Coloracao de Gram

FINALIDADE:

Sistema para coloracdo de bactérias em esfregacos
de material colhido em &reas diversas. Usado também
como método de identificagdo de coldnias isolados em
meios de cultura sélidos e liquidos.

PRINCIPIO:

Levando-se em consideracao a constituicdo da parede
celular, podemos dividir as bactérias em dois grupos.
Bactérias gram positivas, onde a parede celular é
formada principalmente por &cidos teicoicos e as
bactérias gram negativas, onde a parede celular é
formada  principalmente  por lipideos. Esta
classificacdo baseia-se na coloragdo de Gram, onde
as bactérias gram positivas, por possuirem grande
qguantidade de &cidos teicéicos, apés coloragdo por
solugdo de cristal violeta e tratamento com lugol
formam um complexo corado azul intenso, que néo é
removido facilmente com alcool. As bactérias gram
negativas nao retém a coloracdo apds o tratamento
com alcool e s&o reveladas posteriormente com
solugdo de fucsina e apresentam-se de coloracédo
avermelhada.

REAGENTES E APRESENTACAO:

Solugéo de violeta cristal 1% ------------- 100 mL
Solucéo de lugol 0,5% ---------- --- 100 mL
Solugéo descorante --------- -- 100 mL
Solugéo de fucsina 0,05% ----------------- 100 mL

APRESENTACAO:
Frascos com 100, 250 ou 500 mL

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS:
. Suporte para coloragdo

e  Solugédo de lugol

e  Solugédo de fucsina

e  Etanol 96° GL

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

O corante deve ser mantido no frasco original, bem
vedado, armazenado a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz.

PRECAUCOES:

e Os cuidados habituais de seguranca devem ser
tomados na manipula¢éo do produto. N&o ingerir
ou aspirar. Evitar o contato com a pele e
mucosas. Em caso de contaminagdo acidental
lavar a area afetada com agua corrente.

e  Somente para uso diagndstico “in vitro”.

e Salvo as manchas provocadas pelos corantes o
produto ndo oferece risco as pessoas ou ao meio
ambiente dentro das condicdes de uso.

AMOSTRA:

Esfregagos feitos a partir de colbnias bacterianas.
Esfregagos de secregdes colhidas nas diversas areas
do organismo. Toda amostra biolégica deve ser
considerada como potencialmente contaminada.

PROCEDIMENTO TECNICO:

1. Fixar o esfregago;

2. Colocar as laminas no suporte de coloragéo;

3. Cobrir as laminas com solucédo de violeta por 1
minuto;

4. Escorrer e lavar rapidamente em agua;

5. Cobrir a ldmina com a solugdo de lugol por 1
minuto;

6. Escorrer e lavar rapidamente em agua;

7. Cobrir a lamina com descorante por 10 a 20
segundos;

8. Lavar a lamina com agua;

9.  Cobrir a lamina com solugéo de fucsina por 30

segundos;
10. Escorrer e lavar rapidamente a lamina e
deixar secar.

RESULTADOS ESPERADOS:

As bactérias gram positivas coram-se de roxo. As
bactérias gram negativas assumem coloracdo
avermelhada.

CONTROLE DE QUALIDADE:

e Antes de serem liberadas para consumo as
matérias primas e os reagentes sédo avaliados
pelo Departamento de Controle de Qualidade da
Renylab.

e Alimpeza e secagem adequada do material a ser
utilizado séo de fundamental importéncia para a
estabilidade dos reagentes e obtengéo de
resultados corretos. N&o usar detergentes a base
de fosfato.

e A agua utilizada na limpeza do material deve ser
de boa qualidade.

e  Aslaminas utilizadas devem ser completamente
limpas, isentas de gordura.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO:
Repetitividade: 10 esfregacos de uma mistura de
bactérias gram negativas e gram positivas foram
corados segundo gram. Observou-se que as bactérias
gram positivas coraram-se de roxo e as gram
negativas nao. Sendo que a repetitividade esta
diretamente relacionada com o correto seguimento
das instrugdes de uso.

Reprodutividade: foram realizados testes em
esfregagos bacteriolégicos de culturas de bactérias
gram positivas e gram negativas durante 6 meses
consecutivos, onde foram seguidas estritamente as
instrucdes de uso e utilizando-se o mesmo lote do
corante em todos o0s testes. Observou-se
concordancia das caracteristicas tintoriais de todas as
bactérias.

