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O interesse em pesquisas volta-
das ao desenvolvimento de agentes
antimicrobianos naturais para com-
bater a resisténcia microbiana tem
aumentado consideralvelmente nos
ultimos anos (Mayers, 2009). Con-
forme Soares e Tavares-Dias (2013),
0 uso de produtos naturais vem ga-
nhando destaque, pois podem ser
fontes promissoras de substancias
bioativas contra parasitos € micror-
ganismos, além de ndo serem pre-
judiciais a0 meio ambiente e menos
agressivos a saude do homem no
que se refere aos residuos farmaco-
l6égicos presentes nos alimentos de
origem animal. A atividade de drogas
e compostos naturais contra micror-
ganismos € comumente detectada
pela técnica da Concentragdo Inibi-
téria Minima (CIM), na qual se de-
termina a menor concentragdo da

substancia que inibe o crescimen-
to do microrganismo teste (Clinical
and Laboratory Standards Institute,
2012).

Existe uma gama de métodos uti-
lizados para a detecgdo da atividade
antibacteriana in vitro de drogas e
de compostos naturais. Entre eles,
destaca-se o método de diluicdo em
agar, que € padronizado pelo Clini-
cal and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI) e pelo Comité Europeu
de Testes de Susceptibilidade An-
timicrobiana (EUCAST) (Balouiri et
al., 2016).

O método de diluicdo trata-se de
uma analise quantitativa utilizada
para avaliagdo da Concentracao Ini-
bitéria Minima, na qual as substan-
cias em diferentes concentragdes
sédo adicionadas a um meio liquido



onde é inoculado o microrganismo
e cujo resultado é determinado por
meio de leitura visual ou por meio
de um espectrofotdmetro (Ostrosky
et al., 2008; Balouiri et al., 2016). Tal
analise pode ser dividida em macro-
diluicdo e microdiluicdo. A macrodi-
luicdo utiliza tubos e volumes de 1
mL a 10 mL, enquanto a microdilui-
¢ao é realizada em placas de 96 po-
¢os utilizando-se menores volumes
(100 pL). Por ser uma tarefa tediosa
e manual, que requer grande quan-
tidade de reagentes e espacgo, o
método da macrodiluicdo mostra-se
desvantajoso em relagdo a microdi-
luicéo (Jorgensen; Ferraro, 2009).

A microdiluicdo apresenta uma
série de vantagens em comparacao
ao outro método, como sensibili-
dade, reprodutibilidade, economia
de espaco, possibilidade de uso de
placas comerciais e sistemas auto-
matizados de leitura e baixo custo
(Ostrosky et al., 2008; Veiga, 2016;
). Dessa forma, o uso dessa técnica
para a determinagdo da Concentra-
¢ao Inibitéria Minima de drogas e
compostos € amplamente difundido
(Chraibi et al., 2017; Amparo et al.,
2018; Ceballos et al., 2018).

Posteriormente a verificagdo da
CIM, pode-se prosseguir com o tes-
te da Concentracao Bactericida Mi-

nima (CBM), que se refere a concen-
tragdo minima do composto natural
capaz de eliminar completamente
as bactérias alvo do estudo. Nesse
caso, as amostras obtidas do caldo
nutritivo de cultura com o composto
natural, na CIM observada, séo sub-
cultivadas em placas de Petri com
meio de cultura a base de agar e sao
expostas a condigbes ambientais
favoraveis ao crescimento bacteria-
no, para verificar se a concentragcao
testada teve agao bactericida, que é
constatada quando ndo se verifica
crescimento bacteriano na placa de
Petri (Araujo et al., 2009).

Essa publicacdo descreve o pro-
cedimento otimizado de preparagao
das solugbes que contém oleo es-
sencial (OE) e extrato etandlico (EE)
de plantas, cultura das bactérias
alvo do estudo, inoculagao e diluigao
dos OE/EE e bactérias na placa de
96 pocos, inoculagdo em placas de
Petri com agar Mueller Hinton e in-
terpretagéo dos resultados.

