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Resumo:

Este estudo teve como objetivo avaliar a diferenca nas leituras das
microplacas por dois métodos distintos. Os resultados foram expressos por
imagens originais apds a incubacédo com o indicador rezasurina e imagens
tratadas pelo software Imaged. O procedimento estabelecido para tais
leituras mostrou-se confiavel.

Introducéo

Os métodos colorimétricos para determinar a Concentracao Inibitéria Minima
(CIM) séo considerados rapidos e de baixo custo (MARTIN et al., 2003).

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

No entanto, a leitura da microplaca com o indicador resazurina passa a ser
subjetiva e conforme a percepcéo do analista. Em determinadas situacoes,
conforme o Oleo essencial que esta sendo testado, a diferenciacdo de cor
entre 0 azul e o rosa fica comprometida e causa incerteza na leitura para
considerar crescimento microbiano positivo ou negativo.

Desse modo, o objetivo do trabalho foi estabelecer um procedimento de
leitura da coloracgéo utilizando o software ImageJ para microplacas utilizadas
na determinacdo da atividade antimicrobiana de Oleos essenciais pelo
meétodo de microdiluicdo e indicador resazurina.
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Materiais e métodos

Foram utilizadas fotografias de microplacas de testes de atividade
antimicrobiana de 6leos essenciais desenvolvidos pelo grupo de pesquisa.
Foram adicionados 50 pL de solucdo aquosa de resazurina a 0,01% em
cada um dos pocos apOs a incubacdo das mesmas para a acdo
antimicrobiana dos 6leos essenciais. Apos a adicdo do indicador, as
microplacas permaneceram overnight a 7 °C, quando entdo foram
fotografadas.

As imagens obtidas foram tratadas no software ImageJ (disponivel em
https://imagej.nih.goVv/ij/) para obter a diferenciagdo dos pog¢os positivos e
negativos quanto ao crescimento microbiano.

O software foi executado e na opcao “File” seguida de “Open”. Abriu-se a
imagem para analise. Com a imagem previamente aberta, na janela Edit,
escolheu-se a opcéo Invert (Ctrl + Shift + ), que gerou a imagem a ser
comparada com as fotografias originais.

Resultados e Discussao

Visando a possibilidade da utilizacdo de uma técnica mais precisa para a
realizacdo da leitura CIM de Oleos essenciais pelo método do indicador
resazurina, utilizou-se o software ImageJ para a realizacdo de uma leitura
colorimétrica por meio da inversdo de cores, para fins de comparacédo da
leitura dos resultados pelas fotografias originais. Na Figura 1A observa-se a
imagem de uma microplaca tratada pelo método indicador resazurina e na
Figura 1B, a imagem analisada pelo software.
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Figura 1 — Microplaca do método de microdiluicdo para a determinacao da Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais. (A): imagem original da microplaca apos a
incubacg&o com o indicador resazurina. (B): imagem tratada pelo Software ImageJ.

A primeira coluna de pogos da Figura 1A teve como referéncia os pogos de
controle negativo, em que nao foi adicionada a cultura microbiana. A
segunda coluna de pogos da Figura 1A teve-se como referéncia os pogos de
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controle positivo, consistindo apenas as culturas em meio de cultura
(auséncia de antimicrobiano).
Para os pocos de coloracdo rosa entendeu-se que houve reducéo do
indicador com o meio de cultura reduzido em decorréncia do metabolismo
microbiano, ou seja, que houve inibicdo da cultura (resultado positivo). Nos
pocos de colorac&o azul houve inibicdo microbiana (resultado negativo).
Nas colunas 4 e 5, linha 1, observou-se que as cores apresentadas nao
foram semelhantes as cores tomadas como padrdo positivo ou negativo, o
que gerou duvida e ndo se pode afirmar se houve ou ndo inibicdo do
crescimento microbiano. Observando a Figura 1B, foi possivel observar com
clareza o resultado dos pocos citados anteriormente, sendo que para ambos
0s casos ndo houve inibicdo do crescimento microbiano. 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 éareas escuras. Os
resultados da comparacdo foram expostos similarmente como mostra a
Figura 2, na qual os simbolos (+), (-) e (+/-) representam se houve
crescimento microbiano, se ndo houve crescimento microbiano e incerteza
do resultado, respectivamente.
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Figura 2 — Representacdo manual dos resultados obtidos na determinac&o da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) de 6leos essenciais. (A): analisando imagem original da microplaca
apos a incubacéo com o indicador resazurina. (B): analisando a imagem tratada pelo
Software ImageJ.

A resazurina é um indicador de oOxido-reducdo que foi extensivamente
utilizada na investigacdo da qualidade do leite. E um indicador quimico, que
durante a sua reducéo ha alteracédo de cor. No leite e em solucdo aquosa, a
resazurina € azul e se reduz para resorufina, de coloracdo rosa. A resorufina
pode ser reduzida ainda a hidrorresorufina, um composto incolor. A reacéo
para resorufina € irreversivel, enquanto que a reducao para hidrorresorufina
é reversivel (ERB; EHLERS, 1950). O que explica que alguns pocos do
controle positivo (segunda coluna da Figura 1A) tenham ficado incolores.
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A resazurina, também referenciada como Alamar Blue, é azul e néo
fluorescente. Quando reduzida pela atividade celular, provavelmente pelo
consumo de oxigénio no metabolismo, passa a ter coloracdo rosa
fluorescente (O’BRIEN, 2000). 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).
O baixo custo do método de microdiulicdo com leitura utilizando o indicador
resazurina facilita o desenvolvimento de estudos com antimicrobianos,
justamente por ndo necessitar de instrumentacao fotométrica para a leitura.
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 coloracao para
antimicrobianos ainda nao estabelecidos. Dessa forma, a utilizacdo de um
tratamento de imagem, favorecido pela utilizacdo da resazurina que se reduz
a um composto fluorescente para os resultados positivos, permite aplicar
esse método simplificado com maior seguranca e confiabilidade nos
resultados a serem gerados.

Conclusoes

Para a leitura da CIM pelo método de microdiluicdo e utilizando o indicador
resazurina, a analise das imagens das microplacas tratadas pelo Software
ImageJ € uma técnica precisa e que pode oferecer confiabilidade para os
resultados, eliminando a subjetividade.
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