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Métodos para avaliacao da atividade antimicrobiana e determinacao
da concentracio minima inibitoria (CMI) de plantas medicinais
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RESUMO: Virias pesquisas vém sendo desenvolvidas e direcionadas no descobrimento de novos
agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas e outros produtos naturais, para serem
aplicados em produtos farmacéuticos ¢ cosméticos. Atualmente, existem varios métodos para
avaliar a atividade antibacteriana e antifingica dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem
método de difusdo em 4gar, método de macrodilui¢do e microdilui¢do. A proposta dessa revisdo ¢
apresentar diferentes métodos comumente utilizados na pesquisa de novos agentes antimicrobianos,
provenientes de extratos vegetais, e elucidar os principais fatores interferentes. Dessa maneira,
contribuir como fonte de pesquisa para o desenvolvimento de futuros trabalhos relacionado ao
estudo de atividade antimicrobiana de produtos naturais.

Unitermos: Atividade antimicrobiana, difusdo em dgar, microdilui¢@o, macrodilui¢@o, concentracdo
minima inibitéria (CMI), extrato vegetais.

ABSTRACT: “Methods for evaluation of the antimicrobial activity and determination of
minimum inhibitory concentration (MIC) of plant extracts”. Several researches have been
developed to search for new antimicrobial agents from extracts of plants and other natural products
to be used in pharmaceutical and cosmetic products. Nowadays there are many methods to evaluate
the antibacterial and antifungal activity of the plant extracts. The most known assays have been
based on diffusion in agar; and micro and macrodilution methods. The purpose of this review is to
describe the different methods commonly used for the determination of new antimicrobial agents
from the plants extracts and elucidate the main interference factors. Moreover, this contributes
as research source for future development of investigations related to the study of antimicrobial
activity from natural products.

Keywords: Antimicrobial activity, agar diffusion, microdilution, macrodilution, minimal inhibitory
concentration (MIC), plant extract.

INTRODUCAO setores do campo farmacéutico e cosmético. Outro ponto
a ser ressaltado € a utilizag@o desse estudo como primeiro

A atividade antimicrobiana de extratos screening na descoberta da atividade farmacologica

vegetais ¢ avaliada através da determinacdo de uma
pequena quantidade da substincia necessaria para
inibir o crescimento do microrganismo-teste; esse valor
¢ conhecido como Concentragdo Minima Inibitoria
(CMI). Um aspecto bastante relevante na determinacao
da CMI de extratos vegetais ¢ a preocupacgdo em relacao
aos aspectos toxicologicos, microbioldgicos e legais
pertinentes aos compostos naturais ou suas combinac¢des
(Pinto et al., 2003).

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos se
faz necessaria devido ao surgimento de microrganismos
resistentes e de infec¢des oportunistas fatais, associadas
a AIDS, quimioterapia antineopldsica e transplantes
(Penna et al., 2001). O estudo de agentes antimicrobianos
tem grande abrangéncia, sendo ponto crucial em varios
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de novos agentes, sendo de extrema importancia,
principalmente em um pais como o Brasil que oferece
uma imensa biodiversidade. Desta forma, tais pesquisas
podem contribuir significativamente no desenvolvimento
do campo da saide em nivel mundial, encontrando
substincias mais eficazes e menos tdxicas na corrida
contra a resisténcia e o surgimento de microrganismos
patogénicos (Meng et al., 2000; Ho et al., 2001; Michelin
et al., 2005; Leitdao et al.,, 2006; Lima et al., 2006b;
Barbosa-Filho et al., 2007; Saude-Guimaraes & Faria,
2007).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar
a atividade antibacteriana e antifungica dos extratos
vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusao
em agar, método de macrodilui¢@o e microdilui¢do. Para
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determinar a CMI ou a Concentragdo Minima Bactericida
(CMB) de extratos ativos de plantas, tem-se utilizado um
método sensivel de microdiluigdo desenvolvido por Eloff
em 1998.

As variagdes referentes a determinagdo da
CMI (Concentracdo Minima Inibitéria) de extratos de
plantas podem ser atribuidas a varios fatores. Dentre
eles podemos citar a técnica aplicada, o microrganismo
e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época
da coleta, se os 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).

