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Versdo 8.2. 29 de janeiro de 2025

Op

rotocolo de referéncia consiste em dois documentos:

1. O documento principal apresentando os principios do método de referéncia
EUCAST para determinacdo de Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) de
antimicrobianos contra isolados do complexo Mycobacterium tuberculosis

2. Um anexo apresentando exemplos de protocolos laboratoriais praticos e

detalhados.

Descri¢ao da placa de microtitulacio e seu layout

1.

Deve ser usada uma microplaca de poliestireno com 96 pocos em forma de U e com
uma superficie do fundo dos orificios ndo tratada. Nao usar placas de polipropileno
ou outro material plastico ou placas com uma superficie tratada que possam afetar a
atividade do antimicrobiano.

As microplacas preparadas com meio de cultura e antimicrobianos, devem ser
inoculadas e incubadas no mesmo dia.

Para cada antimicrobiano a determinagdo da CMI ¢ feita testando pelo menos oito
(8) concentragdes em pogos separados.

Os pogos periféricos da microplaca, exceto uma linha reservada para controles
negativos, devem ser preenchidos com 200 pL de dgua destilada estéril (dH20) para
evitar a dessecacdo durante a incubacdo, exceto uma linha reservada para controles
negativos (Figura 1).

Veja as propostas de layout das placas nas Figuras 1A e 1B.

Preparacio do meio de cultura

1. Prepare o meio Middlebrook 7H9 (7H9) acordo com as instrugdes do fabricante
com uma concentracao final de 0,2% v/v glicerol (Tween 80 nio deve ser usado).
Depois que o meio for autoclavado, resfrie até a temperatura ambiente e adicione,
em condigdes estéreis Acido Oleico, Albumina, Dextrose e Catalase (OADC) para
atingir a concentragdo de 10%. Este serd o meio 7H9- OADC 10% (7H9-OADC).
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E aconselhéavel realizar uma verificagio de esterilidade do meio de cultura antes
do uso.

Prepare os dois controles de crescimento (CC) diferentes (CC 100% e CC1 %) na
microplaca.

Para a microplaca de teste com agentes soliveis em agua, conforme ilustrado na
Figura 1A, sdo testados dois CC 100% e dois CC 1% por cepa em nosso exemplo:
cada CC consiste em 100 uL. de meio 7H9-OADC, aos quais sdo adicionados 100
pL do in6culo bacteriano (100% ou 1%).

Para a microplaca de teste com agentes insoluiveis em dgua, conforme ilustrado na
Figura 1B, também ha dois CC 100% e dois CC 1% por cepa testada, mas estes
sdo preparados com e sem solvente, ou seja, CC 100% =+ solvente e CC 1% +
solvente. Para os CCs com solvente, preparar 7H9-10% OADC com 2X a
concentracdo do solvente.

Preparo dos antimicrobianos

Uma solu¢do estoque ¢ preparada dissolvendo o antimicrobiano em um solvente
apropriado, conforme recomendado no padrao ISO-20776-1 ou, se nao listado,
segundo a recomendacdo do fabricante.

Se um antimicrobiano ndo for 100% puro, deve-se calcular a quantidade de
antimicrobiano a ser dissolvida em 10 mL de diluente de acordo com a poténcia,
seguindo a formula:

m = massa do agente antimicrobiano (p6) em g;

p = concentragdo da solu¢do estoque em mg/L;

P = poténcia do agente antimicrobiano (p6) em mg/g;
V = volume do diluente em 1 litro.

Exemplo: um antimicrobiano com 67% de poténcia significa que ha 670 mg de
substincia ativa por grama, enquanto 100% de poténcia significa 1000 mg/g.
Portanto, no caso de 67% de poténcia, a quantidade pesada deve ser aumentada em
33%, ou seja, pesar 1,33 gem vezde 1 g.

A solugcdo estoque ¢ preparada conforme descrito na Tabela 1 para
antimicrobianos soliiveis em 4dgua e na Tabela 2 para antimicrobianos insoluveis
em agua.
o Exemplo: se for necessaria uma solucdo estoque de 10.240 mg/L, devem
ser dissolvidos 102,4 mg em 10 mL de 4gua (ou outro solvente), caso a
poténcia do agente seja de 100%.
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o A solucdo estoque deve entdo ser aliquotada em frascos de 0,2 mL e pode
ser armazenada a —70 °C por no maximo 12 meses, a menos que
especificado de outra forma pelo fabricante.

