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Resazurin Microtiter Assay (REMA) modificado para deteccdo de resisténcia a

ciprofloxacino e linezolida em micobactérias de crescimento rapido

RESUMO

As micobactérias de crescimento rapido (MCR) pertencem ao grupo das micobactérias
ndo pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis e contém espécies patogénicas,
que causam infeccbes disseminadas e localizadas, especialmente em pele, 0ssos e
articulacbes. Essas infeccOes estdo, na maioria dos casos, associadas a pacientes
imunocomprometidos e requerem tratamento prolongado. O teste de susceptibilidade
preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para as espécies
patogénicas desse grupo é realizado em microplacas e requer leitura visual o que o torna
muito subjetivo. O resazurin microtiter assay method (REMA) vem sendo aplicado em
pesquisas para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para farmacos
antituberculosos por ser simples, de baixo custo e proporcionar resultados mais rapidos se
comparado aos métodos tradicionais. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro da
modificacdo do REMA para determinacdo da CIM para ciprofloxacino e linezolida pelo
cultivo do bacilo em meio contendo resazurina. Foram utilizados para o estudo
Mycobacterium chelonae, M. abscesus, M. smegmatis e M. fortuitum. Os resultados foram
comparados ao teste de susceptibilidade preconizado pelo CLSI e ao REMA tradicional. Nao
foi observada diferenca na CIM para linezolida e ciprofloxacino quando se adiciona
resazurina diretamente no meio de cultura para os isolados estudados. A modificacdo de
REMA pela utilizagdo de meio de cultivo contendo previamente a resazurina mostrou ser
eficiente, reprodutivel, rapido, de baixo custo, facil execucdo e interpretacdo na detecgdo de

resisténcia a linezolida e ciprofloxacino em MCR.

Palavras-chave: Ciprofloxacino. Linezolida. Micobactérias de crescimento rapido. REMA.



Modified Resazurin Microtiter Assay (REMA) for detecting resistance to

ciprofloxacin and linezolid in Rapidly Growing Mycobacteria

ABSTRACT

The rapidly growing mycobacteria (RGM) comprise a group of non-tuberculous
mycobacteria (NTM) and contains species of pathogenic microorganisms which cause various
types of localized and disseminated infections, especially in skin, bones and joints. These
infections are in most cases associated with immunocompromised patients and require long
term treatment. The susceptibility test recommended by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) for RGM pathogenic requires visual reading which makes it very subjective.
The method resazurin microtiter assay method (REMA) has been used in research to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) for antituberculous drugs because it is
simple, low cost and provide faster results compared to traditional methods. The aim of this
study was to evaluate the in vitro effect of REMA modification for MIC determination to
MCR to ciprofloxacin and linezolid in the cultivation of bacillus in culture medium
containing resazurin. Were used for the study Mycobacterium chelonae, M. abscesus, M.
smegmatisand M. fortuitum, and the results were compared to the susceptibility test
recommended by CLSI and REMA. There was no difference in MIC for linezolid and
ciprofloxacin when adding resazurin directly in the culture medium for the isolates studied.
The modification of REMA by using culture medium containing resazurin previously shown
to be efficient, reproducible, fast, inexpensive, easy to perform and interpret the detection of
resistance to linezolid and ciprofloxacin in MCR.

Keywords: Ciprofloxacin. Linezolid. Rapidly growing mycobacteria. REMA.
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CAPITULO |
INTRODUCAO
MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

As micobactérias ndo-tuberculosas sdo amplamente distribuidas no ambiente. Podem
ser isoladas no solo e na agua, incluindo fontes naturais e tratadas. A grande maioria das
espécies ndo é patogénica para 0 homem, porém podem atuar como oportunistas e causar
doencas na presenca de fatores predisponentes como por exemplo, a imunodepressdo. Os
bacilos podem ser adquiridos a partir de exposi¢cdo ambiental, embora a fonte especifica de
infeccdo geralmente ndo possa seridentificada (GRIFFITH et al, 2007).

