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AFB-Fluor phenol-free

Staining kit for the examination of acid-fast
bacteria with fluorescence microscopy
(Auramin-Rhodamine staining)

For professional use only

|VD In Vitro Diagnostic Medical Device c €

Intended purpose

This “AFB-Fluor phenol-free - Staining kit for the examination of acid-fast
bacteria with fluorescence microscopy (Auramin-Rhodamine staining)” is
used for human-medical cell diagnosis and serves the purpose of the bac-
teriological, cytological, and histological investigation of sample material of
human origin. It is a ready-to-use staining kit that when used together with
other in vitro diagnostic products from our portfolio makes bacterial target
structures evaluable for diagnostic purposes (acid-fast bacteria (AFB)) by
fixing, embedding, staining, counterstaining, mounting in bacteriological,
cytological, and histological specimen materials, for example smears of
enriched bacterial cultures or histological sections of e.g. the lung.

The decisive feature of the AFB-Fluor phenol-free staining kit is the pres-
ence of fluorescence dyes in the staining solution. This enables the swift
and secure identification of the acid-fast bacteria under the fluorescence
microscope. In addition, the staining solution is prepared without potentially
hazardous phenol, enhancing the safety of the user.

This staining set is supplied ready-for-use in practical dropping bottles and
contains all the reagents required for the staining of acid-fast bacteria in
smear specimens and in histological tissue specimens.

Unstained structures are relatively low in contrast and are extremely diffi-
cult to distinguish under the light microscope. The images created using the
staining solutions help the authorized and qualified investigator to better
define the form and structure in such cases. Further tests must be carried
out according to recognized, valid methods to reach a definitive diagnosis.

Principle

The classic Ziehl-Neelsen method is determined by the high proportion of
wax and lipids in the cell wall, since acid-fast bacteria take up staining dyes
only very slowly. As a measure to enhance the absorption of the fuchsin dye
and thus the formation of the mycolate-fuchsin complex in the cell wall, the
staining solution applied to the specimen is normally heated to evaporation
point.

Once the acid-fast bacteria have absorbed the fuchsin dye, it is virtually
impossible to decolorize them again, even when they are intensively treated
with a decolorizing solution such as e.g. hydrochloric acid in ethanol. Ac-
cordingly, acid-fast bacteria are termed as acid- and alcohol-fast for stain-
ing.

When using the AFB-Fluor phenol-free staining kit, the use of the fluores-
cent dyes auramine and rhodamine in the AFB-Fluor phenol-free staining
solution render the heating step unnecessary. These dyes deposit on the
cell wall of the acid-fast bacteria and, depending on the microscope filter,
appear yellow or red against a black background.

Pretreatment of the specimens with Sputofluol™ dissolves the bacteria from
the surrounding viscid sputum and cell material.

Sample material

Smears of bacteriological material that have been air-dried, heat-fixed, and
pretreated with Sputofluol™ like sputum, smears from fine needle aspiration
biopsies (FNAB), rinses, imprints, effusions, pus, exudates, liquid and solid
cultures

Sections of formalin-fixed tissue of human origin, embedded in paraffin

(3 - 4 pm thick paraffin sections)

Reagents

Cat. No. 1.01597.0001

AFB-Fluor phenol-free

Staining kit for the examination of acid-fast bacteria with fluorescence
microscopy (Auramin-Rhodamine staining)

Package components:

The staining kit contains

Reagent 1: Auramine-rhodamine solution 200 ml
Reagent 2: Decolorizing solution 2 x 200 ml
Reagent 3: Counterstaining solution (KMnO,) 200 ml

Also required:

Cat. No. 1.08000 Sputofluol™ 11
for microscopy

www.sigmaaldrich.com

Sample preparation
The sampling must be performed by qualified personnel.

All samples must be treated using state-of-the-art technology.

All samples must be clearly labeled.

Suitable instruments must be used for taking samples and their prepara-
tion. Follow the manufacturer’s instructions for application / use.

When using the corresponding auxiliary reagents, the corresponding in-
structions for use must be observed.

Sputum

The acid-fast bacteria should be pretreated with Sputofluol™ to dissolve
them from mucus and cellular structures. In this process, the active ingre-
dient hypochlorite dissolves the organic material by oxidation and gently
releases the mycobacteria so that they can be processed further.

Reagent preparation: Preparation of Sputofluol™ solution 15 %

For preparation of approx. 100 ml solution mix:

Sputofluol™ 15 ml

Distilled water 85 ml

Preparing sample material in centrifuge tubes:

Sample 1 part
(min. 2 ml)
Sputofluol™ solution (15 % in distilled water) 3 parts
Shake vigorously 10 min
Centrifuge at 3000 - 4800 rpm 20 min

Decant supernatant
Prepare smears of the sediment

Air-dry

Punction and lavage material, sediments

After carrying out the appropriate enrichment measures smear out samples
on the microscopic slides and allow to air dry.

Histological sections
AFB-Fluor phenol-free can be used to stain histological sections.

Deparaffinize sections in the conventional manner and rehydrate in a de-
scending alcohol series.

Fixation of smear samples

Fixation is carried out over the flame of a Bunsen burner (2 - 3 times,
avoiding excessive heating).

It is also possible to fix the smears in an oven at 100 - 110 °C for 20 min.
Impairment of staining must be expected if a higher temperature or longer
heating is employed.

Reagent preparation

The reagents of the AFB-Fluor phenol-free - Staining kit for the examination
of acid-fast bacteria with fluorescence microscopy (Auramin-Rhodamine
staining) used for staining are ready-to-use, dilution of the solutions is not
necessary and merely produces a deterioration of the staining result and
their stability.

Due to its high viscosity, the phenol-free auramine-rhodamine staining solu-
tion (Reagent 1) must be vigorously shaken before use.

Procedure
Staini f |

Staining on the staining rack

Slide with fixed smear
Reagent 1 apply dropwise, cover 15 min
(auramine-rhodamine completely, and stain
solution)
Running tap water rinse carefully 30 sec
Reagent 2 apply dropwise, cover 1 min
(decolorizing solution) completely, and leave to

react
Running tap water rinse carefully 30 sec
Reagent 3 apply dropwise, cover 5 min
(counterstaining solution) completely, and stain
Running tap water rinse carefully 30 sec
Air-dry




Covering with non-aqueous mounting media (e. g. Neo-Mount™, Entellan™
new, or DPX new) and a cover glass is recommended for the storage of
smear samples for several months. For this purpose, the stained specimens
must be dried very well.

The use of immersion oil is recommended for the analysis of stained slides
with a microscopic magnification >40x.

Staini f histological I

Staining on the staining rack

Deparaffinize histological slides in the conventional manner and rehydrate
in a descending alcohol series.

The staining solutions are applied onto the slides dropwise and should com-
pletely cover the paraffin section.

The stated times should be adhered to guarantee an optimal staining result.

Slide with histological tissue

Distilled water rinse
Reagent 1 (auramine-rhodamine solution) 15 min
Running tap water 30 sec
Reagent 2 (decolorizing solution) 1 min
Running tap water 30 sec
Reagent 3 (counterstaining solution) 5 min
Running tap water 30 sec
Ethanol 70 % 1 min
Ethanol 70 % 1 min
Ethanol 96 % 1 min
Ethanol 96 % 1 min
Ethanol 100 % 1 min
Ethanol 100 % 1 min
Xylene or Neo-Clear™ 5 min
Xylene or Neo-Clear™ 5 min
Mount the Neo-Clear™-wet slides with Neo-Mount™ or the xylene-wet
slides with e.g. Entellan™ new and cover glass.

After dehydration (ascending alcohol series) and clarification with xylene or
Neo-Clear™, histological slides can be covered with non-aqueous mounting
agents (e.g. Neo-Mount™, Entellan™ new, or DPX new) and a cover glass
and can then be stored.

Result

Acid-fast bacteria red-orange (rhodamine) or

(in the fluorescence microscope) yellow-green (auramine)
depending on the combination of filters
used

Background dark to black

Staining for optical and fluorescence microscopy

The fluorescent stain using the AFB-Fluor phenol-free staining kit is also
ideally suited for the additional staining of the acid-fast bacteria for diag-
nosis by optical microscopy, e. g. using the AFB-Color staining kit (Cat. No.
1.16450) or AFB-Color modified (Cat. No. 1.00497).

The unmounted specimens stained with AFB-Fluor phenol-free staining kit
can be used directly for diagnostic purposes. Subsequently, after carefully
removing any immersion oil that may have been used, the specimens can
be further stained with the AFB-Color staining kit or AFB-Color modified.
In the specimen treated in this manner, the acid-fast bacteria appear
magenta-red against a light green (AFB-Color) or light blue (AFB-Color
modified) background under the optical microscope.

Evaluation

A positive result means “acid-fast bacteria detected” and a negative result
“acid-fast bacteria not detected”. A positive result does not mean that a
taxonomic classification by microscopy is possible. If acid-fast bacteria
are detected, further analyses must be performed in specially equipped
laboratories.

The vitality (active, inactive) of the bacteria can also not be determined.

If the result is not conclusive, it is recommended to additionally stain the
specimens for further optical-microscopy diagnosis, e. g. with the AFB-Color
staining kit (Cat. No. 1.16450) or AFB-Color modified (Cat. No. 1.00497).

Trouble-shooting
Fixing of smear samples

A sufficient degree of heat-fixing using a Bunsen burner or in a heating
cabinet is essential to prevent the infectious potential of the specimens and
further proliferation of the bacteria.

No staining of acid-fast bacteria

The critical step of this staining process is the decolorizing step, which can
be influenced by the thickness of the specimen smear.

In addition, a fresh solution of hydrochloric acid in ethanol is highly reac-
tive, meaning that the result should be evaluated with caution. The incuba-
tion times stated in this protocol should be kept accurately in the decolor-
izing step, since otherwise false-negative results may ensue.

Too strong background staining

In the event that the background is too strongly stained in the optical
microscopic image (dark blue), Reagent 1 (auramine-rhodamine solution)
should be better mixed and subsequently better decolorized. Since the
staining solution is highly viscous, it is recommended to swirl the slide dur-
ing the decolorizing step with Reagent 2 (decolorizing solution).

Technical note

The microscope used should meet the requirements of a medical diagnostic
laboratory.

Recommended filter combination for fluorescence microscopy:

Excitation filter 490 - 570 nm
Color separator 525 and 635 nm
Emission filter 505 - 600 nm

When using automatic staining systems, please follow the instructions for
use supplied by the supplier of the system and software.

Remove surplus immersion oil before filing.

Analytical performance characteristics

“AFB-Fluor phenol-free - Staining kit” stains and thereby visualizes biologi-
cal structures, as described in the “Result” chapter of this IFU. The use of
the product is only to be carried out by authorized and qualified persons,
this includes, among other things, sample and reagent preparation, sample
handling, histoprocessing, decisions regarding suitable controls and more.
The analytical performance of the product is confirmed by testing each
production batch.

For the following stains, the analytical performance was confirmed in terms
of specificity, sensitivity and repeatability of the product with a rate of

100 %:

Inter-assay | Inter-assay | Intra-assay | Intra-assay
Specificity | Sensitivity | Specificity | Sensitivity

Histological
staining

Acid-fast bacteria 14/14 14/14 6/6 6/6
(in the fluores-
cence microscope)

Background 14/14 14/14 6/6 6/6

Smear staining

Acid-fast bacteria 14/14 14/14 6/6 6/6
(in the fluores-
cence microscope)
Background 14/14 14/14 6/6 6/6
Analytical performance results

Intra- (performed on the same batch) and inter-assay (performed on differ-
ent batches) data list the number of correctly stained structures in relation
to the number of performed assays.

Clinical performance characteristics

Furthermore, the clinical performance of this product has been successfully
proven in multiple scientific publications.

The AFB-Fluor phenol-free - Staining kit has been successfully used in the

clinical setting for decades in a high number of applications.

The clinical performance of the AFB-Fluor phenol-free - Staining kit in par-

ticular was determined by establishing its sensitivity and specificity and its
PPV and NPV in an in-house study:

Auramin-Rhodamine Staining
Sensitivity 14/14
Specificity 15/15

Sensitivity: 14 samples out of 14: 100 %
Specificity: 15 samples out of 15: 100 %
Positive predictive value (PPV): 100 %
Negative predictive value (NPV): 100 %

The results of this Performance Evaluation confirms that the product is suit-
able for the intended use and performs reliably.

The diagnostic interpretation of the staining results, however, is to be car-
ried out by qualified and authorized professionals, taking into account pa-
tient anamnesis, morphology, the use of adequate controls, and additional
diagnostic tests, if appropriate. This method can be supplementarily used in
human diagnostics.



Diagnostics

Diagnoses are to be made only by authorized and qualified personnel.
Valid nomenclatures must be used.

This method can be supplementarily used in human diagnostics.
Further tests must be selected and implemented according to recognized
methods.

Suitable controls (e.g. ISOSLIDE™ AFB, Cat. No. 1.02560.0001) should be
conducted with each application in order to avoid an incorrect result.

If the result is not conclusive, it is recommended to additionally stain the
specimens for further optical-microscopy diagnosis, e. g. with the AFB-Color
staining kit (Cat. No. 1.16450) or AFB-Color modified (Cat. No. 1.00497).

Storage

Store the AFB-Fluor phenol-free - Staining kit for the examination of acid-
fast bacteria with fluorescence microscopy (Auramin-Rhodamine staining)
at +15°C to +25°C.

Shelf-life

The AFB-Fluor phenol-free - Staining kit for the examination of acid-fast
bacteria with fluorescence microscopy (Auramin-Rhodamine staining) can
be used until the stated expiry date.

After first opening of the dropping bottle, the contents can be used up to
the stated expiry date when stored at +15°C to +25°C.

The dropping bottles must be kept tightly closed at all times.

A coloration of the Decolorizing solution (Reagent 2) does not have an ef-
fect on staining processes and diagnostics.

Capacity
The package is sufficient for up to 60 - 65 applications, the yield may be
even higher, depending on the thickness of the smears.

Additional instructions

For professional use only.

In order to avoid errors, the application must be carried out by qualified
personnel only.

National guidelines for work safety and quality assurance must be followed.
Microscopes equipped according to the standard must be used.

If necessary use a standard centrifuge suitable for medical diagnostic labo-
ratory.

Protection against infection

Effective measures must be taken to protect against infection in line with
laboratory guidelines.

Instructions for disposal

The package must be disposed of in accordance with the current disposal
guidelines.

Used solutions and solutions that are past their shelf-life must be disposed
of as special waste in accordance with local guidelines. Information on dis-
posal can be obtained under the Quick Link “Hints for Disposal of Microsco-
py Products” at www.microscopy-products.com. Within the EU the currently
applicable REGULATION (EC) No 1272/2008 on classification, labelling and
packaging of substances and mixtures, amending and repealing Directives
67/548/EEC and 1999/45/EC, and amending Regulation (EC) No 1907/2006
applies.

Auxiliary reagents
Cat. No. 1.00327 Hydrochloric acid in ethanol 11,51
for microscopy

Cat. No. 1.00496 Formaldehyde solution 4%, 350 ml and
buffered, pH 6.9 (approx. 10% Formalin 700 ml (in

solution) bottle with wide
for histology neck), 51, 101,
10 | Titripac®
Cat. No. 1.00497 AFB-Color modified 1 set
Staining kit for the detection of
acid-fast bacteria (AFB) by hot staining
method
Cat. No. 1.00579 DPX new 500 ml
non-aqueous mounting medium
for microscopy
Cat. No. 1.00869 Entellan™ new for cover slipper 500 ml
for microscopy
Cat. No. 1.02560 ISOSLIDE™ AFB Control Slides 25 tests
with reference tissue for the detection of
acid-fast bacteria in histological tissue
Cat. No. 1.03999 Formaldehyde solution min. 37% 11,251,251
free from acid
stabilized with about 10% methanol and
calcium carbonate
for histology
Cat. No. 1.04699 Immersion oil 100-ml drop-
for microscopy ping bottle,
100 ml, 500 ml

Cat. No. 1.07164 Paraffin pastilles
solidification point about 56-58°C
for histology

Cat. No. 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
rapid mounting medium 11
for microscopy

10 kg (4x 2.5 kg)

Cat. No. 1.08000 Sputofluol™ 11
for microscopy
Cat. No. 1.08298 Xylene (isomeric mixture) 41

for histology

Cat. No. 1.09016 Neo-Mount™ 100-ml drop-
anhydrous mounting medium ping bottle,
for microscopy 500 ml

Cat. No. 1.09843 Neo-Clear™ (xylene substitute) 51

for microscopy

Cat. No. 1.11609 Histosec™ pastilles
solidification point 56-58°C
embedding agent for histology

Cat. No. 1.15161 Histosec™ pastilles (without DMSO)

1 kg, 10 kg (4x
2.5 kg), 25 kg

10 kg (4x 2.5 kg),

solidification point 56-58°C 25 kg
embedding agent for histology
Cat. No. 1.16450 AFB-Color staining kit 1 set

for the microscopic investigation of
acid-fast bacteria (AFB) (cold staining)

Hazard classification
Cat. No. 1.01597.0001

Please observe the hazard classification printed on the label and the infor-
mation given in the safety data sheet.
The safety data sheet is available on the website and on request.

