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CONJUNTO DE COI:ORAQAO GRAM / CONJUNTO DE
COLORACAO GRAM (SEG. HUCKER)

FINALIDADE
Conjunto de corantes para coloracéo diferencial em bacteriologia

APRESENTAGAO

Conjunto de Coloragdo Gram: Composto de 1 frasco com 500 mL de Cristal
Violeta, 1 frasco com 500 mL de Lugol para Gram, 1 frasco com 500 mL de
Descorante para Gram e 1 frasco com 500 mL de Fucsina Fenicada de Gram -
Cé6d. PA185

Cristal Violeta 500 mL - Céd. PA189

Descorante para Gram 1000 mL - Céd. PA190

Descorante para Gram 500 mL - Céd. PA191

Fucsina fenicada de Gram 1000 mL - Céd. PA198

Fucsina Fenicada de Gram 500 mL - Céd. PA199

Lugol para Gram 1000 mL - Céd. PA217

Lugol para Gram 500 mL - Céd. PA218

Conjunto de Coloragdo Gram (Seg. Hucker): Composto de 1 frasco com 500 mL de
Cristal Violeta, 1 frasco com 500 mL de Lugol para Gram, 1 frasco com 500 mL de
Descorante para Gram (seg. Hucker) e 1 frasco com 500 mL de Fucsina Fenicada
de Gram - Cod. PA418

Descorante para Gram (seg. Hucker) 1000 mL - Céd. PA419

COMPOSICAO
‘ Formulagao g/L
Cristal Violeta (1%)

Cristal Violeta 10
Alcool Etilico Absoluto 100 mL/L

Oxalato de Amonio 8,0
Agua purificada: q.s.p. 1000 mL

Lugol para Gram (1%)

Lugol Forte 500 mL/L
Agua purificada: g.s.p. 1000 mL

Descorante para Gram (30%)

Acetona P.A. 300 mL/L

Alcool Etilico Absoluto 700 mL/L

Descorante para Gram (seg. Hucker)

Acetona P.A. 500 mL/L

Alcool Etilico Absoluto 500 mL/L

Fucsina Fenicada de Gram (0,1%)

Fucsina Bésica 1,0
Fenol fundido 5mL/L
Alcool etilico 10 mL/L

Agua purificada: g.s.p. 1000 mL

REGISTRO ANVISA:
10287910054

ARMAZENAMENTO

Conservar o produto em temperatura ambiente (10 a 30° C).
Valido por 720 dias apés a fabricagéo.

Verificar o prazo de validade na embalagem.

Nunca utilizar produtos com validade expirada.

TRANSPORTE
N&o aplicavel.

CUIDADOS ANTES DO USO

Por tratar-se de material biolégico, manusear o produto utilizando equipamentos de
protecdo individual (luvas, avental e mascara).

N&o usar materiais com selo de qualidade rompido ou violado.

Verificar o prazo de validade na embalagem.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS COM O
PRODUTO

- Alca bacteriolégica;

- Bico de Bunsen;

- Microscépio;

- Lamina de microscopia.

INFORMAGOES TECNICAS

- PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

O método de coloragdo de Gram, descrito por Hans Christian Gram em 1884, é
uma técnica diferencial amplamente utilizada em microbiologia para a classificacéo
inicial das bactérias com base nas caracteristicas estruturais de sua parede celular.
O principio do método baseia-se na capacidade de determinadas bactérias reterem
o corante primario Cristal Violeta ap6s a formag&o de um complexo insoltvel com o
iodo (Lugol), enquanto outras bactérias perdem esse corante durante a etapa de

descoloragéo.

Apbs a aplicagéo do Cristal Violeta, adiciona-se o Lugol, que atua como mordente,
promovendo a formacdo de um complexo estavel entre o corante e o iodo,
conhecido como complexo cristal violeta—iodo (iodopararrosanilina).

Esse complexo é fortemente retido pelas bactérias Gram positivas, devido a sua
parede celular espessa, rica em peptidoglicano, que se desidrata na presenca do
alcool acetona, dificultando a saida do corante.

Em contraste, as bactérias Gram negativas possuem uma parede celular mais fina
de peptidoglicano e uma membrana externa rica em lipidios, que é solubilizada
pelo &lcool acetona, permitindo a remog¢édo do complexo cristal violeta—iodo durante
a etapa de descoloracao.

A aplicagéo da solugédo de alcool acetona € o passo critico do método.

As bactérias que resistem a descoloracdo permanecem coradas de violeta e sdo
classificadas como Gram positivas.

