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Os autores, utilizando a tecnica da diluicdo seriada em meio liquido, deter-
minaram as concentragdes minimas inibitérias da ampicilina e da hetacilina
em 150 amostras de Salmonella typhi, isoladas em sua totalidade a partir de

_ hemoculturas, no Estado da Guanabara.

Obteve-se como média das concentracgbes bacteriostdticas, 0,545 mcg/mi para
ampicilina e 0,720 mcg/ml, no caso da hetacilina.

Em uma das etapas do processo de fer-
mentacdo empregado para a obtencdo da
penicilina G, tem-se a presenca de elevado
teor de acido 6-aminopenicilanico, ao qual
podem ser ligados varios radicais ou gru-
pos prostéticos. Por tal mecanismo, foi
possivel a sintese de diversas substancias,
que receberam a denominac¢do genérica de
penicilinas semi-sintéticas e que revelaram
uma efetiva acdo bactericida sobre grande
numero de espécies bacterianas.

Alguns destes novos antibiéticos sinte-
tizados, em particular a ampicilina e a he-
tacilina, demonstraram nos ensaios labo-
ratoriais um amplo espectro antibacteria-
no, inclusive agindo sobre determinados
grupos de bactérias Gram negativas, re-
presentantes da familia Enterobacteria-
ceae, que notoriamente discreta sensibili-
dade manifestam a penicilina.

Acresce & importancia destes dois novos
farmacos, em vista dos resultados das ex-
perimentacdes farmacoldgicas, que assina-

laram como uma propriedade caracteristica
e comum, a excre¢do por pericdos prolon-
gados através dos ductos biliares, em con-
centracoes muito acima daquelas registra-
das na corrente sanguinea (1).

Com as atencgdes focalizadas nesta pro-
priedade, evidenciou-se, nas investigacées
microbiolégicas, a franca atividade “in vi-
tro” da ampicilina e da hetacilina sobre
alguns dos sorotipos do género Salmonella,
notabilizando-se principalmente esta acéo
na espécie Salmonella typhi. Assim, ba-
seados nesta caracteristica, em principio
estudada apenas na ampicilicina, foi dado
ensejo ao surgimento de varios outros en-
saios, que se detiveram em analisar a sua
eficiéncia terapéutica na dificil incumbén-
cia de tentar a erradicacdo do bacilo ti-
fico, de localizacao vesicular nos portado-
res (2, 3, 6, 8, 14).

Considerando, portanto, a importancia
fundamental representada pelo estado de
portador crénico na manutencao do ciclo
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epidemiolégico da febre tiféide em wuma
area endémica ou epidémica, e, acima de
tudo, as dificuldades encontradas na eli-
minac¢io deste microrganismo em tal si-
tuacdo, justifica-se plenamente esta ava-
liacao na qual se visou determinar os ni-
veis de sensibilidade “in vitro” de ampi-
cilina e da hetacilina, em 150 amostras de
Salmonella typhi, isoladas no Estado da
Guanabara.

MATERIAL E METODOS

Foram empregadas no presente traba-
tho 150 amostras de Salmonella typhi, iso-
ladas a partir de hemoculturas de casos de
febre tiféide registrados no Estado da Gua-
nabara, no periodo de 1965 a 1970.

Para a avaliacdo da sensibilidade das
amostras, diante da ampicilina * e hetaci-
lina ** recorreu-se ao método de diluigdo

seriada, em meio liquido, tendo como li-

mites extremos as concentracoes de 0,03
a 10 meg/ml] dos antimicrobianos citados.

No que tange ao meio de cultura, assi-
nala-se o emprego de caldo triptose (Tryp-
tose-Difco) adotando-se as recomendagoes
preconizadas por Gove e Randall (9) no
que se refere ao indculo, representado por
volumes de 0,5 ml da diluicdao 10~3 de cada
uma das culturas de 24 hs, em caldo da
mesma composicio e origem daguele em-
pregado no teste. Os tubos, em duplicata
para cada diluicao, foram incubados a 37°C
durante 18 a 24 horas, efetuando-se a lei-
tura a seguir, tomando como referéncia
para esta a presenca ou auséncia de tur-
vacao no meio. Foi considerada como li-
mite da concentragdo inibitéria minima
aquela diluicdo na qual nao se observou
nenhuma forma de crescimento.

