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ANTIBIOGRAMA

A principal funcdo dos antibiogramas é identificar, em amostras microbioldgicas
provenientes de coletas laboratoriais e hospitalares, a sensibilidade ou resisténcia do
microrganismo responsavel pela infec¢ao, permitindo escolher o antibidtico mais
adequado ao tratamento, bem como sua quantidade. Esses testes frequentemente sdo
indicados quando da possibilidade de o agente infeccioso pertencer a uma espécie com
capacidade de resisténcia aos antibiéticos comumente utilizados na terapéutica. Além
disso, os testes de sensibilidade sdo importantes em estudos epidemioldgicos de

resisténcia e na avaliacdo de novos antibidticos.

Alguns antibidticos sdo bactericidas (eliminando completamente os
microrganismos, por impedirem a formagdao da membrana citoplasmatica ou da parede
celular), enquanto outros s3do bacteriostdticos (apenas impedindo que os
microrganismos se multipliguem durante o periodo de utilizacdo do medicamento, pela
modulagdo negativa da sintese de DNA ou de proteinas, retendo a célula em uma fase
do ciclo celular e a impedindo de prosseguir com a divisdo). Além disso, apresentam
padrdes diferentes de distribuicdo no organismo, devido as diferencas de solubilidade,
tornando-os eficazes contra uma bactéria, mas ineficazes para tratamento, por nao
atingirem a concentracdo adequada nos tecidos. De maneira geral, os antibiéticos de

espectro restrito sdo mais bactericidas e os de amplo espectro, mais bacteriostaticos.

O uso indiscriminado de antibiéticos favorece o desenvolvimento de cepas
resistentes e colabora para a sele¢do destas, eliminando a maioria das populacbes de
bactérias que se apresentam sensiveis. Dentre os ambientes mais propicios ao
surgimento de cepas resistentes, encontram-se os hospitais, onde as infeccOes

comumente sdo provocadas por cepas multirresistentes. A origem da resisténcia pode
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ser ndo genética (microrganismos que desenvolvem resisténcia enquanto estdo
metabolicamente inativos, ou seja, ndo estdo em fase de multiplicagdo) ou genética
(processos de selecdo natural consecutivos ou alteragcOes genéticas, sendo estas
cromossomicas ou extracromossdmicas). Ainda, algumas bactérias sdo intrinsecamente
resistentes a certas classes de antibidticos, como o Staphylococcus saprophyticus a
novobiocina e o Proteus sp. as polimixinas, constituindo um dado muito atil para a

identificacdo microbiana.

Basicamente, sdao utilizados dois métodos para andlise da suscetibilidade aos
antimicrobianos: diluicdo em tubo e difusdo em disco (Kirby-Bauer). Ainda, é possivel
avaliar a atividade microbiana de um antibiético por meio da determina¢do da
concentragdo inibitéria minima (MIC, do inglés minimum inhibitory concentration). Essa
andlise mostra a menor quantidade necessdria do antibidtico para impedir o
crescimento do microrganismo em questdo e a determinacdo da concentracdo
bactericida minima (MBC, do inglés minimum bactericidal concentration), ou seja, a

concentracdao minima de antibiético capaz de matar todos os microrganismos.

No método da diluicdo em tubo, sdo utilizadas diversas diluicdes do antibidtico,
permitindo a determinacdao da MIC ou da MBC. No primeiro caso, uma suspensdo de
bactérias com quantidade padronizada (5 x 10°UFC/mL) é inoculada em tubos contendo
diferentes diluicdes do antibidtico, geralmente sequéncias multiplas de 2, expressas em
pug/mL, para se verificar qual é a diluicdo mais alta (concentracdo mais baixa de
antibiotico) capaz de impedir o crescimento microbiano. A turbidez dos tubos serve
como parametro para a avaliagdo do crescimento, demonstrando o indice de

crescimento em cada tubo.

