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ARTIGO DE REVISÃO/REVIEW ARTICLE

Resumo

As técnicas de coloração consistem em uma importante ferramenta utilizada em laboratórios de microbiologia, sendo um recurso primário empregado na 
visualização e diferenciação de microrganismos. O presente artigo faz uma revisão narrativa, buscando artigos originais e atuais indicando os principais 
métodos de coloração utilizados em bacteriologia, apontando sua aplicabilidade em laboratórios de análises clínicas e/ou identificação de microrganismos 
de importância para Saúde Única, destacando não só os conceitos associados a esse tema e fundamentos dos métodos, mas também suas limitações. Tal 
abordagem incluiu os princípios dos métodos de coloração de Gram, Ziehl-Neelsen, Albert-Laybourn, impregnação de Fontana-Tribondeau, coloração 
negativa, coloração de esporos (Schaeffer-Fulton e Wirtz-Conklin, Moeller e Dorner) e coloração de flagelos. Sendo, de acordo com nossa revisão, as duas 
primeiras consideradas as técnicas mais empregadas atualmente em rotinas laboratoriais.

Palavras-chave: Bactérias Gram-Negativas. Bactérias Gram-Positivas. Coloração 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.
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INTRODUÇÃO

Em microbiologia, métodos de coloração podem ser 
utilizados para auxiliar a identificação de microrganismos, 
possibilitando muitas vezes um diagnóstico presuntivo e 
precoce na sua classificação. Estes métodos são baseados 
nas características citomorfotintoriais, ou seja, composição 
e morfologia celular e afinidade pelos corantes, em que as 
estruturas podem ser visualizadas e diferenciadas com auxílio 
de microscópio.(1)

Particularmente, as bactérias são naturalmente transpa-
rentes e possuem um índice de refração semelhante ao meio 
circundante, tornando-as translúcidas quando observadas 
ao microscópio de luz. Desta forma, faz-se necessária a utili-
zação de corantes para aumentar o contraste entre as células 
bacterianas em relação ao fundo, facilitando a visualização.(2,3)

Alguns métodos servem de aporte para a diferenciação 
de microrganismos e estruturas bacterianas baseando-se nas 
características estruturais e químicas, sendo muitas vezes 
essenciais para orientação do diagnóstico clínico assim como 
em atividades de pesquisa associadas à Saúde Única e outras 
vertentes. Essas técnicas padronizadas não só facilitam a 
identificação rápida e precisa de patógenos em amostras 
clínicas, mas também são essenciais para estudos que explo-
ram a morfologia, distribuição e interações microbianas.(4)

Os processos de coloração utilizados em bacteriolo-
gia podem ser classificados como: Colorações simples e 
diferenciais.(5)

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 a finalidade 
de tornar mais visíveis as formas e arranjos celulares.  O uso 
de um simples corante pode revelar diferenças estruturais 
internas, dependendo da bactéria, como por exemplo o uso 
do azul de metileno, capaz de revelar os grânulos de volutina 
produzidos por Corynebacterium diphteriae, permitindo a 
visualização dos corpúsculos metacromáticos corados de 
vermelho frente ao corpo bacilar corado de azul(6). Acrescen-
te-se que, colorações simples também podem incluir algumas 
colorações especiais, idealizadas para evidenciar estruturas 
específicas da célula bacteriana, como esporos, flagelos, ou 
revelar a presença de cápsulas, aspectos que serão abordados 
com mais propriedade no decorrer deste artigo.(5,7)

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

as estruturas celulares com base nas suas propriedades quí-
micas, como as técnicas de coloração de Gram e coloração 
de Ziehl-Neelsen, consideradas ferramentas essenciais no 
diagnóstico laboratorial de microrganismos de importância 
clínica,(7-9) mas que também podem ser usadas em pesquisas 
associadas à Saúde Única.

Embora existam na atualidade inúmeros testes fenotípi-
cos e genotípicos para a identificação de microrganismos, os 
avanços na área de diagnóstico não substituem  os métodos 
clássicos, pois estes ainda representam uma ferramenta 
valiosa de baixo custo, que fornece informações necessárias 
e básicas para identificação bacteriana, podendo em alguns 
casos até substituir, de forma rápida, exames mais comple-
xos para a obtenção de um diagnóstico, como em quadros 
de difteria, meningite, tuberculose, hanseníase e algumas 
infecções sexualmente transmissíveis.(10-14)

OBJETIVO

Com base na importância desse tema, este artigo teve 
como objetivo realizar uma revisão narrativa mostrando o 
“estado da arte” associado às principais técnicas de colo-
ração utilizadas na área de bacteriologia, destacando suas 
aplicações práticas e contribuições para a detecção dos 
microrganismos em diferentes contextos científicos e clíni-
cos, pois acredita-se que esses assuntos são a base para o 
conhecimento da prática de bacteriologia e podem agregar 
informações pertinentes sobretudo para os alunos da área 
da Saúde, como um compilado para estudos acadêmicos.

METODOLOGIA

Segundo Rother,(15) os artigos de revisão narrativa são 
publicações amplas, adequadas para delinear e tratar o desen-
volvimento ou o "estado da arte" de determinado assunto, 
sob o ponto de vista teórico ou contextual, não necessitando 
informar a metodologia para busca das referências, nem 
os critérios utilizados na avaliação e seleção dos trabalhos. 
Consistem, basicamente, de análise da literatura publicada 
em livros, artigos de revista impressas e/ou eletrônicas na 
interpretação e análise crítica pessoal dos autores. Todavia, 
optamos por indicar o critério que escolhemos, que tomou 
por base a pesquisa em livros de microbiologia disponíveis 
no Departamento de Ciências Biológicas – ENSP/FIOCRUZ, 
Acervo da Biblioteca de Manguinhos/FIOCRUZ e artigos cien-
tíficos na Word Wid Web, utilizando os descritores informados.
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MÉTODOS DE COLORAÇÃO UTILIZADOS EM 
BACTERIOLOGIA

Técnica de coloração de Gram
A coloração de Gram é a técnica diferencial mais utilizada 

na rotina laboratorial clínica em bacteriologia. Sua finalidade 
está na classificação de microrganismos quanto a suas bases 
tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular.(1) A técnica de 
coloração de Gram foi idealizada pelo médico dinamarquês 
Hans Christian Joachim Gram(2) em 1884. O método consiste 
em submeter um esfregaço bacteriano, fixado pelo calor, a 
uma série sucessiva de corantes, permitindo diferenciar os 
microrganismos com base na composição química e inte-
gridade das paredes celulares(2) em dois grandes grupos: 
Gram-positivos e Gram-negativos.  O principal componente 
da parede celular é o peptideoglicano, também conhecido 
como glicopeptídeo ou mureína, um biopolímero constituído 
de cadeias alternadas de N-acetilglucosamina (GlcNAc) e 
N-acetilmurâmico, que conferem rigidez à célula bacteriana 
(MurNAc).(7)

A célula Gram-positiva apresenta uma parede celular 
basicamente constituída de peptideoglicano e ácido teicoico, 
enquanto a Gram-negativa é um pouco mais complexa, 

pois apresenta uma camada tênue de peptideoglicano e 
uma porção externa de composição lipopolissacarídica e 
lipoproteínas (Figura 1 e Figura 2).

