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RESUMO

No presente trabalho, tomando por base os compéndios oficiais
farmacéuticos, utilizou-se o método microbiolégico de cilindro em placas
para determinacdo da poténcia de trés antimicrobianos: cefalexina,
ciprofloxacina e eritromicina. Para o ensaio com a cefalexina utilizou-se o
microrganismo-teste Staphylococcus aureus ATCC 25923, solucdes de 10,
20 e 40 pg/mL e a curva obtida apresentou coeficiente de correlagéo proximo
da unidade com r’=0,9754. Para a ciprofloxacina Staphylococcus aureus
ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922 foram utilizados. Os padrbes
foramde 2,5, 5,0, 10 e 20 pg/mL (r?=0,9885) €1,0,2,5, 5,0 e 10 pg/mL
(r? =0,9946), respectivamente. No teste para eritromicina utilizou-se
Micrococcus luteus ATCC 9341 e solugdes de 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 pg/
mL (r?> =0,9907). Para todos os antimicrobianos os coeficientes de variacéo
obtidos com os didmetros dos halos de inibicao ficaram abaixo de 5% indicando
adequada precisdo. Este estudo tem a finalidade de servir como referéncia
para o doseamento desses farmacos, e observando o desenvolvimento do
método e os resultados obtidos, foi possivel concluir que o ensaio micro-
biolégico de cilindros em placa, nas condi¢cdes analisadas, é adequado,
econdmico e de facil aplicacdo, podendo ser utilizado para a determinacao da
poténcia de antimicrobianos em preparacgdes farmacéuticas.
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ABSTRACT

In this study we describe a research in which the cylinder-plate method
is applied in order to determine the potency of three antibiotics: cephalexin,
ciprofloxacin, and erythromycin. In the first assay, a strain of strain of
Staphylococcus aureus ATCC 25923 was used as the testing organism, with
the antibiotic cephalexin at concentrations ranging from 10 to 20 and 40 pg/
mL. A prospective validation of the method showed that it was linear (r? =
0,9754). For the dosing of ciprofloxacin two microorganisms were used: S.
aureus ATCC 25923 and E. coli ATCC 25922 . The solutions were 2.5, 5.0,
10 and 20 pg/mL (r>=0.9885) and 1.0, 2.5, 5.0 and 10 pg/mL (r>=0.9946). In
the third assay, the microorganism Micrococcus luteus ATCC 9341 was used,
and in order to obtain the reference curve, erythromycin solutions of 0.5,
0.75,1.0, .25 and 1.5 pg/mL (r>=0.9907) were used. The results obtained led
us to conclude that the microbiological cylinder-plate method is valid to
determine the dosing of antimicrobials.

Key words: antimicrobial, cylinder-plate method, microbiology assay,

diffusion method assay, potency determination

Introducéo

No estudo dos antimicrobianos e no trata-
mento das doencas infecciosas, 0s conceitos de
sensibilidade e resisténcia bacteriana se funda-
mentam na correlacdo entre a concentracéo inibitoria
minima (CIM) e os niveis plasmaticos alcancados
com o antimicrobiano administrado. De certa forma,
a CIM ¢é correlacionada com as concentracfes
sanguineas e/ou teciduais obtidas com esquemas
posoldgicos seguros, afirmando-se que ha sensi-
bilidade quando a CIM é inferior a essas concen-
tracOes (Fuchs e Wannmacher, 1998).

Para se obter concentragdes terapéuticas com
a capacidade de matar ou inibir o crescimento
bacteriano é necessario que a poténcia do anti-
microbiano esteja adequada nas preparacdes
farmacéuticas que serdo administradas ao paciente,
cuja infeccdo se deseja combater. Nesse aspecto, é
crescente a preocupacdo com a qualidade dos medi-
camentos, em especial a questdo dos genéricos, a

bioequivaléncia e a estabilidade das formulagGes
(Luiza et al., 1999).