Materiais necessarios

Reagentes

- Solugéao de alcool etandlico 70%
- Etanol 99,8% PA

- Agar Mueller Hinton

- Caldo Mueller Hinton

- Agua destilada



- Dimetilsulféxido ou sulfoxido de di-
metilo - DMSO

- Tween 80 USP

- Cloreto de Sodio PA

Equipamentos e vidrarias

- Luvas de borracha nitrilica

- Mascara

- Papel toalha

- Placas de Petri

- Alca bacterioldgica

- Estufa de cultura bacterioldgica

- Cabine de seguranga biolodgica

- Microtubos estéreis de 2 mL

- Pipetador 100-1000 uL

- Pipetador 10-100 pL

- Placa de cultura de células de 96
pocos de fundo chato com tampa

- Proveta 10 mL

- Erlenmeyer 250 mL

- Agitador automatico com aqueci-
mento, ou resisténcia

- Vortex/Agitador

- Tubos de ensaio = 5 mL

- Becker 2.000 mL

- Seringa 1-10 mL

- Filtro de seringa de Nylon ou Teflon
PTFE 0,45 pm ou 0,22 pm

- Cubeta de 0,7 mL para espectro-
fotdbmetro

- Espectrofotémetro UV/Vis

- Tubo de ensaio com tampa = 30 mL

- Pincel marcador

Procedimentos

Esta metodologia tem duragéo de
4 dias, englobando desde a prepara-
¢ao da cultura da(s) bactéria(s) alvo
do estudo até a observacao do re-
sultado da Concentragao Bactericida
Minima. Dessa forma, em cada dia,
sao realizadas atividades especificas
para a condugao do ensaio, as quais
séo descritas a seguir.

Dia 1°

Renovagdo da cultura de bacté-
rias alvo do estudo:

e Preparar meio de cultura agar
Mueller Hinton em 1 placa de Petri
(para cada bactéria a ser testada),
aproximadamente 25 mL de agar
para cada placa;

e Autoclavar placa de Petri e agar
Mueller Hinton em erlenmeyer
(preparado conforme recomenda-
¢Oes do fabricante);

e Com uma alga bacterioldgica, se-
lecionar um ponto ou colénia iso-
lada da cultura de bactéria manti-
da previamente em estoque e, na
placa preparada, fazer o esfrega-
¢o em zigzag verticalmente e hori-
zontalmente;

e Incubar por 18-24 horas a 35*2 °C
para utilizagdo no dia seguinte.



Dia 2

Preparo da solugdo com OE/EE:

Pesar 100 mg de OE/EE em mi-
crotubos estéreis;

Diluir o EE da planta em uma solu-
¢ao com 90% de agua destilada +
10% de dimetilsulfoxido (DMSO),
na concentragdo de 100 mg/mL
de EE;

Diluir o OE em uma solugédo com
50% de etanol, 1% de tween e
49% de agua destilada, na con-
centracédo de 100 mg/mL de OE;

Preparar também um microtubo
somente com a solugao diluente
para utilizagdo no controle de toxi-
cidade do diluente de OE/EE;

Preparar o volume de 12 mL de
caldo Mueller Hinton, conforme
recomendagbes do fabricante,
para cada placa de 96 pogos (su-
plementar o meio com sal para
bactérias de ambiente marinho,
respeitando as particularidades
de cada espécie);

Preparar 2 tubos, com 5 mL de so-
lucéo salina (0,85% de NaCl PA)
cada, e esterilizar em autoclave.
Um dos tubos sera o branco; no
outro, serado diluidas as bactérias
para analise no espectrofotdmetro
UV/VIS;

e No microtubo que contém o EE/
OE diluido (na concentragdo de
100 mg/mL), sugar com uma se-
ringa estéril, retirar a agulha, in-
serir o filtro, expelir o filirado em
um microtubo estéril e identifica-lo
com pincel marcador (Figura 1);

Figura 1. Procedimento de filtragem da
solugdo que contém o6leo essencial ou
extrato etandlico a 100 mg/mL. A: Retira-
da da solugédo do microtubo com seringa
estéril; B: Seringa estéril acoplada ao fil-
tro de nylon de porosidade 0,22 ym para
filtragem/esterilizagao da solugdo em um
microtubo estéril.

