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Resumo

A microscopia de microrganimos foi uma técnica
desenvolvida para auxiliar os setores econdémico,
social e ambiental, por meio do procedimento
coloragio de Gram, a qual analisa estrutura,
caracteristicas e classificagdes das bactérias. Por meio
dessa técnica, portanto, ¢ possivel, por exemplo,
desenvolver tratamentos eficazes contra doengas ¢
infec¢oes. No final deste projeto, notou-se que todas
as bactérias utilizadas no experimento (Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactococcus lactis,
Bifidobacterium lactis, Bifidobacterium bifidum)sio

Gram-positivas.

Apresentacao
Introdugao

A microscopia de microrganismos envolve varias
técenicas e préticas, incluindo o preparo de ldmina e

a coloragao de Gram, que estao interligados. Esses
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métodos sio largamente usados e essenciais na
identificagio dos microrganismos e amplamente

discutidos em literatura cientifica.

O preparo de lamina e a coloragio de Gram
permitem a identificagao inicial de bactérias com
base em suas caracteristicas de coloragao. A coloracio
de Gram classifica as bactérias em dois grupos
principais — Gram—positivas e Gram—negativas, com
diferentes caracteristicas estruturais e de membrana.

Essas técnicas ajudam a confirmar a presenga de
microrganismos patogénicos em amostras clinicas,
auxiliando no diagnéstico de doengas infecciosas. A
identificagdo répida e precisa dos agentes causadores

¢ crucial para iniciar o tratamento adequado.

A necessidade e a importincia de executar
esses métodos dizem respeito ao fato de eles serem
extremamente comentados por diversas literaturas. A
Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterindria,
por exemplo, escreveu sobre os “Principais Métodos

Diagndsticos Bacterianos’, assim como o livro
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Priticas de Microbiologia. Esses métodos também sao
importantes em razio de serem muito utilizados e
uteis desde os processo mais simples — como verificar
se uma bactéria ¢ Gram-positiva ou Gram-negativa
— até os mais complexos — como as infeccoes

sexualmente transmisstveis (IST).
Justificativa

A pesquisa visou, em geral, resolver os problemas
em relacio as aplicagdes dos desenvolvimentos
sociais, econdmicos e cientificos, criando o
equilibrio entre a ciéncia ¢ a sustentabilidade. Ao
longo do projeto, foram identificadas diversas
técnicas, com respectivo treinamento e realizagao, a
fim de verificar as especificidades de cada uma. Um
desses procedimentos ¢ a coloragio de Gram, que
serve para verificar a classificacao da bactéria (Gram-
positiva ou Gram-negativa), a sua estrutura ¢ as
suas caracteristicas para, por exemplo, produzir um
tratamento eficaz para alguma infec¢ao ou doenca.
A partir dessa técnica de laboratério, ¢ possivel,
portanto, obter-se um progresso na drea social e

cientifica.

Objetivos

O objetivo principal deste estudo foi explorar
aplicagdes que impulsionem o avango social,
econdmico e cientifico, buscando harmonizar os
campos da ciéncia e da sustentabilidade para um
desenvolvimento equilibrado.

O objetivo especifico foi determinar se a bactéria

¢ Gram-positiva ou Gram-negativa, analisando sua

estrutura e caracteristicas. Essa investigagio visou,

por exemplo, orientar a elaboragio de tratamentos

eficazes para infec¢oes ou doencgas especificas.

Além disso, também havia a finalidade de
proporcionar maior contato dos alunos com o
ambiente laboratorial, com a microbiologia e com a
biotecnologia, a fim de que novos conhecimentos e
processos bioldgicos fossem adquiridos e absorvidos

pelos discentes.

Desenvolvimento

Metodologia

Segundo Alane Beatriz Vermelho, em seu livro
intitulado Prdticas de Microbiologia, a técnica de
coloragao de Gram ¢ um método que se baseia na
coloragao para determinar se uma bactéria ¢ Gram-

positiva ou Gram-negativa.

Dessa forma, o preparo da lamina e a coloragio
de Gram se complementam, ja que, a fim de realizar
a coloragao de Gram, ¢ preciso uma lamina limpa,
lavada ¢ desengordurada. Para uma lamina poder ser
utilizada, ¢ necessirio que esteja lavada com dgua
e sabdo, seja deixada no etanol 95% e secada com
papel toalha que nao solte fiapos, com o propdsito de

nao atrapalhar a visualizagio e estudo das bactérias.

