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RESUMO

Esse estudo realizou uma revisdo de literatura sobre os métodos utilizados para a
determinagdo da atividade antimicrobiana de extratos de plantas medicinais sobre
microrganismos patogénicos. No teste de difusdo em agar avalia-se comparativamente
frente a um padrdo biologico de referéncia com medicdo da zona de inibicdo de
crescimento. Na diluicdo em &gar, os extratos sdo diluidos no meio de cultura fundido em
varias concentracdes e 0s microrganismos sdo inoculados apés a gelificacdo do meio.
Outras técnicas incluem o uso de discos de papel de filtro, cilindro inoxidavel, a
perfuracdo em &gar, além da bioautografia para identificacdo de constituintes bioativos
de extratos vegetais e a medicao da impedancia para deteccao da atividade bacteriana com
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da concentracdo bactericida
minima (CBM). Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, os métodos mais utilizados
e recomendados sdo difusdo em &gar, para triagem da atividade, e microdilui¢do, para
determinacédo da CIM.

Palavras-chave: plantas medicinais, odontologia, fitoterapia.

ABSTRACT

This study carried out a literature review on the methods used to determine the
antimicrobial activity of extracts of medicinal plants on pathogenic microorganisms. In
the agar diffusion test, it is compared against a biological reference standard with
measurement of the growth inhibition zone. In the agar dilution, the extracts are diluted
in the molten culture medium at various concentrations and the microorganisms are
inoculated after the medium has gelled. Other techniques include the use of filter paper
discs, stainless cylinders, agar perforation, in addition to bioautography to identify
bioactive constituents of plant extracts and impedance measurement to detect bacterial
activity with determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC). For the evaluation of antimicrobial activity, the most
used and recommended methods are diffusion in agar, to screen the activity, and
microdilution, to determine the MIC.

Keywords: medicinal plants, dentistry, phytotherapy.

1 INTRODUCAO

As pesquisas por novos agentes antimicrobianos favorecem expressivamente o
avanco da saude em nivel mundial, encontrando substancias mais eficazes e menos
toxicas contra a resisténcia e o surgimento de microrganismos patogénicos (BARBOSA.-
FILHO et al., 2007; SAUDE-GUIMARAES; FARIA, 2007). As plantas se destacam

nesse cenario por serem uma importante fonte de novos farmacos, estudos
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etnofarmacoldgicos e fitoquimicos apontam diversos metabdlitos encontrados nas plantas
com propriedades antimicrobianas no sentido de contribuir para a descoberta de novos
antibioticos. Existem diversos métodos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifangica de extratos, fracfes, Oleos essenciais e substancias isoladas de vegetais
(AMPARO et al., 2018; VARGAS et al., 2020).

Os extratos vegetais sdo amostras complexas de propriedades fisico-quimicas
particulares e é dificil padronizar sua solubilizagdo para os testes de atividade
antimicrobiana. Sendo assim, séo utilizados diferentes solventes e tensoativos que podem
inibir o crescimento microbiano. Recomenda-se a utilizacdo das normas estabelecidas
pelo CLSI (Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais) para meio de cultura e
concentracdo de indculo nos testes. Além disso, também se recomenda a inclusdo de um
controle negativo da forma de solubilizacdo das amostras, com quantificacdo do
crescimento microbiano, para evitar a interferéncia nos resultados (AMPARO et al.,
2018).

Os principais métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana sao difusdo em
agar, microdiluicdo e macrodiluicdo. O teste de susceptibilidade antifingica por exemplo
é apenas um entre outros elementos e analises para orientar o clinico na escolha do
antifangico e sua dosagem, sendo essencial o dialogo entre clinicos e micologos. Por
serem faceis de executar, rapidos e econémicos, os métodos de disco-difusdo séo
necessarios para a rotina clinica dos micologistas (OSTROSKY et al., 2008;
UWINGABIYE et al., 2017).

Além da atividade antifingica, a falta de padronizacdo motiva o surgimento de
novos métodos em diversas areas e para diferentes microrganismos e finalidades, como o
desenvolvimento de um método de macrodiluicdo em caldo para testar a susceptibilidade
de patogenos bacterianos a biocidas uma vez que a desinfeccdo é uma ferramenta
importante para reduzir a disseminagdo de patdgenos bacterianos resistentes. O protocolo
desenvolvido demonstrou facilidade de uso e forneceu resultados confiaveis durante um
ensaio interlaboratorial, podendo representar um passo para a harmonizacgéo dos testes de
susceptibilidade de bactérias a biocidas (FELBER et al., 2019).

