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(57) Resumo: PROCESSO E EQUIPAMENTO DE COLORAGAO
UTILIZADO EM BACTERIOLOGIA. A presente invengao se refere a
um processo de coloragdo, utilizado em bacteriologia, capaz de
padronizar, facilitar e agilizar o procedimento de coloragédo de Oram,
evitando variagdes em seu processo. Ainda mais, se refere a um
equipamento capaz de realizar dito processo. O processo compreende
distintas etapas de colocagédo, com diferentes reagentes e tempos de
contato com as laminas de amostra. O equipamento compreende
bombas peristalticas para o fornecimento de cada reagente, sensores
para indicar a presenca da lamina, switches para indicar o tempo em
que as bombas ficaram em funcionamento, um motor junto com um
conjunto de engrenagens externas para fazer com que a lamina se
locomova para os processos de coloragéo, ventoinha para o auxilio de
secagem da lamina apés o processo, botdes para acionamentos e
ligagéo de circuito e as lampadas para indicagdes de maquina em uso
e falta de reagente, bem como tanque de escoamento de reagente.
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“PROCESSO E EQUIPAMENTO DE COLORACiO UTiLIZADO EM
BACTERIOLOGIA”

A presente invengéo se refere a um processo de
coloragdo, wutilizado em Dbacteriologia, capaz‘ de padronizar,
facilitar e agilizar o procedimento de coloracdo de Gram, evitando
variagdes em seu processo.

Ainda mais, se refere é um equipamento capaz de
realizar dito processo.

INTRODUGAO

A maioria das coloragdes utilizadas em
bacteriologia tem por finalidade o diagnéstico presuntivo rapido
do processo infeccioso e também a prévia avaliacdo da qualidade da
amostra.

A coloragdo de Gram é o método bacterioscépico
mais importante e mais utilizado atualmente na bacteriologia e sua
finalidade ¢é a classificacdo de microrganismos com base em suas
caracteristicas tintoriais, tamanho, forma e arranjo celular.

As Dbactérias s&o classificadas basicamente em
dois grandes grupos: Gram-positivas e Gram-negativas.

No que diz respeito as caracteristicas
tintoriais, as bactérias Graﬁ—positivas coram-se em azul arroxeado
e as bactérias Gram-negativas coram-se em rosa.

A detecgdo de microrganismos na amostra é de suma
importéncia, uma vez que pode indicar uma terapia antimicrobiana
direcionada a um determinado grupo de patdégenos e, também, a
necessidade da realizagdo de cultura com finalidade diagnéstica

e/ou epidemiolégica.
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PROCESSO DE COLORAGAO

Para determinar o mecanismo envolvido no método
de coloragdo, varios conceitos tém sido apresentados, tais como:

- As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
possuiriam diferentes afinidades com o corante primario cristal de
violeta;

- A existéncia de diferentes graus de
permeabilidade na parede dos microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos.

Tanto a espessura da parede celular, quanto as
dimensbées dos espag¢os intersticiais, por exemplo, “didmetro do
poro”, parecem ser determinantes do resultado final da coloracdo
de Gram.

Segundo esse conceito, quando as estruturas
celulares sdo cobertas pelo Cristal Violeta, todas se coram em
roxo. Apds este processo a lamina recebe uma solugdo limpante para
remover o excesso de Cristal Violeta. Com a adicdo do lugol,
também chamado dé mordente, ocorre a formagdo do completo iodo-
pararosanilina. Esta reagdo tem a propriedade de fixar o corante
primdrio nas estruturas coradas. Algumas estruturas perdem a cor
violeta rapidamente, quando se aplica um agente descorante, como
alcool etilico (solugdo descolorante), enquanto outras perdem sua
cor mais lentamente ou ndo perdem a cor. A fucsina/ safranina cora
as estruturas que foram descoradas.

As bactérias que tém a parede celular composta
por mureina (peptideoglicano-peptideo de &cido n-acetil muramico),
durante o processo de descoloracdo com &lcool etilico, retém o

corante. Ja as bactérias com parede celular composta
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predominantemente por acidos graxos (lipopolissacarideos e
lipoproteinas) perdem o complexo iodo-pararosanilina, assumindo a
cor do corante de fundo.

DESCRIGAO DO ESTADO DA TECNICA

Os processos de coloragdo conhecidos da técnica
atual apresentam alguns inconvenientes.

A técnica de coloragdo de Gram geralmente
respeita um protocolo de ag¢des que a padroniza. Contudo, ha
variantes nesse procedimento relacionadas aos tempos de execucdo
da coloragdo e a utilizagdo de lavagem com &gua em dadas etapas
que podem ou ndo interferir na visualizacdo das estruturas
coradas.

Um problema da técnica atual se refere ao fato de
que o mesmo €& realizado manualmente, ficando susceptivel a
diversos fatores externos que podem afetar o processo.