As bactérias que perdem o corante tornam-se incolores nesse estagio e sdo
classificadas como Gram negativas.

Apbs a descoloragdo, aplica-se um corante de contraste, fucsina basica, com a
finalidade de evidenciar as bactérias previamente descoradas.

As bactérias Gram negativas passam a apresentar coloragdo vermelha ou rosada.
As bactérias Gram-positivas permanecem roxas ou violeta, pois retém o corante
primario.

Esse método é fundamental para a identificacdo preliminar bacteriana, orientagéo
terapéutica e definicdo de fluxos analiticos em laboratérios de microbiologia clinica
e industrial.

- USUARIO PRETENDIDO
Profissionais de laboratério de pesquisa ou andlise clinica que realizam estudos ou
servigos em microbiologia.

- AMOSTRA

Materiais clinicos variados, como: urina, liquido cefalorraquidiano, liquidos
corporais (pleural, peritonial, pericardico, amniético, sinovial), secrecées genitais,
amostras do trato respiratério superior (ouvido, nariz, orofaringe), amostras do trato
respiratorio inferior (escarro, lavado bronquico), secregdes oculares, fistulas,
Ulceras, feridas, abscessos, secrecdes purulentas, fezes, coldnias desenvolvidas
em &gar, culturas em meios liquidos.

- TECNICA DE USO

1- Recobrir a lamina com a solugéo de Cristal Violeta e deixar por trinta segundos
a um minuto. Escorrer o excesso de corante.

2- Sem lavar com &gua, verter sobre a lamina a solugdo de Lugol para Gram,
deixar agir durante um minuto, verter fora o excesso de solugéo.

3- Ainda sem lavar a preparagdo, recobrir a lamina com a solugdo de Alcool-
Acetona e lavar a lamina com esta solugdo até que a cor roxa cesse de
desprender-se.

4- Lavar com agua.

5- Corar com Fucsina Fenicada de Gram, durante 30 segundos.

6- Escorrer o corante, lavar com &gua. Secar e proceder a leitura com objetiva de
imers&o.

-LEITURAE INTERPRETA(;AO DOS RESULTADOS

A leitura da coloragdo de Gram deve ser realizada utilizando a objetiva de imersao
(100x), apds a aplicacéo do 6leo de imerséo, permitindo a adequada visualizagado
da morfologia bacteriana, do arranjo celular e da reag&o tintorial.

De modo geral, as bactérias de morfologia cdcica apresentam-se como Gram
positivas, com exceg¢do das pertencentes ao género Neisseria, que sdo cocos
Gram negativos, destacando-se Neisseria gonorrhoeae (gonococo) e Neisseria
meningitidis (meningococo).

As bactérias de morfologia bacilar, por sua vez, sdo predominantemente Gram
negativas. Entretanto, existem importantes excegdes entre os bacilos Gram
positivos, como o0s géneros: Corynebacterium, incluindo Corynebacterium
diphtheriae, agente etiol6gico da difteria; Bacillus, como Bacillus anthracis, agente
causador do carbuinculo (antraz); Clostridium, incluindo Clostridium tetani, agente
do tétano.

A coloragdo de Gram possui grande relevancia no diagnéstico presuntivo das
infecgBes bacterianas, uma vez que fornece informagdes rapidas e fundamentais
para a tomada de decisdo clinica inicial, incluindo a escolha empirica de
antimicrobianos.

Sua aplicagdo é especialmente valiosa em infeccbes que acometem sitios
anatdmicos normalmente estéreis, tais como: Liquido cefalorraquidiano
(meningites); Sangue (bacteriemias e septicemias).

Além do seu valor diagnéstico, a coloragdo de Gram é uma ferramenta essencial
para a avaliagdo da qualidade das amostras clinicas, permitindo verificar:
Adequacdo da amostra; Presenca de microbiota contaminante; Relagdo entre
células inflamatérias e células epiteliais.

Essa aplicagdo é particularmente importante em amostras como: Escarro, para
avaliacdo da representatividade do trato respiratorio inferior; Feridas superficiais,
para identificacdo de contaminagdo da microbiota cutanea; Urina, para triagem
microbiolégica inicial e correlagédo com achados clinicos.

