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RESUMO

Para o sucesso do tratamento de doencas infecciosas é
preciso que a concentracdo de agentes microbianos no
local da infec¢do esteja adequada, para isso € necessario
que a poténcia dos antimicrobianos nas preparacdes
farmacéuticas que serio administradas seja precisa.
Esse estudo foi feito com o objetivo de desenvolver um
método de doseamento da poténcia de antimicrobianos
alternativo ao método de difusdo em agar, apresentando
como inovacdo a forma de aplicacio dos micro-
organismos testes, que ¢é feita com o auxilio de uma
alca de Drigalski. Para a realizacdo dos testes foram
escolhidos o agar Mueller — Hinton, o Micrococcus
luteus como micro-organismo teste e a amoxicilina tri-
hidratada como substincia teste. Foram utilizadas 18
placas de Petri e apds a mediciio dos halos de inibicao, os
resultados foram comparados com os do método oficial
de difusdo em agar. A partir destes resultados pode-se
afirmar entido que o método de espalhamento com o
uso da alca de Drigalski mostrou-se valido e constitui
uma metodologia alternativa, econémica, confidvel e
de facil execucio para a determinacio da poténcia de
antimicrobianos.
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INTRODUCAO

No tratamento das doencas infecciosas, o resultado
terapéutico favoravel depende de varios fatores. O éxito
depende da obtengdo de uma concentragdo do antibidtico
no local da infecgdo suficiente pra matar ou inibir o
crescimento bacteriano, e por outro lado, que esteja abaixo
dos niveis toxicos para as células humanas (Farago et al.,
2000).
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Para o sucesso terapéutico, também ¢ necessario que
a poténcia dos antimicrobianos que serdo administradas
ao paciente esteja correta. Se a poténcia das preparagdes
farmacéuticas estiver abaixo da rotulada, o farmaco pode
ndo atingir uma concentragdo capaz de exercer o efeito
biologico esperado. Por outro lado, se a concentragdo
estiver acima, podera provocar efeitos toxicos (Esmerino
et al., 2004).

As penicilinas constituem um dos grupos mais
importantes de antibidticos. A amoxicilina ¢ uma amino
penicilina semissintética da classe dos [-lactamicos
(Gorog, 2008). Este antibidtico tem a capacidade de se
ligar e inibir as enzimas que estdo envolvidas no estigio
final de constituicdo e formagdo da parede celular durante
o crescimento ¢ a multiplicacdo da bactéria. A inativacdo
destas enzimas resulta no enfraquecimento da parede e,
consequentemente, na lise osmotica (Gomes & Souza,
2010). Esse farmaco ¢ estdvel em meio acido e foi
desenvolvido para o uso oral. Possui um largo espectro
de atividade bactericida contra micro-organismos Gram-
positivos ¢ Gram-negativos e ¢ sensivel a micro-organismos
produtores de penicilinases (Langoni et al., 2000).

Geralmente, para a andlise de antibidticos a
Farmacopeia Americana (USP,2011) recomendaautilizagao
de procedimentos microbioldgicos para a determinagdo da
poténcia dos antibioticos nas apresenta¢des farmacéuticas.
Normalmente sdo empregados dois métodos, o do cilindro
em placa ou de “placa” e o turbidimétrico ou de “tubo”.
O primeiro se baseia na difusdo do antibidtico contido
em um cilindro vertical, através de uma camada de agar
solidificado em uma placa de Petri, em uma extensao tal que
o crescimento do micro-organismo agregado se detenha em
uma area circular ou “zona” ao redor do cilindro que contém
a solugdo do antibidtico. O método turbidimétrico se baseia
na inibi¢do do crescimento microbiano medido através da
turbidez (transmitancia ou absorbancia) da suspensdo de
micro-organismos adequados ao composto contido em um
meio com o antibiotico, sendo que a resposta do micro-
organismo ¢ diretamente proporcional a concentragdo da
substancia (Esmerino et al., 2004).

