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DOSEAMENTO MICROBIOLOGICO

YA atividade (poténcia) dos
antibidticos pode ser demonstrada sob
condicoes especificas atraves de seu
efeito sobre o crescimento de
microrganismo-padrdo sensivel.”



METODO DE DIFUSAO EM AGAR

Dois fendmenos ocorrem
simultaneamente:

1. Difusdo do antibidtico
2. Crescimento microbiano

Resultando na zona de
Inibicdo de crescimento.




DIFUSAQO VS. CRESCIMENTO

» Difusdo » Crescimento
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RELACAO DOSE-RESPOSTA

ANTIBIOTICOS




ENSAIO MICROBIOLOGICO
DE DIFUSAO EM AGAR

Solucao
Antibiotico

Incubacao



FATORES DE INFLUENCIA

+ Quantidade de microrganismo (indculo)
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= 300
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= 240
B < 190
[ <140
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B < 40
B =10




FATORES DE INFLUENCIA

Meio de cultura: Composicdo e pH

i (s )
Composicao 1 2 3 5 9 11 15 19
Peptona (g) 6,0 6,0 5,0 6,0 - 6,0 10,6 9,4
Digesto Pancreatico de Caseina (g/L) 4,0 - - - 17,0 4,0 - -
Digesto Papaico de Soja (g/L) - - - - 3,0 - - -
Extrato de Carne (g/L) 1,5 IS I & il5 - 1,5 10,6 2.4
Extrato de Levedura (g/L) 3,0 3,0 1,5 3,0 - 3,0 - 4,7
Fosfato de Pot4ssio Monobasico (g/L) - - 1,32 - - - - -
Fosfato de Potéssio Bibasico (g/L) - - 3,68 - 2,5 - - -
Cloreto de sodio (g/L) - - 3,5 - 5,0 - 3,0 10,0
Dextrose (g/L) 1,0 - 1,0 - 2.5 1,0 - 10,0
Agar (g/L) 15,0 15,0 - 15,0 20 15,0 17,0 238
pH 6,5-6,7| 6,5-6,7  6,9-7,1 7,7-19 | 7,2-7,4]  82-84  69-7,1 6,0-6,2
. D, ~—/




FATORES DE INFLUENCIA

Microrganismo, meio de cultura e indculo
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FATORES DE INFLUENCIA

(A)
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(A)

Y = tfamanho dos halos

X1 = volume de meio de cultura

X2 = tamanho do indculo

Para uma concentracdo de antibidtico fixada

(B)

Y = tamnho dos halos

X1 = volume de meio de cultura

X2 = concentracdo de antibidtico
Para um tamanho de indculo fixado



FATORES DE INFLUENCIA




FATORES DE INFLUENCIA

» Dispositivo de aplicacdo das solucoes




FATORES DE INFLUENCIA

» Dispositivo de aplicacdo das solucoes
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FATORES DE INFLUENCIA

« Pré-difusdo / Pré-incubacado

= 300
Bl < 260
B < 160
[ < 60
B < -40



FATORES DE INFLUENCIA

* [Incubacao: Tempo e temperatura

» Leitura dos halos de inibicdo




DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

* Variabilidade:

« Emprego de SQR
« Reduzir variabilidade (denfre e entre placas)

* Validade do Ensaio:
* Regressao
 Linearidade
* Paralelismo



TIPOS DE DELINEAMENTOS

- Simétrico ou Balanceado

* Interpolacao em Curva Padrdo



SIMETRICO OU BALANCEADO

* Ensaio 2x2

Log(conc. )




SIMETRICO OU BALANCEADO

[Ensao 2.2

Al A2 P1 P2
15,7 20,1 15,3 19,8
16,5 20,9 15,9 20,7
16,4 20,9 16,6 20,4
16,7 20,8 16,3 21,0
16,8 20,6 16,4 20,2
16,5 19,9 15,8 20,3
16,4 20,5 16,1 20,4

2+Al-P2-Pl)

Nl _><10 R
—Al+P2 - &( )J

: 1

205+164 20,4 161)
xlog(4)
(20,5-16,4+20,4—16,1)

: i

Poténcia = Antilog( s x 0,602 lj =106,8%

b

Poténcia =100 x Antllog(

/\?

Poténcia =100 x Antilog




SIMETRICO OU BALANCEADO

» Ensaio 2x2 (Validade do Ensaio)

Diametro
do halo P2

@- Regressao

A2

 Linearidade &

M- Paralelismo AL

Log(conc.)




SIMETRICO OU BALANCEADO

- Analise de Variancia

Fonte GL F (ANOVA)
Preparacoes 1
Regressdo 1 B .., —- < (),05
Paralelismo 1 e —— (),05
Tratamentos 3
Placas 5
Erro 15 sl Intervalo de confianca

Total 23




SIMETRICO OU BALANCEADO

* Ensaio 3x3

do halo P3

P2

A3

P1
A2

Al

Log(conc. )




SIMETRICO OU BALANCEADO

e

' . (4x|A3+A2+A1-P3-P2-PI
Al P3 A2 PlL | A3 P2 PotenmaleOXAntllog[ x e )xlog(R)J

174 24,0 20,7 170 244 204

149 22,7 19,3 14,9 22,2 19,7 l
15,0 22,0 18,0 15,0 22,3 18,6
14,8 122,4 19,0 14,6 22,2 18,3
144 1 22,3 178 14,7 22,6 18,0
14,5 23,3 19,3 14,4 23,0 19,1

15,0 22,5 194 149 224 19,0
15,1 22,7 19,1 15,1 22,7 19,0

22,7+19,1+15,1-22,7-19,0-15,1)
5 AL, - )

1

4x0,1

3wl 2

Poténcia =100 x Antilog( 4X( X 10g(2)j

Poténcia = Antilog( X 0,301) =100,6%




SIMETRICO OU BALANCEADO

» Ensaio 3x3 (Validade do Ensaio)

Diametro

do halo P3

M- Regressao
P2
A3

M- Linearidade P1

A2

M- Paralelismo AL

Log(conc.)




