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UTILIZACAO PRETENDIDA

Os doseadores de corante BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain Droppers sdo usados para
a identificacao presumivel de Corynebacterium diphtheriae e como um método auxiliar da
coloragao Gram.

RESUMO E EXPLICACAO

O azul-de-metileno é reconhecido como um corante simples que pode ser usado para

uma variedade de situagdes, tais como determinar a morfologia das bactérias e auxiliar a
interpretacao do teste Quellung.! E o corante de escolha para a identificagdo presumivel

de Corynebacterium diphtheriae. Apds a coloracgdo, esta espécie é caracterizada por uma
aparéncia esférica ou em banda da célula, com granulos metacromaticos que apresentam uma
coloragao profunda que contrastam com um citoplasma de um azul mais claro.23

O azul-de-metileno é usado como auxiliar da coloragdo Gram, especialmente na coloracdo de
bactérias gram-negativas como as espécies Haemophilus influenzae e Neisseria.*5 O corante
pode revelar a morfologia de bactérias e espiroquetas fusiformes (de infec¢des orais como

a angina de Vincent), que por vezes é dificil visualizar com a coloragdao Gram. O corante é
também usado para detectar a presenca de glébulos brancos nas amostras fecais, que pode
indicar doenca invasiva do intestino.5

O BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain Droppers pode ser usado como corante de contraste
com o BD BBL Flagella Stain Droppers, que é recomendado para coloragao de flagelos de
bactérias.

Os BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain Droppers sdo fornecidos numa ampola
hermeticamente selada para uma melhor estabilidade do reagente antes da sua utilizagéo.
PRINCiPIOS DO PROCEDIMENTO

O azul-de-metileno é um corante cationico que confere uma cor azul as fraccdes polifosfaticas
das células com carga negativa (tal como o acido ribonucleico).! A metacromasia, que é
observada com C. diphtheriae, deve-se a elevada concentracdo de polifosfatos polimerizados.
Os granulos polifosfatos que apresentam uma coloracao azul forte, envolta por um citoplasma
de um azul mais claro, sdo conhecidos por granulos metacromaticos ou organismos Babes-
Ernst.

REAGENTES

O BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain Droppers contém: 0,3 g de azul-de-metileno, 30 mL de
alcool a 95%, 0,1 mL de Hidroxido de Potéssio a 10% e 100 mL de 4gua destilada.
Adverténcias e Precaucgoes:

Para utilizacdo em diagnostico in vitro.

Nocivo por inalagao e por ingestao.

Seguir os procedimentos laboratoriais estabelecidos para o manuseamento e eliminagao de
materiais infecciosos.

Atencao

H226 Liquido e vapor inflamaveis. P280 Usar luvas de proteccdo/vestuario de protecgao/

proteccdo ocular/proteccdo facial. P233 Manter o recipiente bem fechado. P303+P361+P353

SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa

contaminada. Enxaguar a pele com agua/tomar um duche. P370+P378 Em caso de incéndio:

para extinguir utilizar CO,, p6 ou vaporizacdo de agua. P403+P235 Armazenar em local bem
ventilado. Conservar em ambiente fresco. P501 Eliminar o contetdo/recipiente de acordo com os
regulamentos locais/regionais/nacionais/internacionais.

Instrucdes de armazenamento: Conserve os Methylene Blue Loeffler Stain Droppers entre

15 e 30°C. Os doseadores de corante Methylene Blue Loeffler Stain Droppers estao prontos

para serem utilizados.

O prazo de validade refere-se ao produto contido no recipiente intacto e armazenado

conforme indicado.

Deterioracao do produto: Ndo utilize um produto se este nao satisfizer as especificacoes de

identidade e desempenho.

COLHEITA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Consulte as referéncias apropriadas sobre os procedimentos especificos a adoptar em relagao

ao processamento das amostras.47

A morfologia microscopica da C. diphtheriae, que cresceu no soro sanguineo Loefler (Loeffler

Blood Serum), é particularmente distinta.8

PROCEDIMENTO

Material fornecido: Methylene Blue Loeffler Stain Droppers

Material necessario mas nao fornecido: Laminas de vidro, queimador Bunsen, ansa de

inoculagao e organismos de controlo da qualidade.

