COLORACAO ZIEHL-NEELSEN

Finalidade:

A
3

LABORCLIN

Kit utilizado para realizacdo da Coloragao de Ziehl Neelsen em diversos materiais.

Registro ANVISA:
10097010-156

Apresentacéo:

620522- COLORACAO ZIEHL NEELSEN CONJ 3x100mL
620523 - COLORACAO ZIEHL NEELSEN CONJ 3x500mL
620475 - AZUL METILENO LOEFFLER - FR 500 mL
620513 - FUCSINA FENICADA ZIEHL -1% FR 500 mL

1. INTRODUCAO

A técnica de Ziehl-Neelsen foi desenvolvida por Franz Ziehl e
posteriormente melhorada por Friedrich Neelsen, no final do século
19. Essa técnica de coloragdo é mais agressiva gque a técnica de
Gram, sendo usada em bactérias que sdo ma coradas pela
coloragdo de Gram, como por exemplo as bactérias do género
Mycobacterium e Nocardia.

Existem bactérias que sdo resistentes a coloragdo, porém guando
coradas, resistem fortemente & descoloragdo, mesmo quando
submetidas a acidos fortemente diluidos e ao &lcool absoluto. Essas
bactérias sdo denominadas de bacilos alcool-acido-resistentes
(BAAR).

A caracteristica alcool-acido-resistente é conferida a essas bactérias
devido ao alto teor de lipideos estruturais na parede celular, que
causa uma grande hidrofobicidade, que dificulta a agdo de corantes
aquosos. Um exemplo de acido graxo altamente presente na parede
celular dessas bactérias é o 4cido micélico.

Na técnica de Ziehl-Neelsen, ap6s o processo de coloragdo da
amostra, a fucsina de Ziehl ira corar todos os elementos celulares
de vermelho, porém apdés a descoloragdo com o alcool, somente os
bacilos alcool-acidos-resistente irdo continuar preservando a cor
vermelha, os demais elementos celulares na amostra serdo
descorados. Entéo, para podermos visualizar os outros elementos
celulares (descorados) na amostra, deve-se utilizar azul de
metileno, que dara um contraste, deixando os elementos celulares
em azul e os bacilos alcool-acidos-resistentes continuardo em
vermelho.

A pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) em materiais
clinicos pode constituir a primeira evidéncia de doenga, permitindo
assim o inicio de um tratamento, enquanto aguarda-se o resultado
de cultura. O método de Ziehl-Neelsen se executado corretamente,
desde a coleta e processamento da amostra até a baciloscopia,
permite uma eficacia diagnéstica em 80% dos casos, e por esta
razdo ndo deve ser usado como Unico meio de diagnostico
laboratorial para a tuberculose.

Usa-se a caracteristica de alcool-acido resisténcia para a
identificacdo de organismos patoldgicos, entre eles o
Mycobacterium leprae.

2. COMPOSICAO

Formulacéo da Fucsina Fenicada-Ziehl* | Concentracéo/L
Solugéo de Fucsina Fenicada 90mL
Agua Deionizada Q.S.P. 1000mL
Formulagéo do Descorante de Zihel* Quantidade
Acido Cloridrico 30mL
Etanol Q.S.P. 1000mL
Formulacéo do Azul Metileno-Loeffler* Concentracéo/L
Etanol 200 mL
Azul de metileno 2,39
Solugéo de Hidréxido de Sédio 200 mL
Agua Q.S.P. 1000 mL

* A formulag@o pode ser ajustada e/ou suplementada conforme
necessario para cumprir os critérios do desempenho do produto.
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3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- A metodologia de coloragéo de Ziehl-Neelsen pode ser aplicada a
uma infinidade de materiais clinicos, tais como escarro, urina, fezes,
LCR etc. Usualmente a principal amostra utilizada € o escarro.