A poténcia dos antibiéticos geralmente €
determinada, comparando-se a dose com a qual se
inibe o crescimento de um microrganismo adequado
e susceptivel com a dose da preparacdo do anti-
biotico de referéncia nas mesmas condicGes de
trabalho. Uma reducgéo na atividade microbiana pode
revelar mudangas ndo demonstraveis por metodos
quimicos (UNITED STATES PHARMACOPEIAL,
1990).

Os métodos microbiologicos geralmente uti-
lizam um padréo de referéncia para se determinar
uma possivel perda da atividade antimicrobiana. A
Farmacopéia Americana recomenda a utilizacéo de
procedimentos microbioldgicos para a determinacgao
da poténcia dos antibioticos nas apresentacdes
farmacéuticas.

Geralmente sdo empregados dois métodos, o
do cilindro em placa ou de “placa” e o turbidi-
métrico ou de “tubo”. O primeiro se baseia na
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difusdo do antibidtico contido em um cilindro
vertical, atraves de uma camada de agar solidificado
em uma placa de Petri, em uma extensdo tal, que o
crescimento do microrganismo agregado se detenha
em uma area circular ou “zona” ao redor do cilindro
que contém a solucdo do antibidtico. O método
turbidimétrico se baseia na inibi¢ao do crescimento
de um cultivo microbiano em uma solucéo uniforme
do antibidtico, em um caldo que favorece o seu
rapido crescimento na auséncia desse farmaco.

A determinacdo da poténcia dos antimi-
crobianos € importante no controle e na garantia da
qualidade das preparacdes farmacéuticas e faz-se
necessario o desenvolvimento de procedimentos
praticos e econdmicos que possam ser validados e
aplicados no doseamento desses farmacos.

No presente estudo, baseando-se na literatura
existente (FARMACOPEIA Brasileira, 1988;
UNITED STATES PHARMACOPEIAL, 1990;
Froehlich e Schapoval, 1990; Breier et al., 2002),
testou-se 0 método microbioldgico de cilindro em
placas para a determinacao da poténcia dos antimi-
crobianos: cefalexina, ciprofloxacina e eritromicina.

Apos o estabelecimento do procedimento
padrdo, o mesmo podera ser validado e aplicado na
determinacéo da poténcia desses antimicrobianos nas
diferentes apresentacfes farmacéuticas como
comprimidos, capsulas, solugdes e suspensoes.

Material e métodos

O método empregado foi o de difusdo em
agar-cilindro em placas (UNITED STATES
PHARMACOPEIAL, 1990; Froehlich e Schapoval,
1990; Turcinov e Pepeljnjak, 1998; Breier et al.,
2002) e diferentes concentragOes (padrbes) dos
antimicrobianos estudados foram utilizadas com o
objetivo de tracar uma curva que demonstre a
relacdo entre o didmetro dos halos de inibigéo e a
poténcia do antimicrobiano.

Cefalexina

Para a cefalexina, utilizou-se o meio de cultura
agar Mueller-Hinton e o microrganismo-teste
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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A solucdo padréo foi preparada com 50 mg
de cefalexina em um bal&o volumétrico de 50 mL.
Dilui-se com tampéo fosfato pH 6,0, obtendo-se uma
solucdo com concentragdo de 1000 pg/mL. A partir
dessa solucéo foram realizadas dilui¢Ges até se obter
as concentracOes de 10, 20 e 40 pg/mL. A validade
dessas solucgdes foi de sete dias, em geladeira.

No preparo do indculo, inicialmente, foi feita
uma suspensédo bacteriana, utilizando uma cultura
recente (maximo 24 horas) em tampdo fosfato pH
6,0. A concentracdo do indculo foi padronizada,
comparando a turbidez do in6culo com o padrao
0,5 da escala de MacFarland em espectrofotdmetro
(580 nm). Essa turvacao é semelhante a padronizada
para o antibiograma e o resultado da absorbancia
deve estar entre 0,08 e 0,10, 0 que equivale a 1,5 x
108 UFC/mL (UNITED STATES PHARMACORPEIAL,
1990 ; NCCLS, 2002).

