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Mikroskopia

Blekit metylenowy Lofflera,
roztwor

do mikroskopii

Wytacznie do uzytku przez specjalistow

|VD Urzadzenia medyczne do diagonstyki in vitro c €

Przeznaczenie

,Btekit metylenowy Lofflera, roztwor — do mikroskopii” jest wykorzystywany
w procesie medycznej diagnostyki komdrek ludzkich i stuzy do bakteriolo-
gicznej i histologicznej oceny prébek pochodzenia ludzkiego. Jest to gotowy
do uzycia roztwdr do barwienia, ktory w potaczeniu z innymi dostepnymi w
naszej ofercie wyrobami do diagnostyki in vitro umozliwia przygotowanie
docelowych struktur (bakterii kwasoodpornych (AFB)) poprzez utrwalanie,
barwienie, barwienie kontrastujace, zamykanie w preparatach bakteriolo-
gicznych i histologicznych, np. rozmazach wzbogaconych kultur bakterii lub
wycinkach histologicznych (np. ptuca), do celéw diagnostycznych.
Niezabarwione struktury majq stosunkowo niski kontrast i sg niezwykle
trudne do odrdznienia pod mikroskopem $wietinym. Obrazy utworzone z
uzyciem roztworéw barwigcych pomagajq upowaznionemu i wykwalifikowa-
nemu badaczowi lepiej zdefiniowac forme i strukture w takich przypadkach.
Aby postawi¢ ostateczng diagnoze, nalezy wykona¢ dalsze badania, stosujac
uznane i sprawdzone metody.

Zasada dziatania

Sciany komoérkowe bakterii kwasoopornych zawieraja duza il0$¢ woskow i
lipidow, wskutek czego bardzo powoli wchianiaja barwniki. Najefektywniej-
szg metodq barwienia jest barwienie na goragco metoda Ziehla-Neelsena.
Metoda ta polega na pokryciu preparatu roztworem fuksyny karbolowej i
ogrzaniu. Proces ogrzewania przyspiesza wchtanianie fuksyny i, co za tym
idzie, powstawanie kompleksow mykolowo-fuksynowych w $cianie komér-
kowej.

Gdy bakterii kwasoopornych wchtong fuksyne, ich ponowne odbarwienie jest
niemal niemozliwe, nawet w przypadku intensywnego stosowania roztworu
odbarwiajacego takiego jak np.roztwor kwasu solnego w etanolu. Dlatego
tez bakterii kwasoopornych klasyfikuje sie jako kwaso- i alkoholooporne dla
celéw barwienia, a pod mikroskopem przybierajg one czerwone zabarwienie.
Wszystkie drobnoustroje niekwasooporne nalezy natomiast poddaé barwieniu
kontrastowemu odpowiednim barwnikiem. Aktualne instrukcje zaktadajq
barwienie kontrastujace z uzyciem btekitu metylenowego.

Oczyszczenie prébek roztworem Sputofluol® powoduje uwolnienie bakterii z
otaczajacej gestej plwociny i materiatu komoérkowego.

Material prébek

Rozmazy materiatu bakteriologicznego, ktére zostaty wysuszone na powie-
trzu, utrwalone przez podgrzewanie i oczyszczone roztworem Sputofluol®,
takie jak plwocina, rozmazy z biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, ptukanki,
odciski, wysieki, ropa i kultury ptynne lub state.

Skrawki tkanek utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie (skrawki para-
finowe o grubosci 3 - 4 um)

Odczynniki
Nr kat. 101287 Btekit metylenowy Loéfflera, roztwor 100 ml, 500 ml,
do mikroskopii 2,51

ROowniez wymagane:
Nr kat. 109215 Fuksyna karbolowa 100 ml, 500 ml,
Ziehla-Neelsena, roztwor 2,51
do mikroskopii

Nr kat. 108512 Roztwér fuksyny karbolowej
AFB-Color

do mikroskopowegobadania bakterii
kwasoopornych (AFB) (barwienie na

zimno)

500 ml, 2,51

Nr kat. 100327 Kwas solny, roztwor etanolowy 11,51

do mikroskopii

Sputofluol® 11
do mikroskopii

Nr kat. 108000

Rozwiazanie alternatywne:

Zamiast faczenia pojedynczych odczynnikéw do rozmazéw mozna uzyc
zestawu do barwienia 1.00497.0001:

Nr kat. AFB-Color zmodyfikowany 1 zestaw
1.00497.0001 zestaw barwnikéw do
mikroskopowego badania bakterii
kwasoopornych (AFB) metoda
barwienia na goraco
Alternatywa dla histologii:
Nr kat. 132450 Zestaw do barwienia AFB do histologii 1 zestaw

do wykrywania bakterii kwasoopornych w
tkance histologicznej

Przygotowywanie probek
Probki musza by¢ pobierane przez wykwalifikowany personel.

