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RESUMO

As Infeccdes do Trato Urinario (ITU) sdo infeccdes bacterianas frequentes no Brasil,
sendo os bacilos Escherichia coli e Staphylococcus aureus os mais incidentes. Diante do
cendrio pandémico causado pelo virus SARS-CoV-2, as infec¢des hospitalares ganharam
destaque, j4 que foram consideradas agravantes da doenga e aumentaram a mortalidade.
Neste contexto, ¢ indispensavel o diagnostico rapido e assertivo, a fim de se reduzirem
custos, erros terapéuticos e desenvolvimento de cepas resistentes pelo uso inadequado de
antimicrobianos. O perfil de sensibilidade a antibacterianos ¢ determinado pela Concentragao
Inibitoéria Minima (doravante, CIM), de modo que o resultado ¢ obtido a partir da observagao
a “olho nu” de turvacdo das microplacas. Tal técnica tem sido aprimorada com o uso de
reveladores oxirredutores que ajudam a facilitar a interpretagdo dos resultados por meio da
alteracao de cor. Desse modo, o presente estudo teve por objetivo avaliar o desempenho de
trés corantes incorporados na CIM para as bactérias E. coli e S. aureus, com o intuito de adota-
los na rotina laboratorial e proporcionar um melhor custo-beneficio, bem como uma leitura
mais apropriada. A visualizag¢do foi baseada na mudanga de cor dos corantes e na andlise das
absorbancias emitidas por espectrofotdmetro, as quais foram utilizadas em céalculos especificos
para elaboracdo de figuras. Os resultados mostraram que, no tempo minimo de 40 minutos, foi
possivel determinar a CIM das bactérias acima descritas e a conclusdo de que os reveladores
e a leitura automatizada facilitam a interpretacdo do crescimento bacteriano.
Palavras-chave: CIM. Escherichia coli. Leitura automatizada. Reveladores. Staphylococcus
aureus.

ABSTRACT

Urinary Tract Infections (UTIs) are frequent bacterial infections in Brazil, with the Escherichia
coli and Staphylococcus aureus bacilli being the most common. In the context of the pandemic
caused by the SARS-CoV-2 virus, hospital infections have gained prominence, as they have
been considered aggravating factors for the disease and have increased mortality rates. In this
context, rapid and accurate diagnosis is essential in order to reduce costs, therapeutic errors, and
development of resistant strains due to the inappropriate use of antimicrobials. The antibiotic
sensitivity profile is determined by the Minimum Inhibitory Concentration (hereinafther,
MIC), and the result is obtained from the observation of turbidity in the microplates with
the naked eye. This technique has been improved with the use of redox indicators that can
facilitate the interpretation of results through color changes. Thus, this study aimed to evaluate
the performance of three dyes incorporated in the MIC for E. coli and S. aureus bacteria, in
order to adopt them in routine laboratory work and to provide a better cost-benefit ratio as well
as more appropriate reading. The visualization was based on the color change of the dyes and
in the analysis of the absorbances emitted by a spectrophotometer, which were used in specific
calculations for graph preparation. The results showed that it was possible to determine the
MIC of the above-described bacteria in a minimum time of 40 minutes and to conclude that
the indicators and automated reading facilitate the interpretation of bacterial growth.
Keywords: Automated reading. Dyes. Escherichia coli. MIC. Staphylococcus aureus.
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INTRODUCAO