Existem diferentes métodos para avaliar a susceptibilidade antimicrobiana, como
diluicdo em caldo, difusdo em disco e Etest que sdo usados em laboratorios de
diagnostico. Para cada método é importante que sejam avaliadas as interferéncias e que
0S parametros sejam estabelecidos a fim de aumentar a reprodutibilidade e
comparatividade. Os ensaios de diluicdo em agar estdo entre os mais utilizados para a
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avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da Concentracéo Inibitéria Minima
(CIM) de plantas medicinais, enquanto a técnica da microdiluicdo ganhou relevancia
devido ao fornecimento de dados quantitativos, o baixo custo, a sensibilidade e a
confiabilidade (OSTROSKY et al., 2008; GIGUERE et al., 2010; BONA et al., 2014).

Todavia, para determinar a CIM ou a Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
de extratos ativos de plantas, tem-se utilizado um método sensivel de microdiluicéo
desenvolvido por Eloff em 1998. Esses valores de extratos de plantas podem ser
atribuidos a varios fatores, podendo-se citar: a técnica aplicada, 0 microrganismo e a cepa
utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se 0s extratos foram preparados
a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada. Assim, ndo existe
método padronizado para expressar 0s resultados de testes antimicrobianos de produtos
naturais (FENNEL et al., 2004; OSTROSKY et al., 2008).

O estudo teve como objetivo realizar uma revisao de literatura sobre os métodos
utilizados para a determinacdo da atividade antimicrobiana de extratos de plantas
medicinais sobre microrganismos patogénicos, com abordagem para elucidagbes e

limitacGes das técnicas usadas.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DIFUSAO EM AGAR

O teste de difusdo em &gar, também chamado de difusdo em placas, € um método
fisico, no qual um microrganismo enfrenta uma substancia biologicamente ativa em meio
de cultura solido e relaciona o tamanho da zona de inibicdo de crescimento do
microrganismo testado, com a concentragéo da substancia ensaiada (PINTO et al., 2003).
Essa técnica se limita a microrganismos de crescimento rapido, sendo eles aerébios ou
aerobios facultativos. A avaliagdo é comparativa frente a um padrdo bioldgico de
referéncia (controle positivo) e a zona ou o0 halo de inibi¢cdo de crescimento é medida
partindo-se da circunferéncia do disco ou pogo, até a margem onde ha crescimento de
microrganismos (BARRY; THORNSBERRY, 1991). Conforme a dimens&o do halo os
microrganismos podem ser classificados como: sensiveis, quando o didmetro da zona de
inibicdo é maior ou ndo mais do que 3 mm menos que o controle positivo; moderadamente
sensiveis, halo maior que 2 mm, mas menor que o controle positivo de mais de 3 mm; e
resistentes, diametro igual ou menor que 2 mm (OSTROSKY et al., 2008).

Essa técnica foi preconizada pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards— NCCLS e estd normatizada como parametro de andlise antimicrobiana na
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Farmacopéia Brasileira (MAIA-ARAUJO et al., 2011). Neste método, os agentes
antimicrobianos séo geralmente testados em diluigdes consecutivas, e a menor
concentragdo capaz de inibir o crescimento de um organismo é considerada como a CIM
(MURRAY, 1999; ALVES et al., 2008).

Como controle positivo, emprega-se um quimioterapico padrdo, e como controle
negativo o solvente utilizado para a dissolugéo dos extratos (KARAMAN et al., 2003;
SPRINGFIELD et al., 2003). As condigdes de incubacdo recomendadas sdo temperatura
de 35-37 °C para bactérias durante 24 a 48 horas e para fungos de 25 a 27 °C por 48 a 72
horas (CARVALHO et al., 2002; CHANDRASEKARAM; VENKATESALU, 2004;
KARAMAN et al., 2003; MOODY et al., 2004; SPRINGFIELD et al., 2003; AYRES et
al., 2008; OSTROSKY et al., 2008).

Na diluicdo em &gar, os extratos sdo diluidos no meio de cultura fundido em vaérias
concentracdes e 0s microrganismos sdo inoculados apds a gelificacdo do meio. Esse
método de diluicdo € considerado mais sensivel que a difusdo em agar, porém € menos
sensivel que a diluicdo em caldo (KLANCNIK et al., 2010). Ja a diluicdo em caldo é
considerada o método mais sensivel para determinacdo da CIM e pode ser feita em tubos
(macrodiluicdo) ou em placas de 96 pocos (microdiluicdo). Além da sensibilidade, esse
método possui vantagens como reprodutibilidade, pequena quantidade de amostra
requerida e possibilidade de teste simultdneo de um grande nimero de amostras
(AMPARO et al., 2018).