e Diluir em um dos tubos com solu-
¢éo salina (0,85% NaCl) as bac-
térias alvo do estudo, de forma
que obtenha o padrédo de turva-
¢ao McFarland 0,5 (equivalente a
1,5 x 108 UFC/mL). Com o auxilio
de uma alga bacteriolégica, sele-
cionar de 2 a 3 colbnias isoladas
bem-definidas na cultura da placa
de Petri preparada no dia anterior
e dissolver no tubo de 5 mL com



solugéo salina. Utilizar um agita-
dor automatico para auxiliar na
homogeneizacgéo (Figura 2).

Figura 2. Preparo da solu¢do no padréo
de turvacdo McFarland 0,5. A: Selegéo
de colbnias bacterianas (2 a 3 colénias)
com a alca bacteriologica para dissol-
ver no tubo com solugéo salina (0,85%
NaCl); B: Homogeneizagéo da solugéo
salina com bactérias (1,5 x 108 UFC/mL)
no vortex.

e Constatar em espectrofotdmetro
de UV/VIS a absorbancia em 600
nm de 0,08 a 0,13 da solugao sa-
lina que contém as bactérias dilui-
das (padrao McFarland 0,5). Caso
a leitura de absorbéncia esteja
abaixo de 0,08, inserir mais col6-
nias de bactérias na solugdo sa-
lina e homogeneizar em agitador.
Se a leitura ultrapassar 0,130, de-
ve-se diluir a solugdo salina que
contém bactérias, inserindo mais
solugao salina estéril;

e Dividir o caldo Mueller Hinton es-
téril da seguinte forma: separar 1

mL para o grupo controle de este-
rilidade e 11 mL para diluicdo das
bactérias. Utilizar as bactérias no
experimento com concentragao
final de aproximadamente 5x10°
UFC/mL, conforme orienta a CLSI
(2015). Assim, por meio de dilui-
¢oes, calcula-se a quantidade ne-
cessaria de solugao salina bacte-
riana para o caldo: C1 x V1 = C2
x V2 .. 1,5% 108 UFC/mL x V1 =
5% 105 UFC/mL % 11.000 pL .. V1
= 36,67 pL. Ou seja, deve-se diluir
36,67 pL de solucdo salina com
bactérias na concentragdo 1,5
x 108 UFC/mL em caldo (11.000
pL-36,67 pL = 10.963,33 yL) para
resultar em um meio com bacté-
rias diluidas na concentragao final
de 5x10° UFC/mL. Dessa forma,
deve-se pipetar 10.963,33 yL de
caldo Mueller Hinton estéril para
um tubo de ensaio e 36,67 pL de
solugdo salina com bactérias no
padréo de turvagéo 0,5 da escala
de McFarland e, em seguida, ho-
mogeneizar em agitador. Assim,
obtém-se caldo Mueller Hinton
com as bactérias alvo do estudo
na concentracdo desejada para
utilizar na placa de 96 pocgos;

Na placa de 96 pogos (Figura 3),
procede-se da seguinte forma:
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Figura 3. Exemplo de esquema de uso de placa de 96 pocos com as respectivas con-
centragdes de 6leo essencial/extrato etandlico utilizadas. Coluna 1 a 3: teste do anti-
microbiano 1; coluna 4 a 6: teste do antimicrobiano 2; coluna 7 a 9: teste do antimi-
crobiano 3; coluna 10 a 12: teste do antimicrobiano 4; linha H (H1 a H4): controle de
esterilidade, no qual se utiliza apenas caldo nutritivo estéril, com intuito de constatar
que o caldo nutritivo utilizado no experimento ndo teve contaminagao; linha H (H5 a
H8): controle de crescimento, no qual se utiliza apenas caldo nutritivo com bactérias,
a fim de verificar a viabilidade das bactérias utilizadas; linha H (H9 a H12): controle de
toxicidade, no qual se utiliza apenas o diluente do 6leo essencial ou extrato etandlico
na solugdo que contém caldo nutritivo e bactérias, para verificar se a solugéo diluente
utilizada interfere ou ndo no resultado final de inibigdo do crescimento bacteriano. Cada
tratamento utiliza trés colunas de pocos e cada coluna é referente a uma repeticao do
teste do produto antimicrobiano. Em cada tratamento, inicia-se com o produto antimi-
crobiano na linha A, na concentragdo de 10 mg/mL, e na linha seguinte com a metade
da concentragdo, de forma sucessiva, até chegar na linha G com a concentragéo do
antimicrobiano a 0,156 mg/mL.




