
NÍVEIS DE SENSIBILIDADE DE ENTEROBACTÉRIAS. EM PARTI­
CULAR SALMONELLA TYPHI, A RIFAMICINA S .V .  (*)

Ivone R. Suassuna ** 1. Suassuna e C.  E . de V. Serpa

Em face à predominante eliminação biUar da rifamicina S .V . atingindo concentrações muitas vêzes superiores aos níveis séricos obtidos com as doses terapêuticas, e pelo possível interêsse dessa verificação para o tratam ento dos portadores biliares crônicos de Salmonella typhi ãeterminou-se a concentração mínima inibitória 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 concentração inibitória mínima entre 33 a 65 fig/ml. Entre 65 e 128 ng/ml foram determinadas as concentrações inibitó- rias mínimas da maioria das outras espécies de Proteus, de Providencia e de Klebsiella. Para Salmonella e Enterobacter o limite mínimo de sensibilidade foi, em regra, igual ou superior a 128 ng/ml.Diferenças mais acentuadas de comportamento entre as enterobactérias fo­ram observadas quanto à ação bactericida da rifamicina S.V . De uma manei­ra geral, para E. ccli e Shigella, as coiicentraeões bactericidas observadas cor­responderam ou muito se aproximaram das concentrações inibitórias mínimas já referidas. Para as espécies de Proteus e Providencia houve variação maior ãe comportamento, mas tendência a que o efeito bactericida fôsse encontrado em concentrações que correspondiam a 4 vêzes as bacteriostáticas para as mes­mas espécies. Finalmente, ãe modo pouco feliz para os propósitos visados, em Salmonella, com a inclusão ãe S. typhi, não foi atingido um. efeito bactericida, com as mais altas concentrações usadas as quais corresponderam em média a 6 vêzes as concentrações bacteriostáticas para. êsse gênero.

Desde os primeiros trabalhes sóbre o 
nôvo grupo de antibióticos, coletivamente 
designados como as rifam icinas, assinala­
va-se o contraste da relativa resistência 
das bactérias G ram -negativas, em confron­
to com a extrem a sensibilidade dos micror- 
ganismos G ram -positivcs. Todavia foi pos­
sível verificar que alguns grupos de bac­
térias G ram -negativas eram  inibidas por 
concentrações de rifam icina, passíveis de 
serem atingidas nos esquemas terapêuti- 
ticos, como dem onstrado pelos testes ã° 
sensibilidade in vitro. Em trabalho an te ­
rior (14), assinalávamos êsse fato, comen- 
tando_ que devido à pequena série de

am ostras de germes Gram -negativos que 
havíamos examinado, os nossos resultados 
apenas sugeriam que fôssem revistos os 
dados sôbre a ineficácia da rifam icina S.V. 
sóbre essas bactérias. Antecipávamos^ no 
entanto, a possibilidade de que o seu uso 
no combate a bactérias Gram-negativas. 
possivelmente lim itar-se-ia às infecções 
do tra to  biliar, em face aos dados conhe­
cidos sôbre a farmacologia dêsse antibióti­
co .

Se bem que a introdução da rifampici- 
na, um  nôvo derivado das rifamicinas, te­
nha ampliado essa possibilidade, no que 
diz respeito à rifam icina S.V._ ela persis-

D ep ar tam en to  de Microbiologia Médica, In s t i tu to  de Mierobiologia. Universidade Fedenal do Rio ue Jan e iro .Chefe de P esquisa  do Conselho Nacional de P esqu isas .



88 Rev. Soc. Bras. Med. Trop. Vol. III — N " 2

tiu e, aparentem ente, tornou-se pacífica 
diante de investigações clínicas e laborato­
riais realisadas (11).

As verificações iniciais sôbre o espectro 
de ação da rifam icina S.V . revelaram  n í­
veis de sensibilidade variáveis para ente- 
robactérias, os mais elevados atingindo até 
500 /íg/ml para diversos grupos, e p a rti­
cularm ente Salmonella, incluindo S. typhi 
(16, 4, 17). Todavia, descreveram Timbal 
& Brega (15)_ que ainda assim, as infec­
ções experim entais provocadas no cam un- 
dongo i>or microrganismos altam ente resis­
tentes como Klebsiellct e S ■ typhimurium  
m ostraram  um retardo da taxa de m orta­
lidade, embora não 'ocorresse a cura da in ­
fecção. Per outro lado, estudos farm asoló- 
giccs sôbre a  rifam icina S.V . dem onstra­
ram que 90% de sua eliminação faz-se por 
via biliar (8) e que níveis tão altos quanto 
2.000 Mg/ml podem ser atingidos na bile, 
no homem (5), graças sobretudo a  um ci­
clo entero-hepático que sustenta essas a l­
tas concentrações por períedos prolonga­
dos (1).

