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UTILIZACAO PRETENDIDA

Os BD BBL Calcofluor White Reagent Droppers (Doseadores de reagente branco de calcofltor
BD) sdo utilizados para a deteccdo rapida de fungos, através de microscopia de fluorescéncia,
em esfregacos directos.

RESUMO E EXPLICACAO

O branco de calcofltor é um corante fluorocromo néao especifico que se liga aos fungos e,
dependendo do sistema de filtracdo utilizado, fluoresce com cor verde clara ou branca azulada
quando exposto a luz de comprimento de onda adequado.! Pode ser utilizado em amostras
frescas, congeladas, fixadas, embebidas com parafina e amostras clinicas.? Foi referido que

o branco de calcofltor pode ser utilizado na deteccdo dos parasitas Pneumocystis jiroveci
(Antigamente Pneumocystis carinii)3 e de outros fungos oportunistas em amostras de lavados e
aspirados broncoalveolares (BAL) de individuos imunosuprimidos.4.5

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

O branco de calcofltor é um sal dissédico de 4,4'-bis-[4-anilino-bis-dietilamino-5-triazina-2-
ilamino]-2,2'-estilbeno-acido dissulfonico, um corante incolor que é utilizado na industria téxtil
e do papel como agente de branqueamento. Tem a capacidade de se ligar aos polissacaridos

B 1-3, B 1-4 (ou seja, a celulose e a quitina) e exibe fluorescéncia quando exposto a luz
ultravioleta com comprimento de onda elevado e a luz visivel de baixo comprimento de onda.
Tem sido utilizado como um marcador biolégico para corar a parede celular das plantas,
sendo, portanto, valioso no delineamento de elementos fungicos.6

REAGENTES

Os Calcofluor White Reagent Droppers contém 0,5 mL de solugdo de branco de calcofltor a
0,05% em agua destilada.

Adverténcias e Precaucgoes:

Para uso em Diagnéstico in-vitro.

Nas amostras podem existir microrganismos patogénicos, incluindo os virus das hepatites e o
virus da imunodeficiéncia humana. No manuseamento de todos os itens contaminados com
sangue e outros fluidos corporais, devem ser seguidas as “Precaucdes padrao”7-10 e as linhas
de orienta¢do da instituicdo. Antes da eliminacdo, esterilizar em autoclave os recipientes das
amostras e outros materiais contaminados.

Instrucdes de Armazenamento: Conservar a temperatura ambiente, 15 - 30°C. Proteger da luz.
Deterioracao do produto: Este reagente esta hermeticamente selado numa ampola que
protege a solugdo da instabilidade quimica até ao fim do prazo de validade. A solugao corante
deve apresentar uma cor transparente ligeiramente tingida de verde. Nao utilizar se for
evidente um precipitado branco denso. Os doseadores devem ser utilizados no prazo de um
dia depois de a ampola ser partida. Nao utilize findo o prazo de validade.

PROCEDIMENTO

Material fornecido: Calcofluor White Reagent Droppers. Cada doseador contém reagente

suficiente para corar uma lamina.

Materiais Necessarios mas Nao Fornecidos: Meio de cultura auxiliar, reagentes, 10% Potassium

Hydroxide Reagent Dropper (Manuseador de Reagente Hidroxido de Potassio a 10%), No.

Cat. 261191, organismos de controlo da qualidade, microscépio de fluorescéncia e outro

equipamento de laboratério conforme necessario para este procedimento.

Procedimento do Teste:

AMOSTRAS GERAIS (cabelo, unhas, pele, outros tecidos, cultura, etc.)