Para caracterizar a acdo bactericida
destas duas substancias, foram efetivados
subcultivos de todas aquelas dilui¢gdes que
revelaram auséncia visivel de crescimento,
no ato da leitura para a determinacao das
concentracoes minimas bacteriostaticas. O
procedimento empregado para observar tal
propriedade consistiu na semeadura de
uma alca de 4 mm de didmetro, do mate-
rial, em 10 ml de caldo triptosado € em
placas contendo agar triptose, mantendo-
~se apo6s sob incubagdo a 37°C durante 24
horas.

* Polycillin (Laborterapica Bristol S.A.).
** Versatrex (Laborterapica Bristol S.A.).

A menor concentracio de antibidtico no
qual nao foi observada, tanto no tubo como
no placa, a presenca de crescimento foi
considerada como sendo a concentracao
bactericida .

RESULTADOS

Os resultados obtidos, tendo como re-
feréncia as determinacdoes nos niveis mi-
nimos inibitérios encontrados nas 150
amostras analisadas, diante da ampicilina
e da hetacilina, foram reunidos na Ta-
bela I.

Tomando por base tais resultados, cal-
cularam-se as médias das concentracoes
minimas bacteriostaticas, situando-se estes
dados em 0,545 mcg/ml para a ampicilina
e 0,720 mcg/ml; no caso da hetacilina.

- ‘Diga-se, a propodsito, que a analise esta-

tistica perpretada, confrontando estas duas
meédias, através do teste t-Student, nao
revelou diferenca significativa, ao nivel de
probabilidade de 0,05.

Analisando, ainda, os dados configura-
dos na tabela I, observa-se nitidamente,
a brusca ascencao do nimero de amostras
inibidas pela ampicilina, entre a faixa de
0,07 a 0,156 mecg/ml. representando uma
progressao de 8% para 24% de estirpes
inibidas. Nas concentracoes subseqiientes
(0,132 e¢ 0,625 mcg/ml) nao se tem tao
acentuado aumento do numero de amos-
tras inibidas.

O mesmo fato também foi observado
com a hetacilina, tendo esta, no entanto,
manifestado inibi¢ao sobre as amostras com
menor intensidade entre as concentracoes
0,07 a 0,156 mcg/ml., representando uma
rando & ampicilina ao nivel de 0,132 mcg/
ml. Um aspecto que veio influenciar de
modo extraordinario na diferenca das doses
médias encontradas, refere-se a que, entre
as concentracoes de 1,56 a 10 mcg/ml, foi
encontrado um menor nimero de amostras
com resisténcia a ampicilina do que a he-
tacilina.

Quanto a atividade bactericida, tanto a
ampicilina como a hetacilina revelaram-se
capazes de determinar a morte das amos-
tras de S. typhi testadas, j4 na primeira
ou no maximo até a terceira diluicdo ime-
diata aquela em que se observou o efeito
bacteriostatico, em aproximadamente 98%
das amostras.
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COMENTARIOS E CONCLUSOES

A ampicilina e a hetacilina sdo dois de-
rivadcs semi-sintéticos do acido 6-amino-
penicilanico, que apresentam certas carac-
teristicas comuns, como a ampla agao an-
timicrobiana “in vitro”, englobando esta
atividade inclusive as Salmonellas e espe-
cialmente Salmonella typhi.

Confrontando o comportamento das
duas penicilinas semi-sintéticas em deter-
minadas provas, verificar-se-a que os re-
sultados foram considerados mais satisfa-
torios para a.hetacilina, citando-se entre
as mais convincentes, a sua maior estabi-
lidade em presenca de pH acido, favore-
cendo, por conseguinte, a melhor e maior
absor¢ao gquando introduzida por via diges-

tiva, além de apresentar niveis séricos e

urinarios mais elevados e prolongados, de-
correntes da menor suscetibilidade de ser
metabolisada e destruida pelas células he-
paticas, assim como pela menor depura-
cao renal (4, 15, 26) .

Dentre as propriedades fisiologicas cum-
pre salientar a excrecado através da vesi-
cula biliar, que embora sendo caracteris-
tica comum a outros antibidticos, teve na

ampicilina uma maior projecdo. Por sinal,

este aspecto foi detidamente analisado por
Harrison e Stewart (10), demonstrando que
em animais, apés 1 a 3 horas da adminis-
tracdo de ampicilina, j4 eram detectadas
na bile conecentragdes que superavam com
larga margem agquelas registradas na cor-
rente circulatoria.

Admitem estes investigadores que o fato
determinante dos niveis elevados e princi-
palmente prolongados da ampicilina no
fluxo biliar deve-se a um ciclo continuo
de absorcido e eliminacio desta substancia
através da mucosa entérica e do parén-
gquima hepatico.