A Organizag¢ao Mundial de Saude (OMS) aponta
que cerca de 1,4 milhdo de Infec¢des Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS) ocorrem a todo momento
no mundo. Tratam-se de infec¢des oportunistas, uma
vez que podem ser causadas por patdogenos presentes
na microbiota do paciente associado a quadros de
imunossupressao,aprocedimentos hospitalares invasivos,
entre outros (Araujo, P. J. F. Freitas, Abreu, Freitas &
Brandao, 2021). As Infec¢des do Trato Urinario (ITU)
estdo entre as infecgdes hospitalares mais comuns, sendo
90% dos casos provocados por bacilos gram-negativos,
com evidéncia para Escherichia coli e cerca de 6% por
cocos gram-positivos, destacando-se a Staphylococcus
aureus (Furlan et al., 2021). Um estudo realizado em
dois hospitais de Nova York, com pacientes acometidos
pelo novo coronavirus, revelou que embora a taxa de
coinfeccdo se mostrou relativamente baixa (1,57%),
a associagdo do S. aureus com a Covid-19 elevou a
mortalidade de 54,8% para 66,7% em um periodo de 30
dias (Cusumano et al., 2020).

Outro fatorimportanteaserconsideradoemrelagao
a esses patdgenos € a resisténcia bacteriana, ou seja, o
surgimento de novas cepasde E. colie S. aureus resistentes
aos farmacos antimicrobianos disponiveis no mercado,
como resultado do uso indiscriminado e inadequado
dos mesmos ao longo dos anos, bem como a escassez
de novos medicamentos. O cenario acerca da resisténcia
bacteriana no Brasil tem se mostrado alarmante, pois ha
surgimento crescente, no contexto hospitalar, de novas
cepas (Menezes, Porto & Pimenta, 2013). Além disso,
infecgdes adquiridas em hospitais causadas por cepas
multirresistentes, como S. aureus resistente a meticilina
(MRSA), estao sendo documentadas de forma crescente
em todo o mundo (Feldhaus et al., 2016). Cepas de
Enterobactérias Resistentes aos Carbapenémicos (ERC),
frequentemente identificadas em E. coli, representam
grande relevancia, visto que esse microrganismo pode
causar graves infecgdes, especialmente em ambiente
hospitalar (Gauthier et al., 2018).

Esses dados apontam que ¢ indispensavel
diagndstico assertivo para uma terapéutica eficaz, a fim
de reduzir custos, erros terapéuticos que resultam em
desfecho desfavoravel da doenga, a morbimortalidade e o
desenvolvimento de multirresisténcia bacteriana (Santos,
Porcy & Menezes, 2019). Para tanto, a determinagao da
CIM, também conhecida como exame de antibiograma,
¢ fundamental para guiar a terapia antibacteriana. A
avaliacdo da CIM, definida pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) como a menor concentracao
do agente antimicrobiano que inibe o crescimento
do microrganismo, pode ser obtida pela técnica de
microdilui¢do em caldo com leitura a “olho nu”. Esse
método envolve o uso de pequenos volumes de caldo
em microplacas estéreis, em que os antimicrobianos a

serem testados sdo diluidos e colocados em contato com
o patogeno (Clinical & Laboratory Standards Institute,
2015).

Atualmente, as pesquisas realizadas no laboratorio
de bacteriologia médica da Universidade Estadual de
Maringd tém mostrado que o emprego de corantes
reveladores pode ser util especialmente na determinagao
do resultado da CIM em bactérias cujo crescimento
bacteriano proporciona uma turvagdo de dificil
visualizacdo a “olho nu” do meio de cultura. Ainda assim,
em certas situagoes, como mudangas na concentragao do
revelador, tempo de leitura e divergéncias na percepg¢ao
das cores, pode ocorrer uma interpretacdo equivocada ou
incerta. Para confirmar o que se visualiza a “olho nu”
e aumentar o grau de confiabilidade dos resultados, ¢
possivel realizar uma leitura automatizada por meio de
espectrofotometria, na qual o aparelho emite valores de
absorbancia que podem ser calculados e expressos em
figuras para definir com exatiddo a CIM do farmaco e a
porcentagem de inibi¢do do crescimento bacteriano.

Assim, o presente estudo surgiu das dificuldades
observadas no laboratorio de andlises clinicas quanto a
visualizacdo e a andlise dos resultados da determinagao
da CIM pela técnica de microdiluigdo em caldo em
bactérias gram-negativas e gram-positivas. Tendo em
vista a importancia da determinacao correta da CIM para
uma eficicia terapéutica, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar o emprego de corantes reveladores, bem
como leitura automatizada do ensaio de microdilui¢cao em
caldo, a fim de facilitar a visualizagdo rapida e assertiva
da CIM.

