956) verificou que o mecanismo genético da 
resistência de X. phaseoli e X. vignicola ao antibiótico A-C produ­
zido por um Streptomyces segue o modelo de "múltiplos-passos" 
(multiple-step) e efetuando diversas transferências das referidas 
bactérias em doses crescentes desse antibiótico conseguiu obter 
mutantes altamente resistentes. COREY e STARR (1957) isola­
ram mutantes de X. phaseoli resistentes à estreptomicina e verifica­
ram que tais mutações ocorrem em "um só passo" (one-step). 
GYORFFY e colaboradores (1959) estudaram mutantes de X. pha­
seoli resistentes à penicilina, estreptomicina e cloranfenicol. 
QUADLING (1960) obteve mutantes de X. phaseoli não só resis­
tentes como também dependentes da droga. AZEVEDO (1961) 
obteve mutantes resistentes à estreptomicina, penicilina e aureomi-
cina em X. campestris. AZEVEDO, NEDER e MENEZES (1962) 
verificaram que o mecanismo da resistência à penicilina, aureomi-
cina e cloranfenicol em X. campestris era o de "múltiplos-passos" 
enquanto que o mecanismo de resistência à estreptomicina e éri-
tromicina era o de "um só passo". 

O presente trabalho visou verificar o aumento da resistência 
à vários antibióticos em X. campestris bem como a verificação da 
existência ou não de resistência cruzada ou sensibilidade colateral 
nos mutantes obtidos. 

2 . MATERIAL E MÉTODOS 

Usamos uma linhagem de Xanthomonas campestris (Pammel) 
Dowson isolada por nós em trabalho anterior (Azevedo - 1961). 

O meio líquido usado foi o líquido nutriente da Difco e o 
meio sólido foi o nutriente ágar também da Difco. Os antibióticos 
utilizados foram o sulfato de dihidroestreptomicina da Merck 
Sharp & Dohme S. A., penicilina G jpotássica da Fontoura Wyeth 



S. A., cloridrato de clortetraciclina cristalina da Cyanamid Química 
do Brasil S. A., cloromicetina da Park, Davis Co. e Eritromicina da 
Eli Lilly and Company. As soluções de antibióticos foram prepa­
radas momentos antes de serem utilizadas por dissolução de quan­
tidades apropriadas dos mesmos, no solvente adequado. 

O isolamento de mutantes resistentes à estreptomicina e eri­
tromicina foi feito semeando-se 0,1 ml de cultura de X. campestris 
em placas contendo 100 mcg/ml de estreptomicina e em placas 
contendo 100 mcg/ml de eritromicina. Colônias que apareceram 
nessas concentrações, eram isoladas, semeadas em nutriente ágar 
inclinado e mantidas em estoque. 

Colônias isoladas das placas com estreptomicina foram ensaia­
das em meio líquido mais 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128 mcg/ml de 
estreptomicina. Colônias isoladas das placas com eritromicina fo­
ram ensaiadas em meio líquido mais 1; 2; 4 ; 8; 16; 32; 64 e 128 
mcg/ml de eritromicina. 

O isolamento de mutantes resistentes à penicilina, cloranfeni-
col e aureomicina foi feito pela técnica da placa gradiente de 
Szybalsky e Bryson (1952). Foram feitas sete transferências para 
cada antibiótico com intervalos de 6 dias entre cada uma. Para a 
penicilina foram usados os seguintes gradientes: 

Colônias isoladas do último gradiente foram ensaiadas em 
meio líquido mais 1, 2, 4, 8, 16, 32, 62 e 128 mcg/ml. 

Para a aureomicina, os gradientes foram os seguintes: 

1.° 0 a 10 mcg/ml 
2.° 0 a 20 mcg/ml 
3.° 0 a 50 mcg/ml 
4.° 0 a, 100 mcg/ml 
5.° 0 a 200 mcg/ml 
6.,Q 0 a 400 mcg/ml 
7.° 0 a 1000 mcg/ml 

1.° 0 a 0,4 mcg/ml 
2« 0 a 0,8 mcg/ml 
3.° 0 a 1 mcg/ml 
4.° 0 a 1,5 mcg/ml 
5.° * 0 a 2 mcg/ml 
6.° 0 a 2,5 mcg/ml 
7.° 0 a 3 mcg/ml 



Colônias isoladas do último gradiente foram ensaiadas em 
meio líquido mais 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,64 e 1,28 
mcg/ml. 

