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Gram Stain Kit 1 N.° Cat.
Gram Crystal Violet Para a coloragéo diferencial de bactérias. 1x250 mL 212539
Gram lodine (Estabilizado) 1x 250 mL
Gram Decolorizer 1x 250 mL
Gram Safranin 1x250 mL
Gram Crystal Violet Para a coloragéo de microrganismos pelo método diferencial Gram. 4 x 250 mL 212525
1x3,8L 212526
Gram lodine (Estabilizado) Para a coloragédo de microrganismos pelo método diferencial Gram. 4 x 250 mL 212542
1x38L 212543
Gram Decolorizer Para a coloragéo de microrganismos pelo método diferencial Gram. 4 x 250 mL 212527
1x3,8L 212528
Gram Safranin Para a coloragéo de microrganismos pelo método diferencial Gram. 4 x 250 mL 212531
1x3,8L 212532
Gram Basic Fuchsin Para a coloragéo de microrganismos pelo método diferencial Gram. 4 x 250 mL 212544
1x3,8L 212545

UTILIZAGAO PRETENDIDA

Os Gram Stain Kits e Reagentes séo utilizados para a coloragdo de microrganismos de culturas ou amostras pelo método
diferencial Gram.

RESUMO E EXPLICAGAO

A coloracdo Gram foi inventada em 1884 por Christian Gram numa tentativa para diferenciar as células bacterianas do tecido
infectado. Embora Gram observasse o que é actualmente designado pela “reac¢cdo Gram,” ndo reconheceu o valor taxonémico da
sua técnica.

A coloragdo Gram é actualmente utilizada para diferenciar bactérias intactas morfologicamente, semelhantes em dois grupos, com
base na cor das células apds a coloragéo. Além disso, a forma, a dimensao e os pormenores estruturais das células sao evidentes.
Estas informagdes preliminares fornecem indicagdes importantes quanto ao tipo de organismo(s) presente(s) e as outras técnicas
necessarias para os caracterizar.

Uma vez que o iodo inorganico oxida rapidamente e perde a sua eficacia como mordente,’ o Gram Stain Kit (N.° Cat. 212539)
difere da formulagao original de Gram, proporcionando um complexo de iodo organico mais estavel, L-polivinilpirrolidona-iodo.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O processo de coloragido Gram? consiste em:

Sujeitar um esfregaco fixado com cristal violeta a coloragao.

Aplicar iodo como mordente.

Descolorar a coloragédo primaria com alcool/acetona; e contrastar com safranina ou fucsina basica.

Forma-se um complexo de cristal violeta-iodo no protoplasto (ndo na parede da célula) de todos os organismos sujeitos a coloragéo
por este processo. Os organismos que conseguem reter este complexo corante apos a descoloracédo séo classificados como gram-
positivos, enquanto que os que podem ser descolorados e contrastados séo classificados como gram-negativos.

Ap06s perturbacéo ou remogéao da parede da célula, o protoplasto de células gram-positivas (e também gram-negativas) pode ser
descolorado e o atributo gram-positivo perde-se. Assim, o mecanismo da coloragdo Gram parece estar relacionado com a presenca
de uma parede celular intacta capaz de actuar como uma barreira a descoloragéo da coloragao primaria.

Em geral, a parede da célula é permeavel ndo selectivamente. Segundo certas teorias, durante o processo de coloragdo Gram a
parede das células gram-positivas é desidratada pelo alcool existente no descolorante e perde permeabilidade, retendo assim a
coloragao primaria. No entanto, a parede das células gram-negativas possui um teor de lipidos superior e torna-se mais permeavel
quando tratada com alcool, resultando na perda da coloragéo primaria.

A base molecular da coloragdo Gram ainda nao foi determinada.



REAGENTES
Foérmula aproximada* por litro

Gram Crystal Violet
COLORAGAO PRIMARIA
Cristal Violeta ..o
1SOProPaNOl .........vveieeeiieiiiiee e
Etanol/Metanol .. .
Agua destilada ............ccoooovocieeeieeeen

Gram lodine
MORDENTE
(Solugao de trabalho preparada a partir de
Gram Diluent e Gram lodine 100X)
Cristais de 10dO ........ccceeiiiieiie e
lodeto de Potassio .
Agua destilada ..........cc.coovuevevereeieeeeeeeeee

Stabilized Gram lodine
MORDENTE

Gram Decolorizer

DESCOLORANTE

ACEIONA ... 250,0 mL

1SOProPaNOl ........ovvvieeeeeecieeee e 750,0 mL
Gram Safranin

CONTRASTE

Safranina O em pé (corante puro) ..........ccccceeenee. 4049

EtanoI/MetanoI
Agua destilada

Gram Basic Fuchsin
CONTRASTE

Alcool Isopropilico...