No segundo caso, o procedimento é semelhante: preparam-se placas com meio
de cultura contendo diferentes diluicdes do antibiético e inocula-se a suspensao
bacteriana padronizada. A diluicdo do antibidtico capaz de eliminar totalmente os
microrganismos e impedir seu crescimento em meio de cultura sem o antibiético é
definida como a concentracdo bactericida minima. A figura a seguir mostra os dois tipos

de determinacdo da concentracgdo (inibitdria minima e bactericida minima):
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Figura 1 — MIC e MBC. Fonte: ANVISA (2008).

Na parte superior da figura, pode-se perceber que ndo houve crescimento
bacteriano na concentragdo de 32ug/mL; portanto, esta é a MIC. Na segunda etapa, as
diluicBes de 8, 16, 32 e 64ug/mL foram transferidas para as placas contendo meio de
cultura sem o antibiético. A diluicdo que impediu o crescimento bacteriano (placa D)

determinou a MBC: 64ug/mL.

O método de difusdo em disco, descrito por Kirby & Bauer em 1966, é um
método qualitativo, considerado como “padrao ouro” para testes de sensibilidade a
antimicrobianos. Nele, diversos antibidticos impregnados em pequenos discos de papel
sao fixados em agar Mueller-Hinton contendo a bactéria-teste inoculada de maneira
homogénea, formando um “tapete” em cima do agar. Apds incubacdo de 18 a 24 horas
em temperatura adequada para a bactéria em questdo, analisa-se sua sensibilidade ou

resisténcia frente aos antibidticos testados.

A inoculacdo microbiana é realizada em meio de cultura liquido, diluido até que
sua turbidez esteja préoxima de 0,5 de densidade dptica. Essa turbidez é alcancada
comparando a diluicdo a escala-padrao McFarland e corresponde a uma concentragao
de cerca de 15 x 102 células/mL. O espalhamento na placa de Petri contendo o agar é
realizado com um swab de algoddo estéril, por toda a superficie, de maneira que
nenhum espaco fiqgue sem preenchimento, para que o crescimento microbiano ocorra

por todo o meio de cultura.
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A escolha de quais antibidticos serao testados depende de cada laboratério,
juntamente com especialistas em doengas infecciosas e farmacéuticos, além de comités
de farmdcia, terapéutica e controle de infeccdo hospitalar. Na selecdo de antibidticos
para grupos especificos de testes/classes de antibidticos, devem ser considerados:
eficacia clinica; prevaléncia de resisténcia; minimiza¢do do surgimento de resisténcia;
custos; indicacGes da Food and Drug Administration (FDA) ou do Ministério da Saude; e

as atuais recomendagdes consensuais para farmacos de primeira escolha e alternativos.

Caso o microrganismo seja sensivel a um antibiético, uma zona clara (halo de
inibicdo) se forma em torno do disco, significando que, nessa regido, o antibidtico
impediu seu crescimento (Figura 2). Ndo sdo aceitaveis testes de disco-difusdo baseados
somente na presenga ou auséncia do halo de inibi¢ao, sem considerar seu diametro. O
didametro do halo de inibicdo depende da sensibilidade microbiana ao antibidtico e da

habilidade deste de se difundir através do agar.

Figura 2 — Antibiograma por disco-difusdo. Fonte: SHUTTERSTOCK.

Os diametros sdao comparados aos critérios estabelecidos pelo Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI), pelo European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) ou pelo Brazilian Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (BrCAST), para classificagdo do microrganismo em sensivel,
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intermediario ou resistente (Figura 3). S6 é possivel obter resultados confidveis com
testes que utilizam as medidas dos diametros correlacionados as MICs com cepas
reconhecidamente sensiveis e resistentes a diversos agentes antimicrobianos. Devem
ser levados em consideracdo varios fatores que podem afetar o tamanho da zona de
inibicdo, como: meio de cultura utilizado e sua espessura na placa; inéculo fora do
padrdo ou contendo mais de um microrganismo; e taxa de difusdo dos antibiéticos no

meio de cultura.