Main components of the products
Cat. No. 1.01597.0001

Reagent 1

C.I. 41000 12.0 g/l
C.I. 45170 6.0 g/l
11 = 1.117 kg

Reagent 2

C;HgO 543.3 g/l
HCI min. 37 % 15.7 g/l
11 = 0.878 kg

Reagent 3

KMnO, 5.0 g/l
11 = 1.013 kg

General remark

If during the use of this device or as a result of its use, a serious incident
has occurred, please report it to the manufacturer and/or its authorised
representative and to your national authority.

Literature
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Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
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4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
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SODE

H225: Highly flammable liquid and vapor.

H290: May be corrosive to metals.

H319: Causes serious eye irritation.

H336: May cause drowsiness or dizziness.

H411: Toxic to aquatic life with long lasting effects.

P210: Keep away from heat, hot surfaces, sparks, open flames and other
ignition sources. No smoking.

P233: Keep container tightly closed.

P234: Keep only in original packaging.

P240: Ground and bond container and receiving equipment.
P273: Avoid release to the environment.

P305 + P351 + P338: IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several
minutes. Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue
rinsing.

Reagent 1:
H226: Flammable liquid and vapor.
H319: Causes serious eye irritation.

Reagent 2:

H225: Highly flammable liquid and vapor.
H290: May be corrosive to metals.

H319: Causes serious eye irritation.
H336: May cause drowsiness or dizziness.



Reagent 3:
H411: Toxic to aquatic life with long lasting effects.
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AFB-Fluor phenolfrei

Farbeset flr die Untersuchung von sdurefesten
Stabchenbakterien mit der Fluoreszenzmikros-
kopie (Auramin-Rhodamin-Farbung)

Nur fiir professionelle Anwendung

IVD In Vitro Diagnostikum c €

Zweckbestimmung

Das vorliegende ,,AFB-Fluor phenolfrei - Farbeset fiir die Untersuchung von
saurefesten Stabchenbakterien mit der Fluoreszenzmikroskopie (Auramin-
Rhodamin-Farbung)" wird fir die human-medizinische Zelldiagnostik
verwendet und dient der bakteriologischen, zytologischen und histologi-
schen Untersuchung von Proben humanen Ursprungs. Es handelt sich um
ein gebrauchsfertiges Farbeset, welches zusammen mit anderen In Vitro
Diagnostika aus unserem Portfolio bakteriellen Zielstrukturen (saurefesten
Stdbchenbakterien (AFB)) mittels Fixieren, Einbetten, Anférben, Gegenfar-
ben, Eindecken in bakteriologischem, zytologischem und histologischem Un-
tersuchungsgut, wie z.B. Ausstrichen von Anreicherungs-Bakterienkulturen
oder histologischen Schnitten von z.B. Lunge, fiir die Diagnostik auswertbar
macht.

Das AFB-Fluor phenolfrei Farbeset zeichnet sich durch den Zusatz von
Fluoreszenzfarbstoffen in der Farbelésung aus. Damit ist eine schnelle und
sicherere Erkennung der sdurefesten Stéabchenbakterien im Fluoreszenzmi-
kroskop mdoglich. Des Weiteren wurde in der Farbelésung auf den Gebrauch
von potentiell schadlichem Phenol verzichtet, was die Sicherheit des Nut-
zers erhoht.

Das vorliegende Farbeset ist gebrauchsfertig und enthalt alle notwendigen
Reagenzien in praktischen Tropfflaschen fiir die Farbung von saurefesten
Stabchenbakterien in Ausstrichprdparaten und in histologischen Geweben.

Ungefarbte Strukturen sind relativ kontrastarm und lassen sich kaum
lichtmikroskopisch differenzieren. Durch die mit Hilfe der Farbeldsungen
erzeugten Bilder, kann die Form und Struktur durch einen autorisierten und
qualifizierten Untersucher besser erkannt werden. Fir eine abschlieBende
Diagnostik sind weiterfiihrende Tests nach anerkannten, validen Methoden
durchzufiihren.

Prinzip

Die klassische Ziehl-Neelsen Methode ist durch den hohen Wachs- und
Lipidanteil in der Zellwand bestimmt, da sdurefeste Stabchenbakterien
Farbstoffe nur sehr langsam aufnehmen. Um die Aufnahme des Fuchsin-
Farbstoffs und damit die Bildung des Mykolat-Fuchsin-Komplexes in der
Zellwand zu beschleunigen, wird die auf das Praparat aufgebrachte Farbelo-
sung normalerweise bis zur Dampfbildung erhitzt.

Haben die saurefeste Stabchenbakterien den Fuchsin-Farbstoff aufgenom-
men, ist ein Entfadrben auch bei intensiver Behandlung mit Entférbelésung,
wie z.B. Salzsaure-Alkohol, praktisch unméglich. Saurefeste Stébchenbak-
terien werden deshalb als farberisch sdure- und alkoholfest bezeichnet.

Bei AFB-Fluor phenolfrei ist das Erhitzen durch den Einsatz der Fluoreszenz-
farbstoffe Auramin und Rhodamin in der AFB-Fluor phenolfrei Farbeldsung
nicht notwendig. Diese werden an die Zellwand der saurefesten Stabchen-
bakterien gelagert und erscheinen je nach Mikroskop-Filter gelb oder rot auf
schwarzem Hintergrund.

Durch eine Vorbehandlung der Praparate mit Sputofluol™, werden die Bak-
terien aus dem umgebenden, zahen Sputum und Zellmaterial geldst.

Probenmaterial

Luftgetrocknete, hitzefixierte und Sputofluol™-vorbehandelte Ausstriche von
bakteriologischem Material wie Sputum, Ausstriche von Feinnadel-Aspira-
tions-Biopsien (FNAB), Spulflissigkeiten, Imprinte, Erglisse, Eiter, Exsudate,
flussige und feste Kulturen

Schnitte von Formalin fixiertem, Paraffin eingebettetem Gewebe humanen
Ursprungs (3 - 4 ym dicke Paraffinschnitte)

DE
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Reagenzien

Art. 1.01597.0001

AFB-Fluor phenolfrei

Farbeset fir die Untersuchung von saurefesten Stabchenbakterien mit der
Fluoreszenzmikroskopie (Auramin-Rhodamin-Farbung)

Bestandteile der Packung:

Das Farbeset enthalt

Reagenz 1: Auramin-Rhodamin Losung 200 ml
Reagenz 2: Entfarbeldsung 2 x 200 ml
Reagenz 3: Gegenfarbelésung (KMnO,) 200 ml

Zusatzlich erforderlich:

Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
fir die Mikroskopie

Probenvorbereitung

Die Probenentnahme darf nur durch Fachpersonal erfolgen.

Alle Proben sind entsprechend dem Stand der Technik zu behandeln.

Alle Proben sind eindeutig zu kennzeichnen.

Geeignete Instrumente sind zur Probenentnahme und bei der Préparation
zu verwenden, die Anweisungen des Herstellers fiir die Anwendung / den
Gebrauch sind zu befolgen.

Bei Verwendung der entsprechenden Hilfsreagenzien sind die dazugehori-
gen Gebrauchsanweisungen zu beachten.

Sputum

Zur Freisetzung der saurefesten Stabchenbakterien aus Schleim und Zell-
verbédnden, sollte Sputum mit Sputofluol™ vorbehandelt werden. Der aktive
Wirkstoff Hypochlorit 16st dabei das organische Material oxidativ auf und
setzt die Mykobakterien schonend frei.

Reagenzvorbereitung: Herstellung von Sputofluol™-Lésung 15 %

Zur Herstellung von etwa 100 ml Lésung werden zusammengegeben:

Sputofluol™ 15 ml
Aqua dest. 85 ml

Probenansatz im Zentrifugenréhrchen:

Probe 1 Teil
(mind. 2 ml)
Sputofluol™-Ldsung (15 %ig in Aqua dest.) 3 Teile
Kraftig schitteln 10 min
Bei 3000 - 4800 U/min zentrifugieren 20 min

Uberstehende Fliissigkeit dekantieren
Sediment ausstreichen

Lufttrocknen

Punktate, Lavagen, Sedimente

Proben nach geeigneten Anreicherungsschritten auf dem Objekttréager aus-
streichen und lufttrocknen lassen.

Histologische Schnitte

AFB-Fluor phenolfrei kann fir die Farbung histologischer Schnitte verwen-
det werden.

Schnitte in typischer Weise entparaffinieren und in absteigender Alkoholrei-
he rehydratisieren.

Fixierung der Ausstrichpraparate

Die Fixierung wird tGber der Bunsenbrennerflamme (2 - 3 mal unter Vermei-
dung zu starker Hitzeeinwirkung) durchgefiihrt.

Das Material kann auch 20 min bei 100 - 110 °C in einem Trockenschrank
oder auf einer Warmeplatte fixiert werden.

Bei hdheren Temperaturen oder langerer Erhitzung muss mit einer Ver-
schlechterung der Farbeleistung gerechnet werden.

Reagenzvorbereitung

Die zur Farbung verwendeten Reagenzien des AFB-Fluor phenolfrei - Far-
beset fur die Untersuchung von saurefesten Stabchenbakterien mit der
Fluoreszenzmikroskopie (Auramin-Rhodamin-Farbung) sind gebrauchsfertig,
das Verdlinnen der Lésungen ist nicht notwendig, mindert das Farbeergeb-
nis und die Haltbarkeit.

Die phenolfreie Auramin-Rhodamin-Farbelésung (Reagenz 1) ist vor Ge-
brauch sorgféltig zu schiitteln, da sie sehr viskos ist.



Durchfiihrung

Eiirt A trichpri ¢

Farbung auf der Fdarbebank
Objekttrager mit fixiertem Ausstrich
Reagenz 1 auftropfen, vollstédndig be- 15 min
(Auramin-Rhodamin decken und farben
Losung)
FlieBendes Leitungswasser sorgfaltig abspilen 30 sec
Reagenz 2 auftropfen, vollstédndig 1 min
(Entfarbeldsung) bedecken und einwirken

lassen

FlieBendes Leitungswasser sorgfaltig abspulen 30 sec
Reagenz 3 auftropfen, vollsténdig be- 5 min
(Gegenfarbelosung) decken und férben
FlieBendes Leitungswasser sorgfaltig abspilen 30 sec
Lufttrocknen

Fir die Lagerung von Ausstrichpraparaten iber mehrere Monate, wird

das Eindecken mit nicht-wassrigen Eindeckmitteln (z.B. Neo-Mount™,
Entellan™ Neu oder DPX Neu) und Deckglas empfohlen. Die geférbten Pra-
parate mussen dafiir sehr gut getrocknet werden.

Fur die Analyse von gefdrbten Prédparaten mit einer mikroskopischen Ver-
gréBerung >40x wird die Verwendung von Immersionsél empfohlen.

Farbung von hi logischen Prapar n

Farbung auf der Farbebank

Histologische Praparate in typischer Weise entparaffinieren und in abstei-
gender Alkoholreihe rehydratisieren.

Die Farbelésungen werden jeweils auf die Objekttrédger aufgetropft und soll-
ten den Paraffinschnitt vollstédndig bedecken.

Fiir ein optimales Farbeergebnis sollten die angegebenen Zeiten eingehalten
werden.

DE

Farbung fiir Lichtmikroskop und Fluoreszenzmikroskop

Die Fluoreszenzfarbung mit dem AFB-Fluor phenolfrei Farbeset eignet sich
auch fiur die zusatzliche Farbung der sdurefesten Stabchenbakterien fir
eine lichtmikroskopische Diagnostik, z. B. mit AFB-Color Farbeset (Art.
1.16450) oder AFB-Color modifiziert (Art. 1.00497).

Die mit dem AFB-Fluor phenolfrei Farbeset angefarbten, nicht eingedeckten
Praparate kdnnen direkt zur Diagnostik verwendet werden. AnschlieBend
kdnnen die Praparate, nach sorgfédltigem Entfernen von evtl. verwendetem
Immersionsol, mit dem AFB-Color Férbeset oder AFB-Color modifiziert
zusatzlich gefarbt werden.

Im Resultat heben sich die sdurefesten Stébchenbakterien im Lichtmikro-
skop magentarot vor hellgrinem (AFB-Color) oder hellblauem (AFB-Color
modifiziert) Hintergrund ab.

Auswertung

Ein positiver Befund bedeutet ,saurefeste Stabchenbakterien vorhanden®,
und ein negativer Befund bedeutet ,saurefeste Stabchenbakterien nicht
vorhanden". Aufgrund eines positiven Ergebnisses ist eine taxonomische
Klassifizierung mittels Mikroskopie nicht méglich. Werden séaurefesten Stab-
chenbakterien gefunden, missen weitere Untersuchungen in Speziallabors
durchgefiihrt werden.

Die Vitalitat (aktiv, inaktiv) der Bakterien kann ebenfalls nicht bestimmt
werden.

Bei einem nicht-eindeutigem Ergebnis wird die zusatzliche Anfarbung der
Préparate fir die lichtmikroskopische Diagnostik, z. B. mit AFB-Color Farbe-
set (Art. 1.16450) oder AFB-Color modifiziert (Art. 1.00497) empfohlen.

Fehlerfindung
Fixierung der Ausstrichpraparate

Eine ausreichende Hitzefixierung mit dem Bunsenbrenner oder in einem
Hitzeschrank sind wichtig, um das infektidse Potential der Préparate und ein
Weiterwachsen der Bakterien zu verhindern.

Keine Farbung von sadurefesten Stabchenbakterien

Der kritische Schritt bei dieser Farbung ist der Entfarbeschritt, welcher
durch die Dicke des Ausstrichs beeinflusst werden kann. Des Weiteren ist
eine frische Salzsdure-Alkohol-L&sung sehr reaktiv, weshalb das Ergebnis
sorgfaltig ausgewertet werden sollte. Die hier angegebenen Zeiten sollten
beim Entfarben genauestens eingehalten werden, da sonst falsch-negative
Ergebnisse resultieren kénnten.

Histologische Praparate kénnen nach der Entwdsserung (aufsteigende
Alkoholreihe), klaren mit Xylol oder Neo-Clear™, mit nicht-wassrigen Ein-
deckmitteln (z.B. Neo-Mount™, Entellan™ Neu oder DPX Neu) und Deckglas
eingedeckt und gelagert werden.

Ergebnis
saurefeste Stabchenbakterien
(im Fluoreszenzmikroskop)

rot-orange (Rhodamin) oder
gelb-grin (Auramin) -
je nach verwendeter Filterkombination

Hintergrund dunkel bis schwarz

- - — - Starke Hintergrundfarbung
Objekttrager mit histologischem Gewebe Bei zu starker Farbung des Hintergrunds im Lichtmikroskop (dunkelblau)
Aqua dest. spiilen sollte das Reagenz 1 (Auramin-Rhodamin-Farbelésung) besser gemischt
- — - und besser entfarbt werden. Da die Farbelésung sehr viskos ist, wird ein
Reagenz 1 (Auramin-Rhodamin LGsung) 15 min Bewegen der Objekttrédger wahrend der Entfarbung mit Reagenz 2 (Entfér-
FlieBendes Leitungswasser 30 sec beldsung) empfohlen.
Reagenz 2 (Entfarbel6sung) 1 min Technische Hinweise
FlieBendes Leitungswasser 30 sec Das verwendete Mikroskop sollte den Anforderungen eines medizinisch-
— - diagnostischen Labors entsprechen.
Reagenz 3 (Gegenférbelgsung) 5 min Empfohlene Filterkombination fiir die Fluoreszenzmikroskopie:
FlieBendes Leitungswasser 30 sec Anregungsfilter 490 - 570 nm
Ethanol 70 % 1 min Farbteiler 525 und 635 nm
- Sperrfilter 505 - 600 nm
Ethanol 70 % 1 min
Ethanol 96 % 1 min Werden Farbeautomaten verwendet, sind die Bedienungsanweisungen des
. - Gerate- und Softwareherstellers zu beachten.
ekl R 1 min Uberschiissiges Immersionsél ist vor dem Archivieren zu entfernen.
Ethanol 100 % 1 min
Ethanol 100 % 1 min Analytische Leistung
- Das vorliegende ,AFB-Fluor phenolfrei - Farbeset" farbt und visualisiert da-
Xylol oder Neo-Clear™ 5 min durch biologische Strukturen, wie im Kapitel ,Ergebnis" dieser Gebrauchs-
- ™ . anweisung beschrieben. Die Anwendung des Produkts ist hierbei nur von
Xylol oder Neo-Clear > min autorisierten und qualifizierten Personen durchzufiihren, dies umfasst, unter
Eindecken der Neo-Clear™-feuchten Préparate mit Neo-Mount™ oder der anderem, die Proben- und Reagenzvorbereitung, Probenbehandlung, Histo-
Xylol-feuchten Praparate mit z. B. Entellan™ Neu und Deckglas. prozessing, die Entscheidung uber geeignete Kontrollen und mehr.