No método clássico de coloração de Gram, um esfregaço 
delgado, homogêneo e seco de uma cultura bacteriana ou 
de um material clínico é tratado com um corante primário 
(cristal violeta fenicado) por 1 minuto, que penetra na parede 
celular e no protoplasma celular. Em sequência, utiliza-se a 
solução de Lugol (solução iodo-iodetada) por 1 minuto, que 
age como mordente, formando um complexo corante-iodo, 
insolúvel em água, denominado iodo-pararosanilina. Até 
esta etapa, tanto bactérias Gram-positivas quanto as Gram-
-negativas absorvem de forma idêntica o corante primário 
e o fixador, adquirindo inicialmente uma coloração violeta. 
Na sequência, é realizado o tratamento com um solvente 
orgânico (álcool- acetona) por 30 segundos, que tem função 
de descorar. Após esta etapa, a lâmina é submetida a uma 
lavagem com água (etapa obrigatória) para a retirada do 
excesso de resíduo do corante e, em seguida, coberta com 
fucsina de Ziehl diluída 1/10 (corante secundário) por 30 
segundos, que tem a função de revelador.(2) Após todo o 
processo, a lâmina deve ser seca e observada no microscópio 
luminoso em objetiva de imersão 100X.(7) 

Figura 1
Estrutura básica da parede celular 
Gram-positiva(5)

Figura 2
Estrutura básica da parede celular 
Gram-negativa(5)
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É importante ressaltar que a solução descorante vai 
atuar de forma distinta de acordo com as características 
estruturais e diferentes graus de permeabilidade da parede 
celular. Em Gram-positivas, este solvente promove a contração 
dos poros do peptideoglicano, retendo o corante primário 
e mantendo-se corada de roxo (Figura 3a). No entanto, 
nas Gram-negativas, o solvente dissolve a porção lipídica 
(lipopolissacarídeos e lipoproteínas) da membrana externa, 
removendo o complexo cristal violeta-iodo, assumindo a 
coloração do corante secundário (fucsina ou safranina), 
revelando desta forma a coloração vermelha (Figura 3b).
(9,7) A diferença geral observada nas tonalidades existe por 
uma divergência nas propriedades físicas e químicas das 
paredes celulares bacterianas, como composição, espessura, 
densidade, porosidade e integridade.(7,16,17)

Na literatura, alguns estudos sugerem métodos alternati-
vos, indicando modificações e adaptações da técnica. Algumas 
variações estão relacionadas com alterações nas concentrações 
de corante, troca de reagentes, e modificações em relação ao 
tempo de exposição ao corante. Isto foi inicialmente embasado 
nos artigos de Lellis e colaboradores (2019),(18) que apontaram 
o potencial de toxicidade, carcinogênico e recalcificante dos 
corantes e o impacto para o ambiente e saúde humana devido 
ao descarte indevido após o uso em técnicas laboratoriais.(19)

No âmbito laboratorial, Reine e colaboradores(19) foram 
favoráveis à substituição dos métodos de Gram e Wirtz-Conklin 

clássicos (em superfície da lâmina) pelo método de imersão 
das lâminas em corante, comprovando sua aplicabilidade 
para a coloração de muitas lâminas em uma única vez, sem 
comprometer a confiabilidade dos resultados, evitando a 
saturação das soluções após muitas passagens de lâminas, 
o desperdício de corante e consequentemente reduzindo 
gastos para a realização da técnica.

Atualmente existe a recomendação de substituição 
do cristal violeta por violeta de metila, tendo por base sua 
composição química que age como fixador, não sendo 
necessária, então, a fixação do esfregaço em chama, que 
atualmente caiu em desuso e é contraindicada. Outra 
alteração é a substituição da solução de álcool- acetona 
utilizada por Hurk, pelo álcool etílico 99,5°GL, pois este é 
considerado mais seguro e com menos potencial de toxici-
dade para o manipulador, além de evitar hiperdescoloração 
da lâmina e tornar a técnica mais reprodutível. No entanto, 
a modificação mais importante foi a substituição da fucsina 
fenicada, utilizada como corante secundário, pela safranina. 
Esta modificação foi baseada em estudos relacionados 
ao espectro de cor, comprovando que o uso da safranina 
possibilita uma maior distinção e nitidez entre as bactérias 
Gram-negativas e Gram-positivas, por se distanciar mais da 
cor do corante primário, quando comparado à fucsina, em 
que as Gram-negativas assumem a coloração vermelho-claro 
e as Gram-positivas, violeta.(7,20)

Figura 3a
Característica tintorial de Gram-positiva (DCB, FIOCRUZ, 2024)

Figura 3b
Característica tintorial de Gram-negativa (DCB, FIOCRUZ, 2024)
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Cabe ressaltar que alguns grupos de bactérias não se 
coram pelo método de Gram, pois apresentam determinadas 
características que necessitam de técnicas específicas.  Pode-
mos citar como exemplo os espirilos, que apresentam o corpo 
celular muito fino, dificultando a visualização por métodos 
clássicos; e o gênero Mycobacterium que por apresentar uma 

parede celular de composição diferenciada(3) necessita de colo-
ração especializada para esta estrutura. Devemos considerar 
ainda, as bactérias que não possuem parede celular, como por 
exemplo os micoplasmas. Estas bactérias apresentam apenas 
0,2µ de tamanho, podendo ser observadas somente através 
de microscopia eletrônica, ou microscopia de fluorescência.

