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Antimicrobianos

Antimicrobial
agents

Agricides Antibiotics
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Uso de antibioticos
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Microbiologia vs Doencas
Infecciosas

procariontes eucariontes Virus
(bactérias) (fungos) Virologia
Bacteriologia Micologia



Antibioticos e Quimioterapicos

PRE-ANTIBIOTICA

(Infecoes bacterianas = principal
causa de morte)

PN

A4
POS-ANTIBIOTICA

(Aumento da resisténcia)




Antibioticos e Quimioterapicos

Paul Ehrlich (1854-1915): Arsfenamina
(Salvarsan/606), comercializado em 1910.

Gerhard Domagk (1895-1964): Sulfonamidas
(Prontosil/KI-730), comercializado em 1935.

Alexander Fleming (1881-1955): Penicilina
1928, uso clinico em 1942.

Front Microbiol. 2010, 1:134.



Quimioterapicos

Paul Erlich (1854 — 1915)

1882 - Estudos com Corantes “seletividade”
1909 - 1910 Salvarsan (composto arsenico)




Quimioterapicos

Compostos sintéticos ou modificados
quimicamente que matam ou inibem o
crescimento de bactérias

Quinolonas:
Ciprofloxacina (CIPRO)
Norfloxacina
Levofloxacina

Sulfonamidas:
Sulfametoxazol-Trimetoprim (BACTRIM)




Antibioticos
Alexander Fleming (1881 - 1955)
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1928 - Descoberta da Penicilina




Antibidticos

Compostos de baixo peso molecular que
matam ou inibem o crescimento de bactérias

Produzido por microrganismos:

Penicilina (1928) Penicillium notatum
Estreptomicina (1944) Streptomyces griseus
Cloranfenicol (1947) Streptomyces venezuelae
Polimixina (1947) Bacillus polymyxa




Antibidticos: Metabdlitos
secundarios

bacteriocinas
P. aeruginosa




Antibidticos: Metabdlitos
secundarios
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Antimicrobianos: Metabolitos
secundarios

Producao de bacteriocinas por Pseudomonas aeruginosa
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Antibacterianos Comercializados

v 35 Penicilinas

v 50 Cefalosporinas

v' 3 Carbapenems

v" 1 Monobactamico

v'10 Fluoroquinolonas

v' 8 Aminoglicosideos

v’ 12 Tetraciclinas

v'10 Macrolideos / Lincosamidas
v' 9 Sulfonamidas




Antibacterianos Comercializados

1 Glicilciclina (Tigeciclina)

1 Oxaxolidinona (Linezolida)
1 Quetolideo (Telitromicina)

1 Lipopeptideo (Daptomicina)

1 Estreptogramina (quinupristina/dalfopristina)
Synercid (30/70)
v “2 Polimixinas”

v' Ceftazidima/Avibactam




Classificacao dos Antimicrobianos

1.Espectro de Atividade
 Espectro dirigido
« Amplio espectro

2. Estrutura Quimica

3. Acao
« PBacteriostatico
« Bactericida




Gram negativo
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Gram positivo
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Estrutura Quimica

B-lactamicos

Alvo: Transpeptidase (Protein binding penicillin)
Acao: Inibem sintese da parede (Bactericida)

Espectro: Gram-positivos e/ou Gram-negativos




B-lactamicos

Penicilina Naturais

Penicilinas Penicilina G
Amino Penicilinas
Ampicilina

Amoxicilina

Anti-Pseudomonas
Carbenicilina

Ticarcilina

Piperacilina




B-lactamicos

1G: Cefalotina (Keflin), Cefazolina

Cefalosporinas  2G: Cefaclor
3G: Cefotaxima (Claforan)

Ceftriaxona (Rocephin)

3
=ik L\fij_. Ceftazidima (Fortaz)
eftazidima (Fortaz
Mg sp
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/)\ Ceftiofur (Veterinario)
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Cefovecina (Veterinario)

