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Coleta de amostras de fluido vaginalEtapa 1

Para a coleta desenvolvemos um dispositivo
descartável adaptado de pipetas Pasteur de
polipropileno.
A pipeta é cortada obliquamente na sua
borda oposta à da abertura.
Em seguida é imersa por 20-30min em
solução de hipoclorito 1% e por lavagem com
água destilada estéril.
O dispositivo é introduzido em tubo de
ensaio estéril com tampa e posto a secar por
24h em estufa a 37ºC.
Em seguida a tampa é vedada com Parafilm®.
A coleta com este dispositivo deve seguir as
orientações de coleta de exame
citopatológico e ser realizada por profissional
capacitado (médico ou enfermeiro) com a
paciente em posição de litotomia.
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Coleta de amostras de fluido vaginalEtapa 1

A coleta com este dispositivo deve seguir as
orientações de coleta de exame
citopatológico e ser realizada por profissional
capacitado (médico ou enfermeiro) com a
paciente em posição de litotomia.

Etiquetar o material de coleta com o número
de amostra e data da coleta e armazenar em
caixa de isopor com gelo (40C). Levar em até
4h para o laboratório.

O lacre de Parafilm® é rompido e o
dispositivo é introduzido no fundo vaginal
abaixo do colo na região relacionada
internamente com o fundo de saco de
Douglas (seta na figura ao lado).

Deslizar o dispositivo sobre a parede
coletando o máximo de material possível
porém cuidando para não machucar a
mucosa e provocar sangramento
(interferente).
Devolver o dispositivo para o tubo de ensaio
e tampar.
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Instituto nacional do Câncer, (Brasil). Diretrizes Brasileiras para o rastreamento do câncer do colo do útero, Rio de Janeiro, INCA, 2011.
Levy, Carlos Emílio e col. Manual de microbiologia clínica para o controle de infecção em serviços de saúde.  Editora Agência nacional de 
Vigilância sanitária, Brasília, 2004. Disponível em http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/manuais/microbiologia.asp  

Fonte: 
https://pt.wikihow.com/Reconhecer-
os-Sintomas-de-Clam%C3%ADdia-
(Para-Mulheres)



CulturaEtapa 3

Suspender 2 µL de amostra de FV em 100 µL
de água destilada estéril. Homogeneizar em
agitador de tubos.

Inocular alçada de 1 µL da suspensão de FV
em placa de 9 cm de diâmetro com tendo 10
mL de ágar CLED. Incubar a 370C por 24 a
48h.

Realizar a contagem de Unidades
Formadoras de Colônia.
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Análise por FT-IR: preparação de amostras de FVEtapa 4

1º Passo: Transferir 30 mL de suspensão de FV para probes
de inox de 8 mm2 de área cobertas com papel alumínio.
espalhando a amostra com a ponteira. Realizar esta etapa
em triplicata.

2º Passo: Secar o suporte de cada amostra por 3-5 min sob
corrente de ar (secador de cabelo) de modo a alcançar
temperatura na faixa de 60-65ºC.
Obs: Alternativamente o material pode ser desidratado em
estufa bacteriológica a 37ºC por 1h.
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Análise por FT-IR: aquisição dos espectrosEtapa 5

3º Passo: Posicionar o suporte de cada
amostra (uma amostra por vez) no acessório
para Reflexão Difusa (Pike Technologies) e
adquirir o espectro da referida amostra em
equipamento Spectrum 400 FTIR/FT-NIR
Spectrometer (Perkin Elmer®) de 633nm,
espectrômetro com laser de HeNe, com 8
pulsos de varredura na faixa de 4000-450 cm-

1, 4 cm-1 de resolução, previamente calibrado
com branco (probe na mesma posição porém
sem amostra de FV). Repetir o procedimento
para as demais replicatas de cada amostra.

Fonte: Autor

05



Análise por FT-IR: elaboração da planilha de
espectros

Etapa 6

1º Passo: Salvar os espectros adquiridos no
formato *.spa conforme rotina do software
SPECTRUM 10TM (Perkin-Elmer).

2º Passo: Abrir os espectros em extensão
*.spa em software OMNICTM (Termo Fischer
Scientific) e salvá-los em extensão “*csv
(separado por vírgulas)”

3º Passo: Abrir o arquivo em extensão *.csv
da primeira replicata da primeira amostra e
salvar como novo arquivo Excel como o nome
de “Dados01”. Trocar o nome da planilha no
rodapé desta planilha Excel para Plan1.

4º Passo: Abrir os arquivos das demais
replicatas da primeira amostra, copiar apenas
a segunda coluna (coluna B) de cada arquivo
e colá-los em sequência ao lado da coluna B
de Plan1.

Fonte: Autor
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Análise por FT-IR: elaboração da planilha de
espectros

Etapa 6

5º Passo: Marcar as células B2 a D2 de Plan1
e inserir células deslocando as demais para
baixo.

6º Passo: Identificar os nomes das replicatas
de espectro de cada amostra nas respectivas
células inseridas. Ex: Para uma amostra
denominada 001, as células das triplicatas
ficarão identificadas como “001a, 001b e
001c”.

7º Passo: Deixar uma coluna em branco após
a inserção dos dados de absorbância do
conjunto de replicatas da primeira amostra
em Plan1. E nomeá-la com o mesmo prefixo
da amostra, porém com ou sem o sufixo “m”.
Ex: Para a amostra A001 a coluna E receberá
a identificação de “A001m”. Fonte: Autor
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Análise por FT-IR: elaboração da planilha de
espectros

Etapa 6

8º Passo: Inserir os dados das demais
amostras repetindo os passos 8 a 11 até
completar a elaboração da tabela com todos
os espectros.