No aspecto bacteriol6gico, sdo divididos em micro-organismos de crescimento rapido
e crescimento lento, que diferem entre si pelo padrdo de susceptibilidade aos antibidticos e
locais de infeccdo (GRIFFITHet al, 2007). As micobactérias de crescimento rapido (MCR)
pertencem ao grupo IV segundo a classificagdo de Runyon e formam colonias em cinco dias
em meios de cultura sélidos (RENAUD et al, 2011).

As MCR sao descritas em infeccdes disseminadas e localizadas, principalmente
infeccbes pulmonares, de pele e tecidos moles adquiridos por via respiratoria e cutanea
(RUIZ-ARAGONEet al, 2007). Afetam prevalentemente a pele, ossos e articulacdes
(TORTOLI et al, 2009), sendo as infec¢bes cutaneas as mais frequentes (ESTEBAN et al,
2006). Sao consideradas menos virulentas, porém essas micobactérias sdo de dificil
erradicacdo, por serem ambientais e apresentam maior resisténcia aos antimicrobianos
disponiveis. Apesar da resisténcia aos farmacos antituberculosos, algumas espécies sdo
susceptiveis a farmacos ndo rotineiramente testados em laboratérios de micobacteriologia
(SWENSON et al, 1985; RUIZ-ARAGON et al, 2007; FONSECA et al, 2008).

No Brasil, os casos de infeccdo envolvendoMCR ndo sdo comuns e estdo relacionados
com procedimentos inadequados de esterilizacdo e desinfeccdo. Ha relatos de surtos apds
cirurgias a laser e mesoterapia. Desde 2004, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria tem
divulgado a ocorréncia de surtos isolados, relacionados a cuidados com a saude, de MCR em
varios estados. Dentre estes, podemos citar Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Para, Rio
Grande do Sul, Rio de Janeiro, Sao Paulo e Distrito Federal (PITOMBOet al, 2009).



DOENCAS E AFECCOES ESPECIFICAS

A imunodepressdo é um entre tantos fatores predisponentes para as infec¢bes por
micobactérias. Podemos citar como exemplos a existéncia de lesdes locais ou outras
enfermidades que podem alterar a imunidade local, como a fibrose cistica, doenca pulmonar
obstrutiva cronica, enfisema, silicose, bronquiectasias e lesdes cavitarias antigas do pulméo.
Alguns fatores estdo mais relacionados a certos tipos de micobactérias como a presenca de
corpos estranhos, préteses, suturas e procedimentos cirurgicos (ESTEBAN et al, 2006).

Mycobacterium abscessus pode ser isolado de diferentes habitats aquéaticos e no solo, e
pode contaminar reservatorios de agua e solucBes de lavagem em hospitais. Tem habilidade
de sobreviver na auséncia de nutrientes e em variadas temperaturas. Podem causar infeccdes
pulmonares, endocardites, otite média crbnica, ceratite pos cirurgia a laser, infec¢bes
relacionadas a injecOes, cateteres e hemodialise, bem como infeccBes disseminadas em
pacientes imunocomprometidos (GARCIA-AGUDO e GARCIA-MARTOS, 2011).

Entre as micobactérias de crescimento rapido, o Mycobacterium chelonae é uma das
mais patogénicas e apresenta grande resisténcia a antibioéticos. O achado clinico mais comum
relacionado a esta micobactéria é a infeccdo de pele, que algumas vezes pode ser disseminada
geralmente em pacientes sob terapia com imunossupressores em transplantados, artrite
reumatoide ou outros processos autoimunes. Podem produzir infec¢des localizadas como
celulites, abscessos e osteomielites, infec¢bes cirdrgicas, relacionadas a injecGes e cateteres
intravasculares (GARCIA-AGUDO e GARCIA-MARTOS, 2011).

Mycobacterium fortuitum esta relacionado a abscessos pdés-injecdo, infec¢bes pds
cirurgia pléastica, osteomielite traumatica, celulite, mastite, peritonite e infecgdes relacionadas
a cateter endovenoso. Infeccdes pulmonares e disseminadas sdo raras (GARCIA-AGUDO e
GARCIA-MARTOS, 2011).

Mycobacterium smegmatis tem sido descrito como agente causador de doencas
pulmonares, bacteremia relacionada a cateter, infeccdes de pele e tecidos moles, endocardite,
osteomielite, linfadenites e infeccdes disseminadas(GARCIA-AGUDO e GARCIA-
MARTOS, 2011).

