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Resumo

As técnicas de coloracdo consistem em uma importante ferramenta utilizada em laboratérios de microbiologia, sendo um recurso primério empregado na
visualizagdo e diferenciagao de microrganismos. O presente artigo faz uma revisao narrativa, buscando artigos originais e atuais indicando os principais
métodos de coloracao utilizados em bacteriologia, apontando sua aplicabilidade em laboratérios de andlises clinicas e/ou identificacdo de microrganismos
de importancia para Satde Unica, destacando ndo sé os conceitos associados a esse tema e fundamentos dos métodos, mas também suas limitacées. Tal
abordagem incluiu os principios dos métodos de coloragcao de Gram, Ziehl-Neelsen, Albert-Laybourn, impregnacdo de Fontana-Tribondeau, coloracao
negativa, coloracao de esporos (Schaeffer-Fulton e Wirtz-Conklin, Moeller e Dorner) e coloragao de flagelos. Sendo, de acordo com nossa revisao, as duas
primeiras consideradas as técnicas mais empregadas atualmente em rotinas laboratoriais.

Palavras-chave: Bactérias Gram-Negativas. Bactérias Gram-Positivas. Coloracdo pela Prata. Bactérias. Corantes. Microscopia.

Abstract

Staining techniques are a critical tool used in microbiology laboratories, serving as a primary method for the visualization and differentiation of
microorganisms. The present article provides a narrative review, focusing on original and recent studies that identify the main staining methods used in
bacteriology. It highlights their applicability in clinical analysis laboratories and/or in identifying microorganisms significant to One Health. This review
emphasizes not only the concepts associated with these methods and their foundational principles but also their limitations. This approach encompasses
the principles of Gram staining, Ziehl-Neelsen staining, Albert-Laybourn staining, Fontana-Tribondeau impregnation, negative staining, spore staining
(including Schaeffer-Fulton, Wirtz-Conklin, Moeller, and Dorner methods), and flagella staining. According to our review, the first two are currently the
most widely used techniques in laboratory routines.

Keywords: Gram-Negative Bacteria, Gram-Positive Bacteria, Silver Staining, Bacteria, Dyes, Microscopy.

Correspondéncia
Joseli Maria da Rocha Nogueira
E-mail: joseli.maria@fiocruz.br

Recebido em 25/09/2024 | Aprovado em 09/10/2024 | DOI: 10.21877/2448-3877.202400198.pt

RBAC. 2024;56(3):183-196
183



Principais métodos classicos de coloracdo em bacteriologia | Costa RG, Esteves WTC, Nogueira IMR

INTRODUCAO

Em microbiologia, métodos de coloragdao podem ser
utilizados para auxiliar a identificacdo de microrganismos,
possibilitando muitas vezes um diagndstico presuntivo e
precoce na sua classificacdo. Estes métodos sédo baseados
nas caracteristicas citomorfotintoriais, ou seja, composicdao
e morfologia celular e afinidade pelos corantes, em que as
estruturas podem ser visualizadas e diferenciadas com auxilio
de microscopio.™

Particularmente, as bactérias sdo naturalmente transpa-
rentes e possuem um indice de refracao semelhante ao meio
circundante, tornando-as translicidas quando observadas
ao microscoépio de luz. Desta forma, faz-se necessaria a utili-
zacao de corantes para aumentar o contraste entre as células
bacterianas em relacdo ao fundo, facilitando a visualizagao.>?

Alguns métodos servem de aporte para a diferenciacéo
de microrganismos e estruturas bacterianas baseando-se nas
caracteristicas estruturais e quimicas, sendo muitas vezes
essenciais para orientacao do diagndstico clinico assim como
em atividades de pesquisa associadas a Saude Unica e outras
vertentes. Essas técnicas padronizadas nao sé facilitam a
identificacdo rdpida e precisa de patbgenos em amostras
clinicas, mas também sdo essenciais para estudos que explo-
ram a morfologia, distribuicao e interacées microbianas.®

Os processos de coloracdo utilizados em bacteriolo-
gia podem ser classificados como: Coloragdes simples e
diferenciais.®

As primeiras englobam as metodologias em que se usa
apenas um corante como contraste, como por exemplo azul
de metileno, cristal violeta e carbol-fucsina, com afinalidade
de tornar mais visiveis as formas e arranjos celulares. O uso
de um simples corante pode revelar diferencas estruturais
internas, dependendo da bactéria, como por exemplo o uso
do azul de metileno, capaz de revelar os granulos de volutina
produzidos por Corynebacterium diphteriae, permitindo a
visualizacao dos corpusculos metacromaticos corados de
vermelho frente ao corpo bacilar corado de azul®. Acrescen-
te-se que, coloragdes simples também podem incluir algumas
coloragdes especiais, idealizadas para evidenciar estruturas
especificas da célula bacteriana, como esporos, flagelos, ou
revelar a presenca de capsulas, aspectos que serao abordados
com mais propriedade no decorrer deste artigo.®”

Em contrapartida, as coloracées diferenciais sao téc-
nicas mais especializadas em que sdo utilizados diferentes
corantes, mordentes e reveladores que permitem distinguir

as estruturas celulares com base nas suas propriedades qui-
micas, como as técnicas de coloracdo de Gram e coloracao
de Ziehl-Neelsen, consideradas ferramentas essenciais no
diagndstico laboratorial de microrganismos de importancia
clinica,” mas que também podem ser usadas em pesquisas
associadas a Saude Unica.

Embora existam na atualidade inimeros testes fenotipi-
cos e genotipicos para a identificacdo de microrganismos, os
avangos na area de diagnéstico ndo substituem os métodos
classicos, pois estes ainda representam uma ferramenta
valiosa de baixo custo, que fornece informacgdes necessarias
e basicas para identificacdao bacteriana, podendo em alguns
casos até substituir, de forma rapida, exames mais comple-
X0s para a obtencdo de um diagndstico, como em quadros
de difteria, meningite, tuberculose, hanseniase e algumas
infeccoes sexualmente transmissiveis. !>

OBJETIVO

Com base na importancia desse tema, este artigo teve
como objetivo realizar uma revisao narrativa mostrando o
“estado da arte” associado as principais técnicas de colo-
racdo utilizadas na area de bacteriologia, destacando suas
aplicagdes praticas e contribuicdes para a deteccao dos
microrganismos em diferentes contextos cientificos e clini-
cos, pois acredita-se que esses assuntos sdo a base para o
conhecimento da pratica de bacteriologia e podem agregar
informacoes pertinentes sobretudo para os alunos da area
da Saude, como um compilado para estudos académicos.

