Observando

Micro-organismos
Através do Microscopio

Os micro-organismos sdo pequenos demais para serem vistos a olho nu, devendo ser observados
através de um microscépio. O termo microscdpio é derivado da palavra em latim micro, que significa
pequeno, e da palavra em grego skopos, olhar. Os microbiologistas modernos utilizam microscépios
que produzem, com grande clareza, ampliagdes que sdo milhares de vezes maiores do que as da
lente Unica de van Leeuwenhoek (veja a Figura 1.2b na pdgina 7). Este capitulo descreve como fun-
cionam os diferentes tipos de microscépios e por que um tipo pode ser utilizado preferencialmente
a outro.

Alguns micrébios sdo mais facilmente observaveis que outros, devido ao seu tamanho maior ou a

caracteristicas. Muitos micrébios, entretanto, devem ser submetidos a vérios procedimentos de co-

loracdo antes que suas paredes celulares, cdpsulas e outras estruturas percam seu estado natural

incolor. A ultima parte deste capitulo explica alguns dos métodos mais comumente utilizados na
preparacéo de amostras para exame através de um microscopio 6ptico.

Vocé deve estar se perguntando como iremos classificar, contar e medir as
amostras que serdo estudadas. Para responder a essa pergunta, este capi-
tulo inicia com uma discussdo sobre como utilizar o sistema métrico para
medir os micrébios.

A coloracio resistente a dlcool-acido do escarro
de um paciente é um método rapido, confiavel e
barato para diagnosticar a tuberculose. Com qual
cor as células bacterianas aparecem se o paciente
tiver tuberculose?

Procure pela resposta neste capitulo.
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Unidades de medida

OBJETIVO DO APRENDIZADO
3-1 Listar as unidades métricas utilizadas para medir os
micro-organismos.

Como o0s micro-organismos e seus componentes sio muito
pequenos, eles sio medidos em unidades que néo sdo familiares
para muitos de nds em nossa vida didria. Quando medimos os mi-
cro-organismos, utilizamos o sistema métrico. A unidade-padrio
de comprimento no sistema métrico é o metro (m). Uma grande
vantagem do sistema métrico é que as unidades estdo relaciona-
das umas as outras por fatores de 10. Desse modo, 1 m equivale a
10 decimetros (dm) ou 100 centimetros (cm) ou 1.000 milimetros
(mm). As unidades do sistema de medida dos Estados Unidos nao
possuem a vantagem da facil conversdo por um tnico fator de 10.
Por exemplo, os norte-americanos utilizam 3 pés ou 36 polegadas
que equivalem a 1 jarda.

Os micro-organismos e seus componentes estruturais sdo me-
didos em unidades ainda menores, como os micrometros e os na-
nometros. Um micréometro (um) é igual a 0,000001 m (10°m). O
prefixo micro indica que a unidade seguinte deve ser dividida por 1
milhdo, ou 10° (veja a segio sobre Notagio Exponencial no Apén-
dice B). Um nandémetro (nm) é igual a 0,000000001 m (107 m).
Angstrom (A) era usado antigamente para representar 10'° m, ou
0,1 nm.

A apresenta as unidades métricas basicas de compri-
mento e alguns de seus equivalentes do sistema norte-americano.
Na Tabela 3.1, vocé pode comparar as unidades microscopicas de
medida com as unidades macroscopicas comumente conhecidas,
como centimetros, metros e quildmetros. Se vocé examinar a Figu-
ra 3.2 na pagina 58, vera os tamanhos relativos de varios organis-
mos na escala métrica.

TESTE SEU CONHECIMENTO

»/" Se um micrébio mede 10 pm de comprimento, o quanto isso & em na-
nometros? 3-1

Microscopia: os instrumentos

OBJETIVOS DO APRENDIZADO

3-2 Fazer um diagrama da trajetéria da luz através de um microscépio
composto.

3-3 Definir ampliagéo total e resolugéo.

3-4 |dentificar um uso para as microscopias de campo escuro, de
contraste de fase, de contraste por interferéncia diferencial, de
fluorescéncia, confocal, de dois fotons e de varredura acustica, e
comparé-las com a iluminac&o de campo claro.

3-5 Explicar qual a diferenga entre a microscopia eletronica e a
microscopia optica.

3-6 Identificar um uso para os microscépios MET, MEV e o
microscopio de varredura por sonda.

O microscépio simples utilizado por van Leeuwenhoek no sé-
culo XVII possuia somente uma lente e era similar a uma lupa. En-
tretanto, van Leeuwenhoek foi o melhor polidor de lentes no mun-
do em sua época. Suas lentes eram polidas com tal precisdo que
uma unica lente podia ampliar um micrébio em 300 vezes. Seus
microscopios simples permitiram que ele fosse a primeira pessoa a
ver as bactérias (veja a Figura 1.2, pagina 7).

Os contemporaneos de van Leeuwenhoek, como Robert
Hooke, construiram microscopios compostos, que possuem multi-
plas lentes. Na verdade, é creditada a um fabricante holandés de bi-
noéculos, Zaccharias Janssen, a producao do primeiro microscépio
composto por volta de 1600. Entretanto, esses microscopios com-
postos iniciais eram de pouca qualidade e ndo podiam ser usados
para se observar bactérias. Foi somente em 1830 que um microscé-
pio significativamente melhor foi desenvolvido por Joseph Jackson
Lister (o pai de Joseph Lister). Varias melhorias no microscépio de
Lister resultaram no desenvolvimento do microscdpio composto
moderno, do tipo usado em laboratérios de microbiologia atual-
mente. Os estudos microscopicos de espécimes vivos revelaram in-
teragdes dramaticas entre os microbios (veja o quadro Aplicagdes
da Microbiologia na pagina 57).

Unidade métrica Significado do prefixo Equivalente métrico Equivalente dos Estados Unidos

1 quilémetro (km) quilo = 1.000 1.000m = 10°m 3.280,84 pés ou 0,62 milhas; 1 milha = 1,61 km
1 metro (m) Unidade-padrdo de medida 39,37 polegadas ou 3,28 pés ou 1,09 jardas

1 decimetro (dm) deci = 1/10 0,1m=10"m 3,94 polegadas

1 centimetro (cm) centi = 1/100 0,01m=10"m 0,394 polegadas; 1 polegada = 2,54 cm

1 milimetro (mm) mili = 1/1.000

1 micrometro (um) micro = 1/1.000.000
1 nanémetro (nm) nano = 1/1.000.000.000

1 picometro (pm) pico = 1/1.000.000.000.000

0,001m=10°m
0,000001 m = 10°°
0,000000001 m = 10° m

0,000000000001 m = 107> m
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a) Principais partes e funcdes

Figura 3.1 O microscépio 6ptico composto.

