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1 – SINÔNIMO

NA
2 – OBJETIVO

Este POP estabelece critérios e procedimentos cujo objetivo seja aplicar a técnica de coloração pelo método de GRAM.
3 – CAMPO DE APLICAÇÃO

Este POP se aplica no auxílio do diagnóstico e da avaliação da qualidade do material clínico. 

4 – COLETA

Para cada amostra clínica, observar POP de coleta de amostra
Se possível, confeccionar imediatamente duas lâminas e enviar as lâminas em porta-lâminas apropriado, sem conservante
5 – DEFINIÇÕES

Para efeito deste POP, aplicam-se as seguintes definições:

5.1 – DA AMOSTRA

· Swab de lesões ou secreções especialmente colhido para este exame;

· Material clínico em frasco estéril;

· Lâminas de material clínico sem conservante, como formol, ou sem agentes fixantes, como álcool 70%;

· Amostras provenientes de isolamento de cultura (colônia).

5.2 – DAS AMOSTRAS INADEQUADAS

· Lâminas de material clínico com conservante, como formol, ou com agentes fixantes, como álcool 70%;
· Swab único para cultura e bacterioscopia;
· Swab sem meio de transporte 
· Amostras de material clínico com conservantes como o formol.
5.3 – DOS LIMITES DE DETECÇÃO

· Amostras colhidas inadequadamente poderão apresentar contaminação pela microbiota natural da região.

· Amostras de colônias com mais de 24 horas de crescimento podem não corar adequadamente.

6 – SIGLAS

BACTE – Bacteriologia Geral

POP – Procedimento Operacional Padrão

NA – Não Aplicável

DST – Doença Sexualmente Transmissível

CGP – Cocos Gram Positivos

BGN – Bacilos Gram Negativos
DGN – Diplococos Gram Negativos

BGP – Bacilos Gram Positivos

CGN – Cocos Gram Negativos

PMN – Polimorfonucleares

7 – PROCEDIMENTOS

7.1 – PRINCÍPIO DO MÉTODO

Baseado na impregnação pelo cristal violeta (corante primário) na parede celular de algumas espécies bacterianas após este corante formar um complexo insolúvel com uma solução fraca de iodo (lugol – mordente). Estas espécies, devido à natureza química de sua parede celular, retêm o cristal violeta mesmo após o tratamento com descorante orgânico (ácool-acetona) e são chamadas de Gram Positivas. As bactérias que perdem a coloração primária são ditas Gram negativas, sendo depois coradas pelo corante seundário (Fucsina de Ziehl diluída), tomando a coloração rósea. Outras estruturas (leucócitos(PMN), células, eritrócitos,etc) também poderão tomar esta coloração. 

Além da morfologia e estrutura das células bacterianas, procurar evidenciar a presença de células epiteliais, de leucócitos (PMN), de hemácias, muco, filamentos de fungos ou de células leveduriformes. 

7.2 – REAGENTES E MATERIAL

· Agulha comum de níquel-cromo

· Alça comum de níquel-cromo;

· Lápis Dermográfico;

· Bico de Bunsen;

· Lâminas (imersas no álcool para desengordurar);

· Salina;

· Cristal Violeta (Violeta de Genciana);

· Lugol para Gram;

· Solução 3:1 de Álcool-Acetona;

· Fucsina de Ziehl para Gram (Fucsina de Ziehl diluída);

· Suporte de lâminas para pia;

· Óleo mineral;

· Solução 1:1 de Álcool-Éter;

· Hipoclorito de sódio à 2%;

· Álcool à 70%;

· Gaze em compressa;

· Papel toalha.

7.3 – EQUIPAMENTOS

· Microscópio ótico;

· Estufa bacteriológica aferida com a temperatura 35-37ºC;

· Refrigerador.

7.4 – PREPARAÇÃO DOS REAGENTES E INSUMOS

Caso não esteja disponível no laboratório a Fucsina de Ziehl para Gram, esta pode ser preparada a partir da Fucsina de Ziehl para coloração de Ziehl-Neelsen (BAAR), diluindo 1:20.

7.5 – PROCEDIMENTO ANALÍTICO

1. Antes de iniciar, limpar a bancada de trabalho com hipoclorito e álcool 70 %;

2. Retirar a lâmina imersa no álcool e secar.

3. Numerar a lâmina com o número do laboratório com o auxílio do lápis dermográfico. A numeração deve ser no verso da preparação do material;

4. Sempre dentro da área de segurança do bico de Bunsen, preparar o esfregaço:



4.1. Material de Cultura (Colônia): colocar 1 gota de salina sobre a lâmina. Com a agulha comum de níquel-cromo flambada e fria, retirar o material (colônia) da placa e realizar uma pequena emulsão com a salina. Fazer um esfregaço homogêneo e delgado;



4.2 Material Clínico: com auxílio da alça comum de níquel-cromo flambada e fria, retirar o material do frasco e fazer um esfregaço homogêneo e delgado. Se necessário, colocar 1 gota da salina.

Obs: Para caso de amostra clínica de Urina, homogeneizar, mas não centrifugar.

