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RESUMO  
 
A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) oferece 
tempo de resposta rápido e confiabilidade para a tipagem de microrganismos. O 
objetivo do presente trabalho foi avaliar protocolos de inativação bacteriana, a fim de 
padronizar a metodologia de caracterização de diferentes isolados bacterianos por 
FT-IR. Os protocolos de esfregaço direto com exposição à luz ultravioleta, 
suspensão alcoólica e suspensão em água com aquecimento foram avaliados em 
triplicata técnica e em três dias experimentais independentes usando como modelo 
as bactérias Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus 
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus 
pneumoniae. Os espectros das amostras foram adquiridos por meio do software IR 
Biotyper. A eficácia dos métodos foi avaliada com base na correlação entre as 
replicatas validadas pelo software e a ausência de crescimento bacteriano em testes 
de viabilidade. Os resultados demonstraram que a técnica de esfregaço direto se 
mostrou ineficaz para a inativação da maioria das espécies estudadas. O protocolo 
de suspensão alcoólica se mostrou mais consistente ao longo do estudo e obteve o 
melhor desempenho geral, enquanto o protocolo de suspensão em água com 
aquecimento apresentou resultados variáveis. Conclui-se que a suspensão alcoólica 
é a metodologia com maior aplicabilidade na inativação bacteriana para realização 
da técnica FT-IR. 
 
INTRODUÇÃO  
 
A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) é uma 
técnica analítica que utiliza a distribuição de comprimentos de onda de infravermelho 
para a identificação de microrganismos (URIBE et al., 2023). Essa metodologia 
oferece curto tempo de resposta, baixo custo de processamento, boa sensibilidade e 
reprodutibilidade para a tipagem bacteriana (PITART et al., 2024). Nesse sentido, a 
padronização dos métodos de caracterização bacteriana, utilizando a espectroscopia 



 
 

 
 

FT-IR, tem sido explorada visando garantir uma tipagem rápida e eficiente de 
isolados bacterianos. Posto isso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar 
diferentes protocolos de inativação bacteriana a fim de padronizar a metodologia de 
caracterização bacteriana por FT-IR. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS  
 
Os protocolos de inativação bacteriana avaliados foram: esfregaço direto com 
exposição à luz ultravioleta por 30 minutos, suspensão alcoólica e suspensão em 
água com aquecimento. Três diferentes tempos de aquecimento foram testados, 
sendo eles 10, 15 e 20 minutos. Todos os protocolos foram aplicados às bactérias 
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae 
provenientes da bacterioteca do setor de Bacteriologia Médica/LEPAC/UEM. A 
avaliação dos protocolos ocorreu em triplicata técnica e em três dias experimentais 
independentes. Os espectros das amostras foram adquiridos por meio do software 
IR Biotyper. A eficácia de cada protocolo na inativação bacteriana foi avaliada a 
partir de testes de viabilidade celular, em que a ausência de crescimento bacteriano 
indicava inativação eficiente. A padronização da técnica FT-IR foi feita com base na 
correlação entre a eficácia da inativação e as replicatas validadas pelo IR Biotyper. A 
partir disso, foram estabelecidos os protocolos mais eficazes para cada uma das 
cepas bacterianas analisadas. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
Os resultados demonstraram que a técnica de esfregaço direto se mostrou ineficaz 
para a inativação da maioria das espécies, exceto para S. pneumoniae. A Figura 1 
demonstra que esse padrão foi mantido mesmo em espectros validados pelo 
software. O protocolo de suspensão alcoólica se mostrou mais consistente ao longo 
do estudo e obteve o melhor desempenho geral, conforme apresentado na Figura 2. 
Os resultados foram mais promissores para E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e P. 
aeruginosa. De forma semelhante, os estudos de Candela et al. (2025) e Rakovitsky 
et al. (2020) utilizaram o protocolo de suspensão alcoólica para análises de K. 
pneumoniae, enquanto Passaris et al. (2022) realizou o processamento das 
amostras de S. pneumoniae a partir da técnica de esfregaço direto. Por fim, o 
protocolo de suspensão em água com aquecimento apresentou variação 
considerável. Conforme a Figura 3, ao considerar a média dos três tempos de 
aquecimento avaliados, os melhores resultados foram observados em K. 
pneumoniae, P. mirabilis e E. faecalis. Além disso, foi observado que a principal 
causa da invalidação dos espectros incluíram aplicação inadequada de biomassa e 
interferências internas, como múltiplas reflexões, variação na espessura da camada 
ou vibrações externas durante a leitura dos espectros. Não foram constatadas 
diferenças entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas nos três protocolos 
avaliados. 
 



 
 

 
 

 
Figura 1 – Eficiência e potencial de inativação bacteriana do protocolo de esfregaço direto com 

exposição à luz ultravioleta. 
 

 
Figura 2 – Eficiência e potencial de inativação bacteriana do protocolo de suspensão alcoólica. 

 

 
Figura 3 – Eficiência e potencial de inativação bacteriana do protocolo de suspensão em água com 

aquecimento. 

 
CONCLUSÕES  
 



 
 

 
 

Conclui-se que a suspensão alcoólica é a metodologia com maior aplicabilidade para 
a caracterização bacteriana por FT-IR, devido à eficiência na inativação bacteriana, 
na aquisição de espectros validados e na agilidade no preparo das amostras. 
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