Os métodos de diluicdo em caldo ou agar sdo igualmente aceitaveis para medir
guantitativamente a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um
determinado isolado bacteriano (DOERN; TUBERT, 1988; National Committee for
Clinical Laboratory Standard, 2003). Para realizar o teste preparam-se varios tubos de
ensaio ou placas com meio caldo ou &gar, aos quais sdo acrescentadas diversas
concentragdes dos agentes antimicrobianos. A seguir, os tubos ou as placas séo
inoculados com uma suspensdo padrdo do organismo a ser testado. Apos incubacao
overnight, a 35 °C, examinam-se 0s testes e determina-se a CIM. A CIM pode ser
detectada a “olho nu” ou através de espectrofotometria (ALVES et al., 2008).

O método de difusdo em agar pode ser realizado através das técnicas do disco, do
poco ou template (CHAND et al., 1994; CORDEIRO et al., 2006). Diversas modificacdes
ja foram realizadas nas metodologias de screening a fim de se obter resultados mais
confidveis, uma vez que alguns fatores, tais como composicdo do meio de cultura,

microrganismos testados, método de extracdo, pH e solubilidade das amostras no meio
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de cultura, podem alterar os resultados, sendo dificil, portanto, padronizar um
procedimento (ALVES et al., 2008). Como variacdo do método, Rabanal et al. (2002)
incubaram as placas de Petri por 14 h a temperatura de 37 °C para bactérias e de 28 a 30
°C para fungos. As técnicas de aplicacdo da substancia antimicrobiana no método de
difusdo s@o por meio de disco, cilindros de aco inoxidavel ou vidro e perfuracdo em agar
(PINTO et al., 2003; OSTROSKY et al., 2008).

Estudos de Pereira et al., 2016, demonstram modificagdes da técnica para a
determinacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais, nos ensaios foram
utilizados 0 método de difusdo em meio sélido, segundo Bauer et al. (1969) e as
recomendacdes do National Commite for Clinical Laboratory Standardas (NCCLS, 2003)
para a determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) sobre as linhagens
bacterianas. As linhagens foram cultivadas em caldo nutritivo (BHI — Brain Heart
Infusion- DIFCO); incubadas a 37°C por um periodo de 18-24 horas. As placas de Agar
Mueller Hinton (DIFCO) foram inoculadas através da técnica de inundacédo da superficie
do meio de cultura com uma suspensdo flngica na concentragdo de 5x10% UFC/mL,
retirando-se o excesso do liquido com o auxilio de uma pipeta Pasteur. As placas foram
mantidas entreabertas em estufa a 35+2°C, durante 15 minutos para secagem. A seguir,
foram confeccionadas no meio de cultura, cinco orificios que receberam numeracGes de
1 a 10, os quais correspondiam ao nimero da dilui¢do da substancia teste (Extrato puro
até a diluicdo de 1:1024), de aproximadamente 6 mm de didmetro. Nos orificios foram
colocados um volume de 50ul da solucdo do extrato nas diluigdes. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por um periodo de 24 horas. Foi considerada
como CIM (Concentragdo Inibitéria Minima) a menor concentracdo do extrato capaz de
inibir completamente o crescimento bacteriano, ou seja, presenca do halo acima de 12

mm.

2.1.1 LimitacOes

E uma técnica amplamente empregada devido & sua simplicidade e baixo custo,
porém, ndo é indicada para determinacdo da CIM, devido a fatores que interferem na
difusdo dos compostos no meio de cultura, como espessura do agar, volume aplicado e
propriedades fisico-quimicas das amostras analisadas (SCORZONI et al., 2007;
KLANCNIK et al., 2010). Dessa forma, permite apenas uma triagem da atividade de
produtos naturais, direcionando as analises para determinacdo da CIM. Entre as variagdes

desse método, a difusdo com discos é muito utilizada em 6leos vegetais, enquanto o
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método em pocos é considerado mais sensivel para extratos, tendo em vista que a adesao
de algumas substéncias ao disco de papel dificulta a difusdo para o 4gar (AMPARO et
al., 2018).

Quando se utiliza 0 método de difusdo varios fatores podem ocasionar erros, tais
como composicao do meio de cultura, preparacao incorreta do meio de cultura, espessura
do meio de cultura, densidade do indculo incorreta, uso de swab com excesso de caldo
para inoculacdo das placas, temperatura e tempo de incubacgédo inadequados, interacoes
entre o antimicrobiano e 0 meio de cultura, utilizacao errada da atmosfera de CO2 quando
necessaria, leitura prematura, erro na medida das zonas de inibicdo ou uso de culturas
mistas ou contaminadas (SILVA, 1999; ALVES et al., 2008).

