Slide 1

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO
PRETO

Determinacao da poténcia de
antibioticos - Ensaio de difusao em Agar

Profa. Marcia E. S. Ferreira
mesfe@fcfrp.usp.br

Disciplinade Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
Ribeirdo Preto - 2020




Slide 2

i
Definicao:

Os antibioticos sao substancias do
metabolismo secundario de fungos e bactérias
com capacidade de impedir o crescimento ou
levar a morte outros microrganismos,
podendo ser sintéticos ou naturais.

Caracterizacao: identidade, pureza, poténcia e
estabilidade (métodos quimicos, fisicos e
bioldgicos)
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Os antibidticos podem ser definidos como substancias do metabolismo secundario
de fungos e bactérias com capacidade de impedir o crescimento ou levar a morte
outros microrganismos, podendo ser sintéticos ou naturais.

Com a descoberta dos antibidticos no inicio do século XX, a salude e bem-estar da
populacdo sofreram grandes transformacdes positivas. A sintese quimica permitiu o
desenvolvimento das primeiras substancias antibacterianas, mas o efeito dessas drogas
se mostraram baixos quando comparados aos antibidticos produzidos por
biotecnologia. Com o avanco da biotecnologia, foi possivel o desenvolvimento de
antibidticos cada vez mais complexos e eficientes, porém, controlar a qualidade dos
mesmos tornou-se mais dificil, tendo-se que langcar mdo de métodos, ou associacdo de
métodos, cada vez mais sofisticados e sensiveis.

Em geral, os procedimentos de controle de qualidade para produtos obtidos por
biotecnologia sdao similares aos empregados comumente em produtos farmacéuticos
tradicionais, requerendo analise de matérias-primas, do processo de fabricagdo, do
controle de processos e do produto final. A diferenga fundamental é que o controle de
qualidade para produtos obtidos por biotecnologia exige uma caracterizagdo rigorosa
da substancia ativa, a qual envolve o estabelecimento da identidade, pureza, poténcia
e estabilidade desse produto. A caracteriza¢do da substancia ativa, que pode envolver
métodos quimicos, fisicos e biolégicos, é tipicamente realizada na fase de
desenvolvimento para determinar as propriedades fisico-quimicas, atividade bioldgica,
propriedades imunoquimicas, pureza e impurezas do produto; apds significativa
mudanca do processo; ou para monitoramento periddico, para confirmar a qualidade
do produto.

Na presente aula, iremos focar os métodos microbiolégicos para avaliar a poténcia
dos antibidticos.



Slide 3

Quantificacdo da Substancia Ativa

|

Avaliacao comparativa frente a um padrao
biolégico de referéncia

'S N

Ensaio Ensaio
macrobiolégico microbiolégico
(direto) %(indireto)
E.x: Er{saio de Difusio Turbidi&métrico
insulina em em Agar
coelhos
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Como podemos quantificar a substancia ativa de um medicamento? Vamos supor
gue o medicamento ndo consista de substancia definida que possa ser completamente
caracterizada por suas propriedades quimicas ou fisico-quimicas. Além disso, existem
antibidticos em que a margem entre a dose terapéutica e a dose toxica é relativamente
pequena. Mesmo que ndo se atinja o limiar da dose tdxica, ha que se considerar o
aspecto econOmico, assim como o de falsificacbes com moléculas estruturalmente
semelhantes. Uma reducdo na atividade antimicrobiana pode revelar alteragGes sutis,
ndo demonstraveis por métodos quimicos.

A quantificacdo da substancia ativa de um medicamento demanda sempre no
emprego de uma avaliagdo comparativa, frente a um padrdo bioldgico de referéncia.
Essa avaliacdo pode se dar diretamente, através de um ensaio macrobioldgico (ex.
ensaio de insulina em coelhos), ou indiretamente, através do ensaio microbiolégico.
Deve ser lembrado que esse tipo de ensaio ndo mede quantidades da substancia, e sim
respostas que podem ser convertidas em quantidade de substancia ativa, com o auxilio
de uma curva padrao.

O ensaio microbiolégico pode ser dividido em Ensaio de Difusdao em Agar e
Turbidimétrico. O ensaio de Difusdao em Agar, ou em placas, relaciona o tamanho da
zona de exibicdo (fatores de crescimento) ou inibi¢do (antibidtico) de crescimento com
a dose da substancia ensaiada. Esse método é mais empregado para a determinacdo
de antibidticos. O método turbidimétrico, ou em tubos, considera a relagdao entre a
proporc¢do de crescimento da populagdao microbiana no meio liquido e a concentragao
da substancia ensaiada, sendo mais empregado no doseamento de vitaminas e
aminodcidos. O método turbidimétrico depende da inibicdo do crescimento de uma
cultura microbiana em uma solugao uniforme de antibiético em um meio liquido, que é
favordvel ao rapido crescimento na auséncia do antibidtico.
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Ensaio de Difusdao em Agar

« Método fisico
« Microrganismo é usado como revelador
» Primeiros métodos microbioldgicos: 1948 - Farmacopeia Britanica
- difusdo em Agar (monocamada)
- diluigdo em meio liquido
» 1955 — Farmacopeia Americana
- difusdo em Agar
- turbidimetria
+ 1958 - Farmacopéia Britanica — 10 novos antibi6ticos (difusdo em
Agar — pré-difusio)
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O ensaio de difusdo em Agar é fundamentalmente um método fisico, no qual o
microrganismo é utilizado como revelador.

Embora a penicilina tenha sido descoberta em 1928, por Fleming, e tenha sido
usada como antibidtico a partir de 1941, os primeiros métodos microbioldgicos para a
sua dosagem foi descrito somente em 1948, na Farmacopeia Britanica. Nesse
compendio, o ensaio de difusdo em Agar consistia em inocular o meio (monocamada) e
distribuir em placas, sobre as quais as solugdes teste do padrdo, com concentragdes
conhecidas, eram comparadas com as solugées-amostra, com concentragdes
teoricamente estimadas, transferidas através de cilindros de diferentes materiais ou
furos no gel. O meio de cultura de composicdo simples, contendo tampao fosfato,
inoculado com S. aureus, de procedéncia desconhecida, era empregado.