- O laboratério deve estabelecer critérios de coleta, rejeicdo e
conservacdo das amostras, conforme sua politica da qualidade.

b-Procedimento de coleta

Orientar o paciente a coletar o escarro pela manhd ao acordar,
antes de escovar os dentes ou de fazer a higiene bucal. O material
coletado deve conter a menor quantidade possivel de saliva ou de
outras secregdes do trato aéreo superior.

A critério médico, pode-se coletar 3 amostras em diferentes dias,
seguindo a indicagdo acima, e mantendo as amostras em geladeira
até o encaminhamento ao laboratério.

Pode ser utilizada a inalagdo com soro fisioloégico para ajudar na
expectoragéo.

c- Armazenamento e estabilidadeda amostra

A amostra deve ser coletada em recipiente de boca larga e estéril,
preferencialimente em frascos coletores plasticos descartaveis, e
encaminhada ao laboratério com a maior rapidez possivel. Manter o
material em geladeira (2 a 8°C) até o momento de seu
processamento.

d-Precaucdes e cuidados especiais

- O escarro é um material infectante que pode transmitir uma série
de doencas infectocontagiosas incluindo SIDA, devendo ser
manipulado com extrema cautela;

- Ao final de sua manipula¢do, o material devera ser descartado
apos sua autoclavacdo por 20 minutos a 1 atm de presséo, nao
devendo ser eliminado diretamente no meio ambiente;

- Ap6s sua manipulacdo recomenda-se a assepsia das bancadas
de trabalho que tiveram contato com o material.

4. INFORMACOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

O material clinico fixado em uma lamina nova (limpa e
desengordurada) é submetido a acdo da fucsina fenicada de Ziehl a
quente. Nesta etapa todas as estruturas absorvem o corante. Em
uma segunda etapa, a lamina é submetida a acdo do alcool-acido,
gue descora todas as estruturas celulares, exceto os BAAR. Para
facilitar a microscopia, faz-se uma coloragdo de fundo com azul de
metileno Loeffler.

b- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte e armazenamento, o produto pode
permanecer em temperatura ambiente, condicbes em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em rotulo,
desde que isento de contaminag&o de qualquer natureza.

Devido a presenga de substratos sensiveis, recomenda-se manter o
produto protegido de incidéncia direta de luz (natural ou artificial) e
evitar grandes variagcdes de temperatura até a utilizacao.

c- Precaugfes e cuidados especiais

- O produto é destinado apenas para o uso diagndstico in vitro;

- Uso restrito por profissionais de analises clinicas;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
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observando o uso de equipamentos de protecdo individual e
coletivo;

- Nao inalar ou ingerir;

- N&o utilizar produtocom sinais de contaminagéo, ressecamento ou
com alteragdes de cor ou espessura;

- Nao usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado;

- E comum aos corantes com o tempo formarem precipitados, neste
caso, recomenda-se a filracdo dos mesmos sempre que se
perceber tal situacao;

- Uso de laminas arranhadas ou que tenham sido utilizadas
anteriormente, podem simular bacilos pela deposi¢cdo de corantes
nas ranhuras;

- Descuido no aquecimento da Fucsina, permitindo que seque e
cristalize no esfregaco;

- Descoramento insuficiente das laminas pode deixar corados em
vermelho outros bacilos, que assim confundem com o BAAR;

- Tempo de descoramento muito prolongado pode levar ao
descoramento do BAAR;

- Evitar deixar os frascos abertos desnecessariamente, pois pode
haver evaporacdo de solventes e consequente alteracdo na
concentra¢@o dos componentes;

- Pelo fato de alguns corantes conterem &cido fénico (fenol) em sua
formulagéo, deve-se evitar o contato acidental com pele e mucosas.
O procedimento técnico deve ser executado em local dotado de
boas condi¢bes de ventilacdo e exaustdo, haja visto a volatilidade
dos componentes. Nao se recomenda a reutlizagdo das
embalagens usadas;

- Recomenda-se a leitura da diretriz aprovada para “Protegéo de
Trabalhadores de Laboratério e Infec¢cdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;