4G: Cefepime (Maxipime)
5G: Ceftarolina (MRSA)
Ceftobiprole (MRSA)



B-lactamicos

Carbapenems

Imipenem
Meropenem
Ertapenem

Doripenem




B-lactamicos

Monobactamicos
O

I H Aztreonam

R—C—N




Estrutura Quimica

Glicopeptideos

Alvo: subunidades N-acido acetilmuramico e N-
acetilglucosamina

Acao: Inibem sintese da parede (Bactericida)

Espectro: Gram positivos




Glicopeptideos

Gram positivos

Vancomicina H.c

Teicoplanina




Estrutura Quimica

Quinolonas

Alvo: DNA girase
Acao: Inibicao da transcricao de DNA

Espectro: Gram positivos e Gram negativos




Quinolonas

Geracao Agente

Primeira Acido nalidixico

Segunda Norfloxacina
Ofloxacina
Ciprofloxacina

Terceira Levofloxacina
Enrofloxacina

Gatifloxacina




Estrutura Quimica

Aminoglicosideos

Alvo: Subunidade 30S do ribossoma
Acao: Inibicao da sintese de proteinas

Espectro: Gram positivos e Gram negtivos




Aminoglicosideos

CHaNH
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Estrutura Quimica

Macrolideos

Alvo: Subunidade 50S do ribossoma
Acao: Inibicao da sintese de proteinas

Espectro: Gram positivos




Macrolideos

Eritromicina
H3C\ ,CH3

N Azitromicina

Claritromicina




Estrutura Quimica

Tetraciclinas

Alvo: Subunidade 30S do ribossoma
Acao: Inibicao da sintese de proteinas

Espectro: Gram positivos e Gram negativos,
Mycoplasma, Chlamydia, Rickettsia.




Tetraciclinas

Tetraciclina
Doxiciclina

Minociclina




Estrutura Quimica

Polimixinas

Alvo: Membrana citoplasmica
Acao: Disrupcao

Espectro: Gram negativos
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Polimixina B

Polimixina E (colistina)




Classificacao dos Antimicrobianos

Acao:
Bacteriostatico

Bactericida




Bacteriostatico vs Bactericida

Bacteriostatico: Bactericida:
Sulfonamidas Penicilinas

Tetraciclinas Cefalosporinas

Eritromicina Vancomicina
Aminoglicosideos
Polipeptideos
Quinolonas




Classificacao dos Antimicrobianos

Mecanismos de Acao

v Inibicdo da sintese de parede

v Alteracao da integridade da membrana
v" Inibicdo da sintese protéica

v Inibicdo da sintese de acidos nucléicos




Mecanismos de Agao

Sintese de acidos
nucleicos

Sintese da parede

B-lactamicos:

- penicilinas

- cefalosporinas
- carbapenems
Glicopeptideos

- vancomicina

- teicoplanina

Quinolonas
Sulfonamidas

Trimetoprim

Rifampicina

Sintese proteica

Integridade da membrana
celular

Peptideos cationicos:
- polimixina B

- polimixina E (ou colistina)

Macrolideos

Ketolideos (telitromicina)
Lincosamidas
Estreptograminas (synercid)
Tetraciclinas
Aminoglicosideos

Oxazolidinonas (linezolida)




INIBICAO DA
SINTESE DA PAREDE

CELULAR




Mecanismos de Acao: sintese da parede
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Vancomicina: Mecanismo de acao

Pentapeptide * Tetrapeptide
Crassbridges (crosslinks) Sidechains

Also “I” and “d” (fewer of them in Gram Negatives)




Mecanismos de Acao: inibicao da parede
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Mecanismos de Acao: inibicao da sintese da parede

b




Mecanismos de Acao: inibicao da parede

Bactericida




INIBICAO DA
TRANSCRICAO DE

DNA

QUINOLONAS







Inibicao de DNA Girase
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Quinolonas: Mecanimo de acao




