CONJUNTO PARA COLORAGCAO DE ZIEHL

GABBET
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Kit utilizado para coloragdo de BAAR pelo método de Ziehl Gabbet em materiais
bioldgicos, principalmente para pesquisa de Mycobacterium leprae em linfa. Método de

coloragao a frio.

Registro ANVISA:

10097010156

Apresentacgao:

900099 - AZUL METILENO GABBET FR 500mL
900100 - FUCSINA FENICADA GABBET FR 500mL

1. INTRODUGAO

A hanseniase ¢é uma doenga infectocontagiosa, crbnica,
granulomatosa e de evolugdo lenta, causada pelo Mycobacterium
leprae (bacilo de Hansen). Esse bacilo é capaz de infectar grande
nimero de pessoas (alta infectividade), mas poucos adoecem
(baixa patogenicidade). As manifestagdes clinicas da hanseniase
sdo bastante variaveis e estao relacionadas com a imunogenicidade
do bacilo e com o sistema imunolégico do hospedeiro. A associagao
desses fatores é responsavel pelo alto potencial incapacitante da
doenga e esta, sem duvida, é uma das principais razées para que
ela seja de notificagdo compulséria e investigagcdo obrigatéria. A
Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) recomenda, para fins
terapéuticos, a classificagdo operacional baseada no numero de
lesdes cutaneas. Os casos com até cinco lesGes sdo considerados
Paucibacilares (PB) e aqueles com mais de cinco lesbes sdo os
Multibacilares (MB). O diagnostico laboratorial da hanseniase é
importante para auxiliar no diagnostico diferencial com outras
doencas dermatoneuroldgicas, casos suspeitos de recidiva e na
classificagédo para fins de tratamento. Nestes casos, o exame
baciloscopico do raspado intradérmico (baciloscopia) € o método
comumente utilizado por ser de facil execugéo, pouco invasivo e de
baixo custo. O diagndstico das Micobactérias patogénicas
(Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium leprae), por
bacterioscopia direta é feito através dos métodos de coloragdo, os
quais utilizam a caracteristica destas bactérias de possuirem
paredes celulares com alto teor de lipideos (cerca de 60%,
principalmente de Acido micélico), que quando tratadas pelo corante
Fucsina fenicada, coram-se de vermelho e persistem ao
descoramento subsequente por uma solugdo de Alcool-acido forte
(diferenciador). E por isto que sdo conhecidas por Bacilos Alcool-
Acido Resistentes (BAAR). As outras bactérias, que ndo possuem
tais paredes celulares ricas em lipideos, tém a sua coloragao pela
Fucsina descorada pela solugéo de alcool-acido e coram-se em azul
pela coloracéo de fundo do azul de metileno (contra-corante).

2. COMPOSICAO

Formulagéo do Azul Metileno Gabbet Concenr_tragaol
Acido Sulfuarico 200mL
Azul de Metileno 10g
Alcool Etilico 300mL
Agua Deionizada 500mL
Formulagao da Fucsina Fenicada Gabbet | Concentracaol/lL
Fenol 80g
Surfactante 7,5mL
Agua Deionizada 1000mL
Fucsina Basica 40g
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Alcool Etilico | 200mL

A formulacdo pode ser ajustada e/ou suplementada, conforme
necessario, para cumprir os critérios de desempenho.

3. AMOSTRA

a- Tipos de amostras

- A metodologia de Ziehl-Gabbet pode ser utilizada em diversos
materiais biolégicos, como escarro, urina, fezes, raspados, LCR etc.
Usualmente a principal amostra utilizada € a linfa.

b- Preparo do paciente

- Acomodar o paciente confortavelmente;

- Explicar o procedimento que sera realizado. No caso de crianga,
explicar também para a pessoa responsavel;

- Observar indicagdes dos sitios de coleta na solicitagdo médica.

- Manusear a lamina pelas bordas evitando colocar os dedos no
local onde a amostra sera distribuida;

- Identificar a lamina com as iniciais do nome do paciente, nimero
de registro e a data da coleta;

- No momento da coleta fazer antissepsia com alcool a 70%, dos
sitios indicados na solicitagdo médica;

- Com auxilio da pinga de Kelly, fazer uma prega no sitio de coleta,
pressionando a pele o suficiente para obter a isquemia, evitando o
sangramento. Manter a pressdo até o final da coleta tomando
cuidado de nao travar a pinga;

- Fazer um corte na pele de aproximadamente 5 mm de extensao
por 3 mm de profundidade. Colocar o lado ndo cortante da lamina
do bisturi em angulo reto em relagéo ao corte e realizar o raspado
intradérmico das bordas e do fundo da inciséo, retirando quantidade
suficiente e visivel do material. Se fluir sangue no momento do
procedimento (0 que ndo devera acontecer se a compressdo da
pele estiver adequada) enxugar com algodao;

