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COMPARATIVE STUDY OF THE RECOMMENDED METHODOLOGIES BY CLSI AND EUCAST FOR ACTIVITY
EVALUATION ANTIFUNGAL. The international organizations CLSI and EUCAST developed reference methodologies for activity
evaluation antifungal. The aim of this work was to compare the recommended methodologies by the CLSI and EUCAST in the

antifungal activity evaluation of crude extracts of Azadirachta indica and green propolis. The results showed that the MIC values
determined by the EUCAST methodology were smaller than that determined by the CLSI. Nevertheless, both methodologies were
satisfactory to detect and evaluate antifungal activity of the crude extracts and isolated compounds. The EUCAST methodology

showed advantage by making possible to obtain results in less time.
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INTRODUCAO

Os testes de susceptibilidade as drogas antifiingicas tornaram-se
importantes, principalmente devido ao aumento de sérias infecgdes
fiingicas e ao concomitante aparecimento de resisténcia aos agentes
antifingicos.! Estes testes podem ser usados ndo somente na pesquisa
de sensibilidade aos antimicrobianos, como também na busca por
novos farmacos pela verifica¢do da atividade antifingica de amostras
complexas, como extratos vegetais, e de substincias puras.>* As
metodologias para a avaliaciio da atividade antiftingica de produtos
naturais sflo varidveis, sendo realizadas a bioautografia, a difusdo em
dgar e a dilui¢do em dgar e caldo.’

A metodologia proposta pela organizagido americana Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, anteriormente denominada
Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS)
para a avaliacdo da atividade antifiingica de substincias puras € a
diluicdo em caldo, que apresenta a grande vantagem de propiciar alta
reprodutibilidade entre os laboratérios. Entretanto, um problema a
ser solucionado € a interpretagdo da leitura do crescimento trailing,
a qual ocorre na leitura para a determinacéo dos valores de Concen-
tracdo Inibitéria Minima (CIM) em leveduras, utilizando a técnica
de microdilui¢do em caldo.

O termo frailing (arraste) € usado para descrever o reduzido, mas
persistente crescimento que alguns isolados de Candida spp. e Cryp-
tococcus neoformans apresentam in vitro, apds entrarem em contato
com as drogas antiftingicas azdlicas. Estima-se que esse fendmeno
ocorra com aproximadamente 5% dos isolados de Candida spp.6
Esse crescimento trailing pode ser tdo vigoroso que faz com que um
isolado seja interpretado como susceptivel (S) ap6s 24 h de incubag@o,
mas se apresente como resistente (R) apds 48 h. Dois estudos deste
fendmeno empregados em candidiase murina demonstraram que o
resultado avaliado nas primeiras 24 h era consistente com a resposta
para o tratamento in vivo.’

*e-mail: martinsc @unifran.br

O ensaio recomendado para avaliacdo da atividade antifiingica
de substancias puras pela técnica da microdilui¢do em caldo, pela
organizacdo européia Antifungal Susceptibility Testing Subcommit-
tee of the European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing
(AFST-EUCAST),® é baseado nos procedimentos da referéncia
CLSI M27-A2,° mas com algumas modificacGes a fim de se obter
maior exatiddo na determinac@o dos valores de CIM. Estudos tém
confirmado que a modificagdo do documento CLSI M27-A2° com a
suplementagdo do meio RPMI 1640 com 2% de glicose no meio de
cultura® tornou a metodologia mais vantajosa, por reduzir o tempo de
incubacio necessario (24 h) para se obter um crescimento suficiente
para a determinacio dos valores de CIM.!%-14

Nas tltimas décadas, a busca por novos agentes antimicrobianos,
principalmente de fontes naturais, vem ganhando destaque. Neste
sentido, os vegetais constituem uma enorme e importante fonte de
produtos naturais que sdo biologicamente ativos, sendo que muitos
destes podem ser utilizados como modelos para a sintese de iniimeros
farmacos.'® Rios et al.'® revisaram os mais relevantes artigos desta
drea publicados entre os anos de 1978 e 1988, compilando uma lista
de 75 espécies na qual estabeleceram a atividade dos extratos e dos
constituintes responsdveis por essa atividade. Outros estudos tém
demonstrado que produtos naturais oriundos de plantas apresentam
atividade contra linhagens de patdgenos resistentes aos antibidticos,
bem como demonstram ter efeito sinérgico.!”!®