TÉCNICA DE COLORAÇÃO DE GRAM

MÉTODO CLÁSSICO MÉTODO MODIFICADO

PREPARO DO ESFREGAÇO

Prepare um esfregaço delgado e homogêneo em uma lâmina 
previamente limpa e desengordurada; secar e fixar passando 3 x sobre a 
chama do bico de Bunsen 

Prepare um esfregaço delgado e homogêneo em uma lâmina 
previamente limpa e desengordurada e deixe secar. No método 
modificado a fixação não acontece pelo calor, e sim pelo uso da violeta de 
metila, que age como um fixador químico.

COLORAÇÃO DA LÂMINA

Cubra com cristal violeta e deixe agir por 1 minuto.
Escorra o corante e lave com um filete de água corrente (etapa não 
obrigatória, mas melhora a visualização)

Cubra com solução Lugol e deixe agir por aproximadamente 1 minuto

Retire o excesso de corante e lave em um filete de água corrente (etapa 
não obrigatória)

Adicione álcool-acetona, descorando por aproximadamente 30 segundos 

Lave com um filete de água (etapa obrigatória)

Cubra a lâmina como o corante de fucsina de Ziehl Neelsen diluída 1/10, 
deixando agir por aproximadamente 30 segundos

Lave com um filete de água (etapa obrigatória)

Cubra o esfregaço com violeta de metila e deixe por aproximadamente 
15 segundos

Adicione quantidade igual de água sobre a lâmina coberta com violeta de 
metila e deixe agir por mais 45 segundos

Escorra o corante e lave em um filete de água corrente 

Cubra a lâmina com Lugol diluído (1/20) e deixe agir por 
aproximadamente 1 minuto

Escorra o Lugol e lave em um filete de água corrente

 Adicione álcool etílico (99,5º GL) sobre a lâmina, descorando-a, até que 
não desprenda mais corante

 Lave em um filete de água corrente 

Cubra a lâmina com safranina e deixe agir por aproximadamente 30 
segundos

Lave em um filete de água corrente

OBSERVAÇÃO DA LÂMINA Deixe a lâmina secar naturalmente, leve ao microscópio e com o auxílio de óleo de imersão, observar em objetiva de imersão (100X)

Fonte: Nogueira e Souza(5); Brasil(7)

PRINCIPAIS MODIFICAÇÕES NO MÉTODO DE GRAM (7,20)

MÉTODO CLÁSSICO MÉTODO MODIFICADO JUSTIFICATIVA

Cristal violeta Violeta de metila A violeta de metila já possui característica de fixador, dispensando a fixação do esfregaço pela chama 
do bico de Bunsen, que promove brusca desidratação dos componentes celulares

Lugol Retirada desta etapa --------

Álcool-acetona Álcool etílico 99,5°GL A solução de álcool etílico 99,5°GL tem menor potencial de toxicidade e diminui os efeitos de 
hiperdescoloração da lâmina

Fucsina fenicada Safranina No espectro de cor, a safranina se distancia mais do corante primário quando comparada à fucsina, 
permitindo mais diferenciação e nitidez entre as bactérias Gram-positivas e as Gram-negativas.

Fonte: Brasil(7); Pinto e Ribeiro(20)
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TÉCNICA DE COLORAÇÃO DE ZIEHL-NEELSEN

A técnica de Ziehl-Neelsen é uma metodologia extrema-
mente importante e rotineiramente uma das mais utilizadas 
na atualidade em bacteriologia clínica. Foi desenvolvida pelo 
bacteriologista Franz Ziehl e posteriormente modificada pelo 
patologista alemão Friedrich Carl Adolf Neelsen, no final do 
século XIX, quando buscavam alternativas para visualizar o 
Mycobacterium tuberculosis, agente causador da tuberculose, 
que não podia ser corado de forma eficaz pelos métodos 
tradicionais devido à sua parede celular única e diferenciada.(3) 

Além de possibilitar a coloração do gênero Mycobac-
terium, essa técnica é um método diferencial utilizado na 
identificação de todos os bacilos álcool-ácido resistentes 
(BAAR), como também a do gênero Nocardia. A característica 
álcool-ácido resistente é conferida a essas bactérias devido ao 
alto teor de lipídios estruturais na parede celular, promovendo 
uma condição hidrofóbica que interfere na permeabilidade 
e ação de corantes aquosos e resulta na resistência à ação 
dos reagentes álcool-ácidos.(12,21)

Entre os principais grupos bacterianos detectados em 
laboratórios de análises clínicas por essa técnica, destacam-se 
o complexo Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium 
leprae, reconhecidos pela OMS como agentes de problemas 
de saúde de grande relevância para a clínica humana.(11-13,22) 

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 sanitário, a mais 
importante do complexo.(23) A tuberculose é uma doença 
infecciosa transmissível que afeta prioritariamente os pulmões 
(forma pulmonar), mas pode acometer outros órgãos e/ou 
sistemas,(22) portanto a coloração de Ziehl-Neelsen é a técnica 
empregada para evidenciar BAAR em vários materiais clínicos, 
que podem englobar urina, líquor, peças de biópsia, ou ser de 
origem pulmonar como o lavado brônquico, lavado gástrico 
e swab de laringe, porém o exame baciloscópico do escarro é 
o método reconhecido pelo Ministério da Saúde como o mais 
importante, tanto para o diagnóstico, como para o controle 
do tratamento da tuberculose pulmonar no país.(12,22)

Por possuir uma parede celular diferenciada, fazendo 
com que a absorção de nutrientes seja lenta, o M. tuberculosis 
pode levar mais de um mês para produzir colônias visíveis 
em meio de isolamento.(9)   Neste caso, a pesquisa de BAAR 
em materiais clínicos pode constituir a primeira evidência de 

doença, permitindo um diagnóstico precoce e embasamento 
para o início do tratamento terapêutico, enquanto ocorre a 
confirmação laboratorial da cultura positiva.(22)

Em contrapartida, o Mycobacterium leprae é o agente 
etiológico da hanseníase, doença caracterizada pelo com-
prometimento dos nervos periféricos e formação de lesões 
e manchas em áreas da pele, com alteração da sensibilidade 
térmica (calor e frio), motoras e/ou anatômicas.(11,13,24)

O diagnóstico de hanseníase baseia-se essencialmente 
em critérios clínicos e epidemiológicos, pois o Mycobacterium 
leprae é um microrganismo não cultivável in vitro. Neste caso, a 
baciloscopia está entre os testes primários fundamentais para 
identificar a presença das bactérias nas regiões afetadas.(11)