MATERIAL E METODOS
Selecdo e aquisi¢do dos corantes

Foram selecionados trés corantes oxirredutores,
sendo eles: cloreto de trifenil tetrazolio (TTC), resazurina
e azul de metileno. Esses reveladores foram escolhidos
com base em estudos que ja os utilizaram em ensaios
de microdilui¢do em caldo para determinagdo da CIM.
Tais substancias foram adquiridas da empresa americana
Sigma- Aldrich® e ja estavam disponiveis no Laboratorio
de Bacteriologia Médica da Universidade Estadual de
Maringa.

Bactérias estudadas

Foram utilizados, neste estudo, as bactérias
Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 29213) como protdtipo para a avaliacdo
em bactérias gram-negativas e  gram-positivas,
respectivamente. Os isolados foram reativados em triptic
soy broth (TSB — Difco Laboratories) por de duas a seis
horas a 35+2 °C, seguido de plaqueamento em triptic
soy agar (TSA — Difco Laboratories) por até¢ 24h a
35+2 °C para avaliar pureza previamente ao ensaio de
microdilui¢do em caldo.
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Ensaio de microdilui¢do em caldo modificado

O farmaco ciprofloxacino foi utilizado como
padrdo de escolha para avaliar a eficiéncia dos
reveladores. Segundo o CLSI, a CIM para S. aureus
ATCC 25213 deve estar entre 0,12 — 0,5 pg/mL e, para E.
coli ATCC 25922, a CIM deve estar entre 0,004-0,016 pg/
mL. A CIM desse farmaco foi determinada pelo método
microdilui¢do em caldo usando Muller Hinton Broth com
ajuste de cations (CAMHB, Difco Laboratories, Sparks,
MD, EUA), segundo recomendagdo do CLSI (2015).
Para o ajuste, foram usados 200uL de Ca* ¢ 100uL de
Mg?* Os isolados foram primeiramente reativados em
TSB por seis horas a 35 °C. Depois disso, foi realizado o
plaqueamento em TSA, por 24h a 35 °C.

Em seguida, foram diluidos seriadamente (razdo
dois) 100uL do farmaco ciprofloxacino em microplacas
contendo o meio MHB para cada bactéria. Os indculos
foram preparados pela comparacdo com a escala 0,5
de McFarland ¢ diluidos até a concentragdo final de
aproximadamente 5,0 x 10° UFC/mL. Apos 18h de
incubacdo, a menor concentragdo do fidrmaco sem
crescimento bacteriano visivel foi considerada como
CIM. A visualizagdo foi feita antes e ap6s o emprego dos
corantes selecionados. Para cada corante utilizado como
revelador, foram estabelecidas as melhores condi¢des de
visualizac¢do do resultado, com base em tempos distintos
(20, 40, 60 e 120 minutos). E importante frisar que os
experimentos foram realizados em duplicata para que
houvesse resultados consistentes e sem grandes variagoes.

Figura 1

Modelo  das

microplacas

Adicao do corante, leitura e tabulagcdo dos dados

O ensaio foi realizado em microplacas de 96
pogos, em que as duas primeiras linhas (A e B) ficaram
sem corante (leitura visual — controle). Foram adicionados
20 puL em cada poco, nas linhas C e D, do revelador
TTC, preparado na concentracao 0,4g em 40mL de agua
destilada. Ja a resazurina foi preparada na concentragao
0,002g em 10 mL e foram adicionados os mesmos 20 puL
nos pogos das linhas E e F. Por fim, o azul de metileno
foi feito na mesma concentragdo que a resazurina e
foram acrescentados 20 pL em cada poco das linhas G e
H, completando a microplaca. O modelo de microplaca
utilizado esta representado na Figura 1.