Os meétodos de disco-difusdo e caldo ou diluicdo em agar sdo amplamente
utilizados, pela facilidade de aplicacdo, custo-beneficio e rapidez na interpretacdo dos
resultados. Por outro lado, sdo demorados e podem estar sujeitos a erros durante a
execucdo da técnica (BALOUIRI et al., 2016). A medicdo da absorbancia das culturas
celulares é comumente associada a esses métodos, porém, apresenta algumas limitacGes,
como por exemplo, a necessidade de uma etapa de calibragdo (CHORIANOPOULOS et
al., 2006; BANCALARI et al., 2020).

2.2 DILUICAO EM CALDO

O método de diluicdo em caldo considera a relacdo entre a proporcdo de
crescimento do microrganismo no meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada.
A avaliacdo € comparada frente a um padrdo biologico de referéncia. Entende-se por
proporgdo a densidade da turbidez provocada pelo crescimento microbiano (PINTO et
al., 2003). Fornece resultados quantitativos e ndo € influenciado pela velocidade de
crescimento dos microrganismos. Sua desvantagem é a dificuldade na deteccdo de
contaminagdo no caso de teste de materiais clinicos. Como controle positivo, utiliza-se o
caldo com o quimioterapico padrdo com a suspensdo padronizada de microrganismo em
teste, e como controle negativo 0 meio de cultura com o solvente usado para dissolucéo
da amostra e a suspensdo microbiana (SAHM; WASHINGTON II, 1991). Duas
metodologias podem ser empregadas: macro e microdiluicdo (OSTROSKY et al., 2008).

A macrodilui¢do envolve testes em tubos de ensaio, com volume de meio de
cultura variando de 1 e 10 mL. Por ser laborioso, consumir muito tempo, requerer muito

espaco no laboratério e gerar grande quantidade de residuos é usado pequeno nimero de

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.4, p.26085-26104, apr., 2022.



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

26092

réplicas (SAHM; WASHINGTON |1, 1991; ZGODA,; PORTER, 2001; OSTROSKY,
2008).

De acordo com o National Committee for Clinical Laboratory Standard (2003), a
técnica de microdiluicdo consiste no uso de pequenos volumes de caldo colocados em
placas de 80, 96 ou mais po¢os de fundo chato ou cOnico estéreis, proprias para
microdilui¢do, que devem ser incubadas a 35 °C por 16-24 h, com no maximo quatro
placas em cada pilha, a fim de manter a mesma temperatura de incubagdo para todas as
culturas. Os fatores primarios que influenciam nos valores de CIM no método de diluigcdo
em caldo sdo os mesmos tanto para a técnica de macrodiluicio como para de
microdiluicdo, ou seja, a sensibilidade do organismo, o diluente utilizado, o estagio e a
taxa de crescimento bacteriano (CHIRISTOFILOGIANNIS, 2000; ALVES et al., 2008).
Apesar de ser o método mais recomendado, devido a alta sensibilidade, a quantidade
minima de reagentes e amostra e a possibilidade de um maior nimero de réplicas,
apresenta divergéncias de fatores que podem interferir nos resultados, como técnica
aplicada, microrganismos e cepas utilizadas, concentra¢do do indculo, meio de cultura e
caracteristicas dos extratos, ndo existindo a padronizacdo de um método para a avaliagao
(AMPARO et al., 2018).

Eloff (1998) utilizou a técnica de diluicdo em microplacas para verificar a
atividade antimicrobiana em extratos vegetais e observou inconvenientes na técnica, tais
como células de alguns microrganismos que se aderiam a base do poco, enquanto as de
outros permaneciam em suspensdo. Ainda, compostos presentes em alguns extratos
precipitavam, e a coloracdo verde da clorofila em concentracdo muito alta interferia na
andlise. Todavia, concluiu que o método de microplacas é barato, tem reprodutibilidade,
é 30 vezes mais sensivel que outros metodos usados na literatura, requerem pequena
guantidade de amostra, pode ser usado para grande nimero de amostras e deixa um
registro permanente (OSTROSKY et al., 2008).

2.2.1 Modificagdes da Técnica

Karaman et al. (2003) utilizaram a técnica de microdiluicdo para verificar a
atividade antimicrobiana do extrato metandlico de Juniperus oxycedrus dissolvido em
DMSO (dimetilsulfoxido) 10%, concentragdo de solvente que ndo inibe o crescimento
dos microrganismos. A técnica descrita por Zogda e Porter (2001) foi adaptada,
dispensando-se 95 uL de caldo nutriente ¢ 5 pLL de in6culo em cada pogo. No primeiro

foi entdo adicionado 100 pL de extrato de J. oxycedrus preparado incialmente na
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concentragdo de 500 ng/mL. Fez-se entdo uma diluicdo seriada nos 6 pocos consecutivos,
retirando-se 100 puL do pog¢o de maior concentragdo, resultando na dilui¢ao de até 7,8
pg/mL. No tltimo pogo ndo se adicionou o indculo e o extrato, a fim de se ter um controle
negativo, sendo entdo para crescimento microbiano determinado por leitura no
espectrofotémetro a 600 nm (OSTROSKY et al., 2008).

