
3 Observando 
Micro-organismos 
Através do Microscópio

Os micro-organismos são pequenos demais para serem vistos a olho nu, devendo ser observados 

através de um microscópio. O termo microscópio é derivado da palavra em latim micro, que significa 

pequeno, e da palavra em grego skopos, olhar. Os microbiologistas modernos utilizam microscópios 

que produzem, com grande clareza, ampliações que são milhares de vezes maiores do que as da 

lente única de van Leeuwenhoek (veja a Figura 1.2b na página 7). Este capítulo descreve como fun-

cionam os diferentes tipos de microscópios e por que um tipo pode ser utilizado preferencialmente 

a outro.

Alguns micróbios são mais facilmente observáveis que outros, devido ao seu tamanho maior ou a 

características. Muitos micróbios, entretanto, devem ser submetidos a vários procedimentos de co-

loração antes que suas paredes celulares, cápsulas e outras estruturas percam seu estado natural 

incolor. A última parte deste capítulo explica alguns dos métodos mais comumente utilizados na 

preparação de amostras para exame através de um microscópio óptico.

Você deve estar se perguntando como iremos classificar, contar e medir as 

amostras que serão estudadas. Para responder a essa pergunta, este capí-

tulo inicia com uma discussão sobre como utilizar o sistema métrico para 

medir os micróbios.

SOB O MICROSCÓPIO
Mycobacterium tuberculosis é o agente causador 
da tuberculose.

A coloração resistente a álcool-ácido do escarro 
de um paciente é um método rápido, confiável e 
barato para diagnosticar a tuberculose. Com qual 
cor as células bacterianas aparecem se o paciente 
tiver tuberculose?

Procure pela resposta neste capítulo.

P&R
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Unidades de medida
OBJETIVO DO APRENDIZADO
 3-1 Listar as unidades métricas utilizadas para medir os 

micro-organismos.

Como os micro-organismos e seus componentes são muito 
pequenos, eles são medidos em unidades que não são familiares 
para muitos de nós em nossa vida diária. Quando medimos os mi-
cro-organismos, utilizamos o sistema métrico. A unidade-padrão 
de comprimento no sistema métrico é o metro (m). Uma grande 
vantagem do sistema métrico é que as unidades estão relaciona-
das umas às outras por fatores de 10. Desse modo, 1 m equivale a 
10 decímetros (dm) ou 100 centímetros (cm) ou 1.000 milímetros 
(mm). As unidades do sistema de medida dos Estados Unidos não 
possuem a vantagem da fácil conversão por um único 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 são me-
didos em unidades ainda menores, como os micrômetros e os na-
nômetros. Um micrômetro (μm) é igual a 0,000001 m (10-6 m). O 
prefixo micro indica que a unidade seguinte deve ser dividida por 1 
milhão, ou 106 (veja a seção sobre Notação Exponencial no Apên-
dice B). Um nanômetro (nm) é igual a 0,000000001 m (10-9 m). 
Angström (Å) era usado antigamente para representar 10-10 m, ou 
0,1 nm.

A Tabela 3.1 apresenta as unidades métricas básicas de compri-
mento e alguns de seus equivalentes do sistema norte-americano. 
Na Tabela 3.1, você pode comparar as unidades microscópicas de 
medida com as unidades macroscópicas comumente conhecidas, 
como centímetros, metros e quilômetros. Se você examinar a Figu-
ra 3.2 na página 58, verá os tamanhos relativos de vários organis-
mos na escala métrica.

TESTE SEU CONHECIMENTO

3 Se um micróbio mede 10 μm de comprimento, o quanto isso é em na-

nômetros? 3-1

Microscopia: os instrumentos
OBJETIVOS DO APRENDIZADO
 3-2 Fazer um diagrama da trajetória da luz através de um microscópio 

composto.

 3-3 Definir ampliação total e resolução.

 3-4 Identificar um uso para as microscopias de campo escuro, de 

contraste de fase, de contraste por interferência diferencial, de 

fluorescência, confocal, de dois fótons e de varredura acústica, e 

compará-las com a iluminação de campo claro.

 3-5 Explicar qual a diferença entre a microscopia eletrônica e a 

microscopia óptica.

 3-6 Identificar um uso para os microscópios MET, MEV e o 

microscópio de varredura por sonda.

O microscópio simples utilizado por van Leeuwenhoek no sé-
culo XVII possuía 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 precisão que 
uma única lente podia ampliar um micróbio em 300 vezes. Seus 
microscópios simples permitiram que ele fosse a primeira pessoa a 
ver as bactérias (veja a Figura 1.2, página 7).

Os contemporâneos de van Leeuwenhoek, como Robert 
Hooke, construíram microscópios compostos, que possuem múlti-
plas lentes. Na verdade, é creditada a um fabricante holandês de bi-
nóculos, Zaccharias Janssen, a produção do primeiro microscópio 
composto por volta de 1600. Entretanto, esses microscópios com-
postos iniciais eram de pouca qualidade e não podiam ser usados 
para se observar bactérias. Foi somente em 1830 que um microscó-
pio significativamente melhor foi desenvolvido por Joseph Jackson 
Lister (o pai de Joseph Lister). Várias melhorias no microscópio de 
Lister resultaram no desenvolvimento do microscópio composto 
moderno, do tipo usado em laboratórios de microbiologia atual-
mente. Os estudos microscópicos de espécimes vivos revelaram in-
terações dramáticas entre os micróbios (veja o quadro Aplicações 
da Microbiologia na página 57).

Unidades métricas de comprimento e equivalentes dos Estados UnidosTabela 3.1

Unidade métrica Significado do prefixo Equivalente métrico Equivalente dos Estados Unidos

1 quilômetro (km) quilo = 1.000 1.000 m = 10
3
 m 3.280,84 pés ou 0,62 milhas; 1 milha = 1,61 km

1 metro (m) Unidade-padrão de medida 39,37 polegadas ou 3,28 pés ou 1,09 jardas

1 decímetro (dm) deci = 1/10 0,1 m = 10
-1
 m 3,94 polegadas

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

1 milímetro (mm) mili = 1/1.000 0,001 m = 10
-3
 m

1 micrômetro (μm) micro = 1/1.000.000 0,000001 m = 10
-6

1 nanômetro (nm) nano = 1/1.000.000.000 0,000000001 m = 10
-9
 m

1 picômetro (pm) pico = 1/1.000.000.000.000 0,000000000001 m = 10
-12

 m
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Microscopia óptica
Microscopia óptica refere-se ao uso de qualquer tipo de microscó-
pio que utilize luz para observar amostras. Neste capítulo examina-
remos vários tipos de microscopia óptica.

Microscopia óptica composta
Um microscópio óptico composto (MO) moderno possui uma série 
de lentes e utiliza a luz visível como fonte de iluminação (Figura 3.1a). 
Com um microscópio óptico 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 ampliação 
é 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 próximas da amostra. A 
imagem da amostra é novamente ampliada pela lente ocular.

Podemos calcular a ampliação total de uma amostra multipli-
cando a ampliação (alcance) da lente objetiva pela ampliação (al-
cance) da lente ocular. A maior parte dos microscópios utilizados 

em microbiologia possui várias lentes objetivas, incluindo 10× (bai-
xo alcance), 40× (alto alcance) e 100× (imersão em óleo, que será 
descrita em breve). A maioria das lentes oculares amplia as amos-
tras por um fator de 10. Multiplicando-se a ampliação de uma lente 
objetiva específica pela ampliação da lente ocular, veremos que a 
ampliação total seria de 100× para as lentes de baixo alcance, 400× 
para as de alto alcance e 1.000× para a imersão em óleo. Alguns 
microscópios ópticos compostos podem alcançar uma ampliação 
de 2.000× com as lentes de imersão em óleo.