Die analytische Leistung des Produkts wird durch die Testung jeder Produk-
tionscharge sichergestellt.

Fur die folgenden Farbungen wurden die analytische Leistung in Form von
Spezifitat, Sensitivitdt und Wiederholbarkeit des Produkts mit einer Rate
von 100 % bestatigt:

Inter-assay | Inter-assay | Intra-assay | Intra-assay
Spezifitat Sensitivitat | Spezifitat Sensitivitat
Histologische
Farbung
sdurefeste Stab- 14/14 14/14 6/6 6/6
chenbakterien
(im Fluoreszenz-
mikroskop)
Hintergrund 14/14 14/14 6/6 6/6
Ausstrichfarbung
sdurefeste Stab- 14/14 14/14 6/6 6/6
chenbakterien
(im Fluoreszenz-
mikroskop)
Hintergrund 14/14 14/14 6/6 6/6

Analytische Leistungsparameter



Die Daten der Intra- (durchgefihrt an derselben Charge) und Inter-Assays
(durchgefiihrt an verschiedenen Chargen) zeigen die Anzahl der erfolgreich
angefdrbten Strukturen im Verhaltnis zur Gesamtzahl der durchgefiihrten
Assays.

Klinische Leistung

Die klinische Leistung wurde durch die mehrfache erfolgreiche Anwendung
in wissenschaftlichen Publikationen dargestelit.

Das AFB-Fluor phenolfrei - Farbeset wird seit Jahrzehnten erfolgreich im
klinischen Umfeld in einer hohen Zahl von Anwendungen genutzt.

Die klinische Leistung des AFB-Fluor phenolfrei - Férbeset im Besonderen

wurde durch die Ermittlung ihrer Sensitivitat und Spezifitédt und ihres PPV
und NPV im Rahmen einer In-house Studie ermittelt:

Auramin-Rhodamin-Farbung

Sensitivitat 14/14

Spezifitat 15/15

Sensitivitat: 14 Proben von 14: 100 %
Spezifitét: 15 Proben von 15: 100 %
Positive predictive value (PPV): 100 %
Negative predictive value (NPV): 100 %

Die Ergebnisse der Performance Evaluation belegen, dass dieses Produkt fir
die beschriebene Zweckbestimmung geeignet ist und verlasslich korrekte
Ergebnisse liefert.

Die diagnostische Interpretation der Férbeergebnisse darf nur von qualifi-
zierten und autorisierten Personen durchgefiihrt werden, welche Morpho-
logie, die Verwendung adaquater Kontrollen, weitere diagnostische Tests,
wenn angemessen, Patientenanamnese und andere Aspekte bertcksich-
tigen missen. Diese Methode kann dem entsprechend erganzend zur
Humandiagnose verwendet werden.

Diagnostik

Diagnosen sind nur von autorisierten und qualifizierten Personen zu erstellen.
Gultige Nomenklaturen sind anzuwenden.

Diese Methode ist erganzend in der Humandiagnostik anzuwenden.
Weiterflihrende Tests sind nach anerkannten Methoden auszuwé&hlen und
durchzufiihren.

Geeignete Kontrollen (z. B. ISOSLIDE™ AFB, Art. 1.02560.0001) sollten bei
jeder Anwendung mitgefiihrt werden, um ein fehlerhaftes Ergebnis auszu-
schlieBen.

Bei einem nicht-eindeutigem Ergebnis wird die zusatzliche Anfarbung der
Praparate fir die lichtmikroskopische Diagnostik, z. B. mit AFB-Color Farbe-
set (Art. 1.16450) oder AFB-Color modifiziert (Art. 1.00497) empfohlen.

Lagerung

AFB-Fluor phenolfrei - Farbeset fiir die Untersuchung von saurefesten
Stabchenbakterien mit der Fluoreszenzmikroskopie (Auramin-Rhodamin-
Farbung) bei +15 °C bis +25 °C lagern.

Haltbarkeit

Das AFB-Fluor phenolfrei - Férbeset fir die Untersuchung von saurefesten
Stdbchenbakterien mit der Fluoreszenzmikroskopie (Auramin-Rhodamin-
Farbung) kann bis zum angegebenen Verfallsdatum verwendet werden.

Nach dem ersten Offnen der Tropfflasche bei +15 °C bis +25 °C aufbewahrt
bis zum Verfallsdatum verwendbar.

Die Tropfflaschen sind stets gut geschlossen zu halten.

Eine Verférbung der Entfarbelésung (Reagenz 2) hat keinen Einfluss auf
Farbung und Diagnostik.

Kapazitat
Die Packung ist fur bis zu 60 - 65 Anwendungen ausreichend und kann je
nach Dicke der Ausstriche noch ergiebiger sein.

Gebrauchshinweise

Nur fiir professionelle Anwendung.

Um Fehler zu vermeiden, ist die Anwendung von Fachpersonal durchzufiih-
ren.

Nationale Richtlinien fiir Arbeitssicherheit und Qualitdtssicherung sind zu
befolgen.

Entsprechend dem Standard ausgestattete Mikroskope sind zu verwenden.
Bei Bedarf ist eine dem Laborstandard und den Anforderungen entspre-
chende Zentrifuge zu verwenden.

Infektionsschutz

Auf wirksamen Infektionsschutz entsprechend der Laborrichtlinien ist unbe-
dingt zu achten.

Entsorgungshinweise

Die Packung ist entsprechend der gliltigen Entsorgungsrichtlinien zu entsorgen.
Gebrauchte Losungen und Losungen mit abgelaufener Haltbarkeit sind als
gefahrlicher Abfall zu entsorgen, dabei ist den lokalen Entsorgungsricht-
linien zu folgen. Hinweise zur Entsorgung kénnen unter dem Quick Link
,Entsorgungshinweise fiir Mikroskopie-Produkte™ auf
www.Mikroskopie-Produkte.com angefordert werden. Innerhalb der EU gilt
die VERORDNUNG (EG) Nr. 1272/2008 Uber die Einstufung, Kennzeichnung
und Verpackung von Stoffen und Gemischen, zur Anderung und Aufhebung
der Richtlinien 67/548/EWG und 1999/45/EG und zur Anderung der Verord-
nung (EG), Nr. 1907/2006.

Hilfsreagenzien

Art. 1.00327

Art. 1.00496

Art. 1.00497

Art. 1.00579

Art. 1.00869

Art. 1.02560

Art. 1.03999

Art. 1.04699

Art. 1.07164

Art. 1.07961

Art. 1.08000

Art. 1.08298

Art. 1.09016

Art. 1.09843

Art. 1.11609

Art. 1.15161

Art. 1.16450

Salzsaure-Alkohol

fir die Mikroskopie

Formaldehydlésung 4%, gepuffert, pH 6,9
(ca. 10% Formalinlésung)

fur die Histologie

AFB-Color modifiziert

Farbekit fur den Nachweis von sdurefesten

Stabchenbakterien (AFB) mittels
HeiBfarbung

DPX Neu

wasserfreies Eindeckmittel fur die
Mikroskopie

Entellan™ Neu fir Eindeckautomaten
fur die Mikroskopie

ISOSLIDE™ AFB Kontrollpraparate

mit Referenzgewebe zum Nachweis von
saurefesten Stabchenbakterien im
histologischen Gewebe
Formaldehydlésung min. 37% saurefrei
stabilisiert mit etwa 10% Methanol und
Calciumcarbonat

fir die Histologie

Immersionsol

fir die Mikroskopie

Paraffin Pastillen

Erstarrungspunkt etwa 56-58°C
fir die Histologie

Entellan™ Neu
Schnelleindeckmittel fir die
Mikroskopie

Sputofluol™

fur die Mikroskopie

Xylol (Isomerengemisch)

fir die Histologie

Neo-Mount™

wasserfreies Eindeckmittel

fir die Mikroskopie

Neo-Clear™ (Xylol-Ersatz)

fir die Mikroskopie

Histosec™ Pastillen
Erstarrungspunkt 56-58°C
Einbettungsmittel fir die Histologie
Histosec™ Pastillen (ohne DMSO)
Erstarrungspunkt 56-58°C
Einbettungsmittel fir die Histologie
AFB-Color Farbeset

far die mikroskopische Untersuchung von

saurefeste Stébchenbakterien (AFB) mittels

Kaltféarbung

Gefahrstoffeinstufung
Art. 1.01597.0001

Die Gefahrstoffeinstufung auf dem Etikett und die Angaben im Sicherheits-
datenblatt sind zu beachten.
Das Sicherheitsdatenblatt ist erhéltlich im Internet und auf Anfrage.

Hauptbestandteile der Produkte
Art. 1.01597.0001

Reagenz 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reagenz 2

C;HgO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reagenz 3

KMnO, 5,0 g/I
11 = 1,013 kg

Allgemeiner Hinweis

Wenn wéahrend oder infolge des Gebrauchs ein schwerwiegender Vorfall
aufgetreten ist, melden Sie diesen bitte dem Hersteller und / oder seinem
Bevoliméachtigten und Ihrer nationalen Behérde.
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D

H225: Flissigkeit und Dampf leicht entziindbar.

H290: Kann gegenliber Metallen korrosiv sein.

H319: Verursacht schwere Augenreizung.

H336: Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.
H411: Giftig fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

P210: Von Hitze, heiBen Oberflachen, Funken, offenen Flammen und
anderen Ziindquellen fernhalten. Nicht rauchen.

P233: Behalter dicht verschlossen halten.

P234: Nur in Originalverpackung aufbewahren.
P240: Behalter und zu beflllende Anlage erden.
P273: Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P305 + P351 + P338: BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang
behutsam mit Wasser spilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach
Méglichkeit entfernen. Weiter spilen.

Reagenz 1:
H226: Flissigkeit und Dampf entziindbar.
H319: Verursacht schwere Augenreizung.

Reagenz 2:

H225: Flissigkeit und Dampf leicht entzlindbar.

H290: Kann gegenliber Metallen korrosiv sein.

H319: Verursacht schwere Augenreizung.

H336: Kann Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen.

Reagenz 3:
H411: Giftig fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
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1.01597.0001 [REF
Microscopie

AFB-Fluor exempt de phénol

Coffret de coloration pour I'examen en microscopie
de fluorescence des bactéries acido-résistantes
(coloration Auramine-Rhodamine)

Réservé a une utilisation professionnelle

|VD Dispositif médical de diagnostic in vitro c €

Objectif prévu

Le présent « AFB-Fluor exempt de phénol - Coffret de coloration pour
I'examen en microscopie de fluorescence des bactéries acido-résistantes
(coloration Auramine-Rhodamine) » est utilisé pour le diagnostic cellulaire
dans la médecine humaine et sert a I'examen bactériologique, cytologique
et histologique d’échantillons d’origine humaine. C’est un kit de coloration
prét a I'emploi, qui est utilisé conjointement avec d’autres diagnostics in
vitro de notre portefeuille pour rendre des structures bactériennes cibles
analysables pour le diagnostic (bactéries acido-résistantes (AFB)) par fixa-
tion, inclusion, coloration, contre-coloration, montage dans des épreuves
bactériologiques, cytologiques et histologiques, telles que les frottis de
cultures bactériennes d’enrichissement ou les coupes histologiques de
poumon, p. ex.

Le kit de coloration AFB-Fluor exempt de phénol se caractérise par une
addition de colorants fluorescents dans la solution de coloration. Ceci per-
met une identification rapide et plus s(r des bactéries acido-résistantes au
microscope fluorescent. De plus, la solution de coloration est exempte de
phénol potentiellement nocif, ce qui augmente la sécurité de I'utilisateur.

Le présent kit de coloration est prét a I'emploi, il contient tous les réac-
tifs nécessaires en flacons compte-gouttes pratiques et contient tous les
réactifs requis pour la coloration de bactéries acido-résistantes dans les
préparations de frottis et les tissus histologiques.

Les structures non colorées présentent des contrastes relativement faibles
et ne peuvent a peine étre différenciées par microscopie optique. Les
images créées au moyen des solutions de coloration permettent a un
examinateur formé et autorisé de mieux distinguer la forme et la structure.
Pour un diagnostic final, il est nécessaire d’effectuer des examens supplé-
mentaires selon des méthodes valides et reconnues.

Principe

La méthode classique selon Ziehl-Neelsen est déterminée par le taux élevé
de cire et de lipides dans la paroi cellulaire, les bactéries acido-résistantes
n‘absorbant les colorants que trés lentement. Pour accélérer I'absorption du
colorant fuchsine et, de ce fait, la formation du complexe mycolate-fuchsine
dans la paroi cellulaire, la solution de coloration appliquée sur la prépara-
tion est chauffée normalement jusqu’a la formation de vapeur.

Dés que les bactéries acido-résistantes ont absorbé le colorant de la fuch-
sine, une décoloration méme par un traitement intensif avec une solution
décolorante, telle que I'acide chlorhydrique alcoolique, est pratiquement
impossible. C’est pourquoi les bactéries acido-résistantes sont désignées
comme étant alcoolo-acido-résistantes colorées.

Avec AFB-Fluor exempt de phénol, le réchauffement n’est pas nécessaire
par I'emploi des colorants fluorescents Auramine et Rhodamine dans la
solution de coloration AFB-Fluor exempt de phénol. Ceux-ci sont logés dans
la paroi cellulaire des bactéries acido-résistantes et apparaissent en jaune
ou rouge sur fond noir, selon le filtre de microscope utilisé.

Grace a un traitement préliminaire des préparations avec Sputofluol™ les
bactéries se détachent du crachat visqueux et du matériel cellulaire envi-
ronnant.

Matériel des échantillons

Frottis de matériel bactériologique séchés a l'air, fixés par la chaleur et
traités au préalable avec Sputofluol™ comme crachat, frottis de ponctions-
biopsies a I'aiguille fine (BAAF), solutions de lavage, empreintes, liquides
d’épanchement, pus, exsudats, cultures liquides et solides

Coupes de tissu d’origine humaine fixé a la formaline et inclus en paraffine
(couche de paraffine de 3 - 4 um d’épaisseur)

FR

www.sigmaaldrich.com

Réactifs

Art. 1.01597.0001

AFB-Fluor exempt de phénol

Coffret de coloration pour I'examen en microscopie de fluorescence des
bactéries acido-résistantes (coloration Auramine-Rhodamine)
Composition d’emballage :

Le kit de coloration contient

Réactif 1 : Auramine-rhodamine en solution 200 ml
Réactif 2 : Solution de décoloration 2 x 200 ml
Réactif 3 : Solution de contre-coloration (KMnO,) 200 ml

Nécessaire en plus :

Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
pour la microscopie

Préparation des échantillons

Le prélevement d’échantillons doit étre effectué par du personnel qualifié.
Tous les échantillons doivent étre traités conformément aux régles de I'art.
Tous les échantillons doivent étre clairement identifiés.

Utiliser des instruments appropriés pour le préléevement d’échantillons et la
préparation, respecter les instructions du fabricant pour I'emploi / l'utilisa-
tion.

Lors de l'utilisation des réactifs auxiliaires adéquats, il y a lieu de respecter
les consignes d'utilisation correspondantes.

Crachats

Pour libérer les bactéries acido-résistantes des muqueuses et complexes
cellulaires, le crachat devrait étre traité au préalable avec Sputofluol™.
L'actif hypochlorite dissout le matériel organique par oxydation et libére les
bactéries acido-réstistantes avec ménagement.

Préparation du réactif: Préparation de la solution au Sputofluol™ 15 %
Pour la préparation d’env. 100 ml de solution, il faut additionner :

Sputofluol™ 15 ml

Eau distillée 85 ml

Préparation d’un échantillon en tube a centrifuger:

Echantillon 1 partie
(au moins 2 ml)

Solution au Sputofluol™ (15 % dans de l'eau 3 parties

distillée)

Agiter vigoureusement 10 minutes

Centrifuger a 3000 - 4800 tours/min 20 minutes

Décanter le liquide excédentaire
Etaler le sédiment

Sécher a l'air

Ponctions, lavages, sédiments

Etaler I’échantillon sur un porte-objet aprés avoir effectué les opérations
d’enrichissement appropriées et laisser sécher a I'air.

Coupes histologiques

AFB-Fluor exempt de phénol peut étre utilisé pour la coloration de coupes
histo-logiques.

Déparaffiner les coupes de la maniére habituelle et les réhydrater par une
série d’alcools a concentration décroissante.

Fixation des préparations de frottis

La fixation s’effectue au dessus de la flamme d’un bec bunsen (2 a 3 fois en
évitant une trop grande chaleur).

Le matériel peut aussi étre fixé pendant 20 minutes a 100 - 110°C dans
une étuve ou sur une plaque chauffante.

Une température plus élevée ou une durée d’échauffement plus longue sont
susceptibles de nuire a la coloration.

Préparation du réactif

Les réactifs de AFB-Fluor exempt de phénol - Coffret de coloration pour
I'examen en microscopie de fluorescence des bactéries acido-réstistantes
(coloration Auramine-Rhodamine) utilisés sont prétes a I'emploi ; il n‘est
pas nécessaire de diluer les solutions étant donné que cela réduit le résultat
de coloration et la stabilité.

