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Em face a predominanie eliminacdo biliar da rifamicina S.V. atingindo
concentracdes muitas vézes superiores aos niveis séricos obtidos com as doses
terapéuticas, e pelo possivel interésse dessa verificacdo para o tratamento dos
portadores biliares crénicos de Salmonella typhi determinou-se g concentracdo
minima inibitéria de 165 estirpes de enterobactérias, incluindo 77 amostras de
S. typhi.

Foi verificado que a maioria das cepas de Escherichia coli, Shigella e Pro-
teus mirabilis correspondiam a uma concentracdo inibitoria minima enire 33
a 65 ug/ml. Entre 65 e 128 pg/ml foram determinadas as concentracées inibito-
rias minimas da maioria das outras espécies de Proteus, de Providencia e de
Klebsiella. Para Salmonella e Enterobacter o limite minimo de sensSibilidade
foi, em rcgra, igual ou superior a 128 ug/ml.

Diferencas mais acentuadas de comportamento entre as enterobactérias fo-
ram observadas quanto a acdo bactericida da rifamicina S.V. De uma manei-
ra geral, para E. ccli e Shigella, as concentracées bactericidas observadas cor-
responderam ou muito se aproximaram das conceniracées inibitorias minimas
ja referidas. Para as espécies de Proteus e Providencia houve variacdo maior
de comportamento, mas tendéncia a que o efeito bactericida foésse encontrado
em concentragbes que correspondiam aq 4 vézes as bacteriostdiicas para as mes-
mas espécies. Finalmente, de modo pouco feliz para os propositos visados, em
Salmonella, com a inclusdo de S. typhi, ndo foi atingido um efeito bactericida,
com as mais altas concentracées usadas as quais corresponderam em média a

6 vézes as conceniracbes bacteriostdticas para ésse género.

Desde os primeiros trabalhcs sobre o
névo grupo de antibioéticos, coletivamente
designadas como as rifamicinas, assinala-~
va-se o ccntraste da relativa resisténcia
das bactérias Gram-negativas, em confron-
to com a extrema sensibilidade dos micror-
ganismos Gram-positives. Todavia foi pos-
sivel verificar que alguns grupos de bac-
térias Gram-negativas eram inibidas por
concentracées de rifamicina, passiveis de
serem atingidas nos esquemas terapéuti-
ticos, como demonstrado pelos testes d=
sensibilidade in vitro. Em trabalho ante-
rior (14), assinalavamos ésse fato, comen-
tando que devido & pequena série de
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amostras de germes Gram-negativos que
haviamos examinado, os nossos resultados
apenas sugeriam que fossem revistos os
dados sObre a ineficacia da rifamicina S.V.
sObre essas bactérias. Antecipévamos- no
entante, a possibilidade de que o seu usc
no combate a bactérias Gram-negativas,
possivelmente limitar-se-ia as indeccdes
do trato biliar, em face aos dados conhe-
cidos s6bre a farmacologia désse antibidti-
co.

Se bem que a introducio da rifampici-
na, um névo derivadc das rifamicinas, te-
nha ampliado essa possibilidade, no que
diz respeito & rifamicina §.V. ela persis-
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tiu e, aparentemente, torncu-se pacifica
diante de investigacoes clinicas e laborato-
riais realizadas (11).

As verificagoes iniciais sObre o espectro
de acao da rifamicina S.V. revelaram ni-
vels de sensibilidade variaveis para ente-
robactérias, os mais elevados atingindo até
500 ug/ml parg diversos grupos, e parti-
cularmente Salmonella, incluindc S. typhi
(16, 4, 17). Todavia, descreveram Timbal
& Brega (15)‘ que ainda assim, as infec-
¢oes experimentais provocadas no camun-
dongo por microrganismos altamente resis-
tentes como Klebsiella e S. typhimurium
mestraram um retardo da taxa de morta-
lidade, embora nao ocorresse a cura da in-
feccao. Pcr outro lado, estudos farmacolo-
giccs sObre a rifamicina S.V. demonstra-
ram que 90% de sua eliminacdo faz-se por
via biliar (8) e que niveis tao altos quanto
2.000 pg/ml podem ser atingidos na bile,
no homem (5), gracas sobretudo a um ci-
clo entero-hepatico que sustenta essas al-
tas concentracées por pericdos prolonga-
dos (1).