METODOLOGIA

Segundo Rother,!™ os artigos de revisdo narrativa sao
publicagdes amplas, adequadas para delinear e tratar o desen-
volvimento ou o "estado da arte" de determinado assunto,
sob o ponto de vista tedrico ou contextual, ndo necessitando
informar a metodologia para busca das referéncias, nem
os critérios utilizados na avaliacao e selecdo dos trabalhos.
Consistem, basicamente, de analise da literatura publicada
em livros, artigos de revista impressas e/ou eletrénicas na
interpretacao e andlise critica pessoal dos autores. Todavia,
optamos por indicar o critério que escolhemos, que tomou
por base a pesquisa em livros de microbiologia disponiveis
no Departamento de Ciéncias Bioldgicas — ENSP/FIOCRUZ,
Acervo da Biblioteca de Manguinhos/FIOCRUZ e artigos cien-
tificos na Word Wid Web, utilizando os descritores informados.
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METODOS DE COLORACAO UTILIZADOS EM
BACTERIOLOGIA

Técnica de colora¢do de Gram

A coloracao de Gram é a técnica diferencial mais utilizada
na rotina laboratorial clinica em bacteriologia. Sua finalidade
esta na classificacdo de microrganismos quanto a suas bases
tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular.” A técnica de
coloracdo de Gram foi idealizada pelo médico dinamarqués
Hans Christian Joachim Gram® em 1884. O método consiste
em submeter um esfregaco bacteriano, fixado pelo calor, a
uma série sucessiva de corantes, permitindo diferenciar os
microrganismos com base na composicdo quimica e inte-
gridade das paredes celulares® em dois grandes grupos:
Gram-positivos e Gram-negativos. O principal componente
da parede celular é o peptideoglicano, também conhecido
como glicopeptideo ou mureina, um biopolimero constituido
de cadeias alternadas de N-acetilglucosamina (GIcNAc) e
N-acetilmuramico, que conferem rigidez a célula bacteriana
(MurNAc).?

A célula Gram-positiva apresenta uma parede celular
basicamente constituida de peptideoglicano e dcido teicoico,
enquanto a Gram-negativa € um pouco mais complexa,

pois apresenta uma camada ténue de peptideoglicano e
uma porcao externa de composicao lipopolissacaridica e
lipoproteinas (Figura 1 e Figura 2).

No método classico de coloracao de Gram, um esfregaco
delgado, homogéneo e seco de uma cultura bacteriana ou
de um material clinico é tratado com um corante primario
(cristal violeta fenicado) por 1 minuto, que penetra na parede
celular e no protoplasma celular. Em sequéncia, utiliza-se a
solucao de Lugol (solugdo iodo-iodetada) por 1 minuto, que
age como mordente, formando um complexo corante-iodo,
insolivel em 4gua, denominado iodo-pararosanilina. Até
esta etapa, tanto bactérias Gram-positivas quanto as Gram-
-negativas absorvem de forma idéntica o corante primario
e o fixador, adquirindo inicialmente uma coloracao violeta.
Na sequéncia, é realizado o tratamento com um solvente
organico (alcool- acetona) por 30 segundos, que tem funcao
de descorar. Apds esta etapa, a lamina é submetida a uma
lavagem com agua (etapa obrigatéria) para a retirada do
excesso de residuo do corante e, em seguida, coberta com
fucsina de Ziehl diluida 1/10 (corante secundario) por 30
segundos, que tem a fun¢do de revelador.? Apos todo o
processo, alamina deve ser seca e observada no microscépio
luminoso em objetiva de imersao 100X.”

Peptideoglicano (mureina)

Lipoteicoico

Acido Telcoico

Parede celular

Membrana celular

Estrutura bdsica da parede celular
Gram-positiva®

Lipoproteina
Peptideoglicano (mureina) g

Lipolissacarideo

Parede celular

Estrutura bdsica da parede celular

Gram-negativa®
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E importante ressaltar que a solucdo descorante vai
atuar de forma distinta de acordo com as caracteristicas
estruturais e diferentes graus de permeabilidade da parede
celular. Em Gram-positivas, este solvente promove a contracdao
dos poros do peptideoglicano, retendo o corante primério
e mantendo-se corada de roxo (Figura 3a). No entanto,
nas Gram-negativas, o solvente dissolve a porcao lipidica
(lipopolissacarideos e lipoproteinas) da membrana externa,
removendo o complexo cristal violeta-iodo, assumindo a
coloracao do corante secundario (fucsina ou safranina),
revelando desta forma a coloracdo vermelha (Figura 3b).
©7 A diferenca geral observada nas tonalidades existe por
uma divergéncia nas propriedades fisicas e quimicas das
paredes celulares bacterianas, como composicao, espessura,
densidade, porosidade e integridade.”¢1?

Na literatura, alguns estudos sugerem métodos alternati-
vos, indicando modificacdes e adaptacdes da técnica. Algumas
variagoes estao relacionadas com alteragées nas concentracoes
de corante, troca de reagentes, e modificacdes em relacao ao
tempo de exposicao ao corante. Isto foi inicialmente embasado
nos artigos de Lellis e colaboradores (2019),"® que apontaram
o potencial de toxicidade, carcinogénico e recalcificante dos
corantes e o impacto para o ambiente e saide humana devido
ao descarte indevido apds o uso em técnicas laboratoriais.™

No ambito laboratorial, Reine e colaboradores® foram
favoraveis a substituicdo dos métodos de Gram e Wirtz-Conklin
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Caracteristica tintorial de Gram-positiva (DCB, FIOCRUZ, 2024)

classicos (em superficie dalamina) pelo método de imersao
das laminas em corante, comprovando sua aplicabilidade
para a coloracao de muitas laminas em uma unica vez, sem
comprometer a confiabilidade dos resultados, evitando a
saturacdo das solucdes apds muitas passagens de laminas,
o desperdicio de corante e consequentemente reduzindo
gastos para a realizagao da técnica.

Atualmente existe a recomendacdo de substituicdo
do cristal violeta por violeta de metila, tendo por base sua
composicao quimica que age como fixador, ndo sendo
necessaria, entéo, a fixacdo do esfregaco em chama, que
atualmente caiu em desuso e é contraindicada. Outra
alteracdo é a substituicao da solucdo de dlcool- acetona
utilizada por Hurk, pelo alcool etilico 99,5°GL, pois este é
considerado mais seguro e com menos potencial de toxici-
dade para o manipulador, além de evitar hiperdescoloragao
dalamina e tornar a técnica mais reprodutivel. No entanto,
a modificacdo mais importante foi a substituicao da fucsina
fenicada, utilizada como corante secundario, pela safranina.
Esta modificacdo foi baseada em estudos relacionados
ao espectro de cor, comprovando que o uso da safranina
possibilita uma maior distincao e nitidez entre as bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, por se distanciar mais da
cor do corante primario, quando comparado a fucsina, em
que as Gram-negativas assumem a coloragao vermelho-claro
e as Gram-positivas, violeta.”?
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TECNICA DE COLORAGAO DE GRAM