O ensaio de diluicdo em meio liquido empregava-se o mesmo microrganismo (S.
aureus) e as solugdes-teste, preparadas em tampao fosfato pH7, eram misturadas em
volumes iguais com o meio inoculado e os tubos de ensaio, incubados a 37°C, durante
15 a 18h. O ponto final era considerado a concentragdo em que ocorria crescimento
microbiano na série de tubos e, pela compara¢dao deste dado com a série do padrao,
calculava-se a poténcia da amostra.

O ensaio microbioldgico para antibidticos constou pela primeira vez na Farmacopeia
Americana somente em 1955, com procedimentos gerais tanto para a técnica de
difusdo em Agar como para a turbidimetria.

Em 1958, foram adicionados 10 novos antibidticos, além da penicilina, e,
consequentemente, novos meios de cultura e novas cepas de microrganismos formam
utilizados. Nesta edicdo somente a técnica de difusdo em Agar foi descrita. Ainda,
nesta edicdo, foi introduzido o procedimento de pré-difusao das solugdes, através da
permanéncia das placas, por 2h, em refrigerador. Nas edi¢gbes posteriores, o tempo
permaneceu 0 mesmo, porém, em temperatura ambiente.
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Ensaio Microbiolégico - Principio do Método
DIFUSAO EM AGAR
Difusao do antibidtico

Camada de Agar s6lido

Formacao do halo
(auséncia de crescimento
microbiano)
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Como dito anteriormente, o ensaio microbiolégico para determinag¢ao da poténcia
dos antibidticos é indicado para substancias ou preparacées em que seu teor ndo pode
ser definido por métodos fisico-quimicos.

O ensaio de difusdao em Agar depende da difusao do antibidtico de seu local de
administracdo, seja ele um disco de papel, um cilindro ou um furo no gel, através da
camada de Agar solidificado, de modo que o crescimento do microrganismo adicionado
seja prevenido na area ao redor do local contendo a solugdao de antibiético, formando
um halo.
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Formacéao do halo de inibicdao de crescimento
Difusdo da substancia de uma regido para outra

Reservatorio

R, Zona de inbigao fe—
- Difusao linear A

Regido de
crescimento

- Difusao radial

Quadrado da distancia de difusao é diretamente proporcional
ao Log da concentracio
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Para que ocorra a formacdo do halo de inibicdo, a substdncia em questdo deve
difundir-se no meio e a combinacdo de diferentes condicGes permitira evidenciar esse
fendmeno de difusdo da substancia de uma regidao para a outra.

A transferéncia da substancia pelo mecanismo da difusdo pode ocorrer de forma
linear ou radial. Nos dois casos, a zona de inibicdo de crescimento significa que o
microrganismo teve seu crescimento inibido em fun¢do da concentracdo do
antimicrobiano difundido ser suficientemente capaz de impedir o seu
desenvolvimento, em oposi¢do ao restante do meio de cultura.

Independente do direcionamento da difusdo, o quadrado da distancia de difusdo
sera diretamente proporcional ao logaritmo da concentracdo, desde que se considere
constante a concentracdo da solucdo, de determinada substdncia no reservatorio,
durante o decorrer da difusdo.
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Aspectos Importantes:

« Concentracao do antibi6tico no reservatdrio
* Populacdo microbiana

e Concentragdo do antibiético na posicao limitrofe
(concentracao critica) entre crescimento e inibigao

* Populac@o microbiana inibida pela concentracdo critica
do antibiético (tempo e capacidade de difusdo do
antibidtico no Agar)

* Periodo de tempo de crescimento do microrganismo
(depende da temperatura e do tamanho do in6culo)
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A seguir, vamos considerar alguns aspectos que sdao importantes para o ensaio de
difusdo em Agar:

¢ Concentracdao do antibidtico no reservatério, que se for constante durante o
decorrer da difusdo, o quadrado da distancia de difusdo sera diretamente proporcional
ao logaritmo da concentracao;

¢ Populacdo microbiana, que deve ser homogénea devido a necessidade do
dimensionamento das zonas de inibicdo de crescimento, proporcionando populagido
critica constante, definida e sem tendéncia a aquisicao de resisténcia. O microrganismo
escolhido é aquele considerado ideal para exercer o papel de revelador.

¢ Concentracdao do antibidtico na posicdo limitrofe (concentracdo critica) entre
crescimento e inibicdo é uma medida da sensibilidade do organismo-teste e representa
a concentragao minima capaz de inibir o crescimento da populagdao microbiana.

® Populagdo microbiana inibida pela concentragdo critica do antibidtico vai
depender do tempo e da capacidade de difusdo do antibidtico no Agar.

® Periodo de tempo de crescimento do microrganismo vai depender da temperatura
de incubagdo e do tamanho do inéculo.
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Padronizacao das Condicées

> Fendmenos fisicos (capacidade de difusao do antibiético)
> Biologicos (sensibilidade do microrganismo, constituicao

do meio de cultura, condi¢does de incubacdo, tamanho do
in6culo)

CRESCIMENTO DO MICRORGANISMO INIBIDO

!

CONCENTRACAO DO ANTIMICROBIANO DIFUNDIDO
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A avaliacdo da poténcia dos antibidticos exige padronizacdo das condicdes, pois ha
qgue se conciliar os fendmenos fisicos (capacidade de difusdo do antibidtico) e
bioldgicos (sensibilidade do microrganismo, constituicdo do meio de cultura, condicGes
de incubacdo, tamanho do indculo) a fim de que a distancia de difusdo seja medida
experimentalmente, apds a revelacdo sob a forma de halo de inibicdo de crescimento.
Sendo assim, o microrganismo tera seu crescimento inibido em funcdo da
concentracdo do antimicrobiano difundido.
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Indéculo > Padronizado
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Para a realizacdo do ensaio, serd necessario o preparo do indculo, contendo o
microrganismo teste. Cada microrganismo possui exigéncias proprias para seu cultivo.
Enquanto para alguns microrganismos, um meio de cultura simples é suficiente, outros
exigem suplementos. Geralmente, os meios de cultura sdo adquiridos na forma
desidratada, o que facilita o seu preparo.