Wszystkie probki musza by¢ przetwarzane z uzyciem najnowoczesniejszych
technologii.

Wszystkie probki musza by¢ wyraznie oznaczone.

Do pobierania i przygotowywania probek nalezy uzywac¢ odpowiednich
instrumentow.

Postepowac zgodnie z instrukcjami producenta dotyczacymi zastosowania/
uzytkowania.

Podczas stosowania odpowiednich odczynnikéw pomocniczych nalezy prze-
strzega¢ odpowiedniej instrukcji uzytkowania.

Plwocina

Bakterii kwasoopornych nalezy oczyscic¢ roztworem Sputofluol®, aby
uwolnic¢ je ze $luzu i struktur komoérkowych. W tym procesie substancja
czynna - podchloryn - rozpuszcza materiat organiczny w drodze utlenia-
nia i delikatnie uwalnia Bakterii kwasoopornych, umozliwiajac ich dalsze
przetwarzanie.

Przygotowywanie odczynnika: Przygotowywanie 15% roztworu Sputofluol®

W celu przygotowania ok. 100 ml roztworu, nalezy zmieszac:

Sputofluol® 15 ml

Woda destylowana 85 ml

Przygotowywanie probek w probowkach wiréwkowych:

Préobka 1 czesé
(min. 2 ml)
Roztwér Sputofluol® (15% w wodzie destylowanej) 3 czesci
Energicznie wstrzasnad. 10 min
Odwirowac przy 3000 - 4800 obr./min. 20 min

Zdekantowac supernatant
Przygotowac rozmazy osadu.

Wysuszy¢ na powietrzu

Materiat z punkcji, poptuczyny, osady

Po odpowiednim wzbogaceniu nalezy wykona¢ rozmaz materiatu na szkiet-
ku i pozostawi¢ do wyschniecia na powietrzu.

Probki histologiczne:

Btekit metylenowy Lofflera, roztwor, nalezy stosowac do barwienia
skrawkéw histologicznych. Zwarta tkanka ma tendencje do przebarwiania;
w przypadku takich tkanek zaleca sie rozcienczenie roztworu btekitu
metylenowego Léfflera (rozcienczenie: 1:10 (1+9) wodq destylowana).
Odparafinowac skrawki w sposob konwencjonalny i uwodni¢ w malejacym
szeregu alkoholowym. Czyszczenie roztworem Sputofluol® nie jest
wymagane w przypadku prébek utrwalonych w formalinie.

Utrwalanie probek rozmazu

Prébki sg utrwalane nad ptomieniem palnika Bunsena (2-3 razy - nalezy
uwazacé, aby nie dopusci¢ do nadmiernego ogrzania).

Probki mozna takze utrwali¢, ogrzewajac je w temp. 100 - 110°C w suszar-
ce lub na ptytce do podgrzewania przez 20 min.

Zbyt wysoka temperatura lub zbyt dtugie ogrzewanie moze doprowadzi¢ do
pogorszenia wynikéw barwienia.

Przygotowywanie odczynnika

Btekit metylenowy Lofflera, roztwér — do mikroskopii, stosowany do bar-
wienia rozmazéw, jest gotowy do uzycia i rozcienczanie go nie jest
wymagane - doprowadzi tylko do pogorszenia wynikdw barwienia i ich
stabilnosci.

W przypadku skrawkdéw histologicznych zaleca sie rozciefnczenie roztworu
btekitu metylenowego Lofflera (1+9 wodq destylowana).



Procedura
Barwienie prébek rozmazu

Barwienie na statywie do barwienia

W celu zagwarantowania optymalnych rezultatéw barwienia nalezy stoso-
wac sie do zalecanych czasow.

Szkietko z utrwalonym rozmazem

Roztwor fuksyny doktadnie przykryé, ostroznie barwié¢

karbolowej trzykrotnie ogrza¢ od spodu tacznie

Ziehla-Neelsena na palniku Bunsena az do przez 5
powstania pary. min.

