


Visualizacao bacteriana
e coloracoes



Presidente da Repiiblica
Dilma Vana Rousseff

Ministro da Educacao
Aloizio Mercadante

Universidade Federal do Ceara - UFC

Reitor
Henry de Holanda Campos

Vice-Reitor
Custodio Luis Silva de Almeida

Pro-Reitor de Pesquisa e Pos-Graduacao
Prof. Gil de Aquino Farias

Pro-Reitora de Administracao
Prof*. Denise Maria Moreira Chagas Correa

Imprensa Universitaria
Diretor
Joaquim Melo de Albuquerque

Editora UFC
Diretor e Editor
Prof. Antonio Claudio Lima Guimaraes

Conselho Editorial
Presidente
Prof. Antonio Claudio Lima Guimaraes

Conselheiros
Prof®. Adelaide Maria Gongalves Pereira
Prof®. Angela Maria R. Mota Gutiérrez
Prof. Gil de Aquino Farias
Prof. ltalo Gurgel
Prof. José Edmar da Silva Ribeiro



José Luciano Bezerra Moreira
Cibele Barreto Mano de Carvalho
Cristiane Cunha Frota

Visualizacao bacteriana
e coloracoes

IMPREN,

Fortaleza
2015



Visualiza¢ao bacteriana e coloracdes
Copyright © 2015 by José Luciano Bezerra Moreira, Cibele Barreto Mano de
Carvalho, Cristiane Cunha Frota.

Todos os direitos reservados

IMPRESSO NO BRASIL / PRINTED IN BrazIL

Imprensa Universitaria da Universidade Federal do Ceara (UFC)
Av. da Universidade, 2932, fundos — Benfica — Fortaleza — Ceara

Coordenacao editorial
Ivanaldo Maciel de Lima

Revisao de texto
Yvantelmack Dantas

Normalizacgiao bibliografica
Luciane Silva das Selvas

Programacao visual
Sandro Vasconcellos / Thiago Nogueira

Diagramacio
Victor Alencar
Capa
Heron Cruz
Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo
Bibliotecaria Luciane Silva das Selvas CRB 3/1022
M838v Moreira, José Luciano Bezerra

Visualizagdo bacteriana e coloragdes / José Luciano Bezerra Moreira,
Cibele Barreto Mano de Carvalho, Cristiane Cunha Frota - Fortaleza: Imprensa
Universitaria, 2015.

68 p. :il. ; 21 cm. (Estudos da Pos-Graduagio)

ISBN: 978-85-7485-238-6

1. Microbiologia. 2. Microbiologia médica. 3. Bacteriologia. 1. Moreira,
José Luciano Bezerra, org. II. Carvalho, Cibele Barreto Mano de, org. III. Frota,
Cristiane Cunha, org. IV. Titulo.

CDD 576




APRESENTACAO

A microbiologia clinica e laboratorial avangou muito nas ul-
timas décadas. Com o surgimento da automagao e dos métodos molecu-
lares, o diagnoéstico etiologico de muitos processos infecciosos passou
a ser realizado com maior rapidez, acompanhando a necessidade mé-
dica de um diagndstico rapido para o tratamento de um paciente grave.
Entretanto, a primeira etapa do exame bacteriologico, o exame micros-
copico do material clinico, permanece como uma etapa de muito valor
para o microbiologista e o infectologista.

Nos ultimos anos trabalhando como microbiologistas clinicos e
como docentes da graduacdo e da pos-graduacdo, os autores t€ém obser-
vado a dificuldade dos alunos de perceberem a importancia do exame
microscopico, os fundamentos das coloragdes utilizadas, a relagao entre
este diagnostico rapido e presuntivo e o estabelecimento do diagndstico
e terapéutica pelo infectologista. Assim, visualizamos esta lacuna e uma
necessidade de focarmos este assunto, atualizando-o.

Acreditamos que os assuntos aqui abordados possam, de fato,
agregar valores a pratica dos alunos de pds-graduacdo, principalmente
os da area da Microbiologia Médica que lidam diretamente com infec-
¢Oes nas suas mais diversas abordagens.

Os autores
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CITOLOGIA BACTERIANA

Introducao

uando se fala em morfologia celular, a estrutura que pri-
meiro vem a mente € de uma célula eucaridtica com sua membrana ce-
lular e seu espago nuclear bem delimitados. Entretanto, existe outra
forma de estrutura celular, tipica dos seres procaridticos, os quais,
apesar de serem mais rudimentares, apresentam uma forma de vida bem
mais adaptada as condi¢gdes ambientais. Em sintese, dependendo de sua
estrutura celular, os seres vivos podem ser classificados em seres proca-
ridticos e eucarioticos.

As bactérias, como representantes dos seres procarioticos, foram
selecionadas na natureza pela sua elevada capacidade de adaptar-se ao
ambiente que as cerca, em virtude de sua grande taxa de multiplicacao,
bem como por sua elevada taxa metabolica. Desta forma, estes seres
peculiares foram e ainda sdo utilizados no estudo de técnicas genético-
-moleculares e analises bioquimicas, que vém sendo empregadas nos
diferentes campos da microbiologia.

A denominagdo “espécie” foi inicialmente utilizada para indivi-
duos capazes de realizar reproducdo sexuada; quando se emprega esse
termo, € a esse tipo de seres que se faz referéncia. Entretanto, no tocante
as bactérias, individuos que s6 se reproduzem de forma assexuada, esta
terminologia, apesar de ndo ser corretamente utilizada, costuma ser em-
pregada para um grupo de bactérias que apresentam caracteristicas fe-
notipicas e genéticas comuns.
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As normas taxonOmicas agrupam as bactérias de forma crescente
em: espécie, género, familia e ordem. Desta forma, define-se “espécie
bacteriana” como um conjunto de individuos ou cepas isoladas de
forma independente e que mantém caracteristicas genéticas comuns
evidenciadas por sua expressao fenotipica. O conjunto de espécies bac-
terianas que mantém algum grau de identidade, agrupamos em género e
estes, por sua vez, seguindo graus de semelhanga, sdo agrupados em
familias que, por ultimo, sdo agrupadas em ordens.

Somente nos anos 1950, com o aparecimento de técnicas de corte
muito finos e com o advento da microscopia eletronica, foi que a ultra-
estrutura bacteriana pode ser revelada, bem como melhor estudadas as
células eucarioticas. Comparativamente, seres procarioticos se caracte-
rizam por sua pequena dimensdo e auséncia de membranas intracelu-
lares. Os eucarioticos, por sua vez, apresentam um reticulo endoplasma-
tico e uma membrana nuclear envolvendo o nucléolo e 0s cromossomos
e, diferentemente das células procariodticas, apresentam, ainda, aparelho
de Golgi, lisossomo, mitocdndrias e microtubulos (Figura 1).

CELULA PROCARIOTICA CELULA EUCARIOTICA

MEMBRANA
NUCLEAR MEMBRANA

MITOCONDRIA ELULAR

MESOSSSOMO MEMBRANA

CELULAR

PILI

N CENTRIOLO
CROMOSSOMO GRANULOSDE  CITOPLAMA

RESERVA

FLAGELO

CITOPLASMA.

CAPSULA

PLASMIDIOS PAREDE NUCLEO VACUOLO

RETICULO
ENDOPLASMATICO

Figura 1 — Representacao esquematica de uma célula procariotica e de uma célula eucariotica.
Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.

A ultraestrutura tipica de uma célula procaridtica é composta de pa-
rede, membrana citoplasmatica, citoplasma e regido nuclear (constituida de
um s6 cromossomo). Outras estruturas podem ou ndo ser observadas em
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células bacterianas, na dependéncia da espécie e/ou cepa em questio; por
conseguinte, podem ser observadas, ainda, a presenca de capsula, mesos-
somos, flagelos, pili, fimbria, endosporo e plasmidios.

Estruturas da celula bacteriana
Parede bacteriana

Uma das principais estruturas bacterianas ¢ a parede que mantém
a resisténcia mecanica as diferencas de osmolaridade entre os meios
intra e extracelular, é responsavel por manter a forma bacteriana e serve
de suporte solido para estruturas de locomogao, como os flagelos. Além
do mais, ¢é através da composicdo da parede bacteriana que se faz a di-
ferenciagdo primaria dos grupos bacterianos. A estrutura da parede bac-
teriana difere sobremaneira em dois grupos especificos de bactérias, as
chamadas Gram-negativas e as chamadas Gram-positivas.

Até a segunda metade do século XIX, quando as bactérias come-
caram a ser aventadas como causa de patologias humanas, observavam-se
as bactérias apenas no tocante a forma. Entretanto, em 1884, um médico
dinamarqués, Hans Christian Gram, idealizou uma técnica de coloracao
que ficou conhecida como “coloragdo de Gram”, sendo esta utilizada até
os dias atuais como a mais importante coloracdo em microbiologia. Esta
técnica ¢ utilizada para diferenciar as bactérias ndo s6 quanto a forma,
mas, também, quanto a sua habilidade de ser corada pelo corante de Gram
(cristal violeta) e ndo ser descorada quando tratada com alcool. Sdo deno-
minadas Gram-positivas as que mantém o corante ¢ Gram-negativas as
que perdem o corante apds o tratamento com alcool.

A parede bacteriana ¢ a principal implicada na diferenciacdo da
coloragdo de Gram, e este comportamento reflete a diferenca na compo-
sicdo quimica da parede das bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
A parede das bactérias Gram-positivas caracteriza-se por uma espessa
camada de peptidoglicano, também conhecido como mureina ou muco-
peptideo, enquanto nas bactérias Gram-negativas a camada de peptido-
glicano ¢ muito delgada; entretanto, a estrutura da parede das Gram-
negativas ¢ bem mais complexa do ponto de vista quimico.
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Nas bactérias Gram-positivas a estrutura da parede bacteriana é
unitaria, composta por muitas camadas de peptidoglicano formando
uma estrutura espessa (Figura 2).

DETALHE DO

REVESTIMENTO DE

BACTERIAS GRAM
POSITIVAS

[~ .
|_~» FOSFOLIPIDIOS

PEPTIDOGLICANO

PAREDE CELULAR

MEMBRANA CELULAR

CITOSPLASMA

PROTEINAS DA MEMBRANA
Figura 2 — Aspecto esquematico do citoplasma e camadas de revestimento das bacté-

rias Gram-positivas.
Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.

Nas bactérias Gram-negativas, a complexidade se manifesta pela pre-
senca de duas diferentes camadas, quais sejam membrana externa e
peptidoglicano (Figura 3).

DETALHE DO

REVESTIMENTO DE

BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS

—7
MEMBRANA EXTERNA
UUU PEPTIDOGLICANO
OO0
ESPACOPERIPL[\SMICOI - i

LIPOPOLISSACARIDIO

MEMBRANA CELULAR FOSFOLIPIDIOS

CITOSPLASMA

PROTEINAS DA MEMBRANA

Figura 3 — Aspecto esquematico do citoplasma e camadas de revestimento das bacté-
rias Gram-negativas.
Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.
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O peptidoglicano é composto de polimeros mistos de glicanos lineares
(acido N- acetilglicosamina e acido N- acetilmuramico) ligados uns aos
outros por cadeias laterais de aminoacidos (Figura 4).

. N-ACETIL GLICOSAMINA
O ACIDO N-ACETIL MURAMICO

© L-ALANINA

ACIDO D-GLUTAMICO
L-LISINA

o 0@

D-ALANINA

©Oo PONTES PEPTIDICAS

Figura 4 — Representacao esquematica do peptidoglicano.

Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.