A proposta dessa revisdo ¢ descrever os
diferentes métodos comumente utilizados na pesquisa de
novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos
vegetais, bem como seus fatores interferentes.

Métodos de difusao

O teste de difus@o em agar, também chamado
de difus@o em placas, ¢ um método fisico, no qual um
microrganismo ¢ desafiado contra uma substincia
biologicamente ativa em meio de cultura solido e
relaciona o tamanho da zona de inibigdo de crescimento
do microrganismo desafiado com a concentragdo da
substancia ensaiada (Pinto et al., 2003).

A aplicagdo do método de difusdo se limita
a microrganismos de crescimento rapido, sendo
eles aerdbios ou aerdbios facultativos. A avaliagdo ¢
comparativa frente a um padrdo bioldgico de referéncia
(controle positivo) e a zona ou o halo de inibi¢do de
crescimento ¢ medida partindo-se da circunferéncia do
disco ou pogo, até a margem onde ha crescimento de
microrganismos (Barry & Thornsberry, 1991). De acordo
com a dimensdo do halo os microrganismos podem ser
classificados como: sensiveis, quando o didmetro da zona
de inibi¢do 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, didmetro igual ou menor que 2 mm.
Como controle positivo, emprega-se um quimioterapico
padrdo, e como controle negativo o solvente utilizado
para a dissolu¢do dos extratos (Karaman et al., 2003;
Springfield et al., 2003).

As condigdes de incubagdo 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). Como variagdo
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 aplicagdo da substancia
antimicrobiana no método de difusdo sdo por meio de
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disco, cilindros de ago inoxidavel ou vidro e perfura¢do
em agar (Pinto et al., 2003).

Teste de difusdo em disco

O teste de difusdo em disco € aceito pelo FDA
(Food and Drug Administration) e estabelecido como
padrdo pelo NCCLS (National Committe for Clinical
Laboratory Standards) (Barry & Thornsberry, 1991).

O teste de difusdo em disco sugerido por Rabanal
et al. (2002) e por Karaman et al. (2003) consiste na
aplicagdo de 10 puL da solugdo de agente antimicrobiano
em discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro, nas
diferentes concentragdes a serem testadas variando de
31,25 a 500pg/mL. Como variagdo do método, Carvalho
et al. (2002); Chandrasekaran & Venkatesalu (2004)
aplicaram 20 pL de extrato hidroalcoolico de Psidium
guajava L. e extratos metanolico e aquoso de Syzygium
Jjambolanum, respectivamente, nos discos de papel, com
concentragdes de 500 a 1000 pg/mL. Springfield et al.
(2003) testaram diferentes extratos obtidos de 2 espécies
de Carpobrotus aplicando 50 puL das solu¢des em discos
de papel de filtro de 9 mm. Penna et al. (2001) verificaram
a atividade antimicrobiana de 3 extratos de diferentes
plantas da flora argentina pelo método de difusdo em
agar. Discos de papel de 5,5 mm foram impregnados com
0,25 mg do extrato seco dissolvido em 10 pL do solvente
correspondente.

Rabanal etal. (2002)utilizaram disco impregnado
com DMSO (dimetilsulfoxido) para o controle negativo,
e como controle positivo foi utilizado cloranfenicol (30
ug) para bactérias ¢ anfotericina B (100 pg) para fungos.
Springfield et al. (2003) utilizaram ciprofloxacino (40
pL) para controle positivo de bactérias e anfotericina B
(25 pL) para fungos.

No estudo conduzido por Tadeg et al. (2005),
extratos hidroalcodlicos de 8 espécies de plantas
medicinais usadas no tratamento de desordens de pele
foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana em
relacdo a bactérias ¢ fungos conhecidos por causarem
diferentes tipos de infecgdes cutdneas. A atividade
antimicrobiana foi determinada utilizando o método de
difusdo em agar nas concentragdes de 100, 50 e 25 mg/
mL para os extratos brutos e 25 ¢ 5 mg/mL para as fragdes.
Como controle negativo foram utilizados metanol,
cloroféormio e agua destilada e como controle positivo
gentamicina e cetoconazol. Obtendo como os melhores
resultados as fragdes cloroformio e éter de petrdleo da
Lippia adoensis contra bactérias e Olinia rachetiana
contra fungos.

