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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biolégicas e suas Interfaces 2” € uma
obra cujo foco principal est4 na interrelacao das diferentes areas das Ciéncias Biologicas
e em suas interfaces com outras areas na produgéo de conhecimento. O presente volume
abordara em seus vinte capitulos o conhecimento interdisciplinar que compde a grande
area de Ciéncias Biologicas através de artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de
casos e/ou revisoes.

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituicdes
de ensino e pesquisa do pais, e aborda as diferentes areas da Biologia e areas correlatas,
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia,
Boténica, Medicina, Educacdo em Saude, Biologia Celular e Molecular, Genética entre
outras. E necessario destacar que mais que nunca, bidlogos tém estado presentes cada
vez mais em areas de pesquisa antes consideradas especificas de outras profissbes. Esta
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes
profissionais tendem a ter mais éxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos
sdo aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento cientifico e académico,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra sera importante para a difusdo do conhecimento e da
ciéncia e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passara por
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que
vocé faca bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Para a condugdo dos testes de
sensibilidade aos antimicrobianos naturais,
principalmente Oleos esséncias, os métodos
oficiais s@o adaptados para evitar interferéncias
das caracteristicas fisicas e quimicas dos
compostos testados. Este artigo teve o objetivo de
relacionar os principais ajustes de protocolos de
atividade antimicrobiana com produtos naturais
empregados no Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Estadual de Maringa -
Campus Umuarama, com base nas pesquisas
desenvolvidas, principalmente com  Oleos
essenciais, entre os anos de 2010 a 2021. Foram
descritos os ajustes para a solubilizagdo dos
Oleos essenciais para o método da microdiluicdo
em placas, para a leitura e interpretacdo dos
resultados da Concentracdo Inibitéria Minima
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(CIM) e Concentracao Bactericida Minima (CBM), além da possibilidade de se obter a
informacéo do tempo necesséario que um Oleo essencial, em diferentes concentracées,
requer para causar a morte bacteriana, como alternativa para o ensaio de cinética de morte
microbiana. Em relacdo aos métodos de difuséo em agar foram abordadas as possiveis
desvantagens da utilizagéo dessas técnicas para a investigacao da atividade antimicrobiana
de 6leos essenciais.

PALAVRAS-CHAVE: Oleos essenciais, antimicrobianos naturais, testes de sensibilidade,
microdiluicao, difusdo em agar.

ANTIMICROBIAL SENSITIVITY TESTS ADAPTED TO ESSENTIAL OILS

ABSTRACT: For the conduct of sensitivity tests to natural antimicrobials, mainly essential
oils, the official methods are adapted to avoid interferences of the physical and chemical
characteristics of the tested compounds. This article aimed to relate the main adjustments
of antimicrobial activity protocols with natural products used in the Microbiology Laboratory
of the State University of Maringa - Campus Umuarama, based on the research developed,
mainly with essential oils, between the years 2010 to 2021 Adjustments for the solubilization
of essential oils for the microdilution plate method were described, for reading and interpreting
the results of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC), and possibility of obtaining the information of the time required that an
essential oil, in different concentrations, requires to cause bacterial death, as an alternative
to the microbial death kinetics assay. Regarding the agar diffusion methods, the possible
disadvantages of using these techniques to investigate the antimicrobial activity of essential
oils were addressed.

KEYWORDS: Essential oils, natural antimicrobials, sensitivity tests, microdilution, agar
diffusion.

11 INTRODUGAO

Nos estudos sobre a atividade antimicrobiana de Oleos essenciais ou outras
substancias antimicrobianas em estagio de desenvolvimento sdo empregados os Testes
de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) tendo como base as normas dos documentos
disponibilizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e pelo European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EuCAST).

No Brasil, em 14 de dezembro de 2018, o Ministério da Saude publicou a Portaria
n°® 64 de 11/12/2018 que “Determina aos laboratérios de rede publica e rede privada, de
todas as Unidades Federadas, a utilizacdo das normas de interpretacdo para os testes
de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA), tendo como base os documentos da versao
brasileira do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, o BrCAST”, com
prazo de 12 meses para adequacao dos laboratérios de microbiologia das redes publica e
privada.