Frascos descongelados nao devem ser reutilizados.
Recomenda-se registrar o nimero de lote dos agentes, bem como a data de
preparo da solugdo estoque.

Protocolo A: para agentes soluveis em agua

Preparar uma solu¢do de trabalho 4X em duas etapas de dilui¢do em 7H9-OADC,
a partir de uma aliquota da solucdo estoque, conforme descrito na Tabela 1
(exemplo: amicacina, isoniazida e levofloxacino).
Adicionar 100 pL de meio 7H9-OADC a todos os pocos que receberdo
antimicrobiano, conforme mostrado na Figura 1A.
Adicionar 100 pL da solugdo de trabalho 4X dos antimicrobianos aos pocos
correspondentes & concentragdo mais alta (antimicrobiano no poco C8 na Figura
1A)

o Atencao: nao adicionar nenhum antimicrobiano aos poc¢os de controle

negativo e de crescimento (CC).

Fazer dilui¢des 1:2 adicionando 100 pL da solucdo de antimicrobianos presentes
na linha de maior concentragdo (antimicrobiano C8) a linha seguinte
(antimicrobiano C7), aplicando o mesmo procedimento até os pogos
antimicrobiano C6—Cl1 e, por fim, descartar o excedente.

Apos as diluigdes seriadas (C8 até C1), cada pogo deve conter 100 pL de 7H9-
OADC e 100 pL da solugdo do antimicrobiano, resultando na concentragao final
correta.

Garantir que todos os pocos de controle de crescimento (CC 100% e CC 1%) e
controle negativo contenham 200 pL. do meio apropriado (com ou sem solvente,
conforme o caso).

A placa deve estar agora pronta para a adi¢ao do inoculo bacteriano, que sera feito
conforme descrito na se¢do de preparo do indculo.

Protocolo B: para agentes insoluveis em agua
(ex.: bedaquilina, clofazimina, delamanida e pretomanida dissolvidos em DMSO)

Consideracoes gerais

Os antimicrobianos devem ser diluidos de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

A solucdo estoque ¢ preparada dissolvendo o agente insoluvel em agua em 100%
do solvente recomendado (ex.: DMSO).
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As solugdes de trabalho sdo entdo preparadas diluindo-se a solu¢do estoque em
7H9-OADC.

Para evitar efeito inibitorio sobre o crescimento bacteriano, a concentragao final do
solvente deve ser <1% em todos 0s pogos que contenham antimicrobiano e nos pogos de
controle de crescimento. Igualmente importante é que a propor¢do do solvente seja a
mesma em todas as concentra¢des do antimicrobiano na microplaca.

Nas Tabelas 2A e 2B sdo mostrados exemplos de preparo das solu¢des de antimicrobiano
com concentragdo final de 0,5% de DMSO. Este protocolo foi utilizado para os testes de
bedaquilina, clofazimina, delamanida e pretomanida.

Controles e preparo:
Controles negativos: conter 200 pL por pogco de 7H9-OADC com e sem a
concentracgdo final do solvente, conforme mostrado na Figura 1B.

Controles positivos: dois CC 100% e dois CC 1%, ambos cultivados em 7H9-
OADC com e sem a concentracao final do solvente:

o

o

100 pL de 7H9-OADC sao adicionados aos pocos CC 1% e CC 100% que
ndo contém solvente.

100 pL de 7TH9-OADC com 1% de solvente sdo adicionados aos pogos CC
1% e CC 100%, resultando em concentragdo final de 0,5% de solvente,
conforme Figura 1B.

Preparacio das solucées do antimicrobiano

Preparar solugdes estoque em 100% solvente com concentracdo 200X a
desejada para o teste, se a concentracao final do solvente for 0,5%.

Adicionar 10 pL desta solugdo estoque a 990 uL de 7H9-OADC para
preparar solugdes de trabalho 2X (contendo 1% de solvente).