Azadirachta indica A. juss, também conhecida por Melia indica
Brandis, o nim indiano, pertencente a familia Meliaceae, tem des-
pertado o interesse de vdrios pesquisadores, pois seus constituintes
bioativos sdo utilizados na forma de pds, extratos aquosos e/ou or-
ganicos (metandlico, etandlico, acetdnico, cloroférmico, hexanico),
Oleos e pasta, além de fragdes, as quais sdo parcialmente purificadas
e contém majoritariamente o limondide chamado azadiractina."
Segundo Schmutterer, o local de origem, assim como a idade das
sementes e o solvente utilizado na extra¢do podem causar variagdes
nos teores dos principios ativos e, conseqiientemente, em suas ati-
vidades bioldgicas.

Govindachari et al.®' relataram que as fracdes do nim que
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apresentam atividade antifingica contém combinagdes principais
de 6-diacetilnimbina, azadiradiona, nimbina e epoxiazadiradiona,
sendo que com exce¢do da 6-diacetilnimbina, todos os demais nao
apresentaram atividade considerdvel quando analisados isolada-
mente. Todavia, quando combinados e testados, esses compostos
mostraram boa atividade antifingica, o que indica possiveis efeitos
sinérgicos.

Dentre as a¢Oes antifingicas, Hussain e Gorsi** e Fabry ef al.”
relataram que A. indica apresenta atividade fungicida e fungistatica
contra Candida spp. Charmaine-Lloyd er al.** relataram o uso do
extrato de A. indica contra 15 isolados de Candida spp. de pacientes
portadores de Human Immunodeficiency Virus (HIV); desse total,
A. indica apresentou boa atividade contra 13 isolados desse género
leveduriforme.

A prépolis verde, a qual apresenta composi¢do quimica com-
plexa, também ¢ reconhecida pelo potencial antimicrobiano. Os
componentes predominantes na composi¢cdo da resina da propolis
verde sdo os fenilpropandides, entre estes os derivados do 4cido
cindmico, os compostos prenilados (em média de 8 a 10%) e os
dcidos aromdticos, os quais t€m acdes antitumoral, antifingica,?
antibacteriana,” antioxidante® e antiviral.”” Marcucci et al.* citam
os compostos prenilados como os principais constituintes da prépolis
verde e relatam que as atividades antibacteriana e antiftingica destes
compostos podem ser aumentadas com o aumento do nimero de
residuos prenilados na molécula.

Assim, o objetivo deste trabalho foi comparar as metodologias
preconizadas pelo CLSI e pelo EUCAST normatizadas nos docu-
mentos M-27A e E. Dis. 7.1, respectivamente, para avaliagdo da
atividade antifingica de extratos brutos de Azadirachta indica e
propolis verde.

PARTE EXPERIMENTAL

Coleta e identificacio do vegetal Azadirachta indica e aquisicao
da propolis verde

As folhas de nim foram obtidas a partir de espécies com 3 anos
de cultivo em condi¢des de campo, oriundas de sementes fornecidas
pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e cultivadas no muni-
cipio de Piumhi (MG). As exsicatas foram preparadas e depositadas
no herbdrio da Universidade do Estado de Minas Gerais, em Passos
MGQG).

A amostra de prépolis coletada em Oliveira - MG foi fornecida
pelo Prof. Dr. J. K. Bastos, da Faculdade de Ciéncias Farmacé&uticas
de Ribeirdo Preto, Universidade Sdo Paulo.

