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RESUMO

Entre os métodos mais simples para a determinacdo de suscetibilidade microbiana
encontram-se os de difusdo em 4gar. O objetivo do presente estudo foi comparar a eficiéncia
entre duas destas técnicas quando utilizados em amostras de extrato vegetal hidroalcodlico
bruto, como teste preliminar de suscetibilidade antibacteriana. O extrato vegetal utilizado no
estudo foi obtido a partir de ramos com folhas de quatro individuos diferentes pertencentes a
guatro espécies da familia Myrtaceae, que possui varios estudos publicados comprovando a
existéncia de atividade antibacteriana: Myrcia hartwegiana (O.Berg) Kiaersk, Neomitranthes
capivariensis (Mattos) Mattos, Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand, e Myrcia sp. DC. Estas
espécies foram coletadas na Trilha do Pomar da colbnia de férias Umuarama da Universidade
Presbiteriana Mackenzie, em Campos do Jord&o/SP. A partir destes extratos compararam-se
as técnicas de difusédo em discos e difusdo em pogos, as quais foram testados frente a cepa
selvagem de S. aureus, seguindo metodologia descrita em literatura. Todas as amostras
testadas apresentaram atividade antimicrobiana em menor ou maior grau frente a esta cepa.
Concluiu-se que os dois métodos de difusdo em agar sdo eficientes, porém a técnica de
difusédo em pogos demostrou halos de inibicdo melhor definidos e maior sensibilidade quando

comparado a técnica de difusdo em discos.
Palavras-chave: Disco-difusdo. Poco-difusdo. Teste de suscetibilidade.
ABSTRACT

Agar diffusion methods are among the simplest methods for the determination of bacterial
susceptibility. The objective of the present study was to compare the efficiency between two
agar diffusion techniques when used on raw hydroalcoholic plant extracts as a preliminary
method to determine antimicrobial susceptibility. Plant extracts were obtained from four
different individuals belonging to four species from the Myrtaceae family, which has several
published studies demonstrating their antibacterial activity: Myrcia hartwegiana (O.Berg)
Kiaersk, Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos, Siphoneugena cf. reitzii D. Legrand,
and Myrcia sp. D.C. These specimens were collected at the Pomar trail located in Mackenzie
Presbyterian University Umuarama vacation colony in Campos do Jordao/SP. Using these
extracts, disc and well agar diffusion techniques were compared by testing susceptibility

against a wild strain of S. aureus, according to methodology described in literature. All tested
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samples showed antimicrobial activity to a lesser or greater degree against this strain. It was
concluded that the two agar diffusion methods are efficient, although the well diffusion
technique showed better-defined inhibition halos, and greater sensibility when compared to
disc diffusion assays.

Keywords: Disk-diffusion. Well-diffusion. Susceptibility test.
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1. INTRODUCAO

Na pesquisa de novos compostos com atividade antimicrobiana, testes preliminares
qualitativos e com facilidade de execugédo podem ser de grande utilidade para uma triagem
inicial de compostos a serem posteriormente investigados em mais detalhes. Quando se trata
de extratos vegetais, estas técnicas podem eventualmente auxiliar na determinagdo de qual
fracdo de um extrato possui maior potencial antimicrobiano, e também servir como um
parametro para auxiliar na definicAo da concentracdo de partida nos testes de poténcia

antimicrobiana (determinacdo de Concentracao Inibiéria Minima, CIM).

As técnicas mais utilizadas em testes de sensibilidade sé@o os testes de difusdo em
agar, sendo que um teste rotineiro mesmo em laboratérios de microbiologia clinica utiliza o
método de disco-difusdo em agar (ou difusdo em disco) (NCCLS, 2003). Este mesmo método
foi proposto por varios autores para verificar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais,
como Nascimento et al. (2000) e Karaman et al. (2003). Uma alternativa a este método é o
teste de sensibilidade por difusdo em poco, também chamado difusdo em agar perfurado
(SILVEIRA et al, 2009).

