68 Tortora, Funke & Case

Tipo de microscépio Caracteristicas
Varredura por sonda
Tunelamento Utiliza uma fina sonda de metal que

varre a amostra e produz uma ima-
gem que revela as protuberancias e
depressdes dos dtomos na superficie
da amostra. A poténcia de resolugéo é
muito maior que a de um microscopio
eletronico. Uma preparacéo especial
néo é necessdria.

Imagem caracteristica

Principais usos

Fornece imagens muito detalhadas
das moléculas no interior das células.

Proteina RecA MT
de E. coli 5nm

Utiliza uma sonda de metal e diamante
que é levemente pressionada ao longo
da superficie da amostra, produzindo
uma imagem tridimensional. Uma pre-
paracdo especial ndo é necesséria.

Forca atomica

Toxina perfringoglicina
O de Clostridium

Fornece imagens tridimensionais de
moléculas bioldgicas em alta reso-
lugéo, em detalhes a um nivel quase
atomico, e pode avaliar propriedades
fisicas de amostras bioldgicas e pro-
cessos moleculares.

@ .

perfringens

Preparacao de amostras para
microscopia dptica
OBJETIVOS DO APRENDIZADO

3-7 Diferenciar um corante 4cido de um corante basico.

3-8 Explicar o propdsito da coloracdo simples.

3-9 Listar as etapas na preparagdo de uma coloragdo de Gram,
descrevendo a aparéncia das células gram-positivas e
gram-negativas apds cada etapa.

3-10 Comparar e contrastar a coloragdo de Gram e a coloragdo
resistente a élcool-4cido.

3-11 Explicar por que cada uma das seguintes coloragdes € usada:
coloragéo da cépsula, coloragdo do endosporo, coloragéo dos
flagelos.

Como a maioria dos micro-organismos aparece quase incolor
quando observada através de um microscépio éptico padrio, mui-
tas vezes devemos prepara-los para a observagdo. Uma das formas
pelas quais isso pode ser é através da coloragdo da amostra. A se-
guir, discutiremos varios procedimentos de coloragio diferentes.

Preparando esfregacos para coloracao

A maioria das observagoes iniciais dos micro-organismos ¢é feita
por meio de preparagdes coradas. Coloragéo significa simplesmen-
te corar os micro-organismos com um corante que enfatize certas

estruturas. Porém, antes que os micro-organismos possam ser co-
rados, devem ser fixados (aderidos) a lamina do microscopio. A
fixagdo simultaneamente mata os micro-organismos e os fixa na
lamina. Ela também preserva varias partes dos micrébios em seu
estado natural com apenas um minimo de distor¢ao.

Quando uma amostra precisa ser fixada, um filme delgado de
material contendo os micro-organismos é espalhado sobre a su-
perficie da lamina. Esse filme, denominado esfregaco, é deixado
secar ao ar. Na maioria dos procedimentos de coloragio, a lamina
é entdo fixada pela passagem, varias vezes, sobre a chama de um
bico de Bunsen, com o lado do esfregaco para cima, ou recobrindo
a lamina com alcool metilico por um minuto. A coloragéo é apli-
cada e entdo lavada com dgua; a seguir, a lamina é seca com papel
absorvente. Sem a fixa¢do, a coloragdo poderia lavar os micrdbios
da lamina. Os micro-organismos corados estdo agora prontos para
0 exame microscopio.

Os corantes sdo sais compostos por um ion positivo e um ion
negativo, um dos quais é colorido e conhecido como croméforo. A
cor dos assim chamados corantes basicos estd no fon positivo; em
corantes acidos, esta no ion negativo. As bactérias sdo levemente
carregadas negativamente em pH 7. Desse modo, o ion positivo co-
lorido em um corante basico ¢ aderido a célula bacteriana carregada
negativamente. Os corantes bdsicos, que incluem o cristal violeta, o
azul de metileno, o verde de malaquita e a safranina, sdo mais co-
mumente usados que os corantes dcidos. Os corantes acidos nao sao
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atraidos pela maioria dos tipos de bactérias porque os fons negativos
do corante sio repelidos pela superficie bacteriana carregada negati-
vamente; assim, a colorag¢do cora o fundo. A preparagdo de bactérias
incolores contra um fundo corado é denominada coloragio negati-
va. Ela é valiosa para a observagédo geral de formas da célula, tama-
nhos e capsulas, pois as células tornam-se altamente visiveis contra
um fundo escuro contrastante (veja a Figura 3.14a na pagina 72). As
distor¢des do tamanho e da forma da célula sdo minimizadas porque
a fixagdo ndo é necessdria e as células ndo captam a coloragdo. Exem-
plos de corantes dcidos sdo a eosina, a fucsina acida e a nigrosina.