DIAGNOSTICO CLINICO

O diagnostico de infeccdes causadas por micobactérias ndo tuberculosas, assim como

outras doencas de origem infecciosa, comega pela suspeita clinica. Quadros crdnicos com



evolugéo lenta e que ndo respondem ao tratamento com antibioticoterapia convencional, em
especial aos antibidticos betalactamicos, devem sugerir a possibilidade deste tipo de infecgéo.
Além disso, existem quadros clinicos que sdo muito caracteristicos de determinadas espécies,
por exemplo, pacientes que apresentam infec¢bes disseminadas envolvendo a pele muitas
vezes sdo colonizados por M. fortuitum e M. chelonae (ESTEBAN et al, 2006;
KOTHAVADE et al, 2013).

Apos levar em consideracdo a suspeita clinica, o diagndstico de certeza se da pelo
isolamento do microorganismo no tecido afetado por cultura direcionada para estes micro-
organismos e identificacdo adequada, que nem sempre € facil de realizar (ESTEBAN et al,
2006).

DIAGNOSTICO LABORATORIAL
Coloracéo

As MCR aparecem na coloracdo de Gram como bastonetes Gram-positivos fracamente
corados e se assemelham a difterdides pela caracteristica ndo-uniforme da coloracao do bacilo
(ESTEBAN et al, 2006). Estas caracteristicas auxiliam no direcionamento do diagndstico,
porém a coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN) ou o método de Kinyoun sdo técnicas
recomendadas para diagndstico de Bacilos Alcool-Acido Resistentes (B.A.A.R.). Estas
coloracdes sdo métodos rapidos e de facil execucdo, porém tem baixa sensibilidade e nédo

possibilitam a diferenciacdo de espécies (GRIFFITH et al, 2007).
Cultura

As culturas para MCR podem ser realizadas em meio liquido e/ou sélido. A cultura em
meio liquido produz resultados mais réapidos, porém ndo permite isolamento do micro-
organismo e pode ndo ser satisfatéria em casos paucibacilares. As vantagens do meio sélido
sdo a possibilidade de isolar as coldnias e observar sua morfologia, permitindo o
reconhecimento de micro-organismos contaminantes e a quantificacdo da carga

micobacteriana na amostra clinica (GRIFFITH et al, 2007).

Pode ser utilizado o MGIT ( mycobacteria growth indicator tube ), um sistema nao
radiométrico para deteccdo de crescimento bacteriano que contem meio liquido Middlebrook
7H9 modificado e um sensor fluorescente. Entre os meios solidos estdo o Loweinstein-Jensen
(L-J) e os meios Middlebrook 7H10 e 7TH1(GRIFFITH et al, 2007).



Identificacdo

A identificacdo de MCR envolve testes bioquimicos, pigmentacdo e morfologia das
coldnias. Entretanto, estes métodos tém baixa sensibilidade e podem ser influenciados pela
variabilidade fenotipica do microorganismo(HONG et al, 2003).

TRATAMENTO

O tratamento medicamentoso de infecgdes por MCR, baseado no perfil de
sensibilidade das bactérias, € complicado devido a longa duracdo e porque alguns
antimicrobianos sdo de alto custo e podem apresentar efeitos adversos (SET e SHASTRI,
2011). A cirurgia por vezes é necessaria, em casos de formacdo de abscessos, para remover
corpos estranhos como cateteres ou implantes, ou quando o tratamento ndo faz o efeito
esperado. Para infeccBes Osseas, em geral, pelo menos seis meses de terapia sdo
recomendados (GRIFFITH et al, 2007).

Para tratamento de infeccbes graves da pele, tecidos moles e 0sseas causadas por M.
abscessus, é utilizada a claritromicina e azitromicina por via oral, podendo combinar com
terapia parenteral de amicacina, cefoxitina ou imipenem. Os macrolideos sdo a Unica classe de
antimicrobianos orais ativos in vitro contra M. abscessus. Para doencas graves, Sao
necessarios pelo menos quatro meses de terapia para obter altas chances de cura. Doencas
pulmonares por M. abscessus vem sendo tratadas com linezolida acompanhada de um
macrolideo (GRIFFITH et al, 2007).