Considerando que a busca por novos compostos com atividades biolégicas de
interesse tem muitas vezes se voltado para o estudo de substancias presentes em plantas
(BARREIRO, BOLZANI, 2009; VIEGAS JUNIOR et al., 2006), compreende-se a necessidade
por metodologias que possam ser utilizadas diretamente em extratos vegetais. A simples
comparacgéao de resultados obtidos por diferentes pesquisadores, muitas vezes em diferentes
institutos de pesquisa, que avaliam o mesmo tipo de atividade com uso de diferentes amostras
e metodologias pode levar a um desvio na andlise final de resultados; variaveis como método
de obtencao dos extratos, espécie de microorganismo utilizada, concentracdo da amostra e
do inéculo e método empregado para a avaliagédo da atividade antimicrobiana podem interferir
com os resultados, e idealmente devem ser mantidas constantes em um dado estudo (KING
et al., 2008; RIOS et al., 1988).

Pode-se dizer, portanto, que existe uma necessidade de se determinar a validade da
comparacgéo de resultados com o uso de diferentes metodologias, mantendo-se o restante
das condi¢cdes de ensaio inalteradas. Considerando que o método de difusdo em &gar
padronizado tanto pelo CLSI (2009) como pelo EUCAST (2017) é o de difusdo em disco,
porém a técnica de difusdo em pocos também é utilizada em extratos vegetais, houve o
interesse na comparacao entre estes dois métodos para verificar aspectos como facilidade de
execucao, sensibilidade e adequacgéo para uso na deteccéo de atividade antimicrobiana em
extrato vegetal hidroalcodlico. Para tanto, foram utilizados extratos de quatro espécies de

plantas da familia Myrtaceae encontradas na coldénia de férias da Universidade
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Presbiteriana Mackenzie, em Campos do Jordao/SP: Myrcia hartwegiana (O.Berg) Kiaersk,
Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos, Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand, e Myrcia sp.
DC., sendo que estas espécies ja se encontram identificadas e depositadas no Herbario
da Universidade Presbiteriana Mackenzie.

A escolha de Myrtaceae deveu-se ao fato de que esta familia apresenta grande
numero de espécies de interesse por suas propriedades terapéuticas e farmacoldgicas
(LIMA et al., 2006), apresentando atividades antibacteriana, antifungica, antiinflamatéria,
cicatrizante, anti-séptica e antidiarréicas (LORENZI, MATQOS, 2002).

2. REFERENCIAL TEORICO

Existem, atualmente, varios métodos para avaliar as atividades antibacteriana e
antifingica de extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusdo em agar por
poco, disco-difusdo e métodos de macrodiluicdo e microdiluicdo. Os métodos de difusdo em
agar ou em caldo séo igualmente aceitaveis para medir quantitativamente a atividade in vitro
de um agente antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano (NCCLS, 2003). Na
determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) ou da Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) de extratos vegetais, tem-se utilizado mais frequentemente o método de
microdiluicdo em caldo (OSTROSKY et al., 2008).

A importancia de uniformizacdo dos métodos de extracao e testes in vitro € essencial
para que a pesquisa possa ser mais eficiente, e a interpretagdo dos resultados, mais facilitada
e confiavel (COWAN, 1999). As normatizacdes conhecidas do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(EUCAST) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sdo as mais comumente
utilizadas como base para testes de suscetibilidade antimicrobiana. Estas diretrizes séo
direcionadas de modo especifico para antimicrobianos com parametros ja conhecidos, sendo
atualmente adaptadas para uso no estudo de atividade de extratos vegetais (BONA et al,
2014).

O teste de disco-difusdo em agar foi descrito em 1966 por Bauer, Kirby e Truck, e
fornece resultados qualitativos da atividade antimicrobiana. A metodologia tem o principio no
uso de discos de papel impregnado com o agente antimicrobiano, os quais séo colocados na
superficie do agar uniformemente semeado com 0 microrganismo; ap0s essa etapa verifica-
se a presenga ou auséncia de um halo de inibicdo. As medi¢Bes do didmetro dos halos de
inibicdo formados sdo normalmente correlacionadas as concentra¢des inibitérias minimas
(CIMs) obtidas com cepas reconhecidamente sensiveis e resistentes a diversos agentes

antimicrobianos (XIMENES, 2009). Os diametros medidos sdo interpretados em tabelas de
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referéncia, como por exemplo as tabelas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
Estados Unidos da América).

