Kit para coloração de Ziehl Neelsen®
Kit com 500ml
MS:10443010017 Ref.774.0
1. FINALIDADE 
Conjunto para coloração de Ziehl Neelsen em materiais diversos. As técnicas de coloração ácido-resistente, desenvolvidas inicialmente por Paul Ehrlich se baseiam na presença de ácidos micólicos, como as voltadas para a identificação do Mycobacterium tuberculosis pela coloração de Ziehl NeelsenKinyoun e . Exame útil no diagnóstico da tuberculose, onde a amostra é tratada e corada pela metodologia de Ziehl-Neelsen. A tuberculose é ainda um sério problema de saúde pública, que tem piorado ao longo dos últimos anos com o surgimento da AIDS, e de cepas multiresistentes. Pacientes com baciloscopia positiva devem ser imediatamente tratados, bem como seus contactantes. 

A pesquisa de BAAR é indispensável no diagnóstico da hanseníase, uma vez que, o agente etiológico Mycobacterium leprae não pode ser isolado em meios de cultura.

2. INTRODUÇÃO - 

Há bactérias que são resistentes à coloração, mas que uma vez coradas vão resistir fortemente à descoloração, mesmo por ácidos fortes diluídos e álcool absoluto. Às bactérias que possuem esta propriedade dizemos que são ácido-álcool resistentes (géneros Mycobacterium e Nocardia). Esta carcaterística é devida ao elevado teor de lípidos estruturais (ex. ácido micólico) na parede celular destas bactérias, que provoca uma grande hidrofobicidade, dificultando a ação dos mordentes e diferenciadores de corantes aquosos. A técnica de Ziehl-Neelsen evidencia esta ácido-álcool resistência.
3. AMOSTRA

O laboratório deve estabelecer critérios definidos para rejeição e conservação das amostras. 
· Lavado gástrico, lavado brônquico e escarro observar jejum de 8 horas para a coleta.

· Para pesquisa de B. Hansen (linfa do lóbulo de orelha e/ou nasal).
· Escarro expectorado, escarro induzido com salina 3%, lavado gástrico, lavado brônquico, aspirado transtraqueal, secreções de feridas, punção de linfonodos, abscessos, biopsias, sangue, medula óssea, líquidos corporais (líquor, líquido pleural, líquido ascitico ou peritoneal, líquido sinovial, líquido pericárdico, líquido amniótico), urina, fezes, sangue menstrual, esperma e outros. 
4. INFORMAÇÕES GERAIS SOBRE O PRODUTO

Princípio

A fucsina fenicada, atuando a quente, vai corar todas as células bacterianas e outras estruturas presentes no esfregaço de vermelho (o calor vai derreter os lípidos de membrana, tornando-a permeável). O ácido diluído em álcool aplicados vão descorar todas as bactérias exceto as ácido-álcool resistentes, que permanecem coradas de vermelho pela fucsina. Assim, ao serem observadas após coloração e contraste, com azul de metileno, encontraremos as bactérias:

· Ácido-álcool resistentes: coradas de vermelho. 

· Não ácido-álcool resistentes: coradas de azul. 
Reagentes 

- Solução fucsina fenica;
- Solução de Álcool ácido;

- Solução azul de metileno;
Armazenamento e estabilidade dos reagentes:
Os reagentes são estáveis por um anos se mantidos em condições ideais de temperatura e armazenamento. Não expor os reagentes à luz direta e ambiente quente. Manter em temperatura entre 18 - 25ºC.
Armazenamento e estabilidade das amostras:
LAVADO GÁSTRICO: deve ser previamente alcalinizado com 3 mL de solução de bicarbonato de sódio 100 mg/mL.

URINA: enviar até 6 horas a temperatura ambiente ou até 24 horas se refrigerada entre 2ºC e 8ºC.
ESCARRO: até 48 horas refrigerado entre 2ºC e 8ºC .