No presente trabalho foi feita uma adaptagdo do
método de difusdo em agar para o doseamento da poténcia
da amoxicilina sobre uma cultura de Micrococcus luteus.
Nesta nova metodologia se propds uma forma alternativa
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de aplicacdo dos micro-organismos testes, utilizando uma
alca de Drigalski.

MATERIAL E METODOS

Preparo das Solugdes

Preparagdo das solugoes de Amoxicilina SOR

Foram transferidos 50,0 mg de amoxicilina tri-
hidratada, substancia de referéncia (lote: 09010118B,
val: 05/13, teor: 97,9%), exatamente pesados para baldo
volumétrico de 50,0 mL e foram adicionadas 3 gotas de
hidroxido de sddio 10% para facilitar a dissolucdo. Entdo
o volume foi completado com agua purificada obtendo-
se uma solu¢do com concentra¢do de 1,0 mg/mL. Desta
solugdo, foram tomadas aliquotas de 0,25; 0,5 ¢ 1,0 mL
¢ foram transferidas para baldo volumétrico de 25,0 mL,
o volume foi entdo completado com &agua purificada,
obtendo-se solugdes com concentragdo de 10; 20,0 e 40,0
ug/mL, respectivamente.

Preparagao das solu¢éoes de Amoxicilina amostra

Foram transferidos 50,0 mg de amoxicilina tri-
hidratada adquiridas no Laboratério NCQ Unifal-MG,
exatamente pesados para baldo volumétrico de 50,0 mL e
foram adicionadas gotas de hidroxido de sodio 10% para
facilitar a dissolug@o. Entdo o volume foi completado com
agua purificada obtendo-se uma solug¢@o com concentragao
de 1,0 mg/mL. Desta solucao, foram tomadas aliquotas de
0,25; 0,5 ¢ 1,0 mL e transferidas para baldo volumétrico
de 25,0 mL, completando o volume com agua purificada,
obtendo-se solugdes com concentragdo de 10; 20,0 ¢ 40,0
pg/mL, respectivamente.

Preparo do inoculo

O micro-organismo teste escolhido foi o
Micrococcus luteus ATCC 9341, mantido em
agar Casoy (Isofar, Rio de Janeiro- Brasil) para
manutencdo ¢ repicado para caldo BHI (Hmédia,
Mumbai- India), que apo6s 18 horas de crescimento
em estufa para cultura bacteriolégica Modelo 002
CB (Fanem LTDA) a 35 £ 2°C foi utilizado para a
padronizacdo do inéculo. Foi realizada ajustando-se
a turbidez da cultura em crescimento com caldo BHI,
de modo a obter uma turbidez 6ptica comparavel a da
solucdo padrdo de 0,5 da escala de McFarland. Isso
resultou numa suspensao contendo aproximadamente
de 1 a 2 x 10® UFC/ml. Apds a padronizacdo, o
indculo foi utilizado em Agar Mueller-Hinton (Isofar,
Rio de Janeiro- Brasil). Todos os meios de cultura
foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15
minutos.

Curva analitica

Foram utilizadas 18 placas de Petri e o teste
foi realizado em camara de fluxo laminar com a
transferéncia de 20 mL do agar Mueller-Hinton para
o preparo da camada base. Apds a solidificagdo do
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agar, com o auxilio de um pipetador automatico,
foram adicionados 1 mL do inoculo a 1% sobre a
camada de meio de cultura solidificado na placa de
Petri e espalhados com o auxilio da al¢a de Drigalsky.
Em seguida foram adicionados templates de aco
inoxidavel estéreis, um em cada placa e com auxilio
de pipetador automatico, 200 pL das solugdes padrao
¢ a amostra foram adicionados em delineamento 3 x
3. As placas foram colocadas em estufa incubadora a
35° + 2°C. Apds 18 horas, foram realizadas medidas
dos didmetros dos halos de inibi¢do com auxilio de
uma régua.