Nie dopusci¢ do zagotowania
sie roztworu do barwienia!

Woda z kranu sptukiwac az do ustania

powstawania obtokéw barwnika.

doktadnie przykry¢ i pozostawic 15 - 30
do wystgpienia odczynu sek.*

Kwas solny w etanolu

Woda z kranu natychmiast sptukac.

Btekit metylenowy 30 sek.**

Lofflera, roztwor

counterstaining, dokfadnie
przykry¢ i pozostawi¢ do
wystapienia odczynu

Woda z kranu

ostroznie sptukaé

Osuszy¢ na powietrzu (np. przez noc lub w temp. 50°C w suszarce)

* w zaleznosci od grubosci skrawka

**|ub 1 min z uzyciem rozcienczonego btekitu metylenowego Lofflera, roz-
twor (rozcienczenie: 1:10 (1+9) z wodg destylowang)

Na potrzeby przechowywania preparatow bakteriologicznych przez kilka
miesiecy zalecane jest uzycie bezwodnego odczynnika do zamykania
preparatéow (np.Neo-Mount®, Entellan®, DPX nowy lub Entellan® nowy) i
szkietka nakrywkowego. W tym celu nalezy bardzo dokfadnie osuszy¢ bar-
wione preparaty. Jezeli preparat nie zostanie zamkniety, barwnik pozostanie
stabilny przez ok. 3 dni, zanurzony w olejku immersyjnym zaledwie przez
kilka godzin.

Uzycie olejku immersyjnego jest zalecane na potrzeby analizy barwionych
preparatow przy powiekszeniu mikroskopowym >40x.

Barwienie prébek histologicznych

Barwienie w komorze

Preparaty histologiczne nalezy odparafinowaé¢ w sposdb konwencjonalny i
uwodni¢ w szeregu roztwordw alkoholu o malejacych stezeniach.

Po kazdym z etapow barwienia preparaty nalezy pozostawi¢ do obciekniecia,
aby unikna¢ niepotrzebnego krzyzowego zanieczyszczenia roztworow

Aby osiagna¢ optymalny wynik, nalezy stosowac sie do zalecanych czaséw
barwienia.

Szkietko z tkanka histologiczna,

Roztwér fuksyny karbolowej AFB-Color 30 min.
Biezaca woda wodociggowa 45 sek.
Kwas solny w etanolu 15 sek.
Biezaca woda wodociggowa 15 sek.
Btekit metylenowy Lofflera, roztwdr* 5 min.

Optukac wodg wodociqgowg 10 sek.
Etanol 70 % 1 min.

Etanol 70 % 1 min.

Etanol 96 % 1 min.

Etanol 96 % 1 min.

Etanol 100 % 1 min.

Etanol 100 % 1 min.

Ksylen lub Neo-Clear® 5 min.

Ksylen lub Neo-Clear® 5 min.

Preparaty nasgczone roztworem Neo-Clear® nalezy zamknaé, uzywajac
$Srodka Neo-Mount®, a preparaty nasaczone ksylenem nalezy zamknag,
uzywajac np. preparatu Entellan® nowy i szkietka nakrywkowego.

* Do barwienia kontrastowego prébek histologicznych zaleca sie
rozcienczenie roztworu btekitu metylenowego Lofflera (rozcienczenie:
1:10 (1+9) wodq destylowang). To rozwigzanie robocze moze by¢
stosowane przez okres do 2 tygodni.

Wynik
Bakterii kwasooporne czerwony

Tto niebieski

Ocena

Wynik dodatni oznacza obecno$¢ bakterii kwasoopornych, a wynik ujemny
- brak bakterii kwasoopornych. Wynik pozytywny nie oznacza, ze mozliwa
jest klasyfikacja taksonomiczna pod mikroskopem. W przypadku wykrycia
bakterii kwasoopornych nalezy przeprowadzi¢ dalsze analizy w specjalnie
wyposazonych laboratoriach. Nie mozna réwniez ustali¢ zywotnosci bakterii
(aktywne, nieaktywne).

Rozwigzywanie probleméw
Utrwalanie prébek rozmazu

Odpowiedni stopien utrwalenia preparatow za pomocg palnika Bunsena lub
suszarki ma zasadnicze znaczenie dla zapobiegania infekcjom i dalszemu
namnazaniu sie bakterii.