LAVADO BRONCOALVEOLAR E OUTROS LÍQUIDOS CORPORAIS: até 48 horas refrigerado entre 2ºC e 8ºC.
SANGUE: não refrigerar.

Todas as amostras deverão ser enviadas em frascos estéreis.
Os esfregaços confeccionados no ato da coleta são fixados pelo calor brando. 

Precauções e cuidados especiais

- O material se destina ao uso diagnóstico in vitro, não devendo ser ingerido ou entrar em contato com os olhos, pele e mucosas;
- É comum aos corantes, com o tempo, formarem precipitados, neste caso, recomenda-se a filtração dos mesmos sempre que se perceber tal situação; 

- Evitar deixar os frascos abertos desnecessariamente, pois pode haver evaporação de solvente e conseqüente alteração na concentração dos componentes;
- Pelo fato de alguns corantes conterem ácido fênico (fenol) em sua formulação, deve-se evitar o contato acidental com pele e mucosas. O procedimento técnico deve ser executado em local dotado de boas condições de ventilação e exaustão, haja visto a volatilidade dos componentes. Não se recomenda a reutilização das embalagens usadas, e seu descarte deverá seguir as normas sanitárias vigentes. 
5. PROCEDIMENTO TÉCNICO

a- Preparar as lâminas para coloração:
1. Confeccionar o esfregaço seguindo as técnicas atuais de biosegurança; 

2. Cobrir a lâmina com fucsina fenicada (o mordente é o ácido fénico); 

3. Aquecer a lâmina até à emissão de vapores (é importante não deixar ferver); 

4. Aguardar 5 a 8 minutos; 

5. Lavar com água corrente; 

6. Cobrir a lâmina com álcool-ácido 3% até descorar totalmente o esfregaço; 

7. Lavar com água corrente; 

8. Cobrir a lâmina com azul de metileno durante 1 minuto; 

9. Lavar com água corrente; 

10. Secar; 

11. Observar. 

Resultados:
Na observação microscópica pós coloração o material a observar deve ser previamente fixado, o que facilita a observação de bactérias, uma vez que têm reduzidas dimensões, fraco contraste e algumas refringência e mobilidade. A fixação é a coagulação do protoplasma bacteriano com o mínimo de deformação e sua colagem à lâmina. Como exemplos de agentes fixadores temos o calor, o formol e o éter. 
· Ácido-álcool resistentes: coradas de vermelho. 

· Não ácido-álcool resistentes: coradas de azul. 

6. LIMITAÇÕES DO MÉTODO

- A bacterioscopia por Ziehl Neelsen não substitui a cultura em termos de valor diagnóstico; 
- Materiais provenientes de culturas com mais de 24h ou com células mortas podem apresentar resultados falsos ao Ziehl Neelsen; 

- Microrganismos isolados de pacientes sob antibioticoterapia podem apresentar respostas anormais à coloração de Ziehl Neelsen, tanto morfológica como tintorial       . 

7. CONTROLE DA QUALIDADE

- Materiais necessários
Cepas padrão de bactérias Ziehl Neelsen positivas e Ziehl Neelsen negativas (ATCC ou derivadas).

- Periodicidade

Usar as cepas padrão cada vez que se iniciar o uso de uma nova partida de reagentes. Estabelecer a periodicidade do controle segundo a necessidade do laboratório.

- Interpretação e avaliação

Uma vez que a função do controle de qualidade é garantir que o material usado esteja fornecendo resultados compatíveis com os esperados e dentro de um padrão de desempenho, espera-se que as bactérias Ziehl Neelsen positivas corem-se em vermelho escuro e as Ziehl Neelsen negativas em tonalidade azuis. Resultados anormais devem ser esclarecidos antes de se liberar o produto para uso.

Ziehl Neelsen positivas:
Mycobacterium leprae
Mycobacterium tuberculosis
Somente para uso diagnóstico in vitro.

