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RESUMO

Pretende-se com este trabalho apresentar a sequéncia de procedimentos de um diagnostico laboratorial, princi-
palmente microbiologico, que esclareca quem nio € laboratorista, sobre os passos sequenciais para alcance de
um diagnoéstico fiavel e o mais breve possivel.

A analise sistematica deste tema abordara sequencialmente a colheita das amostras, sua observacdo macroscé-
pica e microscopica, técnicas directas para deteccao de antigénios e/ou anticorpos, isolamento dos agentes, iden-
tificacido dos mesmos e por fim a determinacao de quais os quimioterapios adequados para o seu combate ou as
suas hipotéticas resisténcias.

Palavras-chave: Diagnoéstico; laboratério; microbiologia.

ABSTRACT

With this research we intend to present the sequence of procedures of a microbiological laboratory diagnosis that
would clarify, for those who do not work at a laboratory, the sequential steps in order to reach a fast and reliable diag-
nosis.

The systematic analysis of this theme will focus on samples' collecting and their macroscopic and microscopic obser-
vation, on the direct techniques for the detection and identification of their antigens and antibodies, isolation of the
micro-organisms, their identification and lastly, on determining which chemotherapy medicines are more suitable to
structure a therapy program and to fight against hypothetical resistances.
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tém regras e sequéncias proprias € que vao ser
abordadas a seguir de uma forma geral, com o
O laboratério de microbiologia deve apoiar cli-  objectivo de esclarecer quem ndo ¢ laboratorista

nicos e epidemiologistas na identificagﬁo de para uma boa Colaboragﬁo com o laboratério.
agentes bioldgicos responsaveis por diferentes

doengas.

Introducao

O funcionamento de cada laboratério rege-se Colheita de amostras

por normas € protocolos técnicos e de biosse-

- ) Cada tipo de amostra tem as suas particularida-
guranga contidos em manuais.

des de colheita, € ndo cabe no ambito deste tra-
balho estar a descrevé-las detalhadamente.
Abordaremos apenas as nogdes gerais e bdsicas
para uma boa colheita.

Desde a colheita do produto biolégico até a
identificacdo de um agente bioldgico e entrega
da resposta final, existem procedimentos que
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Quantidade da Amostra

A quantidade de amostra deve ser suficiente
para que se possam realizar todas as andlises
solicitadas pelo corpo clinico ou que constem
de protocolos ja aprovados.

Qualidade da Amostra

Deve ser a melhor possivel, evitando ao maxi-
mo a conspurcacdo da mesma e outras manipu-
lagdes inadequadas que impecam o isolamento
e a identificacdo de agentes com exigéncias
especificas como, por exemplo, oxigenar a
amostra agitando-a quando se pretende isolar
um anaerdbio.

Conservacdo da Amostra

Ter em aten¢do, para cada amostra, a melhor
maneira de a conservar, levando em linha de
conta o agente que se pretende detectar, a tem-
peratura (h4 agentes que nao podem ser refrige-
rados outros devem-no), humidade (evitar a
dessecacdo), luz solar (agentes que sdo inacti-
vados muito rapidamente pelos raios solares),
ar (os anaerdbios estritos nao devem ter
nenhum contacto com o ar), etc.

Envio da Amostra para o Laboratério

O transporte das amostras deve ser efectuado
por pessoal ou servicos para tal capacitados,
evitando-se assim as conspurcacdes das mes-
mas ou a contaminacdo de outrem ou do
ambiente, por aqueles cumprirem com as nor-
mas de biosseguranca em vigor no pais e na
clinica ou laboratério em questao.

Ter em consideracdao que o tempo que medeia
entre a colheita da amostra e o seu processa-
mento laboratorial é essencial para um diagnés-
tico final com qualidade. Este tempo deve ser o
mais curto que for possivel. Em caso de se pre-
ver alguma demora devem usar-se meios de
transporte ou mecanismos de conservacio ade-
quados a cada caso (refrigeracdo, gelo fundente,
neve carbonica, azoto liquido, etc.).