INIBICAO DA
SINTESE PROTEICA

Grupo MLS

Aminoglicosideos




Inibicao da Sintese Proteica




Inibicao da Sintese Proteica




Disrupcao da
Membrana

Polimixinas




Polimixina B (Bacillus polymyxa)

Colistin (Bacillus colistinus)




MECANISMO DE ACAO DAS SULFAS

diidropteroato sintase

diidrofolato
redutase

Sintese do DNA

PABA
| SULFONAMIDAS

ACIDO DIIDROFOLICO

| £t

ACIDO TETRAIDROFOLIC( ;"‘;s
e
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SINTESE DO TIMIDILATO :

l PABA
Essencial na sintese do
acido folico




Acido p-amino benzoico

Acido félico

Sulfonamida
Analogo do PABA




Inibidores de B-lactamase

CH,OH Acido Clavulanico

O. — Sulbactam

Tazobactam




Inibidores de B-lactamase
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ESTUDO DA SUSCEPTIBILIDADE
ANTIBACTERIANA “IN VITRO”




Antibiograma

Objetivo:
“Predizer in vitro o que acontecera in
vivo”

Assisténcia terapéutica

l

Epidemiologia




Antibiograma

1. Méetodos de diluicao
2.E-Test

3. Sistemas Automatizados

4. Método de difusdo do disco




Antibiograma

e Metodologia estandardizada
NCCLS: The National Committee for Clinical
Laboratory Standards

BSAC: British Society for Antimicrobial
Chemotherapy

e Modificacoes para bacterias fastidiosas

e Controle de Qualidade

Cepas ATCC
E. coli 25922

P. aeruginosa 27853
S. aureus 25923




CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

M7-A6
Vol. 23 No.2

Substitui a Norma M7-A5
Vol. 20 No. 2

Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes
Antimicrobianos por Diluicdo para Bactéria de
Crescimento Aerdbico: Norma Aprovada - Sexta
Edicao

M100-S15
Vol. 25 No. 1
Substitui a Norma M100-S14

Normas de Desempenho para Testes
Sensibilidade Antimicrobiana:
15° Suplemento Informativo




CLINICAL AND
LABORATORY

STANDARDS ik
INSTITUTE" 5th Edition

VETO01S

Performance Standards for Antimicrobial Disk
and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria
Isolated From Animals

Ceftazidima, Levofloxacina, Piperacilina/Tazobactam
Meropenem: Group E — Drugs That May Be Tested and
Selectively Reported if Isolate Resistant to Group A, B, or C
Agents

Revisado: Amoxicilina/clavulanico para gatos (Enterobacterales)
Inclui breakpoints humanos: Azitromicina, cloranfenicol, colistin,
nitrofurantoina, sulfonamidas, oxacilina, penicilina, tobramicina, SXT,
amicacina, cefazolina, clindamicina, doxiciclina, minociclina,
tetraciclina.
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Antibiograma

1. Metodos de diluicao
2. Sistemas Automatizados

3. E-Test
4. Método de difusao do disco




1. Macrodiluicao em caldo

v uso de diluicbes duplas ex: 1, 2, 4, 8, 16 ug/mL
v total 8 concentracgdes (1 - 2 ml por tubo)

v’ inocular com suspensao standard (5 x 10° ufc/mL)
v temperatura de incubacao 37° C

v Interpretacio: TURBIDEZ




Meio de cultura

v’ Caldo ou agar Mueller-Hinton

v' Meio quimicamente puro
v Adicao de fatores de crescimento

gquando necessario ex. 5% sangue




Padronizacao do inoculo

Escala 0,5 de Mc Farland
Tubo 1 2 3 4 5 6
Barium chloride 1,175% 01 02 03 04 05 06
(mL)
Sulfuric acid 1% (mL) 99 98 97 96 95 94
Cell density (X 10%/mL) 3 6 9 12 14 18

Escala 0,5 de Mc Farland
equivalente | leitura no
espectrofotOmetro =absorvancia

0,08 - 0,1 (comprimento de onda
625 nm)