Nos tempos de 20, 40, 60 e 120 minutos apds
a adicdo dos corantes, foram tiradas fotografias das
placas para andlise a “olho nu”, além de uma leitura no
aparelho espectrofotometro, o qual determinou valores
de absorbancia com base em comprimentos de onda
especificos para cada revelador. Para o TTC, a leitura foi
realizada com 480 nm; para a resazurina, com 570 e 600
nm e, para azul de metileno, com 600 nm. Depois disso,
os dados obtidos foram transferidos para uma planilha
do Excel®, assim, figuras foram produzidos a partir de
calculos especificos, explicados adiante.

Andlise e interpretagdo dos resultados

Diante dos resultados obtidos, foi elaborada
uma planilha que padroniza e facilita o emprego da
metodologia proposta, neste estudo, no laboratorio de
andlises clinicas.

empregadas  nos

experimentos em S. aureus e E. coli, destacando os
reveladores utilizados e as diferentes concentragoes
de ciprofloxacino manipuladas.

S. aures| 8

0.5 [ 0.25]0. 0.03 ] 0.02

E. coli |0.256]0.

0.016]0.008 | 0. 0.001]0.0005 | Controles

Sem
corante

Resazurina [

Azul de
metileno

Fonte: Os autores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante dos experimentos realizados, foi possivel
verificar que a adi¢do dos corantes reveladores permitiu
melhor percep¢do da alteracdo de cor, de tonalidade, de
turvacao dos pocos e de determinagdo mais adequada da
CIM de S. aureus e E. coli para o farmaco ciprofloxacino.
Para todos os corantes utilizados, o tempo minimo de 40
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minutos foi suficiente para identificar a CIM em S. aureus
e para E. coli. Foram tiradas fotografias das microplacas
contendo os dois experimentos (Figura 2).

Em ambos experimentos, foram constatadas
as reacdes visuais e colorimétricas caracteristicas da
presenca dos reveladores devido aos seus mecanismos de
acao (especificados na Tabela 1 e ilustrados na Figura
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4). A MIC sem revelador foi determinada conforme as
orientacdes do CLSI (2015) em que se baseia na turvagao
do poco correspondente ao crescimento bacteriano.

Figura 2

Os valores obtidos para ciprofloxacino, tanto para E.
coli quanto para S. aureus, sem o emprego de corante
validaram a metodologia.

Fotografias das microplacas contendo os experimentos em S. aureus (A) e E. coli (B) apds 40

minutos de exposic¢do ao revelador.

Fonte: Os autores.

Tabela 1

Compostos reveladores oxirredutores utilizados relacionados a seus respectivos mecanismos

¢ a suas alteragdes visuais.

Composto

Mecanismo e alteragdo visual

Cloreto de Tetrazolio

Possui forma oxidada incolor e é reduzido em formazan (TPF) na presenga

(TTC) de desidrogenases, passando a ter coloragdo vermelha.
Possui coloragdo purpura quando entra em contato com metabolismo
. microbiano, ¢ reduzida em resorufina e passa a revelar cor rosea,
Resazurina

apresentando tonalidade violeta na transi¢do do pogo contendo a CIM

(Roca et al., 2019).

Possui coloragdo azul, é reduzido em ‘“leuco-metileno”, passando a

Azul de metileno

ficar incolor devido a reagdes eletroquimicas relacionadas a respiracdo

bacteriana (Duan, Fang & Wang, 2021).

Fonte: Os autores.

Posteriormente a interpretagdo visual, as
duas microplacas contendo os experimentos de S.
aureus ¢ E. coli foram encaminhadas para o aparelho
espectrofotometro, o qual foi configurado com os
comprimentos de onda definidos para cada corante.
Desse modo, foram obtidos os valores de absorbancia dos
pocos por meio do programa Softmax® Pro 7. A leitura
automatizada foi realizada no mesmo momento que a
analise visual e ambas foram estabelecidas em 40 minutos
apos a finalizacdo do experimento. Com 20 minutos de
exposi¢ao aos reveladores, a observagao visual da CIM
ja pode ser definida, no entanto a correspondéncia com
o método automatizado ficou melhor estabelecida no
tempo de 40 minutos.

