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RESUMO

A Técnica da Coloracdo de gram € uma importante ferramenta laboratorial dentro da Microbiologia,
auxiliando o laboratério no diagndstico. A partir de caracteristicas bioquimicas das bactérias as
mesmas podem ser classificadas como gram positiva ou gram negativas, corando-se de roxo ou rosa
respectivamente. Esta coloracdo se da através de metodologias padronizadas até chegar na leitura
final. O objetivo geral do trabalho foi realizar a Técnica de Gram variando varias etapas (tempos)
durante o procedimento para verificar se tais altera¢des influenciam no resultado final da coloracao.
Os resultados preliminares até o momento mostraram que as diferencas nos procedimentos aplicados
nao alteraram o resultado das colora¢c@es das cepas padrao.
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ABSTRACT

The technique of Gram staining is an important laboratory tool in the microbiology, helping the
laboratory diagnosis. From biochemical characteristics of the bacteria they can be classified as gram
positive or gram negative staining to purple or pink respectively. This coloration is through standardized
methodologies to arrive at the final reading. The overall objective of the study was the Gram technique
varying number of steps (times) during the procedure to verify that these changes influence on the
outcome of color. Preliminary results to date have shown that the differences in the procedures applied
did not change the outcome of the colorations of the standard strains..
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INTRODUCAO
Em 1884 o bacteriologista Hans Christian Gram desenvolveu a coloragéo
de Gram, que classifica as bactérias em dois grandes grupos: gram-positivas, as quais
coram-se de roxo e gram-negativas que coram-se de rosa. Essas bactérias reagem
de modo diferente a coloracdo de Gram, devido as diferencas estruturais presentes
em suas paredes celulares que afetam a retencao ou liberacdo do complexo violeta-
iodo (PEREIRA, PETRECHEN, 2011).

De acordo com Freitas, Picoli (2007), em laboratérios de microbiologia, o0 Gram
€ uma ferramenta diagnéstica de muita importancia, que tem finalidade, de classificar
0S microrganismos com base em suas caracteristicas tintoriais, forma, tamanho e
arranjos celulares, envolvendo varios procedimentos antes de chegar a etapa final de

leitura da lamina.



A observacao de microrganismos nas amostras € de suma importancia, uma
vez que pode indicar uma terapia antimicrobiana direcionada a um determinado grupo
de patdgeno, também com a necessidade da escolha certa do meio de cultura para
obtencéo correta do crescimento bacteriano (BARBOSA HR, TORRES EB, 1998).

Segundo o Ministério da saude (1997), quando cobre-se as células das
bactérias com a violeta de metila, as mesmas coram-se de roxo, quando adicionado
o iodo (lugol), ocorrendo a formacéo do complexo violeta-iodo. Esse complexo fixa o
corantes nas estruturas coradas e com a aplicacdo do descorante (alcool etilico),
algumas estruturas perdem a cor enquanto outras nao descoram.

Bactérias que possuem sua parede celular, composta por mureina
(peptideoglicano - peptideo de acido n-acetilmuramico), retém o complexo violeta-
iodo, j& as que possuem acidos graxos (lipopolissacarideos e lipoproteinas) em sua
parede celular, perdem esse complexo, assumindo a coloragdo do corante
secundario, fucsina de gram (safranina).

Geralmente a coloracdo de Gram é feita a partir de protocolos padrées e
respeita um protocolo de acdes que a padroniza. Contudo, h& variantes nesse
procedimento relacionadas aos tempos de execucdo da coloracéo e a utilizacdo de
lavagem com agua em dadas etapas que podem ou nao interferir na visualizacdo das
estruturas coradas ou tempos dos reagentes durante a coloragao. Visto a importancia
da Técnica de Coloragdo de Gram dentro do diagndstico microbiolégico, o presente
trabalho tem como objetivo verificar se pequenas variacdes de tempo e lavagem a
partir de protocolos especificos refletem em alguma alteracdo na interpretacao dos

resultados da coloragcéo de Gram.

MATERIAL E METODOS
Preparo das Cepas Padrao: Inicialmente foi feita a aquisi¢cdo de protocolos, bulas de
kits de Gram e protocolos da literatura vigente. Posteriormente a inoculacao de cepas
padronizadas de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC
25923), ambas incubadas em caldo BHI (Brean Heart Infusion) em estufa, a 37°C,
durante 24 horas. Feita a cultura dos microrganismos em Agar MacConkey e Agar
Sangue respectivamente em placa de Petri pela técnica de esgotamento, tendo como

finalidade a obtencao de col6nias puras isoladas.



Confeccdo do Esfregaco bacteriano: A confeccdo de esfregacos bacterianos a
partir das cepas Padrdo cultivadas foram feitas a partir desse agar, com algas de
platina de 10 ul a fim de padronizar uma quantidade aproximada de microrganismos
em cada lamina. Foi preparado um total de 20 laminas para serem testadas frente aos
diferentes protocolos obtidos. Estas foram fixadas através de calor, em bico de
Bunsen.

Técnica de Gram: Executada a técnica de coloracdo de Gram descrita para cada
protocolo envolvido no estudo utilizado um unico kit de coloracéo de Gram (NewProv)
afim de reduzir o maximo de interferentes. Foi utilizada variagcbes de tempo de

exposicao em cada corante, e lavagens das laminas, de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Levantamento de diferentes técnicas de coloracéo de Gram.
Técnica | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Cristal Imin {1min [1min | 1min | 30s Imin |1min | 1min | 1 min | 1 min

violeta

Lavagem | Sim Sim Sim N&o N&o N&o N&o N&o Sim# | Sim#
H20/
Lugol#

Lugol Imin |1min [1min [1min |1min | 1min | 1min | 1min | 1 min | 1 min

Lavagem | Sim Sim Sim SIM N&o N&o Sim Sim N&o Sim
H20

Alcool- * * * * * * * * * *

acetona

Lavagem | Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim N&o Sim Sim
H20
Fucsina 20s 30s Imin | 30s 30s 30s 20s 30s 30s 30s
Gram

*: gotejar alcool-acetona até o momento em que ndo desprenda mais a cor violeta do esfregaco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as laminas parcialmente coradas (n=10), aplicando 5 técnicas (da Técnica 1 a 5)

segundo os protocolos analisados, nenhuma apresentou alteracdo morfotintorial com

relacdo as cepas padrdo (Tabela 2).



Tabela 2. Resultados Tintoriais das Técnicas de Gram

Resultado NUmero de Laminas
Alterado 0
Nao Alterado 10

Os tempos que foram alterados foram o cristal de violeta e fucsina de gram e também
a lavagem ou ndo com agua entre as coloracdes. Verificou-se a cor roxa para a cepa de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e rosa para cepa de Escherichia coli (ATCC 25922).
Até o momento aplicando as técnicas parciais as variacdes dos Reagentes Cristal de
Violeta e Fucsina de gram n&o alteraram as caracteristicas tintoriais das cepas padroes,
pois 0Ss cocos gram positivo permaneceram corados de roxo e 0s bacilos permaneceram

corados de rosa.

CONCLUSOES
Até o momento nao foi observado nenhuma alteracéo tintorial e ou morfolégica
das cepas de acordo com os protocolos realizados, porém novas técnicas serdo ainda

submetidas.
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