Agua destilada ............cccoooovoceeeeeeeeen
Complexo de Polivinilpirrolidona-lodo.............. 100,09

lodeto de Potassio .
Agua destilada .............cccovveeeioeeeiieeeeen

*Ajustada e/ou suplementada conforme necessario para cumprir os critérios do desempenho.
Adverténcias e Precaugdes: Para diagndstico in vitro.
Ao longo do tempo, podera desenvolver-se um precipitado fino no Gram Basic Fuchsin. O desempenho do produto nédo sera afectado.

BD BBL Gram Crystal Violet (212525, 212526)
Atencao

&

H332 Nocivo por inalagédo. H351 Suspeito de provocar cancro. H402 Nocivo para os organismos aquaticos. H412 Nocivo para os
organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P201 Pedir instru¢des especificas antes da utilizagdo. P202 Nao manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as
precaugdes de seguranca. P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. P271 Utilizar apenas ao ar

livre ou em locais bem ventilados. P273 Evitar a libertagéo para o ambiente. P280 Usar luvas de protecgéo/vestuario de protecgao/
protecgéo ocular/protecgao facial. P304+P340 EM CASO DE INALACAO: retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la
numa posigao que nao dificulte a respiragéo. P308+P313 EM CASO DE exposigcéo ou suspeita de exposi¢ao: consulte um médico.
P312 Caso sinta indisposic&o, contacte um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico. P405 Armazenar em local
fechado a chave. P501 Eliminar o conteudo/recipiente de acordo com os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

BD BBL Gram Decolorizer (212527, 212528)
Perigo

H225 Liquido e vapor faciimente inflamaveis. H319 Provoca irritagdo ocular grave. H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de ignicdo. Nao fumar. P240 Ligacao

a terra/equipotencial do recipiente e do equipamento receptor. P241 Utilizar equipamento eléctrico/de ventilagdo/de iluminacao

a prova de exploséo. P242 Utilizar apenas ferramentas antichispa. P243 Evitar acumulagao de cargas electrostaticas. P261
Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. P264 Lavar cuidadosamente apés manuseamento. P271
Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados. P280 Usar luvas de protecgéo/vestuario de protecgao/proteccao ocular/
proteccéo facial. P303+P361+P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa
contaminada. Enxaguar a pele com agua/tomar um duche. P304+P340 EM CASO DE INALACAO: retirar a pessoa para uma
zona ao ar livre e manté-la numa posicao que nao dificulte a respiragao. P305+P351 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS
OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante varios minutos. P312 Caso sinta indisposicédo, contacte um CENTRO DE
INFORMAGCAO ANTIVENENOS ou um médico. P337+P313 Caso a irritagdo ocular persista: consulte um médico. P338 Se usar
lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continue a enxaguar. P370+P378 Em caso de incéndio: para extinguir utilizar
CO,, p6 ou vaporizagdo de agua. P403+P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado. P403+P235
Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco. P405 Armazenar em local fechado a chave. P501 Eliminar o
conteudo/recipiente de acordo com os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.



BD BBL Gram Safranin (212531, 212532)
Atencao

H226 Liquido e vapor inflamaveis.