A camada de peptidogli-
cano nas bactérias Gram-
negativas ¢ fina e contribui
apenas com 5 a 10% do peso
seco da parede celular.
Externamente a camada de pepti-
doglicano estd a membrana ex-
terna. A membrana externa &
constituida de dupla camada de
fosfolipidios, com a camada in-
terna semelhante as membranas
celulares. Entretanto, o folheto
externo dessa membrana detém
em sua composi¢ao, no lugar dos
fosfolipidios, uma molécula
complexa denominada de lipo-
polissacarideo (LPS) (Figura 5).

Man-Abe
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CADEIA
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Y T
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v |
®o-GeN-®
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Figura 5 — Correlagao esquematica do LPS e
sua composicao quimica.
Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.
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Este LPS, fornece duas caracteristicas importantes as bactérias Gram-
negativas. A primeira ¢ que a por¢ao polissacaridica do LPS, chamada
polissacarideo O, atua como antigeno e € util para diferenciar as espé-
cies de bactérias Gram-negativas. A segunda ¢ que esta molécula
possui uma porg¢ao lipidica chamada lipidio A, que ¢ toxica e denomi-
nada endotoxina da bactéria Gram-negativa, e ¢ um poderoso estimu-
lador das respostas naturais e imunes. O resultado desse conjunto ¢
uma membrana extremamente assimétrica, resistente a produtos corro-
sivos e capaz de repelir compostos hidrofobicos.

Imerso na membrana externa, sdo observadas, ainda, as po-
rinas, que sdo canais constituidos de moléculas proteicas, que per-
mitem a difusdo passiva de compostos hidrofilicos com massa infe-
rior a 600-700 daltons, como, por exemplo, os agucares, acidos
aminados e alguns ions.

A membrana externa, a camada de peptidoglicano e a mem-
brana citoplasmatica ndo sdo estruturas isoladas, estando ligadas entre
si. A membrana externa liga-se ao peptidoglicano através de suas lipo-
proteinas e, por sua vez, a ligagcdo entre a membrana externa e a mem-
brana citoplasmatica ocorre através de sitios de adesao as quais periodi-
camente sdo feitas e desfeitas. A area entre a superficie externa da
membrana citoplasmadtica e a superficie interna da membrana externa ¢é
denominada espago periplasmatico. Neste espaco a bactéria armazena
uma variedade de enzimas hidroliticas que sdo importantes para o seu
metabolismo. Outras enzimas, algumas consideradas fatores de viru-
léncia, como hialuronidases, colagenases e beta-lactamases, também
estdo no espago periplasmatico.

Membrana citoplasmatica

Revestindo o citoplasma, logo abaixo da parede, a membrana
celular bacteriana apresenta uma estrutura semelhante as membranas
celulares que revestem as células eucarioticas. Tal membrana ¢é for-
mada por dupla camada de fosfolipidios, com matrizes proteicas
imersas nesta estrutura, mas nao contém esterdis, com exce¢do dos
micoplasmas (Figura 6).
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MATRIZES
PROTEICAS

DUPLA CAMADA
DE
FOSFOLIPIDIOS

Figura 6 — Modelo tridimensional da membrana celular bacteriana, evidenciando-se, em
sua composigao, uma dupla camada de fosfolipidios entremeada por estruturas proteicas,
que se projetam, tanto para o espago intra como extracelular, conferindo um aspecto de
“mosaico fluido” a membrana celular.

Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.

Funcionalmente, a membrana celular serve de barreira osmo-
tica, que pode ser modificada por sistemas especificos de transporte
para nutrientes e ions; participa da sintese de peptidoglicano pa-
rietal, lipidios da prépria membrana e dos lipopolissacarideos nas
bactérias Gram-negativas; produz e secreta proteinas extracitoplas-
maticas, encontradas na membrana celular, espaco periplasmatico,
membrana externa e parede e participa do transporte de elétrons na
respiracdo bacteriana.

Os mesossomos sdo achados particulares da membrana celular,
caracterizados por invaginagdes que formam estruturas concéntricas
responsaveis pela origem do septo transverso, que divide a célula em
duas, sendo o sitio de ligacao do DNA na duplicacio bacteriana.
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Capsula e Glicocalice

Tanto as bactérias Gram-positivas como as Gram-negativas
podem apresentar um envoltorio de mucopolissacarideo, de elevado
peso molecular, que ndo ¢ essencial para manutengdo da viabilidade
bacteriana. Esta estrutura pode ser produzida, mais ou menos intensa-
mente, na dependéncia do meio e nutrientes em que este micro-orga-
nismo esta crescendo. A capsula bacteriana pode ser dividida funcional
e estruturalmente em dois tipos: as capsulas frouxas, responsaveis pela
adesdo bacteriana denominadas de glicocalice; e as capsulas mais den-
samente condensadas, que tém como funcdo basica a inibigdo da fago-
citose, denominadas também de capsula propriamente dita.

A capsula ¢ considerada um fator de viruléncia em algumas
espécies bacterianas, pois, por inibir a fagocitose, facilita a propa-
gacdo de determinado micro-organismo e instalagdo de um pro-
cesso infeccioso. Essa situacdo ¢ bem exemplificada com as cepas
capsuladas de Nesseria meningitidis — que necessitam sair da oro-
faringe para a corrente sanguinea sem serem fagocitadas — e, por
conseguinte, atingir as meninges para estabelecer o quadro de me-
ningite meningococica.

Apesar de o glicocalice ndo ser vital para a célula bacteriana, ele
se faz de extrema importancia quando observamos a capacidade que
alguns microrganismos tém de colonizar determinados sitios. Esta si-
tuacdo pode ser bem exemplificada com o Streptococcus mutans, que
adere a superficie dentaria do hospedeiro, através do glicocalice, ini-
ciando a formagao do biofilme e posteriormente da cérie dental.

Biofilme pode ser definido como uma comunidade multicelular
altamente organizada de micro-organismos, entre eles as bactérias,
envolvidas numa matriz de polimero extracelular, onde se concentram
produtos do seu metabolismo juntamente com ions e nutrientes se-
questrados do ambiente ecoldgico e em adesdo a uma superficie bio-
tica ou abiotica. A formagao do biofilme ¢ orquestrada por comunica-
¢Oes quimicas, essenciais para o adequado crescimento e¢ para o
desenvolvimento dos organismos que vivem no biofilme. Essa comu-
nicagdo ¢ dependente da densidade populacional e o sistema ¢é ativado
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em resposta a moléculas bioquimicas sinalizadoras chamadas de auto
indutores. Este sistema é denominado de quorum sensing. E uma co-
municagdo sofisticada usada para propagar varias atividades biolo-
gicas além da formacdo do biofilme, como producdo de fatores de
viruléncia e esporulagdo. Inicialmente descritos no meio ambiente,
nas trés ultimas décadas, os biofilmes tém sido descritos relacionados
a infec¢des humanas, seja associadas a dispositivos médicos implan-
tados ou ndo. As infecgdes crénicas, como fibrose cistica, osteomie-
lite, otite média cronica, entre outras tém sido associadas a bactérias
em biofilme. Como as técnicas para o estudo dos biofilmes ainda nao
estdo padronizadas, o diagndstico laboratorial (bacteriologico) repre-
senta um grande desafio para a bacteriologia atual.

Flagelo

A locomogdo bacteriana geralmente se faz através de estru-
turas moveis, ancoradas a membrana celular, denominadas de fla-
gelos. Entretanto, o deslocamento bacteriano de algumas espécies,
que ndo apresentam importancia em patologia humana e animal,
pode ser feito por deslizamento, prescindindo, assim, do flagelo.

O flagelo ¢ constituido de trés estruturas distintas, tais como:
filamento, gancho e corpo basal. O filamento possui comprimento
de 5 a 10um a partir da superficie da célula, sendo constituido de
um so6 tipo de proteina, denominada flagelina. Este filamento esta
ligado ao corpo basal pelo gancho, e o corpo basal, por sua vez,
repousa sobre a membrana celular, servindo de motor para a ro-
tacdo do flagelo (Figura 7).

O gancho ¢ constituido de moléculas proteicas, de um so tipo,
conhecidas como proteinas do gancho, que se agrupam formando uma
estrutura curta e curva. O corpo basal, por sua vez, apresenta um eixo
central com discos, cada um deles repousando sobre uma diferente ca-
mada do revestimento da célula bacteriana. Nas bactérias Gram-
negativas, observam-se quatro discos, sendo um na membrana externa,
um na parede e dois na membrana celular. Por outro lado, nas Gram-
positivas, ha dois discos, sendo um na membrana citoplasmatica e
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outro na parede. Desta forma, a bactéria desloca-se através do movi-
mento do corpo basal que, em ultima instancia, gira o flagelo no sen-
tido horario ou anti-horario, ocasionando, respectivamente, movi-
mentos de cambalhota ou propulsdo bacteriana, ja que os flagelos sdo
normalmente hélices levogiras. Apesar de este movimento ser aparen-
temente aleatdrio, faz parte de um sistema comportamental, que apro-
xima ou afasta uma bactéria de um ambiente favoravel ou desfavoravel
ao seu crescimento.

GANCHO FILAMENTO

%

X X X o

i

---'A----

MEMBRA

EXTERNA CORPO BASAL

CAMADA DE

PEPTIDIOGLICANO
ANEIS ‘
| EIXO CENTRAL
MEMBRANA ----s ‘—‘ --I :l I---
|1|1 4
CITOPLASMA

Figura 7 — Esquema da ancoragem do flagelo nos folhetos de revestimento celulares em
uma bactéria Gram-negativa, ressaltando-se as principais estruturas componentes do fla-
gelo (filamento, gancho e corpo basal).

Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.

Quanto ao numero de flagelos, as células bacterianas podem
ser classificadas como: atriquias (sem flagelos), monotriquias (apenas

um flagelo em uma extremidade), multitriquias (mais de um flagelo
distribuidos de forma aleatéria no corpo bacteriano), ¢ lofotriquios
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(dois ou mais flagelos em uma extremidade da bactéria). Por outro
lado, quanto a disposicdo dos flagelos, nas células bacterianas, estas
sdo classificadas como: peritriquias (distribuidos em toda a super-
ficie bacteriana) e anfitriquias (um ou mais flagelos em ambas as ex-
tremidades da célula bacteriana) (Figura 8).

ATRIQUIA

LOFOTRIQUIA
MONOTRIQUIA

MULTITRIQUIA
E
PERITRIQUIA

LOFOTRIQUIA
E
ANFITRIQUIA
MONOTRIQUIA
E

ANFITRIQUIA

Figura 8 — Desenho esquematico da classificacao bacteriana quanto a presenga de flagelos.
Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.

Pili ou Fimbrias

Estas formagdes sdo constituidas de um ou varios tipos de proteinas
estruturais, denominadas pilinas, que se dispdem em arranjo helicoidal,
formando uma estrutura tubular com origem na membrana celular e que se
estende para fora da superficie externa bacteriana em 0,2 a 2 um.
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Funcionalmente os pilis estdo implicados na ades@o da bactéria
a sitios especificos da célula eucaridtica. Desta forma, os pilis relacio-
nados a adesdo sdo denominados de pilis comuns. Existem, ainda, os
pilis sexuais que, funcionalmente, desempenham papel fundamental
na conjugacdo bacteriana, servindo, portanto, de canal para a transfe-
réncia de material genético entre as bactérias que estdo realizando um
processo de conjugacao.

Citoplasma

O citoplasma das células procaridticas caracteriza-se por um ma-
terial denso, amorfo e granuloso, estando esta tltima caracteristica rela-
cionada com a presenca de ribosssomos. Além do mais, a regido nuclear,
onde encontramos a maior parte do DNA bacteriano, apresenta-se como
uma area sem limites precisos. O contato intimo no citoplasma, entre
DNA e uma abundante maquinaria de produgéo proteica, confere a cé-
lula bacteriana a caracteristica de um ser vivo com elevada taxa metabo-
lica e fantastica capacidade de reproducao e adaptacdo ao ambiente.