A resolução (também chamada de potência de resolução) é a 
capacidade das lentes de diferenciar detalhes e estruturas. Especifi-
camente, refere-se à capacidade das lentes de diferenciar entre dois 
pontos separados a uma determinada distância. Por exemplo, se 
um microscópio possui uma potência de resolução de 0,4 nm, pode 
distinguir entre dois pontos se eles estiverem separados por uma 
distância de pelo menos 0,4 nm. Um princípio geral da microscopia 
é que, quanto mais curto o comprimento de onda da luz utilizada 
no instrumento, maior a resolução. A luz branca utilizada em um 
microscópio óptico composto possui um comprimento de onda re-
lativamente longo e não pode determinar estruturas menores que 
0,2 μm. Esse fato e outras considerações práticas limitam a amplia-

b) Trajetória da luz (de baixo para cima)

Linha de visão
Lente ocular

Trajetória da luz
Prisma

Corpo

Lentes
objetivas

Amostra

Lentes do
condensador

Iluminador

Base com
fonte de luz

Braço

Parafuso macrométrico
(foco grosseiro)

Parafuso micrométrico
(ajuste fino do foco)

Lente Ocular 
Amplia a
imagem
formada pela
lente objetiva

Corpo Transmite a imagem
da lente objetiva para
a lente ocular

Lentes Objetivas 
Lentes primárias que
ampliam a amostra

Charriot Mantém
a lâmina do
microscópio na posição

Diafragma Controla a quantidade
de luz que entra no condensador

Iluminador Fonte de luz

Base

Condensador Focaliza
a luz através da amostra

a) Principais partes e funções

Figura 3.1 O microscópio óptico composto.

P Como é calculada a ampliação total de um microscópio óptico composto?
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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-

nização multicelular (Figura A).

Pseudomonas aeruginosa pode crescer den-

tro de um ser humano sem causar doença até 

formar um biofilme que ataca o sistema imune 

do hospedeiro. As bactérias P. aeruginosa forma-

doras de biofilme colonizam os pulmões de pa-

cientes com fibrose cística e são uma das princi-

pais causas de morte nesses pacientes (Figura 
B). Talvez os biofilmes que causam doenças 

possam ser prevenidos por novas drogas que 

destroem o indutor (discutido em breve).

Mixobactérias
As mixobactérias são encontradas em material 

orgânico em decomposição e água doce em 

todo o mundo. Embora sejam bactérias, muitas 

nunca existem como células individuais. As cé-

lulas de Myxococcus xanthus parecem “caçar” 

em grupos. Em seu habitat aquoso natural, as 

células de M. xanthus formam colônias esféri-

cas que cercam a “presa” (uma bactéria), onde 

podem secretar enzimas digestivas e absorver 

nutrientes. Em substratos sólidos, células de 

mixobactérias deslizam sobre uma superfície 

sólida, deixando rastros de muco que são 

seguidos por outras células. Quando a comi-

da está escassa, as células se agregam para 

formar uma massa. As células no interior da 

massa se diferenciam em corpos de frutifica-

ção que consistem em pedúnculos mucosos e 

arranjos de esporos, como mostrado na Figura 
C.

Vibrio
Vibrio fischeri é uma bactéria bioluminescente 

que vive como um simbionte no órgão produtor 

de luz da lula e de certos peixes. Quando em 

vida livre, as bactérias encontram-se em baixa 

concentração e não emitem luz. Entretanto, 

quando crescem em seus hospedeiros, são en-

contradas em altas concentrações, e cada cé-

lula é induzida a produzir a enzima luciferase, 

usada na via química da bioluminescência.

Como funciona o comportamento de 
grupos bacterianos
A densidade celular altera a expressão de ge-

nes nas células bacterianas em um processo 

denominado quorum sensing (sensor de quo-

rum). Na lei, um quorum representa o número 

mínimo de membros necessários para conduzir 

as negociações. 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 sinalização química denomina-

da indutor. À medida que o indutor se difunde 

para o meio circundante, outras células bac-

terianas movimentam-se em direção à fonte e 

começam a produzir o indutor. A concentração 

do indutor aumenta de acordo com o aumento 

do número de células, que, por sua vez, atraem 

mais células e iniciam a síntese de mais indu-

tor.

APLICAÇÕES DA MICROBIOLOGIA

O que é este limo?

 µ10   m

MEV

Figura A Paenibacillus. À medida que uma pe-

quena colônia se afasta da colônia parental, outros 

grupos de células seguem a primeira colônia. Logo, 

todas as outras bactérias juntam-se ao deslocamen-

to para formar essa colônia espiralada.

 µ5   m

MO

Figura B Biofilme de Pseudomonas aeruginosa.

Figura C Um corpo de frutificação de 

uma mixobactéria.
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ção obtida até mesmo pelo melhor microscópio óptico composto 
a cerca de 2.000×. Comparando, os microscópios de van Leeuwe-
nhoek possuíam uma resolução de 1 μm.

A Figura 3.2 apresenta várias amostras que podem ser visuali-
zadas pelo olho humano, pelo microscópio óptico e pelo microscó-
pio eletrônico.

Para se obter uma imagem clara e finalmente detalhada em 
um microscópio óptico composto, as amostras devem ser prepa-
radas para contrastarem nitidamente com o seu meio (substância 
na qual elas estão suspensas). Para atingir esse contraste, deve-
mos alterar o índice de refração das amostras em relação ao ín-
dice de seu meio. O índice de refração é a medida da capacidade 

FIGURA FUNDAMENTAL 

Conceito-chave

100 µm

Esta área em amarelo mostra a variação 
de tamanho da maioria dos organismos 
estudados neste livro.

Figura 3.2

Tamanhos e resoluções

Esta figura ilustra dois conceitos: 1) os tamanhos relativos de várias amostras, e 2) a resolução do olho 

humano e de diversos microscópios. As micrografias incluídas em todo o livro (como as apresentadas a 

seguir) apresentarão escalas de referência e símbolos para ajudá-lo a identificar o tamanho real da amostra e 

o tipo de microscópio utilizado na imagem. Um símbolo vermelho indica que a micrografia foi colorida 

artificialmente. Veja a Tabela 3.2 nas páginas 66 a 68 para mais explicações.

1 µm
MEV 

50 nm

0,1 nm10 pm

Hélice
dupla
de DNA

Microscópio de
força atômica (MFA)

1 nm a 10 nm
Microscópio óptico (MO)

200 nm a 10 mm

Microscópio eletrônico de transmissão (MET)
10 pm a 100   m

Microscópio eletrônico de varredura (MEV)
10 nm a 1 mm

Olho nu
200   m

Bacteriófagos
T (vírus)

Bactéria
E. coli

Hemácias 

Carrapato Tamanho real

1 nm 10 nm 100 nm 1 mm 1 cm 0,1 m 1 m

MFA

50 nm

1 µm 10 µm

 µ

 µ

MET

4 µm
MO

Os microscópios são usados para 
ampliar objetos pequenos. Como 
diferentes microscópios possuem 
diferentes faixas de resolução, o 
tamanho da amostra determina qual 
microscópio pode ser utilizado para 
que a amostra seja visualizada 
efetivamente. 
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de curvatura da luz em um meio. Alteramos o índice de refração 
das amostras por coloração, um procedimento que discutiremos 
em breve. Os raios de luz se movem em uma linha reta através de 
um meio único. Após a coloração, quando os raios de luz passam 
através dos dois materiais (a amostra e seu meio) com diferentes 
índices de refração, os raios mudam de direção (sofrem refração) 
a partir de uma linha reta, se curvando ou mudando o ângulo no 
limite entre os materiais, aumentando o contraste da imagem en-
tre a amostra e o meio. À medida que os raios de luz seguem para 
longe das amostras, eles se espalham e entram na lente objetiva, e 
a imagem é assim ampliada.

Para alcançar uma alta ampliação (1.000×) com boa resolução, 
a lente objetiva deve ser pequena. Embora necessitemos que a luz 
percorra a amostra e o meio para ser refratada de modo diferente, 
não desejamos perder os raios de luz após a sua passagem através da 
amostra corada. Para preservar a direção dos raios de luz na maior 
ampliação, óleo de imersão é colocado entre a lâmina de vidro e a 
lente objetiva de imersão (Figura 3.3). O óleo de imersão possui o 
mesmo índice de refração que o vidro, e dessa forma torna-se parte 
da óptica do vidro do microscópio. A menos que o óleo de imersão 
seja utilizado, os raios de luz são refratados à medida que penetram 
no ar sobre a lâmina, e a lente objetiva precisaria ter um diâmetro 
maior para capturar a maior parte deles. O óleo possui o mesmo 
efeito que o aumento do diâmetro da lente objetiva; portanto, ele 
melhora a potência de resolução das lentes. Se o óleo não for usa-
do com uma lente objetiva de imersão, a imagem torna-se borrada, 
com baixa resolução.