CULTURA DE URINA
Material: URINE RECENTE

Resultado:  Escherichia coli
Contagem de Coldniazs: Superior a 100.000 UFC/mL

TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIBIOGRAMA

Antimicrobiano Classificagao/Categoria MIC
Amicacina Sensivel ==16
Amozxicilina-Clavulanato Resistente =16/8
Ampicilina Resistente =16
Cefalotina Resistente =16
Cefepime Sensivel <=1
Cefotaxima/Ceftriaxona Sensivel <=1
Cefuroxima Sensivel <=8
Ciprofloxacina Sensivel <=1
Ertapenem Sensivel <=0.5
Fosfomicina Sensivel <=64
Gentamicina Sensivel <=4
Imipenem Sensivel <=1
Levofloxacina Sensivel ==2
Meropenem Sensivel ==1
Nitrofurantoina Sensivel ==32
Piperacilina-Tazobactam Sensivel ==16
Trimetoprim-Sulfametoxazol Resistente =238

Caso nao ocorra crescimento bacteriano, o antibiograma naoc sera realizado.

Figura 3 — Laudo de um teste de sensibilidade antimicrobiana em amostra de urina recente.
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ANTIBIOGRAMA (BrCast)

Staphylococcus spp.

Antibidtico Sigla S
Tetraciclina TET 222
Cefoxitina CFO 222
Azitromicina AZI 221
Sulfametoxazol SUT 217
Ciprofloxacina CIpP 250
Linezolina LNZ 221
Gentamicina GEN 218
Ampicilina AMP 218
Eritromicina ERI 221
Clorofenicol CLO >18
Rifampicina RIF 226
Clindamicina CLI 222

19-21

18-20
14-16
21-49

18-20
23-25
19-21

"€ .ALCETEC
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R
<19
<22
<18
<14
<21
<21
<18
<18
<18
<18
<23
<19

Tabela 1 — Ponto de cortes clinicos versdo 2020 para a bactéria Staphylococcus spp. (adaptado). S = Sensivel, dose
padrdo; | = Sensivel, aumentando exposi¢do; R = Resistente. Disponivel em: http://brcast.org.br/, acesso em 25 de

fevereiro de 2021 as 11:58 hrs.

ANTIBIOGRAMA (BrCast)
Escherichia coli

Antibidtico Sigla S
Gentamicina GEN 217
Ciprofloxacina CIP 225
Sulfametoxazol SUT 214
Amoxicilina/ ac. clavulanico AMC >19
Ceftriaxona CRO >25
Cefepime CPM 227
Amicacina AMI 218
Aztreonam ATM 226
Piperaciclina PIT >20
Cefoxitina CFO >19
Ceftrazidima CAZ 222

I
22-24
1113
22-24
24-26
21-25
17-19

19-21

R
<17
<22
<11
<19
<22
<24
<18
<21
<17
<19
<19

Tabela 2 — Ponto de cortes clinicos versdo 2020 para a bactéria Escherichia coli (adaptado). S = Sensivel, dose
padr3o; | = Sensivel, aumentando exposicio; R = Resistente. Disponivel em: http://brcast.org.br/, acesso em 25 de

fevereiro de 2021 as 11:58 hrs.
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Por melhor que seja, a técnica de disco-difusdo apresenta algumas limitac¢des: a)
nao é aplicavel a microrganismos de crescimento lento, porque a incubagdo prolongada
pode deteriorar o antibidtico, gerando leituras imprecisas; b) antibidticos de difusdo
lenta, como a polimixina B, podem apresentar grandes varia¢des nos valores de MIC
anteriormente a observagdo de variagdes significativas nos diametros das zonas de

inibicdo, gerando resultados nao fidedignos.

Em laboratérios cuja demanda por antibiogramas é muito grande, especialmente
se houver recebimento de amostras hospitalares, a determinagdo da sensibilidade a
antibidticos deve ser realizada rapidamente. Devido a urgéncia, muitos recorrem aos
métodos automatizados, que consistem em um cartdo ou painel com multiplos pogos.
Cada poc¢o contém o meio de cultura e um antibidtico, sendo os pocos inoculados com
a amostra do paciente e analisados por um equipamento que detecta o crescimento
microbiano por meio da densidade Optica, consequentemente determinando a

sensibilidade ou resisténcia para cada antibidtico.
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