A metodologia de difusdo em pocos € uma técnica de perfuracdo em &gar; a remogao
do meio de cultura sélido € realizada com auxilio de cilindros de 6-8 mm de didametro para a
formacdo de pocos, nos quais € possivel aplicagdo das substancias a serem analisadas
(OSTROSKY et al., 2008). Fundamenta-se na difusdo da substancia a ser ensaiada, em um
meio de cultura sélido inoculado com o microorganismo, com posterior medida dos halos de

inibicdo como realizado no método de difusdo em disco.

Os meios de cultura utilizados nessas técnicas devem proporcionar um crescimento
adequado dos organismos a serem estimulados e nao obter substancias antagbnicas a
atividade antimicrobiana em estudo. No método de difusédo a concentragdo do agar e a sua
origem podem influenciar os resultados dos ensaios (PINTO et al., 2003). Entre os meios de
cultura utilizados para teste de suscetibilidade de bactérias, o Muller-Hinton é o mais citado,
porém outros meios utilizados séo caseina-soja (TSA e TSB) e Luria-Bertani (OSTROSKY et
al, 2008).

3. METODOLOGIA

A metodologia utilizada seguiu as determinacdes CLSI (2009), EUCAST (2017), e
procedimentos descritos em artigos com foco em extratos vegetais (BONA et al, 2014;
OSTROSKY et al., 2008), com as adaptacbes necessarias.

3.1 Preparacdo dos extratos vegetais e diluicOes-teste

As espécies avaliadas foram coletadas na Colbnia de Férias Umuarama da
Universidade Presbiteriana Mackenzie, localizada no municipio de Campos do Jordéo (SP),
como parte do Projeto MackPesquisa n® 171035 (SONEHARA et al., 2018). O material foi
desidratado em estufa a 45°C por um periodo de 5 dias, e em seguida submetido a trituracéo
por meio de moinho de facas. O p6 assim obtido foi armazenado em frascos estéreis bem

vedados, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz e umidade, até 0 momento do uso.

O extrato vegetal bruto foi preparado seguindo métodos farmacopéicos
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010), com o material triturado sendo macerado em
propor¢do 1:10 (p/p) utilizando-se como solvente uma solucdo hidroetandlica 50%. A
maceragao ocorreu por um periodo de 7 dias, com agitacdo diéria, ao final do qual foi realizada
filtrac@o através de algodéo, repetida caso necessario para a retirada completa de residuos.
O extrato bruto assim obtido foi armazenado em frascos estéreis, a temperatura ambiente e

ao abrigo da luz.
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Para cada extrato a ser testado, prepararam-se solu¢cdes-mae através de diluicdo 1:1
do extrato bruto com caldo Mueller-Hinton contendo DMSO (co-solvente) suficiente para
totalizar 10% do volume final da solu¢cdo-méae; assim, para a obtencdo de 5 mL de solugéo-
mée, 2,5 mL de extrato bruto foram diluidos com 2,0 mL de caldo Mueller-Hinton e
acrescentados 0,5 mL de DMSO.

As diluicbes a serem testadas foram preparadas através de diluicdo seriada 1:1 a partir
da solucdo-mae. Para tanto, tomou-se uma aliquota de 2mL da solu¢do-mae, transferindo-a
para um frasco estérii e acrescentando-se 2 mL de caldo Mueller-Hinton; apés
homogeneizagéo, 2 mL desta solucdo foram transferidos para novo frasco, completando-se
este com 2 mL de caldo Mueller-Hinton; e assim sucessivamente, para a obtengéo de quatro
diluicdes de trabalho. Estas diluicbes de trabalho e mais a solugdo-mée foram denominadas
“diluicbes-teste” (D1 a D4).

3.2 Atividade Antimicrobiana

3.2.1 Confirmacao de identidade e viabilidade da cepa

Foram realizados 3 testes para confirmagdo da espécie Staphylococcus aureus
utilizada, que se encontrava armazenadas no banco de cepas da Universidade Presbiteriana

Mackenzie desde o segundo semestre de 2015.

Teste da Catalase (H.O,)

Plaqueou-se uma pequena quantidade da bactéria em lamina de vidro, acrescentando-

se algumas gotas de peroxido de hidrogénio (H205).