Sob condições normais de funcionamento, o campo de visão 
em um microscópio óptico composto é claramente iluminado. Ao 
focalizar a luz, o condensador produz uma iluminação de campo 
claro (Figura 3.4a).

Nem sempre é desejável corar uma amostra. Entretanto, uma 
célula não corada possui pouco contraste em relação a o que a cer-
ca, sendo assim difícil de ser visualizada. Células não coradas são 
mais facilmente observadas com os microscópios compostos modi-
ficados descritos na próxima seção.

TESTE SEU CONHECIMENTO

3 Através de quais lentes a luz passa em um microscópio compos-

to? 3-2

3 O que significa quando o microscópio possui uma resolução de 

0,2 nm? 3-3

Microscopia de campo escuro
Um microscópio de campo escuro é utilizado para examinar mi-
cro-organismos vivos que são invisíveis ao microscópio óptico co-
mum, que não podem ser corados por métodos-padrão ou que são 
tão distorcidos pela coloração que suas características não podem 
ser identificadas. Em vez do condensador normal, um microscó-
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 é refletida para 
fora (devolvida) da amostra entra na lente objetiva. Uma vez que 
não há luz de fundo direta, a amostra aparece iluminada contra um 
fundo preto – o campo escuro (Figura 3.4b). Essa técnica é frequen-

temente utilizada para examinar micro-organismos não corados 
suspensos em líquido. Uma utilização da microscopia de campo 
escuro é o exame de espiroquetas muito finas, como o Treponema 
pallidum, o agente causador da sífilis.

Microscopia de contraste de fase
Outro modo de se observar micro-organismos é com um micros-
cópio de contraste de fase. A microscopia de contraste de fase é es-
pecialmente útil, pois permite um exame detalhado das estruturas 
internas de micro-organismos vivos. Além disso, não é necessária a 
fixação (fixar os micróbios à lâmina do microscópio) ou a colora-
ção da amostra – procedimentos que poderiam distorcer ou matar 
os micro-organismos.

O princípio 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 reforço (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-
terferência (escuridão relativa). Em um microscópio de contraste 
de fase, um conjunto de raios luminosos sai diretamente da fonte 

Lentes objetivas
em óleo de imersão

Óleo de
imersão

Luz não
refratada

Sem o óleo de imersão,
a maior parte da luz é
refletida e perdida

Lâmina de vidro

Lentes do
condensador

Diafragma da íris

Fonte de luz

Condensador

Ar

Figura 3.3 Refração no microscópio composto, utilizando uma 
lente objetiva em óleo de imersão. Como os índices de refração da lâmi-

na de vidro e do óleo de imersão são os mesmos, os raios de luz não são refra-

tados quando passam de um meio para o outro, quando uma lente objetiva em 

óleo de imersão é usada. Este método produz imagens com melhor resolução 

em ampliações maiores que 900×.

P O que significa resolução?
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de luz. O outro conjunto é derivado da luz que é refletida ou difra-
tada de uma estrutura particular na amostra. (Difração é a dispersão 
dos raios luminosos quando eles “tocam” a borda de uma amostra. 
Os raios difratados são 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 – são reunidos, 
formam uma imagem da amostra na lente ocular, contendo áreas 
que são relativamente claras (em fase) e vários 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 
interferência diferencial
A microscopia de contraste com interferência diferencial (CID) 
é similar à microscopia de contraste de fase, pois utiliza as diferen-
ças nos índices de refração. Entretanto, um microscópio CID utiliza 
dois feixes de luz em vez de um. Além disso, prismas separam cada 
feixe de luz, adicionando cores contrastantes à amostra. Assim, a 
resolução de um microscópio CID é maior que a de um microscó-
pio de contraste de fase padrão. A imagem também apresenta cores 
brilhantes e parece quase tridimensional (Figura 3.5).

a) Campo claro (No alto) A trajetória da luz 
na microscopia de campo claro e o tipo de 
iluminação produzida pelos microscópios 
ópticos compostos comuns. (Acima) A 
iluminação de campo claro mostra as 
estruturas internas e o contorno da película 
transparente (revestimento externo).

b) Campo escuro (No alto) O microscópio 
de campo escuro utiliza um condensador 
especial com um disco opaco que elimina 
toda a luz no centro do feixe. A única luz que 
atinge a amostra vem em ângulo; assim, 
somente a luz refletida pela amostra (raios 
azuis) alcança a lente objetiva. (Acima) 
Contra o fundo preto visto na microscopia de 
campo escuro, as bordas da célula estão 
brilhantes, algumas estruturas internas 
parecem brilhar e a película é quase visível. 

c) Contraste de fase (No alto) Na microscopia 
de contraste de fase, a amostra é iluminada 
pela luz que passa através de um diafragma 
anular (em forma de anel). Os raios de luz 
diretos (inalterados pela amostra) percorrem 
uma trajetória diferente dos raios luminosos 
que são refletidos ou difratados à medida que 
passam através da amostra. Esses dois 
conjuntos de raios são combinados no olho. A 
luz refletida ou difratada é indicada em azul; 
os raios diretos estão em vermelho. (Acima) A 
microscopia de contraste de fase mostra uma 
diferenciação maior das estruturas internas e 
também mostra claramente a película. 

Olho

Luz

Lente ocular

Lente objetiva

Amostra

Lente do condensador

Olho

Somente a luz refletida
pela amostra é capturada
pela lente objetiva

Disco opaco

Olho

Luz

Lente ocular

Placa de difração

Lente objetiva

Luz não difratada
(inalterada pela amostra)

Luz refratada ou difratada
(alterada pela amostra)

Amostra

Lente do condensador

Diafragma anular

Luz não refletida

Luz

20 µm 20 µm 20 µm
MO MO MO 

Figura 3.4 Microscopia de campo claro, campo escuro e contraste de fase. As ilustra-

ções mostram as diferentes trajetórias de luz de cada um desses tipos de microscopia. As fotografias 

comparam o mesmo espécime de Paramecium utilizando essas três diferentes técnicas de microscopia.

P Quais são as vantagens da microscopia de campo claro, campo escuro e contraste de fase?
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Microscopia de fluorescência
A microscopia de fluorescência vale-se da fluorescência, a capa-
cidade das substâncias de absorver curtos comprimentos de ondas 
de luz (ultravioleta) e produzir luz em um comprimento de onda 
maior (visível). Alguns organismos fluorescem naturalmente sob 
iluminação ultravioleta; se a amostra que será visualizada não flu-
orescer naturalmente, ela pode ser corada com um grupo de co-
rantes fluorescentes denominados fluorocromos. Quando os micro-
-organismos corados com um fluorocromo são examinados sob um 
microscópio de fluorescência, com uma fonte de luz ultravioleta ou 
próxima da ultravioleta, eles parecem luminosos, objetos brilhantes 
contra um fundo escuro.

Os fluorocromos possuem atrações especiais por diferentes 
micro-organismos. Por exemplo, o fluorocromo auramina O, que 
apresenta um brilho amarelo quando exposto à 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-maçã quando corado com outro fluorocromo, o 
isotiocianato de fluoresceína (FITC).

O principal uso da microscopia de fluorescência é uma técnica 
diagnóstica denominada técnica de anticorpo fluorescente (AF) 
ou imunofluorescência. Os anticorpos são moléculas de defesa 
natural que são produzidas pelos seres humanos e muitos animais 
em reação a uma substância estranha, ou antígeno. Os anticorpos 
fluorescentes para um antígeno específico são obtidos da seguinte 
forma: um animal é injetado com um antígeno específico, como 
uma bactéria; o animal então começa a produzir anticorpos con-
tra aquele antígeno. Após um período suficiente, os anticorpos são 
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 são então adicionados a uma 

25 µm
MO 

Figura 3.5 Microscopia de contraste com interferência diferen-
cial (CID). Assim como no contraste de fase, a CID utiliza as diferenças 

nos índices de refração para produzir uma imagem, neste caso o protozoário 

Paramecium. As cores na imagem são produzidas por prismas que dividem os 

dois feixes de luz usados neste processo.

