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Al | Coleta de amostras e isolamento primario

Amostras de urina ou de fluido vaginal e sao
inoculadas em meios de isolamento primario
especifico conforme normas estabelecidas
nas diretrizes do Manual de Microbiologia
Clinica para o Controle de Infeccdo em
Servicos de Saude (ANVISA, 2004) ou
conforme rotinas estabelecidas em cada
laboratério de Analises Clinicas.

Fonte: Autor

Levy, Carlos Emilio e col. Manual de microbiologia clinica para o controle de infec¢do em servigos de saude. Editora Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria, Brasilia, 2004. Disponivel em http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/manuais/microbiologia.asp 01



Sic[e WA | Preparo de in6culo

Apds a confirmagao do isolamento primario
(coloracgdo de Gram) prepara-se uma
suspensao da cultura em caldo peptonado
estérila 1%.*

Fonte: Autor

* Evitar o uso de suspensdo em 4gua destilada.
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Sl RN | Inoculagdo

Aliquota de 5-10 plL de suspensdo de cultura
microbiana® é inoculada em agar CLED ou
NGA** (glicose 10 g.L'! , peptona 10 g.L';
agua 1 L) acrescido de 1% de solugdo 1x103
mol.L't de Substrato Fluorogénico (SF) em
dimetilsulfoxido. ***

Fonte: Autor

* Alternativamente pode ser usada algada de cultura direto do isolamento primario. A suspensdo produz espalhamento mais uniforme sobre a superficie do
agar.

** Qutros meios sélidos de interesse podem ser usados mas é necessaria nova padronizagdo do método com culturas padrdes e com SF especifico.

*** 0 uso de solvente ndo é obrigatdrio. Mas é necessario que haja solubilizagdo do SF no meio.
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Sl VAN | Incubagdo

Em seguida as placas s3ao incubadas

invertidas em estufa a 37°C por 24-48h.
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Fonte: Autor
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Etapa 5 Revelacao do ensaio com substrato fluorogénico

Posicionar a placa em camara de luz uv de
360nm e analisar a emissao de fluorescéncia.
Comparar com padroes de emissdao de
culturas padrdes de Infeccdao urindria ou de
infeccao vaginal previamente inoculadas nas
mesmas condicdes.

Critérios para identificacdo de um micro-

organismo especifico:

a) A cultura apresenta uma cor de
fluorescéncia diferente das demais.

b) A cultura ndo apresenta fluorescéncia
enquanto que as demais apresentam.

Fonte: Autor
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Aplicacio pratica [IRklitElel

infeccao urinaria

de

Mmicro-organismaos

de

Agar: NGA;

hidroxi)fenilbenzoxazol

Cepas:

A — Acetobacter baumanii ATCC19606

B - Enterococcus faecalis ATCC2912

C — Escherichia coli ATCC25922

D — Klebsiella pneumonia ATCC13883

E — Proteus sp. (isolado clinico)

F — Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
G — Staphylococcus aureus ATCC25923

Resultado:
Identifica Proteus com cor amarela

demais culturas nao crescem.

Substrato fluorogénico: 2-(5-fenilazo-2’-

e

Pseudomonas aeruginosa com cor azul. As

Fonte: Autor
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Aplicacio pratica BRCREEEEEE

infeccdo vaginal

de

micro-organismaos

de

Agar: NGA;
Substrato fluorogénico: 4-hidroxi-6-nitro-4-metil-cumarina.
Me
O:N N
HO o~ o
Cepas:

A —C. albicans ATCC10231
B — C. albicans 0051L

C—-C. famata RL 28

D - C. glabrata RL49

E—C. glabrata 993

F—C. glabrata 0013-L

G — C. glabrata 0030-L

H — C. guilhiermondii TAO7
I = C. krusei ATCC6258
J—C. krusei 0037-L

K —C. lusitaneae RL21

L — C. parapsilosis ATCC22019 (sem crescimento)
M - C, parapsilosis RL33

N — C. parapsilosis RL38

O —C. stellacoides 987

P — C. tropicalis ATCC750

Resultado: Diferencia C. albicans das demais espécies.

Fonte: Autor
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Vantagens dos novos
metodologias tradicionais

métodos

em relacao as

Métodos tradicionais

Métodos inovadores

Identificacdo de agente de ITU:

- Os patdégenos mais prevanetes sao
bactérias Gram-. E sdo identificados
rotineiramente de maneira presuntiva
em agar CLED.

Identificacdo de agente de infeccao em fluido

vaginal:

- Os patégenos mais prevalentes sao
leveduras do género Candida e sao
identificados rotineiramente de maneira
presuntiva em agar diferencial
(CHROMOagar Candida) ou sistemas de
auxanogramas (API, Vitek)

IPossibilita maior numero de informacgdes
fenotipicas num memso meio para
identificagao presuntiva complementar que o
agar convencional ndo permite.

Exemplo:

- O acréscimo de SF ao agar CLED ou ao
agar CHROMOagar Candida® pode gerar
maior diversidade de padrdes de emissao
em relagdo as condicdes do agar
convencional.
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Limitacdes do novo método

O método esta limitado ao tipo de agar que foi usado para
sua padronizagao outros meios ou condi¢cdes de cultivo
necessitam de nova padronizacdo para avaliar os padrdes
de emissao.

A toxicidade de alguns derivados pode levar a inibicdo
completa de crescimento em placa. E obrigatério incubar
junto placa inoculada com meio sem adicao de SF.

SFs com baixa solubilidade no meio mesmo com uso de
solvente devem ser evitados pois podem gerar resultados
falsos negativos.

Sempre que possivel usar adjuvantes (detergentes nao
ibnicos) ou técnicas auxiliares de solubilizacdo (formas
micronizadas).

Alguns SFs podem apresentar fluorescéncia de baixa
intensidade ndo detectavel de maneira segura a olho nu.
Para estes caso torna-se interessante adicionar ao meio
adjuvantes de intensificacdo de fluorescéncia como
ciclodextrinas.
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