¢ Injetar 180 pL do caldo com bac-

térias em todos os pogos da linha
A (da coluna 1 a 12) e no pogo H9;

Injetar 100 yL em todos os pogos
da linha B até a linha G e nos po-
¢os H10, H11 e H12;

Em todos os pocos da linha A (A1
a A12): injetar 20 pL de solucdo
antimicrobiana (OE/EE diluido),
considerando cada coluna 1 repe-
ticdo. No pogo H9, pipetar apenas
a solucao diluente de EE/OE, pois
este sera o grupo controle de toxi-
cidade do diluente;

A partir de entdo, em cada colu-
na (de 1 a 12), pipetar 100 uL do
pogo A para o B, 100 yL do B para
0C, 100 yL do C parao D, 100 pL
do D para E, 100 yL do E parao F,
100 yL do F para o G, 100 uL do
G para o descarte (para que todos
tenham volume final de 100 pL);

Pipetar 100 yL do pog¢o H9 para o
H10, 100 uL do H10 para o H11,
100 pL do H11 para o H12 e 100
pL do H12 para o descarte;

Poco H1 até H4: injetar 100 uL de
caldo estéril sem bactérias e sem
antimicrobiano — controle de este-
rilidade;

Poco H5 até H8: injetar 100 uL de
caldo com bactérias — controle de
crescimento;

e Fechar a placa com tampa (ou em

bolsa), e incubar por 18-24 horas
a35+2°C.

Dia 3

e Deve-se constatar a integridade

do experimento realizado no dia
anterior (Figura 4) e observar ini-
cialmente o grupo controle de es-
terilidade, que deve estar limpido
e sem crescimento bacteriano
(pogos H1, H2, H3 e H4). Em se-
guida, deve-se verificar o controle
de crescimento, no qual as bacté-
rias devem crescer normalmente,
deixando o meio turvo, demons-
trando assim a integridade das
bactérias (H5, H6, H7 e H8). Por
fim, verificar o controle de toxici-
dade do diluente do o6leo/extra-
to, o qual ndo deve ser téxico as
bactérias, observando-se cresci-
mento bacteriano (H9, H10, H11 e
H12). Posteriormente, nos pogos
onde foram testados os produtos
antimicrobianos, deve-se verificar
onde houve e nao houve cresci-
mento bacteriano e observar qual
a menor concentracdo testada
capaz de inibir o crescimento da
bactéria utilizada;
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Figura 4. Placa de 96 pogos ao término do teste de CIM. Grupo 9: teste com extrato
etandlico (EE) de flores de Egletes viscosa nas colunas 1 a 3, e cada coluna é 1 repeti-
¢ao do teste; grupo 10: teste com EE de folhas de E. viscosa nas colunas 4 a 6, e cada
coluna é 1 repeticao do teste; grupo 11: teste com EE de folhas de Solidago chilensis
nas colunas 7 a 9, e cada coluna é 1 repetigdo do teste; grupo 12: teste com EE de
folhas de Croton heliotropiifolius nas colunas 10 a 12, e cada coluna é 1 repeticdo do
teste. Em todos os testes, iniciou-se na linha A com a concentragao de 10 mg/mL de EE
e sucederam-se dilui¢des Y2 (B=5, C=2,5, D=1,25, E=0,625, F=0,313 e G=0,156 mg/
mL). Grupo E: controle de esterilidade nos pogos H1, H2, H3 e H4; grupo C: controle de
crescimento nos pogos H5, H6, H7 e H8; grupo T: controle de toxicidade nos pogos H9,
H10, H11 e H12. Nessa placa, pode-se observar que: os EEs 9, 11 e 12 n&o inibiram
o crescimento bacteriano em nenhuma concentragéo testada; o EE 10 inibiu o cresci-
mento bacteriano até a concentragéo de 2,5 mg/mL em todas as repeti¢cdes; o controle
de esterilidade encontra-se limpido, demonstrando que ndo houve contaminagao no
caldo nutritivo utilizado, garantindo sua integridade; o controle de crescimento encon-
tra-se turvo, demonstrando que as bactérias utilizadas no estudo estavam viaveis; e
no controle de toxicidade do diluente do EE, verifica-se turvagéo, ou seja, a solugéo
utilizada para diluir o EE nao interferiu no crescimento bacteriano, ndo influenciando no
resultado final do experimento.