4.3. Material de Swab: realizar um esfregaço homogêneo e delgado. Realizar movimentos rotatórios com o Swab sobre a lâmina;

5. Deixar secar os esfregaços à temperatura ambiente ou em estufa à 35 – 37ºC;

6. Ao final do trabalho: flambar as alças, deixar esfriar e guardar. Limpar a bancada com hipoclorito e álcool 70%;

7. Após os esfregaços secos, fixar pelo calor através da chama do bico de Bunsen (passar 3 vezes pela chama sem deixar queimar o material);

8. Com a lâmina fria, colocar sobre o suporte para realizar a coloração;

9. Cobrir o esfregaço com Violeta de Genciana e deixar agir por 1 minuto;

10. Lavar rapidamente com água corrente (sem deixar sair o esfregaço) ou escorrer o corante;

11. Cobrir o esfregaço com o Lugol e deixar agir por 1 minuto;

12. Lavar rapidamente com água corrente (sem deixar sair o esfregaço) ou escorrer o corante;

13. Proceder a descoloração com a solução de Álcool-Acetona até que a coloração violeta não se desprenda mais da lâmina (tempo crítico: aproximadamente 5 segundos) e enxaguar imediatamente;

14. Cobrir o esfregaço com Fucsina de Ziehl e deixar agir entre 15 e 30 segundos;

15. Lavar rapidamente com água corrente (sem deixar sair o esfregaço);

16. Deixar secar os esfregaços à temperatura ambiente ou em estufa à 35 – 37ºC;

17. Proceder a microscopia em objetiva de 100X (imersão) com auxílio de uma gota de óleo mineral sobre o esfregaço;

18. Após leitura, limpar a objetiva com a solução de Álcool-Éter.

7.6 – EXPRESSÃO DE RESULTADOS

7.6.1 – Material Clínico: Observar, procurar quantificar (raras, algumas e numerosas) e relatar a presença de bactérias intra e/ou extracelulares (observando morfologia, estrutura e propriedades tintoriais), leucócitos (PMN), hemácias, muco, células epiteliais, filamentos de fungos ou células leveduriformes:
· Para amostras com suspeita de uretrite, salpingites e outras DSTs: pesquisar DGN. A presença de DGNs intracelulares é um achado mais indicativo de infecção do que colonização, especialmente em mulheres
· Para amostras com suspeita de Gardnerella sp: procurar células epiteliais recobertas de cocobacilos gram positivos e gram negativos (gram-lábeis). Estas estruturas são sugestivas de infecção por G.vaginalis e se chamam “células-chave”. Outros achados podem acompanhar a vaginose bacteriana causada por Gardnerella: ausência ou presença de escassa de bacilos de Dördelein (lactobacillus), ausência aou presença escassa de leucócitos, presença abundante de BGN curvos de colração tênue (Molobiluncus)

· O aparecimento de células leveduriformes pode indicar uma infecção ou colonização por leveduras, principalmente do gênero Candida. Entretanto, uma quantidade elevada destas células e, principalmente, a presença de longos brotamentos em forma de “salsicha”(pseudo-hifas) é muito sugestiv de infecção. Asleveduras costumam causar patologias em pacientes imunológicamente deprimidos, diabéticos e crianças

· Se no esfregaço não for observada nenhuma presença de bactérias intra e/ou extracelulares, liberar o laudo: “Não foram observadas formas microbianas coráveis pelo método de GRAM”;

7.6.2 – Material de Cultura (Colônia): Observar morfologia, estrutura e propriedades tintoriais das bactérias para o direcionamento da identificação bacteriana (ver POP adequado para cada identificação);

7.7 – INTERFERENTES

O cristal violeta pode precipitar, formando estruturas semelhantes a CGP. Entretanto, os precipitados são geralmente maiores que as bactérias.
O descoramento em excesso ou a falta do mesmo podem fornecer resultados errôneos, assim como o ajuste inadequado do conjunto óptico do microscópio.

7.8 – ESTABILIDADE E ARMAZENAMENTO

7.8.1 – DA AMOSTRA

· Se amostra enviada em lâmina, após estar seca e fixada, pode ser conservada à temperatura ambiente por até uma semana.

· Após coloração de uma lâmina a outra deve ser identificada e guardada em porta-lâminas apropriado. As lâminas devem permanecer no setor por pelo menos uma semana após a realização e liberação do exame.

7.8.2 – DOS CORANTES

· Verificar data de validade descrita no rótulo
· Armazenamento em frasco âmbar e em temperatura ambiente.

7.9 – Controle de Qualidade
Ver POP adequado

8 – BIOSSEGURANÇA

· Manipular e transportar amostras biológicas utilizando jalecos de mangas longas e luvas;

· Receber as amostras devidamente identificadas em recipientes próprios, vedadas e acondicionadas em gelo (caso de Material Clínico). 

· Em caso de acidente com amostras biológicas em superfícies, proceder de acordo com as técnicas de biossegurança com a finalidade de evitar a possível contaminação: forrar a área afetada com papel toalha, colocar quantidade suficiente de hipoclorito de sódio à 2%, realizar a limpeza normalmente e no final com álcool 70%; 

· No caso de quebra de lâmina, desprezar no recipiente próprio e observando todos os cuidados;

· Ao terminar o procedimento, guardar os frascos contendo o volume restante das amostras, os swabs ou as placas com crescimento bacteriano em refrigerador com temperatura de 2ºC à 8ºC, até o final do processo de identificação. Após esse período descartá-los.

· Utilizar álcool hidratado à 70%, para desinfecção das mãos após manipulação.

9 – FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO
	AMOSTRA

	

	Lâmina com esfregaço homogêneo e delgado

	
	Após secar

	Fixar na Chama do Bico de Bunsen

	
	

	Cristal Violeta (Violeta de Genciana)

	
	1 minuto e lavar

	Lugol

	
	1 minuto e lavar

	Descoloração com Álcool-Acetona

	
	Lavar

	Fucsina de Ziehl para Gram

	
	15 a 30 segundos e lavar

	Deixar secar e Observar em imersão
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11 – ANEXOS
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