P Como é calculada a ampliacéo total de um microscoépio éptico composto?

Microscopia dptica
Microscopia Optica refere-se ao uso de qualquer tipo de microscé-

pio que utilize luz para observar amostras. Neste capitulo examina-
remos varios tipos de microscopia dptica.

Microscopia 6ptica composta

Um microscépio optico composto (MO) moderno possui uma série
de lentes e utiliza a luz visivel como fonte de iluminac¢io (Figura 3.1a).
Com um microscopio dptico composto, podemos examinar amostras
muito pequenas, bem como parte de seus detalhes. Uma série de len-
tes finamente polidas (Figura 3.1b) forma uma imagem claramente
focada, que é muitas vezes maior que a amostra em si. Essa ampliacdo
¢ obtida quando os raios de luz de um iluminador, a fonte de luz,
passam através de um condensador, que possui lentes que direcio-
nam os raios de luz através da amostra. A seguir, os raios de luz pas-
sam para as lentes objetivas, as lentes mais proximas da amostra. A
imagem da amostra ¢ novamente ampliada pela lente ocular.
Podemos calcular a ampliagéo total de uma amostra multipli-
cando a ampliagio (alcance) da lente objetiva pela ampliacdo (al-
cance) da lente ocular. A maior parte dos microscépios utilizados

Lente ocular
Linha de visdo

\\ Trajetoria da luz
% < Prisma

/

A

%

Corpo N
Lentes
objetivas E §
N )
— v —
Amostra

— ]

Lentes do <‘ =

condensador —:TE' D
p

lluminador S —

Base com

fonte de luz

b) Trajetéria da luz (de baixo para cima)

em microbiologia possui varias lentes objetivas, incluindo 10x (bai-
xo alcance), 40X (alto alcance) e 100X (imersdo em dleo, que sera
descrita em breve). A maioria das lentes oculares amplia as amos-
tras por um fator de 10. Multiplicando-se a amplia¢ao de uma lente
objetiva especifica pela ampliacdo da lente ocular, veremos que a
ampliagdo total seria de 100X para as lentes de baixo alcance, 400x
para as de alto alcance e 1.000x para a imersdo em 6leo. Alguns
microscopios dpticos compostos podem alcangar uma ampliacio
de 2.000x com as lentes de imersdo em dleo.

A resolu¢ao (também chamada de poténcia de resolugdo) é a
capacidade das lentes de diferenciar detalhes e estruturas. Especifi-
camente, refere-se a capacidade das lentes de diferenciar entre dois
pontos separados a uma determinada distancia. Por exemplo, se
um microscopio possui uma poténcia de resolu¢éo de 0,4 nm, pode
distinguir entre dois pontos se eles estiverem separados por uma
distancia de pelo menos 0,4 nm. Um principio geral da microscopia
é que, quanto mais curto o comprimento de onda da luz utilizada
no instrumento, maior a resolucio. A luz branca utilizada em um
microscopio optico composto possui um comprimento de onda re-
lativamente longo e ndo pode determinar estruturas menores que
0,2 pum. Esse fato e outras considerag¢des praticas limitam a amplia-
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Quando as bactérias crescem, frequente-
mente permanecem juntas em grupos cha-
mados de biofilmes. Isso pode resultar no filme
viscoso encontrado em rochas, alimentos, dentro
de tubos e em dispositivos médicos implantados.
As células bacterianas interagem e exibem orga-
nizacdo multicelular (Figura A).

Pseudomonas aeruginosa pode crescer den-
tro de um ser humano sem causar doenca até
formar um biofilme que ataca o sistema imune
do hospedeiro. As bactérias P. aeruginosa forma-
doras de biofilme colonizam os pulmdes de pa-
cientes com fibrose cistica e séo uma das princi-
pais causas de morte nesses pacientes (Figura
B). Talvez os biofilmes que causam doengas
possam ser prevenidos por novas drogas que
destroem o indutor (discutido em breve).

Mixobactérias

As mixobactérias sdo encontradas em material
organico em decomposicdo e agua doce em
todo o mundo. Embora sejam bactérias, muitas

Figura A Paenibacillus. A medida que uma pe-
quena colonia se afasta da colonia parental, outros
grupos de células seguem a primeira colénia. Logo,
todas as outras bactérias juntam-se ao deslocamen-
to para formar essa col6nia espiralada.

nunca existem como células individuais. As cé-
lulas de Myxococcus xanthus parecem “cagar”
em grupos. Em seu habitat aquoso natural, as
células de M. xanthus formam col6nias esféri-
cas que cercam a “presa” (uma bactéria), onde
podem secretar enzimas digestivas e absorver
nutrientes. Em substratos sélidos, células de
mixobactérias deslizam sobre uma superficie
solida, deixando rastros de muco que sdo
seguidos por outras células. Quando a comi-
da estd escassa, as células se agregam para
formar uma massa. As células no interior da
massa se diferenciam em corpos de frutifica-
¢cdo que consistem em pedunculos mucosos e
arranjos de esporos, como mostrado na Figura
C.

Vibrio

Vibrio fischeri € uma bactéria bioluminescente
que vive como um simbionte no érgédo produtor
de luz da lula e de certos peixes. Quando em
vida livre, as bactérias encontram-se em baixa
concentragdo e ndo emitem luz. Entretanto,
quando crescem em seus hospedeiros, sdo en-
contradas em altas concentracgdes, e cada cé-
lula é induzida a produzir a enzima luciferase,
usada na via quimica da bioluminescéncia.

Como funciona o comportamento de
grupos bacterianos

A densidade celular altera a expresséo de ge-
nes nas células bacterianas em um processo
denominado quorum sensing (sensor de quo-
rum). Na lei, um quorum representa o nimero

minimo de membros necessarios para conduzir

as negociagdes. O quorum sensing é a capa-
cidade das bactérias de se comunicarem e
coordenarem o comportamento. As bactérias
que utilizam o quorum sensing produzem e
secretam uma sinalizacdo quimica denomina-
da indutor. A medida que o indutor se difunde

5um

Figura B Biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

para o meio circundante, outras células bac-
terianas movimentam-se em direcéo a fonte e
comecam a produzir o indutor. A concentracdo
do indutor aumenta de acordo com o0 aumento
do numero de células, que, por sua vez, atraem
mais células e iniciam a sintese de mais indu-
tor.