P Por que a resolução de um microscópio CID é maior que a de um mi-
croscópio de contraste de fase?

(b) 

Anticorpos Fluorocromo

Anticorpos
combinados
ao fluorocromo

Bactéria desconhecida 
Moléculas de antígeno
da superfície da célula

Célula bacteriana com anticorpos ligados,
combinados ao fluorocromo

(a)

5 µm
MO

Figura 3.6 O princípio da imunofluorescência. (a) Um tipo de 

fluorocromo é combinado a anticorpos contra um tipo específico de bactéria. 

Quando a preparação é adicionada às células bacterianas em uma lâmina, os 

anticorpos se fixam às células bacterianas, e as células fluorescem quando ilu-

minadas com luz ultravioleta. (b) No teste de absorção de anticorpo treponê-

mico fluorescente (FTA-ABS) para a sífilis mostrado aqui, o Treponema pallidum 

é evidenciado como células verdes contra um fundo escuro.

P Por que as outras bactérias não fluorescem no teste FTA-ABS?
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lâmina de microscópio contendo uma bactéria desconhecida. Se 
essa bactéria desconhecida for a mesma bactéria que foi injetada 
no animal, os anticorpos fluorescentes se ligarão aos antígenos na 
superfície da bactéria, fazendo com que ela fluoresça.

Essa técnica pode detectar bactérias e outros micro-orga-
nismos patogênicos, mesmo dentro de células, tecidos ou outras 
amostras clínicas (Figura 3.6b). Além disso, pode ser utilizada para 
identificar um micróbio em minutos. A imunofluorescência é es-
pecialmente útil no diagnóstico da sífilis e da raiva. Discutiremos 
mais sobre as reações antígeno-anticorpo e sobre imunofluorescên-
cia no Capítulo 18.

Microscopia confocal
Microscopia confocal é uma técnica na microscopia óptica uti-
lizada para reconstruir imagens tridimensionais. Assim como na 
microscopia de fluorescência, as amostras são coradas com fluo-
rocromos para que emitam, ou devolvam, a luz. Contudo, em vez 
da iluminação do campo todo, na microscopia confocal um plano 
de uma pequena região da amostra é iluminado com uma luz de 
pequeno comprimento de onda (azul), que passa a luz devolvida 
através de uma abertura alinhada com a região 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 regiões 
sucessivos são iluminados até que toda a amostra tenha sido exa-
minada. Uma vez que a microscopia confocal utiliza um orifício 
pequeno de abertura (pinhole), elimina o desfoque que ocorre com 
outros microscópios. Como resultado, imagens bidimensionais ex-
cepcionalmente claras podem ser obtidas, com uma resolução até 
40% melhor que a dos outros microscópios.

A maioria dos microscópios confocais é utilizada em conjun-
to com computadores para construir imagens tridimensionais. Os 
planos examinados de uma amostra, que lembram um arquivo 
de imagens, são convertidos a um formato digital que pode ser 
utilizado por um computador para construir uma representação 
tridimensional. As imagens reconstruídas podem ser movidas e 
visualizadas em qualquer orientação. 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 distribuições e as concentrações de substâncias como o ATP e 
os íons cálcio.

Microscopia de dois fótons
Da mesma maneira que na microscopia confocal, na microscopia 
de dois fótons (MDF) as amostras são coradas com um fluorocro-
mo. A microscopia de dois fótons utiliza uma luz de comprimento 
de onda longo (vermelha), e dessa forma dois fótons, em vez de um, 
são necessários 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 μm. Além disso, o comprimento de 
onda mais longo tem menor probabilidade de formar o oxigênio 
singlet, que danifica as células (veja a página 161). Outra vantagem 
da MDF é que ela pode rastrear a atividade das células em tempo 
real. Por exemplo, células do sistema imune foram observadas res-
pondendo a um antígeno.

20 µm
CF 

Figura 3.7 Microscopia confocal. A microscopia confocal pro-

duz imagens tridimensionais e pode ser usada para examinar o interior de 

células. Nesta figura são mostrados vacúolos contráteis no Paramecium 
multimicronucleatum.

P Que característica da microscopia confocal elimina o desfoque que 
ocorre com outros microscópios?

 µ20   m
MDF

Vacúolos
alimentares

Figura 3.8 Microscopia de dois fótons (MDF). Esse procedimento 

torna possível a obtenção de imagens de células vivas de até 1 mm de espes-

sura em detalhes. Esta imagem mostra o movimento dos vacúolos alimentares 

em um Paramecium vivo.

P Quais são as vantagens da MDF?
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Microscopia acústica de varredura
A microscopia acústica de varredura (MAV) basicamente con-
siste em interpretar a ação de uma onda sonora enviada através 
de uma amostra. Uma onda sonora de uma frequência específica 
propaga-se através da amostra, e uma parte dessa onda é refletida 
de volta toda vez que atinge uma interface dentro do material. A 
resolução é de cerca de 1 μm. A MAV é usada para estudar células 
vivas aderidas a outra superfície, como células cancerígenas, placas 
ateroscleróticas e biofilmes bacterianos que obstruem equipamen-
tos (Figura 3.9).

TESTE SEU CONHECIMENTO

3 Em que as microscopias de campo claro, campo escuro, contraste de 

fase e fluorescência são similares? 3-4

Microscopia eletrônica
Objetos menores que 0,2 μm, como vírus ou estruturas internas 
das células, devem ser examinados com um microscópio eletrô-
nico. Na microscopia eletrônica, um feixe de elétrons é usado ao 
invés da luz. Como a luz, os elétrons livres se deslocam em on-
das. A potência de resolução do microscópio eletrônico é muito 
maior que a dos outros microscópios descritos até agora. A me-
lhor resolução dos microscópios eletrônicos é devida aos com-
primentos de onda mais curtos dos elétrons; os comprimentos 
de onda dos elétrons são cerca de 100 mil vezes menores que os 
comprimentos de onda da luz visível. Portanto, os microscópios 
eletrônicos são usados para examinar estruturas muito pequenas 
para serem determinadas com microscópios ópticos. As imagens 
produzidas por microscópios eletrônicos são sempre em preto e 
branco, mas podem ser coloridas artificialmente para acentuar 
certos detalhes.

Ao invés de usar lentes de vidro, um microscópio eletrônico 
utiliza lentes eletromagnéticas para focalizar um feixe de elétrons 
na amostra. Existem dois tipos de microscópios eletrônicos: o mi-
croscópio eletrônico de transmissão e o microscópio eletrônico de 
varredura.

Microscopia eletrônica de transmissão
No microscópio eletrônico de transmissão (MET), um feixe de 
elétrons finamente focalizado de um canhão de elétrons passa atra-
vés de um corte ultrafino da amostra, especialmente preparado (Fi-
gura 3.10a). O feixe é focalizado em uma pequena área da amostra 
por uma lente de condensador eletromagnética, que realiza uma 
função aproximadamente igual à do condensador de um microscó-
pio óptico – direcionar o feixe de elétrons em uma linha reta para 
iluminar a amostra.

Os microscópios eletrônicos utilizam lentes eletromagnéticas 
para controlar a iluminação, o foco e a ampliação. Ao invés de ser 
colocada em uma lâmina de vidro, como nos microscópios ópticos, 
a amostra normalmente é colocada sobre uma tela de cobre. O feixe 
de elétrons passa através da amostra e então através de uma lente 
objetiva eletromagnética, que amplia a imagem. Finalmente, os elé-
trons são focalizados por uma lente projetora eletromagnética (em 
vez de uma lente ocular como no microscópio óptico) sobre uma 
tela fluorescente ou placa fotográfica. A imagem final, denominada 

micrografia eletrônica de transmissão, aparece como muitas áreas 
iluminadas e escuras, dependendo do número de elétrons absorvi-
dos pelas diferentes áreas da amostra.

