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RESUMO: Os autores utilizaram um método microbiologico de cilindros em placas, adaptado para de-
terminar a atividade percentual da amicacina, canamicina, estreptomicina, neomicina e sisomicina, com o
objetivo de comparar esses resultados com os que seriam obtidos por varios métodos fisico-quimicos a serem
testados para esses antibioticos. Algumas novas adaptag¢des foram necessarias porque alguns dos antibiéticos
ndo apresentavam métodos microbioldgicos, usando cilindros em placas, oficializados para o seu doseamen-
to, ou, mesmo, ndo estavam inscrito em codigos oficiais. Foi utilizado Staphylococcus epidermidis para o en-
saio da neomicina e Bacillus subtilis para os ensaios dos outros antibiéticos. Os métodos mostraram-se ade-
quados para a avaliacdo da atividade percentual dos antibiéticos.
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1. INTRODUCAO

O doseamento de antibi6ticos por méto-
dos microbioldgicos traduz com grande fide-
lidade o estado dessas substincias, pois in-
forma sobre sua caracteristica peculiar, a po-
téncia antibacteriana, dificil de ser quantifi-
cada por métodos fisico-quimicos.

Métodos microbiologicos de cilindros
em placas, adaptados de codigos oficiais®’ e
de GROVE & RANDALS, foram desenvol-
vidos para a avalia¢do da poténcia antibacte-
riana dos antibioticos aminoglicosidicos
amicacina, canamicina, estreptomicina, neo-
micina e sisomicina, com o objetivo de com-
parar os resultados com os que seriam obti-

dos por métodos fisico-quimicos, adaptados
por CAMPOSS3 para a gentamicina, a serem
testados nos antibioticos em estudo.

Algumas adaptagdes se fizeram necessa-
rias, uma vez que alguns dos antibioticos es-
tudados n3o apresentavam doseamento ofi-
cial por método de cilindros em placas, ou
mesmo, ndo constavam ainda nos codigos
oficiais?%5:6,7,

2. MATERIAL E METODOS

As concentracdes das solugdes dos pa-
drées e das amostras dos antibidticos em es-
tudo estdo expressas em quantidade da base
pura por volume, nos casos da amicacina,
canamicina e sisomicina, e em quantidade do
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sulfato por volume, nos casos da estreptomi-
cina e neomicina.

2.1. Amostras

Foram utilizadas amostras comerciais
dos sulfatos de amicacina (solu¢do injeta-
vel), canamicina (solug¢do injetavel), estrep-
tomicina (p6 para injetavel) e sisomicina (so-
lucdo injetavel). Fez-se uso, também, de po-
mada de neomicina, preparada anteriormen-
te por BAPTISTA!, segundo a composicio
seguinte: sulfato de neomicina 0,05 g; polie-
tilenoglicol 4000 4,14 g e polietilenoglicol
400 5,81 g.

Destas amostras foram preparadas solu-
¢Oes estoque dos antibidticos na concentra-
¢do de 1 mg/ml, usando-se, como solvente,
solucdo tampdo fosfato 0,1 M n.° 3, pH
8,043.7_ A partir destas solucdes estoque fo-
ram realizadas, em cimara de fluxo laminar
(Laminar flow BSH), no momento do en-
saio, dilui¢des sucessivas, até serem obtidas
solugdes dos antibidticos nas concentracdes
de0,5;1,0 € 2,0 ug/ml.

A amostra de estreptomicina (po para
injetavel) foi previamente seca a 60°C, du-
rante 3 h, sob pressdo de S mmHg?.

Para a preparacdo da amostra de neo-
micina (pomada), ap6s homogeneizagdo pré-
via, foram pesados 10 g de pomada, aos
quais foram adicionados 50 ml de acetona
p.a. Aqueceu-se, por 3 minutos, em banho-
maria, sob agitacdo constante, até a total
dissolucdo da pomada. A suspensdo obtida
foi centrifugada a 4000 rpm por 20 minutos,
em centrifugador Janetski K23. Dissolveu-se
o residuo e completou-se o volume com a so-
lucdo tampao fosfato, obtendo-se solugio de
sulfato de neomicina na concentracdo de 1
mg/ml!.