Figura C  Um corpo de frutificagdo de
uma mixobactéria.

10 um



Figura 3.2

FIGURA FUNDAMENTAL Tamanhos e resolucdes

Esta figura ilustra dois conceitos: 1) os tamanhos relativos de vérias amostras, e 2) a resolucéo do olho
humano e de diversos microscépios. As micrografias incluidas em todo o livro (como as apresentadas a
seguir) apresentardo escalas de referéncia e simbolos para ajuda-lo a identificar o tamanho real da amostra e
o tipo de microscopio utilizado na imagem. Um simbolo vermelho indica que a micrografia foi colorida
artificialmente. Veja a Tabela 3.2 nas paginas 66 a 68 para mais explicagdes.

Esta area em amarelo mostra a variagéo
de tamanho da maioria dos organismos

estudados neste livro.

14
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T (virus)

7

Carrapato  [Tamanho real

Hemécias Ve R —

4 ym

10 pm 0,1 nm 1nm 10 nm 100 nm 1pum 10 pm 100 pm 1 mm lcm 0,1m Im
Olho nu
200 um
Microscépio de
forgla atomllca (MFA) Microscopio optico (MO)
nma 10 nm 200 nm a 10 mm
M
Microscépio eletronico de transmissao (MET) .
< 10 pm a 1004 m > Conceito-chave
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0s microscopios sdo usados para
ampliar objetos pequenos. Como
> diferentes microscopios possuem

¢do obtida até mesmo pelo melhor microscépio dptico composto
a cerca de 2.000x. Comparando, os microscépios de van Leeuwe-
nhoek possufam uma resolugdo de 1 um.

A Figura 3.2 apresenta varias amostras que podem ser visuali-
zadas pelo olho humano, pelo microscépio 6ptico e pelo microsco-
pio eletronico.

diferentes faixas de resolucéo, o
tamanho da amostra determina qual
microscopio pode ser utilizado para
que a amostra seja visualizada
efetivamente.

Para se obter uma imagem clara e finalmente detalhada em
um microscopio ptico composto, as amostras devem ser prepa-
radas para contrastarem nitidamente com o seu meio (substancia
na qual elas estdo suspensas). Para atingir esse contraste, deve-
mos alterar o indice de refracio das amostras em relagdo ao in-
dice de seu meio. O indice de refragao é a medida da capacidade
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de curvatura da luz em um meio. Alteramos o indice de refracdo
das amostras por coloragdo, um procedimento que discutiremos
em breve. Os raios de luz se movem em uma linha reta através de
um meio tnico. Ap6s a coloragio, quando os raios de luz passam
através dos dois materiais (a amostra e seu meio) com diferentes
indices de refragdo, os raios mudam de dire¢do (sofrem refra¢io)
a partir de uma linha reta, se curvando ou mudando o 4ngulo no
limite entre os materiais, aumentando o contraste da imagem en-
tre a amostra e o meio. A medida que os raios de luz seguem para
longe das amostras, eles se espalham e entram na lente objetiva, e
aimagem ¢é assim ampliada.

Para alcan¢ar uma alta ampliagdo (1.000x) com boa resolugio,
a lente objetiva deve ser pequena. Embora necessitemos que a luz
percorra a amostra e o meio para ser refratada de modo diferente,
nao desejamos perder os raios de luz apds a sua passagem através da
amostra corada. Para preservar a direcdo dos raios de luz na maior
ampliacdo, 6leo de imersio é colocado entre a lamina de vidro e a
lente objetiva de imerséo (Figura 3.3). O 6leo de imersdo possui o
mesmo indice de refra¢do que o vidro, e dessa forma torna-se parte
da dptica do vidro do microscopio. A menos que o 6leo de imersao
seja utilizado, os raios de luz sdo refratados 8 medida que penetram
no ar sobre a lamina, e a lente objetiva precisaria ter um didmetro
maior para capturar a maior parte deles. O 6leo possui 0 mesmo
efeito que o aumento do didmetro da lente objetiva; portanto, ele
melhora a poténcia de resolu¢do das lentes. Se o éleo ndo for usa-
do com uma lente objetiva de imerséo, a imagem torna-se borrada,
com baixa resolugao.

Sob condi¢ées normais de funcionamento, o campo de visdo
em um microscopio dptico composto é claramente iluminado. Ao
focalizar a luz, o condensador produz uma iluminag¢iao de campo
claro (Figura 3.4a).

Nem sempre é desejavel corar uma amostra. Entretanto, uma
célula ndo corada possui pouco contraste em relagdo a o que a cer-
ca, sendo assim dificil de ser visualizada. Células néo coradas sao
mais facilmente observadas com os microscopios compostos modi-
ficados descritos na proxima segéo.

TESTE SEU CONHECIMENTO

o/ Através de quais lentes a luz passa em um microscopio compos-
to? 3-2

»/ 0 que significa quando o microscépio possui uma resolucdo de
0,2 nm? 3-3

Microscopia de campo escuro

Um microscopio de campo escuro ¢ utilizado para examinar mi-
Cro-organismos vivos que sdo invisiveis ao microscopio 6ptico co-
mum, que ndo podem ser corados por métodos-padrio ou que sdo
tao distorcidos pela coloragdo que suas caracteristicas nio podem
ser identificadas. Em vez do condensador normal, um microsco-
pio de campo escuro utiliza um condensador de campo escuro, que
contém um disco opaco. O disco bloqueia a luz que poderia entrar
na lente objetiva diretamente. Somente a luz que ¢ refletida para
fora (devolvida) da amostra entra na lente objetiva. Uma vez que
ndo hd luz de fundo direta, a amostra aparece iluminada contra um
fundo preto — o campo escuro (Figura 3.4b). Essa técnica é frequen-

Lentes objetivas
em 6leo de imersao

Luz ndo
refratada

Sem o 6leo de imerséo,
a maior parte da luz é
refletida e perdida

Oleo de
imersao \

——Lamina de vidro

Lentes do
condensador

Condensador

Diafragma da iris

Fonte de luz

Figura 3.3 Refracdo no microscépio composto, utilizando uma
lente objetiva em 6leo de imersdo. Como os indices de refracdo da lami-
na de vidro e do 6leo de imersdo sdo 0s mesmos, os raios de luz ndo s&o refra-
tados quando passam de um meio para o outro, quando uma lente objetiva em
6leo de imerséo € usada. Este método produz imagens com melhor resolucéo
em ampliagdes maiores que 900x.