PosiTivo: Se houver alguma reacédo (borbulhar) significa que a bactéria é Gram-
positiva, comprovando ser Staphylococcus.
NEGATIVO: Caso contrario € classificada como Gram-negativa, portando poderia ser

Streptococcus ou Enterococcus.

Coagulase (Staphy Test)

Em uma lamina foi colocada uma gota do Staphy test REAGENTE, e misturado com
uma alca de bactéria (de maneira circular). Em outra lamina foi colocada uma gota do Staphy

test CONTROLE, e misturado com uma alca de bactéria (de maneira circular).

Staphy-test R= reativo propriamente dito (fibrinogénio e hemolisina)
Staphy-test C= é o controle (ndo sensibilizada com fibrinogénio e hemolisina).
Principio: capacidade do Staphylococcus aglutinar hemécias de carneiro previamente

sensibilizados com fibrinogénio e hemolisina.
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PosiTivo: quando em 5 segundos no Staphy- test R é positivo e no Staphy-test C é
negativo.

NEGATIVO: quando em 5 segundos o resultado é negativo em ambos Staphy-test.

DNAse (agar base)

Em uma placa de agar base, foi semeado um pouco da bactéria e incubado em estufa
a 37°C durante 3 dias. ApoGs este periodo, adicionou-se quantidade suficiente de HCI para

verificar o resultado.

POSITIVO: Nao havera turvacéo no liquido nas laterais da coldnia bacteriana

NEGATIVO: Haverd turvacdo na placa nas laterais da col6nia bacteriana

3.2.2 Preparacdo dos meios de cultura

O meio de cultura foi preparado a partir de base desidratada de agar Mueller-Hinton
disponivel comercialmente e conforme as instru¢cbes do fabricante. Imediatamente apos
esterilizacdo em autoclave, foi resfriado até 45° a 50°C antes da distribuicdo em placas de
Petri descartaveis e estéreis de 90 mm de didmetro. O meio foi devidamente distribuido em
uma superficie horizontal, para garantir uma profundidade uniforme de aproximadamente 4

mm (aproximadamente 25 mL em uma placa circular de 90 mm de diametro).

As placas assim preparadas foram armazenadas em geladeira (2 a 8°C), exceto
guando utilizada no mesmo dia. As placas foram usadas até sete dias ap0s a preparacao,
tomadas as precaucdes adequadas, como embrulha-las em plastico, para minimizar o
ressecamento do agar. Examinou-se uma amostra representativa de cada lote de placas para

confirmar sua esterilidade, mediante a sua incubacgéo a 35°C durante 24 horas.

3.2.3 Preparacdo do inéculo e inoculacdo das placas de agar

A preparacao do in6culo seguiu os procedimentos descritos nas metodologias NCCLS
M2-A8 e CLSI M02-A11, com pequenas modificagcbes; assim, foram escolhidas cinco colénias
de S. aureus, com diametro aproximado de 1 mm, de cultura de 24 horas em agar Mueller-
Hinton, que foram colhidas com uso de swab estéril e suspendidas em 5 mL de solucéo salina
estéril 0,85%. A suspensédo foi colocada em agitador de vortex por 15 segundos e sua
densidade celular ajustada com solucdo salina estéril a 0,85% suficiente para obter-se

turbidez equivalente a uma solucéo-padrdo McFarland 0,5.

Em até 15 minutos apds ajustar a turbidez da suspenséo de in6culo, mergulhou-se um
swab de algodao estéril na suspensédo. O swab foi girado varias vezes e apertado firmemente

contra a parede interna do frasco, acima do nivel do liquido. Isso foi com intuito de ajudar a
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retirar qualquer excesso de inéculo no swab. A superficie seca da placa com o meio agar
Mueller-Hinton foi inoculada esfregando-se o swab em toda a superficie do 4gar. Repetiu-se
o procedimento esfregando outras duas vezes, girando a placa aproximadamente 60° a cada
vez, a fim de assegurar a distribuicdo uniforme do in6culo. Como passo final, passou-se um

swab na margem da placa de agar.