La solution de coloration Auramine-Rhodamine exempt de phénol (réactif 1)
doit étre agitée vigoureusement avant son utilisation car elle est trés vis-
queuse.



Mode opératoire
Coloration d . t je frotti

Coloration sur le banc de coloration

Porte-objet avec frottis fixé

Réactif 1 appliquer goutte a 15 minutes
(auramine-rhodamine en goutte, recouvrir complé-
solution) tement et colorer

Eau du robinet courante rincer soigneusement 30 secondes

Réactif 2
(solution de décoloration)

appliquer goutte a 1 minute
goutte, recouvrir complé-

tement et laisser agir

Eau du robinet courante rincer soigneusement 30 secondes

Réactif 3 appliquer goutte a 5 minutes
(solution de contre-colora- goutte, recouvrir complé-
tion) tement et colorer

Eau du robinet courante

rincer soigneusement 30 secondes

Sécher a l'air

Si I'on souhaite stocker des préparations de frottis pendant plusieurs mois,
il est conseillé de les recouvrir d’un produit de montage anhydre (p.ex.
Neo-Mount™, Entellan™ néo ou DPX néo) et d'une lamelle couvre-objet. Les
préparations colorées doivent étre alors parfaitement séches.

Pour I’'examen microscopique de préparations colorées avec un grossisse-
ment >40x, il est recommandé d’utiliser de I'huile d'immersion.

Coloration d . ions histologi

Coloration sur le banc de coloration

Déparaffiner les préparations histologiques de la maniére habituelle et les
réhydrater par une série d’alcools a concentration décroissante.

Les solutions de coloration sont appliquées respectivement goutte a goutte
sur les porte-objet et devraient recouvrir totalement la coupe paraffinée.
Pour obtenir un résultat de coloration optimal, il convient de respecter les
durées indiquées.

Porte-objet avec tissu histologique

Eau distillée rincer

Réactif 1 (auramine-rhodamine en solution) 15 minutes
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Les préparations non montées colorées avec le kit de coloration AFB-Fluor
exempt de phénol peuvent étre utilisées directement pour le diagnostic.
Ensuite les préparations peuvent étre colorées en plus, apres avoir éliminé
soigneusement I'huile d'immersion utilisée éventuellement, a I'aide du kit
de coloration AFB-Color ou de AFB-Color modifié.

Dans le résultat, les bactéries acido-résistantes se détachent au micros-
cope optique en rouge magenta sur fond vert clair (AFB-Color) ou bleu clair
(AFB-Color modifié).

Evaluation

Un résultat positif signifie « il y a des bactéries acido-résistantes », et un
résultat négatif signifie « il n'y a pas de bactéries acido-résistantes ». Sur
la base d’un résultat positif, une classification taxonomique par le biais de
la microscopie n’est pas possible. Si des bactéries acido-résistantes sont
détectées, il faut effectuer d’autres examens en laboratoires spéciaux.

La vitalité des bactéries (actives ou inactives) ne peut pas non plus étre
définie.

Si le résultat n’est pas évident, il est conseillé de pratiquer une coloration
supplémentaire des préparations pour le diagnostic au microscope optique,
par exemple avec le kit de coloration AFB-Color (art. 1.16450) ou AFB-Color
modifié (art. 1.00497).

Diagnostic d’erreurs

Fixation des préparations de frottis

1l est important d’effectuer une fixation a la chaleur suffisante avec un bec
Bunsen ou dans une étuve, afin d’empécher le potentiel infectieux des pré-
parations et une prolifération des bactéries.

Pas de coloration des bactéries acido-résistantes

L'opération critique lors de cette coloration est la décoloration, qui peut étre
influencée par I'épaisseur du frottis.

De plus, une solution fraiche a I'acide chlorhydrique alcoolique est trés réac-
tive. C'est pourquoi le résultat doit étre analysé trés soigneusement. Lors
de la décoloration, les temps indiqués ici doivent étre respectés scrupuleu-
sement, faute de quoi on risque d’obtenir des résultats faux-négatifs.

Forte coloration du fond

Si la coloration du fond (bleu foncé) est trop forte au microscope optique,
le réactif 1 (solution de coloration Auramine-Rhodine) devrait étre mieux
mélangée et mieux décolorée. La solution de coloration étant trés vis-
queuse, il est conseillé de remuer les porte-objet au cours de la décolora-
tion au réactif 2 (solution de décoloration).

Remarques techniques

Le microscope utilisé doit respecter les exigences d’un laboratoire de dia-
gnostics médicaux.

Combinaison de filtres recommandée pour le microscope fluorescent :

Eau du robinet courante 30 secondes

Réactif 2 (solution de décoloration) 1 minute

Eau du robinet courante 30 secondes

Réactif 3 (solution de contre-coloration) 5 minutes

Eau du robinet courante 30 secondes

Ethanol 70 % 1 minute
Ethanol 70 % 1 minute
Ethanol 96 % 1 minute
Ethanol 96 % 1 minute
Ethanol 96 % 1 minute
Ethanol 100 % 1 minute
Ethanol 100 % 1 minute
Xyléne ou Neo-Clear™ 5 minutes
Xyléne ou Neo-Clear™ 5 minutes

Monter les préparations humides de Neo-Clear™ avec le Neo-Mount™ ou
les préparations humides de xyléne avec p.ex. I'Entellan™ néo et couvre-
objet.

Filtre d'excitation 490 - 570 nm
Séparateur de couleurs 525 et 635 nm
Filtre réjecteur 505 - 600 nm

En cas d’utilisation d'un automate de coloration, se conformer aux instruc-
tions du fabricant de I'appareil et du logiciel.

Eliminer I'excédent d’huile pour immersions avant l'archivage.

Caractéristiques de performance analytique

« AFB-Fluor exempt de phénol - Coffret de coloration » colore et permet
donc la visualisation de structures biologiques, comme décrit dans le cha-
pitre « Résultat » de ce mode d‘emploi. Ce produit ne doit étre utilisé que
par des personnes agréées et qualifiées, ce qui englobe notamment la pré-
paration des échantillons et des réactifs, la manipulation des échantillons, le
traitement histologique (histoprocessing), la prise de décisions en matiére
de contrdles appropriés et autres.

La performance analytique du produit est confirmée via I'analyse de chaque
lot de production.

Pour les colorants suivants, la performance analytique a été confirmée au
niveau des spécificité, sensibilité et répétabilité du produit avec un taux de
100 %:

Apreés avoir été déshydratées (passage dans des alcools a concentration
croissante) et clarifiées dans du xyléne ou du Neo-Clear™, les prépara-
tions histologiques peuvent étre montées avec des produits de montage
anhydres (p. ex. Neo-Mount™, Entellan™ néo ou DPX néo) et une lamelle
couvre-objets et étre conservée.

Résultat

Bactéries acido-résistantes
(au microscope fluorescent)

rouge-orange (Rhodamine) ou
jaune-vert (Auramine) - selon
la combinaison de filtres utilisée

Fond foncé a noir

Coloration pour le microscope optique et fluore

La coloration fluorescente a I'aide du kit de coloration AFB-Fluor exempt de
phénol convient également pour la coloration supplémentaire des bactéries
acido-résistantes pour un diagnostic au microscope optique, par exemple
avec le kit de coloration AFB-Color (art. 1.16450) ou AFB-Color modifié
(art. 1.00497).

Spécificité | Spécificité | Spécificité | Spécificité
inter-essai | inter-essai | intra-essai | intra-essai
Coloration
histologique
Bactéries acido- 14/14 14/14 6/6 6/6
résistantes (au
microscope
fluorescent)
Fond 14/14 14/14 6/6 6/6
Coloration de
frottis
Bactéries acido- 14/14 14/14 6/6 6/6
résistantes (au
microscope
fluorescent)
Fond 14/14 14/14 6/6 6/6
Résultats de la performance analytique



Les données des essais intra-lot (au sein du méme lot) et inter-lot (sur
différents lots) répertorient le nombre de structures dont la coloration est
appropriée en relation avec le nombre d'essais effectués.

Caractéristiques de performance clinique

De plus, la performance clinique de ce produit a été prouvée avec succes
dans de nombreuses publications scientifiques.

Le AFB-Fluor exempt de phénol - Coffret de coloration a été utilisé avec
succes dans le contexte clinique pendant des décennies dans un grand
nombre d’applications.

La performance clinique du AFB-Fluor exempt de phénol - Coffret de colora-
tion en particulier a été définie en déterminant sa sensibilité, sa spécificité
ainsi que ses valeurs prédictives positive (VPP) et négative (VPN) dans le
cadre d'une étude interne :

Coloration Auramine-Rhodamine
Sensibilité 14/14
Spécificité 15/15

Sensibilité : 14 échantillons sur 14 : 100 %
Spécificité : 15 échantillons sur 15 : 100 %
Valeur prédictive positive (VPP) : 100 %
Valeur prédictive négative (VPN) : 100 %

Les résultats de cette évaluation de performance confirment que le produit
est approprié a I'usage prévu et peut étre utilisé de maniére fiable.

L'interprétation diagnostique des résultats de coloration doit cependant
étre réalisée par des professionnels qualifiés et agréés, en tenant compte
des antécédents du patient, de la morphologie, de ['utilisation de contrdles
adéquats et d'autres tests de diagnostic, le cas échéant. Cette méthode
peut étre utilisée dans le diagnostic chez I'étre humain comme approche
complémentaire.

Diagnostic

Les diagnostics doivent étre exclusivement effectués par des personnes
autorisées et qualifiées.

Les nomenclatures en vigueur doivent étre utilisées.

Cette méthode doit étre appliquée dans le diagnostic humain a titre com-
plémentaire.

Des tests plus poussés seront choisis et réalisés selon des méthodes reconnues.

Chaque étape doit étre effectuée sous contrdle (p. ex. ISOSLIDE™ AFB, art.
1.02560.0001), afin d’exclure toute possibilité de résultat erroné.

Si le résultat n’est pas évident, il est conseillé de pratiquer une coloration
supplémentaire des préparations pour le diagnostic au microscope optique,
par exemple avec le kit de coloration AFB-Color (art. 1.16450) ou AFB-Color
modifié (art. 1.00497).

Stockage

Stocker le AFB-Fluor exempt de phénol - Coffret de coloration pour |'exa-
men en microscopie de fluorescence des bactéries acido-résistantes (colora-
tion Auramine-Rhodamine) entre +15°C et +25°C.

Stabilité

Le AFB-Fluor exempt de phénol - Coffret de coloration pour I'examen en
microscopie de fluorescence des bactéries acido-résistantes (coloration Au-
ramine-Rhodamine) peut étre utilisé jusqu’a la date de péremption indiqué.
Apreés la premiére ouverture du flacon compte-gouttes, conserver entre
+15 °C et +25 °C et utiliser jusqu‘a la date de péremption.

Tenir les flacons compte-gouttes toujours bien fermés.

Un coloration de solution de décoloration (réactif 2) ne affecte pas les colo-
rations et le diagnostic.

Capacité
L'emballage suffit jusqu’a 60 - 65 applications ou encore plus, selon I'épais-
seur des frottis.

Remarques sur I'utilisation

Réservé a une utilisation professionnelle.

Pour éviter les erreurs, I'application doit étre effectuée par un personnel qua-
lifié.

Respecter les directives nationales relatives a la sécurité au travail et a
I'assurance de la qualité.

Utiliser des microscopes équipés conformément au standard.

En cas de besoin, utiliser une centrifugeuse conforme a la norme de labora-
toire et aux critéres.

Protection contre les infections

Veiller impérativement a une protection efficace conformément aux direc-
tives des laboratoires.

Consignes d’élimination

Eliminer I'emballage conformément a la réglementation en vigueur.

Les solutions usagées et les solutions dont la date de péremption est dé-
passée doivent étre traitées comme des déchets dangereux, en respectant
les directives locales relatives a I'élimination des déchets. Pour commander
les instructions sur I"élimination des déchets, cliquer sur le Quick Link « Hints
for Disposal of Microscopy Products » sur www.microscopy-products.com.
Au sein de I'UE s‘applique le réglement CE) n® 1272/2008 relatif a la clas-
sification, a I'étiquetage et a I'emballage des substances et des mélanges,
modifiant et abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modi-
fiant le réglement (CE) N° 1907/2006.
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Réactifs auxiliaires
Art. 1.00327 Acide chlorhydrique alcoolique 11,51
pour la microscopie

Art. 1.00496 Formaldéhyde en solution a 4%, 350 ml et 700 ml
tamponée, pH 6,9 (formaline en solution a (en flacon a col

env. 10%), large), 51, 10 1,
pour I'histologie 10 | Titripac®
Art. 1.00497 AFB-Color modifié 1 set

Kit de coloration pour la mise en évidence
de bactéries acido-résistantes (AFB) au
moyen de la coloration a chaud

Art. 1.00579 DPX néo 500 ml
produit de montage anhydre
pour la microscopie

Art. 1.00869 Neo-Entellan™ pour colleuse de lamelles 500 ml
pour la microscopie

Art. 1.02560 ISOSLIDE™ AFB Lames de contréle 25 tests
avec tissu de référence pour la détection de
bactéries acido-résistantes dans les tissus
histologiques

Art. 1.03999 Formaldéhyde en solution au moins 37%
non acide
stabilisé avec env. 10% de méthanol et
calcium carbonate
pour I'histologie

Art. 1.04699 Huile pour immersions
pour la microscopie

11,251,251

flacon compte-
gouttes de 100 ml,
100 ml, 500 ml

Art. 1.07164 Paraffine en pastilles 10 kg (4x 2,5 kg)
P.S. 56-58°C coulante

pour I'histologie

Art. 1.07961 Entellan™ néo 100 ml, 500 ml,
produit de montage rapide 11
pour la microscopie

Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
pour la microscopie

Art. 1.08298 Xyléne (mélange isomérique) 4

pour I'histologie

Art. 1.09016 Neo-Mount™ flacon compte-

agent de montage anhydre gouttes de 100 ml,
pour la microscopie 500 ml
Art. 1.09843 Neo-Clear™ (remplagant du xyléne) 51

pour la microscopie
Art. 1.11609 Histosec™ en pastilles
P.S. 56-58°C
agent d’inclusion pour I'histologie

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

Art. 1.15161 Histosec™ en pastilles (sans DMSO) 10 kg (4x 2,5 kg),
P.S. 56-58°C 25 kg
agent d’inclusion pour I'histologie

Art. 1.16450 AFB-Color Coffret de coloration 1 set

pour I'analyse microscopique de bactéries
acido-résistantes (AFB) par coloration a froid

Classification des matiéres dangereuses
Art. 1.01597.0001

Tenir compte de la classification des matiéres dangereuses indiquées sur
I’étiquette et les indications de la fiche de données de sécurité.

La fiche de données de sécurité est disponible sur le site web et sur
demande.

Composants principaux des produits
Art. 1.01597.0001

Réactif 1

C.I. 41000 12,0 g/I
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Réactif 2

C;HO 543,3 g/l
HCI au moins 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Réactif 3

KMno, 5,0 g/
11 = 1,013 kg

Remarque générale

Si un incident grave s’est produit durant ou par suite de I'utilisation, veuillez
informer de celui-ci le fabricant et/ou son mandataire et votre autorité
nationale.

Littérature

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science
Publishing company
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H225 : Liquide et vapeurs trés inflammables.
H290 : Peut étre corrosif pour les métaux.
H319 : Provoque une séveére irritation des yeux.
H336 : Peut provoquer somnolence ou vertiges.

H411 : Toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets
néfastes a long terme.

P210 : Tenir a I’écart de la chaleur, des surfaces chaudes, des étincelles,
des flammes nues et de toute autre source d’inflammation. Ne pas fumer.

P233 : Maintenir le récipient fermé de maniére étanche.
P234 : Conserver uniqguement dans I'emballage d’origine.

P240 : Mise a la terre et liaison équipotentielle du récipient et du matériel
de réception.

P273 : Eviter le rejet dans I'environnement.

P305 + P351 + P338 : EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX: Rincer avec
précaution a I’'eau pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de
contact si la victime en porte et si elles peuvent étre facilement enlevées.
Continuer a rincer.

Réactif 1 :
H226 : Liquide et vapeurs inflammables.

H319 : Provoque une sévere irritation des yeux.

Réactif 2 :

H225 : Liquide et vapeurs trés inflammables.
H290 : Peut étre corrosif pour les métaux.
H319 : Provoque une sévere irritation des yeux.
H336 : Peut provoquer somnolence ou vertiges.