Os valores de absorbancia emitidos pelo aparelho
espectrofotometro foram transferidos para um quadro
de célculos adaptado para o modelo das placas, contido
em uma planilha criada em Excel®, de acordo com o
corante, o comprimento de onda e pogo, representados
respectivamente nas Figuras 5 e 6. Com esses dados,
foi possivel realizar a analise quantitativa dos diferentes
reveladores, determinada pela porcentagem de inibicao

bacteriana de cada pogo, por meio de diferentes formulas
e ferramentas do proprio Excel®, de forma automatica.
A planilha elaborada otimizou o uso da metodologia
em questdo, uma vez que, com base nas médias dos
controles positivos ou negativos, foram elaboradas
figuras correspondentes que mostram a relagdo do
antimicrobiano utilizado e a porcentagem de inibi¢ao
bacteriana conforme os dados copiados para as Tabelas
2e3.

Para a obtencdo das porcentagens de inibigcdo
bacteriana de ambas bactérias, dos pogos sem corante ¢
com o revelador TTC, foi utilizada a féormula abaixo:

(1) % de Inibicdo bacteriana = 100 - (Média da
duplicata x 100)/Média dos controles positivos.

Por outro lado, o calculo de porcentagem de
inibicdo bacteriana dos pocos contendo o revelador
resazurina foi feito em um modelo diferente, em virtude
do uso de dois comprimentos de onda nos experimentos,
uma vez que esse composto se altera em diferentes
tonalidades conforme a taxa de crescimento bacteriano.
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Figura 3
Reagdes de oxirreducao dos corantes utilizados e suas
respectivas reagoes colorimétricas.
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Fonte: Aiyker e Vijayakumar (2019), adaptado pelos autores.

Tabela 2

Tabela referente a leitura em espectrofotometro ap6s 40 minutos do experimento com Staphylococcus
aureus, contendo o resultado dos valores de absorbancia para cada pogo e o valor da média dos controles
negativos ou positivos das duplicatas, seguindo o modelo da microplaca de 96 pogos.

Revelador Duplicata 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 C+ C-  Média"

A 0,003 0,002 0,002 0,000 0,234 0,442 0,476 0,347 0,473 0,458 0,461 0,000

Sem 0,461
revelador
B 0,001 0,003 0,002 0,002 0,195 0,376 0,445 0,396 0,242 0,465 0,461 0,000
C 0,011 0,003 0,002 0,003 0,336 1,129 0,449 1,029 1,138 1,163 0,982 0,043
TTC
0,982
(480 nm)
D 0,001 0,002 0,001 0,001 0,387 0,895 1,022 0,964 0,870 1,073 0,982 0,043
E 1,619 1,645 1,780 1,798 2,309 2,325 2,538 2,273 2,317 2,542 2,481 1,752
Resazurina
2,481
(570 nm)
F 1,574 1,996 1,545 1,805 2,416 2,381 2,594 2442 2,468 2,569 2481 1,752
) G 2,176 2,209 2,361 2,378 1,207 1,005 0,939 0,653 0,788 0,871 1,127 2,340
Resazurina
1,127
(600 nm)
H 2,123 2,632 2,089 2407 0,866 0,946 0,940 0,804 0,767 0,815 1,127 2,340
I 1,479 1,626 1,559 1,579 1,459 1,420 1,650 1,578 1,467 1,481 1,664 1,267
AM *k
1,267
(600 nm)
J 1,570 1,623 1,650 1,756 1,613 1,469 1,540 1,617 1,596 1,525 1,664 1,267

Fonte: Os autores.
Notas. AM - azul de metileno, ‘Média das duplicatas dos controles positivos (C+) ou negativos (C-). ""Valor da média referente a duplicata
dos controles negativos, necessaria unicamente para os calculos relativos ao corante azul de metileno.
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Tabela 3

Tabela referente a leitura em espectrofotometro apds 40 minutos do experimento com Escherichia coli, contendo
o resultado dos valores de absorbancia para cada poco e o valor da média dos controles negativos ou positivos
das duplicatas, seguindo o modelo da microplaca de 96 pogos.