2.2. Padrées

Foram preparadas solugdes estoque dos
padrdes dos antibioticos na concentragdo de
1 mg/ml, usando-se, como solvente, agua
destilada, para a estreptomicina, e soluc¢ido
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tampdo fosfato 0,1 M, pH 8,0, para os ou-
tros antibioticos®3-7. Os padrdes de sulfato
de estreptomicina e de sulfato de neomicina

foram previamente secos a 60°C, por 3 h,
sob pressdo de 5 mmHg?.

A partir destas solugdes estoque foram
preparadas, no momento do ensaio,
utilizando-se os respectivos solventes, solu-
¢Oes dos antibioticos nas concentracdes de
0,5,1,0e2,0 ug/ml.

2.3. Microrganismos teste

Utilizou-se Bacillus subtilis ATCC
6633, para os ensaios da amicacina, canami-
cina, estreptomicina e sisomicina. O micror-
ganismo, mantido em meio n.° 1, inclinado,
segundo GROVE & RANDALLS, por 120 h,
a 32-35°C, em estufa microbioldgica He-
raeus, foi repicado para caldo simples e dei-
xado desenvolver-se por 24h a mesma tempe-
ratura. No momento do ensaio, esta ultima
cultura foi diluida a 2% v/v em meio de cul-
tura n.° 55, mantido a aproximadamente
42°C. Para o ensaio da neomicina, utilizou-
se Staphylococcus epidermidis, ATCC
12228. O microrganismo, mantido em meio
n.° 13, inclinado, por 24 h, a 32-35°C, foi re-
picado para caldo simples e desenvolvido,
por 24 h, a mesma temperatura. No momen-
to do ensaio, esta ultima cultura foi diluida,
a 2% v/v, em meio de cultura n.° 115, man-
tido a aproximadamente 42°C.

2.4. Cilindros

Foram utilizados cilindros de ago inoxi-
davel, com 8 mm de didmetro externo, 6 mm
de didmetro interno e 10mm de altura, lava-
dos e esterilizados a 180°C, por 2 h.

2.5. Placas

Placas de Petri, com 20 mm de altura e
100 mm de didmetro, foram lavadas com
agua destilada e esterilizadas a 180°C, por 2
h, sendo, posteriormente, distribuidas em
camara de fluxo laminar. Foram usadas do-
ze placas para cada determinagio, isto é,
quatro placas para cada dilui¢do.
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2.6. Ensaio

Apo6s a distribuicdo das placas, cada
uma recebeu aproximadamente 20 ml do
meio utilizado como camada de base, n.° 5
(amicacina, canamicina, estreptomicina e si-
somicina) ou n.° 11 (neomicina). Apés a so-
lidifica¢do da camada de base, foram adicio-
nados, a cada placa, 4 ml do indculo,
deixando-se solidificar. Em seguida, foram
colocados quatro cilindros, dois para recebe-
rem as solu¢des dos padrdes e os outros dois
para as solucdes das amostras. Em cada ci-
lindro foram colocadas trés gotas da dilui¢do

correspondente. As placas com B. subtilis
foram incubadas a 32-35°C e as placas com

S. epidermidis a 35-37°C, por 16-18 h, para
o aparecimento dos halos de inibigdo, que
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foram medidos, ao centésimo do milimetro,
por meio de paquimetro Polaris 6411 G15.