1. As laminas utilizadas devem estar limpas e sem residuos e gordura.

2. Prepare um esfregaco da amostra a ser corada .

3. Adicione 1 ou 2 gotas de solugao de hidréxido de potassio a 10% e misture com cuidado
para espalhar.

4. Segure no Calcofluor White Reagent dropper em posicdo vertical e AFASTE A PONTA.
Segure na parte central com o polegar e o dedo indicador e aperte suavemente para
partir a ampola no interior do doseador. Cuidado: Parta a ampola proximo da sua parte
média apenas uma vez. Nao manipule mais o doseador, uma vez que o plastico podera ser
perfurado e podem ocorrer lesées. Bata algumas vezes com o fundo do doseador sobre o
topo da mesa. Inverta-o para uma distribuicdo comoda do reagente, gota a gota.
Adicione 1 a 2 gotas do reagente branco de calcofltor. Espere 1 a 2 min.

6. Monte a amostra com uma tampa de lamina.

7. Utilizando um microscépio de fluorescéncia, examine os esfregacos, inicialmente com uma
ampliacdo de 10X; em seguida, confirme os achados com uma ampliacao superior.

8. As seccoes de tecido que apresentam fungos podem ser lavadas em agua destilada e
novamente coradas com corante acido periédico de Schiff ou pela técnica de metenamina
prateada de Gomori (GMS).6

AMOSTRAS DE ASPIRADOS OU LAVADOS BRONCOALVEOLARES (BAL)

1. Aslaminas utilizadas devem estar limpas e sem residuos e gordura.

2. As amostras podem ser frescas ou centrifugadas para serem novamente suspensas até a

concentragdo apropriada em solucdo de tampao fosfato (PBS); pH 7,4.

Marque um quadrado bem definido na lamina com um lapis de cera.

Aplique a amostra sobre a area da lamina delimitada pelo quadrado; deixe secar ao ar.

Cubra a area no interior do quadrado com metanol a 100%; deixe secar ao ar.

Adicione solugédo de hidréxido de potassio a 10% suficiente para cobrir a amostra. Nao

sature. Espere 5 segundos.

7. Segure no Calcofluor White Reagent dropper em posicdo vertical e AFASTE A PONTA.
Segure na parte central com o polegar e o dedo indicador e aperte suavemente para
partir a ampola no interior do doseador. Cuidado: Parta a ampola proximo da sua parte
média apenas uma vez. Nao manipule mais o doseador, uma vez que o plastico podera ser
perfurado e podem ocorrer lesées. Bata algumas vezes com o fundo do doseador sobre o
topo da mesa. Inverta-o para uma distribuicdo comoda do reagente, gota a gota.
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8. Adicione 1 a 2 gotas do reagente branco de calcofltior a area dentro do quadrado. Espere
2 minutos.

9. Retire o excesso de reagente de branco de calcofltior da lamina.
10. Utilizando um microscopio de fluorescéncia, observe a amostra:

a. Para ver como uma lamina montada molhada, adicione reagente de branco de
calcofltor, conforme necessario, uma tampa de lamina e observe com a objectiva
adequada.

-ou-

b. Para ver sob imersao com éleo, depois de secar ao ar, observe directamente.

Controlo de Qualidade pelo Utilizador:

1. Examine a solucdo corante, verificando se existem sinais de deterioracao (Consulte
“Deterioracdo do produto”).

2. Verifique o desempenho do corante com culturas novas de Candida albicans ATCC 10231
(positiva) e Escherichia coli ATCC 25922 (negativa).

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos

ou requisitos de acreditacao europeus e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos

padréo de controlo de qualidade do seu laboratério. E recomendado que o utilizador

consulte as orientacdes do CLSI e os regulamentos da CLIA pertinentes sobre as praticas de

controlo de qualidade apropriadas.

RESULTADOS

Quando expostos a luz com o comprimento de onda sugerido (300-412 nm), os fungos
fluorescem com uma cor verde clara ou branca azulada. A fluorescéncia das bactérias é fraca
ou inexistente.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Hoje em dia, muitos laboratérios clinicos utilizam a microscopia de fluorescéncia para a
observacao de outros corantes. Para obter melhores resultados com o reagente de branco
de calcofltor, é recomendada uma lampada de vapor de mercurio em vez de uma lampada
de halogéneo de quartzo e uma excita¢do por UV/BV.! Nao se recomenda a utilizagdo de
microscopios equipados com filtros selectivos para a excitacdo da fluoresceina (filtro de
interferéncia KP490), dado que estes filtros impedem que o comprimento de onda adequada
chegue a amostra.!