Procedimento do Teste:

1. Prepare, numa lamina de vidro limpa, um esfregaco da amostra que pretende sujeitar a
coloragao.

2. Deixe o esfregaco secar ao ar.

3. Efectue a fixagdo do esfregago a quente ou com metanol.

4. Segure o doseador na vertical e VIRE A PONTA PARA O LADO OPOSTO AO SEU. Agarre o
meio com o polegar e o indicador e aperte suavemente para partir a ampola no interior do
doseador. Cuidado: Parta a ampola perto do centro, numa Gnica vez. Nao manipule mais
o doseador, uma vez que o plastico podera ser perfurado e podem ocorrer lesGes. Bata
algumas vezes com o fundo sobre o topo da mesa. A seguir inverta para efectuar a devida
distribuicdo gota a gota da solucao.

5. Inunde a lamina com corante e aguarde ente 1 a 3 min para visualizar a coloragao.

6. Lave a lamina com em &gua corrente ou com agua destilada e seque-a.

7. Examine o esfregago sob uma lente de imersao em 6leo.



Controlo de qualidade pelo utilizador:

Especificacoes de identidade - Solucao azul, limpida, no interior de uma ampola de vidro que
esta dentro de um recipiente

de plastico. Organisme ATCC Reacc¢do ao
Resposta da cultura — Teste o corante
desempenho dos Methylene Escherichia coli 25922 | bastonetes azuis
Blue Loeffler Stain Droppers Streptococcus pyogenes 19615 €OCos azuis
utilizando o procedimento Corynebacterium diphtheriae granulos

de coloracao descrito acima. biétipo gravis 8028 azuis-escuros
Observe a C. diphtheriae

para deteccdo de granulos

metacromaticos.

Os requisitos do controlo de qualidade devem ser efectuados de acordo com os regulamentos
ou requisitos de acreditagdo europeus e/ou nacionais aplicaveis e com os procedimentos
padréo de controlo de qualidade do seu laboratério. E recomendado que o utilizador
consulte as normas do CLSI e os regulamentos da CLIA que dizem respeito a este assunto,
para obter orientagbes sobre praticas de controlo de qualidade apropriadas.

RESULTADOS

As células bacterianas adquirem uma coloracdo azul média, enquanto que o fundo adquire
uma coloragao azul clara. A C. diphtheriae aparece como bastonetes esféricos pleomorficos
com extremidades tumefactas, produzindo uma de taco e contendo granulos metacromaticos
com coloragao forte.®

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

A coloracao excessiva pode reduzir o contraste entre os granulos e o citoplasma, ou entre as
bactérias e o fundo.”

O teste de coloracdo Loeffler pode ser utilizado na identificacdo presumivel de
Corynebacterium diphtheriae. Recomenda-se a realizacdo de outros testes bioquimicos para
uma identificagdo completa, visto que algumas estirpes da Actinomyces, Propionibacterium, e
as formas pleomérficas dos estreptococos podem apresentar uma coloragao caracteristica da
C. diphtheriae 4

CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

Antes de serem libertados, todos os lotes de BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain

Droppers sdo analisados para verificagdo das caracteristicas especificas do produto. E

colocada uma gota de uma suspensao salina pesada (aproximadamente padrao McFarland

no. 3) de Escherichia coli (ATCC 25922) e Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) numa

lamina de microscépio, que seca ao ar e é fixada a quente. E colocado um esfregaco de

Corynebacterium diphtheriae biétipo gravis (ATCC 8028) numa ladmina de microscépio limpa,

que seca ao ar e é fixado a quente. As laminas sdo inundadas com BD BBL Methylene Blue

Loeffler Stain e em seguida aguarda-se

2 min antes de serem, depois, lavadas com dgua e convenientemente secas. As laminas sao

examinadas utilizando a lente de imersdao em 6leo de um microscopio optico. As células

bacterianas da E. coli e da S. pyogenes adquirem uma coloragao azul, embora a intensidade

da cor possa variar. A morfologia da célula é rapidamente diferenciada. Os granulos

metacromaticos nas células da C. diphtheriae adquirem uma coloragdo azul mais escura do

que a do citoplasma envolvente.