Obtencao dos extratos

As folhas de nim (1,0 kg), apds secagem em estufa com circulagido
de ar a 40 °C, foram moidas e extraidas através de macera¢do com
etanol/dgua (4:1 v/v) por 3 semanas, a temperatura ambiente. Apds
remogdo dos solventes em evaporador rotatério obteve-se o extrato
hidroalcdolico bruto (120 g). Por sua vez, o extrato de prépolis foi
preparado a partir da amostra bruta proveniente de Oliveira (MG).
Um quilograma da amostra de prépolis verde foi mantido em con-
gelador por 3 dias e, em seguida, foi triturado em liquidificador até
p6 fino, usando tamis de 16 mesh para homogeneizacio do pé. O pé
obtido foi submetido a extra¢do por maceracio em etanol-dgua (7:3
v/v) por 24 h a temperatura ambiente, seguida por filtragdo em funil
de Biichner. O residuo foi novamente levado a maceragdo por mais
24 h, no mesmo solvente, enquanto o filtrado foi concentrado em
rotaevaporador. Repetiu-se o processo de maceragdo e filtracio por
mais trés vezes, obtendo-se o extrato bruto (906 g).
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Ensaios biologicos

Como controle da metodologia para as técnicas preconizadas
pelo CLSI e pelo EUCAST, foi utilizado o controle positivo (fluco-
nazol), o qual foi primeiramente solubilizado em DMSO e depois
diluido. O DMSO foi utilizado como controle negativo para todas
as leveduras, tendo em vista que o mesmo foi o diluente de escolha
para os extratos testados.

Foram preparadas solu¢des do extrato bruto do nim e da prépolis
verde contendo 4 mg/mL em dimetilsulféxido (DMSO) a 20%. Em
seguida, estas solucdes foram diluidas em concentracdes que variaram
de 100 a 1600 pg/mL.

Os ensaios foram realizados com os extratos brutos e com o
fluconazol como controle positivo em DMSO (0,125 a 64 ug/mL),
utilizando-se trés cepas padrdo (C. albicans, C. parapsilosis e C.
krusei) provenientes da American Type Culture Collection (ATCC) e
14 isolados clinicos (cepas isoladas de individuos submetidos a hemo-
didlise e de individuos higidos doadores de sangue). Para a obtencio
do indculo, as cepas e os isolados clinicos foram repicados em meio
de cultura dgar Sabouraud dextrose (Difco Labs, Detroit, Mich, USA)
e incubados a 35 °C em estufa bacterioldgica por 24 h.

Para assegurar a reprodutibilidade dos ensaios, a quantidade de
inéculo a ser utilizada foi padronizada. Inicialmente preparou-se uma
escala de 0,5 de McFarland, segundo Bier.31 Para isso, adicionou-se
0,5 mL de solugdo aquosa de cloreto de bario a 1% em 99,5 mL de
solucdo aquosa de 4cido sulftrico a 1%. Em seguida, transferiram-se
2 mL dessa suspensdo para uma cubeta espectrofotométrica. A cali-
bracgdo da transmitancia em 100% no espectrofotdmetro usando um
comprimento de onda de 530 nm foi realizada com dgua destilada. A
leitura da suspensao de 0,5 de McFarland forneceu uma transmitancia
de 76%. Assim, todas as suspensdes de leveduras foram ajustadas na
mesma transmitancia.

Avaliacao da concentracio inibitéria minima (CIM), segundo
a técnica de microdiluicio em caldo preconizada pelo CLSI,
documento M27-A2°

Com a utilizagdo de uma agulha de platina esterilizada, foram
transferidas culturas de 24 h das leveduras cultivadas em dgar Sabou-
raud dextrose (Difco). O meio de cultura utilizado foi o meio liquido
RPMI 1640, para a determinag@o da susceptibilidade de leveduras aos
antifingicos. Este meio foi preparado numa solugéio tampdo MOPS
(Acros Organics, Geel, Turnhout, Bélgica) 0,165 M. A mistura foi
corrigida com hidréxido de sddio até atingir pH 7. A seguir, o meio
foi esterilizado por filtragdo com uma membrana de porosidade de
0,22 um (Millipore, Billerica, MA, USA) e posteriormente armaze-
nado a uma temperatura entre 2 e 5 °C. Foram utilizadas microplacas
com 96 orificios e cada orificio recebeu o indculo, o meio de cultura
e as solugdes dos extratos diluidos, de tal forma que o volume final
fosse de 100 pL. Para o controle da metodologia, foi utilizada uma
solucdo de fluconazol (controle positivo), onde as concentracdes
avaliadas variaram de 0,125 a 64 pg/mL. Também foram realizados
os seguintes controles: controle de esterilidade do caldo RPMI 1640
(Gibco); controle do indculo, o qual apresentou crescimento total
devido a auséncia do controle positivo, controles de esterilidade dos
extratos brutos, bem como dos padrdes positivos e negativos.