Os microrganismos, utilizados nos ensaios, sdo obtidos de bancos certificados, como
o Amertican Type Culture Collection (ATCC), geralmente na forma liofilizada, em
ampolas seladas, exigindo recuperacdo em meio liquido rico e algumas subculturas
para retornar as caracteristicas fisioldgicas normais. As condi¢cdes ideais para
recuperacdo dos microrganismos, antes de sua utilizacdo nos ensaios, sdo
disponibilizadas pelo fornecedor das mesmas.

Os microrganismos podem ser formadores de esporos ou ndo. No caso de
formadores de esporos, podemos preparar suspensdes, que sao estaveis a 4°C por
longos periodos, e que podem ser usadas de imediato (ndo necessitando de preparo
de cultura no dia anterior).

Espécies ndo esporulantes necessitam de culturas no dia anterior e lavagem da
superficie, apds incubagdo, para preparar a suspensao a ser empregada no teste.
Dependendo da espécie, essa suspensdo pode ser mantida, sob refrigeracdo, por
alguns dias.

O indculo deve ser padronizado antes do uso, ou seja, deve ser feito teste prévio
com distintas concentracdes de indculo e diferentes concentragbes do antibidtico a ser
ensaiado. Se o crescimento microbiano foi muito denso e/ou a zona de inibicdo obtida
em dimensdo ndo ideal, o indculo e/ou a concentracdo do antibidtico devem ser
ajustados. Os parametros adequados devem ser registrados para referéncia futura.

A concentracdo do indculo bacteriano, que tenha apresentado resultados
adequados, pode ser determinada por contagem microscopica direta, contagem de
vidveis em placas, medida de turbidez (escala de McFarland) ou método
espectrofotométrico.



A quantidade de inéculo utilizada deve ser a de menor valor, porém suficiente para
apresentar crescimento uniforme, que propicie contraste com a zona de inibi¢cdo do
crescimento, sem se apresentar como colOnias isoladas.
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Meio de cultura: Monocamada ou Bicamada

Monocamada: camada simples de Agar — espessura
reduzida favorece a formacao de halos de inibi¢do maiores,
para substancias de pequena difusibilidade

Bicamada: camada basal - correcao falhas (busca a
uniformizacdo). Superficie contém o inéculo — facilita a
visualizagdo pelo contraste entre as zonas
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A determinacdo da poténcia dos antibidticos por difusdo em Agar pode ser feita
pelo emprego de meio de cultura inoculado em monocamada ou bicamada.

Na monocamada, o indculo é feito no meio de cultura sélido (~21 mL), fundido e
resfriado (temperatura de 45 a 50°C), homogeneizado e invertido em placas
(~20x100mm) para solidificar (superficie nivelada para assegurar espessura uniforme).
A espessura reduzida favorece a formacdo de halos de inibicdo maiores, o que ajuda
guando o antibidtico possui baixa difusibilidade no meio de cultura.

Na bicamada, cerca de 21mL de meio sdlido sdo invertidos em placa e deixado
solidificar (superficie nivelada). Essa camada basal visa a corre¢do de falhas, para que a
segunda camada possa ser adicionada. O meio de superficie (meio sélido, fundido e
resfriado a 45-50°C) é, entdo, inoculado e cerca de 4 a 6 mL sdo transferidos para a
superficie da camada basal e espalhados (para garantir uniformidade), antes da
solidificacdo. A dupla camada facilita a visualizagdo do contraste entre as zonas de
crescimento e ndo crescimento, porém, tende a reduzir o diametro dos halos, em
funcdo do aumento da espessura da camada de Agar.
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Ensaio de difusao em Agar - FB (2019)
Tabela 1 - Ensio difusio em sgar.
Volume (mLj do meio |y
Antididtico E Meio de cultura | 1, 1icao mas camadas 7,’,‘;:':,: | Temperatura de incubagio
Base | Superficie | Base | Superficie | mL100 mL ke
Amoxicilina Kocuria riizophila (ATCC 9341) 1 1 21 3 05 32035
Ampicilina Kocuria rhizophila (ATCC 9341) 1 1 2 4 05 2a35
Ak Micrococcus luteus resistente 3 neomicna 2 1 n 4 05 36238
(ATCC 14452)
Anfotericina B Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763) - 19 - 8 10
Bacitracina Micrococcus yunnanensis (ATCC 7468) 2 1 n B 03
Bacitracina Micrococcus luteus (ATCC 10240) 2 1 2 4 03
Benzilpenicilina Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 21 4 10
Bleomscma Mycobacterium smegmatis (ATCC 607) 15 15 10 6 10
Canamicina Bacillus subtilis (ATCC 6633) s s 2 4 o
Carbenicilina Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619) 9 10 2 4 0
Cefacetnla Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 21 4 05
Cefadroxila Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 21 ] 005
Cefalexma Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 21 4 005
Cefaloghcma Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 21 4 02
Cefalondina Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 2 4 01
Cefalotina Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 21 4 01
Cefapinna Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 2 4 008
Cefazolina Stapiylococeus areus (ATCC 6538p) 2 1 21 4 005
Cefoxitia Staphylococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 21 s 01
Cefradina Staphyiococcus aureus (ATCC 6538p) 2 1 n 4 005
Ciclacilina Kocuria rhizophila (ATCC 9341) 1 1 n 4 0.5
Ciclosserna Staphylococeus aureus (ATCC 6538p) 2 1 10 4 004
Clindamicina Kocuria rhizophila (ATCC 9341) 1 1 2 4 15
cl Kocuria rhizophila (ATCC 9341) 1 1 2 4 20
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Nessa tabela, retirada da Farmacopeia Brasileira (2019), temos as condi¢Ges
necessarias para a realizagao do ensaio de difusdo em Agar para alguns antibiéticos. Ela
inclui o microrganismo adequado, meio de cultura (monocamada ou bicamada),
volume do inéculo e temperatura de incubacao.
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v cilindros de vidro ou de aco inoxidavel
v templates de aco