Voravunthikunchai et al. (2004) determinaram
0 CMI de extratos etandlicos e aquosos de plantas
medicinais que produziam zonas de inibigdo utilizando
o método de difusdo em agar. Amicacina, ampicilina,
gentamicina, kanamicina e tetraciclina como amostras
de referéncia, e 1 pL de cada cultura de bactérias foi
colocado em MHA (Mueller Hinton Agar) juntamente
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com os extratos de plantas medicinais. Apo6s incubagao
por 18 h a 35 °C, determinou-se a minima concentragido
capaz de produzir a completa supressdo das colonias.

A metodologia consiste em colocar os discos
sobre o meio de cultura solido previamente inoculado
em placas de Petri com diferentes cargas microbianas,
108 UFC (Unidade Formadora de colonia)/mL para
bactérias, 10° UFC/mL para leveduras e 10* para esporos/
mL (Chattopadhyay et al., 2002; Karaman et al., 2003).
A disposigdo 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 inibi¢do. O pH do meio de cultura
deve estar entre 7,2 e 7,4, ¢ a profundidade recomendada
¢ de aproximadamente 4 mm (Barry & Thornsberry,
1991).

Cilindros de ago inoxidavel

Estatécnicade aplicagdo envolve cilindros de ago
inoxidavel no meio de cultura solidificado j& inoculado
e a adigdo da solugdo em estudo nos cilindros. Coelho
de Souza et al. (2004) aplicaram 200 pL 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 agar, utilizando cilindros. Foi empregada uma
suspensdo de S. aureus ATCC 6538 na concentracdo de
10® UFC/mL, desafiando 200 pL de extratos glicolicos de
Physalis angulata L em diferentes concentragdes € como
controle positivo uma curva padrio de ampicilina.

Perfuragdo em agar

Na técnica de perfuragdo em agar, a remogao
do meio de cultura solido € realizada com auxilio de
cilindros de 6-8 mm de didmetro para a formagdo de
pogos, nos quais ¢ possivel aplicacdo 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 ng/
mL) para fungos. O controle negativo constituiu de
metanol:agua 50% (v/v), veiculo utilizado para dissolver
os extratos secos nas diferentes concentragoes.

Okeke et al. (2001) avaliaram a atividade
antibacteriana de extratos obtidos da raiz de Landolphia
owerrience. Os pocos de 6 mm de didmetro foram
confeccionados em placa previamente inoculada com uma
suspensao microbiana 5 x 10° UFC/mL, posteriormente
preenchidos com 100 pL dos extratos dissolvidos em
DMSO. A gentamicina (8 e 16 pg/mL) foi utilizada como
controle positivo e uma solugdo de DMSO como controle

negativo.

Lima et al. (2006b) verificaram a atividade
antifungica de 6leos essenciais sobre diferentes espécies
de Candida, utilizando o método de difusdo em meio
solido, aplicando a técnica de perfuragao feita através de
canulas de vidro, obtendo pogos de 6 mm de diametro.
Utilizaram aliquotas de 50 pL da solugdo dos oleos
essenciais em diferentes concentragdes e inoculo de
10 UFC/mL. O sistema foi incubado por 24-48 h por
35 °C. A CMI foi considerada aquela concentragdo do
oleo essencial capaz de desenvolver halo de inibigdo do
crescimento fungico maior ou igual a 10 mm de didmetro.
Como controle negativo foi empregado polissorbato, e
como controle positivo o cetoconazol (50 pg/mL).

Método de diluicio em caldo

O métododediluig¢doemcaldo consideraarelagdo
entre a propor¢ao de crescimento do microrganismo
desafiado no meio liquido e a concentragdo da substancia
ensaiada. A avaliagdo é comparada frente a um padrao
biologico de referéncia. Entende-se por propor¢do a
densidade da turbidez provocada pelo crescimento
microbiano (Pinto et al., 2003).

O método fornece resultados quantitativos e
ndo ¢ influenciado pela velocidade de crescimento dos
microrganismos. Sua desvantagem ¢ a dificuldade na
detec¢do de contaminagdo no caso de teste de materiais
clinicos. Como controle positivo, utiliza-se o caldo com
0 quimioterapico padrdao com a suspensdo padronizada
de microrganismo em teste, € como controle negativo o
meio de cultura com o solvente usado para dissolugdo da
amostra e a suspensdo microbiana (Sahm & Washington
II, 1991). Duas metodologias podem ser empregadas:
macro e microdiluigdo.