Os ribossomos bacterianos, quando centrifugados, sedimentam
numa velocidade de 70 unidades svedberg (S), por isto, sdo conhecidos
como 70S, distinguindo-se dos das células eucaridticas que possuem
uma velocidade de sedimentagdo de 80S. Os ribossomos 70S das células
bacterianas sdo constituidos de duas subunidades que, quando centrifu-
gadas em separado, resultam em uma unidade de 50S ¢ outra de 30S.

Os granulos de reserva sdo inclusdes eletrodensas, irregulares, com
diametros de 20-100nm, observadas no citoplasma de determinadas bac-
térias, que servem como reserva de substancia nutritiva a ser utilizada pela
bactéria, em casos de privagdo nutricional. Em adi¢do, nem todo granulo
acumulado ¢ do mesmo tipo, apesar de a maioria ser de glicogénio. Entéo,
sdo encontrados granulos dos tipos: polifosfato, lipidios e fosforo ele-
mentar. Vale ressaltar, ainda, que algumas inclusdes muito semelhantes
aos granulos ndo tém fungdo de reserva, mas, sim, fun¢des especificas,
como os granulos de ferro, acumulados por bactérias que apresentam tac-
tismo por campos magnéticos, isto &, estas bactérias se locomovem na
dependéncia da exposi¢ao a um determinado campo magnético.
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No citoplasma encontramos uma regido nuclear central onde
esta localizada uma molécula de DNA superespiralada e fechada cova-
lentemente. Por analogia as células eucaridticas, o DNA bacteriano ¢é
considerado um cromossomo, de sorte que cada bactéria possui apenas
um cromossomo. Desta forma, quando ha referéncia a bactéria, os
termos nucleo, nucleoide, cromossomo € DNA bacteriano sdo utili-
zados quase como sindnimos.

O comprimento de um cromossomo bacteriano chega a ser
mais de 1000 vezes maior do que a dimensdo de uma bactéria.
Assim, para que a bactéria possa conter essa estrutura, o DNA apre-
senta elevada capacidade de enovelamento. Por esta razdo, o DNA
bacteriano tende a ficar circunscrito a uma unica regido, nao se es-
palhando por todo o citoplasma. Desta forma, o nicleo bacteriano
apresenta-se a microscopia eletronica como um corpusculo amorfo
e radiado do centro celular.

Elementos genéticos extra cromossdmicos podem ser encon-
trados no citoplasma como por exemplo os plasmidios e transposons.
Os plasmidios sao moléculas de DNA circulares, superenoveladas e au-
toduplicaveis, que foram descritos inicialmente em enterobactérias e,
posteriormente, na maioria das espécies bacterianas. Estes replicons se
apresentam em tamanhos variados, desde plasmidios cripticos muito
pequenos e sem fungdo conhecida, de menos de 2.500 pares de nucleo-
tideos, até plasmidios grandes e complexos, de mais de 40.000 pares de
nucleotideos. Eles exibem varias propriedades, entre as quais a habili-
dade de transferir material genético na conjugagao.

Uma célula bacteriana pode conter numerosos plasmidios dis-
tintos funcionalmente e cada um com replicagdo independente. Seu
material genético pode ser responsavel por importantes fungdes na
bactéria, mas, geralmente, ndo vitais, como: producdo de bacterio-
cinas, endotoxinas, substincias com ac¢do antimicrobiana, fatores de
viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e a metais pesados. Seu
material genético possui pouca ou nenhuma homologia de sequéncia
de nucleotidios, quando comparado ao cromossomo da célula bacte-
riana que o alberga. Sendo assim, estes elementos podem ser conside-
rados como estranhos a célula.
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Os plasmidios podem passar por alteragoes radicais na sua estru-
tura e fornecer material genético, por pressdo seletiva, sem alterar a
viabilidade da bactéria. Podem integrar-se como um todo, ou parcial-
mente, a0 cromossomo bacteriano, através de sequéncias de insercao
presentes tanto no plasmidio como no DNA cromossdmico, as quais
apresentam regides de homologia para recombinagdo. Um exame deta-
lhado de plasmidios integros revelou que a estrutura secundaria em
dupla hélice apresenta-se retorcida, originando uma estrutura terciaria
em forma de novelo.

Desta forma, a maioria das espécies bacterianas, patogénicas para
0 homem, apresenta plasmidios contendo genes que conferem a bactéria
resisténcia a um ou a varios antimicrobianos (conhecidos como plasmi-
dios R) ou, ainda, plasmidios que facilitam a absor¢do e metabolizacao de
determinados substratos, conferindo a esta célula bacteriana caracteris-
ticas de supremacia frente a outras que nao utilizam o mesmo substrato.

Endosporo

Alguns géneros bacterianos, como por exemplo Bacillus e
Clostridium (bacilos Gram-positivos), podem passar por um processo
de diferenciacdo celular chamado esporulacdo que resulta na trans-
formacgao da célula vegetativa em esporo, o qual € quimica e morfo-
logicamente diferente da célula mée. Este processo geralmente ocorre
quando a bactéria esta submetida a “stress” fisico (calor) ou quimico
(caréncia de nutrientes). E um processo geneticamente coordenado
que se inicia com a desrepressdo do gene que leva a sintese de RNAm
e que vai dar inicio a produgdo do esporo. O processo se inicia com a
formagdo do esporo dentro do citoplasma da bactéria. A membrana
citoplasmatica sofre invaginag@o que isola 0 DNA bacteriano e o cir-
cunda. Este septo torna-se uma membrana dupla e em seguida € cir-
cundado por uma camada de peptidoglicano. Em torno desta mem-
brana, forma-se uma capa proteica tipo queratina, que protege o
esporo e¢ ¢ considerada responsavel por sua resisténcia a muitos
agentes quimicos. Durante o processo de esporulacdo a célula ex-
pulsa agua deixando o esporo desidratado. Os esporos ndo realizam



VISUALIZACAO BACTERIANA E COLORACOES | 25

atividades metabdlicas e em seu centro sdo encontrados o DNA, ri-
bossomos, enzimas e dipicolinato de calcio.

Durante o processo de esporulagdo, pode ser observado o es-
poro no interior do bacilo ocupando posi¢ao central, subterminal ou
terminal, dependendo da espécie bacteriana. No final do processo a
parede celular se rompe matando a célula e liberando o esporo (Figura
9). Os esporos sdo importantes do ponto de vista médico-odontolo-
gico e laboratorial, pois sdo resistentes a muitos agentes fisicos, qui-
micos, dessecagdo, congelamento e radiagdo. Podem também sobre-
viver em agua em ebuli¢do por varias horas. Podem sobreviver no
ambiente hospitalar como ocorre com o Clostridium difficile, conside-
rado atualmente a causa mais importante de diarreia nosocomial. O C.
difficile é um bacilo Gram-positivo, anaerobio, formador de esporos,
0 que possibilita a sua persisténcia nos doentes, ¢ no ambiente, por
longos periodos, facilitando a sua transmissdo, por via fecal-oral.

Figura 9 — Coloragdo de Gram (1000x). Bacilos Gram-positivos, alguns apresentando en-
dosporos (seta verde). Presenga de esporos livres (seta laranja).
Fonte: proprio autor.
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Quando em ambiente nutricionalmente favoravel, se inicia o processo
de germinagdo do esporo. O rompimento da capa proteica pode
ocorrer dependente de estresse mecanico, alteragdo de pH, calor ou
outros fatores. Quando o processo de germinagdo comeca O eSporo
absorve dgua, rompe suas capas e produz uma nova célula vegetativa
idéntica a célula vegetativa original.



COLORACOES

Introducao

O exame microscopico (bacterioscopia), ou seja, a analise
em microscopio de bactérias, consiste na primeira etapa laboratorial
para a identificacdo de uma bactéria causadora de um processo infec-
ci0so. A bacterioscopia pode fornecer um diagnostico presuntivo que ¢
completado com a cultura, a qual fornece o diagndstico de certeza. O
método objetiva detectar a presenga ou auséncia de bactérias direta-
mente na amostra clinica ¢ permite observar e analisar a forma e orga-
nizag¢do ou agrupamento das bactérias. Embora de importancia secun-
daria, outros elementos podem ser revelados na bacterioscopia como,
por exemplo, leucdcitos, cistos de protozoarios, larvas de helmintos,
entre outros.

O significado da presenca ou auséncia de bactérias depende do
local da coleta da amostra. Amostras colhidas de sitios anatomicos es-
téreis, isto €, de locais isentos de micro-organismos (por exemplo, li-
quor), devem resultar em auséncia de bactérias. Nestes casos, a pre-
senca de bactérias assume valor de diagnodstico presuntivo. Por outro
lado, o achado de bactérias em preparagdes oriundas de sitios anato-
micos que albergam uma microbiota normal (por exemplo, orofaringe),
precisa ser interpretado sob critérios distintos.

O resultado da bacterioscopia sempre deve ser correlacionado
com a cultura, sendo de modo geral concordante.
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Classificacao das bacterioscopias

A bacterioscopia pode ser feita de duas maneiras: a fresco e co-
rada. O exame a fresco fundamenta-se na observacdo de microrga-
nismos vivos, em suspensdo do material bioldgico entre lamina e lami-
nula, onde podem ser observadas as formas e os movimentos dos
mesmos. O exemplo classico ¢ o da pesquisa de Treponema pallidum
em preparagdes a fresco para o diagnoéstico da sifilis. A bacterioscopia
corada, por sua vez, ¢ realizada em esfregagos de amostras, que uma
vez secos ¢ fixados, sdo submetidos a um método de coloragdo. Neste
caso bactérias mortas sdo examinadas. Quanto aos tipos de coloracdo
temos a seguinte classificagdo:

1) Coloraciao simples — sdo coloragcdes nas quais se utiliza
apenas um corante. Podem ser positivas, quando as bactérias sdo co-
radas (ex.: azul de metileno, safranina, cristalvioleta) ou negativas,
quando a bactéria ndo € corada mas a sua célula contrasta com o corante
circundante (ex.: tinta da china, nigrosina).

2) Coloracao diferencial — sdo coloragdes em que sdo empre-
gados dois corantes contrastantes que vao gerar cores diferentes em
grupos distintos de bactérias. Sdo exemplos de coloragdes diferenciais
a coloracdo de Gram e a de Zichl-Neelsen.

3) Coloracao especial — sdo aquelas utilizadas para corar e iden-
tificar partes especificas das células bacterianas como esporos, flagelos
ou ainda revelar a presenca de capsula.

Qualquer tipo de técnica para execugdo de preparagdes coradas
envolve trés etapas preliminares fundamentais: preparar o esfregaco,
deixar secar e fixar o esfregaco.

Preparar um esfregago consiste em espalhar na superficie de
uma lamina de vidro uma suspensdo bacteriana obtida de uma cul-
tura em meio liquido ou meio so6lido ou diretamente a partir de um
material clinico (fezes, escarro, liquido pleural), utilizando-se alga
bacteriologica. Apos a execugdo do esfregago, a lamina é deixada
para secar ao ar ou na estufa a 35/37°C. Apos um tempo curto, entre
5 a 10 minutos, realiza-se a fixagdo do esfregago na lamina, o que
pode ser feito pelo calor ou utilizando-se substincias como etanol
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(fixagdo quimica). Na fixagdo pelo calor, que objetiva que as células
fiquem aderidas a lamina e ndo sejam desprendidas durante o pro-
cesso de coloragdo, segura-se a lamina em uma das extremidades e
sdo realizadas duas a trés passagens pela chama do bico de Bunsen.
A partir deste momento, o esfregaco esta pronto para receber o pro-
cesso de coloracao.