Ap6s a chegada das amostras ao laboratdrio
estas sdo registadas, processo que varia de labo-
ratorio para laboratério. De seguida sdo encami-
nhadas para processamento laboratorial, segun-
do normas e protocolos que variam, igualmente,
de laboratério para laboratdrio.

Processamento Laboratorial das amostras
Observaciao Macroscopica das Amostras

Todas as amostras devem ser observadas e
registado o seu aspecto macroscopico. Notar a
cor, turvacdo, limpidez. Verificar a presenca ou
auséncia de pus, muco ou sangue. Observar a
sua consisténcia (s6lida, pastosa, liquida).

Observagao MicroscOpica das Amostras

Pode ser realizada a fresco entre lamina e lame-
la ou apds coloracio.

A fresco, dependendo da amostra, poderdo ser
observados os seguintes parametros: mobilida-
de, quantidade relativa de vdrios elementos
(células, bactérias, parasitas e seus ovos, etc.),
morfologia dos diferentes elementos (das célu-
las, das bactérias, dos parasitas, etc.).

Figuras 1 e 2 — Aspecto macroscopico das amostras: a— Urina turva; b— Urina sanguinolenta; c— Urina limpida; d—
Pus sanguinolento.
Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.
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Figuras 3 e 4- Exames a fresco de Exsudato vaginal: a— Leucdcitos; b— Células epiteliais; c— Bactérias (a esquerda);
e a- Fungos leveduriformes; b-Células epiteliais; c— Bactérias (a direita)
Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.
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Figuras 5 e 6— Exames a fresco de Urina: a— Cristais de fosfatos amonfaco-magnesianos; b— Eritrécitos; c— Bactérias
(a esquerda); e Ovo de Schistossoma haematobium (a direita).
Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.
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Figuras 7 e 8- Exames a fresco de Fezes: Ovo de Ascaris lumbricoides (a esquerda); e Larva de Strongyloides spp.
(a direita).
Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M. REVISTA CIENTIFICA S A@r@ A
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Apo6s coloragdo, poderdo determinar-se padrdes colorimétricos e morfoldgicos, detectarem-se
estruturas especiais (esporos, cdpsulas, flagelos) dos diferentes elementos que constituem a amos-
tra. Para casos especificos podem utilizar-se coloragdes especiais.

esquerda); e Coloracao de Gram-Fezes- a— Fungos leveduriformes; b— Bacilos Gram positivos; c— Bacilos Gram nega-

tivos; d— Cocos Gram positivos.

Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.
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Figura 11- Exame apds coloragdo— Coloragdo de Ziehl-
Neelsen— Expectoragdo- a— Bacilos Acido Alcool Resis-
tentes; b— Células inflamatorias.

Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.

Exames Directos para Pesquisa e Identifica-
¢ao de Antigénios e/ou Anticorpos

As técnicas a utilizar neste passo sdo muito
variadas, nomeadamente imunolégicas
(aglutinagdo, imunofluorescéncia directa, imu-
noperoxidase directa, ELISA, etc.) e molecula-
res (PCR, sondas, hibridacao, sequenciacao).

Esta deteccdo directa sobre as amostras, quan-
do possivel, tem a vantagem de fornecer um
diagndstico muito ripido e de, muitas vezes,
nao necessitar da viabilidade bioldgica do
agente. Por exemplo, num liquido cefalorra-
quidiano podemos detectar os antigénios cap-
sulares dos principais agentes implicados nas
meningites sem que estes, posteriormente,
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Figura 12— Prova de aglutina¢do— Slidex Meningite Kit—
Aglutinagdo positiva em A.
Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.

crescam nos meios de cultura artificiais, seja
qual for a razdo porque isto acontece.

Isolamento dos Agentes

Este passo no diagndstico tem por fim ultimo a
separacdo do agente causador da doenca dos
outros agentes comensais ou que fazem parte da
microbiota normal da regido donde foi colhida a
amostra.

O isolamento faz-se por sementeira da amostra
em meios de cultura inertes, s6lidos ou liquidos,
ou por inoculagdo em animais de laboratério
(ratinho, cobaia, hamster, coelho, macaco, etc.),
em ovos embrionados de diversas espécies ou
em culturas celulares.