Os protocolos de TSA sao referentes aos agentes antimicrobianos aprovados pelas

agéncias regularizadoras internacionais, ja correlacionados com as caracteristicas fisico-
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quimicas de cada antimicrobiano. No entanto, quando se trata de pesquisa cientifica para
a prospeccao de novos ativos antimicrobianos € relevante considerar as interferéncias
das caracteristicas fisicas e quimicas desse ativo nos TSA, como a solubilidade em meio
aquoso ou o solvente mais apropriado, a coloragéo do ativo, as concentragdes minimas a
serem testadas, o grau de dispersdo em agar e outros fatores a serem considerados, por
influenciar a leitura dos resultados qualitativos ou quantitativos.

Portanto, os TSA aplicados para compostos naturais, como extratos e Oleos
essenciais, necessitam de adaptagdes dos métodos oficiais. Os ajustes de protocolos sédo
muitas vezes baseados nas capacidades laboratoriais dos centros de pesquisa, com base
nos estudos cientificos j&4 publicados. De certa forma, as diferentes condi¢cdes de analise
pode ser um fator interferente nas distor¢cbes de resultados encontrados em diferentes
pesquisas com 0s mesmos extratos ou compostos. Além das variaveis associadas a
composi¢cdo quimica dos produtos naturais, como por exemplo os 6leos essenciais, a
comparacao de pesquisas cientificas com ativos naturais da mesma espécie também sofre
a possivel dispersao de resultados em fungao da falta de padronizacéo dos TSA utilizados
na prospec¢éo e desenvolvimento de antimicrobianos naturais.

O objetivo deste capitulo foi relacionar os principais ajustes de protocolos de
atividade antimicrobiana com produtos naturais empregados no Laboratério de Microbiologia
da Universidade Estadual de Maringd — Campus Umuarama, com base nas pesquisas
desenvolvidas, principalmente com éleos essenciais, entre os anos de 2010 a 2021.

21 SOLUBILIZ~A(;AO DOS OLEOS ESSENCIAIS PARA O METODO DA
MICRODILUICAO EM PLACAS

O método de microdiluicdo em placas é o mais empregado dentro dos métodos de
diluicéo para os TSA. A leitura dessa técnica permite determinar a Concentragao Inibitéria
Minima (CIM), definida como a menor concentracéo capaz de inibir qualquer crescimento
microbiano visivel.

Nos ensaios com 6leos essenciais € fundamental garantir a maxima homogeneizacao
da maior concentracdo a ser testada. Na rotina do laboratério de Microbiologia, da UEM —
Campus Umuarama, tem-se como premissa testar o 6leo essencial em questao na maior
concentracdo de 25,6 mg mL", equivalente a 2,56%. No entanto, essa concentragéo &
preparada dupla (51,2 mg mL"") em caldo Mueller Hinton adicionado de 0,5% de Tween 80
(polissorbato 80), para ser adicionada no volume de 50 pyL no pogo da microplaca, o qual
recebera posteriormente 50 pL de inéculo preparado também em caldo Mueller Hinton,
na concentracdo de aproximadamente 1,0 x 10® UFC mL". Ap6s a adicao do inéculo, a
concentracéo final do pogo com a maior concentracao a ser testada sera a estabelecida de
25,6 mg mL" e a concentracdo do inéculo sera de 0,5 x 10 UFC mL".

A adi¢cdo de Tween 80 no Caldo Mueller Hinton tem como objetivo emulsificar o

6leo essencial, uma vez que o meio de cultura é preparado como uma solugdo aquosa
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e 0 Oleo essencial é imiscivel em agua. Para o preparo da concentragcdo dupla de 6leo
essencial utiliza-se um tubo de ensaio, em que é adicionado o volume de 6leo essencial
correspondente ao peso necessario para a concentracdo que se deseja (considerando
a densidade do Oleo essencial) e segue a adicdo do mesmo volume de propilenoglicol,
com a finalidade de aumentar a solubilizagéo do 6leo essencial. Ap6s agitagdo em vortex,
adiciona-se o caldo Mueller Hinton no volume necessario para completar a solugéo.