A técnica de Ziehl-Neelsen é um método de fácil exe-
cução, rápido e de baixo custo, que detecta a presença 
dos BAAR.(12) Se executado corretamente, desde a coleta e 
processamento da amostra até a baciloscopia, permite uma 
eficácia diagnóstica em 80% dos casos.(22) 

Na rotina laboratorial, a pesquisa de M. tuberculosis é 
realizada, na maioria das vezes, com escarro espontâneo, 
utilizando a porção mais purulenta, que é colocada e dis-
tendida diretamente sobre a lâmina (baciloscopia direta). As 
secreções purulentas e o pus, por suas características físicas, 
também podem ser distendidos diretamente sobre a lâmina. 
Por outro lado, com o objetivo de aumentar a sensibilidade da 
baciloscopia, todas as amostras clínicas, sempre que possível 
e, de acordo com a necessidade, podem receber tratamento 
antes da realização do esfregaço. Esse tratamento pode ser: 
trituração, digestão com agentes químicos, como hidróxido 
de sódio (NaOH) ou NaCl, concentração, sedimentação, flota-
ção ou mesmo filtração.(12) As metodologias recomendadas 
pelo Ministério da Saúde que visam a descontaminação e 
o tratamento do escarro para a realização da baciloscopia 
são: método de Petroff modificado, método de N-acetil-L-
-cisteína-hidróxido de sódio – NALC-NaOH, método do Swab 
– Ogawa-Kudoh e método do ácido oxálico.(12)

Embora o M. tuberculosis seja um microrganismo de alta 
periculosidade cuja transmissão ocorre por via aérea (Classe 
III), o processamento do material clínico para a realização da 
baciloscopia segue as recomendações de Biossegurança NB2, 
enfatizando o cuidado durante a manipulação do material 
biológico no preparo do esfregaço.(12) Segundo o Manual de 
Recomendações para o Diagnóstico Laboratorial da Tuber-
culose,(12) o depósito do material clínico deve ser de forma 
fluida em lâmina, com auxílio de palito de madeira estéril, 
pipeta Pasteur e/ou alça de platina, preconizados de acordo 
com os métodos de preparo.  Recomenda-se não aquecer 
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a lâmina durante a preparação do esfregaço, não só pelo 
risco de formação de aerossóis no ambiente laboratorial, 
mas por produzir precipitados granulosos que prejudicam 
a coloração e a detecção do bacilo. Neste caso, a fixação do 
esfregaço só é realizada quando existe a garantia de que 
estejam completamente secos.(12)

Na técnica de coloração de Ziehl-Neelsen, utiliza-se a 
solução 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 necessário um tratamento 
com calor, para que ocorra a dilatação e a penetração do 
corante na parede celular das micobactérias. Desta forma, 
após cobrir a lâmina 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. Após essa etapa, 
a lâmina é brevemente lavada e descorada com solução de 
álcool-ácido clorídrico a 1%. A lâmina é coberta com azul 
de metileno, que funciona como um contra-corante, por 
aproximadamente 30 segundos. Em sequência, lavar, deixar 
secar e observar em objetiva de imersão (100X).(12)

O diferencial da parede celular das micobactérias está 
na constituição da camada de peptideoglicano formada de 
N-glicolilmurâmico e ácidos micólicos, que são ácidos graxos 
de cadeia longa (gordura) presentes nesta estrutura que 
formam uma barreira e dificultam a entrada do corante. Os 
lipídios fortemente ligados na estrutura do ácido micólico 
vão promover a hidrofobicidade, impedindo a penetração 
de corantes aquosos, a ação dos mordentes e dos diferen-
ciadores, o que não ocorre em outros gêneros bacterianos. 
O princípio da técnica de Ziehl-Neelsen baseia-se no fato 
de que após a etapa de aquecimento, ocorre uma dilatação, 
tornando possível transpor o corante carbol-fucsina para o 
interior da célula, que fica retido após o resfriamento. Este 
se mantém, mesmo após a descoloração com um agente 
ácido-alcoólico.(12)

No processo de coloração da amostra, a fucsina fenicada 
de Ziehl (carbol-fucsina) irá corar todos os elementos celulares 
de vermelho. No entanto, após o processo de descoloração 
com álcool-ácido, somente os bacilos álcool-ácidos resis-
tentes (BAAR) serão capazes de preservar essa coloração e 
irão sobressair em relação a outros microrganismos que não 
possuem essa propriedade. Os compostos celulares que são 
descorados irão absorver a coloração do corante de fundo, 
azul de metileno (contra-corante), conforme demonstrado 
na Figura 4.(5,12)

Segundo o Ministério da Saúde,(12) a leitura e interpretação 
dos resultados de baciloscopia, seguem os seguintes critérios: 

Leitura e interpretação dos resultados de baciloscopia de amostras de escarro:(12)

LEITURA RESULTADO

Não são encontrados BAAR em 100 campos observados NEGATIVO

1 a 9 BAAR em 100 campos observados Relata-se a quantidade 
de bacilos encontrados

10 a 99 BAAR em 100 campos observados POSITIVO +

1 a 10 BAAR em 50 campos observados POSITIVO ++

Em média, mais de 10 BAAR por campo em 20 campos 
observados

POSITIVO +++

Leitura e interpretação dos resultados de baciloscopia de outras amostras 
clínicas:(12) 

LEITURA RESULTADO

Não são encontrados BAAR em 100 campos observados NEGATIVO

São encontrados BAAR em qualquer quantidade do 
material examinado  

POSITIVO

MÉTODO DE FONTANA-TRIBONDEAU 

Este método foi idealizado por Alfonso Fontana e Louis 
Tribondeau,(25) em 1920, e embora seja considerado uma 
prática laboratorial de coloração, isso não é verdadeiro. Tra-
ta-se de uma técnica de impregnação pela prata, utilizada 
na visualização de bactérias espiraladas extremamente finas 
que não se coram pela técnica usual de Gram, como por 

Figura 4
Mycobacterium tuberculosis corado pela técnica de Ziehl-Neelsen(12)
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exemplo os treponemas e as leptospiras. Na utilização desta 
técnica as espiroquetas são tratadas com prata amoniacal e 
se destacam contra um fundo claro. Desta forma, tornam-se 
visíveis na cor marrom-escuro ou negra sobre um fundo de 
cor amarelo-castanho ou marrom-claro.(5,9,25)