Com uma agulha de platina esterilizada, transferiram-se culturas
de 24 h de leveduras para tubos contendo 2 mL de solucdo de cloreto
de sédio a 0,85%. Segundo os critérios do CLSI, foram efetuadas
diluicdes sucessivas em tubo no caldo RPMI 1640 (Gibco), obtendo-
se uma quantidade final de in6culo de 1,2 x 103 UFC/mL.

Logo apds a micropipetagem dos indculos, do meio de cultura e
dos controles, as microplacas foram tampadas e incubadas a 35 °C
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por 48 h, sem agitagdo. Apds o periodo de incubagdo, como procedi-
mento opcional a esta técnica, foram adicionados em cada orificio das
placas 15 pL de resazurina (Sigma, ST. Louis, MO, USA) a 0,01%
em solucdo aquosa esterilizada. Apds 4 h de reincubagdo, a leitura foi
realizada. A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) de
cor azul € oxidada na presenca de células vidveis a resofurina, subs-
tancia de colorag¢do vermelha, facilitando a verificagdo da presenga
de crescimento microbiano.* Desta forma, foi possivel determinar a
menor concentracdo de cada extrato bruto capaz de inibir o cresci-
mento dos microrganismos indicadores.

Avaliacio da concentracio inibitéria minima (CIM), segundo a
técnica de microdiluicio em caldo preconizada pelo EUCAST®

A etapa de preparo do meio de cultura foi idéntica ao do preconi-
zado pelo CLSI, com exceg¢ao da adicdo de 18 g de glicose por litro de
caldo RPMI 1640 (Gibco), a fim de que o mesmo apresentasse uma
concentracdo final por litro de 2% de glicose (RPMI 1640 2% G).

Para esse experimento, todos os procedimentos foram os mesmos
usados no protocolo do CLS], incluindo os controles da metodologia
e sendo somente alterados os seguintes procedimentos: o inéculo, o
qual g)assou a ter uma concentrago final no orificio da placa de 1,2
x 10° UFC/mL, o tempo de leitura (24 h), a utilizacdo de placas de
fundo horizontal e do meio RPMI 1640 (Gibco) sem bicarbonato de
sodio, com o tampao MOPS (Acros Organics), agora suplementado
com 2% de glicose. Assim, no final, cada orificio recebeu o indculo,
o meio de cultura liquido e as solucdes dos extratos brutos diluidos,
de tal forma que o volume final de cada orificio fosse de 200 pL.

As microplacas foram lidas espectrofotometricamente apds 24
h de incubagdo com o auxilio de um leitor de microplacas (ASYS,
Eugendorf, Salzburg, Austria) em um comprimento de onda de 450
nm. Cada pogo obteve, assim, sua prépria leitura de absorvancia.

Quim. Nova

Usando a padronizagdo do EUCAST para a determinagdo das CIM,
foram incubadas também placas contendo apenas os extratos de A.
indica e de prépolis verde e RPMI 1640 2% G. O volume de in6culo
ndo foi adicionado, sendo substituido pelo mesmo volume de caldo
RPMI 1640 2% G. O valor do ponto final (end point) para leitura da
CIM foi conseguido baseado no crescimento de leveduras, que se deu
no pogo contendo apenas meio de cultura e inéculo, onde o micror-
ganismo pdde ter 100% de crescimento. Segundo a metodologia do
EUCAST,? o ponto final da CIM € considerado onde se obteve uma
leitura com absorvancia igual ou inferior a 50% em comparagio ao
pogo livre dos produtos a serem avaliados, onde houve o crescimento
da levedura, ou seja, o controle positivo.

