COLORACAO DE GRAM

ACCUSTAIN®
SIGMA'ALDHICH® (Procedimento N.2 HT90)

UTILIZAGCAO PREVISTA

Os reagentes de coloragdo de Gram da Sigma-Aldrich foram concebidos para serem
utilizados na delineacao de organismos gram-positivos e gram-negativos em peliculas e
tecido. Os reagentes de coloragdo de Gram destinam-se a “utilizacdo em diagndstico in vitro”

A colorag@o de Gram é utilizada clinicamente para delinear dois grupos distintos de
microorganismos. Os microorganismos que retém o corante primario (cristal violeta) sdo
designados por gram-positivos. Os microorganismos que perdem o corante primario
durante a fase de descoloracdo séo designados por gram-negativos. Nado se conhecem os
mecanismos através dos quais 0s organismos gram-positivos retém o corante primario,
embora se tenha quase a certeza que a quimica e a estrutura das paredes celulares
estejam relacionadas.

Foram descritas varias modificagdes ao método original de Gram'. O procedimento da
Sigma-Aldrich baseia-se na obra de Hucker e Conn?, onde se utiliza uma solug&o de cristal
violeta -oxalato de aménio que contribui para a diferenciacéo e é bastante estavel.

REAGENTES

SOLUCAO DE CRISTAL VIOLETA, N.2 de Catalogo HT90-1
Cristal violeta certificado, 2,3%, oxalato de amdnio, 0,1% e alcool etilico a 20%, SD3A.

SOLUCAO DE 10DO DE GRAM, N.° de Catalogo HT90-2
lodo, 0,33% e iodeto de potassio, 0,66%.

SOLUCAO DESCOLORANTE, N.2 de Catalogo HT90-3
Apenas necessaria para as peliculas.
Alcool isopropilico, 75% e acetona, 25%

SOLUGAO DE SAFRANINA O, N.° de Catalogo HT90-4
Safranina certificada 0,6% em alcool etilico a 20%, SD3A.

SOLUGAO DE TARTRAZINA, N.° de Catéalogo HT30-2-8
Apenas necessaria para tecido.
Tartrazina, 0,25% e acido acético, 0,25%.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:
Armazenar a temperatura ambiente (18-26°C). O prazo de validade esté indicado no
rétulo do reagente. Utilizar uma vez e eliminar.

PREPARACAO:
Todos os reagentes estao prontos a ser utilizados.

PRECAUCOES:

Deveréo ser aplicadas as precaugdes normais relativamente ao manuseamento de
reagentes laboratoriais. Eliminar os residuos de acordo com todos os regulamentos locais,
estaduais, regionais ou nacionais. Consultar a ficha de dados de seguranca dos materiais
para obter informac6es mais actualizadas sobre os riscos, perigos ou seguranca.

As laminas de controlo TISSUE - TROL de coloracdo de Gram consistem em
tecido animal impregnado em parafina contendo bactérias gram-negativas e
gram-positivas, devendo ser consideradas potencialmente infecciosas.

Declaragdes de riscos e seguranga dos EUA

A solugio de cristal violeta ¢ COMBUSTIVEL e IRRITANTE. Irritante para as vias
respiratérias e pele. Risco de lesbes oculares graves. Prova limitada de um efeito
cancerigeno. Nociva para organismos aquaticos, pode causar efeitos negativos a longo
prazo no ambiente aquatico. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo —nao fumar. Em
caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com &gua e consultar
um médico. Usar vestudrio de protecgdo, luvas e equipamento de protecgdo para os
olhos/face adequados. Evitar libertacdo no ambiente. Consultar instrugdes/fichas de dados
de seguranca especiais.

Solucéo de iodo de Gram Atencéo: Ainda n&o foram realizados todos os testes para
esta substancia.

A solugéo descolorante é INFLAMAVEL e IRRITANTE. Altamente inflamavel. Irritante
para as vias respiratorias e pele. Risco de lesdes oculares graves. Conservar longe de
qualquer fonte de igni¢do — ndo fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar vestudrio de proteccédo
adequado. Manter o recipiente bem fechado em lugar bem ventilado.