v/ discos de papel de filtro

v’ cavidade perfurada no Agar

% Solventes, diluentes, preparo da amostra e faixas
de concentracdo devem seguir orientacdo da
monografia especifica.
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Quantidades definidas da solucdo do antibidtico sdo dispensadas em reservatérios
gue podem ser cilindros de vidro ou de aco inoxidavel, templates de aco ou discos de
papel de filtro depositados sobre a camada de Agar nutriente ou podem se constituir
em cavidade perfurada no préprio Agar nutriente, sendo o cilindro cortado, removido
sob vacuo. A utilizacdo de um modo ou outro vai depender de fatores como
praticidade e sensibilidade necessaria. A utilizacdo dos discos de papel facilitam a
manipulacdo das placas, além de reduzir o trabalho e o tempo envolvido no teste;
porém, é menos sensivel que os demais para baixas concentracdes da solugdo-teste
(ex. deteccdo de contaminacdo cruzada), pois abriga pequena quantidade de solugdo
teste.

Os solventes, diluentes, preparo da amostra e faixas de concentracdo devem seguir
orientacdo da monografia especifica para antibidtico oficialmente consagrado; caso
contrdrio, ha que se testar e padronizar todas as condigdes.
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Tabela 2 — Preparagia da saluio padrio de rrabalho ¢ da curva padrio.
o a Condigio de . e Solugilo parg | & Concentragio da . N‘;’:z ';: S Soluio @ Faiva de
Anibidtico dessecagio | b. Solvente inicial P solugio de iuciorah | diaicd concentragio
(5533 ke (335 trabatho (‘ml) soltgde sob uigdo tml)
) 1 |_refrigeragio | (553.3)
Amoxicihna 8 Agua esténl Tmg 7 daas 2 005202 pg
Ampicilina ] Agua esténl 01mg 7 dias 2 005202 ug’
Anformcina® 1 2 0,1 mg 14 dias. 2 5a20ug
Anfoteriema B 1 Dimetilsulfoxido 1mg’ Usar o 5 05a2pg’
mesmo dia
Bacitracina 1 HCI001M 100 UL Usarno 1 1a4UL
mesmo dia
Benzilpenscilna 8 1 1000 UL 4 dias 1 02a2UL
Bleonucma 7 8 UL 14 dias. 8 001202U1
Canamicina B ] = 2 1mg 30 dias 2 05a2pg
Carbenicilina & - 1 1mg 14 dias 1 10240 ug
Cefacetnila ] = 1 1mg 7 dias 1 Sa20 g
Cefadroxila ] 1 1mg Usarno 1 10240 ug
‘mesmo dia
Cefalexina ] 1 1mg 7 dias 1
Cefalondna 1 1 1mg 5 duas 1
Cefalogheina ] Agua esténl 100 pg 7 dias 3
Cefalotina 1 1 lmg 5 duas 1
Cefapirina ] - 1 1mg 3 dias 1
Cefazolma 8 10000 g por mL. 1 1mg 5 dias 1
na solugdio 4
Cefoxstina & - 1 1mg Usarno 1
mesmo dia
Ciclacilina F Agua esténil 1mg 1dia 2
Cefradina H - 1 Img 5 dias 1
Ciclosserina 1 = Agua esténl 1mg 30 dias 1
Clidamicina ] N Amua esténl 1me 30 dias 2
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Nessa tabela, retirada da Farmacopeia Brasileira (2019), temos as condi¢Ges
necessarias para a realizagao do ensaio de difusdo em Agar para alguns antibiéticos. Ela
inclui os diluentes utilizados para o preparo das solu¢des padrdo e teste, bem como a
faixa de concentracao utilizada para os ensaios de cada antibidtico.
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Aliquota da suspensdo microbiana

|

Meio de cultura sélido (45-50 °C)
l homogeneizacao

Verter a mistura sobre meio de cultura solidificado - BICAMADA

Solidifica¢ao do meio

|

Aplicacao solucao-teste sobre a superficie do meio

l

Tempo de difusao

l

Incubacio (tempo e temperatura ideais)

|

Crescimento do microrganismo (respeitando a area de difusao do antibiotico)
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Esse esquema mostra, resumidamente, os passos realizados no ensaio para a
determinacdo da poténcia dos antibidticos, utilizando-se bicamada. Uma aliquota de
suspensdo fresca de microrganismos é adicionada ao meio de cultura sdlido (fundido e
resfriado a 45-50°C), homogeneizados e invertidos sobre a camada basal de meio de
cultura solidificado (no caso da bicamada). Apds solidificacdo, aplica-se a solucdo teste
de antibidticos, tendo-se o cuidado com respeito a randomizacdo das placas, na
distribuicdo de solugdes-padrdo e de amostras, dentro do menor tempo possivel, para
gue a difusdo se inicie ao mesmo tempo.

Zonas de inibicdo maiores podem ser obtidas refrigerando-se as placas ou
mantendo-as em temperatura ambiente apds a distribuicdo das solucdes padrao e
teste. Apds isso, as placas sao incubadas em temperatura adequada, até que ocorra o
crescimento dos microrganismos, respeitando a drea de difusdo do antibiético.



Slide 15

« pH — compativel com o crescimento microbiano, atividade e
estabilidade do antibi6tico
Exemplo: pH acido do meio " atividade antimicrobiana
substancias basicas } (estreptomicina) e acidas T(penicilina)
% Condicoes de incubagio (tempo e temperatura)
< Composi¢ao do meio
« Espessura e uniformidade do Agar
« Velocidade de difusdo da substancia no Agar
“ Distribuicao do indculo em placas de Petri (nitidez do halo de
inibi¢ao)
« Caracteristicas da amostra
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Existem varios fatores que podem influenciar na determinacdo da poténcia dos
antibidticos. Dentre eles podemos citar:

. pH, que deve ser compativel com o crescimento microbiano, além de n3o interferir
com a atividade e estabilidade do antibidtico. Vale a pena lembrar que os antibidticos
sdo ativos principalmente na forma ndo ionizada, onde antibidticos de natureza basica
(ex. estreptomicina) tem sua atividade aumentada em pH alcalino e antibidticos de
natureza dacida (ex. penicilina) tem sua atividade aumentada em pH 4&cido. E
recomendada a utilizacdo de diluente tampao, com pH proximo aquele de crescimento
6timo do microrganismo, levando em consideracdo a difusdo dos antibidticos no meio
de cultura, visto que essa pode ser alterada de acordo com o pH.