Coloracao de Gram
Historico

Hans Christian Joachim Gram (1853-1938) nasceu em
Copenhague em 1853. Seu pai foi Frederik Terkel Julius Gram, advo-
gado ¢ professor de jurisprudéncia; sua mae foi Louise Christiane
Roulund. Estudou medicina na Universidade de Copenhague e obteve o
titulo em 1878. Durante varios anos exerceu a medicina como interno,
e depois como médico residente, no Hospital Municipal de Copenhague.
Realizou investiga¢des sobre o niimero e tamanho dos globulos verme-
lhos, que o fizeram merecedor, em 1882, de uma medalha de ouro em
sua Universidade. Sua tese de doutorado tratou deste tema. Gram viajou
pela Europa durante dois anos, formando-se em farmacologia e bacte-
riologia. Estudou em Estrasburgo, Marburgo e Berlim. De regresso a
Copenhague, se habilitou e foi ajudante de farmacologia entre 1886 ¢
1889. Em 1891, alcangou o grau de professor, cargo que desempenhou
até 1900. Depois mudou de catedra para a de patologia e terapéutica.
Em 1892, foi nomeado chefe de Medicina interna no Hospital Kongelige
Frederiks, posto que manteve até sua aposentadoria em 1923.

A figura de Gram ¢ conhecida porque seu nome se converteu em
eponimo que ainda hoje € utilizado, ainda que alguns desconhecam a sua
origem. Gram estudou as técnicas de coloracdo das bactérias, trabalho
que desenvolveu em Berlim quando trabalhava com Carl Friedldnder
(1847-1887). Seus trabalhos foram publicados na revista Fortschritte
der Medezin. Gram afirmou: “Eu publiquei um método, mas sou cons-
ciente de que, todavia ¢ defeituoso e imperfeito; porém desejo que em
maos de outros investigadores possa resultar util”. Enquanto analisava



30 | Estudos da Pos-Graduagao

os tecidos dos falecidos por pneumonia, descobriu que algumas bacté-
rias mantinham a colorago e outras ndo. Realizou a colora¢do com vio-
leta de genciana, depois fixou com lugol e em seguida lavou com etanol.
Havia bactérias que retinham a cor e apareciam de cor violeta ao micros-
copio e outras perdiam esta cor (por terem sido descoradas). Ele notou
que estas bactérias descoradas podiam ser contracoradas com marrom de
Bismarck ou vesuvina. Mais tarde Carl Weigert incorporou um novo
corante ao processo; adicionou safranina depois da etapa de lavagem
com etanol. Desta maneira as bactérias que ndo retinham a coloracao
inicial (violeta) apareciam coradas de vermelho, e foram chamadas de
Gram-negativas, frente as que se coravam primitivamente de violeta que
eram as Gram-positivas.

Gram foi na realidade um grande clinico. Manteve um consul-
torio privado que teve muito €xito e que s6 parou quando se aposentou
em 1923. Recebeu em vida o reconhecimento pessoal de seus colegas e
de institui¢cdes de varios paises. Morreu em Copenhagen em 14 de no-
vembro de 1938 (BECK, 2000).

Técnica de Gram
A técnica de Gram compreende as seguintes etapas:

1) Preparar o esfregaco delgado em lamina de vidro e deixar secar ao ar.
2) Fixar pelo calor ou por método quimico.

2) Colocar a lamina sobre um suporte para coloragao e cobrir a super-
ficie com solucdo de cristal violeta por 1 minuto.

3) Derramar o corante e lavar com agua corrente.
4) Cobrir o esfregaco com solucao de iodo de Gram durante 1 minuto.
Lavar novamente com agua.

5) Cobrir a superficie do esfregaco com algumas gotas do descorante
alcool-acetona até que ndo haja mais desprendimento de cor violeta.
Usualmente esse processo demora dez segundos ou menos. Lavar com
dgua corrente.
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6) Cobrir a superficie com o contra corante safranina durante 1 minuto.
Lavar com 4gua corrente.

7) Colocar a lamina na posi¢ao vertical deixando que o excesso de dgua
escorra e o esfregaco seque.

8) Examinar o esfregaco com 6leo de imersdo empregando objetiva de
100x do microscopio.

As bactérias Gram-positivas coram-se em violeta e as bactérias
Gram-negativas, em vermelho. (Figura 10).

COLORACAO DE GRAM

PREPARAR O ESFREGACO E FIXAR NO
CALOR
L
COBRIR O ESFREGACO COM CRISTAL VIOLETA, POR
30 SEGUNDOS; A SEGUIR ESCORRER O CORANTE E
LAVAR A LAMINA COM AGUA
(

COBRIR O ESFREGACO COM LUGOL POR 30

SEGUNDOS; DEPOIS ESCORRER O CORANTE E LAVAR
A LAMINA COM AGUA
L

LAVAR A LAMINA COM ALCOOL ABSOLUTO, POR
| — TRES VEZES, OU ATE NAO SAIR MAIS CORANTE;

DEPOIS LAVAR A LAMINA COM AGUA

COBRIR O ESFREGACO COM FUCSINA OU
SAFRANINA, POR 15 SEGUNDOS; EM SEGUIDA
ESCORRER O CORANTE E LAVAR A LAMINA MAIS

UMA VEZ COM AGUA

SECAR A LAMINA NO AMBIENTE OU EM PAPEL DE

FITLRO SEM ESFREGAR E OBSERYA—LA EM
— MICROSCOPIA DE IMERSAO

Figura 10 — Etapas da coloracao de Gram.
Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.

Fundamentos da coloracao de Gram

O principio ou fundamento da técnica de Gram se baseia na
diferenca da composi¢do quimica da parede celular das bactérias e na
acdo do alcool sobre esta parede. Beck (2000) em seu livro Acronology
of Microbiology in historical context relata que em 1884, quando C.



32 | Estudos da Pos-Graduagao

Gram publicou o artigo descrevendo a técnica de coloragdo, o funda-
mento pelo qual a diferenga apos a descoloragdo se estabelece nao foi
explicado. Em 1929, na tentativa de explicar o processo, V. Burke e
M. W. Barnes concluiram que diferencas na permeabilidade da parede
celular eram responsdveis pela rapida descoloracdo das bactérias
Gram-negativas (ap6s tratamento com alcool) ao contrario do que
ocorria com as bactérias Gram-positivas. Em 1929, a estrutura qui-
mica da parede celular das bactérias ndo havia sido ainda elucidada e
0s autores ndo conseguiram evidéncias quimicas para comprovar suas
conclusdes. Em 1957, Wensinck e J. J. Boevé também tentaram justi-
ficar a diferencga na descoloracdo devido a diferengas na permeabili-
dade entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Enfim, em
1963, M. R. J. Salton concluiu que a diferenca na coloragdo de Gram
¢ dependente da criagdo de uma barreira de permeabilidade na bac-
téria Gram-positiva que ocorre apos o tratamento com alcool. O al-
cool desidrata a espessa camada de peptidoglicano na bactéria Gram-
positiva e leva a criagdo de pequenos poros que prendem o complexo
cristal violeta-iodo dentro da célula; enquanto o tratamento com al-
cool na Gram-negativa leva a um aumento da permeabilidade devido
a extragdo de lipidios da membrana externa.

Em resumo, existem duas teorias que tentam explicar a colo-
racdo de Gram, que ndo sdo excludentes, mas, sim, complementares. A
primeira relaciona-se com a desidratagdo do peptidoglicano e tenta ex-
plicar a habilidade das bactérias Gram-positivas em reter o corante,
haja visto que apresentam camada mais espessa de peptidoglicano, que
pode atuar como uma rede que, ao perder agua, sob a acdo de um sol-
vente organico, como o alcool a 95°, por exemplo, fecharia a sua malha,
retendo, assim, o corante em seu interior. Ja nas bactérias Gram-
negativas, como a camada de peptidoglicano ¢ muito delgada, sua de-
sidratacdo ndo ¢ condicdo suficiente para que ocorra o fechamento
desta malha, extravasando, assim, o corante.

A segunda teoria relaciona-se com a lipossolubilidade dos com-
ponentes da parede bacteriana. As bactérias Gram-negativas, por apre-
sentarem em sua composi¢do grande quantidade de lipidios, formando
a sua membrana externa, estes sdo solubilizados quando expostos ao
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solvente orgénico, deixando escapar todo o corante que, porventura,
tenha entrado na célula bacteriana. Ja as bactérias Gram-positivas, por
ndo apresentarem lipidios em sua composi¢do, ndo sofrem esta acao.

Desta forma, as bactérias Gram-positivas, a0 mesmo tempo em
que desidratam e fecham a malha de peptidoglicano, ndo sofrem a acao
das substancias que solubilizam lipidios, retendo, assim, o corante. Por
outro lado, as bactérias Gram-negativas, apesar de também desidratarem
sua camada de peptidoglicano, talvez em menor propor¢do — o alcool
age primeiro na camada externa a camada de mureina — ndo conseguem
reter o corante, em razdo também de sua pequena espessura. Além do
mais, a solubilizag@o dos lipidios, pertencentes a sua membrana externa,
facilita ainda mais o extravasamento do corante, tornando-as incolor.
Assim, para a evidenciagdo das bactérias Gram-negativas, apos a etapa
da diferenciacdo, se utiliza um contracorante para facilitar sua visuali-
zacao (Figura 11).
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CORANTE O CRISTAL
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Figura 11 — Achados celulares de um esfregagco submetido a coloragao de Gram, etapa por etapa.
Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.
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Variacoes da coloracao de Gram

Apesar de a coloragdo de Gram ser a técnica mais difundida
para a observagdo bacteriana, mesmo sendo realizada por profissio-
nais qualificados, ela pode apresentar variagcdes que devem ser inter-
pretadas com precisao por um observador experiente. Desta forma,
além das bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, que sdo polos
opostos da coloragdo de Gram, podem ser observados micro-orga-
nismos que apresentam uma Gram-labilidade, isto é, coram-se irregu-
larmente ao Gram. Esta situagcdo pode ser bem observada em células
bacterianas que geralmente sdo Gram-positivas, mas que, em virtude
da injuria celular por trauma ou por agao de antibacterianos, que agem
na sintese da parede, ou ainda em células velhas, a habilidade de reter
o corante ndo se faz evidente. Assim, no conjunto bacteriano, podem
ser observadas células retendo bem o corante, outras retendo pouco e
outras simplesmente ndo o retendo (Figura 12). Vale aqui ressaltar
que o corante da metodologia de Gram € o cristal violeta, e ndo a fuc-
sina, que ¢ considerada apenas um contracorante. Por conseguinte,
fica claro que, quando se refere a Gram-labilidade, esta se faz frente
apenas ao cristal violeta, logo, para bactérias Gram-positivas. Além
desta situagdo, a Gram-labilidade, também, pode ser expressa em po-
pulacdes bacterianas bem conservadas, onde, por caracteristica da
propria célula, como por exemplo, na populagdo dos actinomicetos
(bactérias filamentosas), esta retém de forma irregular o corante.

Uma boa metodologia de Gram deve mostrar populagdes Gram-
positivas coradas de violeta intenso e células eucarioticas (leucocitos e
células de revestimento contidas no material), bem como populagdes
bacterianas Gram-negativas de roéseo ou rdéseo alaranjado, na depen-
déncia do contracorante utilizado, seja fucsina ou safranina.

Assim, especial aten¢do deve ser tomada pelo observador na colo-
racdo de Gram para avaliar se 0 microrganismo apresenta Gram-labilidade
ou se a “pseudo-Gram-labilidade” esta relacionada a uma colora¢do mal-
-executada. Esta situagdo pode ser exemplificada na falha do momento da
descoloragdo, quando os corantes das células Gram-negativas ndo sdo
suficientemente removidos, sendo observadas, na microscopia, as células
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eucarioticas e as bactérias Gram-negativas, ainda, com tonalidades de
violeta (Figura 12).