Réactif 3 :

H411 : Toxique pour les organismes aquatiques, entraine des effets
néfastes a long terme.
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1.01597.0001 |REF
Microscopia

AFB-Fluor exento de fenol

kit de tincién para examen de bacilos
acidorresistentes por microscopia de fluorescenia
(tincién con auramina-rodamina)

Solamente para uso profesional

|VD Producto sanitario para diagnostico in vitro C €

Finalidad prevista

El presente “AFB-Fluor exento de fenol - kit de tincién para examen de baci-
los acidorresistentes por microscopia de fluorescenia (tinciéon con auramina-
rodamina)” es utilizado para el diagnostico celular en la medicina humana,
se emplea en el examen bacterioldgico, citoldgico e histolégico de muestras
de origen humano. Se trata de un kit de tincion listo para el uso que, junto
con otros materiales de diagnodstico in vitro pertenecientes a nuestra carte-
ra, hace evaluables determinadas para el diagndstico estructuras de destino
bacterianas (bacilos acidorresistentes (AFB)) mediante fijacion, inclusion,
tincidén, contratinciéon, montaje en material de examen bacterioldgico,
citolégico e histoldgico, como pueden ser frotis de cultivos bacterianos de
enriquecimiento o cortes histoldgicos p.ej. del pulmon.

El kit de tincion AFB-Fluor exento de fenol destaca por la adicion de co-
lorantes fluorescentes en la solucién de tinciéon. De esta manera se hace
posible una identificacion de manera rapida y fiable los bacilos acidorresis-
tentes en el microscopio de fluorescencia. En la solucidn de tincién se ha
prescindido ademas del uso del fenol potencialmente nocivo, aumentando
de esta manera la seguridad del usuario.

El presente kit de tincidn esta listo para el uso y contiene en practicos
frascos goteros todos los reactivos necesarios para la tincion de bacilos
acidorresistentes en preparados de frotis y en tejidos histoldgicos.

Las estructuras sin tefiir son relativamente pobres en contrastes y apenas
si pueden diferenciarse bajo el microscopio 6ptico. Las imagenes gene-
radas con ayuda de las soluciones de tincién permiten a un examinador
autorizado y cualificado reconocer mejor la forma y la estructura. Para un
diagndstico final deben realizarse pruebas mas complejas segin métodos
reconocidos y validos.

Principio

El método clasico seglin Ziehl-Neelsen esta condicionado por la elevada
proporcidn de cera y lipidos en la pared celular, ya que los bacilos acidorre-
sistentes absorben los colorantes sélo muy lentamente. Normalmente, la
solucion de tincidn aplicada al preparado es calentada hasta que se forma
vapor para acelerar de esta manera la absorcidn del colorante de fucsina

y, por consiguiente, la formacidon del complejo micolato-fucsina en la pared
celular.

Una vez absorbido el colorante de fucsina por los bacilos acidorresistentes,
sera practicamente imposible conseguir la descoloracién, incluso a través
de un tratamiento intensivo con una solucién descolorante como p. €j.
acido clorhidrico-alcohol. Por eso, en lo que se refiere a sus propiedades de
tincion, los bacilos acidorresistentes son denominados como resistentes a
acidos y alcohol.

Con AFB-Fluor exento de fenol, el calentamiento no sera necesario gracias
al uso de los colorantes fluorescentes auramina y rodamina en la solucién
de tincion AFB-Fluor exento de fenol. Estos colorantes son depositados en la
pared celular de los bacilos acidorresistentes y, segun el filtro del microsco-
pio, aparecen en color amarillo o rojo sobre fondo negro.

A través de un tratamiento previo de los preparados con Sputofluol™ se
liberan las bacterias del esputo viscoso y material celular circundante.

Material de las muestras

Frotis de material bacterioldgico secados al aire, termofijados y sometidos
a un tratamiento previo con Sputofluol™ como esputos, frotis tomados de
punciones aspirativas con aguja fina (PAAF/FNAB), soluciones de lavado,
imprints, efusiones, pus, exsudados, cultivos liquidos y sélidos

Cortes de tejido de origen humano fijados con formalina e incluidos en
parafina (cortes de parafina con 3 - 4 ym de espesor)
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Reactivos

Art. 1.01597.0001

AFB-Fluor exento de fenol

kit de tincion para examen de bacilos acidorresistentes por microscopia de
fluorescenia (tinciéon con auramina-rodamina)

Componentes del envase:
El kit de tincidn contiene

Reactivo 1: Solucién de auramina-rodamina 200 ml
Reactivo 2: Solucion de descoloracion 2 x 200 ml
Reactivo 3: Solucion de contratincién (KMnO,) 200 ml

Necesario ademas:

Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
para microscopia

Preparacioén de las muestras
La toma de muestra debe ser realizada por personal especializado.

Todas las muestras deben tratarse de acuerdo con el estado de la tecnologia.
Todas las muestras deben estar rotuladas inequivocamente.

Deben usarse instrumentos adecuados para la toma de muestras y en la
preparacion, y deben seguirse las instrucciones del fabricante para la apli-
cacion / el empleo.

Al usar los correspondientes reactivos auxiliares deberan tenerse en cuenta
las respectivas instrucciones de empleo.

Esputo

Para liberar bacilos acidorresistentes de mucosidad y conjuntos celulares se
deberia tratar el esputo previamente con Sputofluol™. En esto, el principio
activo hipoclorita disuelve el material orgdnico de forma oxidativa, liberando
de esta manera las micobacterias con suavidad.

Preparacién del reactivo: Preparacion de la solucién de Sputofluol™ 15 %
Para preparar aprox. 100 ml de solucién se afiaden juntos:

Sputofluol™ 15 ml

Agua destilada 85 ml

Preparacion de muestra en tubo de centrifuga:

Muestra 1 parte
(minimo 2 ml)
Solucién de Sputofluol™ (al 15 % en agua destilada) 3 partes
Agitar vigorosamente 10 minutos
Centrifugar a 3000 - 4800 R/min 20 minutos

Decantar el liquido excedente
Extender el sedimento

Secar al aire

Liquidos extraidos por puncién, lavados, sedimentos

Extender las muestras en el portaobjetos después de pasos convenientes
de enriquecimiento, y dejarlas secar al aire.

Cortes histologicos

AFB-Fluor exento de fenol puede ser utilizado para la tinciéon de cortes
histoldgicos.

Desparafinar de forma habitual los cortes y rehidratar en serie descendente
de alcohol.

Fijacion de preparados de frotis

La fijacion se realiza sobre la llama del mechero de Bunsen (2 a 3 veces,
evitando una accién excesiva del calor).

El material también puede ser fijado durante 20 minutos a una temperatura
de 100 a 110 °C en un armario de secado o encima de una placa calefac-
tora.

Si se aplican temperaturas mas elevadas o un calentamiento mas prolonga-
do, deberd esperarse un empeoramiento de la capacidad de tincién.

Preparacion del reactivo

Los reactivos del AFB-Fluor exento de fenol - kit de tincion para examen

de bacilos acidorresistentes por microscopia de fluorescenia (tincién con
auramina-rodamina) utilizados para los procesos de tincion estan listos para
el uso, la dilucién de las soluciones no es necesaria y empeora el resultado
de la tincion asi como la estabilidad.

La solucién de tincion de auramina-rodamina exento de fenol (reactivo 1)
ha de ser agitada cuidadosamente antes de su uso, ya que presenta una
consistencia muy viscosa.



Técnica

Tincién d jos de froti

Tincién en el banco de tincion

Portaobjetos con frotis fijado

Reactivo 1 aplicar por goteo, cubrir 15 minutos
(solucién de auramina- completamente y tedir
rodamina)

Agua corriente del grifo enjuagar cuidosamente 30 segundos

Reactivo 2 aplicar por goteo, cubrir 1 minuto
(solucién de descoloracidén) | completamente y dejar

actuar

Agua corriente del grifo enjuagar cuidosamente 30 segundos

Reactivo 3 5 minutos

(solucién de contratincion)

aplicar por goteo, cubrir
completamente y tedir

Agua corriente del grifo enjuagar cuidosamente 30 segundos

Secar al aire

Para el almacenamiento de preparados de frotis durante varios meses se
recomienda el montaje con medios de montaje anhidros (p.ej.
Neo-Mount™, Entellan™ nuevo o DPX nuevo) y cubreobjetos. Para ello, los
preparados han de ser secados con gran esmero.

Para el analisis de preparados tefiidos con un aumento microscopico >40x
se recomienda el uso de aceite de inmersion.

Tincién en el banco de tincién

Desparafinar de forma habitual los preparados histoldgicos y rehidratar en
serie descendente de alcohol.

Las soluciones de tincion son aplicadas por goteo en los diferentes portaobje-
tos y deben cubrir el corte de parafina en su totalidad.

Para conseguir un 6ptimo resultado de tincién, deberian respetarse los
periodos indicados.

Portaobjetos con tejido histoldgico

Agua destilada enjuagar

Reactivo 1 (solucién de auramina-rodamina) 15 minutos

Agua corriente del grifo 30 segundos

Reactivo 2 (solucién de descoloracién) 1 minuto

Agua corriente del grifo 30 segundos

Reactivo 3 (solucién de contratincion) 5 minutos

Agua corriente del grifo 30 segundos

Etanol 70 % 1 minuto
Etanol 70 % 1 minuto
Etanol 96 % 1 minuto
Etanol 96 % 1 minuto
Etanol 100 % 1 minuto
Etanol 100 % 1 minuto
Xileno o Neo-Clear™ 5 minutos
Xileno o Neo-Clear™ 5 minutos

Montar con Neo-Mount™ los preparados humedecidos con Neo-Clear™,
o los preparados humedecidos con xileno con p.ej. Entellan™ Nuevo y
cubre-objetos.
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Los preparados tefiidos con el juego de tincion AFB-Fluor exento de fenol
y no cubiertos pueden emplearse directamente para el diagndstico. Luego
pueden tefiirse adicionalmente los preparados, después de quitar cuidado-
samente el aceite de inmersidn eventualmente empleado, con el juego de
tincion AFB-Color o AFB-Color modificado.

Al final, los bacilos acidorresistentes destacaran bajo el microscopio de luz
en color rojo magenta delante de un fondo verde claro (AFB-Color) o azul
claro (AFB-Color modificado).

Evaluacion

Un hallazgo positivo significa que “hay bacilos acidorresistentes™, y un ha-
llazgo negativo significa que “no hay bacilos acidorresistentes"™. Debido a un
resultado positivo ya no es posible una clasificacion taxonémica mediante la
microscopia Si se encuentran bacilos acidorresistentes, deben efectuarse
mas pruebas en laboratorios especiales.

Tampoco se puede verificar la vitalidad de las bacterias (activas, inactivas).
En caso de obtener un resultado no inequivoco, se recomienda la tincion
adicional de los preparados para el diagndstico con microscopio de luz,
p.ej. con el kit de tincién AFB-Color (art. 1.16450) o AFB-Color modificado
(art. 1.00497).

Localizacion de errores

Fijacion de preparados de frotis

Es importante realizar una termofijacion suficiente por medio de un meche-
ro Bunsen o en un armario de calor para eliminar el potencial infeccioso de
los preparados y evitar que las bacterias sigan creciendo.

Ninguna tincién de bacilos acidorresistentes

El paso critico en esta tincion es el paso de descoloracién, que puede ser
influenciado por el espesor del frotis.

Por lo demas, una solucion fresca de acido clorhidrico-alcohol es muy reac-
tiva, por lo que el resultado deberia ser evaluado con gran esmero. Durante
la descoloracidn, los tiempos indicados aqui deberian ser respetados con
maxima exactitud, ya que de lo contrario se podrian presentar resultados
incorrectamente negativos.

Fuerte tincion de fondo

Si la tincion de fondo es demasiado intensa en el microscopio de luz (azul
oscuro), el reactivo 1 (solucién de tincién de auramina-rodamina) deberia
ser mezclado y descolorado con mayor eficacia. Dado que la solucién de
descoloracion es muy viscosa, se recomienda mover los portaobjetos du-
rante la descoloracion con el reactivo 2 (solucién de descoloracion).

Notas técnicas

El microscopio usado deberia corresponder a los requisitos de un laboratorio
de diagnostico médico.

Combinacién recomendada de filtros para la microscopia de fluorescencia:

Filtro de excitaciéon 490 - 570 nm
Espejo dicroico 525y 635 nm
Filtro supresor 505 - 600 nm

Si se utilizan aparatos automaticos de tincion, deberan tenerse en cuenta
las instrucciones de operacion del fabricante, tanto del aparato como del
software.

Eliminar el aceite de inmersidn en exceso antes de archivar.

Caracteristicas de rendimiento analitico

“AFB-Fluor exento de fenol - Kit de tincion” tifie y, por lo tanto, visualiza
estructuras bioldgicas, como se describe en el capitulo “Resultado” de estas
instruccién de uso. Solo deben utilizar el producto personas autorizadas y
cualificadas. Esta utilizacion incluye, entre otras actividades, la preparacion
de muestras y reactivos, la manipulaciéon de muestras, el procesamiento
histoldgico, las decisiones relativas a los controles adecuados, etc.

El rendimiento analitico del producto se confirma analizando cada lote de
produccion.

En el caso de las siguientes tinciones, se confirmd el rendimiento analitico
en términos de especificidad, sensibilidad y repetibilidad del producto, con
una tasa del 100 %:

Los preparados histoldgicos pueden ser montados y almacenados con
medios de montaje anhidros (p.ej. Neo-Mount™, Entellan™ Nuevo o DPX
nuevo) y cubre-objetos después de la deshidratacion (series de alcohol
ascendentes) y la clarificacién con xileno o Neo-Clear™.

Resultado

Bacilos acidorresistentes
(en microscopio de fluorescencia)

rojo-naranja (rodamina) o
amarillo-verde (auramina) -
seguin la combinacion de filtros
utilizada

Fondo 0SCUro a negro

Tincion para microscopio de luz y microscopio de
fluorescencia

La tincion de fluorescencia mediante el kit de tincion AFB-Fluor exento de
fenol también es adecuada para la tincidén adicional del bacilos acidorresis-
tentes para diagndsticos con microscopio de luz, p.ej. con el kit de tincion
AFB-Color (art. 1.16450) o AFB-Color modificado (art. 1.00497).

Especifici- Especifici- Especi- Especi-

dad inter- dad inter- ficidad ficidad

ensayos ensayos intraensa- | intraensa-
yos yos

Tincion histoldgica
Bacilos acido- 14/14 14/14 6/6 6/6
rresistentes (en

microscopio de
fluorescencia)

Fondo 14/14 14/14 6/6 6/6
Tincion de frotis
Bacilos acido- 14/14 14/14 6/6 6/6

rresistentes (en

microscopio de

fluorescencia)

Fondo 14/14 14/14 6/6 6/6
Resultados de rendimiento analitico

Los datos intraensayos (realizados en el mismo lote) e interensayos (reali-
zados en diferentes lotes) enumeran las estructuras correctamente tefiidas
en relacién con el nUmero de ensayos realizados.



Caracteristicas de rendimiento clinico

Ademas, el rendimiento clinico de este producto se ha demostrado en mul-
tiples publicaciones cientificas.

El AFB-Fluor exento de fenol - Kit de tincion se ha usado con éxito en el
ambito clinico durante décadas en un gran nimero de aplicaciones.

El rendimiento clinico del AFB-Fluor exento de fenol - Kit de tincién en parti-
cular se determiné estableciendo su sensibilidad y especificidad y su VPP y
VPN en un estudio interno:

Tincién con auramina-rodamina

Sensibilidad 14/14

Especificidad 15/15

Sensibilidad: 14 muestras de 14: 100 %
Especificidad: 15 muestras de 15: 100 %
Valor predictivo positivo (VPP): 100 %
Valor predictivo negativo (VPN): 100 %

Los resultados de esta evaluacidon de rendimiento confirman la aptitud del
producto para el uso previsto, asi como su fiabilidad de funcionamiento.

No obstante, la interpretacion diagndstica de los resultados de las tinciones
la deben llevar a cabo profesionales cualificados y autorizados, teniendo

en cuenta la anamnesis del paciente, la morfologia, el uso de controles
adecuados y otras pruebas diagndsticas, si procede. Este método puede
complementar el diagndstico humano.

Diagndstico

Los diagnodsticos deberan ser establecidos solamente por personas autoriza-
das y cualificadas.

Deberan emplearse terminologias vigentes.

Este método debe aplicarse complementariamente en el diagnéstico humano.
Deberan elegirse y realizarse ensayos ulteriores segiin métodos reconocidos.

Cada aplicacion deberia implicar controles adecuados (p.ej. ISOSLIDE™ AFB,
art. 1.02560.0001) para descartar resultados erréneos.

En caso de obtener un resultado no inequivoco, se recomienda la tincion
adicional de los preparados para el diagndstico con microscopio de luz,
p.€ej. con el kit de tincién AFB-Color (art. 1.16450) o AFB-Color modificado
(art. 1.00497).

Almacenamiento

Guardar el AFB-Fluor exento de fenol - kit de tincion para examen de
bacilos acidorresistentes por microscopia de fluorescenia (tincién con
auramina-rodamina) de +15°C a +25 °C.

Estabilidad

El AFB-Fluor exento de fenol - kit de tincién para examen de bacilos acido-
rresistentes por microscopia de fluorescenia (tincion con auramina-rodami-
na) puede usarse hasta la fecha de caducidad indicada.

Después de abrir el frasco gotero por primera vez, el contenido almacenado
entre +15 °Cy +25 °C es utilizable hasta la fecha de caducidad indicada.