A metodologia consiste em depositar, sobre o esfregaço 
seco, algumas gotas da solução de Ruge (ácido acético gla-
cial, formalina 40% e água destilada) deixando agir por 30 
segundos (por 3 vezes). Esta etapa tem a função de fixar o 
esfregaço na lâmina. Isto porque, nesse tipo de material não é 
recomendada a fixação pelo calor, como realizado em outras 
metodologias, pois o aquecimento pode afetar a morfologia 
das espiroquetas.(5,9,25)

Após esta etapa, o esfregaço é coberto com a solução Mor-
dente (composta de ácido tânico e ácido fênico) e submetido 
ao aquecimento até a emissão de vapores por 30 segundos.  
Lavar e posteriormente tratar com a solução impregnadora 
(nitrato de prata amoniacal), aquecendo ligeiramente até a 
emissão de vapores, deixando agir por 30 segundos. A prata 
então é reduzida a prata metálica, depositando-se nas espi-
roquetas, que poderão ser observadas em microscópio com 
uma coloração marrom,(5,9) conforme a Figura 5.

Entre as principais aplicações desta técnica, destaca-se 
sua importância para o diagnóstico de sífilis, pois a partir 
do material clínico é possível fazer a visualização direta do 
Treponema pallidum, que não pode ser cultivado in vitro.(26)

 
COLORAÇÃO DE ALBERT-LAYBOURN

Esse método de coloração foi sugerido inicialmente em 
1920 por Henry Albert, e modificado posteriormente por Ross 
Laybourn(28) em 1924.  Essa técnica tem sido utilizada para a 

pesquisa de corinebactérias no diagnóstico presuntivo de dif-
teria e se baseia na presença de corpúsculos citoplasmáticos 
localizados nas extremidades dessas bactérias, conhecidos 
como corpúsculos metacromáticos ou corpúsculos de Babes 
Ernst. Estas estruturas são compostas de polifosfatos que 
se acumulam no interior da célula, quando outro nutriente 
diferente do fosfato se torna escasso, especialmente quando 
há pouca quantidade de sulfato. Nestas condições, detém-se 
a síntese dos ácidos nucleicos, e a volutina acumula-se no 
aguardo da sua utilização para esta síntese. Esse material 
rico em polifosfatos se cora muito pelo Lugol forte, dando 
a impressão de que são até maiores que o corpo bacilar 
e adquirem uma tonalidade marrom, sendo possível se 
observar em contraste com o corpo bacilar que se cora em 
verde-azulado pela solução de Laybourn.(5) 

A coloração de Albert-Laybourn é indicada em diferentes 
estudos, como “padrão ouro” para triagem de Corynebacterium 
diphteriae a partir do exame direto de esfregaço de naso e 
orofaringe. Este microrganismo, responsável por um quadro 
infecioso transmissível, pode evoluir para a formação de placas 
pseudomembranosas típicas que se alojam nas amígdalas, 
laringe, faringe, nariz e até mesmo na conjuntiva e na pele.
(9,21,24) Embora seja imunoprevenível e seu tratamento na 
atualidade seja realizado com soroterapia, quando ocorre a 
infecção, a rapidez no diagnóstico é um fator determinante 
para um bom desfecho.

O diagnóstico da doença é realizado a partir da avalia-
ção da sintomatologia clínica, que combinada ao estudo 
de microscopia óptica como um teste complementar pode 
revelar a presença de bacilos metacromáticos no material 
clínico coletado, indicando presuntivamente a difteria. No 
entanto, a OMS preconiza, concomitantemente, a coleta do 
material clínico e realização da cultura bacteriana visando 
o isolamento de Corynebacterium sp. em meios específicos 
para a confirmação do diagnóstico.(21,24)

O método de Albert-Laybourn consiste em cobrir o 
esfregaço com a solução de Albert-Laybourn (azul de 
toluidina, verde malaquita, ácido acético glacial, álcool 95° 
e água destilada), por 3 a 5 minutos. Escorrer sem lavar e 
em seguida cobrir com solução Lugol forte (iodo metálico, 
iodeto de potássio e água destilada), deixando agir por 
aproximadamente 2 minutos. Após esse processo, lavar, 
secar e observar em microscópio, em objetiva de imersão,(5) 
os corpúsculos metacromáticos corados de marrom, con-
forme Figura 6.

Figura 5
Treponema pallidum corado pelo método de Fontana-Tribondeau(27)
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COLORAÇÕES DE ESPOROS 

Alguns grupos bacterianos, como os gêneros Bacillus e 
Clostridium, são capazes de formar estruturas de resistência 
chamadas endósporos. Geralmente essa condição acontece 
quando os microrganismos se encontram em condições 
desfavoráveis, com escassez de nutrientes, condições ina-
dequadas de umidade e temperatura. Nestas condições, os 
microrganismos entram em fase de esporulação, produzindo 
no seu interior uma estrutura esférica ou ovoide resistente, 
cuja composição se caracteriza por altos teores de cálcio em 
associação ao ácido dipicolínico, relacionado à desidratação 
e à alta resistência, inclusive térmica.(5,7)  Cada célula forma 
um único esporo, e essas estruturas são liberadas para o 
meio externo após a morte celular. Essas estruturas podem 
permanecer em estágio de latência ou em repouso por anos 
no ambiente, até encontrarem uma condição ideal para se 
tornarem viáveis novamente.(16)

Entre as principais funções dos endósporos destaca-se 
a sua proteção contra agentes físicos e químicos usados em 
processos de esterilização/desinfecção, visto que somente 
podem ser destruídos por autoclavação a 120°C durante 
30 minutos.(5,7)

Apesar da importância de sua detecção, visualizar espo-
ros em microscópio luminoso óptico pode ser difícil, devido 
a refringência dessas estruturas, o que os torna resistentes 
a diversos corantes, pois estes não penetram a parede do 
endósporo. Em colorações comuns, o corpo bacteriano fica 
corado, todavia o endósporo permanece incolor.(7)

Entre as várias técnicas de coloração de esporos desta-
ca-se a coloração de Schaeffer-Fulton, idealizada por A.B. 
Schaeffer e M.D. Fulton,(29) em 1933, para a coloração de 

endósporos bacterianos associados a infecções clínicas 
humanas, como tétano e botulismo, consideradas de grande 
relevância para Saúde Pública(24). Outra metodologia de 
coloração em bacteriologia para pesquisa de esporos é a 
coloração de Wirtz-Conklin,(30) descrita em 1837, que torna 
possível a visualização dessas estruturas em microscópio. 
Atualmente, essa ainda é a metodologia preconizada em 
pesquisa de amostras ambientais e clínicas, especificamente 
no diagnóstico de doenças como o carbúnculo.(5)