SIMETRICO OU BALANCEADO

- Analise de Variancia

Fonte GL F ( ANOV A)

Preparacoes 1

Regressao 1 Fregressso Ml < ( 05
Paralelismo 1 Fraralelismo M > 0 05
Linearidade 2 B - () 05
Tratamentos 5

Placas 6

Erro 30 =l Intervalo de confianca

Total 41




INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

* Ensaio 5x1




INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

Ensaio 5x1

Diametro P5
do halo

P4

P3

P2

P1

Log(conc.)




INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

PL P3/PL P2 P3/P2 P4 P3/P4 P5 P3/P5| A | P3/A
146 16,1 | 14,7 158 16,6 156 173 156 | 153 | 15,7
141 156 151 | 156 16,8 158 170 156 | 158 158
13,8 | 15,8 148 155 16,3 16,0 | 170 155 | 157 157
145 ' 16,0 14,7 155 16,6 158 173 156 | 158 159
141 | 159 | 149 156 16,55 156 174 157 | 158 | 15,7
144 W62 Bis52 Bi57 W62 Bis57 Bi72 W55 W55 W57
140 | 157 | 148 154 169 16,1 173 159 | 152 | 15,5
142 | 157 | 150 153 16,5 157 173 158 151 158
142 | 159 149 156 16,6 158 172 157 | 155 @ 15,7




INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

Py, :ﬁ+P=3P —P_3P1

P2, P74+ P30 — P, Poténcia =100 x Antilog( oo iOP_’;(j‘__P_Z A_) LR log(R)j
P4C=ﬁ+P=3P_P_3P4 .
P5. = P_5+P=3P — P3ps

. Poténcia =100 x Antilog( o 17,120:1(;55’1? 1_51,3 ,.72)>< T log(l,ZS)J

Pl.=14,2+157-159=14, .
P2. =14,9+15,7-15,6 =150

P4.=16,6+15,7-15,8=16,5 10x(-0,2)
P5. =172 +157-15,7=17,2

Poténcia =100 x Antilog( X 10g(1,25)) =94,4%

5



INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

* Ensaio 5x1 (Validade do Ensaio)

Diametro
do halo 5

@- Regressao X
P3

M- Linearidade P2

P1

 Paralelismo

Log(conc.)




INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

- Analise de Variancia

Fonte GL F (ANOVA)
Preparacoes 1
Regress3o 1 B .., —- < (),05
Linearidade 3 B - > (05
Tratamentos 5
Placas 3
Erro 32 sl Intervalo de confianca

Total 40




INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

* Ensaio 3x1

Diametro

do halo
P3

P2

P1

Log(conc.)




INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

(Ensaio 3x1

A P3 P1 P2
16,6 = 19,6 = 149 = 16,8
16,7 . 19,8 = 150 = 16,9
171 B20,0 BNi54 73
169 = 199 = 153 = 1772
172 B20,1 Q55 7,4
16,7 . 199 = 150 = 16,9
169 = 199 151 = 171
1690 Boo EN52 P71

Poténcia =100 x Antilog

7 T TN
[\

X
L=
> |

I
S|

[\
N—

2x(16,9-17,1)
(19,9-15,2)

:

Poténcia = Antilog(w

5

Poténcia =100 x Antilog( X 10g(2)j

X O,SOlj =93,9%

Lourenco, Kaneko & Pinto (2007)



INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

* Ensaio 3x1 (Validade do Ensaio)

Diametro
do halo

@- Regressao e

P2

M- Linearidade

P1

 Paralelismo

Log(conc.)




INTERPOLACAO EM CURVA PADRAO

- Analise de Variancia

Fonte GL F (ANOVA)
Preparacoes 1
Regress3o 1 B .., —- - ()05
Linearidade 1 N e 0,05
Tratamentos 3
Placas 6
Erro 18 sl Intervalo de confianca

Total 27




DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

PARACAO 2x2 3x3 5x1 3x1
A ¥ : ; :
E- - ; 1 |
i 2:1 ou 4:1 2:1 1,25:1 2:1
aprlztégis B Todas Todas QL orostras Todas
:gljlrdeascslio SIM SIM SIM SIM
- NAO SIM SIM SIM
e SIM SIM NAO NAO

ralelismo

Simétrico ou Balanceado

Interpolacao em Curva Padrao



CALCULO DA POTENCIA

Cdlculo da Poténcia

Diferencas entre Amostra e Padrao

Poténcia = 100 x Antilog{ x Log (Razao entre Dosesﬂ

Diferencas entre Doses
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