VARIACOES DA TECNICA DE GRAM
® 3.° ® 8° ° &° © &°
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POSSIVEIS FALHAS:
POSSIVEIS FALHAS: PERMANENCIA
PERMANEN CIA MAIOR DO CRISTAL MENOR DO CRISTAL
VIOLETA/LUGOL OU DESCOLORACAO IDEAL VIOLETA/LUGOL OU
INSUFICIENTE COM ALCOOL DESCOLORACAO

COM ALCOOL, MAIS
QUE SUFICIENTE

Figura 12 — Variacbes que podem ocorrer na coloragao de Gram, por falhas na execucao.
Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.

Apesar de a maior parte das bactérias relacionadas com patolo-
gias humana e animal ser corada pelo Gram, e de esta ser a técnica
mais difundida, ela ndo ¢ absoluta, pois existem populacdes bacte-
rianas refratarias a este tipo de coloragdo, por apresentarem consti-
tuintes diferenciados em suas paredes bacterianas, como as microbac-
térias, que ndo se coram ao Gram por possuirem ceras em sua parede,
inviabilizando a penetracdo do cristal violeta. Além do mais, outras
bactérias, em razdo da pequena espessura de sua parede celular, ndo
conseguem reter nem o corante nem o contracorante, como por
exemplo as Ricketsia sp. e os espirilados dos géneros Treponema sp.
e Leptospira sp. Aqui deve ser ressaltado que bactérias que nao pos-
suem parede, como os micoplasmas também, ndo se coram ao Gram.
Ademais, apesar da coloragdo de Gram nao ser uma técnica eletiva
para fungos, as leveduras do género Candida sp., Rodotorula sp. e
Malassezia sp. sdo coradas pelo cristal violeta, bem assim alguns
fungos filamentosos, como Aspergillus sp. ¢ Fusarium sp., podem se
apresentar com Gram-labeis.



36 | Estudos da Pos-Graduagao

Sensibilidade e especificidade

Os termos sensibilidade e especificidade costumam ser utilizados
para descrever o desempenho e o valor dos testes diagnosticos. A sensi-
bilidade de um teste refere-se a probabilidade de ser positivo na pre-
senca do patdgeno. A especificidade do teste mede a probabilidade de
fornecer um resultado negativo na auséncia de um patégeno. A bacte-
rioscopia pelo método de Gram varia com relagdo a sua sensibilidade e
especificidade de acordo com o tipo de infecg@o e sitio anatdmico. Para
algumas infec¢des ¢ um método muito especifico e sensivel, como é o
caso da infecgdo uretral pelo gonococo de um paciente do sexo mascu-
lino. O achado de diplococos reniformes Gram-negativos de locali-
zagdo intra e extra-leucocitaria no pus uretral ¢ altamente especifica de
gonococos. O mesmo tipo morfologico observado em amostras de LCR
indica quase sempre a presenga de meningococos. Daur et al. (2004),
determinaram a sensibilidade da coloragdo de Gram no diagndstico
prévio de infecgdes em sitios corporais estéreis. Analisaram 82 amos-
tras de diferentes liquidos bioldgicos (liquido pleural, sinovial, ascé-
tico, pericardico e peritoneal), comparando os resultados da coloragao
de Gram com o das culturas. A coloragdo de Gram apresentou sensibi-
lidade e especificidade de 62,5% e 93,9% respectivamente. A baixa sen-
sibilidade, ou seja, o crescimento em meios de cultura sem a visuali-
zagdo de bactérias na coloracdo prévia pelo Gram seria devido a baixa
concentragdo de micro-organismos na amostra.

A bacterioscopia pelo método de Gram é bem mais complicada
quando as amostras analisadas sdo provenientes de locais ndo-estéreis do
organismo (secrecao de oro faringe, escarro, fezes, lesdes de pele) devido
a presenca da microbiota normal. E preciso ter muita experiéncia e conhe-
cimento da hipotese diagnostica e dados do paciente para a interpretacao
da coloracao de Gram destes materiais.

Importancia clinico-laboratorial da coloragao de Gram

Apesar dos varios avangos tecnologicos no diagnostico bacte-
riolégico, como por exemplo os métodos automatizados e as técnicas
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da biologia molecular, a coloragdo de Gram permanece como um dos
métodos mais valiosos para identificagdo bacteriana. Wu et al. (2013)
compararam trés métodos, PCR em tempo real, Colora¢do de Gram e
cultura de liquor, e avaliaram a precisdo destes testes no diagnostico
bacteriologico da meningite causada pelas bactérias mais frequente-
mente envolvidas (S. pneumoniae, N. meningitidis e H. influenzae).
Embora a cultura seja considerada o padrdo ouro, o PCR em tempo
real e a coloragdo de Gram apresentaram maior precisdo no diagnds-
tico. A vantagem da coloragdo de Gram em relacdo aos outros mé-
todos ¢ a rapidez e o baixo custo. Além disso, no paciente tomando
antibidticos, o PCR em tempo real e a coloracdo de Gram sdo menos
afetados que a cultura.

Outra vantagem da bacterioscopia pelo Gram & que os resul-
tados dela podem fornecer muitas informagdes ao microbiologista e ao
clinico em apenas 15 minutos ap6s a chegada do espécime clinico ao
laboratorio, enquanto a cultura e até o PCR em tempo real requerem
um tempo maior.

A importéncia clinico-laboratorial da coloracdo de Gram pode
ser exemplificada ainda nos itens abaixo:

1. As propriedades de coloragdo e morfologia da bactéria en-
contrada no espécime clinico podem orientar os esforgcos na cul-
tura e identificagdo da espécie (orienta a sele¢do dos meios de cul-
tura adequados).

2. As propriedades de coloracdo e morfologia da bactéria en-
contrada no espécime clinico podem orientar a sele¢do empirica de
antibidticos para o paciente.

3. A coloragdo de Gram pode ser utilizada para avaliar a qualidade
da amostra clinica de qualquer material clinico sujeito & contamina¢ao
com a microbiota normal dos sitios anatdomicos. Este procedimento ¢é
principalmente utilizado para amostras de escarro para cultura. A pre-
senca de células epiteliais escamosas em ntimero > 25 por campo de
pequeno aumento (400x), mesmo com quantidade elevada de leucocitos
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indica que a amostra foi contaminada com saliva ou secrec¢@o de orofa-
ringe, contraindicando a realizag@o da cultura.

4. A avaliagdo quantitativa e qualitativa dos outros elementos
presentes no esfregago corado pelo Gram, como leucécitos polimor-
fonucleares, células epiteliais, macrofagos etc., podem auxiliar na in-
terpretacdo da resposta inflamatoria.

5. Pode-se avaliar a quantidade de micro-organismos presentes
na amostra para monitorar se o crescimento subsequente na cultura ¢é
compativel com o observado.

6. Pela rapidez do resultado, o teste se mostra muito impor-
tante em determinadas situagdes clinicas, como no diagndstico de
angina de Vincent, uma associacdo de anaerobios que frequente-
mente € a causa de amigdalite purulenta que nao pode ser diagnosti-
cada por cultura.

7. A colorag@o de Gram de urina ndo centrifugada fornece uma
avaliacdo aproximada do ntimero de bactérias na urina. A presenca
ocasional de 1 bactéria por campo de grande aumento (1000x) sugere
uma contagem de colonias > 10°ufc/ml, enquanto que a presenca
constante de 1 bactéria por campo de grande aumento sugere uma
contagem de > 10%ufc/ml.

8. A pesquisa de patdogenos entéricos especificos pela bacte-
rioscopia corada pelo Gram de esfregacos de fezes diarreicas ndo ¢
muito util, devido a presenca de microbiota extremamente variada.
Entretanto, a avaliacdo pela coloragdo de Gram pode indicar se ha
predominio ou auséncia de um tipo bacteriano (ex.: presenga de
cocos Gram-positivos em grumos ou cachos ou auséncia de bacilos
Gram-negativos). A presenca de grande quantidade de leucocitos ge-
ralmente indica processo infeccioso, ¢ a visualizagdo de pequenos
bacilos Gram negativos curvos pode indicar a presenga de
Campylobacter spp. A presenga de leveduras ndo costuma ter signifi-
cado clinico, exceto para indicar que um aumento excessivo de leve-
duras pode indicar um desequilibrio da microbiota intestinal ¢ sua
interpretacdo deve ser cuidadosa.
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Outras caracteristicas diferenciais relacionadas a coloragdo de
Gram est@o expostas no quadro abaixo:

Quadro 1: Algumas caracteristicas diferenciais entre bactérias Gram-
positivas e bactérias Gram-negativas

Bactérias Gram-positivas

Bactérias Gram-negativas

Muito sensiveis a agdo bacteriostatica

Pouco sensiveis a agdo bacteriostatica

dos corantes do grupo das trifenilmeta- | dos  corantes do  grupo  das
nas (ex.: violeta de genciana) trifenilmetanas
Muito  sensiveis aos  detergentes | Pouco sensiveis aos  detergentes
anidnicos anidnicos
. AT L Pouco ou insensiveis as sulfas e
Muito sensiveis as sulfas e penicilinas S
penicilinas

Baixa sensibilidade a estreptomicina,
cloranfenicol e tetraciclina

Alta sensibilidade a estreptomicina,
cloranfenicol e tetraciclina

Algumas espécies podem ser acido-
resistentes

Nunca sdo acido-resistentes

Alta resisténcia ao dessecamento

Baixa resisténcia ao dessecamento

Alta resisténcia a ruptura fisica

Baixa resisténcia a ruptura fisica

Alta sensibilidade a ruptura da parede
pela lisozima

Baixa sensibilidade a ruptura da parede
pela lisozima

Fonte: adaptado de Bier, O., 1980; Tortora, 2000.

Na bacterioscopia pela coloragdo de Gram, tem sido preconizada
ndo apenas uma analise quantitativa mas também qualitativa das bactérias
e células encontradas no esfregaco de material clinico examinado. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria preconiza a seguinte leitura:

Relatar células epiteliais, leucocitos e micro-organismos de
forma numérica ou qualitativa observando o esfregaco em imersao

1000x(10x ocular e objetiva 100x):

* Numérica:

1+ —<1 por campo
2+ —1 por campo

3+ —2-10 por campo

4+ — predominio ou >10 por campo
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e Qualitativa

Raros — <1 por campo

Poucos — 1 a 5 por campo
Moderados — 5 a 10 por campo
Abundantes — > de 10 por campo

Diferentes técnicas de coloracao de Gram

Durante os mais de 100 anos passados ap6s a descri¢do da colo-
racdo por C. Gram, variagdes no procedimento com rela¢do aos corantes
utilizados, tempo de execugdo da coloragdo, substancias utilizadas como
descorantes, lavagem com agua em dadas etapas, foram propostas. As
mais utilizadas em bacteriologia sdo as descritas a seguir:

Coloragao classica de Gram segundo Bier (1980).

Reagentes

Cristal violeta fenicada

o Cristal Violeta ......c.cccceeeveriecvennnnne. lg
e Alcoola95° ..o, 10ml
*  Fenol fundido.........ccoeevvvvvrirrnennns 2g
«  Aguadestilada ..........ccoocoo........ 100ml
Lugol

*  Todo metalico .....ccceeveveeeeieeiieienee. g
* Jodeto de potassio .....cccceceevueeunennee. 2g
«  Aguadestilada.............ccco......... 300ml

Fucsina Basica
* Fucsina basica................... 01 ou0,2g
« Aguadestilada..........ccccoooo........ 100ml
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Técnica de coloracao:

1) Cobrir o esfregaco por 1 minuto com solugio fenicada de cristal violeta;
2) Escorrer o corante e cobrir o esfregaco durante 1 minuto com solugdo
de lugol fraco;

3) Lavar em 4gua corrente;

4) Descorar com alcool 95°GL até o descorante fluir limpido;

5) Cobrir o esfregago com solugao de fucsina basica por 30 segundos.