METODO CLASSICO

METODO MODIFICADO

Prepare um esfregaco delgado e homogéneo em uma ldmina
previamente limpa e desengordurada; secar e fixar passando 3 x sobre a

Prepare um esfregaco delgado e homogéneo em uma ldmina
previamente limpa e desengordurada e deixe secar. No método

PREPARO DO ESFREGACO ) . < s . .
¢ chama do bico de Bunsen modificado a fixacdo ndo acontece pelo calor, e sim pelo uso da violeta de
metila, que age como um fixador quimico.
Cubra com cristal violeta e deixe agir por 1 minuto. Cubra o esfregaco com violeta de metila e deixe por aproximadamente
Escorra o corante e lave com um filete de dgua corrente (etapa nao 15 segundos
obrigatéria, mas melhora a visualiza¢do)
Adicione quantidade igual de dgua sobre a lamina coberta com violeta de
Cubra com solugdo Lugol e deixe agir por aproximadamente 1 minuto metila e deixe agir por mais 45 sequndos
Retire 0 excesso de corante e lave em um filete de dgua corrente (etapa | Escorra o corante e lave em um filete de dqua corrente
nao obrigatéria)
Cubra a lamina com Lugol diluido (1/20) e deixe agir por
Adicione dlcool-acetona, descorando por aproximadamente 30 sequndos | aproximadamente 1 minuto
COLORAGAO DA LAMINA . o .
0 cho Lave com um filete de dgua (etapa obrigatdria) Escorra o Lugol e lave em um filete de dgua corrente
Cubra a lamina como o corante de fucsina de Ziehl Neelsen diluida 1/10, | Adicione dlcool etilico (99,5° GL) sobre a lamina, descorando-a, até que
deixando agir por aproximadamente 30 sequndos ndo desprenda mais corante
Lave com um filete de dgua (etapa obrigatdria) Lave em um filete de dgua corrente
Cubra a lamina com safranina e deixe agir por aproximadamente 30
segundos
Lave em um filete de dgua corrente
OBSERVACAO DA LAMINA Deixe a lamina secar naturalmente, leve ao microscopio e com o auxilio de 6leo de imersdo, observar em objetiva de imersao (100X)

Fonte: Nogueira e Souza®’; Brasil”

PRINCIPAIS MODIFICACOES NO METODO DE GRAM (20

METODO CLASSICO

METODO MODIFICADO JUSTIFICATIVA

(ristal violeta

Violeta de metila

Avioleta de metila ja possui caracteristica de fixador, dispensando a fixacao do esfregaco pela chama
do bico de Bunsen, que promove brusca desidratacdo dos componentes celulares

Lugol

Retirada desta etapa

Alcool-acetona

Alcool etilico 99,5°GL

A solugdo de &lcool etilico 99,5°GL tem menor potencial de toxicidade e diminui os efeitos de
hiperdescoloracao da lamina

Fucsina fenicada

Safranina

No espectro de cor, a safranina se distancia mais do corante primério quando comparada a fucsina,
permitindo mais diferenciacdo e nitidez entre as bactérias Gram-positivas e as Gram-negativas.

Fonte: Brasil”; Pinto e Ribeiro®

Cabe ressaltar que alguns grupos de bactérias ndo se
coram pelo método de Gram, pois apresentam determinadas
caracteristicas que necessitam de técnicas especificas. Pode-
mos citar como exemplo os espirilos, que apresentam o corpo
celular muito fino, dificultando a visualizacdo por métodos
cldssicos; e 0 género Mycobacterium que por apresentar uma

parede celular de composicao diferenciada® necessita de colo-
racao especializada para esta estrutura. Devemos considerar
ainda, as bactérias que ndo possuem parede celular, como por
exemplo os micoplasmas. Estas bactérias apresentam apenas
0,2p de tamanho, podendo ser observadas somente através
de microscopia eletronica, ou microscopia de fluorescéncia.
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TECNICA DE COLORACAO DE ZIEHL-NEELSEN

Atécnicade Ziehl-Neelsen é uma metodologia extrema-
mente importante e rotineiramente uma das mais utilizadas
na atualidade em bacteriologia clinica. Foi desenvolvida pelo
bacteriologista Franz Ziehl e posteriormente modificada pelo
patologista alemao Friedrich Carl Adolf Neelsen, no final do
século XIX, quando buscavam alternativas para visualizar o
Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose,
que ndo podia ser corado de forma eficaz pelos métodos
tradicionais devido a sua parede celular Unica e diferenciada.®’

Além de possibilitar a coloracao do género Mycobac-
terium, essa técnica € um método diferencial utilizado na
identificacdo de todos os bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR), como também a do género Nocardia. A caracteristica
alcool-acido resistente é conferida a essas bactérias devido ao
alto teor de lipidios estruturais na parede celular, promovendo
uma condicdo hidrofébica que interfere na permeabilidade
e acdo de corantes aquosos e resulta na resisténcia a acao
dos reagentes alcool-acidos.(22"

Entre os principais grupos bacterianos detectados em
laboratérios de analises clinicas por essa técnica, destacam-se
o complexo Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium
leprae, reconhecidos pela OMS como agentes de problemas
de sauide de grande relevancia para a clinica humana.-1322

O complexo Mycobacterium tuberculosis é composto
atualmente de 11 espécies distintas associadas com tuber-
culose humana e animal. Entre elas, a espécie Mycobacterium
tuberculosis, que por ser altamente adaptada é a causadora
de grande parte dos casos de tuberculose em humanos,
sendo considerada, sob o ponto de vista sanitdrio, a mais
importante do complexo.?® A tuberculose é uma doenca
infecciosa transmissivel que afeta prioritariamente os pulmoes
(forma pulmonar), mas pode acometer outros 6rgaos e/ou
sistemas,?? portanto a coloracao de Ziehl-Neelsen é a técnica
empregada para evidenciar BAAR em varios materiais clinicos,
que podem englobar urina, liquor, pecas de bidpsia, ou ser de
origem pulmonar como o lavado brénquico, lavado géstrico
e swab de laringe, porém o exame baciloscépico do escarro é
o0 método reconhecido pelo Ministério da Saude como o mais
importante, tanto para o diagnéstico, como para o controle
do tratamento da tuberculose pulmonar no pais.2??

Por possuir uma parede celular diferenciada, fazendo
com que a absorcao de nutrientes seja lenta, o M. tuberculosis
pode levar mais de um més para produzir colonias visiveis
em meio de isolamento.”” Neste caso, a pesquisa de BAAR
em materiais clinicos pode constituir a primeira evidéncia de

doenca, permitindo um diagnéstico precoce e embasamento
para o inicio do tratamento terapéutico, enquanto ocorre a
confirmacdo laboratorial da cultura positiva.??