A partir dessa suspensdo, foi preparado o
agar-inéculo numa proporcdo de 1,0 mL da
suspensdo bacteriana para 100 mL do meio agar
Mueller-Hinton ainda no estado liquido, porém numa
temperatura suportavel a palma da mao humana (45-
50°C), em que 0S microrganismos permanecem
vivos ao serem adicionados e homogeneizados com
0 meio.

Antes de se verter o meio de cultura sobre as
placas, foram colocados papéis de filtro esterilizados
nas tampas das mesmas para que a agua resultante
do metabolismo bacteriano fosse absorvida. 1sso
deve sempre ser feito para evitar que a agua que
evapora fique retida na tampa da placa e caia sobre
0 meio, diluindo os antibidticos adicionados nos
cilindros, o que poderia alterar os diametros dos
halos de inibicao.

Para preparar as placas, foram vertidos 15
mL do agar Muller-Hinton em placas de 100 mm.
Homogeneizou-se e esperou-se solidificar. Sobre
essa camada de meio, foram adicionados 5 mL do
agar-inéculo.

Com as duas camadas de meio uniforme-
mente sobrepostas e ja solidificadas, foram
colocados, sobre a superficie do meio, os cilindros
de aco inoxidavel (10 mm de altura; diametros
interno e externo de 6 e 8 mm, respectivamente), a
uma distancia de aproximadamente 30 mm um do
outro. Os cilindros foram previamente lavados,
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colocados em uma solucdo de &cido nitrico 2 N e
esterilizados em autoclave 120°C por 15 minutos.

As curvas foram realizadas em quatro etapas,
com a utilizagé@o de 20 placas sendo 5 por curva.
Em cada placa foram colocados trés cilindros com
as solucdes diluidas do padrdo nas concentracdes
de 10, 20 e 40 pg/mL, rotuladas como P1, P2 e P3,
respectivamente. O volume pipetado no interior dos
cilindros foi de 150 pL.

E conveniente aguardar alguns minutos ap6s
a colocacgéo das solugdes no interior dos cilindros
sobre 0 meio para que ocorra a sua difuséo. Entéo,
cuidadosamente, colocou-se as placas na estufa
35°C, com as tampas para cima e de preferéncia
sem empilha-las. Caso a estufa seja bastante utilizada
e isso implique em sua abertura varias vezes ao dia,
o fundo da estufa deve ser o local mais recomendado
para a incubagdo das placas, onde ndo ha tanta perda
de calor e alteracdo de temperatura.

Ciprofloxacina

Para determinacdo da poténcia da cipro-
floxacina dois microrganismos-teste foram utili-
zados: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (A) e
Escherichia coli ATCC 25922 (B). As suspensdes
dos microrganismos (A e B) foram preparadas em
tampdo fosfato pH 8,0 e 0 procedimento para o
preparo do indculo e das placas foi semelhante ao
utilizado para a cefalexina.

A solucdo padrao foi preparada com 50 mg
de ciprofloxacina em um baldo volumétrico de 50
mL. Em seguida, dissolveu-se em 10 mL de NaOH
0,1 M sob agitacéo, e o volume foi completado com
tampdo fosfato pH 8,0 para se obter uma solucao
com a concentracdo de 1000 pg/mL. Na sequéncia,
diluicBes foram realizadas até a obtencdo das
concentracdes de 2,5,5,0,10e 20 ug/mL e 1,0,
2,5,5,0e 10 ug/mL para A e B, respectivamente.

Foram utilizadas 21 placas, sendo 18 placas
para A, com 9 repeti¢des para cada concentragéo,
dois cilindros por placa (duas placas por curva), e 3
placas para B, com quatro cilindros (uma placa por
curva), preenchidos com 100 pL das solugdes.