Macrodiluicao

A macrodiluicdo envolve testes em tubos de
ensaio, com volume de meio de cultura variando de 1 ¢ 10
mL. Por ser laborioso, consumir muito tempo, requerer
muito espago no laboratdrio e gerar grande quantidade de
residuos ¢ usado pequeno numero de réplicas (Sahm &
Washington II, 1991; Zgoda & Porter, 2001).

Microdiluigéo

A microdiluigdo utiliza microplacas com 96
pogos, com volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2
mL. Eloff (1998) utilizou a técnica de diluigdo em
microplacas para verificar a atividade antimicrobiana
em extratos vegetais ¢ observou inconvenientes na
técnica, tais como células de alguns microrganismos
que se aderiam a base do pogo, enquanto as de outros
permaneciam em suspensao. Ainda, compostos presentes
em alguns extratos precipitavam, e a coloragdo verde da
clorofila em concentra¢do muito alta interferia na analise.
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Todavia, concluiu que o método de microplacas ¢ barato,
tem reprodutibilidade, ¢ 30 vezes mais sensivel que
outros métodos usados na literatura, requerem pequena
quantidade de amostra, pode ser usado para grande
numero de amostras e deixa um registro permanente.

Zgoda & Porter (2001) utilizaram extratos
organicos das plantas Lemna minor e Ilex cornuta para
desenvolver uma técnica de microdilui¢do para a pesquisa
de novos compostos com atividade antimicrobiana contra
bactérias e fungos. Para cada microplaca foi usado um
controle negativo (agua, meio de cultura e 2,5% DMSO),
controle de crescimento (agua, meio de cultura, 2,5%
DMSO e inoculo), controle positivo (agua, meio de
cultura, indculo, 2,5% DMSO e antibiético). A inocula¢do
sugerida foi a utilizacao de 95 pL de agua estéril, 5 uL de
extrato dissolvido em DMSO, 80 pL do meio apropriado
e 20 pL de inéculo. Em teste prévio observou-se que
concentragdes maiores que 2,5% DMSO nos pogos
inibia o crescimento de Cryptococcus albidus. As leituras
foram feitas a 750 nm num espectrofotometro, leitor de
microplacas, apos a agitagdo dos pogos para ressuspender
as células aderidas no fundo com uma pipeta multicanal.

Simi¢ et al. (2004) estudaram a atividade
antifungica de alguns Oleos essenciais de Lauraceae
determinando a CMI em microplacas de 96 pogos. Os
6leos essenciais investigados foram dissolvidos em MS
(Malt Agar) inoculado com fungos. As microplacas
foram incubadas a 28 °C por 72 horas. As menores
concentragdes sem crescimento aparente foram definidas
como as concentragdes que inibem completamente o
crescimento de fungos.

Karaman et al. (2003) utilizaram a técnica
para verificar a atividade antimicrobiana do extrato
metandlico de Juniperus oxycedrus dissolvido em
DMSO 10%, concentragdo de solvente que ndo inibe o
crescimento dos microrganismos. A técnica descrita por
Zogda & Porter (2001) foi adaptada, dispensando-se 95
pL de caldo nutriente ¢ 5 uL de in6culo em cada pogo.
No primeiro foi entdo adicionado 100 pL de extrato de J.
oxycedrus preparado incialmente na concentragdo de 500
pg/mL. Fez-se entdo uma diluigdo seriada nos 6 pogos
consecutivos, retirando-se 100 pl do pogo de maior
concentragdo, resultando na diluigdo de até 7,8 pg/mL. No
ultimo pogo ndo se adicionou o indculo e o extrato, a fim
de se ter um controle negativo. O crescimento microbiano
foi determinado por leitura no espectrofotdmetro a 600
nm.