Para aplicar corantes acidos ou bésicos, os microbiologistas
utilizam trés tipos de técnicas de coloragdo: simples, diferencial e
especial.

Coloracdes simples

Uma coloragio simples ¢ uma solu¢ao aquosa ou alcoodlica de um
unico corante bdsico. Embora diferentes corantes se liguem espe-
cificamente a diferentes partes das células, o objetivo primario de
uma colorag¢do simples é destacar todo o micro-organismo, para
que as formas celulares e as estruturas basicas fiquem visiveis. A
coloragéo é aplicada ao esfregaco fixo por certo periodo de tempo,
e entdo lavada; a lamina ¢ seca e examinada. Algumas vezes, uma
substincia quimica ¢ adicionada a solucéo para intensificar a colo-
ragdo; este aditivo é denominado mordente. Uma fung¢do do mor-
dente é aumentar a afinidade de uma coloragdo por uma amostra
bioldgica; outra é revestir uma estrutura (como um flagelo) para
torna-la mais espessa e mais facil de ser vista apds ser corada. Al-
guns dos corantes simples comumente usados em laboratério sao
o azul de metileno, a carbolfucsina, o cristal violeta e a safranina.

TESTE SEU CONHECIMENTO

» Por que um corante negativo ndo cora uma célula? 3-7

o Por que a fixagdo é necessdria na maioria dos procedimentos de
coloragéo? 3-8

Coloracdes diferenciais

Ao contrario das coloragdes simples, as colora¢des diferenciais
reagem de modo distinto com diferentes tipos de bactérias, poden-
do assim ser usadas para diferencia-las. As coloragdes diferenciais
mais frequentemente utilizadas para bactérias sdo a coloragio de
Gram e a coloragdo dlcool-acido resistente.

Coloracéo de Gram

A coloragdo de Gram foi desenvolvida em 1884 pelo bacteriologis-
ta dinamarqués Hans Christian Gram. Ela é um dos procedimentos
de coloragdo mais uteis, pois classifica as bactérias em dois grandes
grupos: gram-positivas e gram-negativas.

Neste procedimento (Figura 3.12a),

© Um esfregaco fixado pelo calor é recoberto com um corante
bésico purpura, geralmente o cristal violeta. Uma vez que a co-
loragao purpura impregna todas as células, ela é denominada
coloragao primaria.

@ Apos um curto periodo de tempo, o corante purpura é lavado,
e o esfregaco é recoberto com iodo, um mordente. Quando o

iodo ¢ lavado, ambas as bactérias gram-positivas e gram-nega-
tivas aparecem em cor violeta escuro ou purpura.

© A seguir, a lamina ¢ lavada com dlcool ou uma solugéo de
alcool-acetona. Essa solugdo é um agente descolorante, que
remove o purpura das células de algumas espécies, mas niao
de outras.

O O 4lcool élavado, e a lamina é entdo corada com safranina, um
corante basico vermelho. O esfregaco ¢ lavado novamente, seco
com papel e examinado microscopicamente.

O corante purpura e o iodo se combinam no citoplasma de
cada bactéria, corando-a de violeta escuro ou purpura. As bacté-
rias que retém essa cor apds a tentativa de descolori-las com alcool
sao classificadas como gram-positivas; as bactérias que perdem a
cor violeta escuro ou purpura apds a descoloragao sio classificadas
como gram-negativas (Figura 3.12b). Como as bactérias gram-
-negativas sio incolores apds a lavagem com alcool, elas néo sio
mais visiveis. E por isso que o corante bésico safranina é aplica-
do; ele cora a bactérias gram-negativas de rosa. Os corantes como
a safranina, que possuem uma cor contrastante com a coloragdo
primaria, sdo denominados contracorantes. Como as bactérias
gram-positivas retém a cor purpura original, nio sao afetadas pelo
contracorante safranina.