Brak wybarwienia bakterii kwasoopornych

Krytycznym etapem tego procesu barwienia jest etap odbarwiania, na ktéry
moze mie¢ wptyw grubos$¢ rozmazu probki.

Ponadto swiezy roztwor kwasu chlorowodorowego w etanolu jest wysoce
reaktywny, co oznacza, ze wynik nalezy oceniac ostroznie. Nalezy $cisle
przestrzega¢ podanych w niniejszej procedurze czaséw inkubacji na etapie
odbarwiania, gdyz w przeciwnym wypadku otrzymane wyniki moga by¢
falszywie ujemne.

Uwagi techniczne

Uzywany mikroskop powinien spetnia¢ wymogi laboratorium diagnostyki
medycznej.

Podczas korzystania z automatycznych systemoéw barwigcych nalezy
postepowac zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez producenta
systemu i oprogramowania.

Przed przystapieniem do przechowywania nalezy usuna¢ nadmiar olejku
immersyjnego.

Diagnostyka

Diagnozy moze stawia¢ wytgcznie odpowiednio upowazniony i
wykwalifikowany personel.

Nalezy stosowac obowigzujace nazewnictwo.

Metode tq mozna dodatkowo stosowaé w diagnostyce ludzkiej.

Nalezy wyznaczy¢ i przeprowadzi¢ dalsze badania zgodnie z uznanymi meto-
dami.

Podczas kazdego zastosowania nalezy korzysta¢ z materiatdw kontrolnych w
celu zweryfikowania wynikdw.

Przechowywanie

Btekit metylenowy Lofflera, roztwor — do mikroskopii nalezy przechowywac
w temperaturze od +15°C do +25°C.

Okres przydatnosci do uzycia

Btekit metylenowy Lofflera, roztwor — do mikroskopii nie nalezy uzywac po
uptywie wskazanego terminu przydatnosci do uzycia.

Po otwarciu butelki po raz pierwszy zawarto$¢ nadaje sie do uzycia do
wskazanego terminu przydatnosci do uzycia, jezeli wyrdb jest przechowy-
wany w temperaturze od +15°C do +25°C.

Podczas przechowywania butelki powinny zawsze pozostawac szczelnie
zamkniete.

Pojemnos¢
ok. 250 barwier/500 ml

Dodatkowe instrukcje

Wytacznie do uzytku przez specjalistow.

W celu unikniecia btedéw wyrobu powinien uzywac wytacznie wykwalifiko-
wany personel.

Nalezy przestrzegac¢ krajowych wytycznych w zakresie bezpieczenstwa
pracy i kontroli jakosci.

Nalezy uzywac mikroskopow, ktérych wyposazenie odpowiada obowigzuja-
cym normom.

W razie potrzeby nalezy uzy¢ standardowej wiréwki odpowiadajacej wymo-
gom laboratorium diagnostyki medycznej.

Ochrona przed zakazeniem

Nalezy stosowac skuteczne srodki ochrony przed zakazeniami zgodne z
wytycznymi laboratoryjnymi.

Instrukcje dotyczace utylizacji

Opakowanie nalezy zutylizowac zgodnie z obowigzujacymi przepisami doty-
czacymi usuwania odpaddw.

Zuzyte roztwory i roztwory po terminie przydatnosci do uzycia nalezy zutyli-
zowac zgodnie z lokalnymi przepisami dotyczacymi odpaddw specjalnych.
Informacje dotyczace utylizacji mozna znalez¢, korzystajac z tacza ,Hints
for Disposal of Microscopy Products” (,Wskazdwki dotyczace utylizacji
produktéw do mikroskopii”) w witrynie www.microscopy-products.com. Na
terenie UE obowigzuje obecnie rozporzadzenie (WE) nr 1272/2008 w spra-
wie klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji i mieszanin, zmienia-
jace i uchylajace dyrektywy 67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniajace
rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006.