No processo manual, ndo ha precisdo no tempo de
contato do reagente com a lamina de coloracéo.

Por ser realizado manualmente, o processo fica
dependente da intervengdo de um operador para executd-lo. Por
isso, pode ainda ocorrer a aplicacdo em excesso de reagente para
uma unica amostra, acarretando em desperdicio de reagente e
alterag¢do nos resultados.

No processo manual conhecido da técnica atual,
existe o contato direto do operador e lamina no meio do processo.

Ainda mais, por se tratar de um processo manual,
existe a possibilidade de erro na coloracdo e as laminas saem

umidas ao final do processo de coloracdio.
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OBJETIVOS DA INVENGAO

0] processo de coloracéao e 0 respectivo
equipamento para realizd-lo tém como objetivo padronizar,
facilitar e agilizar o procedimento de coloracdo de Gram evitando
variagdes em seu processo, padronizando o procedimento da seguinte
maneira:

- Quantidade de cada corante na amostra;

- Quantidade de solucdo limpante na amostra;

- Quantidade de descorante na amostra;

- Tempo de contato do corante na amostra;

- Tempo de Contato do descorante na amostra;

- Tempo de término de cada amostra.

Evita-se assim a variacdo da técnica existente no
processo manual. Desta forma, temos laminas com <coloracdo
homogéneas, melhorando a andlise e diagnéstico das células
analisadas.

O processo de coloragdo da presente invencdo é
realizado por um equipamento, através do qual se obtém um tempo
padronizado no contato do reagente com a lamina.

Outra vantagem da presente invencdc se refere ao
fato de que o processo depende apenas da alimentacdo das laminas
no equipamento de coloragdo por um operador, sendo que ndo ha
contato do mesmo durante a execugdo do processo.

Ainda mais, o equipamento efetua a aplicacédo
necessaria de reagente para cada amostra, evitando-se o
desperdicio de reagentes no processo.

Por se tratar de um processo automatizado, ndo ha

a possibilidade de erro na coloragdo, resultando em uma coloracédo
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homogénea, sendo ainda que as laminas saem secas ao final do
processo de coloracao.

DESCRICAO RESUMIDA DOS DESENHOS

A figura 1 apresenta um diagrama de Dblocos
indicando as etapas do processo de coloracdo da presente invencéo,
realizado a partir de um equipamento de coloracio.

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencdo se refere a um processo de
coloragdo utilizado em bacteriologia, com o objetivo realizar a
coloragdo de Gram, de forma automatizada, por meio de um
equipamento para sua realizacdo, sendo que dito processo
compreende as seguintes etapas:

- alimentag¢do do equipamento de coloragdo com o
kit para coloracdo Gram;

- preenchimento das tubulag¢des do equipamento com
0s reagentes;

- introdugdo das laminas a serem coradas no rolo
do equipamento de coloracdo;

- primeira coloracdo das laminas;

- remogdo do excesso de reagente;

- segunda coloracdo das laminas;

- descoloracgdo das laminas;

- terceira coloracdo das laminas;

- deposigdo das laminas ja& secas na gaveta de
laminas.

O processo de coloragdo é realizado por meio de
um equipamento, composto por bombas peristdlticas para o

fornecimento de cada reagente, sensores para indicar a presenca da



10

15

20

25

lédmina, switches para indicar o tempo em que as bombas ficaram em
funcionamento, um motor Jjunto com um conjunto de engrenagens
externas para fazer com que a lamina se locomova para OS Processos
de coloracgdo, ventoinha para o auxilio de secagem da lamina apds o
processo, botdes para acionamentos e ligagdo de circuito e as
ldmpadas para indicacgdes de madquina em uso e falta de reagente.

Sdo cinco reagentes que compSem o Kit de
coloracgdo, utilizado pelo aparelho:

1. Cristal Violeta: Corante primdrio cora o
citoplasma de purpura, independentemente do tipo de célula.

2. Solugdo de Limpeza: Possui apenas a finalidade
de remocgdo de excesso de Cristal Violeta.

3. Solugdo de Iodo-Lugol : Mordente - aumenta a
afinidade entre o violeta de cristal e a célula e forma com o
corante um complexo insolivel dentro da célula.

4. Solucdo Descolorante - Alcool etilico, acetona
ou ambos: solvente lipidico.

5. Solugdo de Safranina / Solugdo de Fucsina:
Corante contrastante - safranina ou fucsina béasica: <cora o
citoplasma de vermelho das células gram-negativas que forma
descoradas.