Para o cloranfenicol foram usados os seguintes gradientes: 

1.« 0 a 30 mcg/ml 
2.° 0 a 60 mcg/ml 
3.° 0 a 100 mcg/ml 
4.* 0 a 200 mcg/ml 
5.« 0 a 300 mcg/ml 
6.° 0 a 400 mcg/ml 
7.° 0 a 500 mcg/ml 

Colônias isoladas do último gradiente foram ensaiadas nas 
mesmas concentrações usadas para a penicilina. 

Para os 5 antibióticos foi feito controle com a cultura original 
sensível ensaiada nas mesmas concentrações usadas para os mu­
tantes. A leitura foi feita por turvação do meio de cultura, após 
5 dias de incubação a 28°C. O inóculo foi sempre de cerca de 
1000 bactérias por tubo contendo 10 ml de meio líquido. 

Para o ensaio da resistência cruzada e sensibilidade colateral, 
foram ensaiados 1 mutante de cada antibiótico contra os 5- antibió­
ticos em questão. O controle foi feito com a linhagem original 
sensível. Os ensaios foram feitos inoculando-se cerca de 1000 
bactérias em cada tubo com 10 ml de meio líquido mais as mes­
mas concentrações já citadas para o ensaio dos mutantes isolada­
mente. A leitura foi feita do mesmo modo que no ensaio dos mu­
tantes isolados. 

Em todos os ensaios, foi feito o controle para a verificação 
de possível contaminação. 

3 . RESULTADOS 

Foram isolados 6 mutantes resistentes à estreptomicina, 4 à 
penicilina, 3 à aureomicina, .5 resistentes ao cloranfenicol e 5 resis­
tentes à éritromicina. Os resultados obtidos estão nos quadros I, 
II, III, IV e V. Os resultados para a verificação de uma possível 
resistência cruzada ou sensibilidade colateral, estão nos quadros 
VI, VII, VIII, IX e X. 



4 . DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 

Pela observação dos quadros I a V, verifica-se que houve 
aumento de resistência em relação a todos os antibióticos ensaiados. 
Para a penicilina, os mutantes são cerca de 4 vezes mais resisten­
tes que a linhagem original. Para a aureomicina, são cerca de 
32 vezes mais resistentes, para o cloranfenicol cerca de 8 vezes 
mais resistentes. Para a estreptomicina e éritromicina, os mu­
tantes cresceram nas mais altas concentrações usadas, donde po­
demos dizer que eles são no caso da estreptomicina, pelo menos 
128 vezes mais resistentes e no caso da éritromicina pelo menos 
16 vezes mais resistentes que a linhagem original sensível. Acresce 
notar que mutantes resistentes à esses 2 antibióticos são obtidos 
em um só passo. Tais mutantes adquirem de uma só vez resistên­
cia a altas doses dos antibióticos em questão. 

No caso dos outros 3 antibióticos, como o incremento de re­
sistência ocorre em vários passos, a técnica da placa gradiente de 
Szybalsky e Bryson (1952) teve de ser empregada. 

Pela observação dos quadros VI a X, verificou-se que nenhum 
dos mutantes ensaiados apresentou resistência cruzada no que diz 
respeito aos cinco antibióticos usados. Embora para tais antibió­
ticos, a resistência seja bastante específica, vários casos de resis­
tência cruzada entre eles já foram relatados na literatura como é 
possível verificar pela revisão de SCHNITZER e GRUNBERG 
(1957). 

5 . RESUMO 

O presente trabalho, visou o estudo de mutantes resistentes à 
antibióticos na bactéria fitopatogênica Xanthomonas campestris 
(Pammel) Dowson. 

Foram obtidos mutantes resistentes à cinco antibióticos: peni­
cilina, estreptomicina, aureomicina, cloranfenicol e éritromicina. 
O incremento de resistência em relação à linhagem original foi 
4 vêzes para a penicilina, 8 para o cloranfenicol, 32 para a aureo­
micina e pelo menos 16 e 128 vêzes para a éritromicina e estrepto­
micina respectivamente. Em nenhum dos casos, verificou-se resis­
tência cruzada ou sensibilidade colateral. 

6. SUMMARY 

The present paper deals with study of mutants resistants 
against five antibiotics in a phytopathogenic bacterium Xanthomo­



nas campestris (Pammel) Dowson. One-step mutants to strepto­
mycin and erythromycin were isolated. For the penicillin, aureo­
mycin and chloranphenicol multiple-step mutants appeared the 
sensitive populations were grown in gradient plates with antibiotics. 

The resistance increase was 4 fold for the penicillin, 8 fold 
for the chloranphenicol, 32 fold for the aureomycin; 16 fold for the 
erythromycin and 128 fold for the streptomycin. 

It was not found cross resistance or collateral sensitivity 
when a certain antibiotic was tested against the others drugs. 
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