Para M. chelonae, em tratamentos de infeccao de pele, o antimicrobiano mais utilizado
¢ a claritromicina. Outras opcbes de tratamento sdo amicacina, fluorquinolonas e
azitromicina, que sdo escolhidos dependendo do padrdo de susceptibilidade do
microorganismo (GRIFFITH et al, 2007).

Isolados de M. fortuitum sdo usualmente susceptiveis a antimicrobianos orais. O
tratamento de doencas pulmonares causadas por esta micobactéria combina dois agentes e €
continuado por 12 meses a partir da negativacgdo da cultura de escarro. Para infeccGes de pele,
0ss0s e tecidos moles, sdo necessarios no minimo de quatro meses de terapia com a
combinacéo de dois farmacos (GRIFFITH et al, 2007).



O tratamento contra M. smegmatis geralmente envolve 0os mesmos antimicrobianos
utilizados em M. fortuitum, juntamente com doxiciclina e sulfametoxazol-trimetoprima. Para
infeccbes severas, sdo mais utilizados a amicacina ou imipenem, por via parenteral
(GRIFFITH et al, 2007).

TESTES DE DETERMINACAO DE SUSCEPTIBILIDADE

O teste de susceptibilidade para MCR patogénicas requer conhecimento e experiéncia
na realizacdo da técnica e também o conhecimento do padrdo esperado de susceptibilidade das
diferentes espécies do grupo. O teste é realizado em microplaca, onde se inocula a suspensao
bacteriana padronizada nos po¢os na microplaca contendo diluicbes do antimicrobiano. A
CIM (concentragdo inibitdria minima) ndo é um valor absoluto, pois a CIM real esté entre a
menor concentragdo capaz de inibir o crescimento bacteriano e o valor que esta abaixo deste.
Mesmo em condicBes controladas, pode ser que ndo se encontre 0 mesmo valor da CIM em
cada teste realizado. Geralmente, a reprodutibilidade é aceitdvel quando a CIM tem no

maximo uma diluicdo de diferenga entre os testes realizados (CLSI, 2011).

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) PELO
RESAZURIN MICROTITER ASSAY (REMA)

Palomino et al. (1999) propuseram um ensaio baseado na oxidacdo e reducdo da
resazurina para fazer testes de determinacdo de sensibilidade para Mycobacterium
tuberculosis. Este € um ensaio simples, de baixo custo e proporciona resultados mais rapidos
se comparado aos metodos tradicionais. A resazurina (IUPAC: 7-hydroxy-10-
oxidophenoxazin-10-ium-3-one) é um indicador de atividade metabolica, ndo-toxico,
hidrossoltivel, de cor azul e ndo-fluorescente, que pode ser reduzido por bactérias
metabolicamente ativas a resorufina, um composto de cor rosa e altamente fluorescente. O
desaparecimento da cor rosa (estado reduzido do corante) pode ocorrer depois de uma
incubacdo mais prolongada, devido a formacgdo de produtos incolores, as diidroresofurinas
(RAMPERSAD, 2012).

A resazurina ja foi utilizada com sucesso em testes de viabilidade em protozoarios
(DUARTE et al, 2009; BOWLING et al, 2012), fungos (TIBALLI et al, 1995) e bactérias
aerobias (VIDAL-AROCA et al, 2009). Esta também vem sendo utilizada em pesquisa para



determinacdo de susceptibilidade a farmacos com agdo em M. tuberculosis (JADAUN et al,
2007; MIYATA et al, 2011; ZANETTI et al, 2011; DIXIT et al, 2012) e outras micobactérias
néo tuberculosas (JADAUN et al, 2007).

JUSTIFICATIVA

Considerando que o método atual para determinacdo de susceptibilidade a MCR
apresenta dificuldades em sua interpretacao, torna-se necessario o estudo de ferramentas para
melhorar este teste, visto a importancia de um resultado preciso para o tratamento
medicamentoso das micobacterioses.