- Desfazer a pressdo e distribuir o material coletado na lamina,
fazendo movimentos circulares do centro para a borda numa area
aproximadamente de 5 — 7 mm de didmetro, mantendo uma camada
fina e uniforme;

- O primeiro esfregagco devera ser colocado na extremidade mais
proxima da identificagdo do paciente (parte fosca), e o segundo
préximo ao primeiro observando uma distancia, de pelo menos
0,5cm entre cada amostra e assim sucessivamente. Os esfregacos
devem estar no mesmo lado da parte fosca da lamina;

- Entre um sitio e outro de coleta, limpar a lamina do bisturi e a
pinga utilizada com algodéo ou gaze embebido em &lcool 70%, para
que nao ocorra a contaminagao entre eles;

- Fazer curativo compressivo e nunca liberar o paciente se estiver
sangrando.

- Sugestbes de coleta de raspado intradérmico:
Em pacientes com lesdes cutneas visiveis ou areas com alteracdo
de sensibilidade, a coleta devera ser feita em I6bulo auricular direito
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(LD), lébulo auricular esquerdo (LE), cotovelo direito (CD) e lesédo
(L), conforme figura 1. Nas lesdes planas, coletar no limite interno.
Nos nodulo, tubérculos e placas eritematosas marginadas por
microtubérculos, coletar no centro.
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Figura 1. Coleta em pacientes com lesdes cutaneas visiveis ou areas com alteragéo
de sensibilidade.

Em pacientes que ndo apresentam lesdes ativas visiveis, colher
material do Iébulo auricular direito (LD), l6bulo auricular esquerdo

(LE), cotovelo direito (CD) e cotovelo esquerdo (CE), conforme
figura 2:
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Figura 2. Coleta em pacientes que ndo apresentam lesdes ativas visiveis.

c- Fixagdo

As laminas contendo raspados intradérmicos devem permanecer
em superficie plana e a temperatura ambiente, durante cinco a dez
minutos até estarem completamente secos. Apds essa etapa os
esfregacos devem ser fixados passando-se as laminas duas a trés
vezes, rapidamente, na chama d uma lamparina ou bico de Bunsen,
com esfregacos voltados para cima;

Evitar o aquecimento da lamina durante a fixagdo, para que nao
haja alteragdo das caracteristicas morfotintoriais do bacilo. Em
locais ou dias em que o ar esteja mais Umido, o tempo de secagem
do esfregago podera ser maior.

d- Armazenamento e estabilidade

Apos a fixagdo, acondicionar as laminas em porta-laminas de
plastico rigido para evitar quebras, exposi¢ado a poeira e insetos, a
fim de serem transportadas, no prazo maximo de 24 horas.

Os porta-laminas deverdo ser acondicionados em caixas
resistentes, devidamente identificadas e fechadas, conforme normas
de biosseguranga.

e- Critérios de rejeicao
Cabe ao laboratério a decisdo de receber ou rejeitar a amostra
conforme cada caso.

4. INFORMAGOES GERAIS SOBRE O PRODUTO

a- Principio

O material clinico fixado em uma lamina nova (limpa e
desengordurada) é submetido a agdo da fucsina fenicada. Apods
lavagem, mergulhada no azul de metileno, utilizado como corante
de fundo.

b- Armazenamento e estabilidade

Para fins de ftransporte e armazenamento, o produto pode
permanecer em temperatura ambiente, condigbes em que se
mantém estaveis até a data de vencimento expressa em rotulo,
desde que isento de contaminacdo de qualquer natureza.
Recomenda-se manter o produto protegido de incidéncia direta de
luz (natural ou artificial) e evitar grandes variagbes de temperatura
até a utilizagdo.

c- Precaugébes e cuidados especiais

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

- Uso restrito por profissionais;

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

- N&o inalar ou ingerir;

- Nao utilizar produto com sinais de contaminagéo, ressecamento ou
com alteragdes de cor ou espessura;
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- Nao usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado;

- Recomenda-se a leitura da diretriz aprovada para “Protecdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infecgbes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para o 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 MARGCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigcos de saude.

5. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS NECESSARIOS (porém néo
fornecidos)

- Bico de Bunsen;

- Laminas;

- Alca bacterioldgica;

- Microscopio.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Preparar um esfregago homogéneo e deixar secar a temperatura
ambiente, fixando-o pelo calor.

b- Cobrir o esfregago com Fucsina de Gabbet deixando agir por 20
minutos.

c- Lavar cuidadosamente em agua corrente.

d- Cobrir o esfregago com Azul de Metileno de Gabbet deixando agir
por 3 minutos.

e- Lavar cuidadosamente em agua corrente.

f- Deixar secar na posigao vertical em temperatura ambiente.

g- Levar ao microscopio utilizando objetiva de imerséo para leitura
da lamina;

h- Comegar a examinar o esfregago na porgdo superior ou inferior,
sistematicamente, em zig-zag em 100 campos representativos,
conforme esquema a seguir:
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Figura 3. Esquema para examinar o esfregago

7. RESULTADOS
Bacilos Alcool Acido Resistente (BAAR) coram-se em vermelho. No
caso de Mycobacterium leprae é possivel a visualizagdo de globias.

Determinagao do indice baciloscopico:
(Escala de Ridley & Jopling)

Indice N° de bacilos
0/100 campos
1a10/100 campos
1a10/10 campos
1 a 10/ campo
10 a 100/ campo
100 a 1000/ campo
> 1000 / campo

() (61 BN [V | V] B ()

Para indices de 0 a 3+ devem ser examinados 100 campos
microscopicos; de 4+ a 6+, a leitura podera ser realizada em 25
campos.

O indice baciloscopico sera a soma dos valores obtidos em cada
esfregaco divididos pelo numero de locais coletados, conforme
exemplo a seguir:

LOD =4+
LOE=3 + B =L7_ 435
CE=4+ 4
LESAO =6+

8. LIMITAGOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

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

- Congelamento de algum dos componentes.

- Apds abertos, os componentes tornam-se suscetiveis a
contaminagdes quimicas ou microbianas que podem inviabilizar sua
utilizagao.

- Manter os frascos dos padrdes sempre fechados de maneira a
evitar alteragdes em concentragdes.

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

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

- Erro na conservagao dos reagentes.

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

- Interpretacao equivocada de resultados.

- Tempo excessivo ou insuficiente de coloragao.

- Armazenamento ou transporte de amostra inadequado.

- Nao utilizar a proporgdo amostra reagente sugerida na técnica.

- Todas as amostras devem ser manipuladas com extrema cautela,
pois podem veicular diversas doengas infectocontagiosas (hepatite,
SIDA etc.).

- Mesmo apés a coloragéo, a lamina com o material deve continuar
sendo considerada como material infectante, pois os BAAR podem
eventualmente se manter viaveis apds o processo.

- Apés a baciloscopia adotar medidas de assepsia do microscoépio,
como a limpeza da platina com alcool 70% e das objetivas com
material apropriado.

- Descartar as laminas conforme procedimento adotado para
materiais contaminados.

- Um exame baciloscopico negativo ndo exclui a possibilidade de
doenca.

- Executando-se rigorosamente a técnica como descrito, a
sensibilidade diagnoéstica da mesma €é de cerca de 50% e
especificidade de 100%.

9. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessarios

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

- Controle de qualidade recomendado:
Parametro Resultado esperado

Formato de bastdo coradas em

Micobactérias Células finas
vermelho

Células esféricas coradas em

Cocos Gram Positivos
azul

Células em formato de bastao

Bacil ram N tivi
acilos Gram Negativos coradas em azul

Células Epiteliais Tonalidade azulada

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

Coloragéo de Fundo

Fucsina fenicada: solugédo
bordd escuro, livre de particulas
Corante ndo utilizado visiveis

Azul de metileno: solugéo azul,
livre de particulas visiveis.

Parametro Resultado esperado

Micobacterium tuberculosis
ATCC® 25177

Bacilos curtos e longos cor-de-
rosa em fundo azul

Escherichia coli :
Bacilos corados em azul

ATCC® 25922
S. aureus Cocos gran negativos, células
ATCC® 25923 esféricas coradas em azul

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

- O usuario conhega e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados nas condigdes
indicadas;

- Os equipamentos e demais acessoérios necessarios estejam em
boas condi¢des de uso, manutengéo 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 rotulo. Os certificados de analise de cada lote podem
ser obtidos no site www.laborclin.com.br. Em caso de duvidas ou
quaisquer problemas de origem técnica, entrar em contato com o
SAC - Servigo de Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-
0410027 ou pelo e-mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas
que inviabilizem uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin serdo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

REF

S

[T&

e
®
4

Cadigo do produto

Numero de série

Consultar instrugdes para utilizagéo

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Nao utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

LOT

Numero de lote

Fabricante

Validade

Produto para saude para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Europeia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizagao utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

STERILE Esterilizag&o utilizando irradiaca STERILE
n sterilizagao utilizando irradiagéo i seco.
-')\ Risco biolégico Cuidado. Importante consultar
A5 LB 9 instrugdes de uso.
| CONTROL Controle |I:ONTHGL]-: Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliagéo de
desempenho

N&o reesterilizar
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