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ISOLAMENTO DE ANAEROBIOS

v Para que isolar anaerébios?

- Conhecer os diferentes tipos microbianos
- Informacao microbiologica completa e rapida
- ldentificacao dos organismos

- Susceptibilidade a antimicrobianos

v' Fatores que influenciam no isolamento:

- coleta do material, transporte livre de oxigénio,
técnicas cuidadosas de laboratorio.




Materiais Clinicos a Pesquisar Anaerobios

- LesOes associadas ao trato gastrintestinal ou genital fem INino;

- Septicemia;

- InfeccOes cronicas do trato respiratorio superior (sinus ites, otite
media);

- Lesédo supurativa do trato respiratorio inferior (pneumon 1a);

- Meningites associadas a infeccdes cronicas do trato respi ratorio
superior (fluido cérebro-espinal);

- Abscessos superficiais e profundos;

- Infecgdes dentais;

- LesGes por queimaduras e mordidas.




Coleta dos especimes

A coleta deve ser realizada assepticamente e
processada no maximo de 2-4 horas;

* Os espécimes devem ser mantidos em
meios de transporte reduzidos ;

« Nunca armazenar amostras clinicas para
analise de anaerobios refrigeradas;

e No caso de amostras fecais e feridas coletar
em profundidade.




PROCESSAMENTO LABORATORIAL PARA
ANAEROBIOS

1. AMOSTRAS: Odor fétido; Fluorescéncia UV; Gram

2. CULTIVO: Meios ricos e seletivos, suplementados
com vitaminas, succinato, cisteina, piruvato, ou
outros agentes redutores .

Hemoculturas: 10-15 ml de sangue para 75-100 ml de
meio: turbidez, odor, gas.

3. INCUBACAO : 48-72 horas até 5 -15 dias.

4. IDENTIFICACAOQ: Presuntiva e Definitiva




Indicios clinicos de infeccao por anaerobios

Infeccdes proximas as mucosas de revestimento;

Secrecao com gas e odor putrido;
Tecido necrotico, gangrena, formacao de pseudomendna,

Endocardites com hemocultura negativo;
Infec¢bes associadas ao uso de aminoglicosid
Quadro de bacteremia com ictericia;

Infec¢bes apos mordidas humanas ou animais;

Secrecao escura e fluorescentes sob UV,

Condicdes clinicas: aborto séptico, infeccao aposurgia gastrointestinal,
abscessos.




Indicios bacterioldgicos de infeccao por anaerdbios

Morfologia singular na coloracao de Gram,;
Nenhum crescimento em cultura rotineira;

Vestigio de crescimento em aerobiose;

Crescimento em 100 pg/ml de canamicina ou
neomicina, ou 7,5 pg/ml de vancomicina;

Cultura com producéo de gas e/ou odor putrido;

Colonias fluorescentes sob UV, ex. P. melaninogenica,
F. nucleatum;




Esquema de isolamento e identificacao
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METODOS DE COLETAS E
TRANSPORTE DE

ESPECIMES CLINICOS




DIFICULDADES NO ESTUDO DA MICROBIOTA
ANAEROBIA

Técnicas de coleta, transporte e processamento;

Volume do espécime;
Diluente e homogeneizacao do espécime;
Meios seletivos e nao seletivos, suplementos;

Microbiota associada a mucosa:

VariacOes da dieta, e variacao dia a dia da amostra

Interferéncia de Antimicrobianos.




sondagem

coleta

Coleta em caes com
doenca periodontal




Coleta de lesao
periodontal




Coleta de polpa

necrotica e tecido
periimplantar.




Coleta de Material Clinico

Espécime clinico do duodeno

Espécimes de alca intestinal




Coleta e transporte de
espécimes clinicos




Qual a coleta mais adequada?




Transporte de Material Clinico

Mini-jarra (Técnica do bombril com CuSO




Solucao Ringer-PRAS
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METODOS DE OBTENCAO DE ANAEROBIOSE

1. SUBSTANCIAS REDUTORAS

- Placas de Brewer
- Absorcao pelo Pirogalol

- Jarras com catalizadores de H , - Paladium (Gaspak)

2. CONSUMO BIOLOGICO DO OXIGENIO LIVRE
- Técnica de Fortner

3. PROCESSO MECANICO DE MISTURA DE GASES

4, ESTUFAS E CAMARAS DE ANAEROBIOSE




METODOS DE OBTENCAO DE ANAEROBIOSE

Easy anaerobic cultivation system
AnaeroPack”
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METODOS DE OBTENCAO DE ANAEROBIOSE

Camara de Anaerobiose




METODOS DE OBTENCAO DE ANAEROBIOSE

Sistema “Anoxomat”

Oxygen-sensitive organisms are routine

| Infartiinatals manv hrande an tha mai

Processo mecanico: com mistura gasosa (90% N  , /10% CO,)




Isolamento e ldentificacao




Sucesso no isolamento laboratorial

- Conhecimento da microbiota envolvida
- Meios de cultivo: Seletivos, ricos e suplementados

- Substancias inibidoras: antibioticos, sais biliares, aantes.