P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de ignicdo. Nao fumar. P241 Utilizar
equipamento eléctrico/de ventilagdo/de iluminacéo a prova de explosdo. P280 Usar luvas de protecgao/vestuario de protecgéo/
proteccéo ocular/protecgao facial. P240 Ligacéo a terra/equipotencial do recipiente e do equipamento receptor. P233 Manter

o recipiente bem fechado. P242 Utilizar apenas ferramentas antichispa. P243 Evitar acumulagdo de cargas electrostaticas.
P303+P361+P353 SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa contaminada.
Enxaguar a pele com agua/tomar um duche. P370+P378 Em caso de incéndio: para extinguir utilizar CO,, pé ou vaporizagéo de
agua. P403+P235 Armazenar em local bem ventilado. Conservar em ambiente fresco. P501 Eliminar o conteudo/recipiente de
acordo com os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

BD BBL Gram Stain Kit (212539)

H225 Liquido e vapor faciimente inflamaveis. H226 Liquido e vapor inflamaveis. H315 Provoca irritagéo cutanea. H319 Provoca
irritacdo ocular grave. H332 Nocivo por inalagdo. H336 Pode provocar sonoléncia ou vertigens. H351 Suspeito de provocar
cancro. H401 Téxico para os organismos aquaticos. H402 Nocivo para os organismos aquaticos. H412 Nocivo para os organismos
aquaticos com efeitos duradouros.

P201 Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo. P202 Nao manuseie o produto antes de ter lido e percebido todas as
precaugdes de seguranga. P210 Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de ignigao.
Nao fumar. P233 Manter o recipiente bem fechado. P240 Ligacao a terra/equipotencial do recipiente e do equipamento receptor.
P241 Utilizar equipamento eléctrico/de ventilagao/de iluminagéo a prova de explosdo. P242 Utilizar apenas ferramentas antichispa.
P243 Evitar acumulagado de cargas electrostaticas. P261 Evitar respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois. P264
Lavar cuidadosamente ap6s manuseamento. P271 Utilizar apenas ao ar livre ou em locais bem ventilados. P273 Evitar a libertagao
para o ambiente. P280 Usar luvas de protecgao/vestuario de protecgado/protecgao ocular/protecgao facial. P302+P352 SE ENTRAR
EM CONTACTO COM A PELE: lavar com sabonete e agua abundantes. P303+P361+P353 SE ENTRAR EM CONTACTO

COM A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua/tomar um duche.
P304+P340 EM CASO DE INALACAQ: retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e manté-la numa posicdo que nao dificulte a
respiragéo. P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante
varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar. P308+P313 EM CASO DE
exposicdo ou suspeita de exposicdo: consulte um médico. P312 Caso sinta indisposigao, contacte um CENTRO DE INFORMACAO
ANTIVENENOS ou um médico. P321 Tratamento especifico (ver no presente rétulo). P332+P313 Em caso de irritagdo cutanea:
consulte um médico. P337+P313 Caso a irritagédo ocular persista: consulte um médico. P362+P364 Retirar a roupa contaminada

e lava-la antes de a voltar a usar. P370+P378 Em caso de incéndio: para extinguir utilizar CO,, p6 ou vaporizagéo de agua.
P403+P233 Armazenar em local bem ventilado. Manter o recipiente bem fechado. P403+P235 Armazenar em local bem ventilado.
Conservar em ambiente fresco. P405 Armazenar em local fechado a chave. P501 Eliminar o contetdo/recipiente de acordo com os
regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

BD BBL Gram lodine (Stabilized) (212542, 212543)
Atencao

H315 Provoca irritacdo cutanea. H319 Provoca irritagéo ocular grave. H401 Toxico para os organismos aquaticos.

P264 Lavar cuidadosamente apos manuseamento. P280 Usar luvas de proteccédo/vestuario de protecgao/protec¢édo ocular/proteccéo
facial. P305+P351+P338 SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua durante varios
minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for possivel. Continuar a enxaguar. P321 Tratamento especifico (ver no
presente rétulo). P332+P313 Em caso de irritacdo cutanea: consulte um médico. P337+P313 Caso a irritagdo ocular persista: consulte
um médico. P350 Lavar suavemente com sabonete e agua abundantes. P362+P364 Retirar a roupa contaminada e lava-la antes de a
voltar a usar. P501 Eliminar o conteudo/recipiente de acordo com os regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.
Armazenamento: Apos recepgao, conservar entre 15-30 °C. O prazo de validade diz respeito ao produto nos frascos ndo abertos
conservados conforme indicado. Abrir apenas quando estiver pronto a utilizar.

Utilize a solugado de trabalho tradicional de iodo de Gram no prazo de 3 meses apds a preparagdo, ndo excedendo o prazo de
validade de cada componente.

