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ISOLAMENTO DE ANAEROBIOS

Para que isolar anaerobios?

- Conhecer os diferentes tipos microbianos

- Informacao microbioldégica completa e
rapida

- ldentificacao dos organismos

- Susceptibilidade a antimicrobianos




Isolamento de Anaerobios - Espécimes a serem
pesquisados

- LesOes associadas ao trato gastrointestinal ou genital
feminino.

- Septicemia.

- InfeccOes cronicas do trato respiratorio superior
(sinusites, otite média).

- Lesédo supurativa do trato respiratorio inferior
(pneumonia).

- Meningites associadas com infeccdes cronicas do trato
respiratorio superior (fluido cérebro-espinal).

- Abscessos superficiais e profundos (cerebral).

- InfeccOes dentais.
- LesOes por queimaduras e mordidas.




DIFICULDADES NO ESTUDO DA MICROBIOTA
ANAEROBIA

Técnicas de coleta, transporte e processamento

Volume do espécime
Diluente e homogeneizacao do especime
Meios seletivos e nao seletivos, suplementados

Microbiota associada a mucosa

Variacoes da dieta, e variacao dia a dia da amostragem

Interferéncia de Antimicrobianos.




Indicios clinicos de infeccao por anaerdbios

Secrecao de odor putrido
Infeccao na proximidade de mucosa de revestimento.

Tecido necrotico, gangrena, formacao de pseudomembrana.
Gas nos tecidos ou na secrecao.

Endocardites com hemocultura negativo.
Infeccdes devidas ao uso de aminoglicosideos
Quadro de bacteremia com ictericia.

Infeccdes apos mordidas humanas ou animais.
Secrecao escura e fluorescentes na UV

Condicoes clinicas tais como aborto septico, infeccao apos
cirurgia gastro-intestinal, etc.




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 producéao de gas e/ou odor putrido

Colonias fluorescentes sob UV (P. melaninogenica, F.
nucleatum




METODOS DE COLETASE
TRANSPORTE DE

ESPECIMES CLINICOS




sondagem

Coleta em caes com
doenca periodontal




Coleta de lesao
periodontal




Coleta de polpa

necrotica e tecido
periimplantar.




Espécime clinico do duodeno

Espécimes de alca intestinal e T
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Coleta e transporte de
especimes clinicos




METODOS DE OBTENCAO DE ANAEROBIOSE

1. SUBSTANCIAS REDUTORAS

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

- Absorcao pelo Pirogalol

2. CONSUMO BIOLOGICO DO OXIGENIO LIVRE
- Técnica de Fortner

3. PROCESSO MECANICO DE MISTURA DE GASES

4, ESTUFAS E CAMARAS DE ANAEROBIOSE




Processo
mecanico de
obtencao de

anaerobiose por
mistura gasosa
(90% N, /10% CO,)




Easy anaerobic cultivation system
AnaeroPack™
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Camara de Anaerobiose




Isolamento e

Ildentificacao




Esquema de isolamento e identificacao

Especime —— Gram

Diluicoes
Meio / { \
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Teste respiratorio — Gram

Estocagem «~ l

Testes presuntivos

Bioguimica 1
Imunolégicos Testes definitivos
— Cromatografia gasosa Biologia molecular: sondas, PCR...

Susceptibilidade a antimicrobianos
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Isolamento e melos de cultivo

Prevotella Fusobacterium Bacteroides

Porphyromonas

Meios Agar sangue com

: a Omata-Disrael
seletivos canamicina y

Periodo de

incubacéao il el

Tempo de
exposicao 3 horas 72 horas
ao ambiente




ldentificacao Bacteriana Presuntiva

Prevotella _ _
Fusobacterium Bacteroides
Porphyromonas

Testes Fluorescéncia Hidrélise esculina Hidrolise esculina

presuntivos  Hidrglise amido e SIM Producao de gas
esculina SIM

SIM

Fermentacao de Fermentacéao de Fermentacao de

acucares aclcares acucares
Testes ¢ ¢ ¢

definitivos Kits comerciais Kits comerciais Kits comerciais

Testes moleculares Testes moleculares Testes moleculares




TESTES PRESUNTIVOS

Coloracao de Gram: morfologia celular

Morfologia colonial

Pigmentacao natural ou a luz UV




. fragilis




Cultura pura de bactérias produtoras de pigmento
negro




C. Perfringens :
Dupla hemoalise

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

C. difficile:

CCFA - cicloserina,
cefoxitina, frutose,
agar.




