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Mikroskopie

Roztok methylenové modri
podle Lofflera

pro mikroskopii

Pouze pro profesionalni pouziti

|VD Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro c €

Zamysleny ucel

Tento ,Roztok methylenové modfi podle Lofflera — pro mikroskopii* se pou-
%iva k bun&&né diagnostice v oblasti humanni mediciny a slouzi k Gcellim
bakter|olog|ckeho a histologického vysetrem materialu vzork{ lidského
puvodu Jedna se o barvici roztok k pfimému pouZziti, ktery v kombinaci s
jinymi vyrobky pro diagnostiku in vitro z naseho portfolia umoZnuje hodno-
tit cilové struktury (acidorezistentni bakterie (AFB)) prostfednictvim fixace,
barveni, dobarvenl montovani v materidlech bakteriologickych a histolo-
gickych vzorkd, napnklad v natérech télnich tekutin obohacenych bakterial-
nich kultur nebo histologickych Fezech napf. plic pro diagnostické Ucely.
Nebarvené struktury maji naopak relativné nizky kontrast a je velmi obtizné
je rozlisit pod svételnym mikroskopem. V takovych pfipadech pomahaji
autorizovanému a kvalifikovaném vyzkumnému pracovnlkow |épe definovat
formu a strukturu snimky ziskané pouzitim barvicich roztok{. Ke stanoveni
definitivni diagnodzy je tfeba provést dalsi testy podle uznavanych platnych
metod.

Princip

Bunécna sténa acidorezistentni bakterie sestéva z velké ¢asti z vosku a
tukd a proto vstfebava barviva pouze velice pomalu. Nejicinnéjsi metodou
barveni je horké barveni dle Ziehl-Neelsena. V této metodé se na vzorek
nanese roztok karbolfuchsinu a nasledné se provede zahrati. Tento proces
zahfivani urychluje vstfebavani fuchsinového barviva a tim i vznik komple-
xu mykolat-fuchsin v bunécné sténé.

Jakmile acidorezistentni bakterie absorbuji fuchsinové barvivo, je prakticky
nemozné je znovu odbarvit, i po intenzivnim oSetfeni odbarvujicim
roztokem jako je napf. kyselina chlorovodikova v ethanolu. acidorezistentni
bakterie jsou proto oznacovany jako acidorezistentni a alkohol-rezistentni
bakterie, a pfi mikroskopické vizualizaci se barvi ¢ervené. VSechny ostatni
mikroorganismy, které nejsou acidorezistentni, se dobarvi pfislusnym
barvivem. V tomto ndvodu k pouziti se dobarveni provadi methylenovou
modfFi.

Predbézné osetreni vzorkd roztokem Sputofluol® oddéli bakterie od okolniho
vazkého sputa a bunécného materialu.

Material vzorku

Volné zaschlé a teplem fixované nat&ry bakteriologickych materidlG predem
osetrené pripravkem Sputofluol®, jako jsou sputum, natéry z aspiratu zis-
kaného biopsii tenkou jehlou (FNAB), vyplachy, otisky, efuze, hnis, exudaty,
tekuté nebo pevné kultury.

Rezy formalinem fixované tkané zalité do parafinu (3-4 pm tlusté parafinové
fezy)

Cinidla
Kat. ¢. 101287 Roztok methylenové 100 ml, 500 ml,

modfi podle Lofflera 2,51
pro mikroskopii

Dalsi potiFebné materialy:
Kat. ¢. 109215 Roztok karbolfuchsinu 100 ml, 500 ml,
podle Ziehl-Neelsena 2,51
pro mikroskopii

Kat. ¢. 108512 AFB-Color roztok karbolfuchsinu
pro mikroskopické vysetreni
acidorezistentnich bakterie (AFB)

(barveni za studena)

500 ml, 2,51

Kat. ¢. 100327 Kyselina chlorovodikova v ethanolu 11,51

pro mikroskopii

Sputofluol® 11
pro mikroskopii

Kat. ¢. 108000

Alternativné:

Namisto kombinace samostatnych cinidel Ize na natéry pouzit barvici sou-
pravu 1.00497.0001:

Kat. ¢. AFB-Color modifikovana 1 sada
1.00497.0001 barvici souprava pro detekci

acidorezistentni bakterie (AFB)

metodou horkého barveni

Alternativa k histologii:

Kat. ¢. 132450  Souprava pro barveni AFB pro histologii 1 sada
pro detekci acidorezistentnich bakterii
v histologické tkani

Priprava vzorku
Odbér vzorku musi provést kvalifikovany personal.

Se vSemi vzorky je nutné nakladat za pouiiti nejmodernéjsi technologie.
VSechny vzorky museji byt Jasne oznacené.

K odbéru vzorkl a jejich piipravé je nutné pouzit vhodné nastroje.
Dodrzujte pokyny vyrobce tykajici se aplikace/pouziti.

PFi pouziti odpovidajicich pomocnych cinidel je tfeba dodrzovat prislusné
pokyny k pouziti.

Sputum

Acidorezistentni bakterie je tfeba pfedem osetfit pripravkem Sputofluol® a

oddélit je tak od hlenu a bunéénych struktur. V tomto procesu aktivni sloz-
ka, chlornan, rozpusti organicky material oxidaci a jemné uvolni acidorezis-
tentni bakterie, aby je bylo mozné déle zpracovat.

Pfiprava inidla: PFiprava roztoku Sputofluol® 15 %

Na pFipravu pfiblizné 100 ml smésného roztoku:

Sputofluol® 15 ml

Destilovana voda 85 ml

Pfiprava materiadlu vzorku v centrifugacnich zkumavkach:

Vzorek 1 dil (min. 2 ml)
Roztok Sputofluol® (15 % v destilované vodé&) 3 dild
Rédné protfepeijte 10 min
Centrifugujte pfi 3 000-4 800 ot./min 20 min

Slijte supernatant
Pfipravte natéry sedimentu

Suseni na vzduchu

Punktaty, lavaze a sedimenty

Po pfislusném obohaceni naneste material vzorku na skli¢cko a ponechte
volné zaschnout.

Histologické Fezy

Roztok Léfﬂerovy methylenové modfi by mél byt pouzivan k barveni his-
tologickych Fezl. Kompaktni tkaf ma sklon k nadmérnému obarveni. Na
takovou tkan doporucujeme pouzwat fedény roztok Lofflerovy methylenové
modFi (Fedéni 1:10 (1 dil + 9 d|lu) destilovanou vodou).

Rezy deparafinizujte obvyklym zpusobem a rehydratujte sestupnou alko-
holovou fadou. Pfedbézné osetteni pripravkem Sputofluol® neni u vzorkd
fixovanych formalinem potrebné.

Fixace natérd vzorkd

Vzorky se fixuji nad plamenem Bunsenova kahanu (2-3krat; davejte pozor,
abyste vzorky nezahfali prilis).

Vzorky lze také fixovat zahfatim na 100-110 °C v susérné nebo na zahfiva-
ci desce po dobu 20 minut.

Nadmérné teploty nebo pfilis dlouhé zahfivani mohou vést ke zhorseni
vysledku barveni.

Priprava cinidla

Lofﬂeruv roztok methylenove modfi — pro mikroskopii pouzwany k barveni
natérl je uréen k pimému pouziti; Fedéni roztoku neni nutné a pouze vede
ke zhorseni vysledneho obarveni a jeho stability.

Na histologické fezy se doporucuje pouzivat redény roztok Lofflerovy
methylenové modfi (destilovanou vodou, 1 dil + 9 dilG).



Postup
Barveni natérd vzork

Barveni v barvicim stojanku

Uvedené Casy by mély byt dodrzeny, aby byl zaruc¢en optimalni vysledek
barveni.