Em contrapartida, o Mycobacterium leprae é o agente
etioldgico da hanseniase, doenca caracterizada pelo com-
prometimento dos nervos periféricos e formacao de lesdes
e manchas em areas da pele, com alteracao da sensibilidade
térmica (calor e frio), motoras e/ou anatémicas.!""'324

O diagnostico de hanseniase baseia-se essencialmente
em critérios clinicos e epidemioldgicos, pois o Mycobacterium
leprae é um microrganismo nao cultivével in vitro. Neste caso, a
baciloscopia estd entre os testes primarios fundamentais para
identificar a presenca das bactérias nas regides afetadas."”

A técnica de Ziehl-Neelsen é um método de facil exe-
cucao, rapido e de baixo custo, que detecta a presenca
dos BAAR.'? Se executado corretamente, desde a coleta e
processamento da amostra até a baciloscopia, permite uma
eficacia diagndstica em 80% dos casos.??

Na rotina laboratorial, a pesquisa de M. tuberculosis é
realizada, na maioria das vezes, com escarro espontaneo,
utilizando a porcao mais purulenta, que é colocada e dis-
tendida diretamente sobre alamina (baciloscopia direta). As
secrecOes purulentas e o pus, por suas caracteristicas fisicas,
também podem ser distendidos diretamente sobre a lamina.
Por outro lado, com o objetivo de aumentar a sensibilidade da
baciloscopia, todas as amostras clinicas, sempre que possivel
e, de acordo com a necessidade, podem receber tratamento
antes da realizacdo do esfregaco. Esse tratamento pode ser:
trituracdo, digestdo com agentes quimicos, como hidréxido
de sodio (NaOH) ou NaCl, concentracdo, sedimentacao, flota-
¢ao ou mesmo filtracdo."? As metodologias recomendadas
pelo Ministério da Saude que visam a descontaminacéo e
o tratamento do escarro para a realizacao da baciloscopia
sao: método de Petroff modificado, método de N-acetil-L-
-cisteina-hidroxido de sédio — NALC-NaOH, método do Swab
- Ogawa-Kudoh e método do acido oxalico."?

Embora o M. tuberculosis seja um microrganismo de alta
periculosidade cuja transmissao ocorre por via aérea (Classe
1), o processamento do material clinico para a realizacao da
baciloscopia segue as recomendagbes de Biosseguranca NB2,
enfatizando o cuidado durante a manipulacdo do material
biolégico no preparo do esfregaco.’? Segundo o Manual de
Recomendacdes para o Diagnostico Laboratorial da Tuber-
culose,"? o depdsito do material clinico deve ser de forma
fluida em lamina, com auxilio de palito de madeira estéril,
pipeta Pasteur e/ou alca de platina, preconizados de acordo
com os métodos de preparo. Recomenda-se ndo aquecer
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a lamina durante a preparacao do esfregaco, nao sé pelo
risco de formacdo de aerosséis no ambiente laboratorial,
mas por produzir precipitados granulosos que prejudicam
a coloracao e a deteccao do bacilo. Neste caso, a fixacdo do
esfregaco so é realizada quando existe a garantia de que
estejam completamente secos."?

Na técnica de coloracdo de Ziehl-Neelsen, utiliza-se a
solucdo de fucsina de Ziehl (carbol-fucsina) como primeiro
corante (esta é 10x mais concentrada que a fucsina utilizada
no método de Gram). Nesta etapa, é necessario um tratamento
com calor, para que ocorra a dilatacdo e a penetracdo do
corante na parede celular das micobactérias. Desta forma,
apos cobrir alamina com fucsina de Ziehl, deve-se deixar agir
por 5 a 10 minutos, aquecendo com chama branda (evitar a
fervura), até o desprendimento de vapores. Apds essa etapa,
a lamina é brevemente lavada e descorada com solugao de
alcool-acido cloridrico a 1%. A lamina é coberta com azul
de metileno, que funciona como um contra-corante, por
aproximadamente 30 segundos. Em sequéncia, lavar, deixar
secar e observar em objetiva de imersao (100X).0?

O diferencial da parede celular das micobactérias estd
na constituicdo da camada de peptideoglicano formada de
N-glicolilmuramico e 4cidos micolicos, que sdo acidos graxos
de cadeia longa (gordura) presentes nesta estrutura que
formam uma barreira e dificultam a entrada do corante. Os
lipidios fortemente ligados na estrutura do acido micoélico
vao promover a hidrofobicidade, impedindo a penetracao
de corantes aquosos, a acdo dos mordentes e dos diferen-
ciadores, o que ndo ocorre em outros géneros bacterianos.
O principio da técnica de Ziehl-Neelsen baseia-se no fato
de que apés a etapa de aquecimento, ocorre uma dilatagao,
tornando possivel transpor o corante carbol-fucsina para o
interior da célula, que fica retido apds o resfriamento. Este
se mantém, mesmo apos a descoloragao com um agente
acido-alcoolico.™?

No processo de coloragdo da amostra, a fucsina fenicada
de Ziehl (carbol-fucsina) ira corar todos os elementos celulares
de vermelho. No entanto, apds o processo de descoloracdo
com &lcool-acido, somente os bacilos dlcool-acidos resis-
tentes (BAAR) serdo capazes de preservar essa coloragao e
irdo sobressair em relacdo a outros microrganismos que ndo
possuem essa propriedade. Os compostos celulares que sdo
descorados irdo absorver a coloracdo do corante de fundo,
azul de metileno (contra-corante), conforme demonstrado
na Figura 4.612

Mycobacterium tuberculosis corado pela técnica de Ziehl-Neelsen('?

Segundo o Ministério da Saude,"? a leitura e interpretacao
dos resultados de baciloscopia, seguem os seguintes critérios:

Leitura e interpretagdo dos resultados de baciloscopia de amostras de escarro:™?