Como vocé vera no Capitulo 4, os diferentes tipos de bactérias
reagem de modo distinto a colora¢ao de Gram, pois diferencas es-
truturais em suas paredes celulares afetam a retenc¢do ou a liberagio
de uma combinagio de cristal violeta e iodo, denominada comple-
xo cristal violeta-iodo (CV-I). Entre outras diferencas, as bactérias
gram-positivas possuem uma parede celular de peptideoglicano
mais espessa (dissacarideos e aminoacidos) que as bactérias gram-
-negativas. Além disso, as bactérias gram-negativas contém uma
camada de lipopolissacarideo (lipideos e polissacarideos) como
parte de sua parede celular (veja a Figura 4.13, pagina 86). Quando
aplicados a células gram-positivas e gram-negativas, o cristal vio-
leta e 0 iodo penetram facilmente nas células. Dentro das mesmas,
o cristal violeta e 0 iodo se combinam para formar o CV-I. Esse
complexo é maior que a molécula de cristal violeta que penetrou na
célula e, devido a seu tamanho, ndo pode ser removido da camada
intacta de peptideoglicano das células gram-positivas pelo alcool.
Consequentemente, as células gram-positivas retém a cor do co-
rante cristal violeta. Nas células gram-negativas, contudo, a lava-
gem com alcool rompe a camada externa de lipopolissacarideo, e o
complexo CV-I é removido através da camada delgada de peptide-
oglicano. Como resultado, as células gram-negativas permanecem
incolores até serem contracoradas com a safranina, quando adqui-
rem a cor rosa.

Em resumo, as células gram-positivas retém o corante e per-
manecem com a cor purpura. As células gram-negativas nio retém
o corante; elas ficam incolores até serem contracoradas com um
corante vermelho.

O método de Gram é uma das mais importantes técnicas de
coloragido na microbiologia médica. Porém, os resultados da co-
loragao de Gram néo sido universalmente aplicaveis, pois algumas
células bacterianas coram-se fracamente ou niao adquirem cor. A
reagdo de Gram é mais consistente quando utilizada em bactérias
jovens, em crescimento.
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@ Aplicagao de iodo
(mordente)

Bastonete

/ (gram-positivo)
Cocos
(gram-positivos)

@ Avlicagéo de cristal
violeta (corante purpura)

(G

—Vibrido
(gram-negativo)

) S

A reagdo de Gram de uma bactéria pode fornecer informagdes
valiosas para o tratamento da doenca. As bactérias gram-positivas
tendem a ser mortas mais facilmente por penicilinas e cefalospo-
rinas. As bactérias gram-negativas geralmente sdo mais resistentes
porque os antibidticos ndo podem penetrar a camada de lipopo-
lissacarideo. Parte da resisténcia a estes antibidticos entre ambas
as bactérias gram-positivas e gram-negativas é devida a inativagao
bacteriana dos antibiéticos.

Coloracéo alcool-acido resistente

Outra importante coloragido diferencial (que classifica as bactérias
em grupos distintos) é a coloragdo alcool-acido resistente, que se
liga fortemente apenas a bactérias que possuem material céreo em
suas paredes celulares. Os microbiologistas utilizam essa coloragdo
para identificar todas as bactérias do género Mycobacterium, in-

©® Lavagem com élcool
(descoloracéo)

Legenda

[l cristal violeta

. lodo
[] Alcool

Safranina

Gram-positivo

Gram-negativo

@ Aplicagao de safranina
(contracorante)

Figura 3.12 Coloragéo de Gram. (a) Procedimento. (b) Micrografia de bactérias
coradas pelo Gram. Os bastonetes e 0s cocos (roxo) sdo gram-positivos, e 0s vibrides
(rosa) sdo gram-negativos.

P Como a reacédo de Gram pode ser util na prescricdo de um tratamento com anti-
bidticos?

cluindo os dois importantes patogenos Mycobacterium tuberculosis,
o agente causador da tuberculose, e Mycobacterium leprae, o agente
causador da lepra. Essa coloragdo também ¢é usada para identificar
as linhagens patogénicas do género Nocardia. As bactérias dos gé-
neros Mycobacterium e Nocardia sao alcool-acido resistentes.