Sklicko s fixovanym natérem

Roztok karbolfuchsinu zakryjte zcela, peclivé 3krat barvéte
podle Ziehl-Neelsena zahrejte zespodu Bunsenovym celkem
kahanem, dokud se nezacne 5 min

tvofit para
Barvici roztok se nesmi privadét
do varu!

Vodovodni voda oplachujte tak dlouho, dokud
se neprestanou uvolfiovat dalsi

oblacky barviva

Kyselina chlorovodikova | Uplné pokryjte a nechejte 15-30 s*
v ethanolu reagovat

Vodovodni voda ihned oplachnéte

LofflerGv roztok dobarveni, zcela zakryjte 30 s**

methylenové modri a nechte reagovat

Vodovodni voda peclivé oplachnéte

Ponechejte volné uschnout (napf. pfes noc nebo v susarné pfi 50 °C)

* v zavislosti na tloustce vzorku
**nebo 1 min pfi pouZiti zfredéného Roztok methylenové modri podle Loffle-
ra

(Fedéni: 1 : 10 (1+49) s destilovanou vodou)

V ptipadé skladovani bakteriologickych vzork{ po nékolik mésicl se doporu-
Cuje prekryti nevodnym montovacim médiem (napf. Neo-Mount®, Entellan®,
DPX novy nebo Entellan® novy) a pouziti kryciho sklic¢ka.

Pro tyto Ucely museji byt barvené vzorky velmi dobfe vysusené. Nezalité
barvené vzorky zUstavaji stabilni pFiblizné 3 dny, po prekryti imerznim
olejem pouze nékolik hodin.

PFi analyze obarvenych natérd pod mikroskopem pFi vice nez 40ndsobném
zvétseni se doporuduje pouzivat imerzni olej.

B { histologickycl i

Barveni v barvici komiirce

Histologicka sklicka zbavte obvyklym zplsobem parafinu a rehydratujte je
sestupnou alkoholovou Fadou.

Skli¢ka je tfeba po jednotlivych krocich barveni nechat dobfe okapat; timto
opatfenim se zabrani jakékoli zbytecné zkfizené kontaminaci roztoku.
Uvedené Casy by mély byt dodrzeny, aby byl zarucen optimalni vysledek
barveni.

Skli¢ko s histologickou tkani

AFB-Color roztok karbolfuchsinu 30 min
Tekouci vodovodni voda 45 s
Kyselina chlorovodikova v ethanolu 15s
Tekouci vodovodni voda 15s
LLofflerGv roztok methylenové modri* 5 min
Omyjte vodou z vodovodu 10 s
Ethanol 70 % 1 min
Ethanol 70 % 1 min
Ethanol 96 % 1 min
Ethanol 96 % 1 min
Ethanol 100 % 1 min
Ethanol 100 % 1 min
Xylen nebo Neo-Clear® 5 min
Xylen nebo Neo-Clear® 5 min
VIhka sklicka Neo-Clear® montujte za pouziti pfipravku Neo-Mount®,
pfipadné xylenova vihka sklicka napf. za pouziti pripravku Entellan® novy a
kryciho sklic¢ka.

* Ke kontrastnimu barveni histologickych vzork( se doporucuje pouil'vato
fedény roztok Lofflerovy methylenové modfi (fedéni 1:10 (1 dil + 9 dilu)
destilovanou vodou). PFipraveny pracovni roztok Ize pouzivat az 2 tydny.

Vysledek
Acidorezistentni bakterie cervené
Pozadi modré

Hodnoceni

Pozitivni vysledek znamena , pfitomnost acidorezistentni bakterie", nega-
tivni vysledek znamena , nepfitomnost acidorezistentni bakterie". Pozi-
tivni vysledek jesté neznamena, Ze Ize provést taxonomickou klasifikaci
mikroskopicky. V pfipadé detekce acidorezistentni bakterie je nutné provést
dalsi vysetieni ve specializovanych laboratofich. Nelze také stanovit vitalitu
(aktivni, neaktivni) bakterii.

