Rev. Pat. Trop. — (1): 4, 451-455, 1972

VARIACAO DOS RESULTADOS DE SENSIBILIDADE NO ANTI-
BIOGRAMA REALIZADO PELO METODO DA DIFUSAO EM
AGAR (Kirby-Bauer) EM FUNCAO DOS RADICAIS DOS
ANTIBIOTICOS. *

CLEOMENES REIS **

RESUMO

Pretendeu-se verificar a atividade
dos antibiéticos em fungdo dos radi-
cais nos testes de sensibilidade reali-
zados pelo método da difusio em
agar, pelos discos.

Compararam-se resultados obtidos
com antibiogramas realizados com
discos preparados com sal quimica-
mente puro de trés antibiéticos com a
forma “comercial” de administragio,
com radicais diferentes: tetraciclina
(n — pxrrohdmo metil, lauril-sulfato e
cloridrato), eritromicina ,estolato e es-
tearato) e cloranfenicol (succinato e
palmitato), sendo as solugdes prepara-
das de acordo com as prescrigdes de
Grove e Randall.

O inéculo era padronizado. Utili-
zaram-se germes Gram positivos e
Gram negativos para a experiéncia.

Os resultados demonstraram inter-
feréncia aprecidvel, principalmente pa-
ra determinados radicais na sensibili-
dade de uma mesma droga, atribui-
da ao indice de difusio em agar para
os diferentes sais.

INTRODUCAO

O valor do antibiograma, prin-
cipalmente do teste de sensibili-
dade aos antibiéticos e quimiote-
rapxcos pelo método da difusdo
em agar (Kirby-Bauer, Delft, Eric-
son, Miale, e outros) tem sido
confirmado em cuidadosos traba-
lhos de anélise (6).

Os resultados do antibiograma,
contudo, ndo podem ser conside-
rados de forma absoluta, isto
porque estdo ausentes “in vitro”
fatores que podem influenciar fa-
voravel ou desfavoravelmente,
presentes nos humores e liquidos
teciduais (“in vivo”). (5)

Desde que se observe com ri-
gor a técnica escolhida em labo-
ratério, o método é extremamen-
te util para as informagdes mais
rapidas ao clinico, que deve se
orientar pelo resultado do anti-
biograma e ainda pelas proprie-
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dades farmaco-dinimicas das
drogas para a escolha do antibi6-
tico ou quimioterépico a ser ad-
ministrado.

Laboratérios de produtos
quimico-farmacéuticos preparam
seus proprios discos de antibi6ti-
cos sob a forma com que é co-
mercializada e preparada para a
administrago.

Também laboratérios de roti-
na bacteriolégica usam preparar
seus proprios discos, com solu-
¢oes de produtos formulados pa-
ra a administragdo “in vivo”.

A forma com que estas se
apresentam tem a intencdo de
potencializar a agdo “in vivo” ou
permitir a melhor absorgéo, a fu_n
de que niveis sanguincos mais
elevados sejam conseguidos na
corrente sanguinea.

Esta experiéncia pretendeu a
observagdao da atuacdo destes ra-
dicais “in vitro”, utilizando dis-
cos de mesmos antibidticos, sob
a forma de sal puro e de diferen-
tes radicais.

MATERIAL E METODO

Inéculo

Foram utilizadas 40 bactérias,
sendo 21 Gram positivas e 19
Gram negativas para os testes ce
sensibilidade.

O inéculo foi preparado com
0s microorganismos transferidos
com agulha de platina para os
tubos contendo caldo tripticase
soja. Esperou-se pelo crescimen-
to de 24 horas.
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Foram depois transferidos com
pipetas estéreis para tubos con-
tendo salina fisiolégica, cerca de
10 ml., até se obter a densidade
semelhante a do tubo n°. 4 da
Escala de McFarland.

0,5 ml., da suspensdo era distri-
buido de maneira uniforme para
as placas de Petri (20 x 100mm)
contendo DST agar base (Oxoid)
com sangue desfibrinado de car-
neiro.

Bactérias Gram positivas: 12
amostras de Staphylococcus au-
reus; 2 amostras de Staphylococ-
cus epidermidis; 6 amostras de
Streptococcus pyogenes; 1 amos-
tra de Corynebacterium.
Bacterias Gram negativas: 2
amostras de Pseudomonas aeru-
ginosa; 6 amostras de Escherichia
coli (enteropatogénica); 6 amos-
tras de Proteus, sp.; 2 amostras
de Shigella flexnerii; 1 amostra
de Aecrobacter ( Klebsiella) aero-
genes.

Antibidticos: Tetraciclina — Sal
puro; cloridrato de, (Acromicina,
Lederle); N-pirrolidino-metil (Te-
trin, Bristol Labor); Lauril-sulfa-
to de, (Lauraciclina, Hosbon).
Eritromicina: Sal puro; Estolato
de, (Ilosone, Lilly); Estearato de,
(Pantomicina, Abbott).
Clorafenicol: Sal puro; Succinato
de, (Quemicetina, Carlo Erba);
Palminto de, (Cloromicetina li-
quida, Parke Davis).