3. RESULTADOS

Foram plotados num grafico ‘‘logariti-
mo da concentrag¢io versus didmetro dos ha-
los de inibi¢d0’’ os pontos relativos as meé-
dias aritméticas de oito medidas de halos,,
para cada uma das trés dilui¢des do padrido e
da amostra. Apos tragarem-se duas curvas
paralelas, referentes ao padrao e a amostra,
o resultado foi obtido através da razdo entre
os logaritimos das concentra¢des do padrdo
¢ da amostra capazes de provocar o mesmo
grau de inibi¢do, conforme esta indicado na
Fig. 1.

—
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FIG. 1 — Representagio grafica da determinag3o da atividade percentual de antibiotico aminoglicosidico (A%). P =
Padrao, D = Amostra, A% = log [P]/log [D] x 100.

4. DISCUSSAO

O método dos cilindros em placas, ape-
sar de requerer cuidados minuciosos por par-
te do executante e um maior namero de da-

dos para a obtenc¢do dos resultados, em rela-
¢do aos métodos fisico-quimicos em geral,

mostrou ser reprodutivel e foi de inestimavel
valor para a avalia¢do dos outros métodos
estudados. Assim, por exemplo, a baixa ati-
vidade encontrada para a peomicina reflete
fielmente os resultados obtidos por BAP-
TISTAL
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Algumas adapta¢des foram necessarias,
em virtude da inexisténcia, em alguns casos,
de técnica oficializada de ensaio microbiolo-
gico com cilindros em placas.

Dessa maneira, preferiu-se analisar a
amicacina pelo método dos cilindros em pla-
cas em lugar do método turbidimétrico ofi-
cial com Staphylococcus aureus. Utilizou-se
Bacillus subtilis por ser microrganismo ndo
patogénico, e esta escolha baseou-se nas con-
di¢des preconizadas para o ensaio da estrep-
tomicina e para a verificacdo do contetido de
canamicina B em prepara¢des de canami-
cina®.

Para a sisomicina, que n3o estava ins-
crita em nenhum dos c6digos oficiais consul-
tados e, conseqiientemente, nio apresentava
nenhuma indica¢do técnica para o seu dosea-
mento microbiologico, foi necessaria a mon-
tagem de todo o método. Neste sentido, e
por analogia com os outros antibi6ticos estu-
dados, verificou-se que era possivel o seu do-
seamento, utilizando-se técnica idéntica.
Preferiu-se preparar as solugdes estoque de
amicacina e de sisomicina com a solucgdo

tampdo fosfato, em lugar de fazé-lo com
agua destilada, para que se tivesse maior se-
guran¢a quanto a estabilidade desses anti-
bioticos e para manter-se a uniformidade da

adaptacdo do método.

As placas foram incubadas a 32-35°C,
porque verificou-se na pratica, que essa tem-
peratura promovia o aparecimento de halos
de inibi¢do satisfatérios para o desenvolvi-
mento da metodologia, ao invés de fazé-lo a
37°C, como indicam alguns codigos oficiais.

5. CONCLUSOES

Observando-se o desenvolvimento das
técnicas e os resultados obtidos, conclui-se
que o meétodo microbiologico dos cilindros
em placas, nas condi¢cdes apresentadas, é
adequado para a determina¢ido da atividade
percentual dos antibioticos estudados.
Verificou-se, ainda, que o método microbio-
logico devera acompanhar os métodos
fisico-quimicos, para maior seguranga na de-
termina¢@o dos antibi6ticos aminoglicosidi-
Cos.
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ABSTRACT: The authors used an adapted microbiological cylinder-plate assay method to determine
the percentual activity of amikacin, kanamycin, streptomycin, neomycin, and sisomicin in order to compare
these results with those which would be obtained by means of several physico-chemical assay methods to be
tested in these antibiotics. Some new adaptations were necessary, because some antibiotics studied had no of-
ficial microbiological cylinder-plate assay method and sisomicin was not listed in the official codes.
Staphylococcus epidermidis was used in neomycin assay and Bacillus subtilis in the others. The methods pro-
ved adequate to determine the percentual activity of the antibiotics.
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