As condi¢Ges de incubagdo, como temperatura e tempo, irdo depender do
microrganismo utilizado como revelador.

. A espessura e uniformidade do Agar sdao conseguidas utilizando-se placas com
fundo plano, tamanho uniforme e com controle rigoroso do volume do meio de cultura
transferido para cada uma.

. A velocidade de difusdao do antibiético no Agar é determinante para o tamanho da
zona de inibicdo de crescimento. Considera-se que somente apds a difusdo da
substancia, antes da multiplicacdo microbiana, ocorre a definicdo do tamanho do halo
de inibicdo de crescimento, posteriormente revelado biologicamente. Assim zonas de
inibicdo maiores podem ser obtidas aumentando a fase lag do microrganismo através
da refrigeracdo das placas ou mantendo-as em temperatura ambiente, apds a adicdo
das solugdes teste e padrao. A fase lag é uma fase de laténcia do microrganismo, que
ocorre ap6s a sua inoculagdo. Nesse periodo os microrganismos comegam a se ajustar
as condigdes fisicas e nutrientes disponiveis e ndao ha divisao celular.

. Quanto a distribuicdo do inéculo, comparou-se espalhamento da suspensdo
microbiana sobre o Agar, seguido da remocdo do excesso; inoculacdo prévia do meio
de cultura e posterior distribuicdo em placas (monocamada) e transferéncia do meio
inoculado sobre uma camada de meio basal (bicamada), concluindo-se que as duas
ultimas técnicas proporcionam uniformidade de carga, sendo que a ultima (bicamada)
resultou em zonas de inibicdo mais nitidas, porém envolveu maior dispéndio de tempo.



. Caracteristicas da amostra como natureza inibitéria (antibiéticos) ou estimulante
(fatores de crescimento) dos componentes da amostra sobre o microrganismo-teste,
além da hidrossolubilidade e difusibilidade no meio de cultura.
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% Escolha do microrganismo e sua sensibilidade

% Condigoes do microrganismo teste (forma vegetativa ou
esporulada)

% Formulacao e condicao do meio

% Densidade da semeadura

% Volume da solucao-teste

% Espessura do agar

% Tempo de aplicacdo da solugao teste

% Temperatura de incubacao
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Os principais fatores que influenciam o tamanho do halo de inibicdo no ensaio para
determinar a poténcia do antibidtico s3do:

- Escolha do microrganismo e sua sensibilidade, onde microrganismos mais sensiveis
exibirdo halos de inibicdo maiores.

- Condic¢Ges do microrganismo teste. Se o microrganismo for inoculado na forma de
esporos (forma latente), a sua multiplicacdo demorard mais para ocorrer, favorecendo,
assim, a maior difusdo do antibidtico pelo Agar e, consequentemente, maior halo de
inibicdo. Por outro lado, a inoculagdo de microrganismos na forma vegetativa (forma
ativa), favorece a rapida multiplicacdo dos microrganismos, o que resulta na formacao
de halos de inibicdo menores.

- Formulagdo e condicdo do meio, como nutrientes, pH e contetddo de agua.

- Densidade da semeadura, onde a zona de inibicdo sera inversa ao tamanho do
inéculo.

- Volume da solugdo-teste, que deve ser grande o bastante para ser considerado
constante.

- Espessura do Agar, que serd inversamente proporcional ao tamanho do halo de
inibigado.

- Tempo de aplicagdo da solugdo teste, que ndao deve diferir do tempo de aplicacdo
da solugdo padrao. Ambas solugdes devem ter o mesmo tempo de difusdao, antes da
incubacao.

- Temperatura de incubagdo, que dependera do microrganismo utilizado como
revelador, e que deve ser uniforme ao longo do tempo de incubacao.
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Problema: Halo duplo

. &=
¢ Cepas mistas J‘,

e Pequeno volume de solu¢ido no reservatorio (crescimento

do microrganismo em funcao da baixa concentragao)
e Aparecimento em todas as concentracgoes: resisténcia do

microrganismo
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Existem algumas situacGes em que aparecem halos duplos apds a incubacdo. O
aparecimento desses pode ocorrer quando tivermos cepas mistas, onde cada
microrganismo ira responder diferentemente ao antibidtico testado. Outro motivo
pode ser o pequeno volume da solucdo de antibidtico no reservatorio, fazendo com
gue a concentracdo do antibidtico caia rapidamente a valor abaixo do original, o que
possibilita aparecimento de crescimento do organismo teste em funcdo da baixa
concentracdo que se difunde posteriormente. Quando o aparecimento do duplo halo
ocorre em todas as concentragdes significa que o microrganismo adquiriu resisténcia,
de modo que parte desta populacdo irda manifestar crescimento, em densidade inferior,
numa concentra¢cdo maior de antibidtico (mais préximo ao reservatorio).

Em todos os casos, o aparecimento do halo duplo ndo invalida o ensaio, desde que a
leitura seja padronizada para a medida da distancia de difusdo, considerando a zona
limitrofe externa ou interna do halo duplo.
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Calculo para obtencao dos resultados: Ensaio de Difusdao em Agar
¢ Delineamento do Ensaio: 5 x 1 (USP, 2017)

- 3 placas para cada concentracdo da curva
(P1, P2, P4 e P5 (com excecdo da

concentracdo média — P3)

- 3 placas para cada amostra

\

e Incubar e medir o didmetro dos halos de

inibicdo

Padrao
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Segundo recomendacdes da Farmacopeia Americana (2017), o delineamento do
ensaio para determinar a poténcia dos antibiéticos é o 5 x 1. Este delineamento utiliza
uma curva padrao com 5 concentragdes e uma Unica concentragdao de cada amostra.
Para o ensaio de difusdo em Agar, cada placa incluird somente dois tratamentos, o
tratamento referéncia (corresponde a concentracdo média do padrio = P3) e
gualquer uma das demais concentracbes do padrdo (P1, P2, P4 ou P5) ou a amostra
(A3). A amostra é diluida até uma concentracdo nominal estimada (A3) que
corresponde a concentracdao média do padrdo (P3). Essa diluicdo tem o propésito de
garantir que a concentracdo da amostra estard na porcao linear da curva padrdo. O
teste determina a poténcia relativa de A3 com relagdo a curva.