No procedimento de coloragio dlcool-acido resistente,

o corante vermelho carbolfucsina é aplicado a um esfre-
gaco fixado, e a [amina ¢ aquecida levemente por varios minutos.
(O calor aumenta a penetragio e a retengio do corante.) A seguir, a
lamina é resfriada e lavada com dgua. O esfregaco é tratado com
alcool-acido, um descolorante, que remove o corante vermelho das
bactérias que nio sdo dlcool-dcido resistentes. Os micro-organis-
mos alcool-dcido resistentes retém a cor vermelha, pois a carbol-
fucsina é mais soluvel nos lipideos da parede celular que no élcool-
-acido (Figura 3.13). Em bactérias que ndo sdo alcool-dcido
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M. leprae

@

Figura 3.13 Bactérias alcool-acido resistentes (BAAR). As bac-
térias Mycobacterium leprae que infectaram este tecido foram coradas de
vermelho com uma coloragéo dlcool-acido. As células que ndo sdo élcool-dcido
resistentes estdo coradas com o contracorante azul de metileno.

P Nomeie duas doencas que podem ser diagnosticadas utilizando-se a
coloracéo alcool-acido resistente.

resistentes, cujas paredes celulares ndo possuem os componentes
lipidicos, a carbolfucsina é rapidamente removida durante a desco-
loragio, deixando as células incolores. O esfregaco é entdo corado
com o contracorante azul de metileno. As células que nio sdo alco-
ol-acido resistentes ficam azuis apds a aplicagdo do contracorante.

TESTE SEU CONHECIMENTO

(" Por que a coloracdo de Gram ¢ tdo (til? 3-9

A Qual coloragdo poderia ser utilizada para identificar micrébios dos gé-
neros Mycobacterium e Nocardia? 3-10

Coloracdes especiais

As coloragoes especiais sdo usadas para corar e isolar partes espe-
cificas dos micro-organismos, como os endosporos e os flagelos, e
para revelar a presencga de capsulas.

Coloracéo negativa para capsulas

Muitos micro-organismos contém um revestimento gelatinoso
denominado capsula, que discutiremos em nosso exame da célula
procariotica, no Capitulo 4. Na microbiologia médica, a demons-
tracdo da presenca de uma capsula é um modo de determinar a
viruléncia do organismo, o grau em que um patdgeno pode cau-
sar doenga.

A coloragio da cépsula é mais dificil que outros tipos de pro-
cedimentos de colora¢io, pois os materiais capsulares sdo soluveis
em agua e podem ser desalojados ou removidos durante uma la-
vagem rigorosa. Para demonstrar a presenca de cdpsulas, um mi-

crobiologista pode misturar as bactérias em uma solugao conten-
do uma fina suspenséo coloidal de particulas coradas (geralmente
com tinta nanquim ou nigrosina), para fornecer um fundo con-
trastante e entdo corar as bactérias com uma coloragdo simples,
como a safranina (Figura 3.14a). Devido a sua composi¢ao qui-
mica, as cdpsulas ndo reagem com a maioria dos corantes, como a
safranina, e desse modo aparecem como halos circundando cada
célula bacteriana.

Coloracéo para endosporos (esporos)

Um endosporo é uma estrutura especial resistente, dormente,
formada dentro de uma célula que protege uma bactéria das con-
di¢oes ambientais adversas. Embora os endosporos sejam relati-
vamente incomuns nas células bacterianas, podem ser formados
por alguns géneros de bactérias. Os endosporos ndo podem ser
corados pelos métodos comuns, como a coloragdo simples e a
coloragdo de Gram, pois os corantes ndo penetram a parede do
endosporo.

A coloragdo mais comumente usada para endosporos é a
técnica de Schaeffer-Fulton (Figura 3.14b). O verde malaquita, a
coloragéo primadria, é aplicado a um esfregago fixado com calor
e aquecido em vapor por cerca de cinco minutos. O calor auxilia
a colorac¢io a penetrar na parede do endosporo. Entio, a prepa-
ragdo é lavada por cerca de 30 segundos com dgua, para remover
o verde malaquita de todas as partes da célula, exceto dos en-
dosporos. A seguir, a safranina, um contracorante, é aplicada ao
esfregaco para corar as porgoes da célula que néo os endosporos.
Em um esfregaco corretamente preparado, os endosporos apa-
recem em verde dentro de células vermelhas ou rosadas. Como
os endosporos sdo altamente refrativos, podem ser detectados
no microscopio optico quando néo corados, mas ndo podem ser
diferenciados de inclusdes de material armazenado sem uma co-
loragéo especial.