Eritromicina
Na determinacdo da poténcia microbioldgica

da eritromicina empregou-se o meio de cultura
numero 11 de Grove-Randall e o microrganismo
Micrococcus luteus ATCC 9341.

A solucéo padréo foi preparada com 50 mg
de eritromicina, em um baldo volumétrico de 50 mL.
Para a solubilizacdo, foram adicionados 2 mL de
metanol; e completou-se com tampéo fosfato de
potassio 0,1 M, pH 8,0, para se obter uma solucao
com a concentracdo de 1000 pg/mL. A partir dessa
solugéo padrao, foram feitas diluigdes (com 0 mesmo
tampdo) até se obter solugdes com as concentragdes
finaisde 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 pg/mL, rotu-
ladas como P1, P2, P3, P4 e P5, respectivamente.
Essas solucOes se mantiveram estaveis por dois dias
em geladeira.

A concentracdo do in6culo foi preparada em
tampéo fosfato pH 8,0 e a padronizacdo da sus-
pensao bacteriana foi realizada em espectrofot6-
metro com comprimento de onda de 580 nm e
transmitancia de 25%. O agar-indculo foi preparado
com 1,5 mL dessa suspensdo e 100 mL do meio
(UNITED STATED PHARMACOPEIAL, 1990).

Para 0 ensaio, 24 placas foram utilizadas, com
dois e trés cilindros por placa, preenchidos com 175
ML.

Todas as placas foram incubadas por 18-20
horas a 35°C e os diametros dos halos de inibicao
foram determinados em milimetros (mm).

Resultados

Os resultados obtidos com as solucdes padrdo
de cefalexina, eritromicina e ciprofloxacina sao
apresentados na sequéncia.

Cefalexina

Foram plotados no grafico “logaritimo da
concentracdo versus didmetro dos halos” os pontos
relativos as medias dos halos obtidos. Os resultados
referentes aos diametros dos halos, o desvio padréo
e os coeficientes de variagdo (%) podem ser
observados na tabela 1. O gréafico que mostraa curva
obtida esta representado na figura 1.
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Tabela 1 - Resultado da leitura dos halos de inibigdo obtidos com os diferentes padrdes de cefalexina.

MICRORGANISMO CEFALEXINA (ug/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 10 20 40
Diametro dos halos (mm) n=4 12,25 (£ 0,1) 16,42 (+ 0,33) 18,8 (+ 0,43)
Coeficiente de variacao (%) 0,82 2,01 2,29
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Figura 1 - Curva de calibracdo com cefalexina e o micror-
ganismo-teste Stphylococcus aureus ATCC
25923.

Eritromicina

Foram feitas 12 curvas de 5 pontos. Para tra-
car a curva, a concentracao do padréo foi multi-
plicada por 10. A tabela 2 e a figura 2 mostram os
resultados obtidos.

Figura 2 - Curva de calibracdo com eritromicina e o
microrganismo-teste Micrococcus luteus ATCC
9341.

Ciprofloxacina

As curvas foram tracadas com quatro con-
centracGes (pontos) para cada microrganismo. A
figura 4 mostra uma placa com a curva obtida com
Staphylococcus aureus. Os resultados obtidos para
cada microrganismo podem ser observados na tabela
3 enas figuras 3 e 5.

Tabela 2 - Resultado da leitura dos halos de inibicdo obtidos com os diferentes padrfes de eritromicina.

MICRORGANISMO

ERITROMICINA (pg/mL)

Micrococcus luteus ATCC 9341

Diametro dos halos (mm) n=12
Coeficiente de variagao (%)

0,5

3,7

0,

18,08 (£0,7) 20,50 (£0,9) 22,42 (+0,8)
4,4

75 1,0 1,25 15
24,25 (+0,6) 26 (+0,6)
3,5 2,6 2,3
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Tabela 3 - Resultado da leitura dos halos de inibicdo obtidos com os diferentes padrdes de ciprofloxacina.