A determinacdo da poténcia dos antibidticos esta sujeita a variagGes inter-ensaios,
assim como, intra-ensaio. Sendo assim, trés ou mais experimentos independentes
(réplicas bioldgicas) sdo necessarios para estimar a poténcia de uma dada amostra. O
numero de ensaios necessarios ira depender da variabilidade do ensaio, de modo que
os resultados encontrados sejam confidveis. Esses ensaios incluem o preparo de
diferentes solugdes padrao e teste, a partir do mesmo padrdao e amostra; e a realizagao
da analise em diferentes dias. A média da poténcia deve incluir os resultados de todos
os ensaios independentes. Os resultados combinados de uma série de pequenos e
independentes ensaios, obtidos ao longo de diferentes dias, levara a resultados mais
confidveis que aqueles obtidos por apenas um Unico ensaio, com o mesmo numero
total de placas ou tubos.

Procedimento para delineamento 5 x 1: para a curva padrao, utilizar um total de 12
placas, trés para cada uma das solu¢ées do padrao (P1, P2, P4, P5), exceto para a
concentracdao média da curva (P3) que é incluida em todas as placas. Em cada conjunto
de trés placas, utilizar trés cilindros para a concentracdo média (P3) e alternar trés
cilindros para a concentracdo baixa (P1) e assim sucessivamente com as demais
solugdes do padrao. Dessa maneira, obtém-se 36 halos de inibicdao para a concentragao
(P3) e nove halos de inibicdo para cada uma das outras quatro concentragbes da curva.
Para cada amostra, empregar trés placas, onde serdao colocados trés cilindros para a



concentracdo média do padrdo (P3) e trés com a solucdo da amostra preparada na
mesma concentragdo do padrao (A3).

Aplicar 0,2 mL das solugdes nos cilindros ou nos moldes de ago inoxidavel por meio
de pipeta ou outro instrumento calibrado, caso ndo especificado na monografia
individual. Apds realizar os procedimentos adequados para o delineamento escolhido,
incubar as placas na temperatura indicada, cuja variacdo ndo devera exceder + 0,5 °C,
durante um periodo de 16 a 18 horas. Em seguida, medir o didgmetro dos halos de
inibicdo empregando dispositivo adequado para medida, como paquimetro, ou
projetor éptico que tenha precisdo de 0,1 mm ou menos.

Cdlculo para delineamento 5 x 1 : Procedimento para construcdo da curva dose-
resposta:

No método por difusdo em Agar, medir os halos de inibicdo para cada uma das
concentracbes do padrao (P1, P2, P3, P4, e P5) nos quatro conjuntos de placas. A
média das 36 leituras da concentracdo intermediaria do padrao (P3) é utilizada para
corrigir as médias de cada uma das outras concentracdes do padrao P1, P2, P4, P5. A
correcdo se efetua da seguinte maneira: medir as 36 leituras de P3 em todas as placas
e calcular a média. Medir as nove leituras de P3 no conjunto de placas (3) para as
outras concentragées (P1, P2, P4 e P5) e calcular a média. Calcular a diferenca entre a
média total e a média nas trés placas de cada concentracdo, a qual deve ser somada as
medidas das outras concentragdes.
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a1 | Zonza | Zonzs | Médi DP DPR | Zonaz | Zonzg | Zonzé | Méd: DP DPR | Médi
(mm) | @mm) | (mm) (mm) | (om) | (mm) e=Eh
P1 32 1 161 15,6 158 | 15867 | 0200 13 14,6 141 135 | 14167 | 0324 23 | w022
2 16,0 159 16,2 145 141 14,4
3 157 157 158 14,0 14,2 141
P2 40 1 15,8 15,6 155 | 15567 | 0158 10 14,7 151 148 | 14833 | 0265 18 | 14,080
2 157 155 156 14,7 14,9 152
3 157 154 153 148 150 143
P4 625 1 15,6 15,8 160 | 15789 | 0169 11 16,6 16,8 163 | 16578 | 0233 14 16,511
2 15,8 15,6 157 16,6 165 16,2
3 16,1 157 158 169 16, 16,8
P5 | 7.8i25 1 15,6 15,6 155 | 15667 | o141 09 7.3 17,0 179 | 17167 | o224 13 | 17222
156 157 155 7.3 17.4 17,
3 159 158 15,8 7.3 17.3 167
15,722
P3na 1 157 15,8 157 | 15678 | ou79 11 153 158 157 | 15478 | 0307 | =20 | 15522
amostra
2 159 157 15,7 158 158 155
3 155 158 153 15,2 15,1 15,1
#Corresponde & média dos 36 valores de P3 Calculo da concentracdo da amostra:
DP: Desvio Padrio DPR: Desvio Padrdo Relativo x=(y-9,978)/3,551 > x=(15,522-9,078)/3,551 > x=1,561
Camostra=€"5" >C=4,765 > 95,3%
Equacdo da reta para a curva padrdo: y=ax +b > y=(3,551.X) + 9,978
onde y=tamanho do halo e x = log da concentracio

Exemplo:

Valor médio de P3 nas 36 leituras: 15,722 mm

Valor médio de P3 nas placas com P1: 15,867 mm

Valor médio de P1 nas placas com P1: 14,167 mm

DP: Desvio padrao

DPR: Desvio padrao relativo

Ciélculo para correcdo dos valores:

Média corrigida (mm) = média do padrdo original (P1) - (média da referéncia (P3)
para essa concentracao — média da referéncia (P3) de todas as concentragdes)

Exemplo para as trés placas do padrdo P1 da tabela

Média corrigida (mm) = 14,167 — (15,867 — 15,722)

Média corrigida (mm) = 14,167 — 0,145

Média corrigida (mm) = 14,022 mm

Essa correcdo deve ser feita para todos os demais pontos da curva (P2, P4 e P5).
ApOds a correcdo, é possivel fazer um grafico e determinar a equagao da reta com os
valores obtidos:

Padrdo Média dos halos corrigidas (mm)  Concentragdo (U/mL)
P1 14,022 3,2
P2 14,989 4,0
P3 (referéncia) 15,722 5,0
P4 16,511 6,25
P5 17,222 7,8125

Equacdodareta:y=ax+b > y=(3,551.x)+9,978 x=(y-9,978)/3,551
x=(15,522-9,978)/3,551 > x=1,561

Onde y=tamanho do halo (mm)

x= Log da concentrac¢do do antibidtico

a= coeficiente angular (inclinacdo da reta)

b= coeficiente linear (local de interceptacdo do eixo y)

Conc. Amostra = %' =4,765 Resultado = (4,765/5000) x 100 = 95,3%
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Ensaio Microbiolégico - Principio do Método

TURBIDIMETRICO

Inibicéio crescimento
microbiano

Meio cultura liquido
W ¢
Meio limpido ey y
(auséncia de crescimento =
microbiano) \‘
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J& o método turbidimétrico depende da inibicdo do crescimento de um
microrganismo em meio de cultura liquido, contendo solucdo uniforme de antibidtico,
o qual é favoravel ao rapido crescimento do microrganismo, na auséncia do antibidtico.

Procedimento para delineamento curva 5 x 1: para o delineamento 5 x 1, preparar
diluicGes que representem cinco concentracdes do padrao (P1, P2, P3, P4 e P5) e uma
concentracdo da amostra (A3). A solucdo da amostra deve corresponder a mesma
diluicdo do padrao que corresponde a concentracdo média da curva (P3). Empregar
pelo menos trés tubos para cada concentracdo do padrdo e da amostra. Dessa forma,
pelo menos 18 tubos sdo necessarios no ensaio. Apds realizar os procedimentos
adequados para o delineamento escolhido, inocular o meio de cultura recomendado
com quantidade conhecida de suspensdo do microrganismo sensivel ao antibiotico, de
modo que, apds incubacdao de aproximadamente quatro horas, a turbidez bacteriana
no meio seja de facil medida e mantenha correlagdo entre a dose e a resposta da
substancia em andlise. Durante a incuba¢do é necessdrio tomar a precaugdo de
assegurar temperatura adequada e uniforme para todos os tubos. O tempo adequado
deve ser verificado pela observagao do crescimento no tubo contendo a concentragao
média (P3) utilizada no ensaio. Apdés o periodo de incubagdo, interromper a
multiplicacdo dos microrganismos pela adicdo de 0,5 mL de solu¢cdo de formaldeido a
12%, em cada tubo. Determinar a absorvancia para cada tubo em espectrofotémetro,
no comprimento de onda de 530 nm ou 580nm. Padronizar o aparelho em absorvancia
por meio do branco contendo a mesma quantidade de caldo nutriente e formaldeido, a
12%.
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0N
Ensaio fotométrico - Turbidimetria

Principio: adicao da substancia-teste a suspensdo do organismo
em meio nutriente - incubacdo - leitura da turbidez

Emprego: produgio, isolamento, purificacao e estudos de
atividade farmacologica

®= Suspensao do microrganismo

= Meio de cultura

u pH

= Temperatura de incubagio (condugao
térmica desigual)

= Agitacgdo dos tubos

= Tempo de incubagio (3 a 5 horas)
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Embora se possa dimensionar a resposta como peso seco, numero total de
microrganismos, numero de microrganismos vidveis, nitrogénio total, pH, acidez
titulavel, liberacdo de CO, e consumo de oxigénio, a leitura da turbidez da suspensao,
apos a incubacdo, é o parametro mais amplamente empregado.

Esse método tem sido empregado desde o inicio do uso das penicilinas, tendo sido
adotado nas etapas de producdo, isolamento, purificacdo e estudos de atividade
farmacoldgica.

- A suspensdo de microrganismos pode ser feita diretamente a partir de culturas
mantidas em tampao-glicerol, conservadas a -40°C, ou pela lavagem de culturas de 24
h com tampao fosfato ou com o préprio meio utilizado no ensaio.

- A velocidade de crescimento do microrganismo é afetada pela composicdo do
meio de cultura, pH, temperatura de incubagao e aeragao.

-A composicdo dos meios de cultura para dosagem de antibidticos deve ser
completa, para nao interferir na resposta gradual do microrganismo em fung¢do das
diferencgas na concentragao do antibidtico.

-0 pH influencia a atividade da maioria dos antibiéticos, que se constituem de
substancias acidas ou bdsicas. Este fendmeno pode ser usado para alterar
consideravelmente a resposta média dos testes. Além disto, o pH deve favorecer a
estabilidade da substancia em andlise.

- A temperatura de incubacdo é de 36 a 38°C na maioria dos procedimentos. A
reducdo da temperatura faz diminuir a velocidade de crescimento dos microrganismos
e aumenta o tempo de incubagdo. Um problema pratico durante a incubacgdo diz
respeito a condugdo térmica desigual nos multiplos tubos do ensaio, prejudicando,
principalmente, os tubos mais internos da estante, quando se utiliza estufas. Este
problema é menos marcante quando se utiliza banho de dgua com circulagao.

- A agitacdo dos tubos pode constituir em exigéncia indispensavel para certos
microrganismos, além de reduzir o periodo de incubagdo. A incubacao estatica pode
criar um gradiente no crescimento dos microrganismos, que encontram condi¢des de
microaerofilia ou anaerobiose no fundo dos tubos.