- Para acondicionamento e descarte do material usado, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Recomendamos o uso dos sacos Detrilab;

- Os procedimentos de manuseio referentes ao processamento e
manuseio para o descarte devera estar de acordo com a RDC 222,
DE 28 DE MARCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de salde.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém n&o
fornecidos)

- Alga bacteriolégica;

- Bico de Bunsen;

- LAminas para microscopia;

- Suporte para coloragéo;

- Oleo de imerséo;

- Microscopio.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Preparar o esfregago conforme procedimento estipulado pelo
laboratério;

b- Colocar as laminas em suporte apropriado, separadamente uma
da outra;

c- Cobrir todo o esfregago com a solucao de fucsina fenicada de
Ziehl-Neelsen, aquecer a lamina durante 5 minutos, cuidando para
que o liquido ndo entre em ebulicdo ou ainda que seque;

d- Retirar a lamina do suporte e lavar rapidamente em agua corrente
sob baixa presséo;

e- Descorar os esfregagos usando a solucdo descorante,
gotejando-a sobre a lamina inclinada até que ndo remova mais
corante;

f- Lavar a lamina em agua corrente sob baixa pressao.

g- Cobrir todo o esfregago com azul de metileno Loeffler por 1
minuto;

h-Lavar em &gua corrente e deixar secar na posicéo vertical ao ar;

i- Levar ao microscépio e analisar usando a objetiva de imerséao.

Observacao

- O aquecimento excessivo do material durante a coloragdo pode
apresentar precipitacdes na lamina;

- Observar cuidadosamente a etapa de descoloracéo, pois qualquer
excesso pode induzir a resultados falsamente negativos, e a
insuficiénciaa resultados falsamente positivos;

- N&o deixar secar o material durante o processo de coloragéo;
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- Mesmo apds a coloragdo, a lamina com o material deve continuar
sendo considerada como material infectante, pois os BAAR podem
eventualmente se manter viaveis apds 0 processo;

- Apds a baciloscopia adotar medidas de assepsia do microscépio,
como a limpeza da platina com &lcool 70% e das objetivas com
material apropriado;

- Descartar as laminas conforme procedimento adotado para
materiais contaminados.

7. RESULTADOS ’ )
Os BAAR (Bacilos Alcool-Acido Resistentes) coram-se em vermelho
contra um fundo azul, conforme tabela abaixo:

Estrutura Resultado esperado

Células finas em formato de

Micobactérias =
bastéo coradas em vermelho

Células esféricas coradas em

Cocos gram positivo
azul

Células em formato de bastdo

Bacilos gram negativo
coradas em azul

Células Epiteliais Tonalidade azulada

O fundo da lamina apresenta-se
limpido e isento de sujidades ou
precipitados

Coloracéo de Fundo

O resultado deve obedecer ao seguinte critério:

Namero de Bacilos Informacgé&o

Nao foram visualizados BAAR na

Nenhum :
ennu amostra analisada

1 e 2 em todo esfregaco Reportar no laudo e solicitar nova

amostra
3 a9 em todo o esfregaco +
>= 10 em todo o esfregaco ++
1 ou mais por campo +++

Observagao
- Um exame baciloscopico negativo ndo exclui a possibilidade de
doenga. Este exame ndo substitui a cultura para BAAR.

8. LIMITACOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 36/2015)

Os resultados falsamente aumentados ou diminuidos, riscos
associados a instabilidade, que poderiam levar a resultados
errbneos, danos relacionados ao usuario, podem ocorrer, com maior
frequéncia, nas seguintes situacdes:

- Congelar algum dos componentes.

- Apl6s abertos, 0s componentes tornam-se suscetiveis a
contaminag8es quimicas ou microbianas que podem inviabilizar sua
utilizacéo.

- Manter os frascos dos padrées sempre fechados de maneira a
evitar alteracBes em concentracoes.