Aparéncia caracteristica de
“migalha de pdo’" e local

de crescimento de A. israelii|
em meio fluido tioglicolato.

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

Colonia ""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 DEFINITIVOS

Aspectos bioquimicos e Fisiologicos

Imunoldgicos

Cromatografia gasosa

Biologia molecular: sondas, PCR, sequenciamento

Susceptibilidade a drogas antimicrobianas
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CARACTERIZACAO MICROBIANA

|

Caracteristicas fenotipicas

l

Estabilidade influenciada pela pressao seletiva
do meio ambiente

l

Identificacao pouco precisa ou especifica




CARACTERIZACAO MOLECULAR

v REA: analise com enzima de restricao

v Hibridizacdo usando sondas de DNA ou RNA

v' RFLP: polimorfismo tamanho fragmentos restricao
v' PEGE: eletroforese gel em campo pulsado

v Polymerase Chain Reaction (PCR)

v Sequenciamento




Métodos Moleculares

v Especificidade e sensibilidade

v’ Rapidez e facilidade

v’ Deteccdao e identificacdo simultaneas

v’ Custo

v Area fisica




CARACTERIZACAO MOLECULAR

Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

(Déecada de 80)

Deteccao de genes alvos

|

Rapidez diagnostico de doencas infecciosas e
facilitou estudos epidemiologicos




Reacao em Cadela da Polimerase - PCR

v’ Detecta pequenas quantidades de DNA bacteriano (ng)
mesmo em amostras mistas;

v Permite amplificacdo de pouco DNA para gerar
grandes quantidades do mesmo;

v' Pode detectar microrganismos em espécimes clinicos
estocados;




Reacao em Cadeia da Polimerase - PCR

v' Viabilidade microbiana ndo é necessaria para a
Identificacao;

v ldentifica e distingue organismos com alta
similaridade fenotipica e genotipica;

v’ Detecta organismos dificeis de distinguir por cultivo
tradicional ou ndo cultivavels.




Alguns genes estudados em anaerobios de relevancia clinica

Organismos Genes

Metodologia

bft (bftl, bft2, bft3)

B. fragilis nanH
CepA
cfiA/ccrA
cfxA

o PalLoc (tcdA/tcdB)
C. difficile Toxina binaria (cdtA/cdtB)
fliC

prtC

P. gingivalis Gon

PCR; Multiplex-PCR

PCR; Nested-PCR
PCR: AP-PCR; PFGE
PCR: AP-PCR; PFGE

PCR; AP-PCR; PFGE

PCR; Sequenciamento
PCR
PCR

PCR
PCR; Sequenciamento




ETBF: subtipos do gene bft (bftl, bft2, bft3)

bp
287 (bft3)

____ 190 (bft1)
o — 175 (bft2)

Colunas 1, 2, 3 e 5: cepas P13C, P60A, P60C e P60F (bftl e bft3);
; colunas 6 e 7: cepa GAI 97124 e ATCC
43858 (bft2 e bft3); coluna 8: 50 bp.

Multiplex-PCR.




“Ha ainda muito que estudar no que se

refere a estrutura gendmica de bacterias

anaerobias, e certamente as técnicas
moleculares incluindo a clonagem e

sequenciamento deverao contribuir para o

esclarecimento das duvidas, ainda existentes

nesse grupo microbiano”




Consideracoes finais

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

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

v’ Participa de infec¢des mistas de natureza endbgena;

v Nao recebe a importancia clinica necessaria;

v' Poucos sdo 0s grupos que estudam esses 0rganismos:
aspectos fenotipicos e genotipicos.