Alguns detritos podem fluorescer e devem ser distinguidos dos elementos fingicos com base
na morfologia.

Os Calcofluor White Reagent Droppers séo utilizados para a identificagdo presuntiva de
fungos. Todos os esfregacos positivos devem ser confirmados com cultura.

Apesar de as células de Cryptococcus corarem ¢cm o branco de calcofltor, tem sido referido
que a sua capsula nao cora; sao recomendados mais testes para confirmacao.

As bactérias podem fluorescer, apesar de em menor grau que os fungos, podendo ser
confundidas com artefactos corados com branco de calcofltor. A presenca de fungos deve ser
determinada com base na morfologia.

A intensidade da coloracdo fluorescente pode variar, dependendo do organismo que estéa a
ser corado.

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

A BD efectuou um estudo do reagente branco de calcoflGor BD BBL usando os seguintes
organismos:

Aspergillus sp. (ATCC 36607) Candida albicans (ATCC 10231)
Candida guilliermondii (ATCC 14242) Cladosporium sp. (ATCC 13026)
Microsporum canis (ATCC 10214) Penicillium roquefortii (ATCC 9295)

Candida glabrata (ATCC 2001)

Todas as laminas foram preparadas em triplicado com o método de montagem molhada,
conforme descrito na seccdo “AMOSTRAS GERAIS” do Procedimento de Teste (incluindo

a utilizacdo do reagente de hidréxido de potassio a 10%). Existiu uma lamina de controlo
positivo alto (celulose através de fibras de algodao) e duas laminas de controlo de negativo
(Escherichia coli ATCC 25922 e uma lamina n&o inoculada).

As laminas foram examinadas com um microscépio de fluorescéncia (Olympus, BH-2)
equipado com uma lampada de mercurio de 100w, filtro de excitacdo (490 nm) e filtro de
barreira (545 nm).

Os organismos avaliados neste estudo apresentaram caracteristicas de coloragao fluorescente
apropriadas.

APRESENTACAO

Cat. Cat.  Descricdo

261195 BD BBL Calcofluor White Reagent Droppers 50.

261191 BD BBL 10% Potassium Hydroxide Reagent Droppers embalagem 50.
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inferior de temperatura / Alumine temperatuuripiir / Limite inférieure de température /

Najniza dozvoljena temperatura / Alsé hémérsékleti hatar / Limite inferiore di temperatura

/ TemnepaTypaHbIH TeMeHri pykcaT weri / Zemiausia laikymo temperattra / Temperatiras
zemaka robeza /Laagste temperatuurlimiet / Nedre temperaturgrense / Dolna granica
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Control / KoHTponHo / Kontrola / Kontrol / Kontrolle / Méptupag / Kontroll / Contréle / Controllo
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Kontrolle / ©gTikdg pépTupag / Control positivo / Positiivne kontroll / Controle positif /
Pozitivna kontrola / Pozitiv kontroll / Controllo positivo / OH 6akbinay / Teigiama kontrolé /
Pozitiva kontrole / Positieve controle / Kontrola dodatnia / Controlo positivo / Control pozitiv /
MonoxwuTenbHbIn KoHTponb / Pozitif kontrol / Mo3WUTUBHWIA KOHTPONbL

Negative control / Otpuuarenex koHTpon / Negativni kontrola / Negativ kontrol / Negative
Kontrolle / ApvnTikog pdptupag / Control negativo / Negatiivne kontroll / Contréle négatif /
Negativna kontrola / Negativ kontroll / Controllo negativo / HeratusTik 6akbinay / Neigiama
kontrolé / Negativa kontrole / Negatieve controle / Kontrola ujemna / Controlo negativo /
Control negativ / OTpuuatenbHbin koHTponb / Negatif kontrol / HeraTuBHuiA koHTponb