Posteriormente, Scioli e Giusti (23) in-
vestigaram e confirmaram, que, tanto no
homem como em animais de experimenta-
¢ao (ratos), também a hetacilina era capaz
de efetuar a sua eliminacido, em niveis tao
elevados quanto a ampicilina, através da
vesicula biliar.

Baseados em tais achados, iniimeros en-
saios clinicos detiveram-se, em principio,
em analisar o valor da ampicilina, na ten-
tativa de erradicar o bacilo tifico dos cha-

mados portadores cronicos, gque normal-
mente eliminam este agente etiolégico por
meio da bile e que demonstra uma extraor-
dinaria resisténcia a todas as condutas te-
rapéuticas até entdo aplicadas.

Sob este prisma, devemos levar em con-
sideracédo as assertivas clinicas dadas a co-
nhecer por Russel e colaboradores (22) e
Simon e Miller (24) sedimentados também
em ampla revisdo da literatura, chegando
2 conclusio de que o emprégo da ampici-
lina em elevadas doses e por periodos pro-
longados, canstitui, até o momento, a tera-
péutica mais indicada na tentativa de erra-
dicar S. typhi em portadores cronicos.

Todavia, contrastando frontalmente com
essa orientacgao, salientam-se com base nos
resultados das varias investigagoes efetua-
das, a discreta ou mesmo nula eficiéncia
terapéutica demonstrada pela ampicilina
em casos de febre tifoide. Alids, nesse
sentido infere-se a possibilidade futura da
introducao do emprego da hetacilina, prin-
cipalmente considerando-se os efeitos pro-
missores observados nos ensaios clinicos e
laboratoriais de Scioli e Giusti, assim como,
nos de Chawla e cols. (5), que inclusive
podem ser equiparados aqueles alcancados
através do uso do cloranfenicol.

Entre noés, destaca-se neste campo o
trabalho de Farhat e cols. (7), que admi-
nistrando a hetacilina a oito criancas,
acometidas de febre tiféide, verificaram re-
sultados francamente animadores na pron-
ta resolucao da doenca.

Quanto ao aspecto da sensibilidade das
amostras de Salmonella typhi, em parti-
cular diante da ampicilina, em vista desta
constituir o maior acervo dos dados en-
contrados na literatura, evidenciam-se qua-
se que na totalidade dos resultados anali-
sados sua magnifica ag¢do bacteriostatica
e bactericida, em concentracoes relativa-
mente baixas. Assim, as primeiras infor-
macoes a este respeito, foram coligidas do
trabalho de Rolinson e Stevens (20), que
muito embora tenham utilizado apenas 11
amostras de Salmonella typhi, anotaram
como concentracoes limites de inibicdo 2
faixa de 0,25 a 0,5 meg/ml.

Verificaram, ainda, estes autores a cir-
cunstancia particularmente favoravel ao
antibiético de apresentar em geral niveis
bactericidas distanciados apenas de um ou



TABELA I

CONCENTRAGOES MINIMAS INIBITORIAS DAS 150 AMOSTRAS DE S. TYPHI,
EM PRESENCA DA AMPICILINA E HETACILINA

Concentragdes inibitérias (meg/ml)

| l ]
ANTIBIOTICOS 0,03 J 0,07 0,156 | o312 ‘ 0,625 1,25 ’ 2,5 l 5 ‘ 10 Média
| | |
| | i | | | | | |
Ne| % |Ne| % |Ne| % |Ne| % |Ne| % |Ne| % |Ne| % |Ne| % |No| %
| | | i ! | I !
| l [ | ! l | |
Ampiciling ........... 3] 20 | 12| 80 |36 240 | 39| 260 | 43| 286 | 13| 866 2| 133 1| 086 1- 066 0,545
Hetacilina ............ 4] 286| 11| 733 26| 1733 | 42| 280 | 40| 2666 | 18| 120 & 5| 333 2| 133 2| 133 0,720
| ! | { | | | | |
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de dois titulos da diluicdo, acima daquelas
registradas para o efeito bacteriostatico.

Outros pesquisadores, como Stewart e
cols. (25), Ross e cols. (21), Naummann
(19), Kaye e cols. (13) analisando a acdo
da ampicilina sobre um pequeno numero
de amostras de bacilos tificos, observaram
a bacteriostase entre 0,39 a 1 meg/ml.

Os resultados até entdo assinalados fo-
ram amplamente confirmados por Knothe
(16), que em 197 das 203 amostras de S.
typhi analisadas obteve, como concentra-
coes bacteriostaticas extremas, os niveis de
0,19 a 3,12 mcg/ml.