Figura 13- Meios de cultura inertes(sé6lidos, liquidos, em
tubo e em Placa de Petri).
Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.

A selec¢do, tanto dos meios inertes como dos
suportes vivos que serdo utilizados para o iso-
lamento de cada caso, dependem e variam de
laboratério para laboratério, de amostra para
amostra, de situacdo para situacdo e até de
laboratorista para laboratorista.

Identificacdo dos Agentes

Ap6s o isolamento de um agente hd que identi-
fica-lo, isto €, dar-lhe um nome, uma identida-
de. Para isso o laboratorista segue toda uma
série de passos que devem ser sistematicamente
registados.
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Figura 14— Inocula¢do em ovo embrionado — Estrutura
do ovo e algumas vias de inocula¢do. Adaptado de Pres-
cott L et al. Microbiology- 4th edition — 1999 — pag. 338

Aspecto macroscopico das sementeiras

As sementeiras dos meios inertes, apds um
periodo de incubagdo adequado a temperaturas,
humidade e atmosferas (aerobiose, microaerofi-
lia, anaerobiose, etc.) apropriadas a cada tipo de
agente, sdo observadas para se ver o tipo de
coldnias (dimensdes, aspecto, cor, forma, etc.),
se hd ou ndo turvacdo dos meios liquidos,
mudancas de cor, se hd presenca de hemolise ou
ndo e muitos outros caracteres que, de tao nume-
rosos, € impossivel menciond-los a todos no
ambito deste trabalho.

Figuras 15 e 16 — Gelose Chocolate— Colénias em onda tipicas de Proteus spp (a esquerda); e Gelose sangue a. cold-
nias B-hemoliticas; b. Colénias ndo hemoliticas (a direita). Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.

Figuras 17 e 18 — Meios colorimétricos— Gelose sabouraud—a— Candida nao albicans; b— Candida albicans (a
esquerda); e Meio de Kliger e reac¢des observadas com dferentes bactérias— glucose; lactose; producdo de gas e pro-
ducido de gas sulfidrico (H2S).(4 direita) Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.
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Figuras 19 e 20 — Meios liquidos (Caldos): a— Por inocular; b— Inoculados e com crescimento bacteriano (4 esquer-
da); e para hemoculturas. Frasco de anaerobiose negativo(a) e positivo (al); Frasco de anaerobiose negativo (b) e posi-
tivo (b1); c— Frasco para pediatria negativo. (2 direita) Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.

nomeadamente morte embriondria ou celular,
paralisias, hemorragias, balonamento ou enge-
lhamento celular, descolagem do suporte sélido,
etc.

No caso da inoculag@o a suportes vivos, hd que
observar e anotar os sinais e sintomas dos ani-
mais inoculados e observar as alteragdes nos
ovos embrionados e nas culturas celulares,

Células diploides humanas

= & S
Células de linha continua KB

Microplaca de um Enterovirus em fraco aumento Inclusdes citopldsmicas de um Enterovirus que empurram e dobram o nucleo

Figura 21- Culturas celulares: Diferentes tipos.
Adaptado de Prescott L et al. Microbiology- 4th edition — 1999 — pag. 338
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Observacao microscopica das sementeiras e
inoculacoes

ApOs a observacdo do aspecto macroscopico
das sementeiras ha, geralmente, necessidade de
realizar a sua observagdo microscopica. Estas

Joaquim M.M. Agostinho
RevCSE 2009; 23-32

observagdes podem, tal como no exame directo
das amostras, ser realizadas a fresco ou apds o
uso de coloragdes variadas adequadas a cada
caso, consoante a orientacdao do diagndstico.

Figuras 22 e 23 — Exames a fresco ap6s cultura: Steptococcus spp (4 esquerda); e Fungos e seus esporos. (a direita).

Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.

Figuras 24 e 25 — Exames ap6s cultura. Colorag@o de Gram: a— Fungos leveduriformes; b— Bacilos Gram negativos
(a esquerda); e Cocos Gram positivos (a direita). Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.

