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ROTEIRO 1: AGAO DE AGENTES QUIMICOS NO CONTROLE DO
y CRESCIMENTO BACTERIANO
1. INTRODUCAO

Diversos agentes quimicos com propriedades bactericidas ou
bacteriostaticas podem ser utilizados para controlar o crescimento de
microrganismos. Entre esses agentes estao os antibidticos, substancias produzidas
naturalmente por fungos e bactérias, ou obtidas por sintese quimica, que
apresentam toxicidade contra microrganismos. A atividade antimicrobiana de um
agente pode ser avaliada por diferentes metodologias, entre as quais se destacam:
Teste de difusdo em disco e a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI).

O Teste de difusdo em disco consiste na aplicagdo de discos impregnados
com agentes antimicrobianos sobre o meio de cultura semeado com a bactéria-
teste, permitindo observar a formagao de zonas de inibicdo ao redor dos discos. Ja
a determinacdo da Concentracdo Minima Inibitoria (CMI): identifica a menor
concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de inibir visivelmente o
crescimento microbiano em meio liquido. Esses métodos fornecem informacdes
importantes sobre a eficacia de agentes quimicos no controle do crescimento
bacteriano e contribuem para a selecdo adequada de antimicrobianos em
aplicagdes laboratoriais, clinicas e industriais.

2. OBJETIVOS
Avaliar a acdo de diferentes agentes quimicos no controle do crescimento

microbiano por meio do teste de difusdo em disco; Determinar a Concentragao
Minima Inibitéria (CMI) do antibidtico testado frente a bactéria-alvo.

4- PROCEDIMENTO

4.1 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MiNIMA INIBITORIA

1- Adicionar o antibiético Clororfenicol (solugdo estoque na concentragdo de

240 pg/mL) nos diferentes tubos de ensaio contendo 2,5mL de caldo



nutriente (concentragdo dupla). Cada tubo devera conter a seguinte
Concentragao Final do antibidtico:

Tubo 1 — Ct= 0 pg/mL;

Tubo 2 — Ci=10pg/mL;

Tubo 3 — Cf =30 pg/mL,;

Tubo 4 — Cr =60 pg/mL;

Tubo 5 — Cr =90 pg/mL;

Tubo 6 — Cr =120 pyg/mL

2- Se necessario, completar o volume de cada tubo com agua estéril até atingir o
volume final de 5 mL do caldo nutriente;

3- Inoculagao: adicionar 50 pL da cultura bacteriana aos tubos contendo as
diferentes concentragdes de cloranfenicol, incluindo o tubo-controle negativo (Tubo
1), sem antibiotico;

3- Incubar os tubos em estufa bacteriolégica a 37 °C por 18—24 horas;

4- Avaliar visualmente o crescimento bacteriano nos tubos, identificando a menor
concentragcédo do antibiético capaz de inibir totalmente o crescimento (auséncia de

turvacao aparente);

4.2 METODO DE DIFUSAO DE DISCO EM PLACA

1- Na parte inferior das placas de Petri, delimitar quatro quadrantes iguais e
identifica-los

- Solugao |

- Solugao |l

- Solucao

- Solucéo IV




1- Em condigbes assépticas, mergulhar um cotonete estéril (swab) no tubo de
ensaio contendo a cultura bacteriana;

2- Remover o excesso de inoculo pressionando suavemente o algodao do swab
contra a parede interna do tubo;

3-Semear a superficie do meio de cultura esfregando o swab em toda a extensao
da placa para garantir distribuicdo homogénea do inéculo;

4-Deixar a superficie da placa secar por cerca de 10 minutos a temperatura
ambiente;

5- Com auxilio de uma pinga previamente flambada, transferir, de forma asséptica,
os discos de papel para a superficie do agar, evitando danificar o meio;

6- Aplicar 10 pL da substancia no centro de cada disco de papel, utilizando uma
micropipeta;

7-Incubar as placas em estufa a 37 °C, por 24 horas, na posigao invertida (tampa
voltada para baixo);

8-Avaliar o crescimento bacteriano, observando a presenca de halos de inibicdo ao
redor dos discos;

9-Medir o didmetro dos halos de inibicdo utilizando régua;

RESULTADOS: Anotar os resultados na tabela a seguir:

Agente quimico Diametro dos halos (mm)
Microrganismo 1 Microrganismo 2