Deterioragéao do produto: Quando reconstituido, o Gram lodine néo estabilizado pode provocar variabilidade na coloragdo Gram
quando deixa de existir iodo suficiente na solugéo. Proteja a solugéo de iodo da exposigao indevida ao ar, a luz e ao calor, para
assegurar que a solugéo esta a proporcionar a actividade mordente necessaria.



COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Aplique a amostra de teste numa lamina de vidro limpa, de forma a que produza um esfregago fino e uniforme. Emulsione as
colodnias a partir de uma cultura de 18-24 h em solugao salina para obter a densidade correcta.

Deixe o esfregaco secar ao ar.
Fixe o esfregacgo a lamina utilizando uma das seguintes técnicas:

1. Efectue a fixagdo a quente passando a lamina através de uma chama baixa 2—3 vezes. Arrefega a lamina até a temperatura
ambiente antes da coloragdo. NOTA: Nao sobreaquega a lamina; o calor excessivo causara uma coloragao atipica.

2. Efectue a fixagcdo da lamina com metanol inundando com metanol absoluto durante 1-2 minutos e lave em agua corrente antes
da colorag&o.® NOTA: Para uma fixag&o correcta, conserve o metanol puro num frasco castanho com tampa de rosca e volte a
encher a solucao de trabalho de duas em duas semanas.

PROCEDIMENTO
Preparagao do reagente

Prepare a solugéo de trabalho tradicional de iodo de Gram adicionando uma ampola completa de 2,5 mL de Gram lodine 100X a
250 mL de Gram Diluent ou um frasco completo de 40 mL de Gram lodine 100X a 3,8 L de Gram Diluent; misture completamente.

Materiais fornecidos: Gram Crystal Violet, Gram lodine ou Stabilized Gram lodine, Gram Decolorizer e Gram Safranin ou Gram
Basic Fuchsin.

Materiais necessarios mas nao fornecidos: Laminas de microscopio, queimador bunsen ou metanol, ansa bacterioldgica,
zaragatoas, papel absorvente, microscépio com lente de imersdo em o6leo e lamina Gram.

Procedimento do Teste:

Inunde o esfregaco fixado com coloracao primaria (Gram Crystal Violet) e sujeite a coloragao durante 1 minuto.

Retire a coloragédo primaria lavando cuidadosamente em agua fria corrente.

Inunde a lamina com mordente (Gram lodine ou Stabilized Gram lodine) e retenha na lamina durante 1 minuto.

Retire 0 mordente lavando cuidadosamente em agua corrente.

Descolore (Gram Decolorizer) até o solvente que escorre da lamina se apresentar incolor (3—60 segundos).

Lave a ldmina cuidadosamente em agua fria corrente.

Inunde a lamina com contraste (Gram Safranin ou Gram Basic Fuchsin) e sujeite a coloragao durante 30—-60 segundos.
Lave a lamina em agua fria corrente.

9. Absorva o excesso com papel absorvente ou com uma toalha de papel ou deixe secar ao ar.

10. Examine o esfregago sob uma lente de imersdo em o6leo.

© N Ok WN=

Controlo de qualidade pelo utilizador

Os requisitos de controlo da qualidade tém de ser realizados de acordo com os regulamentos ou as exigéncias de acreditagao
aplicaveis locais, estaduais e/ou federais [EUA] e os procedimentos de Controlo da Qualidade em vigor no laboratério. Recomenda-se
ao utilizador que consulte as normas CLSI e os regulamentos CLIA relevantes sobre as praticas correctas de Controlo da Qualidade.
Analise os controlos utilizando BBL Gram Slide (N.° Cat. 231401) ou culturas de 18—24 h de microrganismos gram-positivos e
gram-negativos conhecidos. Recomendam-se as seguintes estirpes de teste:

Organismo ATCC Resultados Esperados
Staphylococcus aureus 25923 €OCos gram-positivos
Escherichia coli 25922 bastonetes gram-negativos

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

A coloragdo Gram proporciona apenas informagdes preliminares de identificagdo e ndo substitui os estudos de culturas da amostra.
Os resultados da coloragdo Gram devem ser confirmados com procedimentos adicionais, tais como testes directos de antigénios e
cultura em meios.

O tratamento prévio com farmacos antibacterianos pode fazer com que os organismos gram-positivos de uma amostra aparegam
gram-negativos.