Para realizar a coloração de esporos, você 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. É importante 
salientar que se as temperaturas mencionadas forem deixadas 
muito tempo, apenas exósporos serão observados, uma vez 
que todos os endósporos terão deixado o bacilo. No final 
desta etapa, em lâmina, algumas gotas de solução fisiológica 
estéril serão depositadas e homogeneizadas com a cultura 
previamente preparada.(7)

O princípio de ambas as técnicas se baseia no uso do 
verde malaquita, como corante primário, e da safranina como 
contra-corante.  Na técnica de Wirtz-Conklin, a partir de um 
esfregaço homogêneo, delgado e fixado, deve-se cobrir 
a lâmina com o corante verde malaquita. Em um béquer, 
aquecer água até a emissão de vapores e depositar a lâmina 
sobre ele, mantendo o corante aquecido por 5 minutos. Como 
forma alternativa, pode-se aproximar a lâmina de uma chama 
branda até o desprendimento de vapor, sem deixar que o 
corante entre em ebulição. No intervalo de 1 a 2 minutos, 
repetir a operação por 3 a 4 vezes. O calor tem a função de 
auxiliar a penetração do corante na camada espessa formada 
pelo córtex. Após este processo, realizar a lavagem da lâmina, 
para retirada do excesso do corante, de forma suave, evitando 
choque térmico e quebra da lâmina. Adicionar a safranina 
sobre o esfregaço, que age como contra-corante, e aguardar 
por 30 segundos.

Já na coloração de Schaeffer-Fulton, a técnica é similar 
respeitando o tempo e uso dos mesmos corantes, no entanto 
o processo não passa pela etapa de aquecimento. Em ambas 
as técnicas, com um esfregaço corretamente preparado, os 
endósporos aparecem em verde dentro de células vermelhas 
ou rosadas (Figura 7). Como os endósporos são altamente refra-
tivos, podem ser detectados no microscópio óptico quando 
não corados, mas não podem ser diferenciados de inclusões 
de material armazenado sem uma coloração especial.(5,7)

Figura 6
Corpúsculos Metacromáticos corados pelo método de Albert Laybourn(9)
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Outras metodologias menos usuais para coloração de 
esporos estão descritas em literatura, como a coloração 
de Moeller, coloração de Dorner e coloração de Dorner 
modificada.(31)

A técnica de Moeller tem o princípio de utilizar o ácido 
crômico e  fucsina como corante inicial, finalizando com azul 
de metileno como contra-corante. Nesta técnica os esporos 
irão se sobressair de vermelho, em relação ao corante de 
fundo azul. Esta técnica consiste em cobrir o esfregaço 
previamente preparado com álcool que será submetido ao 
fogo, até naturalmente apagar. Posteriormente, a lâmina 
será coberta com ácido crômico a 5%, deixando agir por 5 
minutos. Após a sensibilização, a lâmina deve ser lavada e 
adicionada a solução de fucsina fenicada, que deve agir por 
10 minutos. Durante esta etapa, a lâmina deve ser aquecida 
até a emissão de vapores. Em sequência, é realizada a etapa 
de descoloração, utilizando como alternativa inicial o ácido 
sulfúrico a 5% ou ácido nítrico a 10%, e terminando com 
álcool absoluto. O esfregaço então será lavado e corado com 
a solução de azul de metileno (1%), como contra-corante, por 
3 minutos e, após seguem lavagem e secagem da lâmina, 
observada em objetiva de imersão os esporos corados de 
vermelho e corpo bacteriano corado de azul.(31)

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

deverá ser colocado em um banho com água fervente, onde 
deve permanecer de 5 a 10 minutos.  Em uma lâmina limpa, 
misturar uma gota da suspensão anterior com uma gota de 
solução aquosa de nigrosina a 10%, fervida e filtrada. Espalhar 
e secar rapidamente com calor suave. Examinar com objetiva 
100X (imersão). Nesta técnica os esporos ficam vermelhos e 
as células bacterianas parecem quase incolores contra um 
fundo cinza-escuro.(31) 

Na técnica de Dorner modificada, a partir de uma lâmina 
fixada com uma suspensão de microrganismo esporulado, 
deve-se cobrir o esfregaço com uma tira de papel de filtro e 
adicionar fucsina fenolada. Posteriormente, submeter a lâmina 
ao aquecimento por 5 a 7 minutos até a liberação de vapor.  
Após esse processo, o papel é removido e a lâmina lavada e 
seca com papel absorvente.  O esfregaço, então, é coberto 
com uma película fina de solução de nigrosina a 10%, o qual 
deve ser distendido com auxílio de uma segunda lâmina. Na 
observação em microscópio, se possível visualizar os esporos 
com a mesma tonalidade que foi citada na técnica acima.(31) 

Cabe ressaltar que as colorações de esporos podem ser 
utilizadas como aporte em diferentes segmentos, seja na 
clínica, em indústrias de alimentos ou na área ambiental.(7,32-34)

Particularmente na clínica, a presença de esporos é pre-
conizada na detecção de Clostridium tetani, agente etiológico 
do tétano.(7) Essa doença é causada por toxinas eliminadas 
pela bactéria, a qual tem capacidade de formar endósporos 
esféricos terminais com um aspecto característico, seme-
lhante a uma “raquete”, facilmente visíveis pelas técnicas de 
coloração.(24)

No contexto de Saúde Única, o controle de endósporos na 
área de produção de alimentos representa um grande desafio, 
pois são estruturas muito difíceis de eliminar e representam 
riscos associados à deterioração de alimentos e a doenças 
de origem alimentar, como o botulismo.(24)  O botulismo 
é uma doença bacteriana rara, causada pelo Clostridium 
botulinum, podendo ser associada à ingesta de alimentos 
contaminados, principalmente os enlatados e os que não 
têm preservação adequada.(24,32) Nas etapas de controle de 
qualidade na produção de alimentos, as técnicas de colora-
ção são fundamentais, pois permitem a rápida detecção e 
quantificação de esporos.(33) Outra aplicabilidade envolve a 
pesquisa de endospóros bacterianos em amostras ambientais, 
principalmente nos estudos de monitoramento e eficiência de 
Estação de Tratamento de Água (ETA), análise de água bruta 
da entrada e no efluente das unidades de filtração saída da 
Estação de Tratamento de Esgotos (ETE), preconizados pela 
Portaria GM/MS nº 888, de 4 de maio de 2021.(34)