Na prática, o microscópio eletrônico de transmissão pode de-
terminar objetos tão próximos quanto 2,5 nm, e os objetos geral-
mente são ampliados de 10.000 a 100.000×. Como a maioria das 
amostras microscópicas é muito fina, o contraste entre as suas ul-
traestruturas e o fundo é fraco. O contraste pode ser amplamente 
aumentado utilizando-se um “corante” que absorve os elétrons e 
produz uma imagem mais escura na região corada. Sais de vários 
metais pesados, como o chumbo, o ósmio, o tungstênio e o urânio, 
são comumente usados como corantes. Esses materiais podem ser 
fixados na amostra (coloração positiva) ou usados para aumentar a 
opacidade eletrônica do campo circundante (coloração negativa). A 
coloração negativa é útil para o estudo de amostras muito peque-
nas, como as partículas virais, os flagelos bacterianos e as moléculas 
de proteína.

Além da coloração positiva e negativa, um micróbio pode ser 
visualizado por uma técnica denominada projeção de sombras. Nes-
se procedimento, um metal pesado, como a platina ou o ouro, é 
pulverizado em um ângulo de 45o, para que atinja o micróbio so-
mente por um lado. O metal se acumula de um lado da amostra, e 
a área não atingida no lado oposto da amostra deixa uma área clara 
atrás dela, como uma sombra. Isso dá um efeito tridimensional à 
amostra e fornece uma ideia geral do tamanho e da forma da mes-
ma (veja MET na Figura 4.6, página 80).

A microscopia eletrônica de transmissão tem alta resolução e 
é extremamente valiosa para o exame de diferentes camadas das 
amostras. Contudo, ela possui algumas desvantagens. Como os 
elétrons possuem uma potência limitada de penetração, somente 
um corte muito delgado de uma amostra (cerca de 100 nm) pode 

170 µm
MAV

Figura 3.9 Microscopia acústica de varredura (MAV) de um bio-
filme bacteriano em uma lâmina. A microscopia acústica de varredura 

consiste essencialmente na interpretação da ação de ondas sonoras através da 

amostra.

P Qual o principal uso da MAV?
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feixe eletrônico primário. Esses elétrons passam através de lentes 
eletromagnéticas e são dirigidos à superfície da amostra. O feixe 
primário de elétrons arranca elétrons da superfície da amostra, e 
os elétrons secundários produzidos são transmitidos a um cole-
tor de elétrons, amplificados e usados para produzir uma imagem 
em uma tela ou chapa fotográfica. Essa imagem é chamada de 
micrografia eletrônica de varredura. Esse microscópio é especial-
mente útil no estudo das estruturas de superfície de células intac-
tas e vírus. Na prática, ele pode determinar objetos tão próximos 
quanto 10 nm, e os objetos geralmente são ampliados de 1.000 a 
10.000×.

TESTE SEU CONHECIMENTO

3 Por que os microscópios eletrônicos têm uma resolução melhor do que 

os microscópios ópticos? 3-5

Microscopia de varredura por sonda
Desde o início da década de 1980, vários novos tipos de micros-
cópios, denominados microscópios de varredura por sonda, 
têm sido desenvolvidos. Eles utilizam vários tipos de sondas para 
examinar em escala muito próxima a superfície de uma amos-
tra sem modificá-la ou expô-la à radiação de alta energia. Esses 
microscópios podem ser usados para mapear formas atômicas e 
moleculares, caracterizar propriedades magnéticas e químicas e 
determinar as variações de temperatura no interior das células. 
Dentre os novos microscópios de varredura por sonda estão o 
microscópio de tunelamento e o microscópio de força atômica, 
discutidos a seguir.

Microscopia de tunelamento
A microscopia de tunelamento (MT) utiliza uma fina sonda me-
tálica (tungstênio) que varre a amostra e produz uma imagem que 
revela protuberâncias e depressões dos átomos na superfície da 
amostra (Figura 3.11a). A potência de resolução de uma MT é mui-
to maior que a de um microscópio eletrônico, podendo determinar 
detalhes que são apenas 1/100 do tamanho de um átomo. Além dis-
so, não é necessária uma preparação especial da amostra para a ob-
servação. As MTs são usadas para fornecer imagens incrivelmente 
detalhadas de moléculas como o DNA.

Microscopia de força atômica
Na microscopia de força atômica (MFA), uma sonda de metal e 
diamante é levemente pressionada sobre a superfície de uma amos-
tra. À medida que a sonda se move ao longo da superfície da amos-
tra, seus movimentos são registrados, e uma imagem tridimensio-
nal é produzida (Figura 3.11b). Assim como na MT, a MFA não 
requer uma preparação especial da amostra. A MFA é usada para 
fornecer imagens tanto de substâncias biológicas (em detalhes a 
nível quase atômico) (veja também a Figura 17.3b na página 480) 
quanto de processos moleculares (como a montagem da fibrina, 
um componente do coágulo sanguíneo).

Os vários tipos de microscopia descritos anteriormente estão 
resumidos na Tabela 3.2 (páginas 66 a 68).

TESTE SEU CONHECIMENTO

3 Para que a microscopia eletrônica de transmissão é usada? E a micros-

copia de varredura por sonda? 3-6

(a)
12 nm

(b) 
50 µm

MT MFA

Figura 3.11 Microscopia de varredura por sonda. (a) Imagem da microscopia de tunela-

mento (MT) da proteína RecA de E. coli. Essa proteína está envolvida no reparo do DNA. (b) Imagem 

da microscopia de força atômica (MFA) da toxina perfringoglicina O de Clostridium perfringens. Essa 

toxina promove a formação de buracos em membranas plasmáticas.

P Qual é o princípio empregado na microscopia de varredura por sonda?
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Resumo dos vários tipos de microscópioTabela 3.2

Tipo de microscópio Características Imagem característica Principais usos

Óptico
Campo claro Utiliza luz visível como fonte de ilumi-

nação; não pode determinar estruturas 

menores que 0,2 μm; a amostra apare-

ce contra um fundo claro. Barato e fácil 

de usar.

Paramecium 
25 µm

MO

Observar várias amostras coradas 

e contar micróbios; não determina 

amostras muito pequenas, como os 

vírus.

Campo escuro 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.

25 µm
Paramecium MO

Examinar micro-organismos vivos que 

são invisíveis na microscopia de cam-

po claro, que não se coram facilmente 

ou que são distorcidos pela coloração; 

frequentemente utilizado para detectar 

Treponema pallidum no diagnóstico 

da sífilis.

Contraste de fase 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 difração na lente objetiva. 

Os raios de luz diretos e refletidos ou 

difratados são reunidos para produzir a 

imagem. Não é necessária coloração.

Paramecium 
25 µm

MO

Facilitar o exame detalhado das estru-

turas internas das amostras vivas.

Contraste com interferência 

diferencial (CID)

Assim como o contraste de fase, utiliza 

as diferenças nos índices de refração 

para produzir imagens. Utiliza dois 

feixes de luz separados por prismas; a 

amostra aparece colorida como resul-

tado do efeito do prisma. Não é neces-

sária coloração.

25 µm
Paramecium MO

Fornecer imagens tridimensionais.

Fluorescência Utiliza uma fonte de luz ultravioleta ou 

quase ultravioleta que leva à emissão 

de luz de compostos fluorescentes (de 

cor verde) em uma amostra.

Treponema pallidum 
5 µm

MO

Para técnicas de fluorescência com 

anticorpos (imunofluorescência), para 

detectar e identificar rapidamente os 

micróbios em tecidos ou amostras 

clínicas.
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Resumo dos vários tipos de microscópioTabela 3.2

Tipo de microscópio Características Imagem característica Principais usos

Confocal Utiliza um único fóton para iluminar um 

plano da amostra de cada vez.

Paramecium 
22 µm

CF

Obter imagens bi e tridimensionais das 

células para aplicações biomédicas.

Dois fótons Utiliza dois fótons para iluminar a 

amostra.

Paramecium 
20 µmMDF

Formar imagens de células vivas, de 

até 1 mm de espessura, reduzir a 

fototoxicidade e observar a atividade 

celular em tempo real.