Utilizando somente o Caldo Mueller Hinton com 0,5% de Tween 80 no preparo
da maior concentracdo, percebeu-se que minutos apds a agitacdo em vortex o 6leo
essencial separava-se da solugédo, o que ndo garantia a adicdo homogénea nos pogos da
maior concentracé@o a ser testada, com interferéncia direta nos demais pocos da diluicao
sequencial.

A adocdo da etapa de adicdo de propilenoglicol facilitou a solubilizagdo do 6leo
essencial no Caldo Mueller Hinton, mas ainda ndo é possivel obter uma solubilizagéo
completa dependendo do tipo de 6leo essencial que esta sendo testado.

Oleo essencial Nanoemulsao
Espécie vegetal ATCC 29213 ATCC 25922 ATCC 29213 ATCC 25922
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Aroeira vermelha - sementes

(Schinus terebinthifolius) >256 >256 128 >256 >256 >25.6 <0.05 0.2

Canela - cascas

(Cinnamomum cassia) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.4 0.8 0.1 0.2

Tea tree - folhas

(Melaleuca alternifolia) >25.6 >25.6 6.4 >256 <0.05 <0.05 1.6 1.6

Tabela 1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida Minima (CBM) de
6leos essenciais e suas respectivas nanoemulsdes. Concentra¢gdes em mg mL™".

Em um experimento de rotina para comparar a atividade antibacteriana de trés 6leos
essenciais e suas respectivas nanoemulsdes, preparadas pelo método de baixa energia
(rotacé@o a 100 rpm) e mantendo o Tween 80 como emulsificante, obteve-se CIMs menores
para as nanoemulsGes em relacdo aos seus respectivos 0leos essenciais, para os 6leos
essenciais de aroeira vermelha e tea tree (Tabela 1).

31 LEITURA E INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS DA CIM

A leitura dos resultados do teste de microdiluicdo em placas pode ser por meio da
turbidez (densidade 6ptica) ou utilizando indicadores colorimétricos.

Na leitura do teste de microdiluicdo em placas utilizando a turbidez, ha a necessidade
da disponibilidade de equipamento de leitura de absorbancia para microplacas, denominado
leitora de microplacas. O crescimento microbiano nos pogos contendo o antimicrobiano deve
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ser comparado com 0s poc¢os contendo meio de cultura sem o antimicrobiano, utilizados
como controles negativos. De acordo com a norma do CLSI, deve-se ler o ponto final
na concentragdo em que haja uma reducéo de 80% ou mais do crescimento microbiano,
quando comparado com o controle. Essa tolerancia foi estabelecida em consequéncia de
um ligeiro crescimento bacteriano quando séo testados os antimicrobianos convencionais
trimetoprim e as sulfonamidas.

No caso de teste de microdiluicdo com produtos naturais, a leitura da absorbancia
pode ter o inconveniente de interferéncia na turbidez quando se trata de 6leos essenciais
microencapsulados (causam a turvacao do meio) e com extratos aquosos ou hidroalcodlicos
(com coloragéo caracteristica da planta).

Na Tabela 2 esta um exemplo dos valores de leitura de absorbancia de uma
microplaca em que foi testado um dleo essencial microencapsulado com ciclodextrina.
Observa-se no poco B da coluna 1 (controles negativos) um valor superior aos demais
valores. Isso ocorreu pois foi estabelecido como protocolo do laboratério reservar um pogo
da coluna 1 para o controle negativo da maior concentracéo e outro poco para o controle
negativo da menor concentragdo (poco C da coluna 1).

