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Para gue isolar microrganismos?

- Conhecer os diferentes tipos microbianos

- Informacao microbioldgica completa e rapida
- Identificacao dos organismos

- Susceptibilidade a antimicrobianos

- Melhor opcao terapéutica e tratamento
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DIFICULDADES NO ESTUDO DE BACTERIAS
BUCAIS

v' > 700 espécies poderser cultivadas e= 30 de um unico
sitio;

v Espécie sac dificeis para cultivar € identificar ;
v’ Caracteristicas fisicas de sitios de coleta;

v’ Sitios comprogressao ativa diferente nos tempos de coleta;

v' Infec¢cbes bucais > infeccbes mistas e presenca de
oportunistas.
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METODOS NO ESTUDO DE BACTERIAS

BUCAIS

Microscopia

Dependente
Cultivo

l

Independente
Cultivo

l

- Material clinico fresco
- Meio de cultivo
- Bactérias vivas
- Conta células viaveis

- Util para antibiograma

- Material clinico fresco ou congelado
- Nao precisa de meio de cultivo
- Nao sao necessarias bactérias vivas
- Nao conta células bacterianas

- DNA diretamente de material clinico
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- Métodos moleculares




METODOS DE COLETADE

AMOSTRAS CLINICAS
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Fluxograma Geral de analise de espécimes clinicos

Paciente

l

Coleta espécime clinico

|
l l

Gram Cultivo Sem cultivo

/ ldentificacao
Bloqmmlca / \

Imunologicos Moleculares

Susceptlbllldade a (ELISA)
antimicrobianos

\
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Processamento de coleta, transporte e cultivo de
espécimes clinicos

Bolsa periodontal Meio detteasmustts
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Coleta e transporte de espécimes
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METODO DEPENDENTE
DE CULTIVO
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IDENTIFICACAO BACTERIANA

v Morfologia colonial

v Morfologia celular - Coloracédo de Gram

v’ Pigmentac¢dao natural ou a luz UV
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IDENTIFICACAO BACTERIANA

v Testes bioquimicos e fisioldgicos

v Imunoldgicos

v Cromatografia gasosa

v’ Biologia molecular: sondas, PCR, sequenciamento de
DNA.
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Testes Bioguimicos

Sistema de identificacdo Mini-API Rapid ;.
(bioMérieux) :
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Metodos Imunoldgicos ou de Imunodiagnostico

v Imunofluorescéncia.

v' Enzyme-linked immunoabsorbent assay

(ELISA).

v Imunoaglutinacéao.
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Metodo imunologico: de Imunofluorescéncia

v"Clostridium septicum (verde).

v"Clostridium chauveii (vermelho).
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Método ELISA- imunoabsorvente
ligado a enzima

|+ Anticorpos especificos ligados a
| ¥ superficie do pogo da microplaca

« Adicione amostra problema. Lavatr
| |pararemover Ag néo ligadc .

| « Adicione anticorpo especific.
| conjugado a enzima.

» Adicione o substrato (a enzima).

 Medir a quantidade de produto
| formado (corado).
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Metodo imunoldgico: Imunoaglutinacao do latex

Bactérias Anticorpos especificos Aglutinacao
ligados latex
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METODOS INDEPENDENTE
DE CULTIVO

METODOS MOLECULARES
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Métodos Moleculares
Etapas principails:
\ Desnaturacacdo DNA
v Hibridizacéo

\ Deteccao
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Sondas de DNA

Sonda: AGC TTACGGAAC TCAGATT

/.

Composto radioativo ou
guimioluminescente

A4

Parea-se com DNA homologc
(hibridizacao)

E

Detecgéo 5 Emissao de luz
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Sondas de DNA

1 2 3. 4
Imobilizacao do  genaturacio hibridizacdo  Deteccso pela
DNA alvo na sonda

membrana de
nitrocelulose.
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Deteccéao bacteriana por sondas de DNA
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Reacao em Cadela da Polimerase (PCR)

v Detecta-se pequenas guantidades de DNA
bacteriano;

v Amplifica-se poucc DNA gerandc grandes
guantidades;

v Detecta-se microrganismos enespécimes clinicos
estocados;

v’ Viabilidade microbiana nao é necessaria.
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- Iniciadores especificos

- Enzima: Taq polimerase

- Mg++

- Mistura de nucleotideos

- Temperatura anelamento

- DNA
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Maquina de PCR
9700. Perkin Elmer




INICIDADORES ESPECIFICOS PARA DETECCAO DE A. actinomycetemcomitans

— 3,5kb

Linhas 1 a 11:A. actinomycetemcomitans; Linha 12: F.
necrophorum; Linha 13: 1 kb ladder.

Avila-Campos et al.J. Clin. Periodontol. (1999). Laboratério de Anaerébios



Metodos de deteccao bacteriana

Teste Vantagens Desvantagens
Microscopia campod gﬁi%tr?ofor;n;%ﬁaa e N&o distingue espécies
escuro e contraste de ’ - bacterianas

fases
Amplo espectro de
bactérias em uma Caro, demorado, falha para

amostra; Susceptibilidade bactérias nao-cultivaveis
a antimicrobianos

Cultivo bacteriano

Sondas DNA e Especificos, rapidos e Reacao-cruzada, caro
imunoensaios relativamente baratos

Ensaios Especificos, rapidos e Grupos bacterianos e nao
enzimaticos baratos espécies individuais

Organismos especificos,
rapido, é o teste mais
sensivel

PCR Instrumentos caros

Zambon & Haraszthy (2000). Laboratério de Anaerdbios



Sensibilidade dos Métodos de Deteccao Microbiana

Método Limite Eie Detecgéo q,e e.SpéCieSTempo
deteccao nao viaveis

Cultivo ndo seletivo 16-1C° Nao 1-3 semanas
Métodos imunoldgicos 10¢ Sim Minutos-horas
Imunofluorescéncia 16 Sim Minutos-horas
Hibridizacdo de DNA 1C° Sim 1-48 horas
Sondas DNA 10 Sim 1-48 horas
PCR 10 Sim 2-4 horas

French et al. (1986); Furrer et al. (1991); Maiden te al. (1991); Socransky al. (1994); Zambon & Haraszthy (2000).
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APLICACAO DOS METODOS MOLECULARES NO
DIAGNOSTICO DA INFECCOES BUCAIS

» Caracterizacao molecular fornece sequéncias
nucleotidicas.

» Deteccao e identificacao de organismos exigentes.

» Amplificacao de sequéncias alvo diretamente de
material clinico.
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“A aplicacao de um unico metodo para deteccd
de organismos pode nao ser ideal, assim, a
combinacao de técnicas € necessaria para

avaliar melhor as doencas infecciosas bucais em

termos ecologicos, epidemioldgicos e de

patogénese”
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