Acústica de varredura Utiliza uma onda sonora de frequência 

específica que atravessa a amostra, 

com uma parte sendo refletida quando 

ela atinge uma interface dentro do 

material.

MAVBiofilme 
300 µm

Examinar células vivas aderidas a 

outra superfície, como células can-

cerígenas, placas ateroscleróticas e 

biofilmes.

Eletrônico
Transmissão 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 μm podem ser 

determinadas. A imagem produzida é 

bidimensional.

Paramecium 
25 µmMET

Examinar vírus ou a ultraestrutura 

interna em cortes delgados de células 

(normalmente ampliadas em 10.000 a 

100.000x).

Varredura Utiliza um feixe de elétrons ao invés de 

luz; os elétrons são refletidos a partir 

do espécime; devido ao comprimento 

de onda mais curto dos elétrons, estru-

turas menores que 0,2 μm podem ser 

determinadas. A imagem produzida é 

tridimensional.

MEVParamecium 
25 µm

Estudar as características de super-

fície das células e dos vírus (normal-

mente ampliados em 1.000 a 10.000x).
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Preparação de amostras para 
microscopia óptica
OBJETIVOS DO APRENDIZADO

 3-7 Diferenciar um corante ácido de um corante básico.

 3-8 Explicar o propósito da coloração simples.

 3-9 Listar as etapas na preparação de uma coloração de Gram, 

descrevendo a aparência das células gram-positivas e 

gram-negativas após cada etapa.

 3-10 Comparar e contrastar a coloração de Gram e a coloração 

resistente a álcool-ácido.

 3-11 Explicar por que cada uma das seguintes colorações é usada: 

coloração da cápsula, coloração do endosporo, coloração dos 

flagelos.

Como a maioria dos micro-organismos aparece quase incolor 
quando observada através de um microscópio óptico padrão, mui-
tas vezes devemos prepará-los para a observação. Uma das formas 
pelas quais isso pode ser é através da coloração da amostra. A se-
guir, discutiremos vários procedimentos de coloração diferentes.

Preparando esfregaços para coloração
A maioria das observações iniciais dos micro-organismos é feita 
por meio de preparações coradas. Coloração 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) à lâmina do microscópio. A 
fixação simultaneamente mata os micro-organismos e os fixa na 
lâmina. Ela também preserva várias partes dos micróbios em seu 
estado natural com apenas um mínimo de distorção.

Quando uma amostra precisa ser fixada, um filme delgado de 
material contendo os micro-organismos é espalhado sobre a su-
perfície da lâmina. Esse filme, denominado esfregaço, é deixado 
secar ao ar. Na maioria dos procedimentos de coloração, a lâmina 
é então fixada pela passagem, várias vezes, sobre a chama de um 
bico de Bunsen, com o lado do esfregaço para cima, ou recobrindo 
a lâmina com álcool metílico por um minuto. A coloração é apli-
cada e então lavada com água; a seguir, a lâmina é seca com papel 
absorvente. Sem a fixação, a coloração poderia lavar os micróbios 
da lâmina. Os micro-organismos corados estão agora prontos para 
o exame microscópio.

Os corantes são sais compostos por um íon positivo e um íon 
negativo, um dos quais é colorido e conhecido como cromóforo. A 
cor dos assim chamados corantes básicos está no íon positivo; em 
corantes ácidos, está no íon negativo. As bactérias são levemente 
carregadas negativamente em pH 7. Desse modo, o íon positivo co-
lorido em um corante básico é aderido à célula bacteriana carregada 
negativamente. Os corantes básicos, que incluem o cristal violeta, o 
azul de metileno, o verde de malaquita e a safranina, são mais co-
mumente usados que os corantes ácidos. Os corantes ácidos não são 

Resumo dos vários tipos de microscópioTabela 3.2

Tipo de microscópio Características Imagem característica Principais usos

Varredura por sonda
Tunelamento Utiliza uma fina sonda de metal que 

varre a amostra e produz uma ima-

gem que revela as protuberâncias e 

depressões dos átomos na superfície 

da amostra. A potência de resolução é 

muito maior que a de um microscópio 

eletrônico. Uma preparação especial 

não é necessária.

Proteína RecA
de E. coli 5 nm

MT

Fornece imagens muito detalhadas 

das moléculas no interior das células.

Força atômica Utiliza uma sonda de metal e diamante 

que é levemente pressionada ao longo 

da superfície da amostra, produzindo 

uma imagem tridimensional. Uma pre-

paração especial não é necessária.

11 nm
Toxina perfringoglicina
O de Clostridium
perfringens

MFA

Fornece imagens tridimensionais de 

moléculas biológicas em alta reso-

lução, em detalhes a um nível quase 

atômico, e pode avaliar propriedades 

físicas de amostras biológicas e pro-

cessos moleculares.
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atraídos pela maioria dos tipos de bactérias porque os íons negativos 
do corante são repelidos pela superfície bacteriana carregada negati-
vamente; assim, a coloração cora o fundo. A preparação de bactérias 
incolores contra um fundo corado é denominada coloração negati-
va. Ela é valiosa para a observação geral de formas da célula, tama-
nhos e cápsulas, pois as células tornam-se altamente visíveis contra 
um fundo escuro contrastante (veja a Figura 3.14a na página 72). As 
distorções do tamanho e da forma da célula são minimizadas porque 
a fixação não é necessária e as células não captam a coloração. Exem-
plos de corantes ácidos são a eosina, a fucsina ácida e a nigrosina.

Para aplicar corantes ácidos ou básicos, os microbiologistas 
utilizam três tipos de técnicas de coloração: simples, diferencial e 
especial.

Colorações simples
Uma coloração simples é uma solução aquosa ou alcoólica de um 
único corante básico. Embora diferentes corantes se liguem espe-
cificamente a diferentes partes das células, o objetivo primário de 
uma coloração simples é destacar todo o micro-organismo, para 
que as formas celulares e as estruturas básicas fiquem visíveis. A 
coloração é aplicada ao esfregaço fixo por certo período de tempo, 
e então lavada; a lâmina é seca e examinada. Algumas vezes, uma 
substância química é adicionada à solução para intensificar a colo-
ração; este aditivo é denominado mordente. Uma função do mor-
dente é aumentar a afinidade de uma coloração por uma amostra 
biológica; outra é revestir uma estrutura (como um flagelo) para 
torná-la mais espessa e mais fácil de ser vista após ser corada. Al-
guns dos corantes simples comumente usados em laboratório são 
o azul de metileno, a carbolfucsina, o cristal violeta e a safranina.

TESTE SEU CONHECIMENTO

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

3 Por que a fixação é necessária na maioria dos procedimentos de 

coloração? 3-8

Colorações diferenciais
Ao contrário das colorações simples, as colorações diferenciais 
reagem de modo distinto com diferentes tipos de bactérias, poden-
do assim ser usadas para diferenciá-las. As colorações diferenciais 
mais frequentemente utilizadas para bactérias são a coloração de 
Gram e a coloração álcool-ácido resistente.

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

Neste procedimento (Figura 3.12a),

  Um esfregaço fixado pelo calor é recoberto com um corante 
básico púrpura, geralmente o cristal violeta. Uma vez que a co-
loração púrpura impregna todas as células, ela é denominada 
coloração primária.

  Após um curto período de tempo, o corante púrpura é lavado, 
e o esfregaço é recoberto com iodo, um mordente. Quando o 

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

  A seguir, a lâmina é lavada com álcool ou uma solução de 
álcool-acetona. Essa solução é um agente descolorante, que 
remove o púrpura das células de algumas espécies, mas não 
de outras.

  O álcool é lavado, e a lâmina é então corada com safranina, um 
corante básico vermelho. O esfregaço é lavado novamente, seco 
com papel e examinado microscopicamente.