3.2.4 Teste de suscetibilidade por difusdo em disco

Para a preparagédo dos discos impregnados foi utilizada metodologia publicada em
literatura (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988; SILVEIRA et al, 2009), com modificacdes.
Assim, discos foram obtidos a partir de papel de filtro qualitativo, perfurado com furador de
papel comum e resultando em discos uniformes de didmetro aproximado de 5mm. Os discos
foram impregnados com as diluicdes-teste dos extratos vegetais por trinta minutos. Os discos
assim impregnados foram colocados em uma placa de Petri, separadamente de modo a
facilitar a circulagéo de ar entre eles, e secos ao ar em fluxo laminar. Apos a secagem, foram

guardados em frascos estéreis vedados até o uso.

Foram aplicados 5 discos em cada placa de meio de cultura inoculado, distribuidos por
igual; estes discos corresponderam as cinco diluicdes-teste de uma determinada espécie.
Cada disco foi pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar contato completo
com a superficie de 4gar. As placas foram incubadas invertidas, em estufa a 35°C, em até 15

minutos apoés a aplicagdo dos discos. Os ensaios foram realizados em triplicata.

ApOs 24 horas de incubagdo, os halos formados foram medidos usando um

paquimetro, que foi encostado na parte de tras da placa de Petri invertida.

3.2.5 Teste de suscetibilidade por difusdo em poco

Na técnica de perfuracdo em agar, placas previamente inoculadas tiveram removidas
pequenas porcdes do meio de cultura sélido para a formacédo de pogos. Esta remocéao foi
realizada com o fundo de ponteiras esterilizadas de 5mL, cujo didmetro foi adequado para a
formacdo de pocos regulares de aproximadamente 5 mm, nos quais foi possivel aplicagédo
dos extratos a serem analisados. Os pocos foram preenchidos com 100 pL das diluigbes-
teste, e levadas para a estufa a 35°C por 24 horas. Apds esse tempo, o didmetro dos halos

de inibicdo foi medido, em milimetros, com um paquimetro.
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 traz os dados das espécies coletadas e identificadas que foram utilizados

no presente estudo.
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Tabela 1 — Dados dos espécimes utilizados no estudo

AMOSTRA ESPECIE DATA DE COLETA COLETOR, NUMERO N°DE TOMBO
(MACK)

E e 30/11/2017 Vieira, LTA 460 2751
(O.Berg) Kiaersk.
Neomitranthes

F capivariensis (Mattos) 30/11/2017 Vieira, LTA 461 2752
Mattos.
Siphoneugena cf. reitzii .

G D.Legrand. 30/11/2017 Vieira, LTA 462 2753

H Myrcia sp. D.C. 30/11/2017 Vieira, LTA 463 2754

FONTE: SONEHARA et al., 2018.

4.1 Confirmacéo de identidade e viabilidade da cepa

Foram realizados trés diferentes testes de identificacdo para espécies Gram-Positivo,
com cepas identificadas como sendo Staphylococcus aureus, S. epidermidis e S.

saprophyticus.

Teste da Catalase (H-0O5)

No teste da Catalase todos os resultados deram positivo, pois houve alguma reacao
(borbulhas) significativa, comprovando serem 0s microorganismos pertencentes ao género
Staphylococcus, conforme a Figura 1. Observou-se que a lamina que apresentava

Staphylococcus aureus demostrou rea¢do mais proeminente (Figura 2).

Figura 1 — Teste da Catalase. Da esquerda para a direita: S. aureus; S. saprophyticus; S. epidermidis.
Ensaios em duplicata.
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Figura 2 — Teste da Catalase: Staphylococcus aureus positivo.
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Coaqulase (Staphy Test)

O Staphy Test foi realizado em cepas identificadas como Staphylococcus aureus, S.
S. saprophyticus e epidermidis, com os resultados sendo apresentados na Figura 3. A espécie
S. aureus adquiriu um resultado ideal comparado as outras espécies (Figura 4), pois teve o
resultado positivo (quando em 5 segundos o Staphy-test R é positivo e o Staphy-test C é
negativo), enquanto que as demais apresentaram resultados negativos (quando em 5
segundos ambos Staphy-test sdo negativos).

Figura 3 — Testes de Coagulase (Staphy test): Staphylococcus sp positivo. Da esquerda para a direita:
S. aureus; S. saprophyticus; S. epidermidis. Ensaios em duplicata.
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Figura 4 — Testes de Coagulase (Staphy test): Staphylococcus aureus positivo
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DNAse (agar base)

Apbs o crescimento das bactérias em placas de Petri, adicionou-se quantidade
suficiente de HCI e verificou-se que todos os resultados séo positivos (auséncia de turvacéo
no liquido), como mostrado na Figura 5.