MICRORGANISMO CIPROFLOXACINA (ng/mL)
Staphylococcus aureus ATCC 25923 2,5 5 10 20
Diametro dos halos (mm) n=9 13,22 (£ 0,44) 17 (+0,71) 19,11 (+0,78) 22,11 (+1,05)
Coeficiente de variagao (%) 3,33 4,15 4,09 49
Escherichia coli ATCC 25922 1 2,5 5 10
Diametro dos halos (mm) n=3 24,33 (£ 0,58) 28,33 (£ 0,58) 31(x0) 33,17 (£ 1,04)
Coeficiente de variagéo (%) 2,37 2,0 0 3,13
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Figura 3 - Curva de calibracdo com ciprofloxacina e
microrganismo-teste Staphylococcus aureus
ATCC 25923.
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Figura 5 -Curva de calibracdo com ciprofloxacina e o
microrganismo-teste Escherichia coli ATCC
25922.

P2 - 5ug 1 » P3—10ug
17 mm 19,11 mm
P1-2,5ug +— | , P4—20ug
13,22 mm 22,11 mm

Figura 4 - Placa com os padrdes de ciprofloxacina e o
microrganismo-teste Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Discussao

No presente trabalho utilizou-se o0 método
microbiologico para a determinacao da poténcia de
antimicrobianos. Esse ensaio, embora pouco conhe-
cido, é semelhante aos testes de difusdo em agar
com discos de papel de filtro (Konemanet al, 2001).
O método avalia a capacidade de um dado micror-
ganismo de se multiplicar na presenca de concen-
tragOes presumiveis de um antimicrobiano aplicado
no interior de um cilindro sobre uma camada do agar
em uma placa de petri. O antimicrobiano se difunde
no agar, em concentragdes decrescentes, e a cepa
bacteriana semeada cresce até encontrar a concen-
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tracdo inibitoria minima, e a partir do ponto de
aplicacdo se forma um halo de inibicao ao redor do
cilindro. Esse halo é determinado em milimetros e
é diretamente proporcional a concentragdo do anti-
microbiano. Assim, a medida que se aumenta a
concentracdo do antimicrobiano, séo obtidos halos
maiores, até que se esgote a capacidade de difuséo
do antimicrobiano no agar. Nesse ponto, 0 aumento
na concentragdo do antimicrobiano ndo mais au-
menta o halo de inibicdo.

A cefalexina atua inibindo a sintese da parede
celular de algumas bactérias e possui espectro
antibacteriano semelhante a das demais cefalos-
porinas de primeira geracéo (cefalotina, cefazolina),
embora seja um pouco menos ativa contra estafilo-
cocos produtores de penicilinase. Disponivel para
terapia oral, sua administracdo por essa via resulta
em picos de concentracdo plasmatica de 16 pg/mL
apo6s uma dose de 500 mg, que ¢é a adequada para a
inibicdo de muitos patdgenos gram-positivos e gram-
negativos sensiveis a cefalotina (Fuchs e
Wannmacher, 1998; Rang et al., 2001).

Para o doseamento da cefalexina, o coeficien-
te de correlacdo apresentou-se proximo da unidade
(r> = 0,9754), o que demonstra a linearidade do
método. Os coeficientes de variagdo obtidos foram
de 0,82 ;2,01 e 2,29 %, respectivamente, conforme
as diluigdes do padréo. Os coeficientes de variagao
abaixo de 5% indicam adequada preciséo do método.

As fluoroquinolonas agem nas bactérias ini-
bindo a DNA-girase, enzima que participa de um
grande namero de reacdes envolvidas no processo
de replicacdo do DNA (Fuchs e Wannmacher, 1998).
A ciprofloxacina foi escolhida devido ao seu amplo
espectro de atividade antimicrobiana, abrangendo
bactérias Gram-positivas e negativas. Essas caracte-
risticas fizeram com que esses farmacos (cipro-
floxacina, ofloxacina, norfloxacina) se tornassem
agentes atrativos para o tratamento de enfermidades
infecciosas severas, tanto no homem como em
animais.