9º Passo: Abrir nova planilha (Plan2) no
mesmo arquivo Excel de Plan1 e na célula A1
aplicar a fórmula:

=Plan1!A1

e estender a fórmula de A1 até A3352.

10º Passo: Estender a fórmula de A1 até B1. 
Na célula de B1 em Plan2 deverá aparecer a 
fórmula:

=Plan1!B2 Fonte: Autor

08



Análise por FT-IR: elaboração da planilha de
espectros

Etapa 6

11º passo: Em B2 aplicar a normalização pela
amplitude para a respectiva coluna de Plan1
conforme a fórmula:

=(Plan1!B1-
MÍNIMO(Plan1!B$2:Plan1!B$3552))/(MÁXIM
O(Plan1!B$2:Plan1!B$3552)-
MÍNIMO(Plan1!B$2:Plan1!B$3552))

12º passo: Verificar a última coluna
preenchida em Plan1, retornar para Plan2 e
realizar a normalização das demais amostras
marcando a coluna B2 em Plan2 e
estendendo-a até a última coluna respectiva
preenchida em Plan1.
Neste passo deverão aparecer colunas cujo
menor valor é zero e o maior valor é 1 e, na
primeira cela, a respectiva identificação
encontrada em Plan1. Após cada conjunto de
triplicatas aparecerá um coluna preenchida
com “#########”.

Fonte: Autor
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Análise por FT-IR: elaboração da planilha de
espectros

Etapa 6

13º passo: Marcar a cela E2 em Plan2 
(primeira coluna preenchida com 
“#########”) e inserir a fórmula:

= MÉDIA(B2:D2)

e estender a fórmula de E1 até E3552.

14º passo: Com a coluna E2 ainda marcada, 
copiá-la e colá-la nas demais colunas 
preenchidas com “#########” até a última 
amostra.

15º passo: Inserir um dado de variável 
independente (CLED+=1/CLED-=0). sempre 
na célula da primeira linha abaixo do último 
valor inserido da primeira replicata de cada 
amostra. Estender este dado para as demais 
replicatas e para a média. Repetir este 
procedimento para cada variável 
independente.

16º Passo: Deslocar Plan2 para frente de 
Plan1 e salvar.

Fonte: Autor
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Elaboração do método quimiométrico de
diagnóstico de infecção em fluido vaginal

Etapa 7

1º passo: Abrir o arquivo em extensão *.xls
“Dados01” em software Pirouette 4.0 :
e transferir os dados para o software
Pirouette versão 4.0 ou outro software
equivalente de análise multivariada.

2º passo: Realizar as operações de definição 
de 
a) transposição da planilha de dados
b) exclusão de colunas de replicatas e 

manutenção das colunas de médias.
c) definição da coluna de classe. No nosso 

caso amostras CLED+ (valor 1) e CLED-
(valor 0);

d) aplicação do algoritmo PLS-DA com 
diferentes combinações de pré-
processamento de variável e de amostra 
e de correção de sinal ortogonal (2 
componentes).
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Etapa 7

4º Passo: Salvar modelo: “File → Save
Models → Yi Médias → PLS-DA”.

3º Passo: Selecionar o modelo com menor 
erro de previsão (RMSECV) e valor de R2 mais 
próximo de 1,0 (considerar seis casas 
decimais) e número mínimo de fatores (VL) 
necessários dado por:

VL = (A-6)/6

Onde A é o número de espectros disponíveis 
incluídos para modelagem. 
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Elaboração do método quimiométrico de
diagnóstico de infecção em fluido vaginal
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Vantagens dos novos métodos em relação às
metodologias tradicionais

Diagnóstico de infecção em FV e de agente
de infecção:
- Necessita de consumo de meios de

cultivo (CHROMOagar Candida®,
Sabouraud com cloranfenicol, outros)
para realização de cultura.

- Os principais agentes de interesse são
leveduras do gênero Candida sp.

- Em nosso caso, para a identificação
diferenciação entre agentes de Infecção
em FV Lac+ e Lac- usamos o meio CLED.

Métodos tradicionais

- Os métodos baseados em FT-IR (técnica de
ATR) não necessitam de reagentes nem para
cultura.
- Não necessitam incubação em meios de
cultivo para identificação de agentes Lac+ ou
Lac-.
- Não agridem o meio-ambiente por gerarem
baixa quantidades de resíduos tóxicos (papel
alumínio).
- Agilizam as análises microbiológicas de FV.

Métodos inovadores

ODDS FC, BERNAERTS, R. CHROMagar Candida, a new differential isolation medium for presumptive identification of clinically important Candida species. Journal of Clinical 

Microbiology, 32(8):1923-1929, 1994.
RAMPERSAUD R, RANDIS TM, RATNER AJ. Microbiota of the upper and lower genital tract. Seminars in Fetal & Neonatal Medicine, 17(1):51-57, 2012. 13
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Limitações do novo método

Os modelos PLS-DA só apresentam predição
de boa qualidade desde que as amostras de
fluido vaginal apresentem características
semelhantes àquelas do conjunto de
validação cruzada.

A implementação e aplicação de modelos
quimiométricos requer pessoal capacitado
em recursos de Análise Multivariada o que
não faz parte da rotina de cursos de
graduação em Fármácia, Biomedicina e de
Ciências Biológicas.

Fonte: Autor