Tais fatos indicaram  a necessidade de 
melhor ser definida a sensibilidade das en- 
terobactérias, quase tôdas agentes poten­
ciais e freqüentes de infecções das vias bi~ 
liares, destacando-se a possibilidade de sua 
ação sôbre a Salmonella typhi, como do 
mais alto interêsse do ponto de vista da 
Saúde Pública, pela freqüência dos porta­
dores crônicos, eliminadores biliares dês- 
ses germes, os quais têm  resistido a tôdas 
as medidas terapêuticas mesmo em face à 
introdução sucessiva de diferentes antib ió­
ticos (2, 3, 6, 9, 10, 12) .

Por êsse motivos foram  feitas verifica­
ções quanto ao nível de sensibilidade de 
165 am ostras de Enter obacteriaceae, 77 cor- 
respendentes a  S typhi  e 88 sendo re­
presentativas dos gêneros e espécies mais 
im portantes da fam ília.

MATERIAL E MÉTODOS
Origem das amostras — O itenta e oito 

am ostras eje enterobactérias represen tati­
vas de todos os grupos ou espécies, incluí­
dos na  família, exceto Serratia, Citrobac- 
ter e Arizona correspondiam a am ostras de 
coleção, m antidas em laboratório há  longo 
tempo.

Essas incluem 5 am ostras de Shigella, 
correspondentes a  um a am ostra de Sh. 
ãysenteriae, de Sh. flexnerii e de sonnnei 
e duas de Sh boydii. Entre os Enterobac-

ter, incluiam -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 S. paratyphi 
A) e 9 S. typhi. Excluídas as am ostras de 
Salmonella acim a referidas, 36 am ostras de 
S. typhi  foram  isoladas cu identificadas 
no nosso laboratório e 32 foram  recebidas 
do Dr. Gobert A. Costa (Institu to  Oswaldo 
Cruz) por êle identificadas e provenientes 
das cidades do Recife, Salvaaor e Pôrto 
Alegre, além da G uanabara. Neve outras 
am ostras correspondiam  a S typhimurium  
(8) e S. paratyphi B_ estudadas no nosso 
laboratório. Os outros grupos de entero­
bactérias são os referidos na  Tabela 1, dos 
resu ltados.
Teste de sensibilidade — Quanto à deter­
m inação de efeito bacteriostático, foi u ti­
lizada a técnica de diluição seriada em 
meio líquido, de acôrdo com as instruções 
de Grove & Randall (7) usando-se um inó- 
culo correspondente a 1/1000 de um a cul ­
tu ra  de 24 hs., em caldo da mesma com­
posição do que foi utilizado no teste. A lei­
tu ra  des resultados foi realizada após 24 
e 48 horas de incubação a 37°C, in te rp re ­
tando-se como concentração inibitória m í­
nim a (C .I .M .) a que revelava ausência 
completa de crescimento. Não havendo di­
ferença substancial de in terpretação quan­
do comparados os dois tempos de leitura, 
salvo muito poucas am ostras que revelaram  
diferença de um a única diluição, foram 
considerados apenas os resultados obtidos 
com 24 horas. Foi usada sempre como con­
trole a am ostra ATCC 6538 de Staphylo- 
coccus aureus.

P ara  evidenciar a dose bactericida, da 
C .I.M . e de tôdas as diluições im ediata­
m ente inferiores obtidas na  determ inação 
do efeito bacteriostático, retirava-se um 
inóculc e diluia-se 20 vêzes (0,5 ml para 
10 ml) no mesmo meio de cultura, in ­
cubando-se a 37°C por 48 horas.

O meio básico usado em tôdas as ope­
rações correspondeu a um caldo-triptose 
da seguinte composição (13) .