LEITURA

Nao sdo encontrados BAAR em 100 campos observados

RESULTADO
NEGATIVO

Relata-se a quantidade
de bacilos encontrados

129 BAAR em 100 campos observados

102 99 BAAR em 100 campos observados POSITIVO +
1a 10 BAAR em 50 campos observados POSITIVO ++
Em média, mais de 10 BAAR por campo em 20 campos POSITIVO +++

observados

Leitura e interpretacdo dos resultados de baciloscopia de outras amostras
dlinicas:"

LEITURA RESULTADO
Nao sao encontrados BAAR em 100 campos observados NEGATIVO
Sdo encontrados BAAR em qualquer quantidade do POSITIVO
material examinado

METODO DE FONTANA-TRIBONDEAU

Este método foi idealizado por Alfonso Fontana e Louis
Tribondeau,” em 1920, e embora seja considerado uma
prética laboratorial de coloracgao, isso ndo é verdadeiro. Tra-
ta-se de uma técnica de impregnacao pela prata, utilizada
na visualizacdo de bactérias espiraladas extremamente finas
que ndo se coram pela técnica usual de Gram, como por
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exemplo os treponemas e as leptospiras. Na utilizacdo desta
técnica as espiroquetas sdo tratadas com prata amoniacal e
se destacam contra um fundo claro. Desta forma, tornam-se
visiveis na cor marrom-escuro ou negra sobre um fundo de
cor amarelo-castanho ou marrom-claro.®%2

A metodologia consiste em depositar, sobre o esfregaco
seco, algumas gotas da solucdo de Ruge (acido acético gla-
cial, formalina 40% e dgua destilada) deixando agir por 30
segundos (por 3 vezes). Esta etapa tem a funcao de fixar o
esfregaco nalamina. Isto porque, nesse tipo de material nao é
recomendada a fixacdo pelo calor, como realizado em outras
metodologias, pois 0 aquecimento pode afetar a morfologia
das espiroquetas.®°2)

Apds esta etapa, o esfregaco é coberto com a solucao Mor-
dente (composta de acido tanico e acido fénico) e submetido
ao aquecimento até a emissao de vapores por 30 segundos.
Lavar e posteriormente tratar com a solucdo impregnadora
(nitrato de prata amoniacal), aquecendo ligeiramente até a
emissao de vapores, deixando agir por 30 segundos. A prata
entdo é reduzida a prata metélica, depositando-se nas espi-
roquetas, que poderdo ser observadas em microscépio com
uma coloracdo marrom,*® conforme a Figura 5.

Entre as principais aplicacdes desta técnica, destaca-se
sua importancia para o diagnéstico de sifilis, pois a partir
do material clinico é possivel fazer a visualizacdo direta do
Treponema pallidum, que nao pode ser cultivado in vitro.?®

COLORACAO DE ALBERT-LAYBOURN
Esse método de coloracéo foi sugerido inicialmente em

1920 por Henry Albert, e modificado posteriormente por Ross
Laybourn®® em 1924. Essa técnica tem sido utilizada para a

Treponema pallidum corado pelo método de Fontana-Tribondeau®®”

pesquisa de corinebactérias no diagnostico presuntivo de dif-
teria e se baseia na presenca de corpusculos citoplasmaticos
localizados nas extremidades dessas bactérias, conhecidos
como corpusculos metacromaticos ou corpusculos de Babes
Ernst. Estas estruturas sdo compostas de polifosfatos que
se acumulam no interior da célula, quando outro nutriente
diferente do fosfato se torna escasso, especialmente quando
ha pouca quantidade de sulfato. Nestas condicdes, detém-se
a sintese dos acidos nucleicos, e a volutina acumula-se no
aguardo da sua utilizacdo para esta sintese. Esse material
rico em polifosfatos se cora muito pelo Lugol forte, dando
a impressao de que sao até maiores que o corpo bacilar
e adquirem uma tonalidade marrom, sendo possivel se
observar em contraste com o corpo bacilar que se cora em
verde-azulado pela solucdo de Laybourn.®

A coloracdo de Albert-Laybourn é indicada em diferentes
estudos, como“padrao ouro”para triagem de Corynebacterium
diphteriae a partir do exame direto de esfregaco de naso e
orofaringe. Este microrganismo, responsavel por um quadro
infecioso transmissivel, pode evoluir para a formacao de placas
pseudomembranosas tipicas que se alojam nas amigdalas,
laringe, faringe, nariz e até mesmo na conjuntiva e na pele.
02129 Embora seja imunoprevenivel e seu tratamento na
atualidade seja realizado com soroterapia, quando ocorre a
infeccao, a rapidez no diagndstico é um fator determinante
para um bom desfecho.

O diagnéstico da doenca é realizado a partir da avalia-
¢ao da sintomatologia clinica, que combinada ao estudo
de microscopia éptica como um teste complementar pode
revelar a presenca de bacilos metacromaticos no material
clinico coletado, indicando presuntivamente a difteria. No
entanto, a OMS preconiza, concomitantemente, a coleta do
material clinico e realizagao da cultura bacteriana visando
o isolamento de Corynebacterium sp. em meios especificos
para a confirmacao do diagndstico.?'2%

O método de Albert-Laybourn consiste em cobrir o
esfregaco com a solucao de Albert-Laybourn (azul de
toluidina, verde malaquita, 4cido acético glacial, dlcool 95°
e dgua destilada), por 3 a 5 minutos. Escorrer sem lavar e
em seguida cobrir com solucédo Lugol forte (iodo metilico,
iodeto de potéssio e dgua destilada), deixando agir por
aproximadamente 2 minutos. Apds esse processo, lavar,
secar e observar em microscépio, em objetiva de imersao,®
os corpusculos metacromaticos corados de marrom, con-
forme Figura 6.
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Corpisculos Metacromaticos corados pelo método de Albert Laybourn®

COLORAGOES DE ESPOROS

Alguns grupos bacterianos, como os géneros Bacillus e
Clostridium, sao capazes de formar estruturas de resisténcia
chamadas enddsporos. Geralmente essa condicdo acontece
quando os microrganismos se encontram em condi¢cbes
desfavoraveis, com escassez de nutrientes, condicées ina-
dequadas de umidade e temperatura. Nestas condicées, os
microrganismos entram em fase de esporulacao, produzindo
no seu interior uma estrutura esférica ou ovoide resistente,
Cuja composicao se caracteriza por altos teores de calcio em
associacao ao acido dipicolinico, relacionado a desidratagao
e a alta resisténcia, inclusive térmica.®*” Cada célula forma
um Unico esporo, e essas estruturas sao liberadas para o
meio externo apds a morte celular. Essas estruturas podem
permanecer em estagio de laténcia ou em repouso poranos
no ambiente, até encontrarem uma condicao ideal para se
tornarem vidveis novamente."®

Entre as principais funcdes dos enddsporos destaca-se
a sua protecao contra agentes fisicos e quimicos usados em
processos de esterilizacdo/desinfeccdo, visto que somente
podem ser destruidos por autoclavacao a 120°C durante
30 minutos.®”

Apesar daimportancia de sua deteccao, visualizar espo-
ros em microscépio luminoso éptico pode ser dificil, devido
a refringéncia dessas estruturas, o que os torna resistentes
a diversos corantes, pois estes ndo penetram a parede do
enddsporo. Em coloragées comuns, o corpo bacteriano fica
corado, todavia o endésporo permanece incolor.”