Tais fatos indicaram a necessidade de
melhor ser definida a sensibilidade das en-
terobactérias, quase todas agentes poten-
ciais e freqiientes de infecc¢des das vias bi-
liares, destacando-se a possibilidade de sua
acdo sObre a Salmonella typhi, como do
mais alto interésse do ponto de vista da
Saude Publica, pela freqiiéncia dos pcrta-
dores cronicos, eliminadores biliares dés-
ses germes, 0os quais tém resistido a todas
as medidas terapéuticas mesmo em face a
introducdo sucessiva de diferentes antibio-
ticos (2, 3, 6, 9, 10, 12).

Por ésse motivos foram feitas verifica-
¢bes quanto ao nivel de sensibilidade de
165 amostras de Enterobacteriaceae, 77 cor-
respcndentes a S. typhi e 88 sendo re-
presentativas dos géneros e espécies mais
importantes da familia.

MATERIAL E METOQDOS

Origem das amoStras — Oitenta e oito
amostras de enterobactérias representati-
vas de todos os grupos ou espécies, inclui-
dos na familia, exceto Serratia, Citrobac-
ter e Arizona correspondiam a amostras de
colecao, mantidas em laboratorio ha longo
tempo.

Essas incluem 5 amostras de Shigelld,
correspondentes a uma amostra de Sh.
dysenteriae, de Sh. flexnerii e de sonnnei
e duas de Sh. boydii. Entre os Enterobac-

ter, inclulam-se E. cloacae (2), E. liquefa-
ciens (2) e E. aerogenes (1). Quanto a
Salmonella, 5 correspondiam a diversos
sorotipos (S. montevideo S. Newport,
S. muenchen, S. kottbus e §. parctynhi
A) e 9 S. typhi. Excluidas as amostras de
Salmoiella acima referidas, 36 amostras de
S. typhi foram isoladas cu identificadas
no nosso laboratorio e 32 foram recebidas
do Dr. Gobert A. Costa (Instituto Oswaldo
Cruz) por éle identificadas e provenientes
das cidades do Recife, Salvador e Pdrto
Alegre, além da Guanabara. Ncve outras
amostras correspondiam a S. typhimurium
(8) e S. paratyphi B_ estudadas no nosso
laboratério. Os outros grupos de entero-
bactérias sdo os referidos na Tabela 1, dos
resultados.

Teste de sensibilidade — Quanto a deter-
minacac de efeito bacteriostatico, foi uti-
lizada a técnica de diluicio seriada em
meio liquido, de acdrdo com as instrucdes
de Grove & Randall (7) usando-se um ino-
culo correspondente a 1/1000 de uma cul-
tura de 24 hs.,, em caldo da mesma com-
posicao do que foi utilizado no teste. A lei-
tura decs resultados foi realizada apos 24
e 48 horas de incubacao a 37°C, interpre-
tando-se como concentracao inibitoria mai-
nima (C.I.M.) a que revelava auséncia
completa de crescimento. Nao havendo di-
ferenca substancial de interpretacdo quan-
do comparados os dois tempos de leitura,
salvo muito poucas amostras que revelaram
diferenca de uma Unica diluicdo, foram
considerados apenas os resultados obtidos
com 24 horas. Foi usada sempre como con-
tréle a amostra ATCC 6538 de Staphylo-
COCCUS QUTEUS.

Para evidenciar a dose bactericida, da
C.I.M. ¢ de todas as diluicoes imediata-
mente inferiores obtidas na determinacao
do efeito bacteriostatico, retirava-se um
inoculec e diluia-se 20 vézes (0,5 ml para
10 ml) no mesmo meio de cultura, in-
cubando-se a 37°C por 48 horas.

O meio basico usado em tddas as ope-
racoes correspondeu a um caldc-triptose
da seguinte composicdo (13).