Figura 5 — Testes de DNAse (agar base): Staphylococcus sp positivo

Conforme os resultados apresentados pelos testes de identificacdo das espécies de
bactérias, foi determinado que a cepa de bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus
existente no banco de cepas seria adequada para os ensaios.

4.2 Resultados da afericdo e interpretacéo dos didametros dos halos de inibi¢éo

das técnicas de difusao

As diluicBes-teste utilizadas nos ensaios de difuséo, tanto em disco como em pogo,
estdo apresentadas na Tabela 2, enquanto a Figura 6 ilustra as diluicbes feitas por estes
extratos para realizagcdo do procedimento. Os valores de concentragdo referem-se a
concentracdo do extrato bruto considerando o peso inicial das folhas secas pulverizadas que
sofreram a extracdo; portanto, um valor de 51,83 mg/mL significa que 51,83 mg de folhas
secas pulverizadas extraidas, conforme metodologia descrita anteriormente, em volume de
solvente hidroetandlico equivalente a 1mL, forneceram o resultado dos ensaios descritos.
Tabela 2 — Concentragfes do extrato bruto inicial e das diluigcbes-teste utilizadas nos ensaios. (E)

Myrcia hartwegiana (O.Berg) Kiaersk; (F) Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos; (G)
Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC.

AMOSTRA | CONCENTRAGAO | DiLuiGAol | DiLUICAO2 | DiLuigAo3 | DiLuicAo4 | DILUIGAO 5
EXTRATO BRUTO (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
(mg/mL)
E 103,66 51,83 25,92 12,96 6,48 3,24
F 362,23 181,11 90,56 45,28 22,64 11,32
G 225,09 112,54 56,27 28,14 14,07 7,03
H 98,52 49,26 24,63 12,32 6,16 3,08
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Figura 6 — Diluicdes-teste. (E) Myrcia hartwegiana (O.Berg) Kiaersk; (F) Neomitranthes capivariensis
(Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC

O uso de DMSO como co-solvente foi necessario devido a precipitacdo das amostras

guando diluidos em caldo Mueller-Hinton puro. Na proporcéo de co-solvente utilizada para o
preparo da amostra (10% v/v), os resultados obtidos com a Diluigdo 1 devem ser observados
com cuidado, pois a concentracdo de DMSO encontra-se muito préxima ao limite de tolerancia
de S. aureus, de 11% (JORGE et al., 2009); da mesma forma, a concentracdo de etanol
(solvente de extracd@o) ainda é alta nesta primeira diluicdo (25%). A presenga em conjunto
destes dois solventes provavelmente influencia a atividades inibitéria, diminuindo a

confiabilidade dos resultados nesta diluig&o.

Na Figura 7 podem-se observar as placas com o método de difusdo em disco. A Tabela
3 resume os resultados dos ensaios de difusédo em disco, com as respectivas triplicatas. Os
resultados para a amostra E foram considerados negativos, levando-se em conta a
concentracao do co-solvente (DMSO) e do solvente de extracao (etanol); o resultado E2 nas
diluicdes-teste 4 e 5 foi descartado devido a incoeréncia, ndo sendo possivel a inibicdo apenas
em concentragdes mais diluidas, sem inibicdo nas mais concentradas. Os demais resultados
foram considerados validos. A Tabela 4 e o Grafico 1 trazem os resultados consolidados das
triplicatas.

Figura 7 — Placas com o método de difusdo em disco.

=
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Tabela 3 — Resultados dos ensaios de difusédo em disco - triplicatas. (E) Myrcia hartwegiana (O.Berg)
Kiaersk; (F) Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H)

Myrcia sp. DC.
AMOSTRA | TRIPLICATA | DiLuICAO 1 DiLUICAO 2 DiLuicAo 3 DiLuicAo 4 DiLUICAO 5

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

El 2,77 = == == ==
E E2 2,77 - - 8,00 3,563

E3 - - - -- --
F1 3,76 3,02 2,66 2,56 2,56

F F2 3,52 3,09 3,09 2,70 -

F3 4,11 3,22 3,08 2,80 --

Gl 3,67 3,67 3,00 - -

G G2 3,52 2,78 - - --

G3 2,95 2,94 3,14 - -

H1l 3,52 2,88 - -- --

H H2 3,36 3,00 - -- --

H3 3,26 2,07 - -- --

Tabela 4 — Média dos valores dos resultados de difusdo em disco. (F) Neomitranthes capivariensis
(Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC.