Odstranovani potizi
Fixace natéra vzorkd
Pro prevenci infekéniho potencidlu vzork{ a dalsi proliferace bakterii je

nezbytny dostatecny stupen tepelné fixace pomoci Bunsenova kahanu nebo
v horké komore.

Absence obarveni acidorezistentni bakterie

Kritickym je v tomto procesu barveni krok odbarveni, ktery mdze byt ovliv-
nén tloustkou natéru vzorku.

Cerstvy roztok kyseliny chlorovodikové v ethanolu je navic vysoce reaktivni,
proto je tfeba vysledky hodnotit s obezietnosti. Inkubacni doby uvedené

v tomto protokolu v kroku odbarveni je nutné presné dodrzet. V opa¢ném
pfipadé mizete ziskat fale$né& negativni vysledky.

Technické poznamky

Pouzity mikroskop by mél splfiovat pozadavky zdravotnické diagnostické
laboratore.

PFi pouZivani automatizovanych barvicich systémé dodrzujte prosim navod
k pouziti poskytnuty dodavatelem systému a softwaru.

Pred uloZenim odstrarite prebytek imerzniho oleje.

Diagnostika

Stanoveni diagnéz mize provadét pouze autorizovani a kvalifikovani
personal.

Je nutné pouzivat platné nomenklatury.

Tuto metodu Ize pouzivat jako doplrikovou v diagnostice u lidi.

Dalsi testy je nutné vybirat a pouzivat na zakladé uznanych metod.

Pro zamezeni nespravnym vysledkdm by se u kazdé aplikace mély provadét
vhodné kontroly.

Skladovani

Roztok methylenové modfi podle Lofflera — pro mikroskopii se skladuje pfi
teploté +15°C az +25°C.

Doba pouzitelnosti

Roztok methylenové modri podle Lofflera — pro mikroskopii Ize pouzivat az
do uplynuti uvedené doby pouZitelnosti.

Po prvnim otevieni lahvicky Ize obsah pouzivat az do uplynuti uvedené doby
pouZitelnosti, je-li skladovan pfi teploté +15 °C az +25 °C.

Lahvi¢ky museji byt vZzdy tésné uzaviené.

Kapacita
cca. 250 barveni / 500 ml

Dalsi pokyny

Pouze pro profesionalni pouziti.

Aby nedochazelo k chybam, smi aplikaci provadét pouze kvalifikovany
personal.

Je nutno dodrzovat vnitrostatni smérnice tykajici se bezpecnosti prace a
zajisténi kvality.

Je nutno pouzivat standardné vybavené mikroskopy.

V pfipadé potfeby pouZijte standardni centrifugu vhodnou pro Iékafrskou
diagnostickou laborator.

Ochrana pred infekci

Je nutno prijmout Gc¢inna opatfeni na ochranu pred infekci v souladu s labo-
ratornimi smérnicemi.

Pokyny ohledné likvidace

Baleni musi byt zlikvidovéno v souladu se stavajicimi smérnicemi tykajicimi
se likvidace.

Pouzité roztoky a roztoky po uplynuti doby pouzitelnosti je nutno likvidovat
jako zvlastni odpad v souladu s mistnimi smérnicemi. Informace ohledné
likvidace Ize ziskat pod rychlym odkazem ,Hints for Disposal of Microsco-
py Products® (Tipy pro likvidaci vyrobkd pro mikroskopii) na adrese www.
microscopy-products.com. V réamci EU plati stavajici prislusné NARIZENI
(ES) ¢. 1272/2008 o klasifikaci, oznacovani a baleni latek a smési, ménici
a rusici smérnice 67/548/EHS a 1999/45/ES a ménici nafizeni (ES) ¢.
1907/2006.