Adicionar 100 pL. de cada solu¢dao de trabalho 2X ao respectivo poco
contendo antimicrobiano na microplaca. Isso deve ser feito separadamente
para cada pogo/concentragao.

Apos a adigdo de 100 pL. do indculo bacteriano, as concentragdes finais
dos antimicrobianos s3o 1X com 0,5% de solvente (ver Tabelas 2A, 2B e
Figura 1B).
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Biossegurancga:

Para todas as etapas subsequentes, incluindo a leitura da CMI, devem ser seguidas as
medidas adequadas de biosseguranca no manuseio de culturas de M. tuberculosis ,
incluindo o uso de cabines de seguranca biologica.

Referéncia: WHO Laboratory biosafety manual, 4th edition.
https://www.who.int/publications/i/item/9789240011311)

Preparo do in6culo bacteriano

Os isolados de M. tuberculosis a serem testados devem ser cultivados em meios
solidos (dgar Middlebrook 7H10 ou 7H11, Lowenstein-Jensen ou outros meios
solidos a base de ovo) e o indculo preparado a partir de culturas frescas (até 2
semanas apos o aparecimento visivel das colonias. A cepa de referéncia M.
tuberculosis H37Rv ATCC 27294 deve ser incluida em cada rodada de testes
como controle interno, ¢ 0 mesmo lote nio deve ser utilizado ap6s mais de cinco
repiques em subcultivo.

Adicione uma alca bacteriologica de 10 puL cheia de colonias em um tubo de vidro
estéril com tampa de rosca (10—15 mL), contendo 5-10 esferas de vidro estéreis
de 3 mm. Feche bem a tampa e agite no vortex em alta velocidade por pelo menos
2 minutos. Quando os aglomerados estiverem bem dispersos adicione 5 mL de
agua destilada estéril fresca. Feche a tampa firmemente e homogeneize o conteudo
do tubo no vortex vigorosamente por mais 2 minutos. Aguarde 30 minutos para
que os aglomerados restantes sedimentem.

Transfira o sobrenadante para um novo tubo de vidro estéril vazio, agite em vortex
por 30 segundos e entdo ajuste a turbidez para o equivalente a 107 bactérias/mL.
Isso pode ser feito utilizando instrumentos previamente calibrados com a cepa de
CQ, seja por meio da medicdo de absorbancia em nefeldmetro calibrado (ex.:
McFarland 0,5 corresponde a 107 bactérias/mL para a cepa de CQ) ou utilizando
espectrofotdmetro calibrado com curva de concentragio log'.

Se a densidade da suspensdo estiver acima do valor alvo + DP (ex.: 0,5 £ 0,05),
adicione 4agua destilada estéril até atingi-lo.

Se estiver abaixo, ¢ necessario reiniciar o processo a partir do passo 2, caso
contrario as colonias ndo estardo suficientemente dissociadas.

Observagdo: O equipamento utilizado para ajuste da densidade do inoculo (ex.:
nefelometro) validado preparando pelo menos cinco suspensdes diferentes da cepa
de CQ, assegurando que as contagens de UFC da dilui¢cdo 1:100 (107%) da suspensio
McFarland 0,5 estejam na faixa aceitavel de 1x10* — 1x10° UFC/mL.
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e Prepare uma diluicdo 1:100 da suspensdo bacteriana em caldo 7H9-OADC,
realizando duas dilui¢des seriadas de dez vezes, conforme abaixo. O volume
necessario de suspensdo bacteriana para uma placa de teste ¢ de 10 mL.

e Para a diluigdo 107": adicione 1 mL da suspensdo bacteriana McFarland 0,5 a 9
mL de 7H9-OADC e agite em vortex até formar redemoinhos por pelo menos 30
segundos.

e Para a diluicdo 1072 adicione 1 mL da suspensdo 107" a 9 mL de 7H9-OADC e
agite em vortex novamente.

e A suspensio 1072 serd usada como indculo para os pogos
contendoantimicrobiano e para o controle de crescimento 100% (CC
100%).

4. Adicionalmente, a partir da suspensao 1072, prepare também uma suspensao 1074,
por meio de duas novas dilui¢des seriadas:

e Para a diluicdo 1073 adicione 1 mL da suspensdo 1072 a 9 mL de 7H9-OADC e
agite em vortex

e Para a diluicdo 10™*: adicione 1 mL da suspensdo 107 a 9 mL de 7H9-OADC e
agite em vortex.

o A suspensdo 107 serd usada como indculo para o controle de crescimento
1% (CC 1%).