P 0 que significa resolucdo?

temente utilizada para examinar micro-organismos niao corados
suspensos em liquido. Uma utilizagdo da microscopia de campo
escuro é o exame de espiroquetas muito finas, como o Treponema
pallidum, o agente causador da sifilis.

Microscopia de contraste de fase

Outro modo de se observar micro-organismos ¢ com um micros-
copio de contraste de fase. A microscopia de contraste de fase é es-
pecialmente util, pois permite um exame detalhado das estruturas
internas de micro-organismos vivos. Além disso, nio é necessaria a
tixagao (fixar os micrébios a lamina do microscédpio) ou a colora-
¢do da amostra — procedimentos que poderiam distorcer ou matar
0s micro-organismos.

O principio da microscopia de contraste de fase baseia-se na
natureza das ondas dos raios de luz e no fato de que os raios lu-
minosos podem estar em fase (seus picos e vales combinam) ou
fora de fase. Se o pico de onda dos raios luminosos de uma fonte
coincide com o pico de onda da outra fonte, os raios interagem
para produzir refor¢o (brilho relativo). Entretanto, se o pico de
onda de uma fonte luminosa coincide com a parte inferior da
onda de outra fonte de luz, os raios interagem para produzir in-
terferéncia (escuridio relativa). Em um microscopio de contraste
de fase, um conjunto de raios luminosos sai diretamente da fonte
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Olho Olho
Lente ocular
Somente a luz refletida
Lente objetiva pela amostra é capturada
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Amostra Luz nao refletida
Lente do condensador

Disco opaco

Luz Luz

L vo_Pigm

a) Campo claro (No alto) A trajetéria da luz
na microscopia de campo claro e o tipo de
iluminacéo produzida pelos microscépios
6pticos compostos comuns. (Acima) A
iluminacéo de campo claro mostra as
estruturas internas e o contorno da pelicula
transparente (revestimento externo).
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b) Campo escuro (No alto) O microscépio
de campo escuro utiliza um condensador
especial com um disco opaco que elimina
toda a luz no centro do feixe. A Unica luz que
atinge a amostra vem em angulo; assim,
somente a luz refletida pela amostra (raios
azuis) alcanca a lente objetiva. (Acima)
Contra o fundo preto visto na microscopia de
campo escuro, as bordas da célula estéo
brilhantes, algumas estruturas internas
parecem brilhar e a pelicula é quase visivel.

Olho

— Lente ocular

Placa de difracéo

Luz n&o difratada
(inalterada pela amostra)

— Lente objetiva

Luz refratada ou difratada
(alterada pela amostra)

oS

— Lente do condensador

Amostra

= \5=z/ = Diafragma anular
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c) Contraste de fase (No alto) Na microscopia
de contraste de fase, a amostra € iluminada
pela luz que passa através de um diafragma
anular (em forma de anel). Os raios de luz
diretos (inalterados pela amostra) percorrem
uma trajetéria diferente dos raios luminosos
que sdao refletidos ou difratados a medida que
passam através da amostra. Esses dois
conjuntos de raios sdo combinados no olho. A
luz refletida ou difratada é indicada em azul;
os raios diretos estdo em vermelho. (Acima) A

microscopia de contraste de fase mostra uma
diferenciac&o maior das estruturas internas e
também mostra claramente a pelicula.

Figura 3.4 Microscopia de campo claro, campo escuro e contraste de fase. As ilustra-
¢Bes mostram as diferentes trajetérias de luz de cada um desses tipos de microscopia. As fotografias
comparam o mesmo espécime de Paramecium utilizando essas trés diferentes técnicas de microscopia.

P Quais sédo as vantagens da microscopia de campo claro, campo escuro e contraste de fase?

de luz. O outro conjunto é derivado da luz que ¢é refletida ou difra-
tada de uma estrutura particular na amostra. (Difragdo é a dispersao
dos raios luminosos quando eles “tocam” a borda de uma amostra.
Os raios difratados sdo curvados para longe dos raios de luz parale-
los que passam mais distante da amostra.) Quando os dois conjun-
tos de raios de luz - diretos e refletidos ou refratados - sdo reunidos,
formam uma imagem da amostra na lente ocular, contendo dreas
que sdo relativamente claras (em fase) e varios tons de cinza até a cor
preta (fora de fase; Figura 3.4c). Na microscopia de contraste de fase,
as estruturas internas de uma célula tornam-se mais bem definidas.

Microscopia de contraste com
interferéncia diferencial

A microscopia de contraste com interferéncia diferencial (CID)
¢ similar a microscopia de contraste de fase, pois utiliza as diferen-
¢as nos indices de refragio. Entretanto, um microscopio CID utiliza
dois feixes de luz em vez de um. Além disso, prismas separam cada
feixe de luz, adicionando cores contrastantes a amostra. Assim, a
resolu¢do de um microscépio CID é maior que a de um microsco-
pio de contraste de fase padrido. A imagem também apresenta cores
brilhantes e parece quase tridimensional (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Microscopia de contraste com interferéncia diferen-
cial (CID). Assim como no contraste de fase, a CID utiliza as diferengas
nos indices de refragdo para produzir uma imagem, neste caso 0 protozodrio
Paramecium. As cores na imagem s&o produzidas por prismas que dividem os
dois feixes de luz usados neste processo.

P Por que a resolucdo de um microscoépio CID é maior que a de um mi-
croscopio de contraste de fase?

Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia vale-se da fluorescéncia, a capa-
cidade das substancias de absorver curtos comprimentos de ondas
de luz (ultravioleta) e produzir luz em um comprimento de onda
maior (visivel). Alguns organismos fluorescem naturalmente sob
iluminag¢io ultravioleta; se a amostra que serd visualizada néo flu-
orescer naturalmente, ela pode ser corada com um grupo de co-
rantes fluorescentes denominados fluorocromos. Quando os micro-
-organismos corados com um fluorocromo sao examinados sob um
microscopio de fluorescéncia, com uma fonte de luz ultravioleta ou
proxima da ultravioleta, eles parecem luminosos, objetos brilhantes
contra um fundo escuro.

Os fluorocromos possuem atragdes especiais por diferentes
micro-organismos. Por exemplo, o fluorocromo auramina O, que
apresenta um brilho amarelo quando exposto a luz ultravioleta, é
fortemente absorvido pelo Mycobacterium tuberculosis, a bactéria
que causa a tuberculose. Quando o corante é aplicado a uma amos-
tra de material com suspeita de conter a bactéria, esta pode ser de-
tectada pelo surgimento de organismos amarelo-brilhantes contra
um fundo escuro. O Bacillus anthracis, o agente causador do antraz,
adquire cor verde-magd quando corado com outro fluorocromo, o
isotiocianato de fluoresceina (FITC).