Outra modificagdo utilizada € a coloragdo de Hucker (1921), que
segundo alguns autores permite uma melhor visualiza¢do das bactérias.

Reagentes

Cristal violeta

Solugdo A

*  Violeta de metila .........ccvervveurenenne 2g
e Alcool etiliCo ..oueverrreeeerrian. 100ml
e Alcool metilico ....ovveveeereeeenn. 100ml
Solucdo B

* Oxalato de amonio.............cccueeeenn.ee.. 4g
. Agua destilada .......c..coeveeennnnn. 400ml

Misturar as solugdes A e B. Deixar em repouso a temperatura
ambiente por 24h ao abrigo da luz. Filtrar antes de usar e estocar em
frasco escuro.

Lugol

*  lodo metalico .....ccoeeeveeeereeenreennnen, 3g
* Jodeto de potassio ........ccecevererenee. 4,5g
«  Agua destilada..........ccccoo.......... 450ml
Safranina

o Safranina..........ccecceevvvvinienieeienne 2,5g

«  Aguadestilada ............cccoo........ 500ml



42 | Estudos da Pos-Graduagao

Técnica de coloracao:

1) Cobrir o esfregago por 15 segundos com violeta de metila;

2) Adicionar igual quantidade de 4gua sobre a ldmina e deixar agir por
mais 45 segundos;

3) Escorrer o corante e lavar em agua corrente;

4) Cobrir a lamina com solugao de lugol diluido (1/20) e deixar agir por
aproximadamente 1 minuto;

5) Escorrer o lugol e lavar em agua corrente;

6) Descorar com alcool até o descorante fluir limpido;

7) Lavar em agua corrente;

8) Cobrir o esfregaco com safranina e deixar agir por 30 segundos;

9) Lavar em agua corrente.

A modificagdo de Kopeloff foi recomendada para melhor vi-
sualizagdo e diferenciagdo de bactérias anaerdbias que sdo facil-
mente descoradas.

Reagentes

Cristal violeta alcalino

Solugdo A

*  Cristal Violeta ..........cccceeeveennnee. 10g

« Aguadestilada ....................... 1000ml
Solugao B

* Bicarbonato de sodio.........c.cceen.e. 50g
« Aguadestilada ..........ccccoo........ 1000ml

Solug¢do de iodo

*  Hidroxido de sodio........ceeevevevenennen. 4g
e Cristais de 10d0.......ccceevverveerieennennne. 20g
* Jodeto de potassio.........cceeverrererernnnns g

« Aguadestilada............coo.o......... 1000ml
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Descorante

o AICOOl 95% .o 700ml
ACEONA...ueeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 300ml
Safranina

o Safranina.........cccecceeeeeveenieneeneenienn, 20g
e Etanol 95% ccooeveeviiiiiiiiiiiiie, 100ml
«  Aguadestilada ..........cococovenne.n. 1000ml

Descorantes

Uma grande variacdo na composi¢ao dos descorantes utilizados
tem sido descrita. A maioria dos autores preconiza a utilizagao de alcool
a 95% ou uma mistura de alcool-acetona em quantidades variaveis. O
alcool proporciona uma descoloragdo mais lenta e a medida que se adi-
ciona acetona, a velocidade de descoloragdo aumenta com a quantidade
de acetona acrescentada.

Controle de qualidade

Os reagentes devem ser examinados diariamente. Se a solugao
de cristal-violeta precipitar, deve-se refiltra-la antes de usar. A evapo-
racdo pode afetar a eficacia dos reagentes. Recomenda-se que as solu-
¢Oes de trabalho sejam trocadas regularmente, dependendo da de-
manda. Diariamente, ¢ quando novos reagentes forem preparados,
corar, juntamente com os esfregacos da rotina, laminas controles.
Esfregacos de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus epi-
dermidis (ATCC 12228) ou Staphylococcus aureus (ATCC 25922) sao
preparados e fixados.

Resultados esperados:
* Dbacilos Gram-negativos, coloragdo rosea;

* cocos Gram-positivos, coloragdo violeta.
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Tamanho e forma das bactérias

A maioria das bactérias varia de 0,2 a 2,0um de diametro e de 2
a 8um de comprimento. Tradicionalmente sdo descritas trés formas
basicas das bactérias: coco (esférico), bacilo (em forma de bastio) e

espirilo (Figura 13).

@ o

PRINCIPAIS TIPOS
MORFOLOGI
ORFOLOGICOS TIPOS DE ARRANJOS
BACTERIANOS
BASICOS |SECUNDARIOS
‘ ‘ " DIPLOCOCOS
Ex. Neisseria sp.  Ex. Mi is sp. Ex. S. i
C]f])é:c(')A(—_‘,r]I(VAON[ COCO GRAM X. eisseria sp. X. licrococcus sp. X. pneumoniae
NEGATIVO
RENIFORME

TETRADE
Ex. Gaffkya sp.

ESTAFILOCOCO
Ex. Staphylococcus sp.

ap =

BACILO GRAM | BACILO GRAM
POSITIVO POSITIVO
LANCEOLADO

e COCO GRAM
COCO GRAM POSITIVO ESTREPTOCOCO SARCINA
POSITIVO LANCEOLADO Ex. Streptococcus sp. Ex. Sarcina sp.
e | =
- BACILO GRAM 2
BACILO GRAM NEGATIVO ESTREPTOBACILO
NEGATIVO FUSIFORME Ex. Haemophilus ducreyi PALICADA

Ex. Corynebacterium diphtheriae

SEM ARRANJO SEM ARRANJO

Ex. Bacillus sp. Ex. Enterobactérias — Proteus sp.;
Escherichia sp., Klebsiella sp .

BACTERIAS FILAMENTOSAS
GRAM LABEIS
Ex. Nocardia sp.

SEM ARRANJO
CARACTERISTICO

Y AY.

ESPIRILADOS (NAO SE
CORAM AO GRAM)
Ex. Treponema sp.; Borrelia sp.

SEM ARRANJO
CARACTERISTICO

Figura 13 — Desenho das formas e arranjos bacterianos.

Fonte: Prof. José Julio Costa Sidrim.



VISUALIZACAO BACTERIANA E COLORACOES | 45

Os cocos sao redondos, mas podem se apresentar ovais ou acha-
tados. Dependendo do plano de divisdo celular, as células bacterianas
podem permanecer unidas umas as outras. Os cocos que permanecem em
pares sdo chamados diplococos. Aqueles que ap6s a divisdo permanecem
ligados em forma de cadeia sdo chamados estreptococos. Os que se di-
videm em dois planos e permanecem em grupos de quatro sdo chamados
tétrades. Os que se dividem em trés planos e permanecem unidos em
forma de cubo, com oito bactérias, sdo chamados sarcinas. Por Gltimo os
que se dividem em multiplos planos e permanecem agregados em forma-
¢oes que lembram cachos de uva sdo chamados de estafilococos.

Os bacilos se dividem ao longo de seu eixo curto; assim existem
menos agrupamentos de bacilos que de cocos. A maioria se apresenta
isolados. Alguns possuem extremidades afiladas e outros apresentam
extremidades cortadas em angulo reto. Outros sdo ovalados e pare-
cidos com cocos e recebem o nome de cocobacilos. As bactérias espi-
raladas possuem uma ou mais curvaturas. As que parecem uma virgula
sdo chamadas de vibrides. Outras possuem forma helicoidal, como um
saca-rolhas, e sdo chamadas espirilos.

A morfologia bacteriana ndo se restringe a apenas estas trés
formas basicas: cocos, bacilos e espirilos. Na verdade os procariotos
apresentam uma grande variedade de tamanho, formatos e arranjos.
Tém sido descritas células bacterianas que apresentam forma que
lembra liméo, forma de chama de vela, forma de grio de feijao, forma
de Y (forma bifida), forma retangular (angulo reto, extremidade arre-
dondada, fusiforme, filamentosa), forma de lagrima, triangular, curvas,
afiladas e outras.

Outra questdo importante é que muitas bactérias podem apre-
sentar mais de uma forma. Como exemplo temos o Helicobacter pylori
que pode se apresentar na forma helicoidal (asa de gaivota) (Figura 14),
forma de bacilo (nos tecidos) e forma cocoide (em subcultivos); a
Escherichia coli uropatogénica, nas formas de bacilo, coco e forma fi-
lamentosa; e a Legionella pneumophila, que pode se apresentar sob 8
diferentes formas (5 in vivo). Ainda, a forma, embora seja uma caracte-
ristica que parece ser determinada pela hereditariedade, é também uma
caracteristica fisiologica e que pode mudar de acordo com o meio onde
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a bactéria se encontra e com os desafios que enfrenta. Como exemplo ¢
citada a Salmonella typhimurium, bacilo, que apresenta células maiores
em meios ricos e c¢lulas menores em meios minimos.

Figura 14 — Coloragao de Gram (1000x). Esfregaco de bidpsia gastrica. Numerosas bactérias
Gram-negativas espiraladas em forma de “asa de gaivota” (seta azul).
Fonte: proprio autor.

A Escherichia coli assume forma filamentosa quando em meio mi-
nimo; a Pseudomonas aeruginosa apresenta a forma de bacilo curto
(meio liquido) e filamentosa em meio minimo; Actinomyces israelli na
auséncia de cisteina e fosfato, assume forma ramificada e forma de
bacilo quando em meio rico. As espécies do género Clostridium apre-
sentam bacilos em processo de esporulacdo ou esporos soltos quando
em ambiente sem nutrientes.

Segundo Lorian (1986), formas bacterianas “anormais” sao fre-
quentemente encontradas em bacterioscopia pelo Gram de espécimes
clinicos. Cerca de 1/3 das culturas processadas em laboratorios de hos-
pitais sdo provenientes de pacientes fazendo uso de antimicrobianos.
Concentragdes subinibitorias de antibidticos podem ser detectadas na
corrente circulatoria ou nos tecidos do paciente em varios momentos da
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terapéutica antibiotica e as bactérias sob a acdo dessas concentracdes
subinibitorias apresentam formas alteradas. Bacilos Gram-negativos
apresentando formas filamentosas longas sdo as formas bacterianas
mais frequentemente encontradas nas bacterioscopias.

Microbiota normal humana

Os primeiros estudos cientificos sobre micro-organismos € suas
interagdes com o hospedeiro humano ocorreram na segunda metade do
século XIX. Pasteur (final do século XIX) afirmou que “Os micrébios
sd0 necessarios para a vida normal”. Metchnikoff (1908) também
afirmou que “A composi¢do da flora é essencial para o bem estar do
hospedeiro e ¢ importante entender as interagdes entre hospedeiro e
bactérias”. Em 1855, o pediatra e bacteriologista alemao Theodor
Escherich (1857-1911) descreveu a microbiota e em 1866 descreveu a
colonizacdo do trato gastrointestinal (TGI) infantil sugerindo o efeito
benéfico de certas bactérias na digestdo. Ele afirmou que “O conheci-
mento aprofundado da flora endogena € essencial ndo somente para a
compreensdo da fisiologia da digestdo como também para a compre-
ensdo da patologia e terapia das doencas microbianas intestinais”.
Publicou o artigo “The intestinal bacteria of the neonate and breast-fed
infant” na Forschritte der Medizinvol 3, 1988.