Escala 0,5 de Mc Farland
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2,97
mL MH

0,03 mL

1 x108 1 x 106
ufc/mL ufc/mL



Condicoes de incubacao

v 35+ 2°C
v' 18 — 24 horas
v" Aerobiose, microaerofilia ou anaerobiose

segundo requerimento do microrganismo




menor
concentracao do antimicrobiano que inibe o crescimento
macroscopico do microrganismo. Expresso em ug/mL




1. Macrodiluicao em caldo
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Cepa de E. coli ATCC 25922 apresentando uma CIM
para Ampicilina > 4 ung/mL. Método de Macrodiluicao.




1. Macrodiluicao em caldo

Vantagens

* Resultado quantitativo = CIM

Desvantagens

* Trabalhoso

* Quantidade de reagente
- Espaco requerido

* Erros de manipulacao




Concentracao inibitéria minima

“Maior diluicao do antibiotico que produz a inibicao do
crescimento macroscopicamente visivel” (apos 18-24 h)

1- Estabelecimento de esquemas terapéuticos

Concentracao no sangue C,., =4 - 8 vezes > CIM

max
Concentracao no liquor =10 vezes > CIM
2 - Monitoramento da evolucao da resisténcia

tipagem epidemiologica




O
=
=

&

O
O

&
—

Q
whd

&

©
o

O
(0

On

©

-
hd

c

Q

&

c

O
O

“Maior diluicao do antibiotico que produz a morte do

microrganismo” (apos 18-24 h)




2. Microdiluicao em caldo

v Uso de microplacas (96 pocinhos)
v 100 uL — 8 diluicdes duplas — 12 antimicrobianos
v' 1 -5 uL de inoculo standard

v 16 - 20 horas — Leitura no computador (fotdmetro)




2. Microdiluicao em caldo
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2. Microdiluicao em caldo

Vantagens

 Reporte impresso

 Memoria de dados

 Economia de reagente e espaco fisico
* Reprodutibilidade

* Resultado quantitativo = CIM

Desvantagens

* Inflexibilidade para a selecao de drogas




3. Diluicao em agar




3. Diluicao em agar

Vantagens

» 32 - 36 isolamentos diferentes testados

* CIM (inibicao do crescimento visivel)

-  custo

 Teste de bacterias problematicas que nao crescem
bem em caldo (N. gonorrhoeae)

Desvantagens

* Inefetivo para poucos isolamentos
* Nao disponivel comercialmente







Método de Diluicdo em agar para Vancomicina. CIM
para S. aureus ATCC 259222 > 1.0 ug/mL (cuadro
vermelho).




Antibiograma

1. Méetodos de diluicao
2. Sistemas Automatizados

3. E-Test
4. Método de difusao do disco




Antibiograma automatizado

v MICROSCAN / VITEX
v Turbagdo ou mudanca de cor
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Antibiograma automatizado

Vantagens

* Reporte impresso

 Memoria de dados

« Economia de reagente e espaco fisico

» Reprodutibilidade

* Resultado semi-quantitativo = CIM (valor max e min)
* Adicdo da identificacao

Desvantagens

* Inflexibilidade para a selecao de drogas




Antibiograma

1. Méetodos de diluicao
2. Sistemas Automatizados

3. E-Test
4. Método de difusao do disco




Antibiograma E-test

++  Flexibilidade na escolha dos antibioticos
+++ Teste de bactérias exigentes
++++ Obtencao da CIM




Antibiograma E-test




Antibiograma

1. Metodos de diluicao
2. Sistemas Automatizados

3. E-Test
4. Método de difusao do disco




Difusao do disco




Difusao do disco (Kirby-Bauer)

antimicrobial therapy.




Difusao do disco (Kirby-Bauer)

1. Placas de 150 mm = 70
mL de melo

2. Placas de 90 mm =25 mL |
de melo




Difusao do disco (Kirby-Bauer)

Preparacao do indculo a partir de 3 — 5 colbnias isoladas







Mueller-Hinton Sangue




Neisseria spp.