O principal uso da microscopia de fluorescéncia é uma técnica
diagndstica denominada técnica de anticorpo fluorescente (AF)
ou imunofluorescéncia. Os anticorpos sio moléculas de defesa
natural que sdo produzidas pelos seres humanos e muitos animais
em rea¢do a uma substincia estranha, ou antigeno. Os anticorpos
fluorescentes para um antigeno especifico sdo obtidos da seguinte
forma: um animal é injetado com um antigeno especifico, como
uma bactéria; o animal entdo comega a produzir anticorpos con-
tra aquele antigeno. Apds um periodo suficiente, os anticorpos sao
removidos do soro do animal. A seguir, como mostrado na Figura
3.6a, um fluorocromo é quimicamente combinado com os anticor-
pos. Esses anticorpos fluorescentes sdo entio adicionados a uma

Ny

Anticorpos Fluorocromo

Anticorpos
combinados
ao fluorocromo

Bactéria desconhecida , .
Moléculas de antigeno

da superficie da célula

Célula bacteriana com anticorpos ligados,
combinados ao fluorocromo

@

(b) 5 um

Figura 3.6 O principio da imunofluorescéncia. (a) Um tipo de
fluorocromo é combinado a anticorpos contra um tipo especifico de bactéria.
Quando a preparacdo € adicionada as células bacterianas em uma lamina, os
anticorpos se fixam as células bacterianas, e as células fluorescem quando ilu-
minadas com luz ultravioleta. (b) No teste de absor¢éo de anticorpo treponé-
mico fluorescente (FTA-ABS) para a sifilis mostrado aqui, o Treponema pallidum
é evidenciado como células verdes contra um fundo escuro.

P Por que as outras bactérias nao fluorescem no teste FTA-ABS?
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Figura 3.7 Microscopia confocal. A microscopia confocal pro-
duz imagens tridimensionais e pode ser usada para examinar o interior de
células. Nesta figura sdo mostrados vactolos contréteis no Paramecium
multimicronucleatum.

P Que caracteristica da microscopia confocal elimina o desfoque que
ocorre com outros microscopios?

lamina de microscopio contendo uma bactéria desconhecida. Se
essa bactéria desconhecida for a mesma bactéria que foi injetada
no animal, os anticorpos fluorescentes se ligardo aos antigenos na
superficie da bactéria, fazendo com que ela fluoresca.

Essa técnica pode detectar bactérias e outros micro-orga-
nismos patogénicos, mesmo dentro de células, tecidos ou outras
amostras clinicas (Figura 3.6b). Além disso, pode ser utilizada para
identificar um micrébio em minutos. A imunofluorescéncia é es-
pecialmente util no diagnostico da sifilis e da raiva. Discutiremos
mais sobre as reagdes antigeno-anticorpo e sobre imunofluorescén-
cia no Capitulo 18.

Microscopia confocal

Microscopia confocal é uma técnica na microscopia dptica uti-
lizada para reconstruir imagens tridimensionais. Assim como na
microscopia de fluorescéncia, as amostras sio coradas com fluo-
rocromos para que emitam, ou devolvam, a luz. Contudo, em vez
da iluminag¢io do campo todo, na microscopia confocal um plano
de uma pequena regido da amostra ¢ iluminado com uma luz de
pequeno comprimento de onda (azul), que passa a luz devolvida
através de uma abertura alinhada com a regido iluminada. Cada
plano corresponde a uma imagem de um corte fino que foi fisica-
mente seccionado a partir de uma amostra. Os planos e as regides
sucessivos sdo iluminados até que toda a amostra tenha sido exa-
minada. Uma vez que a microscopia confocal utiliza um orificio
pequeno de abertura (pinhole), elimina o desfoque que ocorre com
outros microscopios. Como resultado, imagens bidimensionais ex-
cepcionalmente claras podem ser obtidas, com uma resolugio até
40% melhor que a dos outros microscépios.

A maioria dos microscépios confocais é utilizada em conjun-
to com computadores para construir imagens tridimensionais. Os
planos examinados de uma amostra, que lembram um arquivo
de imagens, sdo convertidos a um formato digital que pode ser
utilizado por um computador para construir uma representagio
tridimensional. As imagens reconstruidas podem ser movidas e
visualizadas em qualquer orientagdo. Essa técnica tem sido usada
para obter imagens tridimensionais de células inteiras e de com-
ponentes celulares (Figura 3.7). Além disso, a microscopia confo-
cal pode ser utilizada para avaliar a fisiologia celular, monitorando
as distribuicoes e as concentracdes de substincias como o ATP e
os fons calcio.

Microscopia de dois fétons

Da mesma maneira que na microscopia confocal, na microscopia
de dois fotons (MDF) as amostras sio coradas com um fluorocro-
mo. A microscopia de dois fétons utiliza uma luz de comprimento
de onda longo (vermelha), e dessa forma dois f6tons, em vez de um,
sd0 necessarios para excitar o fluorocromo para emitir luz. O com-
primento de onda mais longo permite a imagem de células vivas
em tecidos de até 1 mm de espessura (Figura 3.8). A microscopia
confocal pode formar imagens de células em detalhes somente a
uma espessura menor que 100 um. Além disso, o comprimento de
onda mais longo tem menor probabilidade de formar o oxigénio
singlet, que danifica as células (veja a pagina 161). Outra vantagem
da MDF ¢ que ela pode rastrear a atividade das células em tempo
real. Por exemplo, células do sistema imune foram observadas res-
pondendo a um antigeno.

MDF I m
Figura 3.8 Microscopia de dois fétons (MDF). Esse procedimento
torna possivel a obtengédo de imagens de células vivas de até 1 mm de espes-
sura em detalhes. Esta imagem mostra o movimento dos vacuolos alimentares
em um Paramecium vivo.

P Quais séo as vantagens da MDF?
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Microscopia actistica de varredura

A microscopia acustica de varredura (MAV) basicamente con-
siste em interpretar a agdo de uma onda sonora enviada através
de uma amostra. Uma onda sonora de uma frequéncia especifica
propaga-se através da amostra, e uma parte dessa onda ¢é refletida
de volta toda vez que atinge uma interface dentro do material. A
resolucéo ¢ de cerca de 1 um. A MAV é usada para estudar células
vivas aderidas a outra superficie, como células cancerigenas, placas
ateroscleréticas e biofilmes bacterianos que obstruem equipamen-
tos (Figura 3.9).