Figura 7
Coloração de esporos pela técnica de Wirtz-Conklin(27,30)
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Ainda no âmbito de técnicas de coloração bacteriana, 
cabe ressaltar metodologias mais simples, que embora pouco 
utilizadas em rotinas laboratoriais têm grande valor nas 
atividades de pesquisa que envolvem o estudo de alguma 
estrutura celular bacteriana específica, como a coloração 
de cápsula (coloração negativa ou tinta da China, coloração 
da tinta da China com fucsina diluída, coloração de Hiss) e 
coloração de flagelos.(5,7)

COLORAÇÃO NEGATIVA

A coloração negativa, recebe esse nome, quando o meio 
se cora e o corpo bacteriano não. Ela pode ser realizada com 
apenas um corante (coloração simples)(5) como é o caso da 
tinta da China para observação de cápsulas, ou combinada 
com outros corantes como no método de Gins.(35)

Essa metodologia é muito usada para visualizar as cáp-
sulas, que são estruturas presentes em alguns microrganis-
mos que, entre muitas funções, protegem a célula contra a 
fagocitose por leucócitos polimorfonucleares e contribuem 
para a aderência das bactérias às células e às superfícies. Esta 
aderência é necessária em muitos organismos para o estabe-
lecimento de infecções em hospedeiros apropriados ou para 
a manutenção da célula bacteriana em uma determinada 
superfície no ambiente.(35) O material capsular é geralmente de 
natureza polissacarídica e fosfatos, que agem com propriedade 
antigênica, normalmente detectada em testes sorológicos. 
Entre as bactérias patogênicas produtoras de cápsula, pode-
mos citar Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, 
Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis, conhecidas 
pelo seu potencial de patogenicidade e implicação em diver-
sas infecções clínicas de relevância para a saúde humana.(36)

A técnica de coloração de cápsula é uma ferramenta que 
auxilia na identificação de microrganismos encapsulados, e 
muitas das vezes contribui presuntivamente para o diagnós-
tico. A metodologia se baseia no tratamento da célula com 
corantes específicos que não penetram na cápsula, podendo 
variar de acordo com a técnica, que geralmente vai contrastar 
a estrutura capsular em relação à célula bacteriana.(7,37)

Essa abordagem já era apontada no artigo de Lima e 
Teles,(38) que descreveram a composição, funcionalidade da 
cápsula, importância para classificação e correlação com 
formas capsulares dos diferentes microrganismos, fazendo 
menção histórica e comparativa de diferentes técnicas de 
coloração de cápsula e suas adaptações ao longo do tempo. 
Neste, os autores discorrem pelas técnicas idealizadas por 
Rosenow(39) (1911) e de Muir(40) (1915), baseadas no emprego 

de violeta genciana e eosina e Smith,(38) que defendiam o uso 
desses corantes seguido de azul de metileno. Com embasa-
mento teórico e técnico, Lima e Teles (1942) enfatizaram a 
dificuldade, na época, da realização de determinadas técnicas, 
associando a baixa sensibilidade de diagnóstico. Esses auto-
res citam, também, as técnicas descritas por Hiss(41) (1901) e 
Anthony (42) (1931), quando estudaram as formas de avaliar 
cápsulas produzidas por klebsiella pneumoniae. Hiss(41) (1901) 
idealizou dois processos distintos: o primeiro propondo o 
uso de violeta genciana diluída ao dobro de seu volume com 
água destilada, seguida da lavagem com solução aquosa a 
0,25% de carbonato de potássio; e o segundo, sugerindo 
corar a quente com solução aquosa de violeta genciana ou 
fucsina, e posterior lavagem com solução de sulfato de cobre. 
Já na técnica de Anthony(42) (1931), o autor dispensa a fixação 
pelo calor, aplicando a frio uma solução 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(38) (1942) concluíram que a técnica de Anthony 

demonstrava melhores resultados, sendo possível observar 
cápsulas maiores e mais visíveis.

Atualmente estas técnicas antigas não são mais usadas e 
a literatura descreve, entre os principais métodos de detecção 
de cápsula, a coloração negativa, também conhecida por 
metodologia da tinta da China. Esta técnica simples permite 
a visualização de bactérias capsuladas sem a necessidade de 
corá-las diretamente.(5,7,16) Em microscopia de campo claro, 
a coloração negativa é normalmente realizada usando-se um 
fluido pigmentado preto (corante ácido), como a nigrosina 
ou tinta da China, que não tem a capacidade de penetrar 
na célula, colorindo o fundo e deixando as células incolores. 
Neste método, é necessário cultivar os microrganismos em 
meio rico em nutrientes, como por exemplo BHI (Broth Heart 
Infusion) para estimular a produção de cápsula. A metodolo-
gia consiste em depositar 1 ou 2 gotas desta cultura em uma 
lâmina, seguida de uma gota de tinta da China (negrosina, 
ou naquim) ao lado da cultura. Posteriormente, a lâmina é 
coberta por uma lamínula, comprimindo-a entre folhas de 
papel de filtro com a finalidade de retirar o excesso e obter 
uma quantidade tênue de corante e material. Em seguida, 
observar diretamente ao microscópio nas objetivas de 4X, 
10X, 40X e 100X, respectivamente.(37) Cabe ressaltar que, por 
se tratar de células vivas, é importante obedecer aos critérios 
de biossegurança quanto ao uso de EPI para a manipulação 
da cultura e descarte das pipetas/ponteiras utilizadas e papel 
de filtro em recipiente destinado à autoclavação.(5,7,16)
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Outro método descrito em literatura é uma variação do 
método da tinta da China, com a utilização de um corante 
adicional, que é a fucsina diluída. Neste método, as sequências 
preliminares são mantidas, no entanto é feito um esfregaço 
a partir da mistura da cultura com a tinta da China, que após 
secagem é submetido à coloração com fucsina diluída durante 
2 minutos. Posteriormente a esse tempo, a lâmina é suave-
mente lavada com água, seca e observada em microscópio 
óptico em objetiva de imersão.(5,7,16)

COLORAÇÃO DE FLAGELOS

Os flagelos são estruturas de locomoção, formadas por 
apêndices muito finos, de composição proteica (flagelina), 
presentes em bactérias móveis. O flagelo é composto por 
milhares de monômeros polimerizados desta proteína, dis-
postos de forma a compor um único flagelo.(5,16) 