Afirma a citada autora que a inser¢io de uma
parte do meio de cultura com a bactéria na lamina se
d4 da seguinte forma: utiliza-se a al¢a de platina para
recolher uma parte do meio de cultura e diluir com
movimentos circulares na lamina (esfregaco); ¢, para
fixar melhor as bactérias, a lAmina pode ser passada

em cima do bico de Bunsen.

A partir desse ponto, empregam-se substincias,

como os corantes cristal violeta e safranina, e o fixador
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de corantes lugol, além de 4dgua e 4lcool etilico,
conforme demonstra a figura 1. A introdu¢io do

corante cristal violeta resulta na sua absor¢ao pelas

bactérias, fazendo com que assumam uma coloragio

azulada.

Figura 2 - Ilustragio da diferenciagio da camada de
peptidoglicano nas bactérias

Fonte:https://www.google.com/imgres?imgurl=https://
img.passeidireto.com/material/59553038/a2¢5¢995-
c60c-4961-84ab-ce8calcf5c29.jpg&tbnid=F_Ij0Q-
JBnQ83M&vet=1&imgrefurl=https://www.passcidireto.
com/pergunta/72639215/faca-um-esquema-da-parede-
celular-de-bacteria-gram-positiva-e-de-gram-negativa-a&docid
=6007T4LK6qO5aM&w=1024&h=523&source=sh/x/im/1

Assim, em resumo, temos:

a)  Esfregar a amostra na lomina (figura 3);

@ FIGURA 1 - Ilustragio de alguns materias para a coloragio de

Gram

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

Em seguida, insere-se o lugol, um fixador de

corante, que, com sua solucao de iodo, fixa o cristal

violeta nas bactérias que tém uma camada espessa  Figura3 - Esfregago da amostra na limina

Fonte: Elaborado pelo autor (2023
de peptidoglicano. Logo ap6s, ¢ realizada a lavagem onte: Elaborado pelo autor (2023)

. . . .
da lAmina com 4gua ¢ 4lcool etilico, a fim de retirar b)  Aplicar o corante primdrio (cristal violeta

ou azul de metileno) ¢ o deixar agir por 60 segundos

(figura 4);

a coloracao do primeiro corante daquelas bactérias
que nio o fixaram e viabilizar a aplicagio do proximo

corante — a safranina.

Esse tltimo corante ¢ retido pelas bactérias que
possuem uma camada mais fina de peptidoglicano,
formando a diferencia¢io entre as bactérias Gram-
positivas (coloragio azulada) e Gram-negativas

(coloragio avermelhada), conforme se verifica na

figura 2.

Figura 4 - Colocagio do cristal violeta na Jimina

Fonte: Elaborado pelo autor (2023)
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c)  Escorrer o corante, lavar com 4gua ¢ cobrir - Resultados e analise
alimina com lugol (fixador) — (figura S);

Os resultados obtidos a partir do preparo de
lamina ¢ coloragio de Gram fornecem informacées
valiosas sobre as caracteristicas das bactérias
presentes em uma amostra. A seguir, estdo alguns
dos principais resultados que foram encontrados

q
quando realizada a técnica de preparo de limina e

coloragio de Gram.

a) Identificagio Gram-positiva ¢ Gram-

negativa: a coloragio de Gram permitiu classificar

Figura 5 - Inser¢io do fixador de corante (lugol) na amostra as bactérias em dois grupos principais, com base

das bactérias

nas diferencas na composicio de suas paredes
Fonte: Elaborado pelo autor (2023)

celulares. Bactérias Gram-positivas retém a cor

) o violeta da coloragio, enquanto bactérias Gram-

d)  Escorrer o lugol, lavar com 4gua, adicionar ) i
negativas adquirem a cor avermelhada. As

o alcool etilico 99.5° e jogar d4gua novamente;
10858 bactérias Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus

r a safranin n ran ixar . . . . .
¢)  Usarasafranina (segundo corante) ¢ deixa casei, Lactococcus  lactis,  Bifidobacterium  lactis,