o 3 - - - - - - - -
2 < = o o o o o o o o
co B E E E E E E E E E E
5 2> o g g o o o o o o o 0 _
=5 e £ £ £ £ £ £ £ o
59 28 @ ® < o © @ < N -~ ©OF
o2 2 0 N © ® - o o o o S
5 = & & ¥ 3 o R & & O
3 S & O o o O O ) o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,047 0,652 2,689 2,196 1,911 1,937 1,869 1,459 1,007 0,637 0,648 0,68
2,311 0,507 2,782 1,907 1,879 1,831 1,551 0,857 0,564 0,614 0,674 0,657
0,059 0,634 2,683 2,171 2,089 1,966 1,832 1,357 0,792 0,47 0,579 0,605
0,058 059 2645 2,098 1,725 1,946 1,838 1,726 1,142 0,601 0,64 0,716
0,057 1,421 2,551 2,042 1,962 1,855 1,688 1,51 1,312 1,161 1,262 1,309
0,059 1,185 2,604 2,341 1,682 1,628 1,303 1,171 1,274 1,302 1,184 1,236
0,067 1,481 2,578 2,086 2,022 1,906 1,764 1,562 1,231 1,327 1,238 1,289
0,06 1,381 2611 2,14 1,991 1959 1,872 1,645 1,46 1,255 1,177 1,256

I O Mmoo w >»

Tabela 2 — Absorbéancia obtida na leitora de microplacas para o teste de sensibilidade
antimicrobiana de 6leo essencial microencapsulado com ciclodextrina.

Antes da implantagéo da leitura da absorbéancia para os testes de microdiluicdo em
placas no Laboratério de Microbiologia da UEM — Campus Umuarama, era adotada apenas
a leitura do teste com o indicador de 6xido-redugéo resazurina, o qual adquire coloragédo
rosa no caso de crescimento microbiano e permanece com coloragdo azul nos pogos em

que houve inibicdo microbiana. Os métodos colorimétricos para determinar a CIM séo
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considerados rapidos e de baixo custo, pois ndo necessitam de equipamento. No entanto,
a mesma dificuldade de observagéo do resultado positivo ou negativo permanece quando
se trata um extrato aquoso ou hidroalcodlico com coloragdo. Na Figura 1 observa-se essa
interferéncia por conta da coloragdo do extrato aquoso testado, o que pode gerar um
resultado falso-positivo. No pogco B2 ocorreu uma coloragéo intensa do controle negativo,
contendo a maior concentracdo testada. Para o analista, nesse caso ocorre a duvida
principalmente em relagdo as colunas 3 a 6, se a coloracdo € em fungéo do crescimento
microbiano ou do proprio extrato testado.

Figura 1 — Microplaca para leitura da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) utilizando o
indicador resazurina.

O método de microdiluicdo proposto por Mann e Markham (1998), para a
determinacao da CIM de 0Oleos essenciais, baseou-se na comparagéo da leitura visual e
fotométrica das microplacas e demonstrou que os resultados da microdiluicdo podem ser
avaliados sem instrumentacéo.

A resazurina é um indicador de Oxido-reducdo que foi extensivamente utilizada
na investigacdo da qualidade do leite. Para a deteccdo de Mycobacterium tuberculosis
0 método em placa por microdiluicdo proposto por Palomino et al. (2002), utilizando a
resazurina foi denominado como REMA (Resazurin Microtiter Assay).

No entanto, a leitura da microplaca com o indicador resazurina passa a ser
subjetiva e dependente a percepcdo do analista. Em determinadas situagdes, conforme
o Oleo essencial que esta sendo testado, a diferencia¢do de cor entre o azul e o rosa fica
comprometida e causa incerteza na leitura de crescimento microbiano positivo ou negativo.

Visando a possibilidade da utilizagdo de uma técnica mais precisa para a realizagédo
da leitura CIM de 6leos essenciais pelo método do indicador resazurina, utilizou-se o
software ImagedJ (disponivel em https://imagej.nih.gov/ij/) para obter a diferenciacdo dos
pocgos positivos e negativos quanto ao crescimento microbiano. O principio baseia-se na
leitura colorimétrica por meio da inversédo de cores, para fins de comparacéo da leitura
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dos resultados pelas fotografias originais. Na Figura 2A observa-se a imagem de uma
microplaca tratada pelo método indicador resazurina e na Figura 2B, a imagem analisada
pelo software.

Figura 2 — Microplaca do método de microdiluigdo para a determinagdo da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais. (A): imagem original da microplaca apés a
incubagéo com o indicador resazurina. (B): imagem tratada pelo Software ImageJ.