Os resultados obtidos foram submetidos as andlises estatisticas se-
gundo o teste de correlagido de Spearman e ao método de Wilcoxon.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 relaciona os resultados obtidos in vitro frente as dife-
rentes cepas avaliadas. A andlise das medianas das CIM dos extratos
frente as diferentes cepas de Candida spp. revelou diferengas pouco
significativas entre as duas metodologias (CLSI: 640 a 1440 ug/mL;
EUCAST: 640 a 1600 pg/mL), sendo que os melhores resultados fo-
ram observados para C. albicans (isolada de paciente de hemodiélise)
com uma CIM de 640 pg/mL.

Os isolados de C. albicans de individuos doadores de sangue
demonstraram uma maior resisténcia, quando comparados as amostras
de isolados de individuos hemodialisados (Tabela 1).

Em nosso estudo, as cepas de C. albicans (ATCC 90028), C.
parapsilosis (22019) e C. krusei (ATCC 6258) demonstraram maior
susceptibilidade frente ao extrato bruto de prépolis verde em com-
paragdo com o extrato bruto de A. indica. Os isolados de C. albicans
oriundos dos individuos higidos doadores de sangue, com excecao de

Tabela 1. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) in vitro dos extratos de A. indica (nim), de prépolis verde e do fluconazol, frente a 17 amostras
de Candida sp, conforme os procedimentos de microdilui¢do em caldo recomendados pelo CLSI M27-A2 e pelo AFST-EUCAST E.Dis. 7.1

CLSI Mediana em ug/mL EUCAST Mediana em ug/mL

Microrganismo

A. indica Prépolis verde Fluconazol A. indica Prépolis verde Fluconazol
C. albicans ATTC 90028 1280 1040 1 1200 960 1
C. parapsilosis - ATCC 22019 1200 1120 2 1200 1040 1
C. krusei - ATCC 6258 960 720 32 880 640 32
C. albicans® 1120 1200 0,25 1120 1040 0,25
C. albicans® 720 1440 0,25 720 1360 0,25
C. albicans® 1360 1120 0,25 1280 1040 0,25
C. albicans® 640 960 0,25 640 960 0,25
C. albicans® 1040 1040 0,50 1040 960 0,50
C. krusei® 1120 960 32 960 880 32
C. krusei® 960 1120 32 880 1280 16
C. parapsilosis® 1360 1440 0,50 1360 1600 0,25
C. parapsilosis® 1280 1200 0,50 1120 1200 0,50
C. albicans® 1200 1280 2 1120 1200 1
C. albicans® 1280 1280 0,25 1280 1280 0,25
C. albicans® 1360 880 0,50 1360 720 0,50
C. albicans® 1360 880 0,125 1360 880 0,125
C. albicans® 1280 1280 2 1280 1280 2

@ cepas isoladas de individuos submetidos & hemodiélise; °: cepas isoladas de individuos higidos doadores de sangue.
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duas amostras para a propolis verde, demonstraram uma sensibilidade
diminuida frente aos extratos, quando comparados aos individuos
hemodialisados. O extrato de prépolis verde, de maneira geral, de-
monstrou uma tendéncia a ser mais efetivo que o extrato de A. indica
frente as leveduras de Candida sp, embora estatisticamente isto seja
insignificante. As cepas e os isolados de C. krusei demonstraram a
esperada resisténcia ao controle positivo fluconazol (Tabela 1).

Com relacdo ao tempo de incubagdo, nas leituras feitas em 24 h
(EUCAST) e em 48 h (CLSI), os valores de CIM frente aos extratos
de A. indica e de prépolis verde foram praticamente os mesmos,
segundo andlises estatisticas.