6. Adicione 100 pL da suspensdo 1072 a cada um dos pogos contendo (nos quais ja
haviam sido previamente adicionados 100 pL das dilui¢des do antimicrobiano,
utilizando ponteiras estéreis, conforme indicado nas Figuras 1A e 1B, comeg¢ando
a adicdo pelo poco com a menor concentragdo do antimicrobiano. Alterne as
ponteiras a cada pog¢o ou utilize ponteiras novas para evitar contaminagao.

O procedimento pode ser facilitado utilizando-se um reservatorio descartavel de
indculo e uma micropipeta multicanal.

7. A quantificacdo do inoculo pode ser realizada por contagem de UFC em agar
Middlebrook 7H10 ou 7H11:

o Utilizando uma micropipeta calibrada, adicione 10 pL das diluigdes 1072, 1073 e
107 em placas de 4gar de 90 mm e espalhe o indculo de forma homogénea sobre
a superficie do dgar (uma al¢a de Drigalski ou pérolas de vidro sdo uteis).

e Incube as placas a 36 °C £ 2 °C em ar ambiente, dentro de saco ou caixa (como
usado rotineiramente no laboratoério de micobacteriologia), para evitar a
dessecacao.
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Conte as coldnias ap6s 3 a 4 semanas de incubacdo, ou mais tempo se o isolado
de M. tuberculosis for de crescimento muito lento.

O alvo para o indculo presente no poco da microplaca ¢ de 10* UFC/pogo (isto &,
a concentracao do CC 100% corresponde a 1 x 105 UFC/mL eado CC 1% a 1 x
10*  UFC/mL), com faixa aceitdvel nos pocos de GCI100% e
contendoantimicrobiano de 1 x 10° a 1 x 10° UFC/pogo, ou seja, correspondendo
alx10*—1x10° UFC/mL.

Resultados esperados para a cepa CQ e para a maioria das cepas ao semear 10 pL das
seguintes diluigdes da suspensdo McFarland 0,5:

Dilui¢ao 1072 (CC 100%) — cerca de 1000 colonias (entre 100 e 10.000),
resultando em crescimento confluente.

Dilui¢ao 10™ — cerca de 100 colonias (entre 10 ¢ 1000), contavel se estiver na
faixa inferior.

Dilui¢ao 107 (CC 1%) — cerca de 10 colonias (entre 0—1 e 100), facilmente
contaveis.

Se ao menos um dos resultados de diluicdo for um numero contdvel, a contagem do
indculo deve ser obtida pelo calculo:

N UFC/mL = n colonias x 102

onde “a” é o fator de dilui¢do em log'®. (Ver Tabela 3 e Figura 2 como referéncia).

Incubacgdo das placas e determinacio da CMI

1.

Ap6s a inoculagdo, cubra as microplacas com tampa plastica (pode-se fixar fita
adesiva nas laterais, se necessario) e coloque-as em sacos ou caixas plasticas,
como usado rotineiramente no laboratorio de micobacteriologia. Incube a 36 °C +
2 °C em ar ambiente (sem COx).
As placas de agar para contagem do indculo também devem ser incubadas nas
mesmas condigdes.
Para evitar o ressecamento do agar e das microplacas, pode-se adicionar agua
estéril ao reservatorio da caixa ou utilizar outro método que impeca a dessecagao.
Para antimicrobianos fotossensiveis (ex.: delamanida), as placas devem ser
incubadas protegidas da luz.
Os controles negativos devem apresentar auséncia de crescimento para que o teste
seja valido.
Uma inoculag¢io em agar sangue pode ser feita como controle adicional para
verificar auséncia de contaminacio por outras bactérias ou fungos.
As microplacas sdo lidas a olho nu, com auxilio de espelho invertido e sem
magnificacao.

e Se for utilizado equipamento automatizado de leitura, este deve ser

calibrado utilizando a leitura visual como referéncia.
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e Recomenda-se que a leitura seja feita por duas pessoas diferentes,
especialmente quando a determinacdo da CMI for dificil (ex.: presenga de
crescimento pontual).

e Orientacdo geral de leitura: ndo considerar crescimento pontual; caso ele
seja consistentemente presente mesmo apds repeticdo do teste e
monitoramento do indculo, reportd-lo separadamente.