Khan e Katiyar (2000) testaram a atividade antifingica do extrato de alho (Allium
sativum) em microplacas, aplicando 270 uL de caldo sabouraud dextrose por pogo. 30 uL.
do extrato foram adicionados nos primeiros pogos e a partir deles foram feitas as diluicdes
seriadas. Em seguida, foi colocado o indculo de 10* UFC em cada poco. Controles foram
submetidos as mesmas condigdes laboratoriais. A leitura foi feita apos 48-72 h em leitor
de Elisa a 492 nm. Foram testados os frutos de espécies pertencentes a familia Arecaceae
(Palmae), empregando a metodologia de microdiluicdo em caldo (SILVEIRA et al., 2005;
OSTROSKY et al., 2008).

Um método de microdilui¢cdo padronizado incluindo corante de resazurina foi
desenvolvido para medir a concentracdo inibitéria minima (CIM) de biossurfactantes,
compostos de origem microbiana responsaveis pela diminuicdo da tensdo superficial,
possuindo grande capacidade emulsificante, possivel potencial antimicrobiano,
antibiofilme e anticorrosivo que garantem a esse composto inumeras aplicacdes
industriais. A validade do método foi estabelecida através da suscetibilidade de
tetraciclina e gentamicina e determinacdo da CIM com cepas bacterianas padréo,
resultando na geracdo de medicdes precisas e a resolucdo de questdes criticas relacionadas
a cor e solubilidade (NITSCHKE; PASTORE, 2002; ARAUJO; FREIRE, NITSCHKE,
2013; ELSHIKH et al., 2016).

2.2.2 LimitacOes

Um dos fatores que interfere no método de microdiluicdo é o meio de cultura
utilizado, que deve favorecer o crescimento dos microrganismos e ndo conter substancias
antagobnicas ao antimicrobiano estudado (OSTROSKY et al., 2008). Outro fator € a forma
de solubilizac&o dos extratos ou fragdes para adi¢cdo no meio de cultura. O solvente pode
inibir o crescimento microbiano e levar a resultados falso-positivos. A dificuldade de
solubilizacdo é uma das caracteristicas dos produtos naturais que impede que a
metodologia proposta pelo CLSI seja seguida integralmente, exigindo modificacbes
(NASCIMENTO et al., 2007). Independente do solvente utilizado, é importante realizar

um controle negativo com quantificagcdo do crescimento na concentracdo de solvente
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empregada. Isso porque a inibi¢do, até em menores intensidades, pode interferir nos
resultados. Além disso, o controle deve ser realizado em todos o0s testes, pois a inibicdo
pode variar com as cepas utilizadas. Os cuidados e dificuldades relacionados a
solubilizacdo das amostras ndo sdo encontrados em casos de Oleos essenciais,
formulacBes e extratos aquosos que podem ser adicionados diretamente ao meio de
cultura liqguido (AMPARO et al., 2018).

A concentracdo do indculo também pode interferir no resultado, j& que a atividade
antimicrobiana é dependente desta, sendo, portanto, necessaria sua padronizacdo e a
determinacédo da quantidade inoculada para cada método desenvolvido (OSTROSKY et
al., 2008). O CLSI padroniza como concentracio final no teste aproximadamente 5 x 10°
UFC/mL para bactérias e para leveduras 0,5a 2,5 x 10° UFC/mL (AMPARO et al., 2018).
A disponibilidade de oxigénio é outro fator modificador, visto que, conforme o
metabolismo do microrganismo, aerébicos, anaerdbicos ou facultativos, as condi¢cfes de
disponibilidade desse gas podem influenciar na sua multiplicacdo (OSTROSKY et al.,
2008).

2.3 DIFUSAO EM DISCO

O teste de difusdo em disco € aceito pelo FDA (Food and Drug Administration) e
estabelecido como padrédo pelo NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standards) (BARRY; THORNSBERRY, 1991). A metodologia consiste em colocar os
discos sobre o meio de cultura sélido previamente inoculado em placas de Petri com
diferentes cargas microbianas, 108 UFC (Unidade Formadora de col6nia)/mL para
bactérias, 10 UFC/mL para leveduras e 10* para esporos/ mL (CHATTOPADHYAY et
al., 2002; KARAMAN et al., 2003). A disposicéo dos discos deve ser tal que sua distancia
até a lateral da placa seja maior que 15 mm e de modo a ndo sobrepor as zonas de inibicao.
O pH do meio de cultura deve estar entre 7,2 e 7,4, e a profundidade recomendada é de
aproximadamente 4 mm (BARRY; THORNSBERRY, 1991; OSTROSKY et al., 2008).