Los frascos goteros deben mantenerse siempre bien cerrados.

Una tincién de solucién de descoloracion (reactivo 2) no afecta a los proce-
sos de tincidn y el diagnostico.

Capacidad

El envase es suficiente para hasta 60 - 65 aplicacionesy, segln el espesor
de los frotis, puede rendir incluso mas.

Notas sobre el empleo

Solamente para uso profesional.

Para evitar errores, la aplicacion deberia ser realizada por personal especia-
lizado.

Deben cumplirse las directivas nacionales sobre seguridad en el trabajo y
aseguramiento de la calidad.

Deben emplearse microscopios equipados de acuerdo con el estandar.

Si es necesario, debera utilizarse una centrifugadora que corresponda al
estandar de laboratorios y a las exigencias.

Proteccion contra infecciones

Debe observarse a toda costa una proteccion eficaz contra infecciones de
acuerdo con las directivas de laboratorio.

Indicaciones para la eliminacion de residuos

El envase debe ser eliminado de acuerdo con las directivas validas de elimi-
nacion de residuos.

Las soluciones usadas y las soluciones caducadas deben eliminarse como
desecho peligroso, debiéndose cumplir las directivas locales de eliminacion
de residuos. Podra pedirse informacion sobre los procedimientos de elimina-
cién bajo el Quick Link “Hints for Disposal of Microscopy Products” en
www.microscopy-products.com. Dentro de la UE tiene validez el REGLA-
MENTO (CE) N° 1272/2008 sobre la clasificacion, el etiquetado vy el
envasado de sustancias y mezclas, por el que se modifican y derogan las
Directivas 67/548/CEE y 1999/45/CE y se modifica el Reglamento (CE) N°©
1907/2006.
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Reactivos auxiliares
Art. 1.00327 Acido clorhidrico-alcohol 11,51
para microscopia

Art. 1.00496 Formaldehido en solucién 4%,
tamponado, pH 6,9 (aprox. 10% de
formalina en solucion)

350 mly 700 ml
(en frasco de
cuello ancho),

para histologia 51,101,
10 | Titripac®
Art. 1.00497 AFB-Color modificado 1 set

kit de tincidén de bacilos acidorresistentes
(AFB) por tincién en caliente
Art. 1.00579 DPX nuevo 500 ml
medio de montaje anhidro
para microscopia

Art. 1.00869 Entellan™ nuevo para montadores de 500 ml
cubreobjetos para microscopia
Art. 1.02560 ISOSLIDE™ AFB Preparados de control 25 tests

con tejido de referencia para la deteccion
de bacilos acidorresistentes en tejido
histoldgico
Art. 1.03999 Formaldehido en solucién min. 37% exento 11, 2,51, 251
de &cido
estabilizado con aprox. 10% de metanol y
carbonato calcio
para histologia

Art. 1.04699 Aceite de inmersion
para microscopia

frasco gotero de
100 ml, 100 ml,
500 ml

Art. 1.07164 Parafina pastillas 10 kg (4x 2,5 kg)
punto de solidificacion aprox. 56-58°C

para histologia

Art. 1.07961 Entellan™ Nuevo 100 ml, 500 ml,
medio de montaje rapido 11
para microscopia

Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
para microscopia

Art. 1.08298 Xileno (mezcla de isémeros) 41

para histologia

Art. 1.09016 Neo-Mount™
medio de montaje anhidro
para microscopia

Art. 1.09843 Neo-Clear™ (sustituto de xileno) 51
para microscopia

Art. 1.11609 Histosec™ pastillas
punto de solidificacién 56-58°C
medio de inclusién para histologia

frasco gotero de
100 ml, 500 ml

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

Art. 1.15161 Histosec™ pastillas (sin DMSO) 10 kg (4x 2,5 kg),
punto de solidificacion 56-58°C, 25 kg
medio de inclusion para histologia

Art. 1.16450 AFB-Color kit de tincion 1 set

para examen microscopico de bacilos
acidorresistentes (AFB) por tincion en frio

Clasificacion de substancias peligrosas
Art. 1.01597.0001

Tener en cuenta la clasificacion de substancias peligrosas en la etiqueta y
las indicaciones en la ficha de datos de seguridad.
La ficha de seguridad esté disponible en el sitio web y a solicitud.

Componentes principales de los productos
Art. 1.01597.0001

Reactivo 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reactivo 2

C;HO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reactivo 3

KMno, 5,0 g/
11 = 1,013 kg

Aviso general

Si se produce un incidente grave durante el uso o a causa del mismo, sirva-
se informar al fabricante y/o a su apoderado y a su autoridad nacional.

Literatura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science
Publishing company
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H225: Liquido y vapores muy inflamables.
H290: Puede ser corrosivo para los metales.
H319: Provoca irritacién ocular grave.

H336: Puede provocar somnolencia o vértigo.

H411: Tdxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

P210: Mantener alejado del calor, de superficies calientes, de chispas, de
llamas abiertas y de cualquier otra fuente de ignicién. No fumar.

P233: Mantener el recipiente herméticamente cerrado.
P234: Conservar Unicamente en el embalaje original.

P240: Toma de tierra y enlace equipotencial del recipiente y del equipo
receptor.

P273: Evitar su liberacidon al medio ambiente.

P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0OJOS: Enjuagar
con agua cuidadosamente durante varios minutos. Quitar las lentes de
contacto cuando estén presentes y pueda hacerse con facilidad. Proseguir
con el lavado.

Reactivo 1:
H226: Liquidos y vapores inflamables.

H319: Provoca irritacion ocular grave.

Reactivo 2:

H225: Liquido y vapores muy inflamables.
H290: Puede ser corrosivo para los metales.
H319: Provoca irritacion ocular grave.

H336: Puede provocar somnolencia o vértigo.

Reactivo 3:

H411: Téxico para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
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1.01597.0001 [REF
Microscopia

AFB-Fluor esente da fenolo

Kit di colorazione per I'analisi microscopica di
batteri acido-resistenti per microscopia di
fluorescenza (colorazione con auramina-rodamina)

Solo per uso professionale

|VD Dispositivo medico-diagnostico in vitro c €

Scopo previsto

Il presente “"AFB-Fluor esente da fenolo - Kit di colorazione per I'analisi
microscopia di batteri acido-resistenti per microscopia di fluorescenza (co-
lorazione con auramina-rodamina)” & utilizzato per la diagnostica cellu-
lare nell'uomo e serve per I'esame batteriologico, citologico ed istologico
di campioni di origine umana. E un kit di colorazione pronto all’'uso che,
congiuntamente ad altri prodotti diagnostici in vitro del nostro portafoglio,
consente I'analisi diagnostica delle strutture bersaglio batteriche (batteri
acido-resistenti (AFB)) mediante fissaggio, inclusione, colorazione, contro-
colorazione, montaggio nei campioni batteriologici, citologici ed istologici,
quali ad esempio strisci di colture batteriche arricchite o sezioni istologiche
di polmoni.

Il kit di colorazione AFB-Fluor esente da fenolo si contraddistingue per
I'aggiunta di coloranti fluorescenti nella soluzione di colorazione. In questo
modo e possibile formulare un’identificazione rapida e piu affidabile dei
batteri acido-resistenti mediante microscopia a fluorescenza. La soluzione
colorante é stata inoltre realizzata senza fenolo potenzialmente nocivo,
aumentando cosi la sicurezza dell’'utente.

1l presente kit di colorazione & pronto all’'uso e contiene tutti i reattivi
necessari nei pratici flaconi contagocce per la colorazione dei batteri acido-
resistenti in preparati di strisci e tessuti istologici.

Le strutture non colorate presentano un contrasto relativamente poco
marcato e sono difficili da distinguere al microscopio ottico. In virtu delle
immagini ottenute con le soluzioni di colorazione, il ricercatore autorizza-
to e qualificato € in grado di distinguere in modo piu preciso la forma e la
struttura. Per una diagnosi definitiva devono essere eseguiti ulteriori test
avvalendosi di metodi validi e riconosciuti.

Principio

Il metodo classico di Ziehl-Neelsen & determinato dall’elevata percentuale
di cera e lipidi nella membrana cellulare, poiché i batteri acido-resistenti
assorbono i coloranti solo molto lentamente. Per accelerare il processo di
assorbimento della sostanza colorante fucsina e di conseguenza la forma-
zione del complesso micolato-fucsina nella membrana cellulare, la soluzione
colorante impiegata nel preparato viene generalmente riscaldata fino ad
emissione di vapori.

Una volta che i batteri acido-resistenti hanno assorbito il colorante fucsina,
non lo cedono praticamente piu, anche se sottoposti a trattamenti inten-
sivi con soluzioni decoloranti come ad esempio l'acido cloridrico alcolico. I
batteri acido-resistenti si caratterizzano dunque per la loro resistenza agli
acidi e all'alcol.

In virtu dei coloranti fluorescenti auramina e rodamina impiegati nella
soluzione colorante AFB-Fluor esente da fenolo, il riscaldamento non &
necessario con il kit AFB-Fluor esente da fenolo. I coloranti fluorescenti si
depositano sulla membrana cellulare dei batteri acido-resistenti e, a secon-
da del filtro per microscopio utilizzato, assumono una colorazione gialla o
rossa su sfondo nero.

Grazie al pretrattamento dei preparati con Sputofluol™, i batteri vengono
isolati dall’espettorato denso e dal materiale cellulare.

Materiale d’esame

Strisci di materiale batteriologico essiccati all’aria, termofissati e pretrattati
con Sputofluol™ quale espettorato, strisci ottenuti da agoaspirati (FNAB,
Fine Needle Aspiration Biopsy = agobiopsia con ago sottile), lavaggi, im-
pronte, effussioni, pus, essudati, colture liquide e solide

Sezioni di tessuto di origine umana fissate con formalina e incluse in paraffi-
na (sezioni di paraffina dello spessore di 3 - 4 um)
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Reattivi

Art. 1.01597.0001

AFB-Fluor esente da fenolo

Kit di colorazione per I'analisi microscopia di batteri acido-resistenti per
microscopia di fluorescenza (colorazione con auramina-rodamina)
Componenti della confezione:

Il kit di colorazione contiene

Reattivo 1: Soluzione di auramina-rodamina 200 ml
Reattivo 2: Soluzione di decolorazione 2 x 200 ml
Reattivo 3: Soluzione di controcolorazione (KMnO,) 200 ml

Inoltre necessario:

Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
per microscopia

Preparazione dei campioni
Il campionamento deve essere effectuato da personale specializzato.

Tutti i campioni devono essere trattati secondo la tecnica standard vigente.
Tutti i campioni vanno contrassegnati in modo tale da essere facilmente
identificati.

Devono essere utilizzati strumenti adatti per il prelievo e la preparazione dei
campioni; vanno osservate rigorosamente le indicazioni del produttore circa
I"'applicazione e le istruzioni d’uso.

Quando si utilizzano i reattivi ausiliari corrispondenti, osservare le relative
istruzioni per I'uso.

Espettorato

Al fine di liberare i batteri acido-resistenti dal muco e dai gruppi cellulari,
si consiglia di pretrattare I'espettorato con Sputofluol™. II principio attivo
ipoclorito discioglie il materiale organico per ossidazione e libera i batteri
acido-resistenti senza intaccarli.

Preparazione del reattivo: Preparazione della soluzione di Sputofluol™ 15 %
Per la preparazione di ca. 100 ml di soluzione si miscelano:

Sputofluol™ 15 ml

Acqua distillata 85 ml

Preparazione del campione nella provetta da centrifuga:

Campione 1 parte
(minimo 2 ml)

Soluzione di Sputofluol™ (al 15 % con acqua distilla- 3 parti

ta)

Agitare fortemente 10 minuti

Centrifugare a 3000 - 4800 g/min 20 minuti

Decantare il liquido surnatante
Strisciare il sedimento

Lasciare asciugare all'aria

Agoaspirati, lavaggi, sedimenti

Dopo opportuni passaggi di arricchimento, strisciare i campioni sui portaog-
getti e lasciar asciugare all’aria.

Sezioni istologiche
AFB-Fluor esente da fenolo pud essere utilizzato per la colorazione di sezio-
ni istologiche.

Sparaffinare e riportare le sezioni all’acqua attraverso una serie ascendente
di alcoli come di consueto.

Fissagio degli strisci

II fissaggio avviene con la fiamma del becco Bunsen (passare 2 - 3 volte
evitando il forte calore).

Il materiale pud anche essere fissato in un armadio di asciugatore o su una
piastra di riscaldamento a 100 - 110 °C per 20 minuti.

Temperature pil elevate o tempi di riscaldamento pit lunghi comprometto-
no necessariamente il risultato della colorazione.

Preparazione del reattivo

I reattivi di AFB-Fluor esente da fenolo - Kit di colorazione per I'analisi
microscopia di batteri acido-resistenti per microscopia di fluorescenza (co-
lorazione con auramina-rodamina) utilizzati per la colorazione sono pronte
all’'uso, non e richiesta la diluizione delle soluzioni, poiché compromette la
colorazione e ne riduce la stabilita.

Scuotere accuratamente la soluzione colorante di auramina-rodamina esen-
te da fenolo (reattivo 1) prima dell’'uso poiché & molto viscosa.



Esecuzione

Col . ii ti di strisci

Colorazione con rastrello di colorazione
Portaoggetti con striscio fissato
Reattivo 1 versare a gocce, coprire 15 minuti
(soluzione di auramina- completamente e colorare
rodamina)

Acqua di rubinetto corrente | sciacquare accuratamente 30 secondi
Reattivo 2 versare a gocce, coprire 1 minuto
(soluzione di decolorazione) | completamente e lasciar

agire

Acqua di rubinetto corrente | sciacquare accuratamente 30 secondi
Reattivo 3 versare a gocce, coprire 5 minuti
(soluzione di contro- completamente e colorare
colorazione)

Acqua di rubinetto corrente | sciacquare accuratamente 30 secondi
Asciugare all’aria

Per stoccare i preparati di strisci per diversi mesi, si raccomanda il montag-
gio con un mezzo di montaggio anidro (ades., Neo-Mount™, Entellan™ Neo
o DPX Neo) e un vetrini coprioggetti. I preparati colorati devono essere ben
essiccati.

Per I'analisi dei preparati colorati con ingrandimento al microscopio >40x, si
consiglia di utilizzare olio di immersione.

Colorazione con rastrello di colorazione

Sparaffinare e riportare le preparati istologici all’acqua attraverso una serie
discendente di alcoli come di consueto.

Le soluzioni coloranti vengono dispensate goccia a goccia sui vetrini portaog-
getti e in modo tale da coprire completamente la sezione in paraffina.

Per ottenere una colorazione ottimale si dovrebbero rispettare i tempi
indicati.

Portaoggetti con tessuto istologico

Acqua destillata sciacquare
Reattivo 1 (soluzione di auramina-rodamina) 15 minuti
Acqua di rubinetto corrente 30 secondi
Reattivo 2 (soluzione di decolorazione) 1 minuto
Acqua di rubinetto corrente 30 secondi
Reattivo 3 (soluzione di controcolorazione) 5 minuti
Acqua di rubinetto corrente 30 secondi
Etanolo 70 % 1 minuto
Etanolo 70 % 1 minuto
Etanolo 96 % 1 minuto
Etanolo 96 % 1 minuto
Etanolo 100 % 1 minuto
Etanolo 100 % 1 minuto
Xilene o Neo-Clear™ 5 minuti
Xilene o Neo-Clear™ 5 minuti
Montare i preparati inumiditi con Neo-Clear™ con Neo-Mount™ o i prepa-
rati inumiditi con xilene con peres. Entellan™ Neo e coprioggetto.

Dopo la disidratazione (con serie alcolica a concentrazione ascendente)

i preparati istologici possono essere chiarificati con xilene o Neo-Clear™,
montati con mezzi di montaggio anidri (per esempio, Neo-Mount™,
Entellan™ Neo o DPX Neo), coperti con un vetrino coprioggetti e conservati.

Risultato

Batteri acido-resistenti
(al microscopio a fluorescenza)

rosso-arancio (rodamina) o
giallo-verde (auramina) -

a seconda della combinazione
di filtri usata

Sfondo da scuro a nero

Colorazione al microscopio ottico e al microscopio a
fluorescenza

La colorazione in fluorescenza con il kit di colorazione AFB-Fluor esente da
fenolo & indicata anche per la colorazione aggiuntiva dei batteri acido-re-
sistenti ai fini di diagnostica mediante microscopio ottico, p.es. con il kit di

colorazione AFB-Color (art. 1.16450) o AFB-Color modificato (art. 1.00497).
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I preparati non montati colorati con il kit di colorazione AFB-Fluor esente da
fenolo possono essere utilizzati direttamente per la diagnostica. Una volta
eliminato con cura I'olio di immersione eventualmente utilizzato, i preparati
possono quindi essere ulteriormente colorati con il kit di colorazione AFB-
Color o AFB-Color modificato.

Al microscopio ottico i batteri acido-resistenti appaiono quindi di colore
rosso magenta su sfondo verde chiaro (AFB-Color) o azzurro (AFB-Color
modificato).