A metodologia proposta pelo EUCAST tem a vantagem de redu-
zir o tempo de incubagdo para a obtengdo dos resultados nos testes
de susceptibilidade aos antifingicos. A suplementag@o de glicose
e um indculo de leveduras mais denso potencializaram o ciclo de
crescimento da Candida sp avaliadas depois de 24 h de incubagio.
O procedimento de colocar placas contendo apenas os extratos de A.
indica e de prépolis verde em caldo RPMI 1640 com 2% de glicose,
sem a adicdo do indéculo e substituido pelo mesmo volume desse
suplemento foi necessario, devido ao fato das solugdes dos extratos
apresentarem certo grau de colorac¢@o e principalmente por serem
solucdes com densidade suficiente para que ocorresse precipitagao no
fundo dos pogos. Assim, cada poco das placas contendo sua respectiva
diluicdo do extrato passou a ter o seu proprio valor de corte na leitura
espectrofotométrica, ou seja, o seu proprio valor de branco. Segundo
os testes de correlagdo de Spearman e de Wilcoxon a determinag@o do
end point espectrofotométrico feito com 24 h de incubag@o mostrou
uma forte correlagdo com a metodologia proposta pelo CLSI, onde a
leitura foi realizada visualmente com a adicdo de resazurina somente
48 h ap6s a incubagio.

Estudos t¢m demonstrado o valor da automatizacdo nas leituras
espectrofotométricas nos testes de susceptibilidade aos antiftiingicos,
pois oferece a vantagem de se obter uma leitura mais objetiva para a
determinagéo da CIM. 433

Apesar de ndo ter sido notado neste trabalho, o crescimento trailing
¢é de grande relevancia para a determinagdo da CIM, onde sua inter-
pretacdo subjetiva deve ser considerada, haja vista que, mesmo com
o uso de um agente revelador como a resazurina, as nuances de cores
entre o azul e o vermelho podem ocasionar didvidas na determinagao
da CIM. Assim, o EUCAST considera como CIM o orificio onde haja
um crescimento de indculo, determinado pela sua absorvancia, de 50%
ou menos em relacdo ao controle positivo. Deve-se levar em conta que
neste mesmo orificio ainda possam existir leveduras (efeito fungistati-
€0) que, a0 reagirem com a resazurina, assumam uma coloragio azul
avermelhada. Talvez esse fato explique a diferenca de leituras obtidas
entre os dois métodos empregados, onde os valores de CIM determi-
nados pela metodologia preconizada pelo EUCAST foram, em geral,
menores que aqueles obtidos pelo método do CLSIL.

Neste trabalho foi usado um comprimento de onda de 450 nm
pela metodologia do EUCAST na determinagdo da CIM, sendo que
em alguns casos, a concentracdo dos extratos nos pogos foi alta sufi-
ciente para superar a linearidade do aparelho leitor de microplacas.
Este fato ndo alterou a leitura das microplacas, haja vista que a leitura
da absorvancia compativel para a CIM, nestes casos, foi conseguida
em orificios com dilui¢des menores.

Outro dado importante a ser relatado diz respeito a quantidade
final de DMSO em cada orificio das microplacas. As metodologias
do CLSI e do EUCAST utilizam 0,5% de DMSO como concentracio
final. Segundo Cuenca-Estrella et al.,** embora 1% de DMSO pudesse
ser utilizado, o controle positivo fluconazol usado neste experimento
teve como concentra¢do maxima de DMSO apenas 0,5% no primeiro
poco antes de ser diluida. E exatamente o que ambas as metodologias
usam como concentra¢do final deste solvente. Para os extratos, foram
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usadas concentracdes de DMSO, no médximo de 2%, a qual, segundo
o controle de dilui¢do feito para o solvente, ndo causou nenhuma
inibic@o para a leitura da CIM.

As faixas da CIM para a cepa de C. parapsilosis utilizada como
controle de sensibilidade ao fluconazol e de C. krusei usada como
controle de resisténcia a este mesmo agente antifiingico mostraram
uma concordéncia com o esperado.®

CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos neste trabalho e com base nas
condicdes experimentais, podemos concluir que ndo houve diferenga
estatisticamente significante entre a eficicia dos dois extratos, embora
o extrato de prépolis verde tenha demonstrado melhor atividade. Os
resultados de CIM obtidos pelos procedimentos preconizados pelo
CLSI e pelo EUCAST possuem uma boa concordéncia entre si, sendo
que a metodologia do EUCAST se presta para avaliar a atividade
antifiingica de extratos naturais em um menor tempo, demonstrando
resultados equivalentes aos do CLSI.
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