TESTE SEU CONHECIMENTO

»/ Em que as microscopias de campo claro, campo escuro, contraste de
fase e fluorescéncia sdo similares? 3-4

Microscopia eletronica

Objetos menores que 0,2 um, como virus ou estruturas internas
das células, devem ser examinados com um microscépio eletrd-
nico. Na microscopia eletronica, um feixe de elétrons é usado ao
invés da luz. Como a luz, os elétrons livres se deslocam em on-
das. A poténcia de resolugdo do microscépio eletronico é muito
maior que a dos outros microscdpios descritos até agora. A me-
lhor resolugdo dos microscopios eletronicos é devida aos com-
primentos de onda mais curtos dos elétrons; os comprimentos
de onda dos elétrons sdo cerca de 100 mil vezes menores que os
comprimentos de onda da luz visivel. Portanto, os microscopios
eletronicos sdo usados para examinar estruturas muito pequenas
para serem determinadas com microscopios opticos. As imagens
produzidas por microscépios eletronicos sdo sempre em preto e
branco, mas podem ser coloridas artificialmente para acentuar
certos detalhes.

Ao invés de usar lentes de vidro, um microscopio eletrdnico
utiliza lentes eletromagnéticas para focalizar um feixe de elétrons
na amostra. Existem dois tipos de microscopios eletréonicos: o mi-
croscopio eletrénico de transmissao e o microscépio eletronico de
varredura.

Microscopia eletrénica de transmissdo

No microscopio eletronico de transmissio (MET), um feixe de
elétrons finamente focalizado de um canhéo de elétrons passa atra-
vés de um corte ultrafino da amostra, especialmente preparado (Fi-
gura 3.10a). O feixe é focalizado em uma pequena drea da amostra
por uma lente de condensador eletromagnética, que realiza uma
funcdo aproximadamente igual & do condensador de um microsco-
pio dptico — direcionar o feixe de elétrons em uma linha reta para
iluminar a amostra.

Os microscopios eletronicos utilizam lentes eletromagnéticas
para controlar a iluminagéo, o foco e a ampliagdo. Ao invés de ser
colocada em uma lamina de vidro, como nos microscépios opticos,
aamostra normalmente é colocada sobre uma tela de cobre. O feixe
de elétrons passa através da amostra e entdo através de uma lente
objetiva eletromagnética, que amplia a imagem. Finalmente, os elé-
trons sdo focalizados por uma lente projetora eletromagnética (em
vez de uma lente ocular como no microscépio 6ptico) sobre uma
tela fluorescente ou placa fotogréfica. A imagem final, denominada

—
170 um

Figura 3.9 Microscopia actistica de varredura (MAV) de um bio-
filme bacteriano em uma lamina. A microscopia acustica de varredura
consiste essencialmente na interpretagé@o da agdo de ondas sonoras através da
amostra.

P Qual o principal uso da MAV?

micrografia eletrénica de transmissdo, aparece como muitas dreas
iluminadas e escuras, dependendo do nimero de elétrons absorvi-
dos pelas diferentes dreas da amostra.

Na prdtica, o microscopio eletronico de transmissdo pode de-
terminar objetos tdo proximos quanto 2,5 nm, e os objetos geral-
mente sdo ampliados de 10.000 a 100.000x. Como a maioria das
amostras microscdpicas é muito fina, o contraste entre as suas ul-
traestruturas e o fundo ¢ fraco. O contraste pode ser amplamente
aumentado utilizando-se um “corante” que absorve os elétrons e
produz uma imagem mais escura na regido corada. Sais de vérios
metais pesados, como o chumbo, o dsmio, o tungsténio e o urénio,
sdo comumente usados como corantes. Esses materiais podem ser
tixados na amostra (coloragdo positiva) ou usados para aumentar a
opacidade eletronica do campo circundante (coloragdo negativa). A
coloragio negativa é ttil para o estudo de amostras muito peque-
nas, como as particulas virais, os flagelos bacterianos e as moléculas
de proteina.

Além da coloragdo positiva e negativa, um micrébio pode ser
visualizado por uma técnica denominada projegio de sombras. Nes-
se procedimento, um metal pesado, como a platina ou o ouro, é
pulverizado em um angulo de 45°, para que atinja o micrdbio so-
mente por um lado. O metal se acumula de um lado da amostra, e
a drea ndo atingida no lado oposto da amostra deixa uma é4rea clara
atras dela, como uma sombra. Isso d4 um efeito tridimensional a
amostra e fornece uma ideia geral do tamanho e da forma da mes-
ma (veja MET na Figura 4.6, pagina 80).

A microscopia eletronica de transmissdo tem alta resolugio e
¢ extremamente valiosa para o exame de diferentes camadas das
amostras. Contudo, ela possui algumas desvantagens. Como os
elétrons possuem uma poténcia limitada de penetragdo, somente
um corte muito delgado de uma amostra (cerca de 100 nm) pode
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Figura 3.11 Microscopia de varredura por sonda. (a) Imagem da microscopia de tunela-

mento (MT) da proteina RecA de E. coli. Essa proteina esta envolvida no reparo do DNA. (b) Imagem
da microscopia de forga atdmica (MFA) da toxina perfringoglicina O de Clostridium perfringens. Essa

toxina promove a formagdo de buracos em membranas plasmaticas.

P Qual é o principio empregado na microscopia de varredura por sonda?

feixe eletronico primdrio. Esses elétrons passam através de lentes
eletromagnéticas e sdo dirigidos a superficie da amostra. O feixe
primario de elétrons arranca elétrons da superficie da amostra, e
os elétrons secunddrios produzidos sdo transmitidos a um cole-
tor de elétrons, amplificados e usados para produzir uma imagem
em uma tela ou chapa fotografica. Essa imagem ¢é chamada de
micrografia eletronica de varredura. Esse microscopio é especial-
mente util no estudo das estruturas de superficie de células intac-
tas e virus. Na pratica, ele pode determinar objetos tao proximos
quanto 10 nm, e os objetos geralmente sdo ampliados de 1.000 a
10.000x.

TESTE SEU CONHECIMENTO

o/ Por que 0s microscpios eletronicos tém uma resolucdo melhor do que
0S microscopios opticos? 3-5

Microscopia de varredura por sonda

Desde o inicio da década de 1980, varios novos tipos de micros-
copios, denominados microscopios de varredura por sonda,
tém sido desenvolvidos. Eles utilizam varios tipos de sondas para
examinar em escala muito préxima a superficie de uma amos-
tra sem modifica-la ou expod-la a radiacao de alta energia. Esses
microscépios podem ser usados para mapear formas atdmicas e
moleculares, caracterizar propriedades magnéticas e quimicas e
determinar as variagdes de temperatura no interior das células.
Dentre os novos microscopios de varredura por sonda estdo o
microscopio de tunelamento e o microscépio de forga atdmica,
discutidos a seguir.