DEPARTAMENTO DE SERVICOS ASSOCIADOS:
Para esclarecimentos de duvidas do consumidor
quanto ao produto:

sac@renylab.ind.br

Telefax: (32) 3331-4489

N° DO LOTE, DATA DE FABRICACAO E DATA DE
VALIDADE — VIDE ROTULO
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Coloracao de Ziehl-Neelsen

FINALIDADE:

Sistema para coloracéo de bactérias alcool-acido
resistentes em esfregagos de material colhido nas
diversas areas do organismo e esfregacos de meio de
cultura.

PRINCIPIO:

As micobactérias apresentam grande quantidade de
lipideos em suas paredes celulares. Isto faz com que
estas bactérias submetidas a uma coloracéo por
solugéo de fucsina, se impregnem pelo corante. Apés
uma descoloragéo por solucao de &lcool-acido,
elementos celulares e outra bactérias se descoram,
mas as micobactérias mantém a coloragdo. Apos a
coloragéo pela fucsina de Ziehl, procede-se a
coloracéo de fundo com a solugé@o de Azul de Metileno

REAGENTES E APRESENTAQAO:
Solugéo de Fucsina Fenicada a 0,3%
Solucéo de Alcool-Acido a 3 % ----------
Solucéo de Azul de Metileno a 0,3 %
APRESENTACAO:

Frascos com 100, 250 ou 500 mL

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DOS
REAGENTES:

Os corantes deve ser mantido no frasco original, bem
vedado, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

CUIDADOS E PRECAUCOES:

As solugdes corantes sao para uso diagnostico “in
vitro”. Seu manuseio deve ser cuidadoso, evitando-se
0 contato com a pele e mucosas. Em caso de
contaminagao acidental lavar a area afetada em agua
corrente. O descarte do material utilizado deve ser
feito obedecendo-se os critérios de biosseguranga
estabelecidos pelo laboratério.

Salvo as manchas provocadas pelos corantes, o
produto ndo oferece risco ao meio ambiente ou
pessoas, dentro das normas e condi¢fes de uso.
Manter afastado do fogo e calor.

AMOSTRAS:

Esfregagos feitos a partir de col6nias bacterianas.
Esfregacos de secre¢fes das mais diversas partes do
organismo. Esfregacos do sedimento urinario.

Toda amostra biol6gica deve ser considerada como
potencialmente infectante.

PROCEDIMENTO TECNICO:

1. Fixar o esfregaco;

2. Colocar as laminas em suporte de
coloracao;

3. Cobrir as Iaminas com Fucsina de Ziehl;

4. Aquecer as laminas durante 5 minutos,
permitindo a saida de vapores e evitando a
fervura da fucsina;

5. Apo6s 5 minutos, escorrer e lavar as laminas
delicadamente com agua;

6. Descorar as laminas com solucéo de alcool-
acido até que ela fique completamente
clara;

Lavar as laminas com agua corrente;
Corar com Azul de Metileno por 1 minuto;
Lavar em agua corrente e secar.
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RESULTADOS ESPERADOS

As bactérias acool-acido resistentes apresentam-se de
cor avermelhada. As demais bactérias (néo alcool-
acido resistentes), elementos celulares e detritos,
coram-se em azul pela solugcdo de azul de metileno.

MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS:
e  Suporte para coloragéo;
e Laminas.

CONTROLE DE QUALIDADE:

Antes de serem liberadas para consumo as matérias
primas e os reagentes sao avaliados pelo
Departamento de Controle de Qualidade da Renylab.
A limpeza e secagem adequada do material a ser
utilizado séo de fundamental importancia para a
estabilidade dos reagentes e obtengéo de resultados
corretos. Nao usar detergentes a base de fosfato.

A 4gua utilizada na limpeza do material deve ser de
boa qualidade.

As laminas utilizadas devem ser completamente
limpas, isentas de gordura.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO:
Repetitividade: foram realizados testes com o corante
bacteriolégico em 15 esfregagcos de escarro de
pacientes com tuberculose. Paralelamente 15
esfregagos de secrecdo de orofaringe foram corados
com o corante. Observou-se que a repetitividade
relaciona-se com o correto seguimento das instru¢des
de uso, sendo decisiva as etapas de fixacdo, o0s
tempos de coloragdo e a temperatura de aquecimento
da fucsina.

Reprodutividade: durante 6 meses consecutivos foram
realizados testes em esfregacos de culturas de bacilos
alcool-acido resistentes, utilizando-se o mesmo lote do
produto. Durante todo o periodo, houve concordancia
das caracteristicas tintoriais dos bacilos BAAR e dos
bacilos ndo alcool-acido resistentes.

DEPARTAMENTO DE SERVICOS ASSOCIADOS:
Para esclarecimentos de dividas do consumidor
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Telefax: (32) 3331-4489
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