- Os reagentes se destinam ao uso diagnostico in vitro, ndo devendo
ser ingeridos ou entrar em contato com a pele e mucosas;

- Utilizagdo de reagente vencido, contaminado ou em condi¢des
inadequadas.

- N@o aguardar para que o0s reagentes atinjam a temperatura
ambiente no momento do uso.

- Erro na conservagéo dosreagentes.

- Deve-se evitar o uso de materiais que possam contaminar 0s
reagentes.

- Interpretacéo equivocada de resultados.

- O tempo de coloracgao inferior ao recomendado pode levar a ndo
coloragdo das estruturas a serem observadas, bem como a
coloragéo por tempo superior pode levar a ndo descoloragdo em
processos posteriores gerando resultados divergentes.

- O uso da solugéo descolorante em tempo superior ao preconizado
pode levar a descoloracdo de estruturas que deveriam manter suas
colorag®es visiveis gerando resultados imprecisos.

- Armazenamento ou transporte de amostra inadequado.
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- Todas as amostras devem ser manipuladas com extrema cautela,
pois podem veicular diversas doengas infectocontagiosas (hepatite,
SIDA etc.).

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

Cepas padrdo: ATCC®(American Type Culture Collection) ou
derivadas).

- Controle de qualidade recomendado:
Parametro Resultado esperado

Mycobacterium tuberculosis Bacilos finos com coloragdo
ATCC®25177 vermelha

Escherichia coli

ATCC® 25922 Bacilos com coloragéo azul

Staphylococcus aureus

ATCC® 25923 Cocos com coloragéo azul

Fucsina Fenicada de Ziehl
Nelseen: solugdo bordd escuro,
livre de particulas visiveis.

Descorante: solucéo
ligeiramente salméo, livre de
particulas visiveis.

Aspecto Corantes

Azul de metileno Loeffler:
Solugéo azul escura.

- Periodicidade
Testar a cada novo lote recebido ou em periodicidade estabelecida
pelo préprio laboratério.

- Andlise dos resultados

As cepas coradas pelo material devem apresentar caracteristicas de
coloragcdo esperadas. Caso se constate algum problema ou
diferenca, os resultados de amostras clinicas ndo devem ser
liberados até que as causas tenham sido apuradas devidamente e
os problemas constatados sanados.

- Sensibilidade
Executando-se rigorosamente a técnica como descrito, a
sensibilidade diagnéstica da mesma é de cerca de 80%;

A sensibilidade deste método € baixa, visualizando-se 1 BAAR por
campo em aumento de 1000x, estima-se que a amostra contenha
cerca de 5x10° BAAR por mL.

10. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Cadigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario:

- que o usuario conhegca e siga rigorosamente o presente
procedimento técnico;

- que o0s materiais estejam sendo armazenados nas condi¢bes
indicadas;

- gue os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam
em boas condi¢fes de uso, manutencéo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que séo repetidos periodicamente conforme
calendario estabelecido pela empresa até a data de vencimento
expressa em rétulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de ddvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigco de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
410027 ou pelo e-mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas
que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
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comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem énus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Codigo do produto

Mimero de série

Mimero de lote

Fabricante

Consultar instrucdes para
utilizacdo

Validade

Temperatura de armazenagem
(limite de temperatura)

Produto para salde para
diagnostico in vitro

M&o utilizar se a embalagem
estiver danificada

Representante autorizado na
Comunidade Europeia.

Quantidade suficiente para <n=
ensaios

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

STERILE

Esterilizacdo utilizando oxido de
etilenc

Esterilizac do utilizando
irradiacdo

Risco biolégico

STERILE

Esterilizado utilizando vapor ou
calor seco

Cuidado. Importante consultar
instrugdes de uso

Controle

>0 B ELE

Controle negativo

47—
—-"'- ._-"-—
ZN

Controle positivo

Manter afastado de luz solare
longe do calor

Manter seco

Somente para avaliagcio de
desempenho de IVD

M&o reutilizar

M&o reesterilizar
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