Neste contexto, 0 REMA modificado pode ser promissor em testes laboratoriais para
0 estudo de resisténcia a farmacos. Para isto, € necessario realizar um estudo comparativo

com a técnica preconizada.

OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a atividade in vitro de linezolida e ciprofloxacino em micobacterias nao-

tuberculosas de crescimento rapido por modificacdo no resazurin microtiter assay (REMA).

ESPECIFICOS

Determinar a CIM de ciprofloxacino e linezolida para micobactérias ndo-tuberculosas
de crescimento rapido utilizando o REMA e REMA modificado;

Avaliar o efeito da rezasurina no crescimento de micobactérias ndo-tuberculosas de
crescimento rapido no método REMA modificado;

Avaliar o efeito da rezasurina na CIM para o ciprofloxacino e linezolida pelo método
REMA modificado;

Avaliar o tempo de incubacdo para determinacdo da CIM pelo método REMA

modificado.
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As micobactérias de crescimento rapido (MCR) pertencem ao grupo das micobactérias
ndo pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis e contém espécies patogénicas,
que causam infeccBes disseminadas e localizadas, especialmente em pele, 0ssos e
articulacbes. Essas infeccOes estdo, na maioria dos casos, associadas a pacientes
imunocomprometidos e requerem tratamento prolongado. O teste de susceptibilidade
preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para as espécies
patogénicas desse grupo é realizado em microplacas e requer leitura visual o que o torna
muito subjetivo. O resazurin microtiter assay method (REMA) vem sendo aplicado em
pesquisas para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para farmacos
antituberculosos por ser simples, de baixo custo e proporcionar resultados mais rapidos se
comparado aos métodos tradicionais.O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro da
modificacdo do REMA para determinacdo da CIM para ciprofloxacino e linezolida pelo
cultivo do bacilo em meio contendo resazurina. Foram utilizados para o estudocepas de
Mycobacterium chelonae, M. abscesus, M. smegmatis e um isolado de M. fortuitum. Os
resultados foram comparados ao teste de susceptibilidade preconizado pelo CLSI e a0 REMA.
N&o foi observada diferenca na CIM para linezolida e ciprofloxacino quando se adiciona
resazurina diretamente no meio de cultura para os isolados estudados. No método proposto
por este trabalho, ndo h& necessidade daplaca ser reaberta, aumentando a biosseguranca do
teste. A modificacdo de REMA pela utilizacdo de meio de cultivo contendo previamente a
resazurina mostrou ser eficiente, reprodutivel, rapido, de baixo custo, facil execucdo e

interpretacdo na detecgdo de resisténcia a linezolida e ciprofloxacino em MCR.

Palavras-chave:Ciprofloxacino. Linezolida.Micobactérias de crescimento rapido. REMA.
INTRODUCAO



As micobactérias ndo-tuberculosas (MNT) sdo amplamente distribuidas no ambiente, e
a grande maioria ndo é patogénica para 0 homem, porém podem atuar como oportunistas e
causar doencas na presenca de fatores predisponentes (Griffith et al., 2007). Entre as MNT, as
micobactérias de crescimento rdpido (MCR) afetam prevalentemente a pele, 0ssos e
articulacGes (Tortoli et al., 2009). Apesar de serem consideradas menos virulentas, séo de
dificil erradicacdo, por serem ambientais e apresentarem maior resisténcia aos

antimicrobianos (Fonseca et al., 2008).

O teste de susceptibilidade recomendado e preconizados para MCR, pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI),é realizado em microplaca com antimicrobianos como
a amicacina, cefoxitina, ciprofloxacino, claritromicina, doxiciclina, imipenem,
sulfametoxazol, sulfametoxazol-trimetoprima e linezolida (CLSI, 2011). A concentragédo
inibitéria minima (CIM) ndo representa um valor absoluto, pois a CIM real esta entre a menor
concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano e a concentracdo mais proxima e
inferior a esta. Mesmo em condi¢8es controladas, pode ser que ndo se encontre 0 mesmo valor
da CIM em cada teste realizado. Geralmente, a reprodutibilidade é aceitavel com diferenca de
uma diluicdo (CLSI, 2011).