ﬁundi-;f:-e s do Teste

alo:

Inoculo:

Incubagao:

Base de agar GC e suplemenio de crescimento definido a 1%. Nao
& NeCcessanio usar um sup'emento de crescimento senio de cisteina
para o teste de disco difusao.

hMetodo ce 5u5|:-en53-:- direta A -:rl:-nlai. equvalente a uma
solucao padrao de McFarland a 0.5

35° C £2 graus; Cog a 5%; 20-24 horas.

Haemophilus spp.

Condighes do
ek
L HRIEE

ncubacdo

Tesie
Relo de tesie para rla'rﬂ”*".J.- (HTH)
Aétodo de sUSpensan 3 036 coldnlas, eguivalente 3 uma solugdo padrio
de McFarand a 0.5
35" C £2 graus; Co; & 5%; 16-18 haras




Conservacao dos antibioticos 4°C ou —20°C
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Ajuste do inoculo da escala o,e de Mc Farland =










Aplicar indculo e deixar secar a superficie do meio




Selecao de antibioticos

Como escolher ?

» Bactéria (Gram +/-)

* Espectro de acao

* Sitio alvo

* Clinica (estado imune)

* Duracao da terapia

« CIM

» Custo

» ReacoOes adversas (custo/beneficio)




Custos
http://geocities.yahoo.com.br/cyjr2000/frame.htm

* Imipinem / Meropenem 250-400 reais/dia (28 dias)

* Ciprofloxacina ~300 reais/dia

» Ceftazidima ~300 reais / dia

» Cefepime ~300 reais / dia

* Piperazilina/Tazobactam ~200 reais/dia

* Vancomicina ~100 reais/dia




SEGURANCA DO ANTIBIOTICO

Eritromicina: hepatotoxico
Gentamicina: ototoxico
Tetraciclinas: displasia dentaria

Sulfonamidas: Kernicterus em recém-
nascidos

Cloranfenicol: Sindrome do Bebé cinzento




Trato repiratorio superior

Eritromicina
Azitromicina
Amoxicilina/clavulanico

Cefaclor




Trato repiratorio inferior

Amoxicilina/calvulanico
Cefuroxima

Cefotaxima

Ceftriaxona
Ciprofloxacina
Ceftazidima
Gentamicina

Amicacina
Eritromicina/Azitromicina

Tetraciclina




Trato urinario

SXT

Nitrofurantoina

Ciprofloxacina

Norfloxacina

Ofloxacina

Cefalosporinas de 1 geracao (cefalexina)
Cefuroxima

Amoxicila/clavulanico




Trato gastrointestinal

Eritromicina (Campylobacter spp)
Ciprofloxacina

Cloranfenicol

SXT

Ceftriaxona

Ampicilina

Tetraciclina

Azitromicina




Pele e tecidos moles

Eritromicina

Clindamicina

Cloxacilina

Cefuroxima

Cefalosporinas de 1° geracao
Tetraciclina

Penicilina




Gram negativo (Enterobacteriaceae)

Ampicilina (A)
Cafalotina (A)

Gentamicina (A)
)

Amicacina (B
Amoxi/Cla ou Ampi/Sulbactam (B)
_ Ceftazidima (C)
Cefepima (B)
Cefoxitina (B)
Cefotaxima/Ceftriaxona (B)
SXT (B)
Ciprofloxacina (B)

Ertapenem/Imipenem ou Meropenem (B)




P. aeruginosa/Acinetobacter spp

Ceftazidima (A)
Gentamicina (A)

Ticarcilina/Piperacilina (A)

Amicacina (B)
Aztreonam (B) Ampicilina/Sulbactam (Acineto)

Cefepima (B)

Ciprofloxacina (B)

Imipenem ou Meropenem (B)
Cefotaxima ou Ceftriaxona (C)
SXT (C)

Piperacilina/Tazobactam
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Incubar x 18-24h — 35 + 2°C