MEDIA DOS DIAMETROS DOS HALOS DE INIBIGAO (mm)
AMOSTRAS
D1 D2 D3 D4 D5
F 3,80 3,11 2,94 2,69 ==
3,38 3,13 3,07 - -
H 3,38 2,65 - -- --

Gréfico 1 — Média dos valores dos resultados de difusdo em disco. (F) Neomitranthes capivariensis
(Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC.
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A Tabela 5 resume os resultados dos ensaios de difusdo em poco, com as respectivas
triplicatas.

Tabela 5 — Resultados dos ensaios de difusdo em poco - triplicatas. (E) Myrcia hartwegiana (O.Berg)
Kiaersk; (F) Neomitranthes capivariensis (Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H)
Myrcia sp. DC.

AMOSTRAS | TRIPLICATA DiLuicAo 1 DiLUICAO 2 DiLuicAo 3 DiLuicAo 4 DiLUICAO 5

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
E1l = - = ~ -
E E2 - - - - -
E3 - ~ - ~ -
F1 8,31 5,24 3,98 - -
F F2 8,74 6,87 5,46 - -
F3 7,87 5,98 3,60 - -
G1 7,67 5,80 5,50 - -
G G2 7,88 6,06 4,55 - -
G3 7,78 6.26 4,73 - -
H1 8,09 5,76 4,47 - -
H H2 7,60 - - - -
H3 - - - - -

Observou-se durante o estudo que existe uma dificuldade na perfuracdo dos pocos de
forma homogénea, formando paredes retas e sem causar a perfuracédo total (até o fundo) da
placa inoculada. E necesséario um grande cuidado neste procedimento, o que pode ser
considerado uma desvantagem em relacdo ao ensaio com uso de discos, onde ndo foram
detectados problemas na técnica utilizada para obtencéo de discos uniformes. Concluiu-se
que a reprodutibilidade é mais probleméatica quando se usa esta técnica, uma vez que existe
uma dependéncia direta da capacidade de perfurar os pocos de forma uniforme em todos os

ensaios.

Percebeu-se que a formacdo de halos € muito mais nitida com o uso de pogos,
formando halos de inibicdo de maior didmetro (Figura 8). Pode-se relacionar este resultado
ao fato de haver uma difusdo muito mais eficiente quando existe o contato do extrato testado
com o agar em praticamente toda sua profundidade, ampliando o alcance do efeito inibitério
de crescimento e resultando em maior area livre de microorganismos. De acordo com Vanden
Berghe & Vlietibck (1991) o método de pogos é o mais adequado para testar a difusdo de
substancias em extratos hidroalcodlicos de plantas. Isso porque esta relacionada com o
transporte da propriedade do extrato vegetal pelo solvente hidroalcodlico no meio agar,

facilitando um resultado mais evidente. Enquanto no método de discos o solvente
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hidroalcodlico pode ser evaporado no ato da aplicacdo na superficie do 4gar diminuindo a
conducéo da propriedade da planta no meio.

Houve a precipitacdo dos extratos da amostra E durante o periodo de incubacéo,
apesar da presenca do co-solvente; embora esta precipitacdo ndo invalide completamente o
resultado quando existe o halo de inibi¢cdo, hd sem duvida um desvio que pode ser significante
na comparacao da eficiéncia de inibicdo entres as diferentes amostras. Este € um caso tipico
em que o uso da técnica de difusdo em disco é mais adequada, uma vez que a precipitacdo
desta amostra ndo ocorreu durante os trinta minutos necessarios para a impregnacgéo dos

discos.

Figura 8 — Placas com o método de difusdo de pocos.

A Tabela 6 e o Grafico 2 mostram os valores médios consolidados dos resultados dos

ensaios.