Revelador Duplicata | 2 3 4 6 7 8 9 10 C+ C-  Média’
A 0,091 0,089 0,089 0,058 0,339 0,489 0,852 1,003 1,075 1,061 1,092 0,896
Sem revelador 1,117
B 0,093 0,091 0,092 0,114 0,439 0,557 0,868 0,943 0,951 0,986 1,141 0,082
C 0,084 0,090 0,089 0,092 0,228 0,475 0,668 1,192 1,447 1,591 1,465 0,087
TTC (480 nm) 1,518
D 0,082 0,089 0,094 0,090 0,247 0,482 0,763 1,094 1,304 1,403 1,571 0,087
E 1,765 1,345 1,308 1,290 1,806 2,042 2,140 2,301 2,138 2,266 2,028 1,230
Resazurina (570 nm) 2,003
F 1,197 1,219 1,251 1,368 1,606 1,973 2,369 2,338 2,252 2,238 1,978 1,215
G 2,220 1,817 1,773 1,753 1,326 1,217 0,847 0,664 0,717 0,781 0,765 1,681
Resazurina (600 nm) 0,764
H 1,619 1,650 1,695 1,858 1,251 1,179 0,789 0,768 0,866 0,896 0,763 1,663
I 2,047 2,344 2,359 2,362 1,984 1,586 1,419 1,323 1,294 1,232 1,022 2,027
AM kk
600 2,279
(600 nm) J 2,412 2,641 2,648 2,554 1,867 1,829 1,306 1251 1427 1264 1389 2531

Fonte: Os autores.

Notas. AM - azul de metileno, ‘Média das duplicatas dos controles positivos (C+) ou negativos (C-). ““Valor da média referente a duplicata dos
controles negativos, necessaria unicamente para os calculos relativos ao corante azul de metileno.

Para o célculo de tal, foi realizada uma adaptagao
da formula de mensuracao de citotoxicidade apresentada
em um protocolo do fabricante do alamarBlue (nome
comercial da resazurina), da Bio-Rad Laboratories. A
porcentagem de inibi¢do do crescimento bacteriano com
o corante resazurina ¢ obtida a partir de 100% menos o
resultado da férmula abaixo.

(2) % deInibicdo bacteriana=100—[(117216 x Média
da duplicata a 570 nm) - (80586 x Média da duplicata a
600 nm)]/(117216 x Média do controle positivo a 570
nm) - Média do controle positivo a 600 nm] x 100.

Devido ao corante azul de metileno possuir o
mecanismo de descoramento conforme ha crescimento
bacteriano, o calculo foi realizado com base na média dos
controles negativos e a Formula 3 representa o célculo
realizado:

3) % de Inibigao bacteriana = (Média da duplicata x
100)/Média dos controles negativos.

O ensaio de microdiluicao em caldo com leitura
visual e com emprego dos reveladores (Figuras 4 ¢ 6)
baseou-se na mudanga de cor perceptivel segundo o
respectivo corante utilizado. Ja os resultados obtidos
pela leitura automatizada foram apresentados em forma
de porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano
(Figuras 5 e 7). Embora a CIM, por defini¢ao pelo CLSI,
seja interpretada como a concentracao do farmaco em que
seencontraumainibicao>90% do crescimento bacteriano,
no ensaio de microdiluicdo em caldo preconizado pela

referéncia, o valor ¢ determinado baseado naleitura visual.