A curva analitica foi construida em grafico
logaritmico da concentracdo da solu¢do padrio
versus diametro dos halos de inibigdo, com as médias
dos diametros de cada uma das concentragdes da
substancia quimica de referéncia. A equacao da reta
para representacdo grafica da curva analitica foi
determinada por regressdo linear, pelo método dos
minimos quadrados. Para a construg@o da curva foram
utilizados os valores da média de trés determinagdes,
do didmetro das concentragdes 10,0; 20,0 e 40,0 pg/
mL. A curva foi construida usando o programa Excel
2007.

Determinagdo da poténcia do medicamento

Foram utilizadas 18 placas de Petri para o
doseamento de amoxicilina, em cada ensaio foram
utilizadas seis placas de Petri e os resultados foram
analisados estatisticamente pela ANOVA.

O teste foi realizado em capela de fluxo laminar
com a transferéncia do Agar Mueller-Hinton para a
placa de Petri, apds a solidificagdo foi adicionado
o volume do inoculo a 1%. Em seguida, foram
adicionados templates de ago inoxidavel estéreis, um
em cada placa e com auxilio de pipetador automatico,
200 pL das solugdes padrao e amostra foram
adicionadas em delineamento 3 x 3 (Figura 1). As
placas foram colocadas em estufa incubadora a 35° +
2°C e ap6s 18 horas de crescimento, foram realizadas
medidas dos diametros dos halos de inibigdo com
auxilio de uma régua.

Em cada ensaio os resultados foram analisados
estatisticamente e a poténcia de cada doseamento
calculada pela equacgdo de Hewitt (2004).

RESULTADOS

Neste estudo, em que se buscou o
desenvolvimento da técnica de espalhamento na
determinagdo da poténcia de agentes antimicrobianos,
foi realizado o método de espalhamento, que
posteriormente foi comparado com o método de
difusdo em agar, descrito como método oficial na
Farmacopeia Brasileira (2010).

Foi observado que nas placas onde se realizou
o método de espalhamento, o crescimento do micro-
organismo foi bastante homogéneo e os halos de
inibicdo formados apresentaram-se bem definidos,
ndo se sobrepuseram e ficaram bem espacados,
possibilitando assim, facil obten¢do dos dados para a
determinagdo da poténcia (Figura 1).
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Figura 1 - Apresentagdo dos halos de inibigdo do Micrococcus
luteus pela amoxicilina tri-hidratada pelo ensaio microbiologico
— método de espalhamento.

O tamanho dos halos de inibicdo esta
representado na Tabela 1 e, a partir destas medidas
foi determinada a poténcia de 99,86 da amoxicilina
amostra.

Tabela 1: Valores das médias dos didmetros dos halos de inibigao
obtidos no doseamento de amoxicilina tri-hidratada pelo ensaio
microbiologico pelo método de espalhamento

Média dos diametros dos halos de

Concentragdo das solugdes inibicao (cm)*

P1 10 pg/mL 2,38
P2 20 pg/mL 2,79
P3 40 pg/mL 3,10
A1 10 pg/mL 2,40
A2 20 pg/mL 2,71
A3 40 ug/mL 3,15

*Cada valor representa a média de 3 determinagdes

Com os resultados obtidos foi construida a
curva analitica (Figura 2) utilizando as concentragdes
de 10,0; 20,0 e 40,0 pg/mL. As solugdes foram feitas
em triplicata, apresentando coeficiente de correlacao
igual a 0,9936. A equacdo da reta foi y = 0,5194Inx +
1,2008.
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Figura 2 - Representacdo grafica da curva analitica de amoxicilina
tri hidratada pelo ensaio microbiologico — método de espalhamento
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Nas placas onde foi realizado o método difusao
em agar o crescimento do micro-organismo também
foi homogéneo, os halos de inibigao formados ficaram
bem definidos e os resultados foram compativeis com
os do método de espalhamento, obtendo-se a poténcia
de 99,72 da amoxicilina amostra (Figura 3).

Figura 3 - Determinagdo da potencia de amoxicilina tri-hidratada
pelo ensaio microbioldgico — método de difusdo em agar.