APRESENTACAO

No. de cat. Descricao

261204 BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain Droppers, 50.
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Assisténcia Técnica e Suporte da BD Diagnostics: contacte o representante local da BD ou
visite www.bd.com/ds.
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Steriliseerimismeetod: etlileenoksiid / Méthode de stérilisation : oxyde d’éthylene / Metoda
sterilizacije: etilen oksid / Sterilizalas modszere: etilén-oxid / Metodo di sterilizzazione:
ossido di etilene / Ctepunusauus agici — atuneH ToTeifbl / Sterilizavimo btdas: etileno
oksidas / SterilizéSanas metode: etilenoksids / Gesteriliseerd met behulp van ethyleenoxide /
Steriliseringsmetode: etylenoksid / Metoda sterylizacji: tlenek etylu / Método de esterilizagéo:
oxido de etileno / Metoda de sterilizare: oxid de etilena / MeTton ctepunusauum: aTuneHokeua
/ Metoda sterilizacie: etylénoxid / Metoda sterilizacije: etilen oksid / Steriliseringsmetod:
etenoxid / Sterilizasyon yontemi: etilen oksit / MeToa ctepunisauii: eTunesokcuaom

Method of sterilization: irradiation / MeTon Ha cTtepunusauus: npagvaums / Zpusob sterilizace:
zareni / Steriliseringsmetode: bestraling / Sterilisationsmethode: Bestrahlung / MéBodog
armooTeipwong: akTivoBoAia / Método de esterilizacion: irradiacion / Steriliseerimismeetod:
kiirgus / Méthode de stérilisation : irradiation / Metoda sterilizacije: zracenje / Sterilizalas
modszere: besugarzas / Metodo di sterilizzazione: irradiazione / Ctepunusauus agici — cayne
Tycipy / Sterilizavimo budas: radiacija / SterilizéSanas metode: apstaro$ana / Gesteriliseerd
met behulp van bestraling / Steriliseringsmetode: bestraling / Metoda sterylizacji:
napromienianie / Método de esterilizac&o: irradiacdo / Metoda de sterilizare: iradiere / Meton
cTepunu3aumm: obnyyenve / Metdda sterilizacie: oZiarenie / Metoda sterilizacije: ozraavanje
/ Steriliseringsmetod: stralning / Sterilizasyon yontemi: irradyasyon / MeTop cTepunisadlii:
ONPOMIHEHHSIM

Biological Risks / Bruionoruynu puckose / Biologicka rizika / Biologisk fare / Biogefahrdung /
BioAoyikoi kivduvol / Riesgos bioldgicos / Bioloogilised riskid / Risques biologiques / Bioloski
rizik / Bioldgiailag veszélyes / Rischio biologico / Buonorusinelk Tayekengep / Biologinis
pavojus / Biologiskie riski / Biologisch risico / Biologisk risiko / Zagrozenia biologiczne / Perigo
bioldgico / Riscuri biologice / Buonoruyeckas onacHocTs / Biologickeé riziko / Bioloski rizici /
Biologisk risk / Biyolojik Riskler / BionoriuHa Hebesneka

Caution, consult accompanying documents / BiumaHnve, HanpaseTe crpaska B
npuapyasaiumte fokymeHTn / Pozor! Prostuduijte si pfilozenou dokumentaci! / Forsigtig, se
ledsagende dokumenter / Achtung, Begleitdokumente beachten / Mpoooxn, oupBouAeuteite
Ta oUVOdEUTIKG €yypaga / Precaucion, consultar la documentacion adjunta / Ettevaatust!
Lugeda kaasnevat dokumentatsiooni / Attention, consulter les documents joints / Upozorenje,
koristi prate¢u dokumentaciju / Figyelem! Olvassa el a mellékelt tajékoztatét / Attenzione:
consultare la documentazione allegata / AGaiinanbi3, TUICTi KyXXaTTapMeH TaHbICbIHbI3