E importante ressaltar que, no presente estudo,
como critério de confiabilidade dos ensaios, as mesmas
placas, apos a leitura visual e a validacdo dos resultados
obtidos, foram lidas pelo aparelho espectrofotometro.
Variacdes significativas entre os dois modos de leitura sdo
inesperadas, na pratica laboratorial, todavia, a variagdo
de uma diluicdo no valor da MIC ndo ¢ considerada
significativa, sendo atribuida a erro técnico aceitavel de
diluicao (Brennan-Krohn, 2017).

A CIM para as cepas ATCCs normalmente sao
estaveis e conhecidas dentro de um intervalo estabelecido
pelo CLSI (S. aureus ATCC 25213: 0,12 - 0,5 pg/mL e E.
coli ATCC 25922: 0,004-0,016 pg/mL). Considerando a
maior sensibilidade na detec¢ao do crescimento bacteriano
pelo espectrofotdmetro para se estabelecer o padrdo de
inibicdo > 90%, uma variacdo na CIM foi observada
comparando as duas metodologias para as cepas bacterianas
estudadas. Verifica-se que, para ambas as cepas, a CIM na
figura foi definida entre as concentracdes de ciprofloxacino
0,5 - 1ug/mL para S. aureus e 0,016 - 0,032ug/mL para
E. coli. De acordo com Brennan-Krohn (2017), tendo
em vista uma variagdo aceitdvel e que erros sistematicos
poderiam ser amenizados com a utilizagdo de uma série de
dilui¢cdes mais finas, permitindo, com isso, maior precisao
na determinagdo da MIC, neste estudo, mostra-se que,
embora o emprego de reveladores facilite a visualizagdao
do crescimento bacteriano pela metodologia tradicional e
seja uma ganho interessante para o laboratdrio, a leitura
automatizada torna-se mais precisa, principalmente se
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atrelada a diluicdo automatizada do farmaco em questao.

Com 40 minutos de exposicdo frente aos
reveladores ja ¢ suficiente para verificar as alteragdes de
cor e determinar a MIC visualmente. Experimentalmente,
a visualizacdo da mudanca de cor para E. coli foi mais
facil do que para S. aureus. Uma exce¢do foi notada
no azul de metileno para S. aureus, que, embora com
bastante atencdo uma mudanga de cor foi notada no pogo
referente a CIM, pelo ensaio com leitura automatizada o

Figura 4

mesmo nao houve correlagcdo. O melhor revelador que se
constatou, baseado na facilidade de leitura, foi o TTC,
seguido pela resazurina. Ao considerar o custo beneficio
para os laboratérios que carecem de estrutura para
leitura da CIM automatizada, o emprego da resazurina
pode ser uma boa op¢do de uso na rotina laboratorial,
principalmente para isolados bacterianos de dificil
crescimento.

Fotografia da microplaca contendo o experimento em S.
aureus no tempo de 40 minutos apds adi¢ao dos reveladores.
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Nota. As setas apontam a alteragdo de cor dos reveladores testados indicando
a concentragdo inibitdria minima do firmaco na coluna marcada.

Figura 5

Figura elaborada a partir dos calculos especificos para cada corante no
tempo de 40 minutos para bactéria S. aureus.
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Figura 6

Fotografia da microplaca contendo o experimento em E. coli
no tempo de 40 minutos apds adi¢do dos reveladores.
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Nota. As setas apontam a alteragdo de cor dos reveladores testados indicando a
concentragdo inibitoria minima do farmaco na coluna marcada.

Figura 7

Figura elaborada a partir dos calculos especificos para cada corante no
tempo de 40 minutos para bactéria E. coli.
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CONCLUSAO

E possivel concluir que os reveladores auxiliam
na interpretagdo da determinagdo da CIM, principalmente
quando ha dificuldade na visualizagdo do crescimento
bacteriano. Para Escherichia coli, assim como para
Staphylococcus aureus, o menor tempo para percepgao de
crescimento foi de 40 minutos para todos os corantes. Desse
modo, os reveladores permitem que os resultados sejam
emitidos de maneira mais rapida e assertiva. Além disso,
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