Algumas dificuldades podem ser encontradas quando se 
deseja demonstrar este tipo de organela através de micros-
copia óptica, visto que a produção bacteriana de flagelos 
não é contínua e depende de diferentes fatores, como por 
exemplo o meio de cultivo, a temperatura e o estágio do 
crescimento.(5,16) Os flagelos são estruturas frágeis e deli-
cadas, que podem ser facilmente desprendidas do corpo 
celular quando submetidas a processos bruscos de pipeta-
gem e homogeneização. Outro fator preponderante para o 
desprendimento é a característica de despolimerizar com 
facilidade, se dissociando em monômeros de flagelina em 
temperaturas acima de 60ºC e pH ácido (± pH 4,0) e em 
presença de solventes orgânicos de álcalis e ureia. Levando 
em consideração tais características, para a visualização 
de flagelos é necessária uma coloração especial, que visa 
aumentar o diâmetro do flagelo. O princípio da técnica de 
coloração de flagelo se baseia no uso de ácido tânico, que 
se liga ao flagelo, aumentando o seu diâmetro e facilitando, 
assim, a observação. Apesar disso, ainda aparecem muito 
tênues na lâmina, dificultando fotografias com boa nitidez 
em microscopia luminosa.(5,16)

A técnica é realizada partindo de uma cultura em meio 
rico (normalmente BHI, conforme descrito anteriormente na 
coloração de cápsula) ou em ágar soja tripticase (com ou sem 
sangue). Uma alíquota desta cultura é transferida delicada e 
cuidadosamente, com auxílio de uma alça de platina, para um 
tubo contendo aproximadamente 3mL de água destilada e 
invertido 1x sem movimentos bruscos, com a finalidade de 
homogeneizar a suspensão. Com o auxílio de uma pipeta, 

retirar uma alíquota por capilaridade, deixando escoar natu-
ralmente sobre a superfície de uma lâmina inclinada a 45°, 
deixando secar em ambiente. Após esse processo, a lâmina 
deve ser coberta com uma mistura de corantes contendo 
fucsina e ácido tânico, deixando agir por 5 minutos, até que 
se forme um brilho metálico esverdeado cobrindo metade da 
área. Posteriormente, retirar o corante com água antes que 
ele seque sobre a lâmina, secar naturalmente e observar em 
microscópio óptico em objetiva de imersão (100X).(5,16)

IMPORTÂNCIA NO APRENDIZADO DESTAS 
METODOLOGIAS

Como já comentado, apesar da bacteriologia ter avançado 
muito nas últimas décadas, com o surgimento de métodos 
moleculares e da automação, conferindo maior rapidez nos 
diagnósticos clínicos e mesmo nas pesquisas de saúde única, 
o primeiro passo da análise bacteriológica no tocante à 
microscopia do material clínico permanece como uma etapa 
de extrema importância. 

Como docentes da pós-graduação e orientadores expe-
rientes, os autores têm notado a dificuldade dos alunos de 
entenderem a importância da microscopia, os princípios das 
colorações bacterianas e a sua relação com a identificação 
dos agentes, seja ela definitiva ou presuntivamente. 

Desta forma, concebemos este artigo como uma possi-
bilidade de reforçar esse assunto, trazendo uma abordagem 
histórica, estado da arte, sua aplicação e a importância de 
conhecer os métodos mais utilizados na pesquisa e na rotina 
laboratorial, mesmo na atualidade, pois acreditamos que 
esses conhecimentos agregarão valores práticos para os 
alunos da área da Saúde, especialmente para os que lidam 
diretamente com a identificação bacteriana nas suas mais 
diversas abordagens.

PRINCIPAIS LIMITAÇÕES E CONTROLE DE QUALIDADE 
NAS TÉCNICAS DE COLORAÇÃO

O controle de qualidade é um conjunto de medidas, 
procedimentos e ferramentas aplicados durante a execução 
de um processo, com a finalidade de garantir que tenha sido 
bem executado. Desta forma, algumas recomendações devem 
servir de requisitos obrigatórios em atividades de rotina diária:
1 – 	Durante a execução de qualquer técnica de coloração 

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 será 
importante para o reconhecimento comparativo entre 
amostras, permitindo verificar a similaridade e/ou dis-
tinção das colorações e morfologias avaliadas.

2 – 	Os corantes devem ser preparados seguindo os protocolos 
recomendados e mantidos em frasco âmbar, para não 
sofrerem a ação da luz, o que produz alterações varia-
das. Devem ser bem vedados para evitar a evaporação. 
É recomendado que sejam sistematicamente filtrados 
para retirada de cristais que normalmente precipitam no 
fundo do frasco. No momento da execução da técnica de 
coloração, não é recomendado homogeneizar o corante, 
para não ressuspender os possíveis cristais pré-formados.

3 – 	As lâminas devem ser novas, previamente lavadas e 
desengorduradas antes de serem utilizadas.

4 – 	É recomendado realizar a manutenção preventiva e 
limpeza dos microscópios, assim como das objetivas ao 
término de cada atividade.

5 – 	A etapa da descoloração é crítica, pois a exposição 
prolongada ao solvente pode provocar a remoção total 
dos corantes utilizados, produzindo resultados questio-
náveis. A retenção ou não do corante primário depende, 
portanto, das propriedades físicas e químicas das pare-
des celulares bacterianas, como espessura, densidade, 
porosidade e integridade.

CONCLUSÃO

Apesar de todas as metodologias atuais de detecção e 
identificação bacteriana, as técnicas básicas de coloração em 
microbiologia ainda desempenham papel fundamental no 
diagnóstico, diferenciação e estudo de microrganismos, e o 
conhecimento e a aplicação adequada dessas técnicas são 
essenciais para profissionais de microbiologia em diferentes 
contextos clínicos e laboratoriais. Cada técnica apresenta 
princípios específicos que permitem a visualização de estru-
turas bacterianas distintas, e têm contribuído para avanços 
significativos na medicina e na pesquisa biomédica. Mesmo 
diante da inegável importância dessas técnicas, os autores 
apontam para a importância de estudos mais atuais com o 
objetivo de criar metodologias, visando não só a diminuição 
de uso de corantes com base no custo de reagentes, mas 
vislumbrando a redução do uso de substâncias tóxicas, o 
que contribuirá também para processos mais sustentáveis 
e preservação ambiental. 
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