/ Démesio, zitrékite pridedamus dokumentus / Piesardziba, skatit pavaddokumentus /
Voorzichtig, raadpleeg bijgevoegde documenten / Forsiktig, se vedlagt dokumentasjon /
Nalezy zapoznac¢ sie z dotgczonymi dokumentami / Cuidado, consulte a documentagéo
fornecida / Atentie, consultati documentele insotitoare / BHumanwue: cm. npunaraemyio
npokymeHTauuto / Vystraha, pozri sprievodné dokumenty / Paznja! Pogledajte prilozena
dokumenta / Obs! Se medféljande dokumentation / Dikkat, birlikte verilen belgelere bagvurun
/ YBara: AuB. CynyTHIO JOKYMEHTaLlito

Upper limit of temperature / FopeH numuT Ha Temnepatypata / Horni hranice teploty /

@vre temperaturgraense / Temperaturobergrenze / Avwtepo 6pio Beppokpaaiag / Limite
superior de temperatura / Ulemine temperatuuripiir / Limite supérieure de température /
Gornja dozvoljena temperatura / Felsé hémérsékleti hatar / Limite superiore di temperatura
/ TemnepatypaHblH pykcaT eTinreH xoraprbl weri / Auk$éiausia laikymo temperatara /
Augséja temperattras robeza / Hoogste temperatuurlimiet / @vre temperaturgrense / Gérna
granica temperatury / Limite maximo de temperatura / Limita maxima de temperatura /
BepxHuii npegen Temnepatypsl / Horna hranica teploty / Gornja granica temperature / Ovre
temperaturgrans / Sicaklik Ust siniri / MakcumansHa Temnepatypa
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Keep dry / Masete cyxo / Skladujte v suchém prostiedi / Opbevares tert / Trocklagern /
DuAdETe To oTEYVO / Mantener seco / Hoida kuivas / Conserver au sec / Drzati na suhom

| Széaraz helyen tartandd / Tenere all’'asciutto / Kyprak kyiiHge ycta / Laikykite sausai /
Uzglabat sausu / Droog houden / Holdes tert / Przechowywa¢ w stanie suchym / Manter seco
| A se feri de umezeala / He ponyckate nonaganus snaru / Uchovavajte v suchu / Drzite na
suvom mestu / Forvaras torrt / Kuru bir sekilde muhafaza edin / Bepertv Big Bornorn

Collection time / Bpeme Ha cb6upare / Cas odbéru / Opsamlingstidspunkt / Entnahmeuhrzeit
1 Qpa ouhoyiig / Hora de recogida / Kogumisaeg / Heure de prélévement / Sati prikupljanja /
Mintavétel idépontja / Ora di raccolta / XKunay yakeiTbl / Paémimo laikas / Savak$anas laiks /
Verzameltijd / Tid prevetaking / Godzina pobrania / Hora de colheita / Ora colectérii / Bpems
c6opa / Doba odberu / Vreme prikupljanja / Uppsamlingstid / Toplama zamani / Yac 3a6opy

Peel / OBenete / Oteviete zde / Abn / Abziehen / AokoAARaTe / Desprender / Koorida /
Décoller / Otvoriti skini / Hizza le / Staccare / ¥cTiHri kabaTblH anbin TacTa / Plésti Cia / Atimét
/ Schillen / Trekk av / Oderwac / Destacar / Se dezlipeste / OTkneuts / Odtrhnite / Oljustiti /
Dra isar / Ayirma / Bigkneitn