10

e Pode-se utilizar o sal 2,3,5 trifenil

tetrazolio (CTT) na verificacédo e
confirmagao do crescimento bac-
teriano nos pocgos. Para isso, pre-
viamente, deve-se preparar uma
solucdo aquosa com 3% de sal
2,3,5 trifenil tetrazdlio em frasco
tipo @mbar estéril. Em cada pogo

da placa de 96 pogos, pipetar 20
ML da solugdo de CTT e incubar
por 1 hora. Por fim, verificar os
pogcos que apresentaram turva-
¢ao na cor vermelha, indicativa da
presenga de células bacterianas
viaveis, e que, portanto, o OE/EE
nao teve efeito inibidor (Figura 5);
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Figura 5. Placa de 96 pocos ao término do teste de CIM com utilizagéo do sal 2,3,5
trifenil tetrazodlio (20 pL de solugdo 3%). Grupo A: teste com extrato etandlico (EE)
de folhas de Mikania glomerata nas colunas 1 a 3, e cada coluna é 1 repeticdo do
teste; grupo B: teste com EE de folhas de Mesosphaerum suaveolens nas colunas
4 a 6, e cada coluna é 1 repeticdo do teste; grupo C: teste com EE de folhas de
Lantana camara nas colunas 7 a 9, e cada coluna é 1 repeticdo do teste; grupo D:
teste com EE de folhas de Ocimum gratissimum nas colunas 10 a 12, e cada coluna
€ 1 repeticdo do teste. Em todos os testes, iniciou-se na linha A com a concentragao
de 10 mg/mL de EE e sucederam-se diluigbes 2 (B=5, C=2,5, D=1,25, E=0,625,
F=0,313 e G=0,156 mg/mL). Grupo E: grupo controle de esterilidade nos pogos H1,



H2, H3 e H4; grupo C: controle de crescimento nos pogos H5, H6, H7 e H8; grupo T:
controle de toxicidade nos pogos H9, H10, H11 e H12. Nessa placa, pode-se obser-
var com mais facilidade, por meio do uso do sal 2,3,5 trifenil tetrazdlio que: os EEs
A e B nao inibiram o crescimento bacteriano em nenhuma concentragao testada,
0 que é possivel verificar pela coloragdo vermelha em todos os pogos; os EEs C e
D inibiram o crescimento bacteriano até a concentragdo de 5 mg/mL em todas as
repeticdes, pois até a referida concentragdo do EE nao se verificou coloragéo ver-
melha; o controle de esterilidade encontra-se limpido, demonstrando que ndo houve
contaminacao no caldo nutritivo utilizado, garantindo sua integridade; o controle de
crescimento encontra-se vermelho, demonstrando que as bactérias utilizadas no
estudo estavam viaveis; e no controle de toxicidade do diluente do EE, verifica-se
coloragéo vermelha, ou seja, a solugéo utilizada para diluir o EE n&o interferiu no
crescimento bacteriano, nao influenciando no resultado final do experimento.

