Identificacao de bactérias anaerdbias em amostras de placa bacteriana U
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A cavidade oral consiste num ecossistema Unico, colonizada por uma grande variedade de
microrganismos, principalmente bactérias anaerdbias Gram-negativas e Streptococcus.

Estes microrganismos vivem em harmonia simbidtica com o hospedeiro, porém, qualquer
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alteragdo nessa microbiota afeta a saude oral [1, 2, 3]. O desequilibrio na relagdo

microorganismo-hospedeiro é considerado como uma das principais causas para o
aparecimento de patologias orais como a carie e a doenga periodontal, que estdo

fortemente associadas a bactérias anaerdbias [4].
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Assim, o objetivo deste estudo é o desenvolvimento e a validagdo de protocolo de

isolamento e identificacdo de bactérias anaerdbias de amostras de placa bacteriana.
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Foi realizada a colheita de amostras de placa bacteriana em dois voluntéarios do sexo
feminino, com uma média de idade de 34 anos. A colheita deu-se de forma similar,
mediante a insercdo de cureta estéril nas faces proximais dos dentes. As amostras foram

transferidas para um tubo com uma solugdo tampao (PBS) estéril e transportadas para o
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laboratério, para assegurar o crescimento de bactérias anaerdbias. Posteriormente,
foram semeadas no meio de cultura agar cérebro-coragdo com a adigdo de sangue de
cavalo desfibrinado (5% ), menadiona (1 mg /L) e hemina (5 mg/L). A incubagdo foi
realizada numa jarra de anaerobiose com uma atmosfera de 10% diéxido de carbono,
10% hidrogénio e 80% nitrogénio a 372C durante 7 a 14 dias. Da variedade de coldnias
isoladas, 8 delas foram subcultivadas com base nas suas caracteristicas morfoldgicas. A
identificagdo presuntiva das coldnias foi determinada mediante observagdo e aquisicdo
de imagens pelo microscépio estereoscépico, coloragdo de Gram, prova da catalase e

provas bioquimicas com o rapid id 32 A.

Os resultados deste estudo revelam que a coloragdo de Gram, o procedimento mais
amplamente utilizado em microbiologia, é fundamental para a caracterizagdo fenotipica de
bactérias. E um procedimento aparentemente simples e rapido, contudo, é ineficaz na
identificagdo de bactérias Gram-varidveis, como Actinomyces spp.

O uso de testes complementares como a prova da catalase e a observagdo pelo microscépio
estereoscopio sdo uma mais valia para a identificagdo presuntiva das coldnias.

O sistema rapid id 32 A identificou apenas uma das colénias em estudo. Desta forma, a sua
utilizagdo para estudos de isolamento e identificagdo de bactérias anaerébias em amostras de
placa bacteriana parece ser discutivel uma vez que a base de dados APIWEB é limitada e pode

ndo incluir todas as espécies presentes na amostra.
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Figura 1. Imagens da coloragdo de Gram ap6s 48 horas de cultura em dgar sangue (em cima) e imagens de
Microscopio Estereoscdpico apds 7 dias de cultura em agar sangue (em baixo) de todas as placas. Ampliagdo
de 1000x (6leo de imersdo). As imagens 1,5 e 8 bacilos Gram-varidvel, asimagens 2,3 e 4 cocos Gram-variavel
ou Gram-positivo e a imagem 6 bacilos Gram-negativo

Figura 2. A. Imagem da aplicagdo APIWEB com a identificagdo da placa 1 para Actinomyces viscosus ( 91.7 %). B.

Imagem da galeria rapid id 32 A da placa 1, preparada apds 48 horas de cultura das coldnias em dgar sangue.

O protocolo desenvolvido permitiu o isolamento, cultura e identificagdo presuntiva de bactérias anaerdbias. No entanto, serdo

necessarios ensaios moleculares para uma identificagdao correta dessas coldnias a nivel de espécie.
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