Porém foi o obstetra alemdo Alfred Doederlein (1860-1941) o
primeiro cientista a sugerir a associacdo benéfica das bactérias vaginais
pela produgdo de acido lactico a partir de agucares, prevenindo ou ini-
bindo o crescimento de bactérias patogénicas. As bactérias do género
Lactobacillus, que formam a flora vaginal normal, sdo designadas como
bacilos de Ddederlein.

A associac@o benéfica de bactérias produtoras de acido lactico e
o hospedeiro humano t€m sido sugerida por muitos pesquisadores.
Destas bactérias fazem parte as bifidobactérias, descobertas em 1889, e
descritas no inicio dos anos 1900 como sendo tipicamente associada
com as fezes, especialmente de criangas alimentadas do leite materno.

O corpo humano alberga mais bactérias que células eucaridticas
numa propor¢do de cerca de mais de 10 vezes (o corpo humano contém
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cerca de 1x10" células corporais e abriga cerca de 1x10'* células bacte-
rianas). Estas bactérias sdo denominadas coletivamente de microbiota.
Esta microbiota ¢ adquirida pelo recém-nascido no momento do parto e a
colonizagdo vai ocorrendo gradativamente até quando a crianga atinge 2
a 3 anos de idade e a microbiota passa a se assemelhar, qualitativamente
e quantitativamente, com a microbiota do individuo adulto. Diferentes
sitios anatdmicos albergam diferentes tipos de bactérias. Mesmo um sitio
anatomico unico como a boca, contém diferentes locais (sulco gengival,
dente, saliva, lingua) que sdo colonizados por diferentes bactérias. Os si-
tios normalmente colonizados sdo: pele, fossas nasais e orofaringe, boca,
intestino grosso, trato genital feminino, uretra distal, conjuntiva ocular.

Algumas caracteristicas sdo comuns aos sitios colonizados:

1. Os micro-organismos numericamente predominantes sao bactérias.
Os Archae e fungos podem ser encontrados, mas em menor numero.

2. A maioria das bactérias sdo Gram-positivas. Todavia a razdo das bac-
térias Gram-positivas dominarem a microbiota normal humana ainda
nao esta respondida.

3. Embora a microbiota de diferentes sitios colonizados exer¢a uma
acdo protetora, algumas destas bactérias podem causar severas infec-
¢Oes se penetrarem nos sitios estéreis.

Microbiota predominante nos sitios colonizados

Pele — a superficie da pele € seca, ligeiramente acida e o ambiente &
de acrobiose. Bactérias Gram-positivas como corinebactérias (difteroides)
e estafilococos estdo presentes com predominancia do Staphylococcus
epidermidis. Os difteroides sdo bacilos Gram-positivos pleomorficos e
que podem se apresentar em agrupamentos em forma de V ou Y (Figura
15). Nos foliculos pilosos podem também ser encontradas bactérias
anaerdbias como Propionibacterium acnes.
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Figura 15 — Coloragao de Gram (1000x). Esfregaco de secrecao vaginal. Bacilos curtos
Gram positivos apresentando arranjo em V, lembrando letras chinesas (seta amarela).
Fonte: proprio autor.

Nasofaringe e orofaringe — Na nasofaringe é comum a coloni-
zagdo por cocos Gram-positivos (Staphylococcus aureus (1/3 da popu-
lagdo ¢é colonizada) e Streptococcus pneumoniae). Aproximadamente
25% a 40% de individuos adultos e criangas saudaveis podem ser colo-
nizados por S. pneumoniae em alguma fase de sua vida. A microbiota da
boca e orofaringe é constituida predominantemente por cocos Gram-
positivos (estreptococos).

Intestino grosso — o intestino grosso se caracteriza por um fluxo
lento dos alimentos. E o sitio anatdmico com maior diversidade bacteriana
e maior numero de bactérias (cerca de 10'? bactérias/g de fezes). E um
ambiente anaerdbico e, portanto, as bactérias anaerdbias predominam
neste sitio. As bactérias anaerdbias numericamente predominantes sdo as
do género Bacteroides spp (Bacilos Gram-negativos) e um grande nimero
de espécies Gram-positivas ( muitas ainda ndo caracterizadas). Populacdes
numericamente inferiores contém as enterobactérias € enterococos.

Trato genital feminino — A microbiota vaginal normal apresenta
um total de 10® a 10° de colonias bacterianas por mililitro de secregdo
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vaginal, sendo que a concentracdo de espécies aerobias e anaerobias
varia em diferentes momentos do ciclo menstrual. E unanime e aceito
que a microbiota vaginal normal de uma pessoa adulta consiste predo-
minantemente de Lactobacillus spp. Estes lactobacilos sdo bactérias
fermentadoras que produzem acido lactico, o qual provavelmente con-
tribui para o pH 4cido da vagina (5.0). Este pH baixo parece atuar como
uma barreira protetora contra a colonizagdo por bactérias patogénicas.
Outra possivel contribuicdo dos lactobacilos na protecao deste sitio
anatémico ¢ o fato de algumas cepas produzirem perdxido de hidro-
génio que € toxico para muitos micro-organismos.

Bacterioscopia de sitios estéreis

Diversos sao os liquidos corporais provenientes de sitios ana-
tomicos estéreis que podem ser recebidos no laboratoério para reali-
zagdo de bacterioscopias. Sao eles: liquido pleural, pericardico, peri-
toneal, sinovial e liquido amnidtico. Como ¢é de sitio estéril, ¢
provavel que a bactéria descrita, quando encontrada, seja a causadora
do processo infeccioso. Geralmente em sitios estéreis s6 sdo visuali-
zados um tipo de bactéria. Na figura 16 podem ser observadas bacté-
rias Gram-positivas, em forma de chama de vela e aos pares.
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Figura 16 — Coloragao de Gram (1000x).Esfregaco de liquido pleural. Grande quantidade de

células (polimorfonucleares) e pequena quantidade de diplococos Gram-positivos (seta azul).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Células (polimorfonucleares) também sdo observadas no esfregago.
Diplococos Gram-positivos lanceolados sugerem Streptococcus
pneumoniae, importante agente etioldogico de pneumonias e derrame
pleural. O nimero de bactérias encontrado nos esfregacos geralmente
¢ muito pequeno. Entretanto, na cultura, muitas vezes, ¢ obtido o
crescimento bacteriano.

Bacterioscopia de sitios com microbiota normal
Secrecoes purulentas

Quando fazemos uma bacterioscopia de secre¢des purulentas
(pele — abscessos fechados ou nio), as vezes torna-se dificil a obser-
vacao de leucocitos integros devido ao estado de degeneracdo celular.
Uma observagdo em varios campos microscopicos faz-se necessaria
para visualizarmos presenca de restos celulares sugestivos de material
leucocitario. Os estafilococos s@o as principais bactérias responsaveis
por infec¢des fechadas como foliculites, abscessos. Na figura 17
podem ser observados cocos Gram-positivos agrupados que sugerem
este género bacteriano.

Figura 17 — Coloragao de Gram(1000x). Secrecao purulenta. Cocos Gram-positivos agrupados.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Outro género bacteriano importante em lesdes de pele (impetigos) sdo
os estreptococos (Figura 18).
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Figura 18 — Coloragao de Gram (1000x). Esfregaco de escarro. Cocos Gram-positivos dis-
postos em longas cadeias. Também sao visualizados cocos Gram-positivos isolados e em
pequenas cadeias.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Fezes

A microbiota do intestino é extremamente variada e numerosa ¢ a
avaliacdo da bacterioscopia de fezes pelo Gram deve se deter no predominio
ou no equilibrio entre as formas bacterianas observadas. Células polimorfo-
nucleares leucdcitos, se visualizados, sugerem processo inflamatorio. Na
figura 19 pode ser observada uma bacterioscopia de fezes normal; observar
a presenca de numerosas bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas.

R S 2 Y T R 2 It o
Figura 19 — Coloragao de Gram (1000x). Esfregaco de Fezes. Pode ser observado uma
grande e diversificada quantidade de bactérias (Bacilos Gram-negativos, bacilos Gram-
positivos, cocos Gram positivos).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Secrecao vaginal

A microbiota vaginal normal apresenta células de descamacao,
raros leucocitos e predominéncia de bacilos Gram-positivos (bacilos de
Doéederlein) (Figura 20).
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Figura 20 — Coloragao de Gram (1000x). Esfregaco de secrecao vaginal. Célula epitelial e
bacilos Gram-positivos (Bacilos de Doederlein).
Fonte: Elaborada pelo autor.

A colorag@o de Gram ¢ util para o diagnostico de vaginose bacteriana e
candidiase vaginal. A vaginose bacteriana (VB) ¢ um distarbio do ecos-
sistema vaginal de etiologia polimicrobiana, em que ha predominio de
micro-organismos anaerdbios. E a mais frequente causa de corrimento
genital, responsavel por 40 a 50% dos casos, sendo que cerca de metade
das mulheres portadoras sdo assintomaticas. No diagnostico da vaginose
bacteriana, através da coloragdo de Gram, pode ser observado um grande
numero de bacilos Gram-negativos pleomorficos, bacilos finos e curvos
ou cocobacilos. Estas bactérias depositam-se sobre as células epiteliais
conferindo um aspecto arenoso. Podem ser observadas também células
escamosas cobertas em sua superficie por cocobacilos pleomorficos
Gram-variaveis, caracterizando as chamadas clue-cells ou “células
chave” (Figura 21).
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Figura 2-1 — Coloragao de Gr;-im (1000x). Esfregaco de secrecao vaginal. “Clue cells”.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Estas células estdo geralmente presentes nas infeccdes causadas por
Gardnerella vaginalis. O diagnoéstico de vaginose bacteriana pode ser
realizado utilizando-se o critério de Nugent que tem apresentado especi-
ficidade de 83% e sensibilidade de 89% quando comparado com os si-
nais clinicos, embora seja pouco utilizado na pratica clinica, por requerer
mais tempo para sua realizagdo e um profissional treinado na leitura das
laminas. O escore avalia o numero de Lactobacillus (bacilos Gram-
positivos, grandes) somado ao de Gardnerella (organismos cocobaci-
lares Gram-negativos) e ao de Mobiluncus (bacilos curvos, finos, Gram-
variaveis). O achado, no exame do esfregacgo de secre¢do vaginal corado
pelo Gram, de blastosporos e ou pseudo-hifas de leveduras sugere candi-
diase vaginal (Figura 22).

Figura 22 — Coloragao de Gram (1000x). Esfregaco de secrecao vaginal. Presenga de bacilos
Gram-positivos e pseudo-hifas de leveduras.
Fonte: Elaborada pelo auto.r
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Secregao uretral

Tratando-se de um paciente do sexo masculino, a bacterioscopia
de secrecdo uretral com o achado da figura 23 fornece um diagnodstico
presuntivo (e quase de certeza) de infeccdo gonocdcica; observar a pre-
senca de diplococos Gram-negativos intra-leucocitarios.

* b . s BN o '
Figura 23 — Coloracao de Gram (1000x). Esfregaco de secreco uretral. Presenca de grande
quantidade de células polimorfonucleares. Presenca de diplococos Gram-negativos de lo-
calizagao intra e extra-leucocitarios.