Perforation / Mepdopauus / Perforace / Perforering / Aidtpnon / Perforacion / Perforatsioon
| Perforacija / Perforalas / Perforazione / Tecik Tecy / Perforacija / Perforacija / Perforatie /
Perforacja / Perfuragéo / Perforare / Mepdopauus / Perforacia / Perforasyon / Mepdopauis

Do not use if package damaged / He nsnonaeaite, ako onakoekarta e nospeaeHa /
Nepouzivejte, je-li obal poskozeny / Ma ikke anvendes hvis emballagen er beskadiget / Inhal
beschadigter Packungnicht verwenden / Mn xpnoigoTroieite edv n ouokeuaoia €xel UTTOOTET
¢nuia. / No usar si el paquete esta dafiado / Mitte kasutada, kui pakend on kahjustatud /

Ne pas I'utiliser si I'emballage est endommagé / Ne koristiti ako je o$tec¢eno pakiranje / Ne
hasznalja, ha a csomagolas sérllt / Non usare se la confezione € danneggiata / Erep naket
6ysbinFaH 6onca, naiaanaxba / Jei pakuoté pazeista, nenaudoti / Nelietot, ja iepakojums
bojats / Niet gebruiken indien de verpakking beschadigd is / Ma ikke brukes hvis pakke

er skadet / Nie uzywac, jesli opakowanie jest uszkodzone / Nao usar se a embalagem
estiver danificada / A nu se folosi daca pachetul este deteriorat / He ucnonbsosats npu
nospexaeHun ynakosku / Nepouzivaijte, ak je obal poSkodeny / Ne koristite ako je pakovanje
oste¢eno / Anvand ej om férpackningen ar skadad / Ambalaj hasar gérmisse kullanmayin /
He BMKOpUCTOBYBaTM 3a MOLLIKOAXEHOT YNaKOBKU

Keep away from heat / Masete ot TonnuHa / Nevystavuijte pfilisnému teplu / Ma ikke udsaettes
for varme / Vor Warme schiitzen / KpatioTe 10 pakpid atmé tn 8eppdtnta / 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 Harpesatb / Uchovavajte mimo zdroja tepla / Drzite dalje od toplote / Far ej
utséattas for varme / Isidan uzak tutun / Bepertu Big aii Tenna

Cut / Cpexerte / Odstfihnéte / Klip / Schneiden / Koyrte / Cortar / Léigata / Découper / Rezi
/ Vagja ki / Tagliare / Kecinis / Kirpti / Nogriezt / Knippen / Kutt / Odcigé¢ / Cortar / Decupati /
Ortpesartb / Odstrihnite / Iseci / Klipp / Kesme / Pospizatu

Collection date / [lata Ha cbbupare / Datum odbéru / Opsamlingsdato / Entnahmedatum /
Huepounvia cuMoyng / Fecha de recogida / Kogumiskuupaev / Date de prélévement / Dani
prikupljanja / Mintavétel datuma / Data di raccolta / >KvuHaraH Ti36ekyHi / Paémimo data /
Savaksanas datums / Verzameldatum / Dato prevetaking / Data pobrania / Data de colheita
/ Data colectarii / [lata c6opa / Datum odberu / Datum prikupljanja / Uppsamlingsdatum /
Toplama tarihi / [lata 3a6opy

pL/test / pyL/tect / pL/Test / pL/e€étaon / uL/prueba / pL/teszt / mkn/tect / pL/tyrimas / pL/
parbaude / pL/teste / mkn/aHania

Keep away from light / Ma3seTe ot cBeTnuHa / Nevystavujte svétlu / Ma ikke udsaettes for lys

/ Vor Licht schiitzen / KpatroTe 1o pokpid améd 1o gwg / Mantener alejado de la luz / Hoida
eemal valgusest / Conserver a I'abri de la lumiére / Drzati dalje od svjetla / Fény nem érheti /
Tenere al riparo dalla luce / KapaHfbinanraH xepge ycta / Laikyti atokiau nuo Silumos $altiniy
/ Sargat no gaismas / Niet blootstellen aan zonlicht / Ma ikke utsettes for lys / Przechowywa¢
z dala od zrodet $wiatta / Manter ao abrigo da luz / Feriti de lumina / XpaHutb B TemHoTe /
Uchovavajte mimo dosahu svetla / Drzite dalje od svetlosti / Far ej utsattas for ljus / Isiktan
uzak tutun / Bepertu Bia Aii ceitna