Method of sterilization: ethylene oxide / Meton Ha cTepunusauus: etuneHoB okecua / Zplsob
sterilizace: etylenoxid / Steriliseringsmetode: ethylenoxid / Sterilisationsmethode: Ethylenoxid
/ MéBodog amooTeipwong: ailbulevoteidio / Método de esterilizacion: dxido de etileno /
Steriliseerimismeetod: etlileenoksiid / Méthode de stérilisation : oxyde d’éthyléne / Metoda
sterilizacije: etilen oksid / Sterilizalas modszere: etilén-oxid / Metodo di sterilizzazione:
ossido di etilene / Ctepunusauus agici — aTuneH TothiFbl / Sterilizavimo bldas: etileno
oksidas / SterilizéSanas metode: etilenoksids / Gesteriliseerd met behulp van ethyleenoxide /
Steriliseringsmetode: etylenoksid / Metoda sterylizacji: tlenek etylu / Método de esterilizagao:
oxido de etileno / Metoda de sterilizare: oxid de etilena / MeTog ctepunuaaumm: sTUNeHoKenz,
/ Metéda sterilizacie: etylénoxid / Metoda sterilizacije: etilen oksid / Steriliseringsmetod:
etenoxid / Sterilizasyon yontemi: etilen oksit / MeTop ctepwnisadii: eTuneHokcmaom
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Method of sterilization: irradiation / MeTog Ha cTepunusauus: upaguaums / ZpUsob sterilizace:
zareni / Steriliseringsmetode: bestraling / Sterilisationsmethode: Bestrahlung / MéBodog
amooTeipwong: akTivoBoAia / Método de esterilizacion: irradiacion / Steriliseerimismeetod: kiirgus
/ Méthode de stérilisation : irradiation / Metoda sterilizacije: zracenje / Sterilizalas modszere:
besugarzas / Metodo di sterilizzazione: irradiazione / Ctepunusauys agici — cayne Tycipy /
Sterilizavimo budas: radiacija / Sterilizésanas metode: apstaro$ana / Gesteriliseerd met behulp
van bestraling / Steriliseringsmetode: bestraling / Metoda sterylizacji: napromienianie / Método
de esterilizagao: irradiagéo / Metoda de sterilizare: iradiere / Metoa ctepunuaaumm: obnyyenuve /
Metéda sterilizacie: oZiarenie / Metoda sterilizacije: ozracavanje / Steriliseringsmetod: stralning /
Sterilizasyon yontemi: irradyasyon / MeToa cTepunisalyii: onpomMiHEHHSIM

Biological Risks / Brionoruynu puckose / Biologicka rizika / Biologisk fare / Biogefahrdung /
BioAoyikoi kivduvor / Riesgos biolégicos / Bioloogilised riskid / Risques biologiques / Bioloski
rizik / Bioldgiailag veszélyes / Rischio biologico / Buonorusinelk Tayekengep / Biologinis
pavojus / Biologiskie riski / Biologisch risico / Biologisk risiko / Zagrozenia biologiczne / Perigo
biolégico / Riscuri biologice / Buonorunyeckas onacHocTb / Biologickeé riziko / Bioloski rizici /
Biologisk risk / Biyolojik Riskler / Bionoriuna Hebe3neka

Caution, consult accompanying documents / BHumaHvie, HanpaseTe cripaska B Npuapyxasalumre
npokymeHTun / Pozor! Prostuduijte si pfilozenou dokumentaci! / Forsigtig, se ledsagende
dokumenter / Achtung, Begleitdokumente beachten / Mpoooxr, cupBoUAeUTEITE Ta CUVOBEUTIKG
£yypaga / Precaucion, consultar la documentacion adjunta / Ettevaatust! Lugeda kaasnevat
dokumentatsiooni / Attention, consulter les documents joints / Upozorenje, koristi pratecu
dokumentaciju / Figyelem! Olvassa el a mellékelt tajékoztatot / Attenzione: consultare la
documentazione allegata / AGaiinaHbI3, TVICTi KykaTTapMeH TaHbICbIHbI3 / Démesio, Zitrékite
pridedamus dokumentus / Piesardziba, skatit pavaddokumentus / Voorzichtig, raadpleeg
bijgevoegde documenten / Forsiktig, se vedlagt dokumentasjon / Nalezy zapozna¢ sie z
dotgczonymi dokumentami / Cuidado, consulte a documentacéao fornecida / Atentie, consultati
documentele insotitoare / BHiumaHwe: cM. npunaraemyio gokymeHTauwio / Vystraha, pozri
sprievodné dokumenty / Paznja! Pogledaijte priloZzena dokumenta / Obs! Se medféljande
dokumentation / Dikkat, birlikte verilen belgelere bagvurun / Ysara: AuB. cynyTHIO fJOKyMeHTaLjto