“Tryptose” (Difco) .................  10,0 g
Extrato de levedura .................. 3,0 g
Extrato de carne ...................... 1,5 g
Glucose .......................................  1,0 g
IC.HPO, .........................................  2,0 g
Água destilada, 9.5 .................. 1000 ml

pH 7.2 (antes da autoclavacão)
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Foram  usadas duas p a r t i d a s  s a l  só- 
dico de Rifam icina S.V. cedidas pelos La­
boratórios Lepetit S.A . Foram feitas di­
luições decrescentes a partir d e  1280 
pg/ml, n a  razão de ordem 2, estando os 
resultados corrigidos em função da ativi­
dade da droga utilizada (740 ,ug/m g).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Os resultados obtidos em relação ao 

efeito bacteriostáticc da rifam icina S.V. 
sôbre as 165 am ostras de enterobactérias, 
estão condensados na Tabela 1. Em que 
pese a variabilidade aparente em relação 
a alguns dos grupos considerados, parti­
cularm ente Escherichia coli, verifica-se 
que a m aioria das estirpes consideradas 
nessa espécie, além das de Shigella e Pro­
teus rnirabilis foram inibidas nas ccncen- 
tracões entre 33 e 65 ng/m l de rifamicina 
S.V. Segue-se um  segundo grupam ento, 
quanto ao nível médio de sensibilidade, 
com a moda oscilando entre 65 e 128 
pg/ml que abrange as demais espécies de 
Proteus, o gênero Providencia, a elas in ti­

m am ente relacionado, e, em adição, o gê­
nero Klebsiella. Finalm ente Salmonella c 
Enterobacter  parecem representar os n í­
veis mais altos de resistência à rifamicina 
S .V ., com o limite mínimo de sensibilida­
de em regra igual ou superior a 128 jug/ml. 
Com as 77 am ostras correspondentes a S 
tyjihi de acôrdo ainda com a tabela 1, ve- 
rifica-se uma leve tendência a menores 
concentrações m ínim as inibitórias, que as 
outras saimcnelas, havendo 1,3rv de amos­
tras  sensíveis a 17 /ig/ml, 2,9f;í a 33 /ig/mi, 
18 2% a 65 íig/ml, mais da metade <õ7,5Tr ) 
sensível a 128 jug./ml, o que corresponde à 
moda de com portam ento da espécie, e se- 
guindo-se apenas um número reduzido de 
amostras. 6,5rr sensíveis a 320 /ig/ml e i.3'~c 
a mais de 965 /ig/ml.

Os três padrões de comportamento as­
sinalados entre as enterobactérias em re­
lação ao efeito bacteriostático da vifami- 
cina são acentuados, e mais nitidam ente 
definidos, quando se toma em considera­
ção a ação bactericida do mesmo antibió­
tico. Na figura 1, representam os êsses re ­
sultados. distribuindo 10 amostras de E.

TA B ELA  1

Concentrações inibitórias m ínim as de Rifam icina 
S .V . para 165 am ostras de E n terobacteriaceae.

Concentrações inibitórias mínimas ;j.g/ml
Grupos

provadog
N.°

17 33 65 128 250 490

E . coli 10 1 3 3 1 2
Shigella 5 3 2
Klebsiella 5 2 1 2
E nterobacter 5 3
Providencia 9 2 1 1 1
P r . rettgeri 10 3 4
P r . morganii 10 3 4 1 1
P r . vulgaris 10 1 4 4 1
P r . rnirabilis 10 3 6 1
Salm onella sp. 14 1 6 7
Salm cnella typhi 77 1 3 14 53 5

2
4
2
1
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l i s  . 3
Exem plos  represen ta t iv os  do padrão  de com por tam ento  de E n t e r o b a c -  

t«‘riaeoa<» em re lação à s  concentrações  b ac te r io s tá t i ca s  e bae te r ic idas  da r i fam ie ina  S .V .
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coli e Shigella, representativas dos grupes 
de maior sensibilidade; 12 cepas de Pro­
teus (3 de cada espécie) e 3 de Providen­
cia, que representam  o grupo de sensibi­
lidade in term ediária e 26 am ostras àeSal- 
monella, entre as quais 22 de S typhi, que 
compreendem o grupo de maior resistên ­
cia. Observe-se que embora não conside­
radas as am ostras que apresentaram  m aicr 
resistência em cada grupo_ verifica-se dis­
creto aumento da concentração necessária 
ao efeito bactericida, em relação ao efei­
to bacteriostático, para o grupo Shigella 
— Escherichia. Acentua-se a tendência a 
que as concentrações bactericidas se dis­
tanciem  das bacteriostáticas em Proteus e 
Providencia, e, finalm ente, concentrações 
bactericidas não foram  atingidas nas con­
dições da experiência (máxima de 965 
,ug/ml) para a m aioria das am ostras de 
Salmonella e S- typhi.