Valutazione

In base al referto positivo “accertamento di batteri acido-resistenti" o
negativo “non sono stati accertati batteri acido-resistenti". Alla luce di un
risultato positivo non & possibile eseguire la classificazione tassonomica

al microscopio. Dopo aver trovato batteri acido-resistenti nel campione &
necessario eseguire ulteriori analisi in un laboratorio specializzato.

Non si pudb nemmeno determinare la vitalita dei batteri (attivi, inattivi).

In caso di risultato ambiguo, si raccomanda un’ulteriore colorazione dei pre-
parati per la diagnostica al microscopio ottico, ades. con il kit di colorazione
AFB-Color (art. 1.16450) o AFB-Color modificato (art. 1.00497).

Individuazione e soluzione di problemi
Fissagio degli strisci
E importante eseguire un fissaggio adeguato con il becco Bunsen o in un

essiccatore, in modo da prevenire le possibili infezioni dei preparati e I'ulte-
riore crescita batterica.

Nessuna colorazione dei batteri acido-resistenti

Il passo fondamentale di questa colorazione & la decolorazione che pud
essere influenzata dallo spessore dello striscio.

La soluzione fresca di acido cloridrico alcolico & inoltre molto reattiva
equindi & necessario valutare con attenzione il risultato. I tempi qui indicati
per la decolorazione devono essere rigorosamente osservati, poiché in caso
contrario si possono ottenere risultati falsi negativi.

Forte colorazione di sfondo

In caso di colorazione eccessiva dello sfondo al microscopio ottico (blu scu-
ro), occorre miscelare e decolorare meglio il reattivo 1 (soluzione colorante
di auramina-rodamina). Poiché la soluzione colorante & molto viscosa, si
consiglia di muovere i vetrini portaoggetti durante la decolorazione con il
reattivo 2 (soluzione di decolorazione).

Annotazioni tecnici

Il microscopio utilizzato deve soddisfare i requisiti previsti in un laboratorio
medico diagnostico.

La combinazione di filtri raccomandata per la microscopia in fluorescenza e
la seguente:

Filtro d’eccitazione 490 - 570 nm
Separatore di colore 525 e 635 nm
Filtro soppressore 505 - 600 nm

In caso di colorazione automatizzata, attenersi alle istruzioni per I'uso del
produttore dello strumento e del software.

Eliminare I'olio di immersione in eccesso prima dell’archiviazione.

Caratteristiche delle prestazioni analitiche

+AFB-Fluor esente da fenolo - Kit di colorazione" colora e pertanto permette
di visualizzare strutture biologiche, come descritto nel capitolo ,Risultato®
di questa IFU. Il prodotto deve essere utilizzato solo da persone autorizzate
e qualificate; cio include, a titolo esemplificativo, la preparazione del cam-
pione e del reagente, la manipolazione del campione, I'istoprocessazione, le
decisioni relative ai controlli adeguati, ecc.

Le prestazioni analitiche del prodotto sono confermate per mezzo di test su
ciascun lotto di produzione.

Per le seguenti colorazioni, le prestazioni analitiche sono state confermate
in termini di specificita, sensibilita e ripetibilita del prodotto con un tasso del
100 %:

Specificita | Specificita | Specificita | Specificita
intersaggio | intersaggio | intrasaggio | intrasaggio

Colorazione
istologica

Batteri acido- 14/14 14/14 6/6 6/6
resistenti (al
microscopio a

fluorescenza)

Sfondo 14/14 14/14 6/6 6/6
Colorazione di

striscio

Batteri acido- 14/14 14/14 6/6 6/6

resistenti (al

microscopio a

fluorescenza)

Sfondo 14/14 14/14 6/6 6/6
Risultati delle prestazioni analitiche

I dati intrasaggio (eseguiti sullo stesso lotto) e intersaggio (eseguiti su lotti
diversi) elencano il numero di strutture correttamente colorate in relazione
al numero di saggi eseguiti.



Caratteristiche delle prestazioni cliniche

Inoltre, le prestazioni cliniche di questo prodotto sono state dimostrate con
successo in molteplici pubblicazioni scientifiche.

Il AFB-Fluor esente da fenolo - Kit di colorazione € stato utilizzato con suc-
cesso in ambito clinico per decenni in un elevato numero di applicazioni.

In particolare, le prestazioni cliniche del AFB-Fluor esente da fenolo - Kit di
colorazione sono state determinate stabilendo la sua sensibilita e specificita,
il suo PPV e il suo NPV in uno studio interno:

Colorazione con auramina-rodamina

Sensibilita 14/14

Specificita 15/15

Sensibilita: 14 campioni su 14: 100 %
Specificita: 15 campioni su 15: 100 %
Valore predittivo positivo (PPV): 100 %
Valore predittivo negativo (NPV): 100 %

I risultati di questa valutazione delle prestazioni confermano che il prodotto
€ adatto all'uso previsto e funziona in modo affidabile.

L'interpretazione diagnostica dei risultati della colorazione, tuttavia, deve
essere effettuata da professionisti qualificati e autorizzati, tenendo conto
dell“anamnesi del paziente, della morfologia, dell'uso di controlli adeguati e
di ulteriori test diagnostici, se necessario. Questo metodo puo essere utiliz-
zato in modo supplementare nella diagnostica umana.

Diagnostica

Le diagnosi vanno eseguite solo da personale autorizzato e qualificato.
Devono essere utilizzate nomenclature valide.

La presente metodologia deve essere utilizzata quale strumento integrativo
per la diagnostica umana.

Ulteriori test vanno scelti ed eseguiti secondo metodi riconosciuti.

Per ogni applicazione devono essere eseguiti controlli appropriati (per
esempio, ISOSLIDE™ AFB, art. 1.02560.0001), per escludere possibili
risultati errati.

In caso di risultato ambiguo, si raccomanda un’ulteriore colorazione dei pre-
parati per la diagnostica al microscopio ottico, ades. con il kit di colorazione
AFB-Color (art. 1.16450) o AFB-Color modificato (art. 1.00497).

Conservazione

Il AFB-Fluor esente da fenolo - Kit di colorazione per |'analisi microscopia
di batteri acido-resistenti per microscopia di fluorescenza (colorazione con
auramina-rodamina) va conservato ad una temperatura compresa tra
+15°Ce +25°C.

Stabilita

II AFB-Fluor esente da fenolo - Kit di colorazione per |'analisi microscopia di
batteri acido-resistenti per microscopia di fluorescenza (colorazione con au-
ramina-rodamina) puo essere utilizzato entro la data di scadenza indicata.

Una volta aperto il flacone contagocce, il contenuto si mantiene stabile fino
alla data di scadenza indicata se conservato ad una temperatura compresa
tra +15 °C e +25 °C.

Conservare sempre i flaconi contagocce ben chiusi.

La colorazione di soluzione di decolorazione (reattivo 2) non influenza la
colorazione e la diagnostica.

Capacita
La confezione & sufficiente per un massimo de 60 - 65 applicazioni o addi-
rittura di pil, a seconda dello spessore degli strisci.

Istruzioni per l'uso

Solo per uso professionale.

Per evitare errori, la applicazione deve essere eseguita da personale specia-

lizzato.

Vanno osservate le direttive nazionali in materia di sicurezza sul lavoro e di
assicurazione di qualita.

Vanno utilizzati microscopi conformi agli standard vigenti.

All'occorrenza utilizzare una centrifuga che soddisfi gli standard di laborato-
rio ed i rispettivi requisiti.

Protezione contro le infezioni

Vanno rigorosamente osservate le norme di laboratorio relative alla
protezione contro le infezioni.

Istruzioni per lo smaltimento

La confezione deve essere smaltita nel rispetto delle vigenti direttive in
materia.

Le soluzioni usate e le soluzioni scadute vanno smaltite come rifiuti perico-
losi, in conformita alle disposizioni locali vigenti in materia di smaltimento
dei rifiuti. Per richiedere informazioni sullo smaltimento selezionare il
Quick link “Hints for Disposal of Microscopy Products” all’indirizzo
www.microscopy-products.com. Nell’Unione europea trova applicazione il
Regolamento (CE) n. 1272/2008 relativo alla classificazione, all’etichetta-
tura e allimballaggio delle sostanze e delle miscele che modifica e abroga
le direttive 67/548/CEE e 1999/45/CE e che reca modifica al regolamento
(CE) n. 1907/2006.

Reattivi ausiliari

Art. 1.00327

Art. 1.00496

Art. 1.00497

Art. 1.00579

Art. 1.00869

Art. 1.02560

Art. 1.03999

Art. 1.04699

Art. 1.07164

Art. 1.07961

Art. 1.08000

Art. 1.08298

Art. 1.09016

Art. 1.09215

Art. 1.09843

Art. 1.11609

Art. 1.15161

Art. 1.16450

Acido cloridrico alcolico
per microscopia

Aldeide formica soluzione al 4%,

tamponata, pH 6,9 (formalina soluzione

ca. 10%),
per istologia

AFB-Color modificato

Kit di colorazione per la rilevazione di

batteri acido-resistenti (AFB) mediante
colorazione a caldo

DPX Neo

mezzo di montaggio anidro

per microscopia

Entellan™ Nuovo montante per vetrini
per microscopia

ISOSLIDE™ AFB Preparati di controllo

con tessuto di riferimento per il rilevamento

di batteri acido-resistenti nei tessuti
sottoposti a esame istologico

Aldeide formica soluzione min. 37% esente

da acidi

stabilizzata con circa 10% metanolo e calcio

carbonato

per istologia

Olio di immersione
per microscopia

Paraffina in pastiglie

p.s. 56-58°C

per istologia

Entellan™ Neo

mezzo di montaggio rapido

per microscopia

Sputofluol™

per microscopia

Xilene (miscela di isomeri)

per istologia

Neo-Mount™

mezzo di montaggio anidro

per microscopia

Ziehl-Neelsen carbolfucsina soluzione
per microscopia

Neo-Clear™ (sostituto xilolo)
per microscopia

Histosec™ in pastiglie

p.s. 56-58°C

mezzo d’inclusione per istologia
Histosec™ in pastiglie (senza DMSO)
p.s. 56-58°C

mezzo d’inclusione per istologia
AFB-Color Kit colorante

per I'esame microscopico dei batteri acido-

resistenti (AFB) (colorazione a freddo)

Classificazione di sostanze pericolose
Art. 1.01597.0001

Osservare la classificazione delle sostanze pericolose riportata sull’etichetta
e seguire le indicazioni della scheda di sicurezza.
La scheda di sicurezza & disponibile su sito Internet e su richiesta.

Componenti principali dei prodotti
Art. 1.01597.0001

Reattivo 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reattivo 2

C;HO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reattivo 3

KMno, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Indicazione generale

Se durante o in seguito all'uso del dispositivo si verifica un incidente,
segnalare I'evento al fabbricante e/o al suo mandatario e alle autorita

nazionali.
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11,51

350 ml e 700 ml
(in flacone a
collo largo), 51,
101,101
Titripac®

1 set

500 ml

500 ml

25 tests

11,2,51,251

flacone conta-
gocce di 100 ml,
100 ml, 500 ml

10 kg (4x 2,5 kg)

100 ml, 500 ml,
11

11
41

flacone conta-
gocce di 100 ml,
500 ml

100 ml, 500 ml,
2,51
51

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

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

1 set



Letteratura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science
Publishing company

OD®

H225: Liquido e vapori facilmente inflammabili.

H290: Puo essere corrosivo per i metalli.

H319: Provoca grave irritazione oculare.

H336: Puod provocare sonnolenza o vertigini.

H411: Tossico per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.

P210: Tenere lontano da fonti di calore, superfici calde, scintille, fiamme
libere o altre fonti di accensione. Non fumare.

P233: Tenere il recipiente ben chiuso.

P234: Conservare soltanto nell’imballaggio originale.

P240: Mettere a terra e a massa il contenitore e il dispositivo ricevente.
P273: Non disperdere nell’lambiente.

P305 + P351 + P338: IN CASO DI CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare
accuratamente per parecchi minuti. Togliere le eventuali lenti a contatto se
& agevole farlo. Continuare a sciacquare.

Reattivo 1:
H226: Liquido e vapori infiammabili.
H319: Provoca grave irritazione oculare.

Reattivo 2:

H225: Liquido e vapori facilmente inflammabili.
H290: Puo essere corrosivo per i metalli.
H319: Provoca grave irritazione oculare.

H336: Puo provocare sonnolenza o vertigini.

Reattivo 3:
H411: Tossico per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata.
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1.01597.0001 |REF
Mikpookonia

AFB-Fluor xwpic ¢paivoAn

SET XPWONG yia TNV €EETAon oEeavToXWV
BakTnpiwv Pe pikpookonia pBopiopol (Xpwaon
aoupapivng - podauivng)

lNa enayysApartikn Xpron Hovo

|VD In Vitro d1ayvwaoTIKO 1aTPOTEXVOAOYIKO MPoiov c €

MpoBAENOPEVOG OKONOG
To «AFB-Fluor xwpig (polvo)\r] SET XpWONG yia TNV sEsTacn oEeavToxwVv
BakTnpiwv He uleocKonla @BopIopoU (Xpwaon aoupapiving - podapivng)»
Xpnoigonolgitai yia |an|Kr] KUuTTapoAoyikr didyvwan oTov avepwno Kal
€EunnpeTei Tov 0KOMO TNG BAKTNPIOAOYIKAG, KUTTAPOAOYIKNG Kal |0'ro)\oy|an
élspeuvncnq UAIKOU dgiypaTog avepcomvr]q npoéAeuaong. MpOkKeITal yia €va Kit
XPWOoNgG nou, 0Tav xpnolgonolsital padi B aiAa in vitro diIayvwaoTika npoiovTa
and To xopToq)uAc'Jch') pag, kavel Tig BakTnNPIakEG dOUWV-0TOXWV (0EEAVTOXWY
Baktnpiwv (AFB)) 0g UAIKG BAKTNPIOAOYIKWY , KUTTAPOAOYIK®WY Kdl I0TO-
AOYIKQOV SEIYHATWV (M.X. ONwG ENIXPioUATa EUNAOUTIOUEVWV BAKTNPIAKWYV)
a&loAoyNOIUEG YIa dIayVWOTIKOUG oKonoug, HECW HOVILOMOoIiNoNG, YKAEIONG,
XPWOoNG, avTIXpWong Kal oTEPEWONG.
To 131aiTEPO XaPAKTNPIOTIKO TOU KIT XpWONG XWpPiG @aivoAn AFB-Fluor eivai
n napouacia BopIlouc®V XPWOTIKWV OTO dIAGAUNa Xpwaong. AuTo KabioTd
duvaTtn Tn ypryopn Kal ag@aArn TauTonoinon Twv o§eavToxwyv BakTnpinv
ME MIKpOOoKOMIo (pBopiopoy. EmnAgov, To didAupa Xpwaong napackeualeral
XWPIiG duvnTika €nikivduvn @aivoin, evioxlovTtag TNV ac@aAgia Tou XpnaoTn.
To OET XPWONG NAPEXETAI £TOIPO MPOG XPHON O£ EUXPNOTEG OTAYOVOUETPIKEG
QIAAEG Kal NepIEXel OAa Ta avTidpacThpia Nou €ival anapaitnTa yia Tn Xxpwon
ofeavToxwv BakTnpiwv og deiyuaTa enixpiopgaTwy Kal o deiypara IoToAoyI-
KoU UAIKOU.
O1 aBapeg BakTnplakeg doPEG Napoucialouv OXETIKA XapnAn avTiBeon kai
gival €EaipeTika dUOKOAN N dIAKPICH TOUG WE TO ONTIKO HIKpookonio. Ol gi-
KOVEG nou dnuioupyouvTal Xpnoigonolwvtag Ta diaAlpaTta Xpwaong Bonbouv
Tov €£0UCI000TNHEVO Kal EEEIBIKEUPEVO EPEUVNTR va Npoadiopioel KAAUTEPA
TOV TUMO Kal TO BAKTAPIO OE AQUTEC TIC NEPINTWOEIG. Mpénel va dievepyolvTal
eniNAgov €EETACEIG CUPPWVA PE AVAYVWPIOHEVEG KAl £YKUPEG HEBOSOUG YIa
TNV Npayparonoinon Tng opIoTIKAG d1dyvwong.

Apxn TnG pEBOSOU

H kAaoaoikr) pEBodog Ziehl-Neelsen kabopileTal and Tnv uwnAn avaloyia
KNPOG Kal Aimdiwv 0To KUTTAPIKO ToiXwHa, eNsidn Ta ofsavToxa BakTnpia
anoppoPouV TIG XPWOTIKEG HOVO MOAU apyd. MpoKeIPEvou va emTayxuveei n
anoppo®nan TNG XPWAOTIKNAG Pou&ivng Kal €701 0 OXNHUATIOHOG TOU GUHNAOKOU
MUKOAIKOU-(OUEIVNG OTO KUTTAPIKO ToiXwia, To SIGAUNA KapunoA gougivng nou
sq:cppc':(sml OTO NApackelaopa Beppaiveral Kavovika €wg OTou oXNUaTIOTEI
aTpog.