“Tryptose” (Difco) .......... 100 g
Extrato de levedura .......... 30 g
Extrato de carne ............ 15 g
Glucose  ....... ... .. ... 10 g
KHPO, ............. ..ol 20 g
Agua destilada, 9.5 .......... 1000 ml

pH 7.2 (antes da autoclavacido)
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Foram usudas duas partidas do sal so-
dico de Rifamicina S.V. cedidas pelos La-
boratorios Lepetit S.A. Foram feitas di-
luigées‘ decrescentes a partir de 1280
pg/ml, na razao de ordem 2, estando os
resultados corrigidos em funcao dg ativi-
dade da droga utilizada (740 ug/mg).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidcs em relacdo 2o
efeito bacteriostaticc da rifamicina S.V.
sobre as 1656 amostras de enterobactériaz,
estao condensados na Tabela 1. Em que
pese a variabilidade aparente em relacao
a alguns dos grupos considerados, parti-
cularmente Escherichia coli, verifica-se
que a maioria das estirpes consideradas
nessa espeécie, além das de Shigella e Pro-
teus mirabilis foram inibidas nas ccnecen-
tracoes entre 33 e 65 wug/ml de rifamicing
8.V. Segue-se um segundo grupamento,
quanto ao nivel médio de sensibilidade,
com a moda oscilando entre 65 e 128
pg/ml que abrange as demais espécies de

mamente relacionado, e, em adicio, o gé-
nero Klehsiello. Finalmente Salmonella ©
Enterobacter parecem representar os hi-
veis mais altos de resisténcia a rifamicina
S.V., com o limite minimo de sensibilida-
de em regra igual ou superior a 128 pg/ml.
Com as 77 amcstras correspondentes a S
tyyphi de acordo ainda com a tanela 1, ve-
rifica-se uma leve tendéncia 1 mencres
concentracoes minimas inibitorias, que as
outras salmcnelas, havendo 1,3% de amos-
tras sensiveis a 17 pg/ml, 2,99 a 33 pg/mi,
18 2% a 65 ug/ml, mais da metade (87,5% )
sensivel a 128 sg/ml, o gque corresponde a
moda de comportamento da espécie, e se-
guinde-se apenas um numero reduzido de
amostras, 6,59 sensiveis a 320 xg/ml e 1.3%
a mais de 965 pg/ml.

Os trés padroes de compcrtamento as-
sinalados entre as enterobactérias em re-
lacdc ao efeito bacteriostatico da vifami-
cina sao acentuados, e mais nitidamente
defiflidos, quando se toma em considera-
cac a acao bactericida do mesmo antibic-
ticc. Na figura 1, representamos ésses re-

Proteus, o género Providencia, a elas inti-  sultados. distribuindo 10 amostras de E.
TABELA 1
Concentracdes inibitérias minimas de Rifamicina
S.V. para 165 amostras de Enterobacteriaceae.
Concentracdes inibitérias minimas .g/ml
Grupos Ne o e
provados
17 33 65 128 250 490 965 965
E. coli 10 1 3 3 1 2
Shigella 5 3 2
Klebsiella 5 2 1 2
Enterobacter 5 3 2
Providencia 9 2 1 1 1 4
Pr. rettgeri 10 3 4 1 2
Pr. morganii 10 3 4 1 1 1
Pr. vulgaris 10 1 4 4 1
Pr. mirabilis 10 3 € 1
Salmecnella sp. 14 1 6 7
Salmcrella typhi 77 1 3 14 53 5 1
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Relacdes entre os nhivels bacteriostaticos e bactericidas da rifamicina
S.V., para alguns grupos e enterobactérias,
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coli e Shigella, representativas dos grupcs
de maior sensibilidade; 12 cepas de Fio-
teus (3 de cada espécie) e 3 de Providen-
cia, que representam o grupo de sensibi-
lidade intermediaria e 26 amostras deSal-
mnonella, entre as quais 22 de S. fyphi, que
compreendem o grupo de malor resistén-
cia. Observe-se que embora nao conside-
radas as amostras que apresentaram maicy
resisténcia em cada grupo_ verifica-se dis-
creto aumento da concentraciio necessaria
ao efeito bactericida, em relacao ao efei-
to bacteriostatico, para o grupo Shigelle
— Escherichic. Acentua-se a tendéncia a
que as concentracdes bactericidas se dis-
tanciem das bacteriostaticas em Proteus ¢
Providencia, e, finalmente, concentracoes
bactericidas nao foram atingidas nas con-
dicbes da experiéncia (méaxima de 965
ug/ml) para a maioria das amostras de
Salmonelle e S. typhi.