Microscopia de tunelamento

A microscopia de tunelamento (MT) utiliza uma fina sonda me-
talica (tungsténio) que varre a amostra e produz uma imagem que
revela protuberancias e depressdes dos dtomos na superficie da
amostra (Figura 3.11a). A poténcia de resolu¢ao de uma MT é mui-
to maior que a de um microscopio eletronico, podendo determinar
detalhes que sdo apenas 1/100 do tamanho de um dtomo. Além dis-
$0, ndo ¢ necessaria uma preparagio especial da amostra para a ob-
servagdo. As MTs sdo usadas para fornecer imagens incrivelmente
detalhadas de moléculas como o DNA.

Microscopia de forca atdmica

Na microscopia de for¢a atomica (MFA), uma sonda de metal e
diamante é levemente pressionada sobre a superficie de uma amos-
tra. A medida que a sonda se move ao longo da superficie da amos-
tra, seus movimentos sdo registrados, e uma imagem tridimensio-
nal é produzida (Figura 3.11b). Assim como na MT, a MFA néo
requer uma preparagdo especial da amostra. A MFA ¢é usada para
fornecer imagens tanto de substancias bioldgicas (em detalhes a
nivel quase atdmico) (veja também a Figura 17.3b na pagina 480)
quanto de processos moleculares (como a montagem da fibrina,
um componente do coagulo sanguineo).

Os virios tipos de microscopia descritos anteriormente estao
resumidos na (paginas 66 a 68).

TESTE SEU CONHECIMENTO

o Para que a microscopia eletronica de transmiss&o é usada? E a micros-
copia de varredura por sonda? 3-6
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Tipo de microscépio

Optico
Campo claro

Campo escuro

Contraste de fase

Contraste com interferéncia
diferencial (CID)

Fluorescéncia

Caracteristicas Imagem caracteristica

Utiliza luz visivel como fonte de ilumi-
nacéo; ndo pode determinar estruturas
menores que 0,2 pm; a amostra apare-
ce contra um fundo claro. Barato e facil
de usar.

Paramecium

Utiliza um condensador especial com
um disco opaco que bloqueia a entrada
de luz diretamente na lente objetiva; a
luz refletida pela amostra entra na lente
objetiva, e a amostra aparece clara
contra um fundo preto.

Paramecium

Utiliza um condensador especial con-
tendo um diafragma anular (em forma
de anel). O diafragma permite que a luz
direta passe através do condensador,
focalizando a luz na amostra e em uma
placa de difracéo na lente objetiva.

Os raios de luz diretos e refletidos ou
difratados séo reunidos para produzir a
imagem. Néo € necessdria coloracdo.

Paramecium

Assim como o contraste de fase, utiliza
as diferengas nos indices de refracédo
para produzir imagens. Utiliza dois
feixes de luz separados por prismas; a
amostra aparece colorida como resul-
tado do efeito do prisma. Ndo € neces-
saria coloracéo.

Paramecium

Utiliza uma fonte de luz ultravioleta ou
quase ultravioleta que leva a emissdo
de luz de compostos fluorescentes (de
cor verde) em uma amostra.

Treponema pallidum

Principais usos

Observar vérias amostras coradas
e contar micrébios; ndo determina
amostras muito pequenas, como os
virus.

@ .

Examinar micro-organismos vivos que
sdo invisiveis na microscopia de cam-
po claro, que ndo se coram facilmente
ou que sdo distorcidos pela coloragéo;
frequentemente utilizado para detectar
Treponema pallidum no diagnéstico

da sifilis.

@ ..

Facilitar o exame detalhado das estru-
turas internas das amostras vivas.

@ .

Fornecer imagens tridimensionais.

@ ..

Para técnicas de fluorescéncia com
anticorpos (imunofluorescéncia), para
detectar e identificar rapidamente os
micrébios em tecidos ou amostras
clinicas.
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Tipo de microscépio

Confocal

Dois fétons

Acustica de varredura

Eletrénico
Transmissdo

Varredura

Caracteristicas

Utiliza um unico féton para iluminar um
plano da amostra de cada vez.

Utiliza dois fétons para iluminar a
amostra.

Utiliza uma onda sonora de frequéncia
especifica que atravessa a amostra,
com uma parte sendo refletida quando
ela atinge uma interface dentro do
material.

Utiliza um feixe de elétrons ao invés
de luz; os elétrons passam através da
amostra; devido ao comprimento de
onda mais curto dos elétrons, estru-
turas menores que 0,2 pm podem ser
determinadas. A imagem produzida é
bidimensional.

Utiliza um feixe de elétrons ao invés de
luz; os elétrons séo refletidos a partir
do espécime; devido ao comprimento
de onda mais curto dos elétrons, estru-
turas menores que 0,2 pm podem ser
determinadas. A imagem produzida é
tridimensional.

Imagem caracteristica

Paramecium

Paramecium

Biofilme

Paramecium

Paramecium

 c- [

vo- Jg

e
300 um
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Principais usos

Obter imagens bi e tridimensionais das
células para aplicaces biomédicas.

Formar imagens de células vivas, de
até 1 mm de espessura, reduzir a
fototoxicidade e observar a atividade
celular em tempo real.

Examinar células vivas aderidas a
outra superficie, como células can-
cerigenas, placas aterosclerdéticas e
biofilmes.

Examinar virus ou a ultraestrutura
interna em cortes delgados de células
(normalmente ampliadas em 10.000 a
100.000x).

Estudar as caracteristicas de super-
ficie das células e dos virus (normal-
mente ampliados em 1.000 a 10.000x).
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Tipo de microscépio Caracteristicas
Varredura por sonda
Tunelamento Utiliza uma fina sonda de metal que

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

Imagem caracteristica

Principais usos

Fornece imagens muito detalhadas
das moléculas no interior das células.

Proteina RecA MT
de E. coli 5nm

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

Forca atomica

Toxina perfringoglicina
O de Clostridium

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

@ .

perfringens

Preparacao de amostras para
microscopia dptica
OBJETIVOS DO APRENDIZADO

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

3-8 Explicar o propdsito da coloracdo simples.