Entre as varias técnicas de coloracao de esporos desta-
ca-se a coloracdo de Schaeffer-Fulton, idealizada por A.B.
Schaeffer e M.D. Fulton,?® em 1933, para a coloracdo de

endodsporos bacterianos associados a infeccdes clinicas
humanas, como tétano e botulismo, consideradas de grande
relevancia para Saude Publica?. Outra metodologia de
coloracdo em bacteriologia para pesquisa de esporos é a
coloracdo de Wirtz-Conklin,®® descrita em 1837, que torna
possivel a visualizagao dessas estruturas em microscépio.
Atualmente, essa ainda é a metodologia preconizada em
pesquisa de amostras ambientais e clinicas, especificamente
no diagnédstico de doengas como o carbinculo.®

Para realizar a coloracao de esporos, vocé deve ter uma
cultura pura da cepa suspeita que deseja estudar. Recomenda-
-se que esta cultura seja submetida a temperaturas extremas
por 24 horas para estimular o microrganismo a esporular.
Para isso, a cultura pode ser colocada em um forno a 44°C
ou em uma geladeira (8°C) por 24 ou 48 horas. E importante
salientar que se as temperaturas mencionadas forem deixadas
muito tempo, apenas exdsporos serao observados, uma vez
que todos os enddsporos terdo deixado o bacilo. No final
desta etapa, em lamina, algumas gotas de solucao fisioldgica
estéril serdo depositadas e homogeneizadas com a cultura
previamente preparada.”

O principio de ambas as técnicas se baseia no uso do
verde malaquita, como corante primario, e da safranina como
contra-corante. Na técnica de Wirtz-Conklin, a partir de um
esfregaco homogéneo, delgado e fixado, deve-se cobrir
a lamina com o corante verde malaquita. Em um béquer,
aquecer dgua até a emissao de vapores e depositaralamina
sobre ele, mantendo o corante aquecido por 5 minutos. Como
formaalternativa, pode-se aproximar a lamina de uma chama
branda até o desprendimento de vapor, sem deixar que o
corante entre em ebulicdo. No intervalo de 1 a 2 minutos,
repetir a operacdo por 3 a 4 vezes. O calor tem a funcao de
auxiliar a penetracdo do corante na camada espessa formada
pelo cortex. Apds este processo, realizar alavagem da lamina,
para retirada do excesso do corante, de forma suave, evitando
choque térmico e quebra da lamina. Adicionar a safranina
sobre o esfregaco, que age como contra-corante, e aguardar
por 30 segundos.

Ja na coloracao de Schaeffer-Fulton, a técnica é similar
respeitando o tempo e uso dos mesmos corantes, no entanto
0 processo ndo passa pela etapa de aquecimento. Em ambas
as técnicas, com um esfregaco corretamente preparado, os
enddsporos aparecem em verde dentro de células vermelhas
ourosadas (Figura 7). Como os enddsporos sdo altamente refra-
tivos, podem ser detectados no microscépio éptico quando
nao corados, mas nao podem ser diferenciados de inclusdes
de material armazenado sem uma colorac¢ao especial.®”
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Coloragdo de esporos pela técnica de Wirtz-Conklin@?

Outras metodologias menos usuais para coloragdo de
esporos estdo descritas em literatura, como a coloracao
de Moeller, coloracao de Dorner e coloragdo de Dorner
modificada.®”

A técnica de Moeller tem o principio de utilizar o acido
cromico e fucsina como corante inicial, finalizando com azul
de metileno como contra-corante. Nesta técnica os esporos
irdo se sobressair de vermelho, em relacdo ao corante de
fundo azul. Esta técnica consiste em cobrir o esfregaco
previamente preparado com alcool que serd submetido ao
fogo, até naturalmente apagar. Posteriormente, a lamina
serd coberta com acido crémico a 5%, deixando agir por 5
minutos. Apds a sensibilizacao, a lamina deve ser lavada e
adicionada a solucéo de fucsina fenicada, que deve agir por
10 minutos. Durante esta etapa, a lamina deve ser aquecida
até a emissao de vapores. Em sequéncia, é realizada a etapa
de descoloracao, utilizando como alternativa inicial o 4cido
sulfurico a 5% ou 4cido nitrico a 10%, e terminando com
alcool absoluto. O esfregaco entao serd lavado e corado com
asolucao de azul de metileno (1%), como contra-corante, por
3 minutos e, apds seguem lavagem e secagem da lamina,
observada em objetiva de imersao os esporos corados de
vermelho e corpo bacteriano corado de azul.®”

Para a coloracao dos esporos de acordo com Dorner,
o esporo é sensibilizado e corado com fucsina e nigrosina.
A nigrosina tem a funcdo de extrair todo o corante das
estruturas celulares, com excecao dos esporos, assumindo
uma coloragao distinta (vermelha) em relacdo ao corpo
bacteriano. Na técnica de Dorner, deve-se preparar uma
suspensao concentrada de microrganismo esporulado em
agua destilada e adicionar um volume igual de fucsina fil-
trada de Kinyoun (fucsina fenicada). Posteriormente, o tubo

devera ser colocado em um banho com dgua fervente, onde
deve permanecer de 5 a 10 minutos. Em uma lamina limpa,
misturar uma gota da suspensao anterior com uma gota de
solucdo aquosa de nigrosina a 10%, fervida e filtrada. Espalhar
e secar rapidamente com calor suave. Examinar com objetiva
100X (imersao). Nesta técnica os esporos ficam vermelhos e
as células bacterianas parecem quase incolores contra um
fundo cinza-escuro.®"

Na técnica de Dorner modificada, a partir de uma lamina
fixada com uma suspensdo de microrganismo esporulado,
deve-se cobrir o esfregaco com uma tira de papel de filtro e
adicionarfucsina fenolada. Posteriormente, submeter a lamina
ao aquecimento por 5 a 7 minutos até a liberacdo de vapor.
ApOs esse processo, o papel é removido e alamina lavada e
seca com papel absorvente. O esfregaco, entdo, é coberto
com uma peliculafina de solucao de nigrosina a 10%, o qual
deve ser distendido com auxilio de uma segunda lamina. Na
observacao em microscépio, se possivel visualizar os esporos
com a mesma tonalidade que foi citada na técnica acima.®”

Cabe ressaltar que as coloracdes de esporos podem ser
utilizadas como aporte em diferentes segmentos, seja na
clinica,em industrias de alimentos ou na area ambiental.”3234

Particularmente na clinica, a presenca de esporos é pre-
conizada na deteccao de Clostridium tetani, agente etiolégico
do tétano.” Essa doenca é causada por toxinas eliminadas
pela bactéria, a qual tem capacidade de formar enddsporos
esféricos terminais com um aspecto caracteristico, seme-
Ihante a uma “raquete’, facilmente visiveis pelas técnicas de
coloracao.?