O corante púrpura e o iodo se combinam no citoplasma de 
cada bactéria, corando-a de violeta escuro ou púrpura. As bacté-
rias que retêm essa cor após a tentativa de descolori-las com álcool 
são classificadas como gram-positivas; as bactérias que perdem a 
cor violeta escuro ou púrpura após a descoloração são classificadas 
como gram-negativas (Figura 3.12b). Como as bactérias gram-
-negativas são incolores após a lavagem com álcool, elas não são 
mais visíveis. É por isso que o corante básico safranina é aplica-
do; ele cora a bactérias gram-negativas de rosa. Os corantes como 
a safranina, que possuem uma cor contrastante com a coloração 
primária, são denominados contracorantes. Como as bactérias 
gram-positivas retêm a cor púrpura original, não são afetadas pelo 
contracorante safranina.

Como você verá no Capítulo 4, os diferentes tipos de bactérias 
reagem de modo distinto à coloração de Gram, pois diferenças es-
truturais em suas paredes celulares afetam a retenção ou a liberação 
de uma combinação de cristal violeta e iodo, denominada comple-
xo cristal violeta-iodo (CV-I). Entre outras diferenças, as bactérias 
gram-positivas possuem uma parede celular de peptideoglicano 
mais espessa (dissacarídeos e aminoácidos) que as bactérias gram-
-negativas. Além disso, as bactérias gram-negativas contêm uma 
camada de lipopolissacarídeo (lipídeos e polissacarídeos) como 
parte de sua parede celular (veja a Figura 4.13, página 86). Quando 
aplicados a células gram-positivas e gram-negativas, o cristal vio-
leta e o iodo penetram facilmente nas células. Dentro das mesmas, 
o cristal violeta e o 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, não pode ser removido da camada 
intacta de peptideoglicano das células gram-positivas pelo álcool. 
Consequentemente, as células gram-positivas retêm a cor do co-
rante cristal violeta. Nas células gram-negativas, contudo, a lava-
gem com álcool rompe a camada externa de lipopolissacarídeo, 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 retêm o corante e per-
manecem com a cor púrpura. As células gram-negativas não retêm 
o corante; elas ficam incolores até serem contracoradas com um 
corante vermelho.

O método de Gram é uma das mais importantes técnicas de 
coloração na microbiologia médica. Porém, os resultados da co-
loração de Gram não são universalmente aplicáveis, pois algumas 
células bacterianas coram-se fracamente ou não adquirem cor. A 
reação de Gram é mais consistente quando utilizada em bactérias 
jovens, em crescimento.
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A reação de Gram de uma bactéria pode fornecer informações 
valiosas para o tratamento da doença. As bactérias gram-positivas 
tendem a ser mortas mais facilmente por penicilinas e cefalospo-
rinas. As bactérias gram-negativas geralmente são mais resistentes 
porque os antibióticos não podem penetrar a camada de lipopo-
lissacarídeo. Parte da resistência a estes antibióticos entre ambas 
as bactérias gram-positivas e gram-negativas é devida à inativação 
bacteriana dos antibióticos.

Coloração álcool-ácido resistente
Outra importante coloração diferencial (que classifica as bactérias 
em grupos distintos) é a coloração álcool-ácido resistente, que se 
liga fortemente apenas a bactérias que possuem material céreo em 
suas paredes celulares. Os microbiologistas utilizam essa coloração 
para identificar todas as bactérias do gênero Mycobacterium, in-

cluindo os dois importantes patógenos Mycobacterium tuberculosis, 
o agente causador da tuberculose, e Mycobacterium leprae, o agente 
causador da lepra. Essa coloração também é usada para identificar 
as linhagens patogênicas do gênero Nocardia. As bactérias dos gê-
neros Mycobacterium e Nocardia são álcool-ácido resistentes.

No procedimento de coloração álcool-ácido resistente, 
o corante vermelho carbolfucsina é aplicado a um esfre-

gaço fixado, e a lâmina é aquecida levemente por vários minutos. 
(O calor aumenta a penetração e a retenção do corante.) A seguir, a 
lâmina é resfriada e lavada com água. O esfregaço é tratado com 
álcool-ácido, um descolorante, que remove o corante vermelho das 
bactérias que não são álcool-ácido resistentes. Os micro-organis-
mos álcool-ácido resistentes retêm a cor vermelha, pois a carbol-
fucsina é mais solúvel nos lipídeos da parede celular que no álcool-
-ácido (Figura 3.13). Em bactérias que não são álcool-ácido 

P&R

(b)

Aplicação de cristal
violeta (corante púrpura)

Cristal violeta

Iodo

Álcool

Safranina

Aplicação de iodo
(mordente)

Lavagem com álcool
(descoloração)

Aplicação de safranina
(contracorante)

(a)

Bastonete
(gram-positivo)

Gram-positivo

Cocos
(gram-positivos)

Vibrião
(gram-negativo)

5 µm
MO

Legenda

1 32 4

Gram-negativo

Figura 3.12 Coloração de Gram. (a) Procedimento. (b) Micrografia de bactérias 

coradas pelo Gram. Os bastonetes e os cocos (roxo) são gram-positivos, e os vibriões 

(rosa) são gram-negativos.

P Como a reação de Gram pode ser útil na prescrição de um tratamento com anti-
bióticos?
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resistentes, cujas paredes celulares não possuem os componentes 
lipídicos, a carbolfucsina é rapidamente removida durante a desco-
loração, deixando as células incolores. O esfregaço é então corado 
com o contracorante azul de metileno. As células que não são álco-
ol-ácido resistentes ficam azuis após a aplicação do contracorante.

TESTE SEU CONHECIMENTO

3 Por que a coloração de Gram é tão útil? 3-9

3 Qual coloração poderia ser utilizada para identificar micróbios dos gê-

neros Mycobacterium e Nocardia? 3-10

Colorações especiais
As colorações especiais são usadas para corar e isolar partes espe-
cíficas dos micro-organismos, como os endosporos e os flagelos, e 
para revelar a presença de cápsulas.

Coloração negativa para cápsulas
Muitos micro-organismos contêm um revestimento gelatinoso 
denominado cápsula, que discutiremos em nosso exame da célula 
procariótica, no Capítulo 4. Na microbiologia médica, a demons-
tração da presença de uma cápsula é um modo de determinar a 
virulência do organismo, o grau em que um patógeno pode cau-
sar doença.

A coloração da cápsula é mais difícil que outros tipos de pro-
cedimentos de coloração, pois os materiais capsulares são solúveis 
em água e podem ser desalojados ou removidos durante uma la-
vagem rigorosa. Para demonstrar a presença de cápsulas, um mi-

crobiologista pode misturar as bactérias em uma solução conten-
do uma fina suspensão coloidal de partículas coradas (geralmente 
com tinta nanquim ou nigrosina), para fornecer um fundo con-
trastante e então corar as bactérias com uma coloração simples, 
como a safranina (Figura 3.14a). Devido à sua composição quí-
mica, as cápsulas não reagem com a maioria dos corantes, como a 
safranina, e desse modo aparecem como halos circundando cada 
célula bacteriana.

Coloração para endosporos (esporos)
Um endosporo é uma estrutura especial resistente, dormente, 
formada dentro de uma célula que protege uma bactéria das con-
dições ambientais adversas. Embora os endosporos sejam relati-
vamente incomuns nas células bacterianas, podem ser formados 
por alguns gêneros de bactérias. Os endosporos não podem ser 
corados pelos métodos comuns, como a coloração simples e a 
coloração de Gram, pois os corantes não penetram a parede do 
endosporo.

A coloração mais comumente usada para endosporos é a 
técnica de Schaeffer-Fulton (Figura 3.14b). O verde malaquita, a 
coloração primária, é aplicado a um esfregaço fixado com calor 
e aquecido em vapor por cerca de cinco minutos. O calor auxilia 
a coloração a penetrar na parede do endosporo. Então, a prepa-
ração é lavada por cerca de 30 segundos com água, para remover 
o verde malaquita de todas as partes da célula, exceto dos en-
dosporos. A seguir, a safranina, um contracorante, é aplicada ao 
esfregaço para corar as porções da célula que não os endosporos. 
Em um esfregaço corretamente preparado, os endosporos apa-
recem em verde dentro de células vermelhas ou rosadas. Como 
os endosporos são altamente refrativos, podem ser detectados 
no microscópio óptico quando não corados, mas não podem ser 
diferenciados de inclusões de material armazenado sem uma co-
loração especial.