8. As datas de leitura sdo o 7° e 0 14° dia, com a opg¢ao de leitura também no 10° dia

(entre 0 9° e 0 11° dia). Assim que houver crescimento visivel do CC 100% e
do CC 1%, a CMI deve ser registrada.

Orientacoes operacionais

Dia 7:
Leia a placa ap6s 7 dias de incubagdo. Verifique auséncia de contaminacdo
(controles negativos e placa de agar sangue) e observe o CC 100%.
= Se o CC 100% for positivo, observe o CC 1%. Se o CC 1%
também for positivo, registre a CMI em mg/L e nenhuma leitura
posterior serd necessaria (situagao rara, ja que normalmente apenas
o CC 100% ¢ positivo no dia 7). Caso contrario, reincube a
microplaca até o 14° dia.
Dia 10 (opcional):
Se o CC 100% for positivo no 7° dia, pode-se fazer uma leitura opcional no 10°
dia (ou no 9° ou 11°, por motivos logisticos).
o Se o CC1% for positivo nesse dia, registre a CMI em mg/L e nenhuma
leitura adicional sera necessaria.
o Caso contrario, reincube a microplaca

Dia 14:
Leia a microplaca apods 14 dias de incubagdo, a menos que o CC 100% e o CC 1%
jé tenham sido positivos antes dessa data.
o Se o CC 100% ou o CC 1% ainda forem negativos, pode-se reincubar até
no maximo 21 dias.
o Depois disso, o teste deve ser repetido, verificando a preparagdo do
inoculo.
Assim que houver crescimento visivel do CC 100% e do GC 1%, a CMI deve ser
registrada.

Comentarios

Para a cepa de CQ e para a maioria das cepas de M. tuberculosis, ha um intervalo
de 3 a 7 dias entre o crescimento visivel do CC 100% e o do CC 1%.

O tempo mediano para positividade do CC 1% na cepa de CQ com indculo
adequado ¢ de 10 dias (variando de 7 a 14 dias).

O CC 1% mostra crescimento visivel com intensidade mais fraca que o CC100%.
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Definicao da CMI

1. A CMI corresponde & menor concentracdo do antimicrobiano em que ndo se
observa crescimento visivel quando o CC 100% e o CC 1% apresentam
crescimento visivel.

o O valor alvo da CMI e sua faixa para a cepa CQ estdo indicados na Tabela
4

2. A CMI deve ser relatada em mg/L.
3. Recomenda-se registrar o dia da leitura da CMI pois isso indica a densidade do
indculo e a capacidade de crescimento do isolado no meio.
o Também deve ser registrada a estimativa de UFC/mL por poco, j4 que
geralmente se correlaciona com o tempo até a positividade.

Protocolo EUCAST — CMI de antimicrobianos contra M. tuberculosis em 18/09/2025



EUROPEAN COMMITTEE
ON ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY TESTING

European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Tabela 1. Preparacio dos antimicrobianos solliveis em dagua (amicacina, isoniazida, levofloxacino) avaliados pelo protocolo de referéncia
da EUCAST-AMST contra M. tuberculosis H3TRv ATCC 27294.

Antimicrobiano | Coédigo | Solvente | Concentracdo | Diluicdo | Dilui¢do | Concentracio de | Concentracao  final
Sigma' estoque 1(7H9)®* | 2 (7TH9- | trabalho (4X) em | (mg/L) em 7HY-
(mg/L) OADC) | 7TH9-OADC (mg/L) — | OADC
1 mL = 10 placas
Amicacina A1774 | H.0 10.240 1:64 1:5 32 8 —0,06
Isoniazida 13377 H-0 10.240 1:64 1:40 4 1-0,008
Levofloxacino 28266 |2 10.240 1:64 1:10 16 4-0,03

'Em 29/01/2025, verificar no momento da compra.