Ao ligar o equipamento, as laminas comecam a se
movimentar, através de eixos de rosca sem fim que estdo acoplados
em um conjunto de engrenagens, sendo que em uma delas esta fixado
um motor AC de 1RPM. Com a lamina em movimento ela chega ao
primeiro ponto onde ativa o primeiro sensor de presenga, a bomba
do primeiro reagente, Cristal Violeta, preenche a lamina com o

reagente. Apds aproximadamente 1 minuto com o reagente em contato
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com a ldmina esse reagente escorre por meio de um rasgo na mesa, e
segue para a Solugdo Limpeza, que atua de forma continua durante a
passagem da lamina, apenas removendo o excesso do corante primario
e escorrendo por um outro rasgo na mesa, a ldmina segue entdo para
o segundo reagente, o Lugol, que também preenche a lamina por
aproximadamente 1 minuto assim que o terceiro sensor de presenca é
ativado. O reagente é novamente escorrido por meio de um rasgo na
mesa. Ao ativar o quarto sensor de presenca, a bomba comeca a
injetar Alcool Absoluto, de uma forma continua, atuando durante
quase toda a passagem da lamina.

Por ultimo vem a Safranina, ou Fucsina, que
também preenche a lamina inteira sé que o contato com a lamina é
menor, de apenas 30 segundos, ao ativar o quinto sensor de
presenca, que apds isso também escorre através de um rebaixo na
mesa.

Cada um dos sensores acima da mesa funciona em
série com o sensor de tempo de atuac¢do na engrenagem, de modo que
apenas quando ambos o0s sensores estdo acionados, a placa de
controle da bomba envia o sinal para que a bomba seja acionada.

O equipamento possui uma lampada de liga/desliga
que é ligada em paralelo com o botdo para ligar a maquina, de modo
que acionando-se o botdo e ligando-se a maquina a luz devera
acender sempre. Ja a lampada de nivel é ligada em série com o
sensor da bandeja, que é ativado ou ndo através da mola de tracio,
de modo que quanto menos reagente hd, mais leve a bandeja fica,
acionando o sensor e ligando a léampada.

A alimentacdo das tubulagdes com reagentes &

acionada por meio de uma tecla Pulso, sendo que a tensdo ira
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direto para as placas e fard com que as bombas funcionem todas ao
mesmo tempo, preenchendo a mangueira com os reagentes e deixando a
maquina pronta para atuar.

O equipamento conta com um sistema de transporte
deslizante, com espirais de locomogdo. Sdo duas espirais paralelas
com rotagdes opostas que locomovem a lamina no decorrer da mesa,
além de controlar o tempo de locomocdo da léamina.

A mesa abrange todo o espago entre as espirais.
Possui guias elevadas para facilitar o movimento da lamina durante
0 processo de coloracgdo. Feita com liga de aco inoxidavel e com
design moldado para controle de entrada e saida dos reagentes.

O tanque de escoamento eété localizado na parte
frontal do aparelho, logo abaixo da mesa, tendo a funcdo de
armazenar o excedente de reagente utilizado no processo.

O equipamento possui cinco bombas, uma para cada
reagente. Cada bomba possui uma placa prépria para controle de
funcdes.

Os sensores de presenga das laminas sdo ativados
pela prépria lamina quando esta chega a determinado ponto apds o
tempo de espera programado. Eles atuam, liberando o reagente,
sendo que cada bomba possui um sensor que fica localizado na parte
superior da mesa.

O equipamento compreende ainda um depdsito de

laminas que as armazena apds o processo de coloragédo.
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REIVINDICAGOES

1) “PROCESSO DE COLORACAO UTILIZADO EM
BACTERIOLOGIA”, caracterizado por compreender as seguintes etapas:

- alimentagdo do equipamento de coloragdo com o
kit para coloracdo Gram;

- preenchimento das tubula¢des do equipamento com
0S reagentes;

- introdugdo das ldminas a serem coradas no rolo
do equipamento de coloracédo;

- primeira coloragdo das laminas;

- remo¢do do excesso de reagente;

- segunda coloracgdo das léaminas;

— descolorac¢do das laminas;

- terceira coloracgdo das laminas;

- deposicgdo das laminas ja& secas na gaveta de
ladminas.

2) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizado pelo fato de que o reagente utilizado na primeira
etapa de colorag¢do das l&minas é o Cristal Violeta.

3) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizado pelo fato de que o reagente utilizado na remocdo de
excesso de reagente das laminas é a Solug¢do Limpante.

4) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o reagente utilizado na segunda
etapa de coioragéo das laminas é a solugdo Iodo-Lugol.

5) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizado pelo fato de que a solugdo descolorante utilizada na

descoloragdo das laminas é o alcool etilico, acetona ou ambos.
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6) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacédo 1,
caracterizado pelo fato de que o reagente utilizado na terceira
etapa de coloragdo das ladminas é a solugcdo de safranina ou
fucsina.

7) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o reagente da primeira coloracao
das laminas fica em contato com as mesmas por 1 minuto.

8) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o reagente da segunda coloracdo das
laminas fica em contato com as mesmas por 1 minuto.

9) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizado pelo fato de que o reagente da terceira coloracao
das laminas fica em contato com as mesmas por 30 segundos.

10) “PROCESSO”, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a secagem das laminas se d& por
meio de um sistema de secagem composto por ventoinha, que
direciona o fluxo de ar, funcionando de modo continuo.

11) “EQUIPAMENTO PARA A COLORACAO DE LAMINAS”,
caracterizado por comp‘reender bombas peristdlticas para o
fornecimento de cada reagente, sensores para indicar a presenca da
lamina, switches para indicar o tempo em que as bombas ficaram em
funcionamento, um motor Jjunto com um conjunto de engrenagens
externas para fazer com que a lamina se locomova para 0S Processos
de coloragdo, ventoinha para o auxilio de secagem da lamina apés o
processo, botdes para acionamentos e ligacdo de circuito e as
léampadas para indicagdes de maquina em uso e falta de reagente,
bem como tanque de escoamento de reagente.

12) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacdo
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11, caracterizado pelo fato de que as laminas se movimentam
através de eixos de rosca sem fim que estdo acoplados em um

conjunto de engrenagens.

13) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacéao
11, caracterizado pelo fato de que cada um dos sensores acima da
mesa funciona em série com o sensor de tempo de atuacio ‘na
engrenagem, de modo gque apenas quando ambos o0s sensores estdo
acionados, a placa de controle da bomba envia o sinal para que a
bomba seja acionada.

14) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacdo
11, caracterizado pelo fato de que a alimentacdo das tubulacdes
com reagentes é acionada por meio de uma tecla Pulso, sendo que a
tensdo val direto para as placas e faz com que as bombas funcionem
todas ao mesmo tempo, preenchendo a mangueira com os reagentes e
deixando a maquina pronta para atuar.

15) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacdo
11, caracterizado pelc fato de compreender um sistema de
transporte deslizante, com espirais de locomocdo, com duas
espirais paralelas com rota¢des opostas que locomovem a lamina no
decorrer da mesa, além de controlar o tempo de locomocdo da
lamina.

16) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacéo
15, caracterizado pelo fato de que a mesa abrange todo o espago
entre as espirais, possuindo guias elevadas para facilitar o
movimento da lamina durante o processo de coloracgéo.

17) “EQUIPAMENTO’”, de acordo com a reivindicacéo

16, caracterizado pelo fato de que dita mesa é feita com liga de
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aco inoxidadvel e com design moldado para controle de entrada e

saida dos reagentes.

18) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacao
11, caracterizado pelo fato de que o tanque de escoamento estd
localizado na parte frontal do aparelho, logo abaixo da mesa,
armazenando o excedente de reagente utilizado no processo.

19) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacéo
11, caracterizado pelo fato de compreender cinco bombas, uma para
cada reagente, sendo que cada bomba possui uma placa prépria para
controle de funcgdes.

20) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacéo
11, caracterizado pelo fato de que os sensores de presenca das
léminas sdo ativados pela propria ldmina quando esta chega a
determinado ponto apds o tempo de espera programado.

21) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacédo
11, caracterizado pelo fato de compreender um depésito de laminas
que as armazena apés o processo de coloracdo.

22) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacdo
11, caracterizado pelo fato de compreender uma lampada de
liga/desliga que ¢é ligada em paralelo com o botdo para ligar a
maquina.

23) “EQUIPAMENTO”, de acordo com a reivindicacdo
11, caracterizado pelo fato de compreender uma lampada de nivel
ligada em série com o sensor da bandeja, que é ativado ou nédo
através da mola de tragdo, de modo que quanto menos reagente ha,

mais leve a bandeja fica, acionando o sensor e ligando a lampada.
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RESUMO

“PROCESSO E EQUIPAMENTO DE COLORAGAO UTILIZADO EM
BACTERIOLOGIA’

A presente invengdo se refere a um processo de
coloragdo, utilizado em bacteriologia, capaz de padronizar,
facilitar e agilizar o procedimento de coloragdo de Gram, evitando
variagdes em seu processo.

Ainda mais, se refere a um equipamento capaz de
realizar dito processo.

(0] processo compreende distintas etapas de
colocagdo, com diferentes reagentes e tempos de contato com as
laminas de amostra.

O equipamento compreende bombas peristdlticas
para o fornecimento de cada reagente, sensores para indicar a
presenca da lamina, switches para indicar o tempo em que as bombas
ficaram em funcionamento, um motor junto com um conjunto de
engrenagens externas para fazer com que a lamina se locomova éara
0s processos de coloragdo, ventoinha para o auxilio de secagem da
lamina apdés o processo, botdes para acionamentos e ligacdo de
circuito e as lampadas para indicagdes de maquina em uso e falta

de reagente, bem como tanque de escoamento de reagente.
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