Estudo do metabolismo dos agentes

Em seguida ha que realizar, em alguns casos,
linhas bioquimicas para estudar o metabolismo
do agente em causa e identificd-lo. O estudo
do metabolismo pode ser feito por técnicas e
utilizando sistemas muito diversos (tubos, pla-
cas, microtibulos, etc.) que revelardao, no fun-
do, o equipamento enzimdtico, ainda que par-
cialmente, de que o agente dispde para viver e
se relacionar no meio ambiente em que vive.

Estudos imunolégicos e moleculares

Muitas vezes os estudos do metabolismo de

um agente ndo sdo suficientes para o identificar.
Nestes casos deve complementar-se o estudo
com exames imunoldgicos e moleculares se
necessario for. Tanto nuns como noutros existe
toda uma pandplia de técnicas, umas mais ade-
quadas a determinadas situacdes que outras e
que serdo seleccionadas consoante as capacida-
des humanas e materiais existentes no momento
da realizacdo do diagnéstico.

Nas técnicas imunoldgicas citaremos apenas a
de precipitacdo, aglutinacdo, hemaglutinacdo e
sua inibicdo, hemadsorsdo, imunofluorescéncia
directa e indirecta, ELISA, etc.
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Figuras 26 e 27 — Estudos do metabolismo. Em tubo Kliger: a— Fermentacio de glucose ; b— Producdo de H2S; c—
Nao fermentacdo da lactose (a esquerda); e, Em sistema API: Diferentes reacgdes num API 20 E (a direita).
Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.
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PROVA DE ELISA

Figura 28— Estudo do metabolismo em sistema VITEK.  Figura 29— Técnicas Imunolégicas. Prova de ELISA.
Diferentes reac¢des numa carta GN. Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho,

Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, JM.M.
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Figura 30- Técnicas Imunolégicas: Provas de aglutinagdo em tubo e microtibulo.
Adaptado de Prescott L et al. Microbiology- 4th edition — 1999 — pag. 667
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Nas técnicas moleculares mencionaremos a
PCR, a hibridac¢ao e a sequenciacao.

REACGCAO EM CADEIA DA POLIMERASE

Determinacdo de Quimioterdapios Anti-
Agentes Isolados e Identificados

1 Ap6s o isolamento, identificacdo e avaliagdo da
I R importancia médica do agente ou agentes, quan-

~M . do possivel e sempre que necessdrio, hd que estu-
~ S dar a sua sensibilidade frente a farmacos, detec-

ciclo 1

[ . oA . .
. g tar mecanismos de resisténcia ou determinar a
Bl rrimers existéncia ou ndo de genes de resisténcia.
U
Feszes Y | Os testes de sensibilidade aos antibioticos sdo
I realizados por difusdo em placa, em meios liqui-
g dos ou por inibi¢do do crescimento do agente em

e j \\ culturas celulares.

Figura 31- Técnicas de reac¢do em cadeia da polime- Figura 32— Teste de sensibilidade aos antibidticos (TSA)

rase (PCR)Adaptado de Prescott L et al. Microbiology- por difusdo em placa.
4th edition — 1999 — pag. 317 Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.
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Figura 33— Teste de sensibilidade aos antibiéticos (TSA) em meio liquido.
Adaptado de: Infectious Disease Of North Ameica— The role of the clinical microbiology Laboratory in the Diagnosis
and Therapy of Infectious Disease— Desembro de 2001— Volume 15— Nimero 4.
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Figura 34— Teste de Sensibilidade aos Antibidticos (TSA)
em meio liquido no sistema VITEK.
Laboratério de Microbiologia da CSE- Agostinho, J.M.M.

A existéncia ou ndo de genes de resisténcia é
determinada por técnicas moleculares que
detectam genes que se sabe estarem relaciona-
dos com resisténcias.

Sonda DNA marcada

DNA simples x
com uma enzima

entrangado alvo
imobilizado

Membrana Sonda marcada

com a enzima
hibrida como
alvo

~ :

Alvo Fixado

Hibridagéao

Substracto
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i ( Precipitado
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Detecgao
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TECNICA DE HIBRIDACAO

Figura 35- Técnicas moleculares de detec¢do de genes de
resisténcia— Hibrida¢do. Adaptado de Prescott L et al.
Microbiology- 4th edition — 1999 — pag. 716
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