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

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

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

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

Preparando esfregacos para coloracao

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

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

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

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

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

Coloracdes simples

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

TESTE SEU CONHECIMENTO

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

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

Coloracdes diferenciais

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

Coloracéo de Gram

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

Neste procedimento (Figura 3.12a),

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Bastonete

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

@ Avlicagéo de cristal
violeta (corante purpura)

(G

—Vibrido
(gram-negativo)

) S

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

Coloracéo alcool-acido resistente

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

©® Lavagem com élcool
(descoloracéo)

Legenda

[l cristal violeta

. lodo
[] Alcool

Safranina

Gram-positivo

Gram-negativo

@ Aplicagao de safranina
(contracorante)

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

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

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

No procedimento de coloragio dlcool-acido resistente,

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

@

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

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

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

TESTE SEU CONHECIMENTO

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

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

Coloracdes especiais

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

Coloracéo negativa para capsulas

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

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

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

Coloracéo para endosporos (esporos)

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

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

Coloracéo dos flagelos

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

TESTE SEU CONHECIMENTO

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

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

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

(a) Coloragao negativa. R —
5pum

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

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

Coloragao Principais usos

Simples (azul de metileno,
carbolfucsina, cristal violeta,

safranina) coloracdo.)

Diferencial
Gram

Endosporo /

(b) Coloragao para endosporos.

Flagelo

(c) Coloragéo para flagelos.

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

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

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

COor rosa.

Alcool-4cido resistente

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

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

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

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

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

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

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

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

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

se tornem visiveis microscopicamente quando corados com carbolfucsina.
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Unidades de medida (.55

1. A unidade-padrao de comprimento é o metro (m).
2. Os micro-organismos sio medidos em micréometros, um (10°m), e
nanometros, nm (10'9 m).

Microscopia: os instrumentos (p.55-69)

1. Um microscdpio simples possui uma lente; um microscépio compos-
to possui multiplas lentes.

Microscopia optica (p. 56, 58-62)

Microscopia optica composta (p. 56, 58, 59)

2. O microscopio mais comum usado em andlises
microbiolégicas é o microscépio dptico composto
(MO).

3. A ampliagdo total de um objeto é calculada mul-
tiplicando-se a ampliagdo da lente objetiva pela
ampliagio da lente ocular.

4. O microscdpio 6ptico composto utiliza luz visivel.

5. A resolugdo mdxima, ou poténcia de resolucdo (a capacidade de dis-
tinguir entre dois pontos), de um microscopio 6ptico composto é de
0,2 pum; a ampliagdo méxima é de 2.000x.

6. As amostras sdo coradas para aumentar a diferenga entre os indices de
refragdo da amostra e do meio.

7. O 6leo de imersio ¢é utilizado com lentes de imersao para reduzir a
perda de luz entre a lamina e a lente.

8. A iluminagdo em campo claro é utilizada para esfregagos corados.

9. As células ndo coradas sdo observadas de modo mais eficiente utili-
zando-se a microscopia de campo escuro, contraste de fase ou CID.

Microscopia de campo escuro (p. 59)
10. O microscopio de campo escuro mostra uma silhueta de luz de um
organismo contra um fundo escuro.
11. Esse tipo de microscopia é mais ttil para detectar a presenga de orga-
nismos extremamente pequenos.

Microscopia de contraste de fase (p. 59, 60)

12. Um microscopio de contraste de fase agrupa os raios de luz diretos e
refletidos ou difratados (em fase) para formar uma imagem da amos-
tra na lente ocular.

13. Este tipo de microscopia permite a observagdo detalhada de organis-
mos Vvivos.

Microscopia de contraste com interferéncia
diferencial (CID) (p. 60)
14. O microscopio CID fornece uma imagem tridimensional colorida do
objeto sendo observado.
15. Este tipo de microscopia permite uma observagdo detalhada dos orga-
nismos vivos.

Microscopia de fluorescéncia (p. 61, 62)

16. Na microscopia de fluorescéncia, as amostras sio primeiramente mar-
cadas com fluorocromos e entéo visualizadas através de um microsco-
pio composto utilizando-se uma fonte de luz ultravioleta.

17. Os micro-organismos aparecem como objetos luminosos contra um
fundo escuro.

RESUMO PARA ESTUDO

18. A microscopia de fluorescéncia ¢ usada principalmente em um pro-
cedimento diagnostico denominado técnica de anticorpo fluorescente
(FA) ou imunofluorescéncia.

Microscopia confocal (p. 62)

19. Na microscopia confocal, uma amostra é corada com um corante flu-
orescente, sendo entdo excitada com raios de luz de baixo compri-
mento de onda.

20. Utilizando um computador para o processamento das imagens, po-
dem-se obter imagens bi ou tridimensionais das células.

Microscopia de dois fétons (p.62)

21. Na microscopia de dois fétons, uma amostra viva é corada com um
corante fluorescente e excitada com raios de luz de comprimento de
onda longo.

Microscopia acitistica de varredura (p.63)

22. A microscopia acustica de varredura (MAV) tem como base a inter-
pretacio de ondas sonoras através de uma amostra.

23. Este tipo de microscopia ¢ utilizado para estudar células vivas aderi-
das a superficies, tais como células cancerigenas, placas ateroscleroti-
cas e biofilmes.

Microscopia eletrénica (p. 63-65)

24. Em vez de luz, um feixe de elétrons é utilizado em um microscdpio
eletronico.
25. Em vez de lentes de vidro, eletromagnetos controlam o foco, a ilumi-
nagéo e a ampliagéo.
26. Cortes delgados de organismos podem ser observados em uma micro-
grafia eletronica produzida utili-
zando-se um microscopio eletro-
nico de transmissio (MET).
Ampliagao: 10.000 a 100.000x.
Poténcia de resolugdo: 2,5 nm.
27. Imagens tridimensionais das su-
perficies de um micro-organis-
mo podem ser obtidas com um
microscopio eletronico de var-
redura (MEV). Ampliagao: 1.000
a 10.000x. Poténcia de resolucéo:
20 nm.

Microscopia de varredura por sonda (p. 65

28. A microscopia de tunelamento (MT) e microscopia de forga atdmica
(MFA) produzem imagens tridimensionais da superficie de uma mo-
lécula.

Preparacdo de amostras para microscopia
optica (p.63-72)

Preparando esfregacos para coloracédo (p. 68, 69)
1. Realizar uma coloragio significa corar um micro-organismo com um
corante para tornar algumas de suas estruturas mais visiveis.
2. A fixacéo utiliza calor ou dlcool para matar e aderir os micro-organis-
mos a uma lamina.
3. Um esfregaco ¢ um filme delgado de material utilizado para o exame
microscopico.