A primeira coluna de pocgos microplaca foi reservada como referéncia os pogos
de controle negativo, em que nao foi adicionada a cultura microbiana. No pogco A1 foi
adicionado apenas o meio de cultura Caldo Mueller Hinton, no pogo B1 foi adicionada o
meio de cultura com a maior concentragéo de 6leo essencial e no pogo C1 continha o meio
de cultura com a menor concentragéo de 6leo essencial.

Os pogos da segunda coluna da microplaca foram reservados para os controles
positivos dos microrganismos em teste, constituindo-se apenas dos in6culos em meio de
cultura (auséncia de antimicrobiano).

Na leitura visual do resultado, nos pocos de coloracdo rosa entendeu-se que
houve reducgéo do indicador, pela reagdo com o meio de cultura reduzido em fungéo do
metabolismo microbiano, ou seja, que ndo houve inibicdo da cultura (resultado positivo).
Nos pocos de coloragéo azul houve inibicao microbiana (resultado negativo).

Nos pogos da linha 1, colunas 4 e 5, observou-se que as cores apresentadas ndo
foram semelhantes as cores tomadas como padréo positivo ou negativo, o que gerou duvida
e ndo se pode afirmar se houve ou néo inibicdo do crescimento microbiano. Observando a
Figura 2B, foi possivel verificar com clareza o resultado dos pogos citados anteriormente,
sendo que para ambos 0s casos ndo houve inibicdo do crescimento microbiano (indicagéo
da coloragé@o verde). A inversdo das cores disponivel no software permitiu uma maior
visibilidade dos resultados, uma vez que o comando inverte todas as cores e valores de
brilho dos pixels da camada ativa da imagem, tornando areas claras em areas escuras. Os
resultados da comparacédo foram expostos similarmente como mostra a Figura 3, na qual
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os simbolos (+), (-) e (+/-) representam se houve crescimento microbiano, se ndo houve

crescimento microbiano e incerteza do resultado, respectivamente.
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Figura 3 — Representacéo da leitura dos resultados obtidos na determinacéo da Concentragcao
Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais. (A): analisando imagem original da microplaca
apos a incubagéo com o indicador resazurina. (B): analisando a imagem tratada pelo Software
Imaged. (+): crescimento microbiano. (-) inibicdo microbiana. (+/-) incerteza do resultado.

Aresazurina € um indicador quimico, que durante a sua redugao ha alteragéo de cor.
No leite e em solugédo aquosa, a resazurina é azul e se reduz para resorufina, de coloracdo
rosa. A resorufina pode ser reduzida ainda a hidrorresorufina, um composto incolor. Areacao
para resorufina é irreversivel, enquanto que a redugéo para hidrorresorufina é reversivel
(ERB; EHLERS, 1950). O que explica que alguns poc¢os do controle positivo (segunda
coluna da Figura 2A) tenham ficado incolores.

A resazurina, também referenciada como Alamar Blue, é azul e nao fluorescente.
Quando reduzida pela atividade celular, provavelmente pelo consumo de oxigénio no
metabolismo microbiano, passa a ter coloragéo rosa fluorescente (O’'BRIEN, 2000). Essa
fluorescéncia pode ser fotografada em fotodocumentador para géis de eletroforese. Na
Figura 4 estdo as imagens da microplaca com o teste de microdiluicdo de um 6leo essencial,
fotografadas por camera de celular (A) e por fotodocumentador (B).
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Figura 4 — Microplaca do método de microdiluicdo para a determinagédo da Concentragcéo
Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais. (A): imagem fotografada por camera de celular. (B):
imagem obtida em fotodocumentador. (C): representacéo da leitura dos resultados observando

(A). (D): representacao da leitura dos resultados observando (B). (+): crescimento microbiano.
(-) inibicdo microbiana. (+/-) incerteza do resultado. (?): sem parametro.