Khan & Katiyar (2000) testaram a atividade
antifingica do extrato de alho (Allium sativum) em
microplacas, aplicando 270 puL de meio SDB por pogo.
30 uL do extrato foram adicionados nos primeiros pogos
e a partir deles foram feitas as dilui¢des seriadas. Em
seguida, foi colocado o indculo de 10* UFC em cada
pogo. Controles foram submetidos as mesmas condi¢des
laboratoriais. A leitura foi feita apos 48-72 h em leitor de
Elisa a 492 nm.

Foram frutos de

testados  os espécies
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pertencentes a familia Arecaceae (Palmae), empregando
a metodologia de microdilui¢do em caldo. Observou-se
que de uma maneira geral, a atividade antimicrobiana
aumentou com a diminui¢do da polaridade dos extratos
de Syagrus oleracea, sendo que os extratos avaliados
foram efetivos contra cepas Gram negativas ¢ Gram
positivas, provavelmente devido a presenca de acidos
graxos (Silveira et al., 2005).

Fatores que interferem nos métodos

Diversos s3o os fatores que afetam a
suscetibilidade do método de difusdo e de diluigdo, ha
assim, a necessidade do conhecimento das condi¢des
experimentais e padronizagdo rigorosa na execugdo do
teste.

Os aspectos importantes a serem considerados

Sao:
Meios de cultura

Os meios de cultura devem proporcionar um
crescimento adequado dos organismos a serem desafiados
e ndo conter substdncias antagOnicas a atividade
antimicrobiana em estudo. No método de difusio 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 susceptibilidade
de bactérias, o Miiller-Hinton é o mais citado, outros
meios bastante utilizados sdo o de caseina soja (TSA e
TSB) e o meio liquido Luria-Bertani para bactérias. Em
relacdo aos fungos sdo utilizados os meios agar e caldo
sabourand dextrose (SDA e SDB), agar batata dextrose
(PDA) e caldo de levedura (Barry & Thonrsberry, 1991;
Carvalho, et al., 2002; Chandrasekaram & Venkatesalu,
2004; Chattopadhyay et al., 2002; Cortez et al., 2002;
Eloff, 1998; Rabanal et al., 2002; Sahm & Washington
II, 1991; Scazzocchio et al., 2001; Coelho de Souza et
al., 2004; Irobi & Adedayo, 1999; Karaman et al., 2003;
Khan & Katiyar, 2000; Zgoda & Porter, 2001).

Segundo Barry & Thornsberry (1991) ha
substancias no meio de cultura que influenciam a
susceptibilidade do teste, a timidina antagoniza a
atividade de sulfonamidas e trimetroprinas, conduzindo
a um resultado falso de resisténcia a tais agentes. Se o
meio contiver altas concentragdes de timidina, pode-se
adicionar sangue lisado de cavalo ou timidina fosforilada
para remover a timidina livre. O cation monovalente
Na* aumenta a atividade de bacitracina, acido fusidico e
novobiocina contra Staphylococcus spp e da penicilina
contra Proteus spp. Cations bivalentes tais como Mg?*
e Ca? reduzem a atividade de aminoglicosideos e
polimixinas contra Pseudomonas spp ¢ da tetraciclina
contra uma série de organismos.

pH
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O pH do sistema deve ser compativel com o
crescimento microbiano, com a atividade e a estabilidade
das substancias testadas. O aumento da acidez do meio
diminui a atividade antibacteriana de substancias basicas
como a estreptomicina, ¢ por outro lado, provoca o
aumento da atividade de substincias acidas como a
penicilina (Pinto et al., 2003).

Barry & Thornsberry (1991) afirmam que a
atmosfera com concentragdo de CO, elevada, deve ser
evitada, ja que altera o pH da superficie, sendo entdo
capaz de afetar a atividade antimicrobiana de alguns
agentes.

Li-Chang et al. (2005) avaliaram o efeito do pH
(5-9) na atividade antimicrobiana do extrato etanolico
de propolis inoculado com o microrganismo teste e
incubado a 37 °C por 9 h. O extrato exerceu um efeito
bactericida em S. aureus, ap6s 1,5 e 3 h de cultivo em pH
5 e 6 respectivamente.

Disponibilidade de oxigénio

Conforme o metabolismo do microrganismo
desafiante, aerdbicos, anaerdbicos ou facultativos, as
condigdes de disponibilidade desse gas podem influenciar
na sua multiplicagdo. Nos trabalhos desenvolvidos para a
determinag@o da atividade da estreptomicina utilizando
Staphylococcus aureus, por dilui¢do em tubos, verificou-
se que houve pouca influéncia da disponibilidade de
oxigénio (Pinto et al., 2003).