A solugéo de safranina O é INFLAMAVEL e NOCIVA. Nociva por inalagdo, em
contacto com a pele e em caso de ingestao. Nociva: possibilidade de efeitos irreversiveis
por inalagdo, em contacto com a pele e em caso de ingestdo. Irritante para os olhos, vias
respiratérias e pele. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — nao fumar. Usar
vestudrio de proteccao e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de indisposicao,
consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

O élcool reagente é INFLAMAVEL e IRRITANTE. lIrritante para os olhos, vias
respiratérias e pele. Manter o recipiente adequadamente fechado. Conservar longe de
qualquer fonte de igni¢do — ndo fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar vestudrio de protec¢édo
adequado. Orgaos alvo: Nervos e figado.

O xilol é INFLAMAVEL e NOCIVO. Possibilidade de risco de comprometimento da
fertilidade. Pode ser prejudicial para o feto. Nocivo por inalagdo e em contacto com a pele.
Irritante para as vias respiratdrias e pele. Risco de lesdes oculares graves. Conservar longe
de qualquer fonte de ignicao — ndo fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata

e abundantemente com dgua e consultar um médico. Usar vestudrio de protecgdo, luvas e
equipamento de proteccdo para os olhos/face adequados. Em caso de acidente ou de
indisposi¢ao, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

A acetona é INFLAMAVEL e IRRITANTE. Irritante para os olhos. A exposigéo repetida
pode causar secura ou gretas na pele. Os vapores podem causar sonoléncia e tonturas.
Conservar o recipiente num local bem ventilado. Conservar longe de qualquer fonte de
ignicdo — nado fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente
com agua e consultar um médico. Orgaos alvo: Figado e rins.

Declaragdes de riscos e seguranca da UE (Atengao: Ainda ndo foram realizados
todos os testes para estas substancias)

A solug@o de cristal violeta é NOCIVA. Inflamavel. Prova limitada de um efeito
cancerigeno. Nociva para organismos aquaticos, pode causar efeitos negativos a longo
prazo no ambiente aquatico. Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — ndo fumar.
Usar vestuario de proteccéo e luvas adequadas. Evitar libertagdo no ambiente. Consultar
instrugdes/fichas de dados de seguranca especiais.

Solugdo de iodo de Gram Atenc¢&o: Ainda nao foram realizados todos os testes para
esta substancia.

A solugao descolorante é INFLAMAVEL e IRRITANTE. Altamente inflamavel. Irritante
para as vias respiratérias e pele. Risco de lesdes oculares graves. Conservar longe de
qualquer fonte de ignicdo — ndo fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata
e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar vestudrio de proteccédo
adequado.

A solugio de safranina O ¢ INFLAMAVEL. Conservar longe de qualquer fonte de
igni¢do — ndo fumar.

0 &lcool reagente é ALTAMENTE INFLAMAVEL e IRRITANTE. Altamente inflamavel.
Irritante para os olhos, vias respiratérias e pele. Manter o recipiente adequadamente
fechado. Conservar longe de qualquer fonte de igni¢do — ndo fumar. Em caso de contacto
com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um médico. Usar
vestuario de protecgao adequado.

O xilol € NOCIVO. Inflamavel. Nocivo por inalagdo e em contacto com a pele. Irritante
para a pele. Evitar o contacto com os olhos.

A acetona é ALTAMENTE INFLAMAVEL e IRRITANTE. Altamente inflamével. Irritante
para os olhos. A exposicao repetida pode causar secura ou gretas na pele. Os vapores
podem causar sonoléncia e tonturas. Conservar o recipiente num local bem ventilado.
Conservar longe de qualquer fonte de ignicdo — ndo fumar. Em caso de contacto com os
olhos, lavar imediata e abundantemente com dgua e consultar um médico.

