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RESUMO

Foram estudados 4 antibidticos (penicilina, estreptomi-
cina, cloranfenicol e aureomicina) com relacéo a inducéo de
mutacGes em uma linguagem de S. fuphimurium deficiente
para triptofano e uma linhagem de X. campestris deficiente
para o mesmo amino-acido. Nao foi verificada atividade mu-
tagénica em nenhum dos antibidticos, em relacdo aos dois
fatores estudados.

1. INTRODUCAQO

Mutacéo reversa em Escherichia coli e Salmonella tuphi-
murium tem sido amplamente discutida por DEMEREC e
seus colaboradores. Assim, estudos com Escherichia coli
(DEMEREC, 1953, 1954; HEMMERLY e DEMEREC, 1955;
GLOVER, 1956) mostraram que os gens reagem diferente-
mente ao tratamento com um mesmo agente mutagénico e,
também que, um mesmo gen é afetado diferentemente pelo
tratamento com diversos mutagénicos. DEMEREC, BERTA-
NI € FLINT (1951) ensaiaram uma série de substancias qui-
micas demonstrando sua atividade mutagénica contra bac-
térias. Muitos outros mutagénicos quimicos tem sido usa-
dos para induzir mutagGes em microrganismos.

No presente trabalho, ensiamos quatro antibibticos (pe-
nicilina, estreptomicina, aureomicina e cloranfenicol) para
verificacdo de wuma possivel atividade mufagénica dessas
drogas em duas bactérias: Salmonella typhimurium e Xan-
thomonas campestris.

2. MATERIAL E METODOS

Foram usadas as linhagens try-D 4 de Salmonella ty-
phimurium fornecida pelo Dr. Elias Balbinder do Departa-
mento de Genética da Carnegie Institution of Washington e,
a linhagem try-2 de Xanthomonas campestris obtida por noés
apos tratamento com cloreto de manganés (0,04%). Ambas
linhagens néo conseguem sintetizar triptofano sendo auxo-
tréficas portanto. »

O meio solido completo utilizado foi o nutriente agar
(Difcoy. O meio liquido completo foi o liquido nutriente
(Difco). C meio minimo usado para S. typhimurium foi o
meio A sintético descritc por GLOVER (1956) enriquecido
com 0,91% de meio completo. O meio minimo usado para
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X. campestris foi o descrito por STARR (1946), também
enriquecido com 0,01% de meio completo. O enriquecimen-
to do meio foi efetuado a fim de possibilitar .que as bacté-
rias apresentassem um certo numero de divisbes no meio
minimo evidenciando o aparecimento de tédas as mutacdes
que porventura fossem induzidas (DEMEREC, 1946).

Os antibidticos utilizados foram Penicilina G — Potas-
sica da Fontoura Whyet do Brasil S.A., Cloromicetina de
Park Davies S.A., Cloridrato de clortetraciclina da Cyanamid
Quimica do Brasil Divisdo Lederle e Sulfato de Dihidro es-
treptomicina da Merck Sharp Dohme S.A. As solucgoes de
antibitticos foram preparados momentos antes de serem
utilizadas, por dissolu¢do de quantidades apropriadas dos
mesmos em agua destilada esterilizada.

Cultura de 24 horas de S. typhimurium try-D 4 a 37°C
desenvolvida em liquido nutriente foi centrifugada (6.000
rpm durante 15 minutos), o sedimento ressuspendido em so-
lucéo salina 0,15M, recentrifugado (6.000 rpm por 15 minu-
tos) e as céiulas novamente foram ressuspendidas em solu-
cdo salina. O mesmo método foi utilizado para cultura de
72 horas de X. campestris try-2 desenvolvida em liquido nu-
triente e incubada a 28°C.

Quantidades iguais de células lavadas de S. typhimurium
foram colocadas em tubos contendo solugdo salina (contro-
le), solucdo salina + 100 mcg/ml de penicilina, salina + 100
mcg/ml de estreptomicina, salina + 100 mecg/ml de aureo-
micina e salina + 100 mcg/ml de cloranfenicol. O mesmo foi
feitos com as células lavadas de X. campestris variando-se ape-
nas a concentragdo de aureomicina que para essa ultima
bactéria foi de 10 mcg/ml. Os tubos foram incubados durante
1 hora a 37°C no caso da S. typhimurium e por 1 hora a 28°C
no caso da X campestris. Apds ésse periodo de tempo, o ma-
terial de cada tubo era semeado (0,1 ml por placa) em dilui-
coes apropriadas, em placas de petri contendo meio comple-
to sélido e as placas incubadas. O material dos tubos foi se-
meado também em placas contendo meio minimo suplemen-
tado com 0,01% de meio completo. Aproximadamente o mes-
mo numero de bactérias foi semeado nas placas contendo
meio minimo. Dessa forma, o nimero final de bactérias nes-
sas placas foi aproximadamente o mesmo (DEMEREC. e
CAHN, 1953).

As placas com meio completo foram incubadas durante
2 dias a 37°C no caso da S. typhimurium e durante 4 dias a
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280C no casc da X. campestris. Apds tais periodos de tempo
foram efetuadas as contagens de colonias podendo assim ser
estabelecido o nimero de bactérias no contrdle e tratamento,
firando-se dessa forma a porcentagem de sobreviventes.

As placas com meio minimo foram incubadas durante 6
dias a 37°C no caso da S. typhimurium e durante 10 dias a
280C para X. campestris apos o que efetuaram-se as conta-
gens de colonias possibilitando assim a verificacdo do nume-
ro de reversges ocorridas.

Foram feitas 3 repeticOes para cada bactéria e para ca-
da tratamento.

3. RESULTADOS

Os dados referentes as porcentagens de sobrevivéncia, nu-
mero de bactétrias semeadas nas placas contréle e tratamento
bem como o nimero de reversoes encontradas, encontram-se
nos Quadros 1 (S. typhimurium) e 2 (X. campestris).

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Pela observagao dos Quadros 1 e 2 verificamos que ne-
nhum dos antibioticos ensaiados.comportou-se como agente
mutagénico pelo menos para as duas bactérias ensaiadas, pa-
ra os dois gens testados e nas concentracoes usadas. O nume-
ro de mutantes obtidos nas placas contrdle e tratamentos foi
praticamente o mesmo. HARTMAN (1956) verificou que o
modélo de inducdo de mutabilidade em S. typhimurium varia
com o gen; cada gen reage diferentemente em relacio a de-
ferminados mutagénicos. Certos gens apresentam estabilida-
de mutagénica néo sendo aumentada a frequéncia de muta-
coes apés o tratamento com determinados mutagénicos.

JARAI (1962) verificou a¢do mutagénica da estreptomi-
cina em Streptomyces como também YOKOTA KEN (1955)
verificou essa acdo em Micrococcus. HERCIK e JANOVSKA
(1961) verificaram aumento no numero de mutacOes para
pigmentacdo da colénia em Serratia marcescens com aplica-
cdo de cloranfenicol. Os referidos autores sugerem a possibi-
lidade de fatores citoplasmaticos estarem envolvidos. BROW-
NING e ALTENBURG (1963) verificaram possivelmente, uma
pequena atividade mutagénica do cloranfenicol em Drosophi-
la melanogaster. No nosso caso, a atividade mutagénica nao
foi verificada.
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5. SUMMARY

Four antibiotics have been tested (penicillin, streptomy-
cin, chloranphenicol and aureomycin), with relation to induc-
tion of mutations in a strain of S. typhimurium triptopha-
nelles and in a strain of X. campestris also deficient for tryp-
tophan. No mutagenic action was detected in any case ana-
lysed.
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