A maior dificuldade para a realizacdo destes testes esta na interpretacdo dos resultados
de crescimento micobacteriano. Este é realizado por leitura visual, que requer experiéncia do

observador e por vezes pode deixar duvidas sobre a CIM exata.

Palomino et al. (1999) propuseram um ensaio baseado na oxidacdo e reducdo da
resazurina, o resazurin microtiter assay method (REMA), para fazer testes de sensibilidade
com farmacos antituberculosos para isolados de Mycobacterium tuberculosis. Este é um
ensaio simples, de baixo custo e proporciona resultados mais rapidos se comparado aos
métodos tradicionais. Porém, uma desvantagem é que as placas tém que ser manuseadas mais
de uma vez para a adigdo posterior da resazurina para revelar o crescimento bacteriano. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito in vitro da modificacdo do REMA para determinagéo
da CIM para ciprofloxacino e linezolida em MCR pelo cultivo do bacilo em meio contendo

resazurina.



MATERIAIS E METODOS

Agentes antimicrobianos

As solugbes estoques de ciprofloxacino (Sigma Aldrich, Streinheim, Alemanha, lote
0001396108) e linezolida (Zyvox, Pfizer, Brasil, lote Z-11) foram preparadas nas
concentracdes de 2.000 mg L™ cada e estocadas a -20°C até o momento de uso, quando foram
diluidas em Mueller Hinton Broth (MHB) (Becton Dickinson, USA, lote 9106707)

suplementado com solucdes de cétions de calcio e magnésio.

Cepa controle
Staphylococcus aureus ATCC 29213 foi utilizado como controle dos testes de acordo
com CLSI (CLSI, 2011).

Preparo do indculo

Cepas deM. smegmatis, M. chelonaee M. abscessuse um isolado de M. fortuitum
foram semeados em MHB suplementado com cétions a 30°C por trés dias. O inoculo
micobacteriano foi padronizado por comparagédo visual com a escala 0,5 de Mac Farland e
diluido 1:100 (CLSI, 2011).

Determinacgdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

Para a determinacdo da CIM de ciprofloxacino e linezolida foi utilizado o método
REMA (Palomino et al., 1999). Para cada MCR, foram confeccionadas cinco microplacas de
96 orificios (Kartell, Mildo, italia) com as mesmas concentracbes dos antimicrobianos.
Inicialmente, foi realizado diluicéo seriada de ciprofloxacino (0,007 - 1 mg L™) e linezolida
(0,5 - 64 mg L) em MHB suplementado com cétions. Na placa 1, além dos antimicrobianos,
foi adicionada resazurina (Acros, Morris Plains, NJ, USA) em solucéo a 0,02%.

Apés, foi adicionado 100 pL do indculo bacteriano padronizado e diluido em cada
cavidade contendo as dilui¢cdes dos farmacos nas placas 1 a 5. Todas as placas foram seladas e
incubadas a 30°C por até 72 horas, com leitura para viualizagdo do crescimento bacteriano
com 24, 48 e 72 e 96 horasde incubacdo. Nas placas 2, 3, 4 foi adicionada 30 pL da solugéo
de resazurina a 0,02 % recém preparada apos 24, 48 e 72horasde incubacdo respectivamente
(Fig. 1). A CIM foi definida como a menor concentracdo do farmaco capaz de inibir 90% do

crescimento bacteriano (ndo mudanca da cor azul para rosa). Para a placa 5, usada como



referéncia, foi realizada leitura visual de crescimento bacteriano (turvacdo) apds 72 hs de
incubacgéo de acordo com CLSI (2011).

Para cada MCR estudada foram utilizados orificios contendo inoculo micobacteriano e
meio de cultivo MHB suplementado como controle de crescimento e outros contendo apenas

meio de cultivo como controle de esterilidade do meio de cultivo.

RESULTADOS

As CIMs de linezolida e ciprofloxacino para S. aureus ATCC 29213 foram 2 e 0,25

mg L 'respectivamente.

As CIMs de linezolida e ciprofloxacino para M. smegmatis, M.chelonei, M. fortuitum e

M. abscessus estdo mostradas na Tabela 1 de acordo com a metodologia e o tempo de leitura.

Mesmo adicionando inicialmente a resazurina ao meio de cultivo, a visua