Mais expressivos, ainda, sao os resulta-
dos encontrados por Kaluzewski (12), na
Poldonia, particularmente em decorréncia
do elevado nimero de amostras examina-
das. Assim, em 970 culturas de S. typhi,
ressaltando-se que 874 provieram de por-
tadores permanentes, verificou este Autor
que a média das concentragdes inibitérias
minimas foi de 0,57 mecg/ml, situando-se
em 1,6 mecg/ml a média da concentracido
minima bactericida. Le Noc (17), em 50
amostras de bacilos tificos isolados na
Africa, observou que 49 foram sensiveis até
a concentracdo de 2 mcg/ml, revelando
apenas uma amostra recistente 2 concen-
tracao de 5 mecg/ml. Também Manten e
cols. (18), colecionando durante o periodo
de 1939 a 1960, 610 amostras de S. typhi,
isoladas na Holanda, encontraram apenas
uma, estirpe resistente as concentragodes si-
tuadas entre 2 a 5 mecg/ml de amplicina.

Estabelecendo desta forma um confronto
entre os nossos resultados e aqueles até
entao descritos, verifica-se com pequena
diferenca uma evidente semelhanca dos
niveis bacteriostaticos expostos nos va-
rios trabalhos, acentuando-se fundamen-
talmente esse fato quando se compara a
nossa média das concentracdes inibitérias
minimas da ampicilina com aquela assina-
lada por Kaluzewski (12).

Outro ponto a ser destacado, com raras
excecOes na literatura consultada, é o de
que a maioria dos ensaios ¢ unadnime em
evidenciar a intensa atividade “in vitro”
da ampicilina sobre as amostras de Sal-
monella typhi, em concentragdes muito
abaixo- daquelas do nivel médio sanguineo,
representada normalmente por 5 mcg/ml.
Ressalta-se, além disso, a semelhanca do

presente achado aos referidos por Rolinson
e Stevens (20), que destacaram a extraor-
dinaria acao bactericida da ampicilina, em
concentracoes muito proximas daquelas
anotadas para as bacteriostaticas.

Quanto a hetacilina, afora a investiga-
¢do de Chawla e cols. (5), realizada na In-
dia, nenhuma outra referéncia detalhando
a atividade “in vitro” desta penicilina
semi-sintética sobre Salmonella ifyphi foi
encontrada. Observaram estes autores nas
32 amostras examinadas, empregando a
técnica da diluicdo seriada em meio liqui-
do, que nas concentragdes de 50; 25; 12,5,
e 6,25 mcg/ml, corresponderam respectiva-
mente a 10; 10; 7 e 5 amostras inibidas.

£ mais que evidente, estabelecendo o
cotejo desses dados com 0s nossos, a nitida
divergéncia localizada essencialmente no
numero de amostras inibidas, nas diferen-
tes concentracoes caracterizando-se de mo-
do acentuado nos achados de Chawla e
cols.,, a extraordinaria resisténcia demons-
trada.

Cumpre também assinalar a destacada
acdo bactericida demonstrada pela hetaci-
lina sobre as amostras analisadas, reve-
lando um comportamento analogo ao re-
latado para a ampicilina.

Por fim, vale salientar que muito em-
bora a ampicilina e a hetacilina tenham
apresentado resultados dos mais satisfato-
rios no que concerne ao aspecto bacterio-
l6gico e tendo inclusive, em algumas oca-
sides paralelas, confirmacao do seu efeite
através dos ensaios clinicos, ainda assim,
sedimenta-se no cloranfenicol a conduta
mais racional para o tratamento da febre
tiféide, mesmo se tendo o conhecimento
da ocorréncia de um certo namero de re-
caidas e do aparecimento de portadores,
apés o seu uso.

Considerando essas circunstancias ana-
lisadas e basicamente situando-se no pro-
blema da tentativa de erradicac¢io dos por-
tadores de bacilos tificos, na qual se tem
algumas informacdes como as de Havlic' e
cols. (11) demonstrando a pouca ou nula
eficiéncia do cloranfenicol, seri recomen-
davel nesta condicio o emprego da ampi-
cilina, reconhecida no momento como um
elemento de importancia capital na tenta-
tiva de resolucdo deste grave problema de
Sahtde Publica.
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SUMMARY

By using serial dilution technique in broth the authors have determined the
minimum inhibitory concentration of the 150 sirains of Salmonella typhi isolated
in their totality from blood cultures in the presence of ampicillin and hetacilin.

An average of the bacteriostatic concentration 0,545 mcg/ml for the am- )
picillin and 0,720 mcg/ml for the hetacilin was obilained.
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