Odczynniki pomocnicze

Nr kat. 100327

Nr kat. 100497

Nr kat. 100579

Nr kat. 103699

Nr kat. 104699

Nr kat. 107960

Nr kat. 107961

Nr kat. 108000

Nr kat. 108298

Nr kat. 108512

Nr kat. 109016

Nr kat. 109215

Nr kat 109843

Nr kat. 132450

Kwas solny, roztwor etanolowy
do mikroskopii

AFB-Color zmodyfikowany
zestaw barwnikéw do
mikroskopowego badania bakterii
kwasoopornych (AFB) metoda
barwienia na goraco

DPX nowy

bezwodny $rodek

do zamykania preparatow
do mikroskopii

Olejek imersyjny Type N zgodnie z

ISO 8036
do mikroskopii

Olejek imersyjny
do mikroskopii

Entellan®
$rodek do szybkiego zamykania
preparatow mikroskopowych

Entellan® nowy
$rodek do szybkiego zamykania
preparatow mikroskopowych

Sputofluol®
do mikroskopii

Ksylen (mieszanina izomerow)
do histologii

Roztwor fuksyny karbolowej
AFB-Color

do mikroskopowegobadania bakterii
kwasoopornych (AFB) (barwienie na

zimno)

Neo-Mount®

bezwodny $rodek

do zamykania preparatow
do mikroskopii

Fuksyna karbolowa
Ziehla-Neelsena, roztwoér
do mikroskopii

Neo-Clear® (zamiennik ksylenu)
do mikroskopii

Zestaw do barwienia AFB do
histologii

do wykrywania bakterii
kwasoopornych w tkance
histologicznej

Klasyfikacja zagrozen

Nr kat. 101287

11,51

1 zestaw

500 ml

100 ml - butelka
z zakrapla-czem

100 ml - butelka
z zakraplaczem,
100 ml, 500 ml

500 ml

100 ml, 500 ml,
11

11

41

500 ml, 2,51

100 ml - butelka
z zakraplaczem,
500 ml

100 ml, 500 ml,
2,51

51

1 zestaw

Nalezy stosowac sie do klasyfikacji zagrozen wydrukowanej na etykiecie i
informacji podanych w karcie charakterystyki substancji chemicznej.

Karta charakterystyki substancji chemicznej jest dostepna w witrynie inter-
netowej i na zadanie.
UWAGA! Zawiera substancje CMR. Nalezy przestrzega¢ odpowiednich wska-

zéwek bezpieczenstwa podanych w karcie charakterystyki.

Glowne skiadniki produktéw

Nr kat. 101287
C.I. 52015
C,H,OH

pH

11=0,97 kg

4,2 g/l
190 g/l
8,0-38,6

Inne wyroby do diagnostyki in vitro

Nr kat. 105174

Nr kat. 109093

Nr kat. 109204

Nr kat. 109844

Nr kat. 111609

Nr kat. 111885

Hematoksylina, roztwér
modyfikowany wg Gilla III
do mikroskopii

AFB-Fluor zestaw do barwienia
bakterii kwasoopornych
wykrywanych metoda mikroskopii
fluorescencyjnej

Roztwor barwnika Giemsy: lazur,
eozyna i btekit metylenowy,
do mikroskopii

Eozyna Y, roztwér wodny 0,5%
do mikroskopii

Histosec® pastylki

temperatura krzepniecia 56-58°C
$rodek do zatapiania preparatéw
do histologii

Gram-Color
zestaw roztworow
do barwienia metoda Grama

6 x 500 ml

100 ml, 500 ml,
11,251

11,251

1 kg, 10 kg
(4 x 2,5 kg),
25 kg

1 zestaw

Nr kat. 115161

Nr kat. 116450

Uwaga ogodlna

Histosec® pastylki (bez DMSO)
temperatura krzepniecia 56-58°C
$rodek do zatapiania preparatéw
do histologii

AFB-Color zestaw barwnikéw do
mikroskopowego badania bakterii
kwasoopornych (AFB) (barwienie na
zimno)

10 kg
(4 x 2,5 kg),
25 kg

1 zestaw

Jesli podczas uzytkowania tego urzadzenia lub w wyniku jego uzytkowania
wystgpit powazny incydent, to nalezy zgtosic¢ to producentowi i/lub jego
upowaznionemu przedstawicielowi oraz organowi krajowemu.
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Zapoznac sie z

instrukcja uzytkowania
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Uwaga: nalezy zapoznaé
sie z dokumentacjq
towarzyszaca.
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Status: 2020-Jul-13

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel. +49(0)6151 72-2440
www.microscopy-products.com

EMD Millipore Corporation, 400 Summit Drive
Burlington MA 01803, USA, Tel. +1-978-715-4321

Sigma-Aldrich Canada Co. or Millipore (Canada) Ltd.
2149 Winston Park, Dr. Oakville, Ontario, L6H 618
Phone: +1 800-565-1400
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