Preparados em suspensdes con-
forme as prescri¢des de Grove e
Randall, (3) sendo as quatro for-
mas de tetraciclina dissolvidas em
HCL a 0,01 N para sol. de

1 mg/ml, as trés de eritromicina



TABELA 1

Sensibilidade aos antibidticos testados pelas amostras utilizadas — nimero de amostras sensiveis.
. Tetraciclinas Cloranfenicol Eritromicina
0
Bacterias Aot == — —
lT. bas. Pirrl. laur. Clor.|S.P Succ. Palm.|S.P Estol. Estear
GRAM + |
Staph. Aureus 1 12 |8 8 7 7 |9 9 5 |8 8 6
Staph. Epiderm. [ 2 3 1 i 2 2 2 1 2 2 2
Coryneb. : 1 1 1 1 1 |1 1 0o |1 0 1
Strept. faecc. 1 1 0 0 9 1 1 0 0 J 0
Strept. agalat. 1 1 1 0 0 1 1 i
Strept. viridans 3 3 2 1 1 2 2 1 2 2 2
Strep. salivar ‘ 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0
TOTAL GRAM + I 12 16 14 11 12 |17 17 7 |14 13 12
GRAM — ‘ l
Salm. tiphosa 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0
Sal'm. gallinar 1 a 0 0 0 1 1 0 0 0 3
Shig. flexn, 2 2 1 1 1 1 1 0 2 1 1
Klebsiella 1 1 0 0 ¢ |1 1 0 1 1
E. coli \_ 5 5 3 3 4 |3 4 3 1 3 1 :
Prot. mirab I 2 v 0 0 1 1 .
1 1 1 0 0 1
Prot. vulg. 4 i 2 1 1
Pseud. aerug 2 0 3 3 2 |2 2 2
| 0 0 0 1 1 0 | 0 0 0
T N WO O TS T AU W N
GERAL ‘ 40 26 20 16 20 129 30 13 ‘ 22 18 19
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dissolvidas em 4lcool, para dar a
concentracao de 10.000 ug/ml.
e as trés de cloranfenicol dissolvi-
das em élcool e depois em tam-
pao fosfato pH 6.0 para obter
1.000 ug/ml.

Os discos de coloragdo diferen-
te para cada apresentagio da
mesma droga (2), continham as
letras iniciais dos antibiéticos tes-
tados T.E.C. foram preparados
com papel de filtro Whatman
n.° 1, para conter a seguinte con-
centragdo por disco: tetraciclina
30 ug, eritromicina 15 ug, cloran-
fenicol 30 ug. sendo que o di-
metro dos discos era de 8 mm.

Apés a rdpida secagem do iné-
culo (1), 1 hora a 37°C em estu-
fa, eram colocados os discos, con-
servando a distdncia de 3cms. en-
tre eles e 2 cms. do bordo da
placa. Foi utilizada uma placa
para cada grupo de antibidticos.
As leituras foram realizadas apés
24 horas de incubacio em estufa
a 37.°C. Consideramos na leitu-
ra os resultados de sensibilidade
quando havia halo de inibicdo, e
resisténcia quando o halo de ini-
bicdo era ausente (4).

RESULTADOS

Os resultados observacos sio
0s que se acham resumidos na
Tabela I.

A tetraciclina basica, sal puro
de tetraciclina apresentouv, para
as bactérias Gram positivzs indi-
ces de sensibilidade mais satisfa-
térios que as demais formas de
tetraciclina.

Para a eritromicina, pratica-
mente, ndo houve difereng:s mui-

to grandes entre o sal basico e as
duas formas de apresentagiio.

No caso do cloranfenicol, o sal
puro e sob a forma de succinato
apresentaram indices de sensibi-
lidade muito grandes e em discre-
pancia com o resultado obtido
para o cloranfenicol sob a for-
ma de, palmitato, que ndo conse-
guiu inibir o crescimento de mui-
tas bactérias Gram positivas e
Gram negativas,

COMENTARIOS

Para se efetuar o antibiograma
utilizando discos preparados pelo
laboratorista ou pesquisador, os
antibiéticos devem ser utilizados
sob a forma de sal quimicamente
puro (HCL N/E).

Os componentes quimicos par-
ticipantes da forma de apresenta-
¢do do antibidtico podem acele-
rar a absorgdo intestinal da dro-
ga, evitar agdo de inibigdo das
proteinas plasmaticas sobre a
Aroga. etc., todavia, muitos deles
prejudicam a difusdo do antibié-
tico em 4gar e comprometem o
resultado do antibiograma.

Para evitar o comprometimen-
to do resultado o antibidtico de-
veria ser suspenso em outra subs-
tincia que a prescrita por Grove
e Randall, no preparo das dilui-
¢oes, e talvez, inclusive, outra
deveria ser a concentragio da
droga por disco.

Estas falhas explicam, possivel-
mente, a ineficiéncia de determi-
nados discos que Laboratérios
langam comercialmente ou mes-
mo gratuitamente e depois pro-
curam recolher da circulagéo.
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SUMMARY

VARIATION IN THE RE-
SULTS OF ANTIBIOTIC SUS-
CEPTIBILITY TESTS BY THE
AGAR DIFFUSION DISC ME-
THOD IN TERMS OF ANTI-
BIOTIC GROUPS

The activity of antibiotics in terms
of their groups was estimated in sen-
sitivity tests with the agar diffusion
disc method.

The results obtained with antibio-
grams in which chemically pure salts
of three antibiotics were employed,
were compared with the “commer-
cial” form of administration bearing
different groups: Tetracycline (n-pyr-
rolidine methyl, lauryl-sulfate and hy-
drochlorate); erythromycin (stolate
and stearate); chloramphenicol (succi-
nate and palmitate). Solutions were
prepared according to Grove and
Randall.

The inoculum was standardized.
Gram-positive and gram-negative or-
ganisms were used in the experiments.

The results showed considerable in-
terference of some groups in the sen-
sitivity tests attributable to variations
in diffusibility of the different salts.
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