Independente do com portam ento médio 
em face a concentrações bacteriostáticas de 
rifam icina S.V ., Pr rnirabilis comporta- 
-se como as demais espécies de Proteus e 
S. typhi  como as demais Salmonella em 
relação a concentrações bactericidas do a n ­
tibiótico. Isto é m elhor'apreciado na Fig. 
2 onde se especificam as concentrações 
bactericidas e bacteriostáticas em relação 
a cada amostra, que representam  cs três 
padrões de com portam ento acima assina­
lados. Observa-se que para Escherichia e 
Shigella as concentrações bactericidas co­
incidem ou estão nos limites do dôbro da 
concentração inibitória m ínim a. P ara  as 
espécies consideradas de Proteus e para 
Providencia, houve variação maior de com­
portamento, mas é evidente a tendência 
para que o efeito bactericida seja encon­

trado em concentrações que correspondem 
a quatro vêzes a concentração bacteriostá- 
tica da rifam icina S.V . Finalm ente, de m a­
neira pcuco feliz para os propósitos visa- 
des na  presente investigação para Salmo­
nella _ com a inclusão de S. typhi, um efei­
to bactericida não foi alcançado, ou somen­
te foi atingido com concentrações seis ve­
zes superiores àquela determ inada como 
concentração inibitória mínima, esta já  por 
si elevada.

Confrcntados os presentes resultados 
com aquêles disponíveis na lite ra tu ra  e já 
anteriorm ente comentados, não parece 
anim adora e expectativa de que a rifam l- 
cina S.V. pessa a tu ar indiscrim inadam en­
te sôbre quaisquer infecções por germes 
Gram -negativos nas vias biliares. A ex­
pectativa parece justificar-se em relação 
a Escherichia coli, e seria de adm itir-se p a ­
ra  alguns representante» ~'itros gêne­
ros. Não narecendo ser de m aior significa­
ção a sensibilidade de Shigella, por não se 
tra ta r  de patogênico de im portância nêsse 
setor do organismo, cumpre destacar que 
apenas em relação a êsse gênero e a Es­
cherichia pode ser confirm ada a asserti­
va de Viallier & Augagneur (18) de que 
em relação a enterobactérias as concentra­
ções bacteriostáticas e bactericidas da r i­
fam icina seriam vizinhas.

Finalm ente, é desanim ader considera­
rem-se os presentes resultados em relação 
ao problema ainda insolúvel do tra tam en ­
to dos portadores biliares crônicos de So.l- 
monella, particularm ente S. typhi, onde 
se assinala um a ocorrência de 7,4% após 
o tra tam ento  com cloranfenicol (2) ou de, 
pelo menos. 1% após o tra tam ento  com am- 
picilina (10).

Summary
From the initial investigations on the antibacterial spectrum of rifomycinS .F  it was found that, contrary to the high sensitivity of the gram-positive bactéria, most gram-negative rods were relatively resistant to this antibiotic. Ne- vertheless rifomycin concentrations which inhibiteã the majority of the gram- negative organisms were far lower than the concentrations obtained in the bi- liary tract of man and experimental animais, as rifomycin is concentrated and eliminated through the bile.
These facts suggested the need of defining the bacteriostatic anã bacteri- cidal leveis of rifomycin S. V., against pathogenic gram-negative enteric or­ganisms, because of the importance of the  Salmonella carriers and the unsolv- ed ]>roblems of their treatment  — and since some divergence were found in the few available reports on their sensitivity to r ifomycin.Seventy seven strains of Salmonella typhi, anã 88 other strains which in- cluded representative strains of most groups among the  Enterobacteriaceae. we­re testeá. The serial dilution technique in a tryptose-phosphate-glucose-broth  was adopted. Most the  Escherichia coli, Shigella and  Proteus rnirabilis cultures
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were inhibiteá within the range of 33-65 /ig/ml of rifamycin S .V  tohereas the mean concentrations for inhibition of most strains of other groups of enteric bactéria incluáing the remaining species of Proteus, Klebsiella and Providencia cultures varied betioeen 65 and 128 ng/ml of rifomycin. For Salmonella and Enterobacter in most cases the minimal inhibitory concentration was 128 ng/ml. 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 bctcteriostatic anã bactericidal concentrations of rifomycin S .V . cio- sely paralleled each other. As to the four P rcteus species and  Providencia strains, in spite of some variability in most instances the bactericidal concentrations ivas 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 concentraction than the already high minimal inhi­bitory concentrations observed, such a concentration did not MU the strains tes­ted.
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