Fonte: Elaborada pelo autor.

g

Urina

A infecgdo sintomatica do trato urinario (ITU) situa-se entre as
mais frequentes infec¢des bacterianas do ser humano, figurando como
a segunda infec¢do mais comum na populacdo em geral, predomi-
nando entre os adultos em pacientes do sexo feminino. Os micro-or-
ganismos mais frequentemente envolvidos nas ITU incluem bactérias
da familia Enterobacteriaceae. O agente causal de ITU mais frequente
¢ a Escherichia coli, a qual esta associada aproximadamente a 80% de
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todas as ITUs ambulatoriais, sendo também responsavel por uma
grande porcentagem de infecgdes urinarias em pacientes hospitali-
zados. A presen¢a de um ou mais micro-organismos por campo de
imersdo (1000x) na coloragdo de Gram de uma gota de urina ndo cen-
trifugada correlaciona-se com um cultivo de mais de 10°ufc/ml. Na
figura 24, ¢ mostrada bacterioscopia pelo Gram de bactérias Gram-
negativas isoladas de urina (bacterioscopia feita a partir de culturas in
vitro); observar as diferentes caracteristicas dos bacilos. Em B, apre-
senta-se um bacilo Gram-negativo palido. Em D cocobacilos ¢ bacilos
fusiformes Gram-negativos.

AT

e o
AR LR

BT
e
F oyt Ta P T Ty ELLRT
Ny T L, ~ ST L, it
R . I T 5
" AR o b s P S T o
v"‘*‘,,-:":. ;fha_- TR Y
et TR v f
£3 %
;
A Eh e
F 4 - _:
3 A
o k - i’
; : _5
LY s =
1 27 b b it 7o o h
= et F aopm AR i S T
L S T B O (R T | T SR ST T T v B

Figura 24 — Coloragao de Gram (1000x). Esfregaco realizado a partir de crescimento bacte-
riano em meios de cultura liquidos. Sao observados bacilos Gram-negativos de tamanho e
formas variados (A e C). Em B, observa-se um bacilo Gram-negativo palido. Em D cocoba-
cilos e bacilos fusiformes Gram-negativos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Escarro

Quando o material clinico é escarro de paciente e com solicitagdo
médica de bacterioscopia é preconizada uma avalia¢ao quantitativa dos
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elementos (células e bactérias) presentes no escarro para validagdo do
material. O critério mais frequentemente utilizado é:

Amostras adequadas: <=10 celulas epiteliais/campo e >= 25 polimorfo-
nucleares/campo

Amostras inadequadas: > 10 celulas epiteliais/campo e < 25 leuco-
citos/campo

Na bacterioscopia do escarro da figura 25, pode ser observado
um esfregaco de escarro corado pela técnica de Gram apresentando
grande quantidade de bactérias (bacilos Gram-negativos e cocos Gram-
positivos) e células.

— .

Figura 25 — Coloragao de Gram . Esfregaco de escarro. Microbiota mista contendo cocos
Gram-positivos e bacilos Gram-negativos.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Um achado pouco frequente pode ser visualizado na figura 26, onde
foram encontradas lavas de Strongiloides; um achado incomum mas
que pode ocorrer quando o paciente esta com infestacdo macica, e du-
rante o ciclo pulmonar do helminto.
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Figura 26 — Coloragao de Gram (1000x). Esfregaco de escarro. Presenca de larva de hel-
minto (Strongiloides spp).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Coloracao de Ziehl-Neelsen
Introducao

Pertencente ao género Mycobacterium, o Bacilo de Koch (BK)
ou Mycobacterium tuberculosis foi descrito em 1882 por Robert Koch
e foi nomeado em sua homenagem.

O género Mycobacterium ¢ constituido por espécies do com-
plexo M. tuberculosis, M. leprae e outras microbactérias denominadas
ndo causadoras de tuberculose (MNT). O complexo M. tuberculosis é
composto pelas espécies M. tuberculosis, principal agente da tubercu-
lose (TB) humana; M. bovis, que causa doenga em bovinos, no homem
e em varios outros mamiferos; M. africanum, agente etioldgico da TB
humana encontrado mais frequentemente na Africa; e M. microti pato-
génica para roedores. Recentemente, foram incluidas nesse complexo
M. caprae, que causa infec¢do em caprinos, e M. pinnipedii, que causa
infecgdes em ledes marinhos € no homem. “M. canettii”, uma variante
de M. tuberculosis, ainda ndo foi oficialmente reconhecida como uma
espécie do complexo. Essas espécies sao muito similares e apresentam
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99,9% de identidade genética, no entanto, apresentam diferencas feno-
tipicas, epidemiologicas e de patogenicidade.

A tuberculose ¢ transmitida de pessoa a pessoa por aerossois pro-
duzidos durante a expectoragdo. Entre as principais caracteristicas do
BK estdo: forma de bacilo, ndo esporulado e nao encapsulado além de
alcool-acido resistente (BAAR). Além dessas caracteristicas morfolo-
gicas, pode-se citar também que o BK ¢ intracelular facultativo, aerd-
bico estrito e € o agente etiologico da tuberculose, tendo o pulmao como
principal localizagdo no organismo. Por ser &lcool-acido resistente, o
BK retém o corante apds lavagem com alcool e acido e, assim, pode ser
visualizado ao se adicionar a coloracdo de contraste. Dificilmente ele
pode ser corado pelo método de Gram, pois sua parede ¢ constituida
principalmente por acidos micoélicos que formam uma barreira hidrofo-
bica que impossibilita esse tipo coloragdo e confere resisténcia a desco-
loragdo por alcool-acido, dessecagdo e a alguns agentes quimicos.

Por meio da técnica de Ziehl-Neelsen, pode-se visualizar o bacilo
alcool-acido resistente, o que auxilia no diagndstico da tuberculose.
Esse exame ¢ chamado de Baciloscopia e oferece um diagnostico pre-
suntivo, sendo a cultura o padrdao ouro e que fornece o diagndstico de
certeza. O numero de micobactérias na amostra ¢ importante para a
analise da evolucdo da doenca. Além dessas caracteristicas, os bacilos
também podem formar agrupamento em corda.

Técnica de Ziehl-Neelsen

Foi desenvolvida pelo bacteriologista Franz Ziehl e pelo patolo-
gista alemao Friedrich Neelsen em 1882. Permite a visualizacdo de bac-
térias que apresentam lipideos, como acido micolicos, fortemente li-
gados a parede celular, ou seja, ttm uma parede celular bastante
hidrofobica, o que dificulta a penetracdo de corantes aquosos. As bacté-
rias observadas por esse método sdo do género Mycobacterium e
Nocardia. Uma importante caracteristica desse método € o fato de ele
ser uma coloragdo a quente.

Nesse método, inicialmente, utiliza-se o corante fucsina de Ziehl
para corar as bactérias. Apos essa coloracao inicial, ¢ usada uma solucao
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de alcool-acido. Essa solugdo ndo consegue penetrar na parede hidrofo-
bica das bactérias desses géneros, as quais sdo, por essa razao, chamadas
de alcool-acido resistentes (BAAR). Por outro lado, outras bactérias ndo
resistem a essa solucdo e sdo descoloridas, tomando a cor do corante de
fundo. Normalmente, esse corante de fundo tem como objetivo apenas
permitir o contraste, podendo ser utilizado para isso o corante azul de
metileno, por exemplo. A técnica pode ser realizada como descrita abaixo:

1) Cobrir o esfregaco (homogéneo, delgado e fixado) com solucdo de
fucsina de Ziehl.

2) Deixar agir por 5 a 10 minutos, aquecendo em chama branda até o
desprendimento de vapores.

3) Lavar com agua corrente e descorar com solucdo de alcool-acido
cloridrico a 1%. Lavar com agua corrente.

4) Cobrir o esfregaco com azul de metileno e deixar por um minuto.
5) Lavar com agua corrente e deixar secar.
6) Visualizar com objetiva de imersao (100x).

Na coloragdo pelo método de Ziehl- Neelsen, os bacilos apa-
recem em forma de bastdo avermelhados, por vezes isolados ou agru-
pados ou ainda fragmentados (pacientes em tratamento), com um fundo
azul (Figura 27).
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Fig. 27— Coloragao de Ziehl-Neelsen (1000x). Esfregaco de escarro. Presenca de BAAR (em
vermelho).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Nota Clinica

A tuberculose, de acordo com o Ministério da Saude, é uma do-
enga infectocontagiosa causada pelo Mycobacterium tuberculosis ou
Bacilo de Koch (BK). Estima-se que a contaminag@o se da de 1:10 (um
doente pode contaminar até 10 individuos sadios). Um terco da popu-
lagdo mundial estd infectada, mas a maioria esta sob a forma latente;
porém, se houver um comprometimento da imunidade, a doenga co-
meca a manifestar sinais e sintomas.

Segundo o Ministério da Satde, os principais fatores de risco sdo
o contato com pessoas doentes, aglomeragdes, desnutricdo, alcoolismo/
dependéncia quimica, condigdes socioecondmicas precarias, exXposicao
profissional a doengas e condi¢cdes imunossupressoras (AIDS, linfoma
ou uso de corticoides).

O homem doente ¢ o reservatorio do BK e sua transmissao ocorre
de pessoa para pessoa por meio de goticulas de saliva expelidas por es-
pirros, tosse ou pela fala, dessa forma as vias aéreas superiores constituem
a porta de entrada do bacilo no organismo humano. O periodo de incu-
bagdo da doenga varia de 4 a 12 semanas (BRASIL, 2013b).

A tuberculose pode manifestar-se de duas formas: a pulmonar e a
extrapulmonar (meninges, ganglios, ossos e articulagdes, vias urindrias,
pele e trato gastrointestinal, principalmente intestinos). As formas ex-
trapulmonares atingem principalmente criangas e individuos imunode-
primidos (BRASIL, 2002).

O diagnostico, segundo o MS, se da pelos sinais e sintomas que
esses pacientes apresentam. As principais manifestagdes sdo tosse persis-
tente por mais de quatro semanas, febre vespertina, emagrecimento, falta de
apetite e sudorese noturna. Também podem ser realizados exames comple-
mentares como Raio X e a pesquisa do bacilo no escarro (baciloscopia).

A baciloscopia deve ser realizada preferencialmente em jejum e
pela manha, sendo coletadas trés amostras de escarro em trés dias conse-
cutivos. Depois de coletada a amostra, ela vai ser analisada por um micro-
biologista que realizara a contagem de bacilos por campo (figura 2/ quadro
1). E importante salientar que a baciloscopia so revela a quantidade de
bacilos. Para sabermos qual o agente causador, € necessaria a realizagdo de
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cultura do agente causador, pois é possivel a ocorréncia de infecgdo por
outras micobactérias ou do género Nocardia (BRASIL, 2010).

A cura ¢ bem mais rapida quando o diagndstico e o tratamento
sdo realizados precocemente. O tratamento demora um pouco podendo
variar de 6 a 12 meses e requer associagoes de drogas que podem causar
reacdes indesejaveis.

A baciloscopia ¢ a pesquisa de BAAR no esfregaco da amostra
através do microscopio. Trata-se de uma técnica simples de facil exe-
cugdo, porém de baixa sensibilidade (25 a 65%) se comparado com a
cultura, pois o nimero minimo de bacilos para que se tenha um resultado
positivo de baciloscopia varia de 5000 a 10.000 bacilos/ml da amostra.

Na colorag@o pelo método de Ziehl-Neelsen, o resultado é quan-
titativo, o que permite a avaliagdo da infectividade/potencial de trans-
missibilidade do paciente bem como acompanhar a reducéo da trans-
missibilidade ap0ds o inicio da terapéutica.

Sdo lidos 100 campos microscopicos e o resultado ¢ como
descrito abaixo.

Resultado Negativo

* Nao foram encontrados BAAR em 100 campos observados.
Resultado Positivo +

* Presenca de menos de 1 BAAR por campo em 100
campos examinados.

Resultado Positivo ++

* Presenca de 1 a 10 BAAR por campo em 50 campos
examinados.

Resultado positivo +++

* Presenca de mais de 10 BAAR por campo em 20 campos
examinados.

Classificacdo da Baciloscopia de acordo com ANVISA.
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