No contexto de Satide Unica, o controle de enddsporos na
area de producéo de alimentos representa um grande desafio,
pois sdo estruturas muito dificeis de eliminar e representam
riscos associados a deterioracao de alimentos e a doencas
de origem alimentar, como o botulismo.?® O botulismo
é uma doenca bacteriana rara, causada pelo Clostridium
botulinum, podendo ser associada a ingesta de alimentos
contaminados, principalmente os enlatados e os que nao
tém preservacao adequada.?*3? Nas etapas de controle de
qualidade na producao de alimentos, as técnicas de colora-
cao sao fundamentais, pois permitem a rapida deteccédo e
quantificacdo de esporos.®® Outra aplicabilidade envolve a
pesquisa de endospdros bacterianos em amostras ambientais,
principalmente nos estudos de monitoramento e eficiéncia de
Estacdo de Tratamento de Agua (ETA), andlise de dgua bruta
da entrada e no efluente das unidades de filtracdo saida da
Estacao de Tratamento de Esgotos (ETE), preconizados pela
Portaria GM/MS n° 888, de 4 de maio de 2021.54
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Ainda no ambito de técnicas de coloragdo bacteriana,
cabe ressaltar metodologias mais simples, que embora pouco
utilizadas em rotinas laboratoriais tém grande valor nas
atividades de pesquisa que envolvem o estudo de alguma
estrutura celular bacteriana especifica, como a coloracao
de capsula (coloragao negativa ou tinta da China, coloracao
da tinta da China com fucsina diluida, coloracao de Hiss) e
coloracao de flagelos.®”

COLORACAO NEGATIVA

A coloragao negativa, recebe esse nome, quando o meio
se cora e o corpo bacteriano ndo. Ela pode ser realizada com
apenas um corante (coloracdo simples)® como é o caso da
tinta da China para observacgao de capsulas, ou combinada
com outros corantes como no método de Gins.®?

Essa metodologia é muito usada para visualizar as cap-
sulas, que sao estruturas presentes em alguns microrganis-
mos que, entre muitas funcoes, protegem a célula contra a
fagocitose por leucdcitos polimorfonucleares e contribuem
para a aderéncia das bactérias as células e as superficies. Esta
aderéncia é necessdria em muitos organismos para o estabe-
lecimento de infeccdes em hospedeiros apropriados ou para
a manutencao da célula bacteriana em uma determinada
superficie no ambiente.®” O material capsular € geralmente de
natureza polissacaridica e fosfatos, que agem com propriedade
antigénica, normalmente detectada em testes soroldgicos.
Entre as bactérias patogénicas produtoras de capsula, pode-
mos citar Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae,
Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis, conhecidas
pelo seu potencial de patogenicidade e implicacdo em diver-
sas infeccdes clinicas de relevancia para a saide humana.®®

Atécnica de coloracao de capsula é umaferramenta que
auxilia na identificacdo de microrganismos encapsulados, e
muitas das vezes contribui presuntivamente para o diagnos-
tico. A metodologia se baseia no tratamento da célula com
corantes especificos que nao penetram na capsula, podendo
variar de acordo com a técnica, que geralmente vai contrastar
a estrutura capsular em relagdo a célula bacteriana.”3”

Essa abordagem ja era apontada no artigo de Lima e
Teles,®® que descreveram a composicao, funcionalidade da
capsula, importancia para classificacdo e correlacdo com
formas capsulares dos diferentes microrganismos, fazendo
mencéo histérica e comparativa de diferentes técnicas de
coloragao de capsula e suas adaptacdes ao longo do tempo.
Neste, os autores discorrem pelas técnicas idealizadas por
Rosenow®?(1911) e de Muir“? (1915), baseadas no emprego

de violeta genciana e eosina e Smith,*® que defendiam o uso
desses corantes seguido de azul de metileno. Com embasa-
mento teodrico e técnico, Lima e Teles (1942) enfatizaram a
dificuldade, na época, da realizacao de determinadas técnicas,
associando a baixa sensibilidade de diagnéstico. Esses auto-
res citam, também, as técnicas descritas por Hiss“" (1901) e
Anthony “? (1931), quando estudaram as formas de avaliar
capsulas produzidas por klebsiella pneumoniae. Hiss“" (1901)
idealizou dois processos distintos: o primeiro propondo o
uso de violeta genciana diluida ao dobro de seu volume com
agua destilada, seguida da lavagem com solucdo aquosa a
0,25% de carbonato de potassio; e o segundo, sugerindo
corar a quente com solucdo aquosa de violeta genciana ou
fucsina, e posterior lavagem com solucdo de sulfato de cobre.
Ja natécnica de Anthony“? (1931), o autor dispensa a fixacao
pelo calor, aplicando a frio uma solucao a 1% de cristal de
violeta como corante inicial por 2 minutos, e posteriormente
o uso do sulfato de cobre agindo como descorante, similar
ao processo de Hiss. Os estudos comparativos realizados por
Lima e Teles®® (1942) concluiram que a técnica de Anthony
demonstrava melhores resultados, sendo possivel observar
capsulas maiores e mais visiveis.

Atualmente estas técnicas antigas ndo sdo mais usadas e
aliteratura descreve, entre os principais métodos de deteccao
de capsula, a coloragao negativa, também conhecida por
metodologia da tinta da China. Esta técnica simples permite
avisualizacao de bactérias capsuladas sem a necessidade de
cora-las diretamente.®”'® Em microscopia de campo claro,
a coloracdo negativa é normalmente realizada usando-se um
fluido pigmentado preto (corante 4cido), como a nigrosina
ou tinta da China, que ndo tem a capacidade de penetrar
na célula, colorindo o fundo e deixando as células incolores.
Neste método, é necessario cultivar os microrganismos em
meio rico em nutrientes, como por exemplo BHI (Broth Heart
Infusion) para estimular a producao de capsula. A metodolo-
gia consiste em depositar 1 ou 2 gotas desta culturaem uma
lamina, seguida de uma gota de tinta da China (negrosina,
ou naquim) ao lado da cultura. Posteriormente, a lamina é
coberta por uma laminula, comprimindo-a entre folhas de
papel de filtro com a finalidade de retirar o excesso e obter
uma quantidade ténue de corante e material. Em seguida,
observar diretamente ao microscépio nas objetivas de 4X,
10X, 40X e 100X, respectivamente.®” Cabe ressaltar que, por
se tratar de células vivas, é importante obedecer aos critérios
de biosseguranca quanto ao uso de EPI para a manipulagao
da cultura e descarte das pipetas/ponteiras utilizadas e papel
de filtro em recipiente destinado a autoclavacao.®’®
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Outro método descrito em literatura é uma variacao do
método da tinta da China, com a utilizacdo de um corante
adicional, que é afucsina diluida. Neste método, as sequéncias
preliminares séo mantidas, no entanto é feito um esfregaco
a partir da mistura da cultura com a tinta da China, que ap6s
secagem é submetido a coloracdao com fucsina diluida durante
2 minutos. Posteriormente a esse tempo, a lamina é suave-
mente lavada com dgua, seca e observada em microscépio
Optico em objetiva de imersao.5”19