Independente do comportamento médio
em face a concentracoes bacteriostaticas de
rifamicina S.V., Pr.  mirabilis comporta-
-se como as demais espécies de Profeus e
S. typhi como as demais Salmonella‘ em
relacdo a concentracoes bactericidas do an-
-tibiotico. Isto é melhor -apreciado na Fig.
2 onde se especificam as concentracoes
bactericidas e bacteriostaticas em relacao
a cada amostra, que representam cs trés
padrdoes de ccmportamento acima assina-
lados. Obhserva-se que para Escherichia e
Shigelle as concentracoes bactericidas co-
incidem ou estdo nos limites do dobro da
concentracdo inibitéria minima. Para as
espécies consideradas de Proteus e para
Providencia, houve variacao maicr de com-
portamento, mas é evidente a tendéncia
para que o efeito bactericida seja encon-

tradec em concentracdoes que correspondem
a quatro vézes a concentraciao bacteriosta-
tica da rifamicina S.V. Finalmente, de ma-
neira pcuco feliz para os propositos visa-
dcs na presente investigacdo para Salmo-
nella_ com a inclusdo de S. typhi, um efei-
to bactericida nao foi alcancado, ou somen-
te fei atingido com concentracdes seis vé-
zes superiores aquela determinada como
concentracio inibitoria minima, esta ja npor
si elevada.

Confrcntados os presentes resultados
com aquéles disponiveis na literatura e ja
anteriormente comentados, mndo parece
animadora e expectativa de que a rifami-
cina S.V. pcssa atuar indiscriminadamen-
te sObre quaisquer infeccoes por germes
Gram-negativos nas vias biliares. A ex-
pectativa parece justificar-se em relacido
a Escherichia coli, e seria de admitir-se pa-
ra alguns representantes ~e ~ntros géne-
ros. Nao narecendo ser de maior significa-
¢ao a sensibilidade de Shigella, por nao se
tratar de patogénico de importancia nésse
setor do organismo, cumpre destacar que
apenas em relacao a ésse género e a Es-
cherichia pode ser confirmada a asserti-
va de Vialller & Augagneur (18) de que
em relacdo a enterobactérias as concentra-
cOes bacteriostaticas e bactericidas da ri-
famicina seriam vizinhas.

Finalmente, é desanimadcr considera-
rem-se os presentes resultados em relacio
ao problema ainda insoliive]l do tratamen-
to dos portadores biliares cronicos de Sel-
monella, particularmente S. typhi, onde
se assinala uma ocorréncia de 74% apos
o tratamento com cloranfenicol (2) ou de,
pelo menos. 1% apos o tratamento com am-
picilina (10).

Summary

From the initial investigations on the antibacterial spectrum of rifomycin
S.V. it was found that, contrary to the high sensitivity of the gram-positive
bacteria, most gram-negative rods were relatively resistant to this antibiotic. Ne-
vertheless rifomycin concentrations which inhibited the majority of the gram-
negative organisms were far lower than the concentrations obtained in the bi-
liary tract of man and experimental animals, as rifomycin is concentrated and
eliminated through the bile.

These facts suggested the need of defining the bacteriostatic and bacteri-
cidal levels of rifomycin S.V., against palhogenic gram-negative enteric or-
ganisms, because of the imporiance of the Salmonella carriers and the unsolv-
ed problems of their treatment —— and since some divergence were found in
the few available reports on their sensitivity to rifomycin.

Seventy seven strains of Salmonella typhi, and 88 other strains which in-
cluded representative strains of most groups among the Enterobacteriaceae. we-
re tested. The serigl dilution technigque in a tryptose-phosphate-glucose-broth
was adopted. Most the Escherichia coli, Shigella and Proteus mirabilis cultures
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were inhibited within the range of 33-65 pg/ml of rifamycin S.V. whereas the
mean concentrations for inhibition of most strains of other groups of enteric
bacteria including the remaining species of Proteus, Klebsiella and Providencia
cuitures varied between 65 and 128 ng/ml of rifomycin. For Salmonella and
Enterobacter in most cases the minimal inhibitory concentration was 128 ug/mi.
More striking differences among the tested bacterial groups were found as re-
lated to the bactericidal action of rifomycin S.V. For Shigella and E. coli
strains the bacteriostatic and bactericidal concentrations of rifomycin S.V. clo-
sely paralleled each other. As to the four Prcteus speci€s and Providencia strains,
in spite of some variability in most instances the bactericidal concentrations was
four times greater than the minimal inhibitory one. Finally, and unfortunately
for the above mentioned purposes, in relation to Salmonella (S. typhi included)
when given a 6 times large concentroction than the already high minimal inhi-
bitory concentrations observed, such a concentration did not kill the strains tes-
ted.
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