* ApoOs constatar os grupos controle Mueller Hinton (n&o tocar no agar

e o resultado de inibi¢do do cres-
cimento, preparar meio de cultura
agar Mueller Hinton (seguindo as
recomendagbes do fabricante),
suficiente para trés placas de Pe-
tri para cada tratamento (25 mL
de agar/placa). No caso de bacté-
rias de ambiente marinho, suple-
mentar o meio de cultura com sal,
respeitando as particularidades
de cada espécie;

A partir da placa de 96 pocos, pi-
petar uma aliquota de 10 uL de
cada pogo na placa com agar

com o pipetador) e, em seguida,
dividir uma placa em trés setores
(Figura 6). Cada setor deve fazer
referéncia a uma concentracao
inibitéria e cada ponto dentro do
setor deve ser uma amostra de
10 yL de cada repeti¢do. Incu-
bar as placas de Petri por 18-24
horas a 35 = 2 °C. Deve-se fazer
também o teste com o controle de
crescimento, para verificar como
é o crescimento daquela bactéria
em condigbes favoraveis e assim
comparar.

1"
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Figura 6. A - Sugestédo de esquema para uso da placa de Petri nas subculturas re-
tiradas da placa de 96 pogos para realizagdo do teste de Concentragdo Bactericida
Minima (CBM). Placa de Petri dividida em trés setores: setor 1, setor 2 e setor 3. Cada
setor refere-se a 1 diluigdo que inibiu o crescimento bacteriano na placa de 96 pocos,
ou seja, nesse caso o setor 1 refere-se a concentragédo de 10 mg/mL do EE usado, o
setor 2 refere-se a 5 mg/mL e o setor 3, a 2,5 mg/mL (exemplo retirado do grupo 10
da Figura 4). Em cada setor, séo pipetados 10 yL de cada repeti¢cdo. Setor 1-R1 =
amostra de 10 L obtida do pogo A4 (linha A, coluna 4); setor 1-R2 = amostra obtida
do pogo A5; setor 1-R3 = amostra obtida do pogo A6; setor 2-R1 = amostra obtida do
poco B4; setor 2-R2 = amostra obtida do pogo B5; setor 2-R3 = amostra obtida do
poco B6; setor 3-R1 = amostra obtida do pogo C4; setor 3-R2 = amostra obtida do
poco C5; setor 3-R3 = amostra obtida do pogo C6. B — Foto do resultado obtido no
teste de Concentragao Bactericida Minima (CBM) do grupo 10 na Figura 4.

Dia 4

e Verificar crescimento nas placas
de Petri para constatar Concen-
tracao Bactericida Minima. A Con-

do produto antibacteriano testado
sera a menor concentragao verifi-
cada na placa de Petri onde ndo
houve crescimento bacteriano;

centragao inibitéria minima (bacte-
riostatica) do produto antibacteria-
no testado sera a menor concen-
tracao verificada na placa de 96
pogos (no dia anterior), capaz de
inibir o crescimento bacteriano. A
Concentragao Bactericida Minima

Na Figura 4, no grupo 10, pode-se
verificar que a CIM foi de 2,5 mg/
mL, pois foi a menor concentragao
do EE na qual se observou inibi-
¢ao do crescimento das bactérias;

Na Figura 6B, que se refere a
continuagao do experimento re-



gistrado na Figura 4, verifica-se
que nos setores 1 e 2 (referenteS
a concentragdo de 10 mg/mL e 5
mg/mL, respectivamente) n&o
houve crescimento bacteriano,
porém, no setor 3 (referente a
concentragao de 2,5 mg/mL), ob-
serva-se crescimento bacteria-
no, ou seja, a CBM foi 5 mg/M;

e Neste trabalho, foram testa-
dos 45 extratos etandlicos e 28
6leos essenciais (em ftriplicata)
de diferentes espécies de plan-
tas, dos quais 30 EE e 28 OE
demonstraram resultados positi-
vos contra Vibrio parahaemoly-
ticos (IOC 18950) e Salmonella
typhimurium (ATCC 14028). Os
diluentes utilizados nao apresen-
taram acao inibitéria contra as
bactérias testadas.
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