- Substancias incentivadoras de crescimento: vitaminas, eémina,
lactato, glicose.

- Atmosfera e temperatura adequadas

- Tempo de incubacéo adequado

- Conhecimento das caracteristicas morfologicas e fisialicas.




Aditivos usados nos meios de cultivo para anaerobi 0S

Composto

Concentracao

Bactéria

Amido
Bicarbonato de N&
Succinato de Na
Piruvato de Na
Cisteina

Tween 80

Hemina
Menadiona
Arginina

Piruvato

Pirofosfato

1 g/t

0,4 g/lt
0,5-2,5 g/lt
1 g/t

0,5 g/lt

1 mi/lt
5-10 mg/It
0,5-1 mg/lt
1 g/lt
1 g/t

0,25 g/t

Todas

Todas

Todas

Todas

B. fragilis e F. necrophorum
Nao esporulado Gram +
Bactérias p. p. negro
Bactérias p. p. negro
Eubacteriumspp.
Veillonella spp.

P. gingivalise P. intermedia




Substancias redutoras mais utilizadas em meios de ¢ ultura

Agente Concentracao Caracteristicas

Ac. tioglicolico 0,01-0,2% - Inibe alguns clostridios
- Torna-se toxico para alguns
anaerobios.

Glicose - Bom redutor e ndo toxico

Ac. ascorbico - Inibe alguns bacilos néo
esporulados.

Cisteina - Alta concentracao inibe o
crescimento.

- Bom fator de crescimento.




Substancias redutoras témo

poder de ganhar oureceber

eletrons fazendc comr que O

meio de cultura figue isento de

oxigénio!!




Alguns meios de cultivo

- BBE: Bacteroides fragilis

- CCFA - cicloserina, cefoxitina, frutose, agar.  : Clostridium difficile

- Agar sangue com canamicinaPorphyromonase Prevotella

- Agar Omata & Disraely: Fusobacterium nucleatum

- Agar TSBV: Aggregatibacter actinomycetemcomitans

- Caldo tioglicolato: alguns anaerébios menos exigentes




Testes presuntivos

- Morfologia colonial

- Coloracao de Gram

- Catalase

- Fluorescéncia

- Hidrolise esculina

- Hidrolise de amido

- Producéo de gas e SIM




TESTES PRESUNTIVOS

Aggregatibacter actinomycetemcomitans




TESTES PRESUNTIVOS

Porphyromonas spp. e Prevotella spp.

Cultura pura de bactérias produtoras de pigmento ne gro




TESTES PRESUNTIVOS

.. Aparéncia caracteristica de
“migalha de pdo" e local
de crescimento de A. /sraelii
em meio fluido tioglicolato.

Figure 5-15. Actinomyces israelii; note molar-tooth
colony.

Actinomyces israelii

Coldnia “‘parecida com aranha’’ de A. /sraelii.

Esta microscopia direta, de baixa poténcia, de colonia
crescendo na superficie agar, mostra o emaranhado
de filamentos delicadamente ramificados,

irradiando de um ponto central mal definido.




TESTES PRESUNTIVOS

Bacteroides fragilis

A caracteristica hemolise de '‘regido dupla’* de C. perfringens culti
vados em placa de dgar sangue.

Clostridium difficile: CCFA - cicloserina, cefoxitina,

frutose, agar.




TESTES DEFINITIVOS

Aspectos bioguimicos e Fisiologicos

Imunologicos

Cromatografia gasosa

Biologia molecular: sondas, PCR, sequenciamento

Susceptibilidade as drogas antimicrobianas
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Cromatografo




Consideracoes finais

v Grupo importante e predominante em ecossistemas
humanos, animais e ambientais;

v' Propicia equilibrio e manutencdo de ecossistemas:
versatilidade metabdlice e adaptabilidade fisiologica;

v' Nao recebe a importancia clinica necessaria;

v Poucos sao 0s grupos que estudamasses organismos:
aspectos fenotipicos e genotipicos.