COLORACAO DE FLAGELOS

Os flagelos sao estruturas de locomocao, formadas por
apéndices muito finos, de composicdo proteica (flagelina),
presentes em bactérias moveis. O flagelo é composto por
milhares de mondmeros polimerizados desta proteina, dis-
postos de forma a compor um Unico flagelo.>

Algumas dificuldades podem ser encontradas quando se
deseja demonstrar este tipo de organela através de micros-
copia 6ptica, visto que a producao bacteriana de flagelos
ndo é continua e depende de diferentes fatores, como por
exemplo o meio de cultivo, a temperatura e o estdgio do
crescimento.®'® Os flagelos sao estruturas frageis e deli-
cadas, que podem ser facilmente desprendidas do corpo
celular quando submetidas a processos bruscos de pipeta-
gem e homogeneizac¢ao. Outro fator preponderante para o
desprendimento é a caracteristica de despolimerizar com
facilidade, se dissociando em monomeros de flagelina em
temperaturas acima de 60°C e pH acido (+ pH 4,0) e em
presenca de solventes organicos de alcalis e ureia. Levando
em consideracao tais caracteristicas, para a visualizacao
de flagelos é necesséria uma coloracdo especial, que visa
aumentar o diametro do flagelo. O principio da técnica de
coloracéo de flagelo se baseia no uso de acido tanico, que
se liga ao flagelo, aumentando o seu didmetro e facilitando,
assim, a observacao. Apesar disso, ainda aparecem muito
ténues na lamina, dificultando fotografias com boa nitidez
em microscopia luminosa.®'®

A técnica é realizada partindo de uma cultura em meio
rico (nhormalmente BHI, conforme descrito anteriormente na
coloracdo de cdpsula) ou em dgar soja tripticase (com ou sem
sangue). Uma aliquota desta cultura é transferida delicada e
cuidadosamente, com auxilio de uma alca de platina, paraum
tubo contendo aproximadamente 3mL de dgua destilada e
invertido 1x sem movimentos bruscos, com a finalidade de
homogeneizar a suspensao. Com o auxilio de uma pipeta,

retirar uma aliquota por capilaridade, deixando escoar natu-
ralmente sobre a superficie de uma lamina inclinada a 45°,
deixando secar em ambiente. Apds esse processo, a lamina
deve ser coberta com uma mistura de corantes contendo
fucsina e &cido tanico, deixando agir por 5 minutos, até que
se forme um brilho metalico esverdeado cobrindo metade da
area. Posteriormente, retirar o corante com agua antes que
ele seque sobre a lamina, secar naturalmente e observar em
microscopio dptico em objetiva de imersao (100X).519

IMPORTANCIA NO APRENDIZADO DESTAS
METODOLOGIAS

Como ja comentado, apesar da bacteriologia ter avancado
muito nas ultimas décadas, com o surgimento de métodos
moleculares e da automacao, conferindo maior rapidez nos
diagndsticos clinicos e mesmo nas pesquisas de satde Unica,
o primeiro passo da analise bacterioldgica no tocante a
microscopia do material clinico permanece como uma etapa
de extrema importancia.

Como docentes da pés-graduacao e orientadores expe-
rientes, os autores tém notado a dificuldade dos alunos de
entenderem aimportancia da microscopia, os principios das
coloragdes bacterianas e a sua relacao com a identificacdo
dos agentes, seja ela definitiva ou presuntivamente.

Desta forma, concebemos este artigo como uma possi-
bilidade de reforgar esse assunto, trazendo uma abordagem
histérica, estado da arte, sua aplicacdo e a importancia de
conhecer os métodos mais utilizados na pesquisa e narotina
laboratorial, mesmo na atualidade, pois acreditamos que
esses conhecimentos agregarao valores praticos para os
alunos da area da Saude, especialmente para os que lidam
diretamente com a identificacdo bacteriana nas suas mais
diversas abordagens.

PRINCIPAIS LIMITACOES E CONTROLE DE QUALIDADE
NAS TECNICAS DE COLORACAO

O controle de qualidade é um conjunto de medidas,
procedimentos e ferramentas aplicados durante a execucdo
de um processo, com a finalidade de garantir que tenha sido
bem executado. Desta forma, algumas recomendagdes devem
servir de requisitos obrigatérios em atividades de rotina diaria:
1 - Durante a execucdo de qualquer técnica de coloracdo

devem ser usar das cepas controle, como por exemplo

as ATCC (American Type Culture Collection), tanto para
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realizar o controle de qualidade dos corantes como para
se certificar de que sua metodologia foi bem realizada.
O uso de cepas citomorfologicamente conhecidas sera
importante para o reconhecimento comparativo entre
amostras, permitindo verificar a similaridade e/ou dis-
tincao das coloragdes e morfologias avaliadas.

Os corantes devem ser preparados seguindo os protocolos
recomendados e mantidos em frasco ambar, para néo
sofrerem a acao da luz, o que produz alteracdes varia-
das. Devem ser bem vedados para evitar a evaporacao.
E recomendado que sejam sistematicamente filtrados
para retirada de cristais que normalmente precipitam no
fundo do frasco. No momento da execucao da técnica de
coloracédo, ndo é recomendado homogeneizar o corante,
para nao ressuspender os possiveis cristais pré-formados.
As laminas devem ser novas, previamente lavadas e
desengorduradas antes de serem utilizadas.

E recomendado realizar a manutencéo preventiva e
limpeza dos microscépios, assim como das objetivas ao
término de cada atividade.

A etapa da descoloragao é critica, pois a exposicao
prolongada ao solvente pode provocar a remocéao total
dos corantes utilizados, produzindo resultados questio-
naveis. A retencao ou nao do corante primario depende,
portanto, das propriedades fisicas e quimicas das pare-
des celulares bacterianas, como espessura, densidade,
porosidade e integridade.

CONCLUSAO

Apesar de todas as metodologias atuais de deteccdo e
identificacdo bacteriana, as técnicas basicas de coloracdo em
microbiologia ainda desempenham papel fundamental no
diagnéstico, diferenciacao e estudo de microrganismos, e o
conhecimento e a aplicacdo adequada dessas técnicas sao
essenciais para profissionais de microbiologia em diferentes
contextos clinicos e laboratoriais. Cada técnica apresenta
principios especificos que permitem a visualizacao de estru-
turas bacterianas distintas, e tém contribuido para avangos
significativos na medicina e na pesquisa biomédica. Mesmo
diante da inegdvel importancia dessas técnicas, os autores
apontam para a importancia de estudos mais atuais com o
objetivo de criar metodologias, visando nao sé a diminuigao
de uso de corantes com base no custo de reagentes, mas
vislumbrando a reducdo do uso de substancias toxicas, o
que contribuird também para processos mais sustentaveis
e preservacao ambiental.
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