Coloracéo dos flagelos

Os flagelos bacterianos sdo estruturas de locomog¢ao muito peque-
nas para serem visualizadas com um microscopio 6ptico sem colo-
ra¢do. Um procedimento tedioso e delicado de coloragio utiliza um
mordente e o corante carbolfucsina para aumentar os didmetros
dos flagelos até que eles se tornem visiveis no microscépio dptico
(Figura 3.14c). Os microbiologistas utilizam o nimero e o arranjo
dos flagelos como auxiliares de diagnostico.

TESTE SEU CONHECIMENTO

»" De que maneira os endosporos nio corados aparecem? E os endospo-
ros corados? 3-11

% % %
Um resumo das coloragdes é apresentado na . Nos

proximos capitulos, examinaremos melhor as estruturas dos micro-
bios e como eles se protegem, nutrem e reproduzem.



72 Tortora, Funke & Case

Cépsula —

(a) Coloragao negativa. R —
5pum

Figura 3.14 Coloragoes especiais. (a) A coloragdo da cépsula for-
nece um fundo contrastante; assim, as capsulas dessa bactéria, Klebsiella
pneumoniae, apresentam-se como dreas claras circundando as células cora-
das. (b) Os endosporos sdo vistos como formas ovais verdes nessas células
em forma de bast&o da bactéria Bacillus cereus, utilizando-se a coloragdo de
Schaeffer-Fulton para endosporos. (€) Os flagelos aparecem como exten-
sOes ondulantes a partir das extremidades dessa célula da bactéria Spirillum
volutans. Em relagdo ao corpo da célula, os flagelos encontram-se muito mais
espessos que o normal, pois ocorreu o0 actimulo de camadas do corante devido
ao tratamento da amostra com um mordente.

P Qual a importancia das capsulas, dos endosporos e dos flagelos para as
bactérias?

Coloragao Principais usos

Simples (azul de metileno,
carbolfucsina, cristal violeta,

safranina) coloracdo.)

Diferencial
Gram

Endosporo /

(b) Coloragao para endosporos.

Flagelo

(c) Coloragéo para flagelos.

Utilizada para destacar os micro-organismos e para determinar as formas e os arranjos celulares. Uma solucdo aquosa
ou alcodlica de um Unico corante bésico cora as células. (Algumas vezes, um mordente € adicionado para intensificar a

Utilizada para distinguir diferentes tipos de bactérias. Classifica as bactérias em dois grandes grupos: gram-positivas e
gram-negativas. As bactérias gram-positivas retém o corante cristal violeta e adquirem a cor purpura. As bactérias gram-

-negativas ndo retém o cristal violeta e permanecem incolores, até serem contracoradas com safranina, quando adquirem a

COor rosa.

Alcool-4cido resistente

Utilizada para distinguir espécies de Mycobacterium e algumas espécies de Nocardia. As bactérias alcool-4cido resistentes,

uma vez coradas com carbolfucsina e tratadas com alcool-acido, permanecem vermelhas, pois retém o corante carbolfucsi-
na. As bactérias alcool-acido sensiveis, quando coradas e tratadas da mesma forma e a seguir coradas com azul de metile-
no, adquirem a cor azul, pois perdem a carbolfucsina e sdo entdo capazes de aceitar o corante azul de metileno.

Utilizada para corar e isolar vdrias estruturas, como cépsulas, endosporos e flagelos; algumas vezes usada como auxiliar de

Utilizada para demonstrar a presenca de cépsulas. Uma vez que as cépsulas ndo reagem com a maioria dos corantes, apre-

sentam-se como halos incolores em torno das células bacterianas, destacando-se contra um fundo escuro.

Utilizada para detectar a presenca de endosporos nas bactérias. Quando o verde malaquita é aplicado a um esfregaco de

células bacterianas fixado pelo calor, o corante penetra nos endosporos e os cora de verde. Quando a safranina (vermelha)

Especial
diagndsticos.
Negativa
Endosporos
¢é adicionada, cora o restante da célula de vermelho ou rosa.
Flagelos

Utilizada para demonstrar a presenca de flagelos. Um mordente é usado para aumentar os diametros dos flagelos até que

se tornem visiveis microscopicamente quando corados com carbolfucsina.