Coloração dos flagelos
Os flagelos bacterianos são estruturas de locomoção muito peque-
nas para serem visualizadas com um microscópio óptico sem colo-
ração. Um procedimento tedioso e delicado de coloração utiliza um 
mordente e o corante carbolfucsina para aumentar os diâmetros 
dos flagelos até que eles se tornem visíveis no microscópio óptico 
(Figura 3.14c). Os microbiologistas utilizam o número e o arranjo 
dos flagelos como auxiliares de diagnóstico.

TESTE SEU CONHECIMENTO

3 De que maneira os endosporos não corados aparecem? E os endospo-

ros corados? 3-11

* * *
Um resumo das colorações é apresentado na Tabela 3.3. Nos 

próximos capítulos, examinaremos melhor as estruturas dos micró-
bios e como eles se protegem, nutrem e reproduzem.

M. leprae

5 µm
MO

Figura 3.13 Bactérias álcool-ácido resistentes (BAAR). As bac-

térias Mycobacterium leprae que infectaram este tecido foram coradas de 

vermelho com uma coloração álcool-ácido. As células que não são álcool-ácido 

resistentes estão coradas com o contracorante azul de metileno.

P Nomeie duas doenças que podem ser diagnosticadas utilizando-se a 
coloração álcool-ácido resistente.
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(a) Coloração negativa.

(c) Coloração para flagelos. 

(b) Coloração para endosporos.
5 µm 5 µm

5 µm

Cápsula 

Endosporo

Flagelo

MO MO

MO

Figura 3.14 Colorações especiais. (a) A coloração da cápsula for-

nece um fundo contrastante; assim, as cápsulas dessa bactéria, Klebsiella 
pneumoniae, apresentam-se como áreas claras circundando as células cora-

das. (b) Os endosporos são vistos como formas ovais verdes nessas células 

em forma de bastão da bactéria Bacillus cereus, utilizando-se a coloração de 

Schaeffer-Fulton para endosporos. (c) Os flagelos aparecem como exten-

sões ondulantes a partir das extremidades dessa célula da bactéria Spirillum 
volutans. Em relação ao corpo da célula, os flagelos encontram-se muito mais 

espessos que o normal, pois ocorreu o acúmulo de camadas do corante devido 

ao tratamento da amostra com um mordente.

P Qual a importância das cápsulas, dos endosporos e dos flagelos para as 
bactérias?

Resumo de várias colorações e seus usosTabela 3.3

Coloração Principais usos

Simples (azul de metileno, 

carbolfucsina, cristal violeta, 

safranina)

Utilizada para destacar os micro-organismos e para determinar as formas e os arranjos celulares. Uma solução aquosa 

ou alcoólica de um único corante básico cora as células. (Algumas vezes, um mordente é adicionado para intensificar a 

coloração.)

Diferencial
Gram

Utilizada para distinguir diferentes tipos de bactérias. Classifica as bactérias em dois grandes grupos: gram-positivas e 

gram-negativas. As bactérias gram-positivas retêm o corante cristal violeta e adquirem a cor púrpura. As bactérias gram-

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

cor rosa.

Álcool-ácido resistente Utilizada para distinguir espécies de Mycobacterium e algumas espécies de Nocardia. As bactérias álcool-ácido resistentes, 

uma vez coradas com carbolfucsina e tratadas com álcool-ácido, permanecem vermelhas, pois retêm o corante carbolfucsi-

na. As bactérias álcool-ácido sensíveis, 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 são então capazes de aceitar o corante azul de metileno.

Especial Utilizada para corar e isolar várias estruturas, como cápsulas, endosporos e flagelos; algumas vezes usada como auxiliar de 

diagnósticos.

Negativa Utilizada para demonstrar a presença de cápsulas. Uma vez que as cápsulas não reagem com a maioria dos corantes, apre-

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

Endosporos Utilizada para detectar a presença de endosporos nas bactérias. Quando o verde malaquita é aplicado a um esfregaço de 

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

é adicionada, cora o restante da célula de vermelho ou rosa.

Flagelos Utilizada para demonstrar a presença de flagelos. Um mordente é usado para aumentar os diâmetros dos flagelos até que 

se tornem visíveis microscopicamente quando corados com carbolfucsina.
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 RESUMO PARA ESTUDO 

Unidades de medida (p. 55)

 1. A unidade-padrão de comprimento é o metro (m).
 2. Os micro-organismos são medidos em micrômetros, μm (10-6 m), e 

nanômetros, nm (10-9 m).

Microscopia: os instrumentos (p. 55-68)

 1. Um microscópio simples possui uma lente; um microscópio compos-
to possui múltiplas lentes.

Microscopia óptica (p. 56, 58-62)

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

 2. O microscópio mais comum usado em análises 
microbiológicas é o microscópio óptico composto 
(MO).

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

 4. O microscópio óptico composto utiliza luz visível.
 5. A resolução máxima, ou potência de resolução (a capacidade de dis-

tinguir entre dois pontos), de um microscópio óptico composto é de 
0,2 μm; a ampliação máxima é de 2.000×.

 6. As amostras são coradas para aumentar a diferença entre os índices de 
refração da amostra e do meio.

 7. O óleo de imersão é utilizado com lentes de imersão para reduzir a 
perda de luz entre a lâmina e a lente.

 8. A iluminação em campo claro é utilizada para esfregaços corados.
 9. As células não coradas são 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 microscópio de campo escuro mostra uma silhueta de luz de um 
organismo contra um fundo escuro.

 11. Esse tipo de microscopia é mais útil para detectar a presença de orga-
nismos extremamente pequenos.

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

 12. Um microscópio 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 observação detalhada de organis-
mos vivos.

Microscopia de contraste com interferência 
diferencial (CID) (p. 60)

 14. O microscópio CID fornece uma imagem tridimensional colorida do 
objeto sendo observado.

 15. Este tipo de microscopia permite uma observação detalhada dos orga-
nismos vivos.

Microscopia de fluorescência (p. 61, 62)

 16. Na microscopia de fluorescência, as amostras são primeiramente mar-
cadas com fluorocromos e então visualizadas através de um microscó-
pio composto utilizando-se uma fonte de luz ultravioleta.

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

 18. A microscopia de fluorescência é usada principalmente em um pro-
cedimento diagnóstico denominado técnica de anticorpo fluorescente 
(FA) ou imunofluorescência.

Microscopia confocal (p. 62)

 19. Na microscopia confocal, uma amostra é corada com um corante flu-
orescente, sendo então 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 fótons (p. 62)

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

Microscopia acústica de varredura (p. 63)

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

 23. Este tipo de microscopia é utilizado para estudar células vivas aderi-
das a superfícies, tais como células cancerígenas, placas ateroscleróti-
cas e biofilmes.

Microscopia eletrônica (p. 63-65)

 24. Em vez de luz, um feixe de elétrons é utilizado em um microscópio 
eletrônico.

 25. Em vez de lentes de vidro, eletromagnetos controlam o foco, a ilumi-
nação e a ampliação.

 26. Cortes delgados de organismos podem ser observados em uma micro-
grafia eletrônica produzida utili-
zando-se um microscópio eletrô-
nico de transmissão (MET). 
Ampliação: 10.000 a 100.000×. 
Potência de resolução: 2,5 nm.

 27. Imagens tridimensionais das su-
perfícies de um micro-organis-
mo podem ser obtidas com um 
microscópio eletrônico de var-
redura (MEV). Ampliação: 1.000 
a 10.000×. Potência de resolução: 
20 nm.

Microscopia de varredura por sonda (p. 65)

 28. A microscopia de tunelamento (MT) e microscopia de força atômica 
(MFA) produzem imagens tridimensionais da superfície de uma mo-
lécula.

Preparação de amostras para microscopia 
óptica (p. 68-72)

Preparando esfregaços para coloração (p. 68, 69)

 1. Realizar uma coloração significa corar um micro-organismo com um 
corante para tornar algumas de suas estruturas mais visíveis.

 2. A fixação utiliza calor ou álcool para matar e aderir os micro-organis-
mos a uma lâmina.

 3. Um esfregaço é um filme delgado de material utilizado para o exame 
microscópico.
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