Para se obterem os melhores resultados, é aconselhavel a utilizagdo de uma cultura de 18-24 h, uma vez que as células frescas
tém uma maior afinidade para a maioria dos corantes do que as células antigas. Tal aplica-se especialmente a muitos formadores
de esporos, que sao fortemente gram-positivos quando examinados em culturas frescas, mas que mais tarde ficam gram-variaveis
ou gram-negativos.

A reacgao da coloragdo Gram ¢é alterada pela perturbagao fisica da parede da célula bacteriana ou protoplasto. As paredes das
células das bactérias gram-positivas interpdem uma barreira que impede a descoloragéo do complexo corante do citoplasma. As
paredes das células das bactérias gram-negativas contém lipidos soluveis em solventes organicos, que ficam depois livres para
descolorar o citoplasma. Assim, um microrganismo que seja fisicamente perturbado por aquecimento excessivo ndo reagira a
coloragdo Gram conforme previsto.

“Para a obtencao de resultados rigorosos é necessario aderir cuidadosamente ao procedimento e aos critérios de interpretacéo.
O rigor depende grandemente da formagéo e da competéncia do microbidlogo."?



Os resultados da coloragdo Gram, incluindo a morfologia dos organismos, podem ser afectados pela idade do isolado, por bactérias
contendo sistemas enzimaticos autoliticos, culturas transferidas de meios contendo antibiéticos, e também amostras colhidas de
doentes sujeitos a tratamento antibidtico.# “O material de fundo e os artefactos também podem interferir com a interpretagdo. A
coloragédo gram-positiva precipitada aparece geralmente como formas cocdides irregulares ou como asteres que se assemelham a
hifas fungicas.™

RESULTADOS ESPERADOS E CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO'

Reaccéao Com Gram Safranin Com Gram Basic Fuchsin

Gram-positiva Células roxo-preto Células roxo vivo a roxo-preto

Gram-negativa Células rosa a vermelho Células rosa vivo a fucsia
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Assisténcia Técnica e Suporte: contacte o representante local da BD ou visite www.bd.com.
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gk#} 1D ¥ 3 / Paciento identifikavimo numeris / Pacienta ID numurs / Identificatienummer van de patiént / Pasientens ID-nummer / Numer ID pacjenta / Namero da
ID do doente / Numar ID pacient / aeHTudukaumoHHblii Homep naumnenTa / Identifikaéné Cislo pacienta / ID broj pacijenta / Patientnummer / Hasta kimlik numarasi /
IneHTudikaTop nauieHTa / H#FH bRl S

Fragile, Handle with Care / YynnuBo, PaGoTeTe ¢ HeobxoanmoTo BHMMaHue. / Kiehké. PFi manipulaci postupujte opatrné. / Forsigtig, kan ga i stykker. / Zerbrechlich,
vorsichtig handhaben. / EGBpauaTo. XeipioTeite 1o e rpocoxn. / Fragil. Manipular con cuidado. / Orn, kasitsege ettevaatlikult. / Fragile. Manipuler avec précaution.
/ Lomljivo, rukujte paZljivo. / Térékeny! Ovatosan kezelendd. / Fragile, maneggiare con cura. / CbiHfbiw, abainan naiiaanambiHsia. / =41 71% 71 418 2] / Trapu,
elkités atsargiai. / Trausls; rikoties uzmanigi / Breekbaar, voorzichtig behandelen. / @mtalig, handter forsiktig. / Krucha zawarto$¢, przenosi¢ ostroznie. / Fragil,
Manuseie com Cuidado. / Fragil, manipulati cu atentie. / Xpynkoe! O6paLuatbcsi ¢ ocTopoxHocTbio. / Krehké, vyZzaduje sa opatrna manipulacia. / Lomljivo - rukujte
pazljivo. / Brackligt. Hantera férsiktigt. / Kolay Kirilir, Dikkatli Taslyin. / TeHaitHa, 38epTatics 3 06epexHicTio / S i, /N

Australian Sponsor:

‘ Becton, Dickinson and Company Benex Limited Becton Dickinson Pty Lid.

7 Loveton Circle Pottery Road, Dun Laoghaire

4 Research Park Drive

Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland Macquarie University Research Park

North Ryde, NSW 2113
Australia

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
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