O tamanho dos halos de inibicdo estd
representado na Tabela 2 e a partir dos resultados
obtidos foi construida a curva analitica (Figura 4) com
as solugdes de 10,0; 20,0 e 40,0 pg/mL, em triplicata,
apresentando coeficiente de correlagdo igual a 0,9996.
A equacao da reta foi y = 0,0181(x) + 2,285.

Tabela 2: Valores das médias dos didametros dos halos de inibigdo
obtidos no doseamento de amoxicilina tri-hidratada pelo ensaio
microbiologico pelo método de difusdo em agar.

Concentrago das solugdes Média dos diametros dos halos de

inibicao (cm)*
P1 10 pg/mL 2,47
P2 20 pg/mL 2,64
P3 40 pg/mL 3,01
A1 10 pg/mL 2,59
A2 20 pg/mL 2,73
A3 40 pg/mL 3,03
*Cada valor representa a média de 3 determinagdes
3,5 1
§ s
o
S5 -
g%
£
g 2
o
1,5
e y=0,0181x+ 2,285
o 1+ R?=0,9996
s
o
§05
-]
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
log conc (ug/mL)

Figura 4 - Representagao grafica da curva analitica de amoxicilina
tri hidratada pelo ensaio microbiolégico — método de difusdo em
agar.
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DISCUSSAO

As cefalosporinas  representam um  grupo
importante ¢ crescente de antibidticos na medicina atual
(Graham, 1995; Martinez et al., 2002; Pichichero, 2007).
Eles sdo usados em particular no tratamento de infec¢des
bacterianas, incluindo as resistentes. Métodos analiticos
para a determinacao quantitativa de farmacos sao utilizados
no controle de qualidade para gerar dados reprodutiveis e
confiaveis (Schulman, 1991).

O desenvolvimento e validagdo de métodos
analiticos para a determinagdo de poténcia de farmacos
tém recebido atencdo consideravel nos ultimos anos,
principalmente de agéncias reguladoras por causa de sua
importancia na analise farmacéutica. Os ensaios de difusao
em agar determinam a concentragdo de antimicrobiano
presente numa amostra, por comparagdo com a curva
de calibragdo. A zona de inibi¢do ¢ formada quando a
concentragdo do fArmaco inibi o crescimento microbiano.

O nosso trabalho apresenta grande vantagem
na determinac¢do da poténcia de antimicrobianos em
relagdo ao método de difusdo em agar, pois facilita a
aplicag@o do inoculo, evitando falha na aplicagdo da
camada de superficie o que pode afetar o desempenho
do método. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel concluir que o método de espalhamento com
o uso da alca de Drigalski ¢ adequado e constitui-se,
assim, em uma metodologia alternativa, econdmica,
confiavel e de facil execugdo para a determinagdo
da poténcia de antimicrobianos. Porém, apesar dos
resultados mostrarem a semelhanga dos resultados
entre 0 método de espalhamento e o de difusdo em
agar para determinagdo da poténcia de amoxicilina,
faz-se necessario testes complementares de
validagdo para afirmar que eles podem ser totalmente
intercambiaveis.

ABSTRACT

Comparison of methods for determining the power of
amoxicillin: agar diffusion assay and method of spreading

For a successful treatment of infectious diseases,
antimicrobial agents used at the infection site must be at
a suitable concentration. This means that the potency of
the antimicrobial, in the pharmaceutical preparations
being administered, must be accurately known.
The purpose of this study was to develop and test an
alternative to the official agar diffusion method for the
determination of the potency of an antimicrobial, the
innovation being the way that the test microorganisms
are applied, which is done with the help of a glass loop
spreader. For the tests, Mueller — Hinton agar was chosen
as the medium, Micrococcus luteus as the test organism
and amoxicillin trihydrate as the test antibiotic. A total
of 18 Petri dishes were used and, after measurement of
the inhibition zones, the results were compared with
the official method of agar diffusion with a seeded top
agar layer. From these results it can be said that the
method of spreading the inoculum with a sterile glass
loop proved valid and constitutes an economic, reliable
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and easier alternative method for the determination of
antimicrobial potency.
Keywords: Assay. Microbiology. Potency.
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