- O tempo de incubacdo geralmente varia entre 3 a 5 horas. O tempo é determinado
no momento em que o tubo zero (onde o indculo é feito apenas em meio de cultura
liquido) atinge DO de 0,7 a 0,8 (em comprimento de onda de 530 ou 580nm). Este
tempo é em funcdo de variaveis como composicdo do meio e pH do mesmo,
temperatura de incubacdo, tamanho do indculo, aeracdo e cepa do organismo teste.
N3do é importante um tempo exato de incubacdo, mas sim a obediéncia do mesmo
tempo para todos os tubos do ensaio.
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e
Ensaio por Turbidimetria - FB (2019)

Tabela 1 — Ensaio microk

logico por turbidimetria.

Ribeir&o Preto - 2020

Caldo Volume do Temperatura
Antibidtico Micro-organismo trient inécula de incubagio
FHITTENIe | mL/100 mL &)
icacina Staphylococcus aureus (ATCC 3 01 37
A 6538p)
Canamicina Staphylococcus aureus (ATCC 3 02 27
6538p)
Candici Saccharomyces cerevisiae (ATCC 13 02 28
dina 9763)
. Kilebsiella pneumoniae (ATCC
Capreomicina 10031) 3 0,05 37
Ciclosserina Staphylococcus aureus (ATCC 3 04 37
6538p)
Cloranfenicol Escherichia coli (ATCC 10536) 3 0,7 37
Clortetraciclina Staphylococcus aureus (ATCC 3 01 36
6538p)
. lococcus aureus (ATCC
Tocicl P
D lina 6538p) 3 0,1 37
Diidr P Kieb. P (ATCC 3 0,1 37

Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos

Nessa tabela, retirada da Farmacopeia Brasileira
necessarias para a realizagdo do ensaio microbiolégico por turbidimetria para alguns
antibiodticos. Ela inclui o microrganismo adequado, meio de cultura (liquido), volume do
indculo e temperatura de incubacao.

(2019), temos as condicoes
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Tabela 2 — Preparacio da sahugho padrio e da curva padrio - Métod
a. Condigdo 4. Concem rache | ¢ Precede . Solugho & Faixa de
<. Solugdo para vatidade da
Antividtico de dessecagdo | b, Selvente inicial diluiodo (S43.3) | 44 soucio de volugio sop | POra diuice | concentragdo
(5533 P trabaihe ('mL) (5533 (mL)
refrigeragdo
Amicacia [ Agua estiénil Tmg 14 dias. Agua esténil Galdpg
Cansmicina s Agua esténl 1mg 30 duns Agua esténl 6aldpg
Candumicina 6 Dimetilsufoxido 1mg Usarpomesmo  Aguaesténl 0022014 pg’
dia
Capreomicina s Agua esténl 1mg 7 duas Aguaesténl 602180 g
Ciclossenna 1 - Agua esténl 1 mg 30 duas Agua esténl 20280 g
Cloranfenicol s 10 000 g por ml. em 1 1 mg 30 dias 1 Tadpg
dlcool etflico
Clontetraciclina s - HC10,01 M 1mg 4 dias Aguaesténl 0032009 g
Demectociclina 1 HCI01 M 1mg 4 dias Aguaesténl 0062014 g
Dudroestreptomscina s Agua esténl 1mg 30 dias Agua esténl 20260 pg
Domicichaa 8 HC10.1M 1mg S duas Aguaesténl 0062014 g
Espectimnomicina s Agua esténl 1 mg 30 dias Agua esténl 20260 ug
Estreptomscina 1 Agua esténl 1mg 30 duns Agua esténl 20460 ug
Granucidina 1 Alcool etiico 95% 1mg 30 duas Alcool etilico 0,02 2 0.08 g
95%
Linconucua s Agua esténl 1mg 30 dias Agmesténl  03a08pg
Minociclina s HCI01 M 1mg 2 dias Aguaesténl 0063012 g
Oxitetracichna s HC101 M 1mg 4 dias Aguaesténl 0162032 g
Rolitetraciclina 1 Agua esténl 1mg 1dia Aguaesténl 0162032 g
Tetracichna 8 HCI01M 1mg 1dn Aguaesténl 0162032 g
Turotricuna® 1 Alcoal etilico 95% ™ 30 das Alcool etilico 0,02 0,08 g
95%
Tobramscina 8 Agua esténl 1mg 14 dias Agua esténl ladug
Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
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Nessa tabela, retirada da Farmacopeia Brasileira (2019), temos as condi¢Ges
necessarias para a realizagdo do ensaio microbiolégico por turbidimetria para alguns
antibidticos. Ela inclui os diluentes utilizados para o preparo das solugcGes padrao e
teste, bem como a faixa de concentracao utilizada para os ensaios de cada antibiético.
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Importancia: garantir o efeito
terapéutico e evitar efeitos adversos

Método
Microbiologico

X

Método Fisico-
Quimico

Disciplina de Controle de Qualidade de Produtos Farmacéuticos e de Cosméticos
Ribeir&o Preto - 2020

A determinacdo da poténcia de um antibidtico é importante para garantir que este
alcance o efeito terapéutico, evitando os efeitos adversos. Ha situacbes em que a
margem entre a dose terapéutica é muito préxima da dose toéxica; e uma pequena
alteracdo na poténcia desse antibidtico pode ser suficiente para atingir essa dose
téxica, causando, no paciente, efeitos indesejaveis. Além disso, existem falsificacGes
com moléculas estruturalmente similares (indetectaveis por métodos fisico-quimicos),
porém com poténcia reduzida ou nula.

Sendo assim, quando o método microbiolégico deve ser utilizado? Ele é indicado
para substancias ou preparacdes em que a poténcia/teor dos antibidticos ndo pode ser
analisada por métodos fisico-quimicos. O método microbiolégico é mais especifico que
o fisico-quimico; pois pequenas mudancgas na estrutura de um antibiético podem ndo
ser detectadas pelos métodos fisico-quimicos e serem detectadas no microbioldgico.
Além disto, podem existir situagdes em que o medicamento nao consiste de substancia
definida que possa ser completamente caracterizada por suas propriedades fisico-
quimicas.
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