Inéculo

A susceptibilidade dos agentes antimicrobianos
¢ dependente da quantidade do inoculo. A padronizacdo
desse se faz, portanto, necessaria ¢ a quantidade
inoculada devera ser estabelecida para cada método
desenvolvido. No teste de suscetibilidade de meticilina
contra Staphylococcus, esse padrdo deve ser de 10° UFC/
mL. Para os testes de dilui¢do em caldo, o padrdo ¢é de
10° UFC/mL no inicio do periodo de incubagdo (Sahm &
Washington II, 1991).

Segundo recomendagdo de Barry & Thornsberry
(1991); Sahm & Washington II (1991), a preparagdo do
indculo nos métodos de diluigao e difusdo deve ser feita
a partir de 4 ou 5 colonias da cultura do microrganismo
desafiado para evitar selecionar uma cepa variante atipica.
Apos o crescimento das colonias por 16 h em caldo
nutriente, os microrganismos devem ser diluidos em agua
destilada para a concentragdo de 10’ UFC/mL. O padrao
de leitura 0,5 na escala McFarland fornece densidade
de aproximadamente 10® UFC/ mL. Alternativamente,
o inoculo pode ser ajustado fotometricamente ou por
diluig¢do padronizada do caldo nutriente, se a densidade de
tais culturas for razoavelmente constante. As placas devem
ser inoculadas em até 30 minutos apés a padronizagéo do
inoculo, para que a densidade celular nao esteja alterada.

Para o teste de microdilui¢do, Rabanal et al.

(2002) utilizaram inoculo de 5 pL, equivalente a 103
células por pL em cada pogo.

Condigdes de incubagéo

A incubacdo dos microrganismos deve ser feita
a 35-37 °C para o crescimento de bactérias ¢ 25 a 27
°C para fungos. No método de diluigdo, as condi¢des
de crescimento dos microrganismos nos tubos devem
ser semelhantes, propiciando-se a mesma temperatura
e agitagdo. No método de difusdo as placas devem ser
incubadas com o cuidado de se manter a temperatura
homogénea na estufa. Condigdes alternativas s6 devem
ser utilizadas se forem essenciais para o crescimento do
microrganismo em teste (Chandrasekaran & Venkatesalu,
2004; Karaman et al., 2003; Springfield et al., 2003).

Recursos utilizados para melhoria da leitura do
didmetro do halo no método de difusdo em agar

A espessura e a uniformidade do agar sdo
essenciais para a boa resolugdo dos resultados. Deve-se
controlar rigorosamente o volume de agar transferido para
a placa de Petri, e o meio de cultura deve ser distribuido
de modo a evitar formagédo de estrias superficiais ¢ bolhas.
Quando ocorrem halos de pequenas dimensdes, o recurso
utilizado ¢ a diminui¢@o do volume do meio, o que leva a
diminuigdo a espessura do meio na placa. A pré-incubagao
¢ utilizada quando se visa diminuir a dimenséo do halo e
a pré-difusdo para aumentar a zona de inibi¢do (Pinto et
al., 2003).

CONCLUSAO

Em um “screening” extensivo de plantas
utilizadas na medicina tradicional, destaca-se os
extratos vegetais com agdo antimicrobiana, devido
a sua importancia no desenvolvimento e producdo
de produtos farmacéuticos ¢ cosméticos. Através da
analise dos artigos citados nessa revisdo, concluimos
que o método de diluicdo em agar ¢ o mais utilizado,
devido a simplicidade de execugdo e ao baixo custo. Ja
na determinagdo da CIM, o método da microdiluigao,
desenvolvido por Eloff em 1998, vem sendo bastante
utilizado, principalmente devido & sua sensibilidade e
quantidade minima de reagentes, o que possibilita um
maior numero de réplicas, aumentando a confiabilidade
dos resultados. Ressaltamos, finalmente, a importancia de
avaliar os fatores interferentes, estabelecendo parametros
de acordo com a necessidade do método empregado para
o determinado fim.
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