Em um estudo comparativo utilizando duas técnicas da Farmacopéia Brasileira de
avaliacdo da atividade antimicrobiana (VITAL et al., 2004), discos de papel filtro estéreis
foram embebidos nas solugdes antimicrobianas e esta técnica demonstrou ser eficiente
frente a Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Micrococcus luteus (ATCC 9341) e
Saccharomyces cerevisiae (ATCC 2601). Resultado semelhante foi observado em outro
estudo que tratou da preparacdo de extratos (PARK et al., 1998), onde discos de papel
foram embebidos por 15 minutos em extratos de prépolis verde e em seguida secos em
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dissecador com silica. Entretanto, com o uso desta técnica, os autores ndo podem afirmar
quanto de solugdo cada disco possui 0 que torna inviavel a reprodutibilidade dos
resultados. Por outro lado, na técnica de difusdo em pocos, € possivel afirmar exatamente
quanto de extrato cada po¢o possui e 0s resultados por ele apresentados podem ser,
portanto, considerados confiaveis e de facil reprodutibilidade (MAIA-ARAUJO et al.,
2011).

2.3.1 Modificagdo da Técnica

Ao longo dos anos algumas variagdes vém sendo propostas por diversos autores,
como a técnica adotada por Rabanal et al. (2002) e por Karaman et al. (2003), que
estabelece a aplicacdo de 10 pL da solucdo de agente antimicrobiano em discos de papel
de filtro de 6 mm de diametro, nas diferentes concentracdes a serem testadas variando de
31,25 a 500pg/mL. Outro método foi preconizado por Carvalho et al. (2002);
Chandrasekaran; Venkatesalu (2004), os quais aplicaram 20 uL de extrato hidroalcoodlico
de Psidium guajava L. e extratos metandlico e aquoso de Syzygium jambolanum,
respectivamente, nos discos de papel, com concentragoes de 500 a 1000 pg/mL.
Springfield et al. (2003) testaram diferentes extratos obtidos de duas espécies de
Carpobrotus aplicando 50 pL das solugdes em discos de papel de filtro de 9 mm
(OSTROSKY et al., 2008).

Rabanal et al. (2002) utilizaram disco impregnado com DMSQO para o controle
negativo, e como controle positivo foi utilizado cloranfenicol (30 pg) para bactérias e
anfotericina B (100 pg) para fungos. Ja Springfield et al. (2003) utilizaram ciprofloxacino
(40 pL) para controle positivo de bactérias e anfotericina B (25 pL) para fungos, enquanto
que Tadeg et al. (2005), adotaram como controle negativo metanol, cloroférmio e dgua
destilada e como controle positivo gentamicina e cetoconazol. Além desses,
Voravunthikunchai et al. (2004) determinaram a CIM de extratos etandlicos e aquosos de
plantas medicinais que produziam zonas de inibi¢do utilizando o método de difusdo em
agar, usando Amicacina, ampicilina, gentamicina, kanamicina e tetraciclina como
amostras de referéncia, e inserindo1 pL de cada cultura de bactérias em meio agar Mueller
Hinton por 18 h a 35 °C (OSTROSKY et al., 2008).

A utilizacdo de telas de nylon sobre placas de Petri estéreis € outra forma de testar
atividade antimicrobiana por meio da técnica de difusdo em disco. Nesse caso 0s discos
sdo depositados sobre a tela e 0 extrato adicionado no centro, mantendo-se na capela de
fluxo até secar completamente (S. JUNIOR; MARTINS, 2004). Entretanto, em estudos
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piloto, notou-se que a massa do extrato fica retida na rede de nylon, havendo uma queda
do volume inicialmente dispensado no disco, o que também pode superestimar a
concentragdo utilizada no experimento (MAIA-ARAUJO et al., 2011).

2.4 BIOAUTOGRAFIA

A bioautografia comumente usada para indicar os constituintes bioativos de
extratos vegetais quando aliada a técnicas cromatograficas pode ser realizada de forma
direta, indireta ou por imersdo. A bioautografia direta consiste em aplicar a suspenséo
microbiana diretamente sobre a superficie da placa cromatografica, enquanto na forma
indireta, o cromatograma desenvolvido € colocado sobre a superficie de um &gar pré-
inoculado por um periodo especifico para permitir a difusdo. Entdo, na andlise por
imersdo, a placa cromatografica é imersa pelo agar para difusdo das substancias para o
meio de cultura (KENNY et al., 2015; AMPARO et al., 2018).