Foi estabelecido como protocolo no teste de microdiluicdo em placas a utilizagdo
do indicador resazurina para a leitura do resultado da CIM, de forma que é adicionado
o indicador ap6s a incubagdo com o inoculo. A microplaca permanece overnight sob
refrigeracdo, com a leitura do resultado no dia posterior. Esse tempo se faz necessario
para que haja a completa reducdo do indicador nos po¢cos em que ocorreu crescimento
microbiano. No entanto, mesmo ap0s esse tempo pode ocorrer dificuldades na leitura,
como observado na Figura 4A. Desse modo, a imagem por fotodocumentador tornou-se
fundamental para evitar as incertezas nos resultados e a dependéncia dos referenciais de
cor de cada analista.

E nitida a diferenca dos pogos com crescimento microbiano dos pogcos em que
ocorreu inibicdo (Figura 4B). Esse fato traz um conforto ao analista para expressar os
resultados sem duvidas e incertezas. No entanto, os registros das microplacas utilizados
fotografias com cameras convencionais continuam sendo realizados no laboratorio.
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41 CONCENTRAGAO BACTERICIDA MiNIMA (CBM)

Realizando o repique de cada pog¢o da microplaca apés a incubacgao, utilizada no
método de microdiluicdo para a determinacdo da CIM, em meio de cultura solidificado é
possivel determinar qual a concentracdo necessaria do 6leo essencial em estudo para
promover a morte celular, ou seja, a Concentracao Bactericida Minima (CBM) para bactérias
ou Concentracao Fungicida Minima (CFM) para leveduras e fungos filamentosos.

No entanto, o repique para a CBM utilizando o ponto final de incubagéo para a
determinacao de CIM ndo permite uma viséo sobre o processo de morte que ocorre durante
o periodo de incubagéo de 24 horas na presencga do agente antimicrobiano. Além da CIM,
informacdes confiaveis sobre a propriedade microbicida de um agente antimicrobiano
€ essencial para o sucesso do tratamento de infeccbes (HAMOUD et al., 2012) ou o
tempo necessario para exercer um efeito conservante eficaz em produtos alimenticios ou
cosméticos.

O ensaio de curva de morte microbiana € um método refinado e preciso para os
estudos de mecanismo de acéo de substancias antimicrobianas (ALBANO et al., 2016). A
curva de morte € normalmente executada com a determinagcéo de células viaveis, sendo
um método dispendioso quanto a demanda de materiais necessarios para o plaqueamento
das diluicdes requeridas, para alcancgar valores seguros nas contagens de colénias.

Diante do elevado custo e m&do de obra intensa para executar diversas diluicbes
e plagueamentos em curtos intervalos de tempo, buscou-se uma alternativa para obter
a informagéo do tempo necessario que um o6leo essencial, em diferentes concentracoes,
requer para causar a morte bacteriana.

Como protocolo para determinar a CBM em diferentes tempos de intera¢édo dos 6leos
essenciais com as bactérias alvo, estabeleceu-se as etapas de repique das microplacas
nos tempos de 3, 6, 9 e 24 horas de incubacéo, antes da adicdo da resazurina para a leitura
da CIM.

Para o repique das microplacas é utilizado um replicador de 96 pocos estéril
(Scienceware® - Figura 5A), com volume de 10 uL de cada pocgo. O replicador é utilizado
como um “carimbador” em placas de Petri (150 mm) contendo Agar Mueller Hinton (MHA).
As placas de MHA séo entédo incubadas em condi¢des de aerobiose a 37 °C por 24 horas,
para a observagao de crescimento bacteriano e determinagédo da CBM. O n&o surgimento
de coldnias indica a morte bacteriana (Figura 5B).
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Figura 5 — (A) Leitura da Concentragdo Bactericida Minima (CBM) de um 6leo essencial, com o

repique da microplaca realizado 24 horas ap6s a incubagéo. (B) Imagem do replicador. *Fonte:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z370819?lang=pt&region=BR. Acesso em:
17 set. 2020.

O replicador utilizado é autoclavavel e permite o repique de todos os pocos em um
tnico movimento. Na Tabela 3 encontram-se os valores de CBM para trés diferentes 6leos
essenciais em cada intervalo de tempo de incubacgéo das microplacas.