Pomocna ¢inidla
Kat. ¢. 100327 Kyselina chlorovodikova v ethanolu 11,51
pro mikroskopii

Kat. ¢. 100497 AFB-Color modifikovana 1 sada
barvici souprava pro detekci
acidorezistentnich bakterie (AFB)

metodou horkého barveni

DPX novy 500 ml
bezvodé montovaci médium
pro mikroskopii

Imerzni olej Type N podle ISO 8036 100 ml kapaci
pro mikroskopii lahvicka

Kat. ¢. 100579

Kat. ¢. 103699



Kat. ¢. 104699 Imerzni olej 100 ml kapaci

pro mikroskopii lahvicka,
100 ml, 500 ml

Kat. ¢. 107960 Entellan® 500 ml
rychlé zalévaci médium
pro mikroskopii

Kat. ¢. 107961 Entellan® novy 100 ml, 500 ml,
rychlé zalévaci médium 11
pro mikroskopii

Kat. ¢. 108000 Sputofluol® 11
pro mikroskopii

Kat. ¢. 108298 Xylen (isomericka smés) 4|
pro histologii

Kat. ¢. 108512 AFB-Color roztok karbolfuchsinu 500 ml, 2,51
pro mikroskopické vysetreni
acidorezistentnich bakterie (AFB)
(barveni za studena)

Kat. ¢. 109016 Neo-Mount® 100 ml kapaci
bezvodé montovaci medium lahvicka,
pro mikroskopii 500 ml

Kat. ¢. 109215 Roztok karbolfuchsinu 100 ml, 500 ml,
podle Ziehl-Neelsena 2,51
pro mikroskopii

Kat. ¢. 109843 Neo-Clear® (nahrazka xylenu) 51
pro mikroskopii

Kat. ¢. 132450 Souprava pro barveni AFB pro 1 sada

histologii
pro detekci acidorezistentnich
bakterii v histologické tkani

Klasifikace rizik
Kat. ¢. 101287

Ridte se prosim klasifikacemi rizik vytisknutymi na $titku a informacemi
uvedenymi v bezpecnostnim listé.
Bezpecnostni list je dostupny na internetovych strankach a na pozadani.
POZOR! Obsahuje latky karcinogenni, mutagenni a/nebo toxické pro repro-
dukci. Dodrzujte prislusné bezpecnostni pokyny v bezpecnostnim listu.

Hlavni slozky vyrobku
Kat. ¢. 101287

C.I. 52015 4,2 g/l
C,H,OH 190 g/I
pH 8,0-8,6
11=0,97 kg

Jiné vyrobky pro IVD

Kat. ¢. 105174 Roztok hematoxylinu, 500 ml,
modifikovan podle Gilla III 11,251
pro mikroskopii

Kat. ¢. 109093 AFB-Fluor 6 x 500 ml
barvici souprava pro fluorescencné-
mikroskopické stanoveni
acidorezistentnich bakterie

Kat. ¢. 109204 Giemsova azur-eosin-methylenova 100 ml, 500 ml,
modF roztok 11,251
pro mikroskopii

Kat. ¢. 109844 Eosin Y 0,5 %, vodny roztok, 11,251
pro mikroskopii

Kat. ¢. 111609 Histosec® pastilky 1 kg, 10 kg
bod tuhnuti 56 -58 °C, zalévaci (4 x 2,5 kg),
médium 25 kg
pro histologii

Kat. ¢. 111885 Gram-Color 1 sada
barvici souprava
pro barveni Gramovou metodou

Kat. ¢. 115161 Histosec® pastilky (bez DMSO) 10 kg
bod tuhnuti 56-58°C, zalévaci (4 x 2,5 kg),
médium pro histologii 25 kg

Kat. ¢. 116450 AFB-Color barvici souprava 1 sada

pro mikroskopické vysetreni
acidorezistentnich bakterie
(AFB) (barveni za studena)

Obecna poznamka
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Viz navod k pouziti
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Teplotni

Pokud pfi pouZivani tohoto zdravotnického prostiedku nebo v diisledku jeho
pouziti dojde k zavazné nezadouci pfihodé, oznamte ji vyrobci a/nebo jeho
opravnénému zastupci a prislusnému narodnimu Gradu.
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