@ agir durante 30 segundos (figura 6); Bifidobacterium  bifidum estudadas sio Gram- @

positivas.

b) Estrutura celular: a coloragio de Gram
destacou a espessura ¢ a estrutura das bactérias.
Bactérias Gram-positivas possuem uma camada de
peptidoglicano mais espessa, enquanto bactérias
Gram-negativas a tém mais fina. A amostra estudada,
portanto, tem a espessura da camada peptideglicana

mais grossa.

c) Caracteristicas de membrana: a técnica

permitiu observar a presenca ou auséncia de

membrana externa em bactérias, o que ¢ crucial para

entender a permeabilidade e a resposta a antibidticos.

Figura 6 — Implantagio do segundo corante Safranina na limina
Fonte: Elaborado pelo autor (2023) Nesse caso, a amostragem nio apresenta membrana

externa, ja que ¢ Gram-positiva.

d) Informagdes para diagndstico: os resultados

A . 7
f)  Lavar a limina com dgua ¢ observar no auxiliam no diagndstico de doengas infecciosas,

microscopio.
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indicando os tipos de bactérias presentes ¢ suas
caracteristicas, o que orienta a escolha de tratamentos

especificos.

¢) Estudos epidemioldgicos: os resultados da
coloragio de Gram podem contribuir para estudos
de surtos de doengas, ajudando a identificar a fonte e
a propagacio das bactérias.

Em resumo, os resultados do preparo de lamina e
coloragio de Gram oferecem informagdes relevantes
sobre as caracteristicas bacterianas, o que ¢ essencial
para o diagnéstico clinico, pesquisa cientifica e
tomada de decisdes médicas, conforme se verifica na

figura 7.

Figura 7 - Visualizacio de bactérias Gram-positivas no
microscopio

Fonte: https://kasvi.com.br/wp-content/uploads/2022/12/
grampositiva.jpg

Conclusao

Em sintese, o estudo realizado sobre o preparo
de lAmina e a coloragio de Gram proporcionou
insights valiosos sobre a estrutura e classificagiao
de microrganismos bacterianos. Ao longo deste
trabalho, buscou-se compreender a importincia
dessas técnicas no contexto da microbiologia e sua
contribui¢ao para a medicina, pesquisa cientifica e

saude publica.
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Os resultados obtidos demonstram a eficicia
das técnicas de coloragio de Gram na identificagio
e diferenciagio de bactérias, permitindo a
categorizagio distinta entre Gram-positivas ¢
Gram-negativas com base nas caracteristicas de
suas camadas de peptidoglicano. Além disso, as
observacoes da morfologia celular, arranjos e
outras caracteristicas celulares enriquecem nossa

compreensio das bactérias ¢ suas pI‘OpI‘iCdadCS.

A influéncia direta dessas técnicas no
diagndstico clinico ¢ inegével. A capacidade de
identificar rapidamente o tipo de bactéria presente
em uma amostra ¢ essencial para a escolha precisa
de tratamentos antimicrobianos. A classificacio
Gram oferece diretrizes cruciais para a selecio de
antibidticos mais adequados, levando a melhores
e evitando resisténcia

resultados  terapéuticos

antimicrobiana desnecessaria.

E importante reconhecer, contudo, que, apesar
de sua eficicia, a técnica de preparo de lamina
¢ coloragio de Gram possui algumas limitacoes
¢ desafios. Variagdes na técnica de coloragio e
possiveis resultados falsos destacam a necessidade
de uma interpretagio cuidadosa. Além disso, ha
espago para aprimoramentos ¢ pesquisas futuras,
como a exploragio de abordagens mais avangadas de
coloragao ou a aplicagio dessas técnicas em amostras

complexas.

Em tltima anélise, o estudo do preparo de lamina
e coloragio de Gram ilustra como o conhecimento
cientifico e técnico pode se unir para moldar o
entendimento humano sobre a vida microscépica e
a satde. As informagoes geradas por essas técnicas
tém um impacto significativo no diagndstico
clinico, na pesquisa cientifica e na abordagem de
desafios de saide publica. A medida que avangamos,
¢ fundamental continuar explorando ¢ aprimorando
essas técnicas, mantendo um equilibrio entre ciéncia,

sustentabilidade e bem-estar humano.
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