Upper limit of temperature / lopen numnT Ha Temnepatypata / Horni hranice teploty /

@vre temperaturgraense / Temperaturobergrenze / Avitepo 6plo Beppokpaaiag / Limite
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Gornja dozvoljena temperatura / Felsé hémérsékleti hatar / Limite superiore di temperatura
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granica temperatury / Limite maximo de temperatura / Limitda maxima de temperatura /
BepxHuit npeaen Temnepatypsbl / Horna hranica teploty / Gornja granica temperature / Ovre
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Keep dry / Masete cyxo / Skladujte v suchém prostiedi / Opbevares tert / Trocklagern /
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| Perforacija / Perforalas / Perforazione / Tecik Tecy / Perforacija / Perforacija / Perforatie /
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Do not use if package damaged / He usnonaeaiite, ako onakoBkaTta e noBpefeHa /
Nepouzivejte, je-li obal poskozeny / Ma ikke anvendes hvis emballagen er beskadiget / Inhal
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6y3binFaH Gonca, naaanan6a / Jei pakuoté paZeista, nenaudoti / Nelietot, ja iepakojums
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Keep away from heat / Masete ot TonnuHa / Nevystavuijte pfiliSnému teplu / Ma ikke udsaettes
for varme / Vor Warme schiitzen / KpatrioTe 1o pakpid atmé tn 8eppoétnta / Mantener alejado
de fuentes de calor / Hoida eemal valgusest / Protéger de la chaleur / Drzati dalje od izvora
topline / Ovja a melegtdl / Tenere lontano dal calore / CankbiH xepae cakTa / Laikyti atokiau
nuo Silumos $altiniy / Sargat no karstuma / Beschermen tegen warmte / Ma ikke utsettes

for varme / Przechowywac z dala od zrédet ciepta / Manter ao abrigo do calor / A se feri de
caldura / He narpesatb / Uchovavajte mimo zdroja tepla / Drzite dalje od toplote / Far ej
utsattas for varme / Isidan uzak tutun / Bepertv Big aii Tenna
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/ Sargat no gaismas / Niet blootstellen aan zonlicht / Ma ikke utsettes for lys / Przechowywac
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Uchovavajte mimo dosahu svetla / Drzite dalje od svetlosti / Far ej utsattas for ljus / Isiktan
uzak tutun / BeperTu Big Aii cBiTna
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Hydrogen gas generated / O6pa3yBaH e Bogopog raa / Moznost Uniku plynného vodiku

/ Frembringer hydrogengas / Wasserstoffgas erzeugt / Anpioupyia agpiou udpoyovou /
Produccién de gas de hidrégeno / Vesinikgaasi tekitatud / Produit de I'hydrogene gazeux /
Sadrzi hydrogen vodik / Hidrogén gazt fejleszt / Produzione di gas idrogeno / lastektec cyteri
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Hydrogengass generert / Powoduje powstawanie wodoru / Produgéo de gas de hidrogénio /
Generare gaz de hidrogen / Beiaenenue Bogopoga / Vyrobené pouzitim vodika / Oslobada se
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handhaben. / EUBpauaTo. XeipioTeite To pe TTpoaoyr. / Fragil. Manipular con cuidado. / Orn,
kasitsege ettevaatlikult. / Fragile. Manipuler avec précaution. / Lomljivo, rukujte paZljivo.
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