2 Adicionar o pd a 50% do volume total de H-O destilada e, em seguida, adicionar lentamente NaOH 1 mol/L até dissolver. Depois, completar com H-O destilada até o volume
final.

3 A adigdo de OADC nio ¢ necessaria nesta etapa, pois sera feita apenas na dilui¢ao posterior.
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pelo protocolo de referéncia da EUCAST-AMST contra M. tuberculosis H3TRv ATCC 27294.

Antimicrobiano | Produto/Lote | Solvente | Solucao- | Solucoes Solucoes de trabalho 2X | Concentracgao
do mae estoque (mg/L) preparadas | final (mg/L) em
fornecedor! (mg/L) | 200X adicionando 10 pL da | 7TH9-OADC

(mg/L) solucio estoque a 990 pL
preparadas | de 7TH9-OADC (1 mL =
em 100% | 10 placas)

DMSO

Bedaquilina? BEI, ARP-| DMSO | 10.000 200 - 1,6 2-0,016 1-0,008
12702

Clofazimina? Sigma, DMSO 800 400 —-3,2 4-0,03 2-0,016
SLBV7150

Delamanida* BEI, NR- | DMSO | 10.000 12,5-0,1 0,12 -0,001 0,06 — 0,0005
51636

Pretomanida BEI, NR- | DMSO | 10.000 400 - 3,2 4-0,03 2-0,016
59591

Em 29/01/2025, verificar no momento da compra.
2 A bedaquilina é fornecida como sal de fumarato, portanto verificar a poténcia (ver acima).

* A clofazimina tende a precipitar em concentra¢des mais altas da solu¢io-mae.
* A delamanida ¢ sensivel a luz e deve, por exemplo, ser mantida em tubo protegido com folha de aluminio.

Fonte adicional: BEI Resources
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Tabela 2B. Preparo de solucdes estoque e de trabalho de antimicrobianos insoluveis em agua e que requerem um solvente especifico.
Exemplos de preparo utilizados para delamanida, bedaquilina, pretomanida e clofazimina. As concentracdes estio em mg/L.

Numero da diluigdo Solugdes estoque 200 X | Solugdes  de  trabalho  (2X | Concentracdo final no poco (1X
com 100% solvente antimicrobiano, 1% solvente) antimicrobiano, 0,5% solvente)

1 400 4 2

2 200 2 1

3 100 1 0,5

4 50 0,5 0,25

5 25 0,25 0,125

6 12,5 0,125 0,06

7 6,3 0,06 0,03

8 3,2 0,03 0,016

9 1,6 0,016 0,008

10 0,8 0,008 0,004

11 0,4 0,004 0,002

12 0,2 0,002 0,001

13 0,1 0,001 0,0005
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Tabela 3. Resumo dos indculos utilizados no protocolo para determinacio da CMI do complexo M. tuberculosis.

Etapas do protocolo Alvo Faixa
Preparo de uma suspensdo McFarland (McF) | 107 UFC/mL + 1 log
0,5 a partir de colonias frescas

Indéculo para CMI : dilui¢do 1072 da suspensdo | 10° UFC/mL + 1 log
MCcF 0,5 preparada em duas etapas de dilui¢do

Indéculo CC100%: 100 pL do in6éculo da CMI | 10* UFC 102 -10*
por poco

Inéculo CC 1%: diluigao 1072 do GC100% | 10> UFC 1-10%

preparada em duas etapas de dilui¢do, com 100
uL adicionados por poco

Contagem do inoculo: 10 pL da diluigdo 1072 | 10* UFC / 1000** colo6nias | 10> —10*/ 100* — 10000**

da suspensao McF 0,5 por placa

Contagem do inoculo: 10 pL da diluigdo 1073 | 10> UFC / 100* coldnias por | 10" —10°/ 10 — 1000**
da suspensao McF 0,5 placa

Contagem do in6culo: 10 pL da diluigao 107 | 10 UFC 1-10%/1-100%*

da suspensdo McF 0,5

Notas:
* Colonias sdo separadas, mas as vezes ¢ dificil conta-las devido a aglomeragao.
** Crescimento confluente (impossivel de contar).
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Tabela 4 Resultados das CMIs modais provisorias e faixas de CMI para a cepa de controle de qualidade (M. tuberculosis H37TRv ATCC
27294), definidas por testes interlaboratoriais (laboratérios EUCAST-AMST) com o método de referéncia de microdiluicio em caldo da