INTERFERENTES OU LIMITACOES

Algumas situacBes poderdo comprometer a execugdo dos testes e gerar
interferéncias analiticas, como:

- Esfregagos excessivamente finos ou espessos prejudicam a uniformidade e a
qualidade da coloragéo;

- Problemas recorrentes também podem estar relacionados a fixagdo inadequada
do material;

- De acordo com a rotina do laboratério, deve-se manter um cronograma de troca
dos corantes, geralmente necessario quando as coloragées se tornam visivelmente
mais fracas;

- Apés abertos, os componentes tornam-se suscetiveis a contaminacées quimicas
ou microbianas que podem inviabilizar sua utilizagéo;

- Os reagentes se destinam ao uso diagnéstico in vitro, ndo devendo ser ingeridos
ou entrar em contato com a pele e mucosas;

- Utilizag&@o de reagente vencido, contaminado ou em condi¢des inadequadas;

- N&o utilizar &gua tamponada adequada para a realizagéo da coloracéo;

- Erro na conservagéo dos reagentes;
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- Deve-se evitar 0 uso de materiais que possam contaminar os reagentes;
- Interpretacéo equivocada de resultados;

- Tempo excessivo ou insuficiente de coloragéo;

- Armazenamento ou transporte de amostra inadequado;

- Né&o utilizar a proporg&o amostra reagente sugerida na técnica.

REAGCOES ADVERSAS
Né&o aplicavel.

CARACTERISTICA DE DESEMPENHO DO PRODUTO

- ESPECIFICIDADE
N&o aplicavel.

- LIMITE DE DETECGAO
Né&o aplicavel.

RISCOS RESIDUAIS
Né&o aplicavel.

INTERVALO DE REFERENCIA
Né&o aplicavel.

REQUISITOS DE
ESPECIAIS
Né&o aplicavel.

INSTALAGCAO, TREINAMENTO OU QUALIFICAGOES

DESCARTE DO PRODUTO E DA AMOSTRA

Descartar o produto e a amostra de acordo com o programa de gerenciamento de
residuos do laboratério.

* Para o produto sem contato com a amostra seguir o plano de gerenciamento de
residuos quimicos.

* Para a amostra e produto com amostra seguir plano de gerenciamento de
residuos infectantes ou possivelmente infectantes.

* Ap6s incubacéo o produto devera ser autoclavado a 121° C por 30 minutos e
descartado em lixo apropriado.

CONTROLE DE QUALIDADE

ANALISES RESULTADO ESPERADO

Desempenho Microbiolégico S. aureus
ATCC 25923

Especificacéo: Coloragéo plrpura apés
técnica de Gram.

Desempenho Microbiolégico E. coli
ATCC 25922

Especificagdo: Coloragéo vermelha
apos técnica de Gram.

GARANTIA DA QUALIDADE

Este produto é fabricado e liberado para venda apds testes de controle de
qualidade para cada lote, conforme normas das Boas Praticas de Fabricagdo e
Controle de produtos para diagndstico de uso in vitro.

Para eficacia do produto é necessario:

- Utilizar amostras clinicas coletadas, transportadas e armazenadas de acordo com
a indicacéo da literatura especializada;

- Seguir rigorosamente todas as etapas descritas nesta instrugéo de uso.

- Utilizar acessorios e equipamentos adequados e em boa conservagao.

- Transportar e armazenar o produto de acordo com as condigdes indicadas.

- Nunca utilizar produtos com a embalagem original danificada.

- Nunca utilizar produto com prazo de validade expirado.

Caso ocorra qualquer problema na utilizacdo do produto relativo a qualidade
intrinseca do mesmo, que tenha ocorrido por falha de fabricagdo comprovada, a
Newprov resolvera a questdo sem énus ao cliente, conforme determinado na Lei
8.078/90 — Codigo de Defesa do Consumidor.

A Newprov disponibiliza, aos seus clientes, assessoria técnica-cientifica para
quaisquer esclarecimentos necessarios quanto a utilizacdo deste produto que nao
estejam contemplados nesta instrugdo de uso, através de contato com o SAC —
Servico de Atendimento ao Consumidor.

Certificados de andlise de cada lote estdo disponiveis na empresa e podem ser
encaminhados ao cliente sempre que solicitados ao SAC ou acesso pelo site
www.newprov.com.br apés cadastro no campo de acesso restrito.

Consulte sempre a instrucéo de uso através do QR code impresso no rétulo
do produto para garantir a correlagdo adequada de versdo/revisdo do
documento frente ao produto adquirido. Na necessidade de versdo impressa
da instru¢do de uso solicitar sem custo adicional (inclusive de envio) ao
nosso SAC pelo (41) 38881300 ou sac@newprov.com.br
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