CBM (L mL")
Staphylococcus aureus subsp.
aureus Rosembach (ATCC 29213)

CBM (uL mL")

Oleo essencial Escherichia coli (25922)

3h 6h 9h 24h 3h 6h 9h 24h
1 >25,6 6,4 3,2 3,2 12,8 12,8 12,8 12,8
2 12,8 12,8 6,4 3,2 6,4 6,4 3,2 3,2
3 >25,6 >25,6 25,6 12,8 12,8 12,8 12,8 12,8

Tabela 3 — Concentragcbes Bactericidas Minimas (CBM) em pL.mL" dos 6leos essenciais
em cada intervalo de tempo de incubacgao, contra Escherichia coli (25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 29213).

Foi possivel observar que nas primeiras trés horas de contato com as células de
Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosembach (Gram positiva) ja houve a agdo efetiva
dos 6leos essenciais de (1) e (3) na CBM final (12,8 yL mL"). Para o 6leo essencial (2)
foram necessarias nove horas de contato para a agcdo da CBM final (12,8 uL mL™). J& para
a bactéria Gram negativa Escherichia coli a acéo efetiva da CBM dos 06leos essenciais
(2) e (3) foi alcangcada com somente 24 horas de incubacdo, provavelmente por terem
uma acéo mais lenta dos 6leos essenciais em efetivamente matar as bactérias Gram
negativas, pela possibilidade de interagdo dos compostos quimicos dos 6leos essenciais
com os lipopolissacarideos da membrana externa, retardando o alcance dos mesmos na

membrana celular, principal alvo de acdo dos componentes dos 6leos essenciais.
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51 METODOS DE DIFUSAO EM AGAR

Muitas pesquisas cientificas com 6leos essenciais sdo publicadas apresentando
resultados de CIM a partir de estudos que utilizaram as técnicas de difusdo em agar,
principalmente o0 método de difusédo em disco. O halo de inibicao formado € medido no final
do periodo de incubagéo.

Esse método pode utilizar o papel de filtro estéril, cilindros de ago colocado no meio
de cultura ou orificios perfurados no meio de cultura. Para extratos aquosos é possivel
considerar que ira ocorrer a difusdo dos compostos ativos, pois 0s mesmos séo soluveis
no meio de cultura (preparado como uma solugéo aquosa). No entanto, 0 método torna-se
inapropriado para amostras ndo polares ou que nao se difundem facilmente no agar. De
modo geral, a poténcia antimicrobiana de amostras ainda em prospec¢cdo nem sempre
pode ser comparada com os antibiéticos convencionais, principalmente por causa das
diferencas e desconhecidas propriedades fisicas, como solubilidade, volatilidade e difusao
em agar (COS et al., 2006).

61 CONSIDERAGOES FINAIS

O método de microdiluicdo em placas € o mais indicado para a pesquisa de
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, por ser de baixo custo em relacéo ao material
necessario e a quantidade de amostra. A leitura do método de microdiluicédo utilizando o
indicador resazurina facilita o desenvolvimento de estudos com antimicrobianos naturais,
como os Oleos essenciais, justamente por ndo necessitar de instrumentacao como ocorre
na leitura por turbidez. No entanto, a subjetividade na leitura dos diversos tons entre o
azul e o rosa pode ser um fator limitante, quando ndo ha parametros de coloragéo para
antimicrobianos ainda néo estabelecidos. Dessa forma, a utilizagdo de um tratamento de
imagem, favorecido pela utilizagéo da resazurina, que se reduz a um composto fluorescente
para os resultados positivos, permite aplicar ferramentas como o software ImageJ ou o
fotodocumentador, proporcionando maior seguranca e confiabilidade nos resultados a
serem gerados com o método da microdiluicdo em placas.

Com o auxilio de um replicador € possivel obter de forma pratica e acessivel o
repique de todos os pogos da microplaca utilizada para determinar a CIM, obtendo-se
também a leitura da CBM ou CFM. O estudo do tempo de morte microbiano, em que
repiques da microplaca sdo realizados ao longo do tempo de incubacgdo, ainda pode
fornecer informagdes importantes para a cinética de morte microbiana.
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