EUCAST.
Antimicrobianos CMI modal de CQ (mg/L) Faixa de CMI de CQ (mg/L) >95% dos testes
Amicacina 0,5 0,5-1
Bedaquilina 0,03 0,016 — 0,06
Clofazimina 0,5 0,25-1
Delamanida 0,004 0,002 — 0,008
Isoniazida 0,03 0,016 — 0,06
Levofloxacino 0,25 0,25-0,5
Pretomanida 0,12 0,06 -0,12
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Figura 1A Esquema do conjunto de placa de microtitulacio para determinacio da CMI de antimicrobianos soluveis em agua: exemplo
para testar trés cepas (S1, S2, S3) e dois antimicrobianos cada, ou um antimicrobiano em duplicata.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 200 uL H.O 200 pL H.O | 200 pL 200 pL | 200 pL | 200 pL 200 pL | 200 pL | 200 pL 200 pL 200 uL H2O 200 pL
dest. dest. H>O dest. = H2Odest. H.Odest. @ H>Odest. H>Odest. HxOdest. H2Odest. H20dest. | dest. H20O dest.
B Controle GC100% S1 ATTBC8 | ATTBC7 | ATTBC6 ATTBC5 ATTBC4 ATTBC3 | ATTBC2 ATTBC1  GC100%S1 | 200 uL
negativo H20O dest.
C Controle GC1% S1 ATTBC8 ATTBC7 ATTBC6 ATTBC5 ATTBC4 ATTBC3 ATTBC2 ATTBCl1 @ GCl1% Sl 200 pL
negativo H20O dest.
D Controle GC100% S2  ATTBC8 | ATTBC7 | ATTBC6 ATTBC5 ATTBC4 ATTBC3 | ATTBC2 ATTBCl1  GC100%S2 200 uL
negativo H20O dest.
E Controle GC1% S2 ATTBC8 ATTBC7 ATTBC6 ATTBC5 A ATTBC4 ATTBC3 ATTBC2 ATTBCl GCl1% S2 200 pL
negativo H20O dest.
F  Controle GC100% S3  ATTBC8 | ATTBC7 | ATTBC6 ATTBC5 ATTBC4 ATTBC3 | ATTBC2 ATTBCl1  GC100%S3 | 200 uL
negativo H20O dest.
G Controle GC1% S3 ATTBC8 ATTBC7 ATTBC6 ATTBC5 ATTBC4 ATTBC3 ATTBC2 ATTBCl @ GCl1%S3 200 pL
negativo H20O dest.
H 200 pL H.O @ 200 pL HO @ 200 pL | 200 pL 200 pL 200 pL | 200 pL 200 pL 200 pL | 200 pL | 200 uL H.O 200 pL
dest. dest. H>O dest. | H:Odest. | HoOdest. = HxOdest. | HxOdest. | HxOdest. | HxOdest. | HxOdest.  dest. H>0 dest.
Legenda:

H-O dest.: agua destilada estéril.

Controle negativo: 200 pL de 7H9-OADC.

CC100%: 100 uL de 7H9-OADC + 100 pL de suspensao de indéculo 1072,
CC1%: 100 pL de 7H9-OADC + 100 pL de suspensao de indculo 1074,
S1-S3: cepas 1 a 3.

C1-C8: concentragdes deantimicrobiano 1 a 8.
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Figura 2. Fotografias dos in6culos observados apdés a semeadura de acordo com o protocolo detalhado.
Da esquerda para a direita: resultados apds a semeadura de 10 pL da dilui¢ao 1072 (cerca de 1000 coldnias, crescimento confluente ou colonias ndo
separadas); 10 pL da dilui¢do 1073 (cerca de 50—500 coldnias, coldnias separadas, mas ndo passiveis de contagem); 10 uL da dilui¢do 107 (coldnias
separadas e passiveis de contagem).
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Subcomité de Testes de Suscetibilidade a
Antimicrobianos em Micobactérias (AMST)*
* Lista de membros disponivel em: https://www.eucast.org/ast-of-mycobacteria/organisation-of-amst
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