As fluoroquinolonas séo bem absorvidas apds
administracdo oral e sdo distribuidas amplamente
pelos diversos tecidos do corpo humano. Os niveis
séricos maximos sdo alcancados dentro de I-3 horas
apo6s administracdo oral de uma dose de 400 mg,
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sendo que os niveis maximos variam de 1,5 pg/mL
paraa norfloxacina, a 5,8 pg/mL para a pefloxacina
(Goodman e Gilman, 1996).

Para o doseamento microbiolégico da
ciprofloxacina utilizou-se 0 método adaptado da
Farmacopéia Americana. No ensaio utilizou-se
Staphylococcus aureus 25923 e Escherichia coli
ATCC 25922. As curvas apresentaram coeficientes
de correlacdo proximos da unidade, sendo r2 =
0,9885 e r2= 0,9946, respectivamente. Os
coeficientes de variacdo obtidos ficaram abaixo de
5%.

A eritromicina é um antimicrobiano perten-
cente a categoria dos macrolideos e foi descoberta
entre os produtos metabdlicos de um microor-
ganismo denominado Streptomyces erythreus. Esse
antimicrobiano foi escolhido por ser de largo es-
pectro e de uso clinico geral. Os macrolideos inibem
a sintese de proteinas bacterianas e sua acdo pode
ser bactericida ou bacteriostatica, dependendo da
concentracdo e do microrganismo. Esse antibiotico
pode ser utilizado no tratamento de pneumonias,
conjuntivites, infeccdes pélvicas, gastroenterites,
coqueluche, sifilis e gonorréia. O seu espectro anti-
microbiano é muito semelhante ao da penicilina, e
dessa forma é uma alternativa segura e eficaz para
pacientes alérgicos (Rang et al., 2001).

A eritromicina base é absorvida de forma
incompleta, porém adequada, pela porcao superior
do intestino delgado; € inativada pelo suco gastrico
e por esse motivo é geralmente administrada sob a
forma de capsulas ou de comprimidos revestidos
que se dissolvem no duodeno. As concentragdes
plasmaticas maximas sdo de 0,3 a 0,5 pg/mL, 4 ho-
ras apds a administracao oral de 250 mg da base e
sdo de 0,3al,9 pg/mL apds uma Unica dose de 500
mg. Os ésteres da eritromicina base (estearato,
estolato) foram sintetizados na tentativa de melhorar
a estabilidade acida e facilitar a absorcdo. As
concentragcdes com 0 composto estearato no plasma
sdo semelhantes as da eritromicina. O estolato de
eritromicina é menos sensivel ao acido do que a base
e é mais bem absorvido do que as outras formas da
substancia. Uma unica dose oral de 250 mg de
estolato de eritromicina promove concentracdes
plasméticas maximas de cerca de 1,5 pg/mL, apos
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2 horas, e uma dose de 500 mg produz concen-
tracbes maximas de 4 pg/mL. No entanto, a
concentracéo real de eritromicina base microbio-
logicamente ativa no plasma pode ser semelhante
nas diversas apresentacdes (Goodman e Gilman,
1996).

Para a eritromicina, uma curva de cinco pontos
foi tracada. O coeficiente de correlacdo apresentou-
se proximo da unidade (r>=0,9907). Os CVs obtidos
com os diametros dos halos de inibicdo ficaram
abaixo de 5% e foram de 3,7; 4,4; 3,5; 2,6 e 2,3%,
respectivamente conforme as dilui¢des do padrao.
Esses valores indicam adequada precisdo do ensaio.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos, foi possivel
concluir que o ensaio microbiolégico de difusdo em
agar (cilindros em placas) € valido e constitui-se,
assim, em uma metodologia alternativa, econémica
e de fécil execucdo para a determinagdo da poténcia
de antimicrobianos. Demonstrando linearidade e
precisdo adequada o método mostrou-se ser Util no
doseamento desses farmacos em preparacoes farma-
céuticas.
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