2.5 CILINDROS DE ACO INOXIDAVEL

Essa metodologia consiste em usar cilindros de aco inoxidavel no meio de cultura
solidificado ja inoculado e adicionar a solu¢do em estudo nos cilindros. Coelho de Souza
et al. (2004) aplicaram 200 puL dos extratos de plantas medicinais comumente utilizadas
no Rio Grande do Sul, Brasil. Como controle positivo para bactérias foi aplicado
cloranfenicol (40 pg/mL, 200 pL), e para fungos, nistatina (30 mg/mL, 200 pL), metanol
(200 pL) e agua (200 pL) foram utilizados como controles negativos. Lopes et al. (2006)
empregaram o método de difusdo em 4&gar, utilizando cilindros, empregando uma
suspensdo de Sstaphylococcus aureus (ATCC 6538) na concentracdo de 108 UFC/mL e
200 pL de extratos glicolicos de Physalis angulata L. em diferentes concentragdes e como

controle positivo uma curva padrdo de ampicilina (OSTROSKY et al., 2008).

2.6 MEDICAO DA IMPEDANCIA

Em seu estudo Bancalari et al., (2020), propuseram a medi¢do da impedancia
como um método valido para a avaliacdo in vitro de CIM e CBM de um extrato
antimicrobiano natural de A. platensis. A analise impedométrica foi realizada por meio
do BacTrac 4300® que permite a detec¢do da atividade bacteriana em tempo real através
da diminuicdo da impedancia em um campo de corrente alternada (CA). Este
procedimento para subcultura das cepas em um meio fresco sem a adigdo de

antimicrobianos é usado para determinar se as células ainda estdo vidveis ou nao,
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estabelecendo assim se o efeito nas células é bacteriostatico ou bactericida (BALOUIRI
et al., 2016). Os valores calculados de Lag e yEnd, foram usados para estimar a atividade
bacteriostatica, quantificada como a CIM e atividade bactericida, como CBM, pela
inoculacdo das cepas no meio na presenca de diferentes concentracfes de extrato de A.

platensis e sem qualquer adicdo como um controle negativo (0%).

2.7 PERFURACAO EM AGAR

A técnica de perfuracdo em agar fundamenta-se na remoc¢do do meio de cultura
solido com o auxilio de cilindros de 6-8 mm de didmetro para a formacgéo de pocos, em
que é possivel aplicagdo das substancias a serem analisadas. Moody et al. (2004)
preencheram os pogos com 60 pL dos extratos de Aloe vera e Ageratum conyzoides para
verificar a atividade antimicrobiana de sopas medicinais utilizadas na Nigéria. Como
controle positivo foi aplicado estreptomicina (100, 25 e 6,25 pg/mL) para bactérias e
tioconazol (100, 25 e 6,25 pg/ mL) para fungos. O controle negativo constituiu de
metanol:agua 50% (v/v), veiculo utilizado para dissolver os extratos secos nas diferentes
concentragdes. Por sua vez, Okeke et al. (2001) avaliaram a atividade antibacteriana de
extratos obtidos da raiz de Landolphia owerrience. Os poc¢os de 6 mm de diametro foram
confeccionados em placa previamente inoculada com uma suspenséo microbiana 5 x 10°
UFC/mL, posteriormente preenchidos com 100 uL dos extratos dissolvidos em DMSO.
A gentamicina (8 e 16 pg/mL) foi utilizada como controle positivo e uma solucdo de

DMSO como controle negativo (OSTROSKY et al., 2008).

2.8 ESCOLHA DO TESTE

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, os métodos mais utilizados e
recomendados sdo difusdo em &gar, para triagem da atividade, e microdilui¢do, para
determinacdo da CIM. O método da microdilui¢éo é considerado sensivel e reprodutivel,
porém foram verificadas divergéncias de fatores, como meio de cultura, concentragéo de
indculo e solubilizacdo das amostras, que podem interferir nos resultados. Essa auséncia
de padronizacdo da metodologia dificulta a comparacgéo e reproducdo dos resultados. A
solubilidade é a principal caracteristica dos extratos vegetais que dificulta a total
aplicacdo das normas do CLSI, padréo mais aceito internacionalmente (NASCIMENTO
et al., 2007).