PROCEDIMENTO

COLHEITA DE AMOSTRAS:

Recomenda-se que a colheita de amostras seja realizada de acordo com o
documento M29-A2 da NCCLS. Nenhum método de teste conhecido poderd garantir
totalmente que as amostras sanguineas ou de tecido n&o irdo transmitir infecgoes. Por
essa razdo, todos os derivados sanguineos ou amostras de tecido deverdo ser
considerados potencialmente infecciosos.

Peliculas: Qualquer pelicula bem preparada, fixada por calor é aceitavel. A espessura
da pelicula ira influenciar o tempo necessario para a descoloragéo.

Tecido: Qualquer tecido bem fixado e embebido em parafina cortado em 5 microns.

MATERIAIS ESPECIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:
Devem incluir-se laminas de controlo positivo em cada execugao
ALCOOL, ABSOLUTO

ACETONA, GRADUACAO ACS

XILOL

Microscépio

NOTAS:

E necessario prestar especial atencdo para evitar uma descoloragdo excessiva das
laminas com a solugdo descolorante. Mesmos os organismos gram-positivos ficarao
incolores e aparecerao a vermelho se a solugdo descolorante permanecer na lamina
durante periodos de tempo excessivos.*

Os dados obtidos com este procedimento servem apenas para auxiliar o diagnostico
e deverdo ser analisados em conjunto com outros testes de diagndstico ou informacoes
clinicas.

PROCEDIMENTO:

PROCEDIMENTO PARA AS PELICULAS:

1. Imergir a pelicula em solugao de cristal violeta, N.° de Catalogo HT90-1, durante
1 minuto.

2. Lavar bem em &gua desionizada.

3. Imergir a pelicula em solugéo de iodo de Gram, N.° de Catalogo HT90-2, durante

1 minuto.

Lavar bem em &gua desionizada.

5. Imergir em solugdo descolorante, N.® de Catdlogo HT90-3 durante, no maximo,

10 segundos até deixar de sair cor.

Lavar bem em agua desionizada.

7. Imergir a pelicula em solugdo de safranina O, N.2 de Catalogo HT90-4, durante
1 minuto.

8. Lavar bem em agua desionizada.

9. Deixar secar ao ar e examinar a pelicula microscopicamente.

PROCEDIMENTO PARA TECIDO:*
1. Desparafinar as secgdes e hidratar em agua desionizada.
2. Colocar as laminas no suporte de coloragao e cobri-las com solugéo de cristal violeta,
N.2 de Catdlogo HT90-1, durante 1 minuto.
3. Escoar a solugdo de cristal violeta e lavar bem em &gua desionizada.
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Aplicar mordente em solugdo de iodo de Gram, N. de Catdlogo HT90-2, durante
5 minutos.

Passar por dgua desionizada e secar as secgoes.

Proceder a diferenciagdo em alcool absoluto ou acetona.

Lavar em agua desionizada.

Cobrir as laminas com solucao de safranina O, N.2 de Catalogo HT90-4, durante
30-60 segundos.

Passar por agua desionizada e secar as secgdes.

Cobrir as secgdes com solugdo de tartrazina, N.° de Catdlogo HT30-2 durante
5-10 segundos.

11. Secar o corante em excesso.

12. Lavar em 2 banhos de élcool absoluto.

13. Limpar em xilol e montar.
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CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Organismos gram-positivos — Plpura

Organismos gram-negativos — Vermelhos

Se os resultados observados forem diferentes dos esperados, contactar a Assisténcia
Técnica da Sigma-Aldrich para mais informagdes.
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A Sigma-Aldrich, Inc. garante que os seus produtos estdo em conformidade com as
informacdes contidas nesta e em outras publicagbes da Sigma-Aldrich. O comprador
devera determinar a adequacdo do(s) produto(s) ao fim particular a que se destinam.
Poderé&o aplicar-se termos e condi¢des adicionais. Consultar o verso da factura ou carta de
porte para mais informacdes sobre os termos e condi¢des de venda adicionais.
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