Tabela 6 — Média dos valores dos resultados de difusdo em poco. (F) Neomitranthes capivariensis
(Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC.

MEDIA DOS DIAMETROS DOS HALOS DE INIBIGAO (mm)

AMOSTRAS

D1 D2 D3 D4 D5
F 8,31 6,03 4,35 - -
G 7,78 6,04 4,93 - -
H 7,85 5,76 4,47 - -
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Grafico 2 — Média dos valores dos resultados de difusdo em Pocos. (F) Neomitranthes capivariensis
(Mattos) Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC.
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Consolidando os dados dos ensaios e considerando a concentragdo dos extratos nas
diluicdes testadas (Tabela 2, pag. 11), observa-se que nos ensaios de difusdo em disco, a
atividade inibitéria € detectada para as trés amostras a partir de concentragfes na faixa de 22
- 28 mg/mL, sendo a melhor inibicdo detectada no extrato F, Neomitranthes capivariensis
(Mattos) Mattos (halo visivel na diluicdo 4; 22,64 mg/mL). Enquanto que nos ensaios de
difusédo em poco, é detectada inibicdo na concentragcédo de 12,32 mg/mL no extrato H, Myrcia
sp. DC (diluicao 3). Desta forma, pode-se concluir que ha uma sensibilidade maior no teste
de difusdo em poco. Na metodologia de poco, houve melhor difusdo das acgbes
antimicrobianas, o que possibilitou a medi¢éo de halos maiores do que no teste de disco. Isso
provavelmente pode ser explicado pelo fato da metodologia do poco propiciar mais facilidade

de contato entre agdes antimicrobianas e os micro-organismos testados (BONA, 2014).

O resultado destes testes, que foram concebidos como sendo preliminares a
determinacdo de poténcia antimicrobiana pelo método de microdiluicdo (determinacéo de
Concentracao Inibitéria Minima, CIM), é coerente com os achados das andlises realizadas
dentro do escopo do Projeto MackPesquisa n® 171035 (SONEHARA et al., 2018), que indicou
a maior atividade inibitéria contra S. aureus da amostra H, Myrcia sp. DC. A Tabela 7 traz os
resultados de CIM do referido projeto para as amostras deste estudo; note-se que, por se
tratarem de métodos de sensibilidades diferentes, ndo se pode fazer uma comparagéo direta
(quantitativa) dos resultados em relacdo a concentracao de inibicdo. No entanto, percebe-se
que, qualitativamente, os resultados sdo coerentes, com a amostra H apresentando a melhor

atividade inbitoria, seguida pelas amostras G e F.
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Tabela 7 — Resultados de CIM para as amostras estudadas. (F) Neomitranthes capivariensis (Mattos)
Mattos; (G) Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand; (H) Myrcia sp. DC.

AMOSTRA | ESPECIE CIMT (mg/mL")

= Neomitranthes capivariensis (Mattos) 4.528 - 2.264
Mattos.

G Siphoneugena cf. reitzii D.Legrand. 2,814 - 1,407

H Myrcia sp. DC. 0,616 - 0,308

T dados sem precisdo devido a formacéao de precipitado

* concentracao relativa ao peso das folhas pulverizadas extraidas

FONTE: SONEHARA et al., 2018.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

e Em comparacdo com atécnica de difusdo em disco, bastante simples, a de difuséo
em pogo apresenta como desvantagens a dificuldade na perfuracdo dos pocos de
forma homogénea e adequada, e problemas causados pela baixa solubilidade de
extratos vegetais que podem apresentar precipitacdo durante o periodo de
incubacao das placas;

e Percebe-se que os halos de inibicdo no ensaio de difusdo em pogos sdo mais
nitidos e de maior diametro do que nos ensaios em disco, possivelmente devido a
difuséo em toda a profundidade da placa resultando em inibicdo mais homogénea

do crescimento microbiano;

e Houve maior sensibilidade nos ensaios de difusdo em poco, detectando-se inibigcéo

de crescimento em concentragfes menores dos extratos vegetais;

e Comparando-se os resultados com ensaios de determinacgéo de CIM, confirma-se
gue os ensaio de difusdo em discos e pogos podem ser utilizados como testes

preliminares para detectar a possivel atividade inibitéria de extratos vegetais.
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