Difusao do disco (Kirby-Bauer)
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Difusao do disco (Kirby-Bauer)

Vantagens

« Padronizado

* Reprodutivel

« Simples

* Facil de interpretar

* Flexivel para a selegao de discos
« Baixo custo

Desvantagens

* Nao automatizado




Leitura e interpretacao

The National Committee for Clinical Laboratory Standards

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

M100-S15

Vol. 25 No. 1

Substitui a Norma M100-S14
Vol. 24

Normas de Desempenho para Testes de
Sensibilidade Antimicrobiana:
15° Suplemento Informativo




Leitura em mm

ou

em pug/mL (CIM)




Teste/
Relatorio do
Grupo

PENICILINAS

M100-515

Vol. 25 Mo, 1

Replaces M100-314

January 2005 Vol. 24 No, 1

Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing; Fifteenth
Informational Supplement

o i Contelido do Diametro do Halo de Inibigdo, CIM Equivalente
Agente Antimicrobiano Disco &M mim Pontos de Corte (pg/mL)
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Ampiciling 10 pg
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(%]

COMBINACOE

[V=zlociling ou T8 ug
piperacilina 100 pg
Ticarciling 75 ug

Carbenicilina 100 pg

-t -t =k =k
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Mecilinam 10 pg

S B-LACTAMICO/INIBIDOR DA B-LACTAMASE

Amoxicilina-acido clavulanico ou 20010 pg
ampicilina-sulbactam 10010 pg
Fiperacilina-tazobactam 10010 pg

Ticarcilina-acido clavulanico 7510 pg




Interpretacao

Interpretacao in vivo:
Sensivel: resposta ao tratamento

Intermediario: dose dependente?




Critérios




Critérios




Resisténcia heterogenea??




Controle de qualidade

Tabela 3. Limites Aceitaveis para as Cepas de Controle de Qualidade Usadas para Monitorar a
Acuracia dos Testes de Disco Difusao de Organismos Nao Fastidiosos (Usando Meio Mueller-

Hinton Sem Sangue ou Outros Suplementos)

. 5 . Staphylococcus Pzoaudomonas a7 -
Agente Antimicrobiano CD”E:?”W do EE?E%FF;EEEC;’H pa-::r@-us aerugl!nasa E:.?g?:rfc?éz ,1[:3%""
IS ATCC" 25923 ATCC® 27853

Amicacing 30 ug 19-26 20-26 18-26
Amoxicilina-acido clavuldnico Z0010 pg 18-24 28-36 - 17-22
Ampicilina 10 pg 16-22 27-35 - i
Ampicilina-sulbactam 10510 pg 19-24 29-37 - 13-1%2
Azitromicing 15 ug - 21-26 - -
Azlocilinan 7o ug - - 24-30
Aztreonam 30 g 28-36 - 23-25
Carbenicilina 100 g 23-29 - 18-24

=farn % 1y i
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Teste do sinergismo

Diminuir emergéncia de resisténcia

Diminuir a toxicidade da droga em relacao a dose




Atividade bactericida do Soro (ABS)

v'finalidade: monitorar a antibioticoterapia
v'interacao paciente-droga-microrganismo
“maior diluicao de uma amostra de soro, na vigéncia de
antibioticoterapia, que mata 99,9% do microrganismo”
v'sangue colhido em dois tempos (vale e pico)
vale: 30 min antes da proxima dose
pico:
30 - 45 min. ap6s completa infusao endovenosa
60 min, apds administracao intramuscular

90 min. apds administracao oral

v'Interpretacao: adequado > 1:8 (vale), > 1:32 (pico)




PREVENCAO DA RESISTENCIA
A ANTIBIOTICOS

> nao usar de modo indiscriminado e
inadequado

> utilizar por periodo de tempo adequado

» preferir o uso de ATB de acao rapida e
seletivos (especftro estreito)

» Utilizar associacao de farmacos quando
houver necessidade de tratamento
prolongado. Ex: Tuberculosis