A auséncia de uma zona de inibi¢do néo significa necessariamente que o extrato

seja inativo frente ao micro-organismo testado, mas sim que a difusdo ndo foi completa,
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especialmente para 0os compostos menos polares que se difundem mais lentamente no
meio de cultura (MORENO et al., 2006). Apesar dos testes em agar serem 0s mais
utilizados e apresentarem como vantagem a simples avaliagdo dos resultados pela
visualizacdo do halo, possuem como desvantagem serem métodos muito trabalhosos, no
que se refere a preparacao das placas e do inoculo bacteriano. Além disso, o uso do disco
imerso no extrato deixa residuo adjacente ao disco, influenciando na medicéo dos halos
e na concentracdo do préprio disco. Ja o teste de microdiluicdo gera uma economia de
espaco, meios de cultura e reagentes, possibilitando a determinagédo quantitativa da CIM,
sendo possivel realizar varias repeti¢oes e diversas diluicdes uniformes dos extratos em
apenas uma placa por micro-organismo, aumentando a confiabilidade dos testes (BONA
etal., 2014).

De acordo com Maia-Araujo et al. (2011), em termos operacionais a técnica de
difusdo em pocgo apresenta maior garantia da concentracdo de extrato utilizada, por
possibilitar que a quantidade de amostra que interage com o microrganismo durante o
teste de sensibilidade seja igual ao volume pipetado em cada pogo inicialmente nas
condi¢Ges metodoldgicas testadas. O mesmo ndo ocorre com a técnica de difusdo em
disco, uma vez que € impossivel garantir a quantidade exata que cada disco de papel
consegue absorver quando embebido no extrato, possibilitando ainda o extravasamento
de amostra em funcdo da saturacdo da capacidade de absorcdo do disco, dificultando a
obtencdo de resultados mais precisos quando comparado com a técnica de pogos.

Bona et al. (2014), compararam os testes de difusdo em disco e microdiluicdo em
caldo, em extratos aquosos e etandlicos, e puderam constatar que os valores referentes as
atividades inibitorias dos extratos aquosos, seja por difusdo em disco, em pogo ou
microdiluicdo, foram menores do que 0s obtidos para 0s extratos etandlicos, fato
provavelmente relacionado aos distintos metabdlitos que podem ser obtidos nos
diferentes métodos de extracdo, podendo conferir maior atividade aos extratos etanolicos
quando comparados aos aquosos (COWAN, 1999; SANCHES et al., 2005). O método de
microdiluigdo em caldo possibilitou a visualizagéo da atividade inibitdria dos extratos em
menores concentracfes, porém, 0 mesmo ndo ocorreu nos metodos de difusdo em &gar.
Observando-se que, ao contrario do método de microdilui¢cdo em caldo, alguns extratos
nem mesmo apresentaram atividade inibitoria quando foram utilizados nos testes de
difusdo.

Outras técnicas, como teste de eliminagdo de tempo ou citometria de fluxo e

métodos bioluminescentes também sdo usados, mas possuem desvantagens como precisar
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de equipamentos especificos e treinamento do usuario (BALOUIRI et al., 2016). Além
disso, nem todos esses métodos permitem a avaliacdo de CIM e CBM com uma Unica
abordagem (BANCALARI et al., 2020).

3 CONCLUSAO

O teste de difusdo em &gar é um método que utiliza meio de cultura solido e a
medicdo do halo de inibicdo de crescimento, mas limita-se a microrganismos de
crescimento rapido e ndo € indicado para determinacdo da CIM. Na técnica da diluigédo
em caldo, é considerada a relacdo entre a proporc¢édo de crescimento do microrganismo
testado no meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada por meio da densidade
da turbidez provocada pelo crescimento microbiano, fornecendo resultados quantitativos.
A diluicdo em caldo pode empregar a macro e a microdiluicdo como metodologias. O
processo de macrodiluicdo € mais laborioso e nele € usado um pequeno numero de
réplicas. Ja a microdiluicdo € indicada para determinacdo da CIM, mas pode apresentar
interferéncias quanto ao meio de cultura, a forma de solubiliza¢do, a concentragdo do
indculo e disponibilidade de oxigénio. Na difusdo em disco, 0 meio de cultura sélido é
previamente inoculado em placas de Petri com diferentes cargas microbianas, mas a
depender da técnica nao é possivel afirmar quanto de solugédo cada disco possuli.

Para avaliacdo do potencial antimicrobiano, os métodos mais utilizados e
recomendados sdo difusdo em agar, para estabelecer a atividade antimicrobiana, e
microdiluicdo, para determinacdo da CIM. As limitacdes e os diferentes objetivos de
estudo levaram a modificacdes nas técnicas resultando em diferentes metodologias com

novas possibilidades buscando maior reprodutibilidade.
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