Hydrogen gas generated / O6pa3yBaH e Bogopog raa / Moznost Uniku plynného vodiku

/ Frembringer hydrogengas / Wasserstoffgas erzeugt / Anuioupyia agpiou udpoydvou /
Produccion de gas de hidrégeno / Vesinikgaasi tekitatud / Produit de I'hydrogéne gazeux /
Sadrzi hydrogen vodik / Hidrogén gazt fejleszt / Produzione di gas idrogeno / lMastekTec cyteri
nanga 6ongel / ISskiria vandenilio dujas / Rodas Gdenradis / Waterstofgas gegenereerd /
Hydrogengass generert / Powoduje powstawanie wodoru / Produgéo de gas de hidrogénio /
Generare gaz de hidrogen / Beigenexue Bogopoga / Vyrobené pouzitim vodika / Oslobada se
vodonik / Genererad vatgas / Agida gikan hidrojen gazi / Peakuisi 3 BUAineHHsiM BOAHIO

Patient ID number / [l Homep Ha nauueHTa / ID pacienta / Patientens ID-nummer /
Patienten-ID / ApiBudg avayvwpiong acBevoug / Numero de ID del paciente / Patsiendi ID /
No d’identification du patient / Identifikacijski broj pacijenta / Beteg azonosité szama / Numero
ID paziente / MauuneHTTiH naeHTUMKaumsanelk Hemipi / Paciento identifikavimo numeris /
Pacienta ID numurs / Identificatienummer van de patiént / Pasientens ID-nummer / Numer

ID pacjenta / Numero da ID do doente / Numar ID pacient / oeHTubrKaumoHHbIN Homep
nauuenTa / Identifikaéné Eislo pacienta / ID broj pacijenta / Patientnummer / Hasta kimlik
numarasi / laeHTudikatop nauieHta

Fragile, Handle with Care / Yynnuso, PaboTeTe ¢ HeobxoammoTo BHUMaHue. / Kiehké.

Pfi manipulaci postupujte opatrn&. / Forsigtig, kan ga i stykker. / Zerbrechlich, vorsichtig
handhaben. / EGBpaucTo. XeipioTeite 10 pe TTpoooxr. / Fragil. Manipular con cuidado. / Orn,
kasitsege ettevaatlikult. / Fragile. Manipuler avec précaution. / Lomljivo, rukujte pazljivo.

| Térékeny! Ovatosan kezelendd. / Fragile, maneggiare con cura. / CbiHfbiL, aGaitnan
nanpanambliHeis. / =41 7121 7] 4 A 2] | Trapu, elkités atsargiai. / Trausls; rikoties uzmanigi
/ Breekbaar, voorzichtig behandelen. / @mtalig, handter forsiktig. / Krucha zawartosc¢,
przenosi¢ ostroznie. / Fragil, Manuseie com Cuidado. / Fragil, manipulati cu atentie. /
Xpynkoe! O6paLiatbes ¢ octopoxkHocTbho. / Krehké, vyzaduje sa opatrnd manipulacia. /
Lomljivo - rukujte pazljivo. / Brackligt. Hantera forsiktigt. / Kolay Kirilir, Dikkatli Tagiyin. /
TeHaiTHa, 3BepTaTUCs 3 0BepexHicTio / i, /NEMRJi

Becton, Dickinson and Company Australian Sponsor:
7 Loveton Circle Becton Dickinson Pty Ltd.
Sparks, MD 21152 USA 4 Research Park Drive

Macquarie University Research Park
North Ryde, NSW 2113

Benex Limited Australia

Pottery Road, Dun Laoghaire
Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo and BBL are trademarks of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD.