MOAIG Ta 0EedvTOXa BAKTAPIA ANOPPOYHOOUV TN XPWOTIKN POUEIVNG, Eival
oualaoTika aduvaTog o anoxpmpaﬂopoq TOUG, aKOWa Kal eav unoBAnBouv og
EVTATIKN eng&epyaania pe éva diaAupa anoXpwuaTiopou, Onwg USPoXAWPIKO
o&U og a1BavoAn. AvVTIOTOIXWG, Ta oEeavToxa BakTnpia opilovTal wg o&eavTo-
Xa Kal aAKooAGvToxa yia Xpwon.

‘OTav xpnoigonolgital To KIT Xpwong AFB-Fluor xwpig @aivoAn, n xprnon Tov
@BopIfOUCOV XPWOTIK®V aupaypivn kar podapivn aTo diaAupa Xpwaong Xweig
@aivoAn AFB-Fluor kaBiota 1o BApa Tng B€ppavang nepitto. O XpWOTIKEG
QUTEG EvaNoTIBEVTAl OTO KUTTAPIKO TOIXWHA TwV 0EEAVTOXWV BAKTnpiwv Kai,
avd)\oya HE TO GIATPO TOU HIKPOOKOMIoU, EUPavilovTal KiTPIVEG ) KOKKIVEG
o€ paupo undoTpwya.

H npoene&epyacia Twv delyddTwy e Sputoﬂuol”’| diaAlel Ta BakTrpia and To
nepIBaAAov 1Ewdeg NTUEAO Kal KUTTAPIKO UAIKO.

YAIkO deiyparog

Enixpiopata BakTtnpioAoyikoU UAIKOU nou €xouv unoBAnBei o oTEyvwua

gTOV agpa, poviygonoinon pe BeppoTNTa Kal Npoenegepyaaia pe Sputofluol™,
onwg nTUgAa, enixpioparta and Blowia avappo@nong AenTng BeAdvag (FNAB),
eKMAUCEIG, anoTUNWKaTa, CUANOYEG, nUov, eEI0pWUATA UYPEG KAl OTEPEEG
KAAAIEPYEIEG.

TOWMEG HOVILOMOINKEVOU WE POpHaAivn 1I0ToU avBpmnivng NPOEAEUDNG, EYKAEI-
opévou o€ napaivn (TopéG Napagivng naxoug 3 - 4 um)

AvTISpaoThpia

Ap. kataloyou  AFB-Fluor xwpic qaivoAn
1.01597.0001 SET XpWONG yla TNV €E€Taon o&edvToxXwv BakTnpiwv pe
Hikpookonia gBopiopol (Xpwaon aoupapivng - podauivng)

EL

www.sigmaaldrich.com

Mé£pn ouokeuaciag:
To KIT XpWONG NEPIEXEI

AvTidpaoTrpio 1: AldAupa aupapivng-podapivng 200 ml
AvTIdpaaTnpio 2: AlGAupa anoxpwpaTiohou 2 x 200 ml
AvTIdpaaoTnpio 3: AldAupa avTixpwong (KMnO,) 200 ml
AnaiToUvTail eniong:

Ap. kataloyou  Sputofluol™ 11

1.08000 yia pikpookonia

MNMposToipacia dgiyparog
H delypaToAnwia npgnel va npaypaTonolsital anod EUngipo Npoowniko.

'OAa Ta deiypaTa npénel va unoBaiAovTal oe enefepyaaia Pe xpron npony-
MEVNG TeEXVOAOYiag.

'OAa Ta deiypaTa npénel va GEpouv aagr onuavaon.

Ma Tn Afyn kai TNV NposToipacia Twv JelyHATWV NPENel va
XpnoiponolouvTal kKaTdAAnAa dpyava. AKoAouBnaoTE TIG 0dnYieg Tou
KATAOKEUAOTR yia epapuoyn / xpnon.

KaTd Tn xprion Twv avTioToixwv BondnTikwv avTidpacTnpinyv, nNpénel va
TnpoUvTal ol avTioToIXeg odnyieg Xprong.

MroeAa

Ta ofsavToxa Baktrpia Ba npenel va unoBailovTal o nponyoUpevn
ene&epyaoia pe Sputofluol™ yia Tn diGAucr| Toug anod Toug BAevvoydvoug

Kal ano TIG KUTTApIKEG doMEG. Se auTn Tn diadikacia, To EVEPYO OUOTATIKO
UnoXAwPIWSEG SIaAUEI TO opyavikd UAIKO WE OEEidwan Kal EAeUBEP®VEI anala
Ta o§edvToxa Baktnpia, £T0I WOTE va pnopoUlv va unoBAnBouv o€ NEPaITEPW
enegepyaaia.

MNpoeToiyacia avmidpaarnpiou: MposToipacia diaAlpaTog Sputofluol™ 15%
MNa npoeToipaaia nepinou 100 ml diaAlpaTtog, avayeiETe:

Sputofluol™ 15 ml

ANECTAYHEVO VEPO 85 ml

MpoeToipacia UAIKOU deiyuaTog 0 cwAnvapia QUYOKEVTPOU:

Agiyua 1 pépog
(TouAdy. 2 ml)
AlaAupa Sputofluol™ (15% o€ aneoTaypévo vepo) 3 pépn
AvakivijoTe {wnpa 10 AenTa
®uyokevTproTe o€ 3.000 - 4.800 rpm 20 AenTa

AJEIAOTE TO UMNEPKEIPEVO
MPOETOIPACTE Ta €NIXPIOHATA TOU 1I{iUATOG

STEYVWOTE OTOV aépa.

ZTIKTA, NAUCEIG, 1IApara

MeTa and kataAAnAa PETPa eUNAOUTIOUOU, anA®OTE UAIKO dgiypaTog eni TnG
NAGKag Kal aproTe To va OTEYVWOEl OTOV agpa.

IoTOAOYIKEG TOHEG

To AFB-Fluor xwpig @aivoAn pnopei va xpnoigonoin®ei yia Tn xpwaon 10ToAo-
YIKQOV TOHWV.

KavTte anonapa®ivwon evOTNTEG HPE GUUBATIKO TOMMV KAl ENAVEVUDATWON
o€ (pBivouoa oeipd aAKOOANG.

Moviponoinon 3eIyHaTmv eniXpioparog

Ta deiypara poviponoloUvTal navw and pia eAdya kavong Bunsen (2 - 3
POpEG, PpovTilovTag va anoPeUyeTe TNV unepBoAikn BEpuavon).

Ta deiypaTa pnopouv eniong va povigonoinBoulv pe Bppavon og 100 - 110 °C
oe Balapo oTeyvmHATOG 1 o€ NAdka BEppavong yia 20 AenTa.

Akpaieg Beppokpaaciceg f NnapaTteTapevn BEpuavon PNopei va ouvenayovral
enideivwon TnG andédoong TnG Xpwong.

MpoeToipagia avTidpaoTnpinv

Ta avmidpaotnpia Tou AFB-Fluor xmplq (AivoAn - ZET xpwong yia v eEgTaon
o&edvToxwv BaKTnplwv HE LIIKpOO'KOI'IICI (peoplcpou (xpwon aoupapivng -
podapivng) €ival €Toipa yia xpnon. H apaiwon autwv Twv SiaAupaTwy dev ival
avaykaia kai NPokaA&i Hovo aAAoiwan Tou anoTEAECUATOG XPWOoNG Kal Jeiwon
TNG 0TaBePATNTAG TOUG,.

/\oyu) Tou uywnAou IEKdoUG Tou, TO 6|0)\up0 Xpwong aupaplvnc poéaplvnq
xwplq @aivoin (AvTidpaoTnipio 1) npénel va avakivnBbei évrova npiv anoé n
xprion.



Aiadikacia

Xo 5 . .

Xp®Oon oToV SEIYHATOPOPEA XPOONG
AVTIKEIHEVOQOPOC NMAAGKA HE HOVILMOMOINUEVO ENiXPIOHA
AvTidpaoTtnpio 1 (diGAupa £papuoaTE 0TAYONV, KAAUW- 15 AenTa
aupapivng-podapivng) TE NANPWG KAl XpPWHATIOTE
TpexoUpevo vepod Bplong eKNAUVETE NPOCEKTIKA 30 deuT.
AvTidpaaTnpio 2 (diaAupa £QPapuoaTE oTAYdNV, KAAUW- 1 AenTo
anoxpwuaTiouou) TE NAAPWG Kal aProTe va

avTidpacel

TpexoUpevo vepd Bpuaong EKNAUVETE NPOCEKTIKA 30 deuT.
AvTidpaaTnpio 3 (diaAupa £QPapuoaTE oTAYdNV, KAAUW- 5 AenTd
avTixpwaong) TE NARPWG KAl XPWHATIOTE
TpexoUpevo vepod Bpliong eKNAUVETE NPOCEKTIKA 30 deuT.
STEYVWOTE OTOV aépa

H kaAuwn pe pn udaTtikd péoa otepewaong (n.X. Neo-Mount™, DPX véo ny
Entellan™ véo) kal pia KaAunTpida ouvIoTWVTAI yia TN QUAAEN Twv delyua-
TWV €MIXPIOUATOC Yia apkeToUG UAVEG. Ma Tov okond auTd, Ta XpwobevTa
deiypaTa npénel va oTeEyV®VOoVTal NOAU KaAd.

H xpnon eAaiou euBAnTIONG CUVIOTATAI YIA TNV AvAAUCN NAAK®V NouU €XoUV
unoBAnBei o€ xpwon e peyeBuvaon pikpookoniou >40x.

Xo ) oy 3 .
Xp®Oon oToV SEIYHATOPOPEA XPOONG

KavTe 10TOAOYIK®V JEIYPATWV NAGK®V PE CUKBATIKO TPOMO Kal enavevudd-
Twon o€ eBivouca oeipd aAKOOANG.

Ta diaAlpaTa Xpwong epappolovTal aTaydnv oTIG AVTIKEILEVOQOPOGKAI
npénel va KaAUNTouV NARPWG TO TOPEG NAPAPivNG.

O1 avaypa@opevol xpovol Ba npénel va TnpouvTal yia Tn dilac@aAion evog
BEATIOTOU ANOTEAETUATOG XPWONG.

AVTIKEINEVOPOPOG NAAKA HE IGTOAOYIKO 10TO

ANECTAYHEVO VEPO eKMAUVETE
AvTidpaoTnpio 1 (diGAupa aupapivng-podapivng) 15 AenTa
TpexoUpevo vepod Bpliong 30 deuT.
AvTIdpaaTnpio 2 (diIGAupa anoxpwuartiopou) 1 Aenta
TpexoUpevo vepd Bpuaong 30 deuT.
AvTidpaoTrpio 3 (didAupa avTixpwong) 5 AenTd
TpexoUpevo vepod Bplong 30 deurT.
A1Bavoin 70 % 1 AenTo
A1Bavoin 70 % 1 AenTd
AIBavoAn 96 % 1 AenTo
AiBavoin 96 % 1 AenTd
AiBavoAn 100 % 1 AenTo
AIBavoAn 100 % 1 AenTo
ZuAévio n Neo-Clear™ 5 \enTd
ZuAévio | Neo-Clear™ 5 AenTd
STEPEWOTE TIG EQUYPAMMPEVEG pe Neo-Clear™ nAdkeg pe Neo-Mount™ 1) Tig
EQPUYPAPUEVEG PE EUAEVIO NAAKEG pE n.X. Entellan™ véo kal kaAunTpida.

MeTa and apudatwon (avioloa ogipd aAkooAng) kai diauyaaon pe EUAEVIO i
Neo-Clear™, Ta i1oToAoyIkd deiypata pnopolv va oTepEwBOUV HE NAPAYOVTEG
OTEPEWONG XWPIG vePO (n.x. Neo-Mount™, Entellan™ véo ry DPX véo) kal pia
KaAunTpida kal kaToniv Ynopolv va anobnkeutouv.

AnoTéAecpa

o€eavToxwv BakTnpinv
(oTO MIKpOOKOMIO PBOoPIGHOU)

KOKKIVO-MopToKaAi (podapivn) n
KiTpIvo-npaacivo (aupapivn) -
avaloya e Tov ouvduaopo Twv
XPNOIMONOIOUPEVWV QPIATPWV

YnoBabpo oKoUPO €wG Haupo

Xp®won yia onTiKA MIKPOOKOMida Kal HIKpookonia (péopicpou
H @Bopilouca xpwaTikn nou Xpnaoiponolei To KIT AFB-Fluor Xwpig ¢aivoin
gival eniong KatdAANAn yia TRV eniNpoOoBETN XpWON TWV 0EEAVTOXWV Ba-
KTNpiwv yia didyvwaon PE ONTIKNA HIKPOOKOMid, N.X. XPNOIMONOI®VTAG TO KIT
xpwang AFB-Color (ap. kat. 1.16450) ) To KIT Tpononoinuévng xpwong kartd
AFB-Color (ap. kat. 1.00497).

Ta akdAunTa deiypaTta nou unoBaiAovtal o Xpwaon WE To KIT AFB-Fluor xw-
pig @aivoAn pnopouv va xpnaoigonoin8olv ansuBeiag yia diayvwaTikoUg OKo-
noug. STn CUVEXEIA, JETA TNV NPOCEKTIKN apaipeon Tou Aadiol eupaAnTIong
nou €xel evOeXOPEVWG XpnalponoinBei, Ta deiyyara pnopolv va unoBAnBouv
0€ NEPAITEPW XPWON HE TO KIT Xpwaong AFB-Color ) To KIT Tpornonoinuévng
Xpwong kata AFB-Color.

EL

>T1o0 deiypa nou unoBAAAeTal og eneEepyaaia e auTdv Tov TPOMO, Ta O&e-
avroxa Baktnpia eppavilovral HaT{evTa-KoKKIvVa o€ avolxTo nNpacivo uno-
oTpwpa (AFB-Color) f avoixtd pnAe unooTpwpa (Tpononoinuévo AFB-Color)
OTO ONTIKO HIKPOOKOMIO.

AZioAoynon

'Eva BeTIKO anoTéAeopa onpaivel «napouaia oEgdvroxa BakTnpia», eve €va
apvnTIKO anoTéAECKa onpaivel «anouaia oEeavToxa Baktipia». To BETIKO
anoTéAeopa dev onuaivel 0TI gival duvaTn n Tagivounon HEow HIKPOOKoNiag.
Eav avixveuBoUv o&gavToxa BakTnpia, Npenel va npayparonoinfouv eninAéov
avahuoeig oe e1d1ka eEONAICUEVA EpyaaTnpia.

H CwTikoTNTa TwV BakTnpiwv (evepyd, avevepya) dev PNopei niong va npoo-
dlopIaTEi.

Edv To anoTéAeopua dev €ival opioTIKO, GUVIGTATAI N EMNINAEOV XpWON TwWV
SEIYHATWY Yia NEPAITEPW dIAYVWON PE ONTIKA MIKPOOKOMia, n.X. HE TO KIT
Xpwong AFB-Color (ap. kaT. 1.16450) ) To Tpononoinuévo AFB-Color (ap.
kat. 1.00497).

AvTIgET®NION NPOoBANHATWOV

Moviponoinon deIyHaTtmv eniXpioparog

Enapkng Babuog poviponoinong pe BeppoTnTa e AUXvo Bunsen ) og BdAapo
Béppavaong eival Bacikng onuaaciag yia Tnv anoguyn méavotnTag HoAuvang
TV JEIYHATWV Kal NEPAITEPW NMOAAANAACIACHOU TWV BAKTNPIWV.

Mn xp®on TV o§eavroxa BakThpia

To kpigipo BrApa Tng diadikaciag Xpwong HUKoBakTnpIdiwv auTtng Tng
diadikaciag xpwaong €ival To Brua anoxXpwuaTiopoU, To onoio WMnopei va
€MNPEQCTEI ano To NAXog Tou deiyaTog enixXpionaTog.

EninpdoBeTa, éva gppeoko didAupa udpoxAwpikol o&€og o€ aibavoAn sival
UWnAd avTidpov, nou onuaivel 6Tl To anoTéAeopa Ba npénel va a§loloyeiTal
He npoooxn. O1 xpdvol ENwacng Nou avaypa@ovTdl 0 auTO TO NPWTOKOAAO
Ba npénel va TnpoUvTal Pe akpiBeia aTo BApa anoxpwuartiopou, eneidn dia-
(POPETIKA UNopei va NpokUWoUV WeUdWE apvnTIKa anoTeAéopara.

MoOAU 10XUpPR XP®ON UNOCTPWHATOG

TNV NEPINTWON Nou To UNdOTPWHA €ival NOAU 10XUPA XPWHATIOPEVO OTNV
€IkOva Tou onTIKoU Hikpookoniou (okoUpo UMAE), To AvTidpaaTrpio 1
(d1aAupa aupapivng-podapivng) Ba npénel va avapeixBei kaAUTepa kai aTn
OUVEXEIA va anoxpwuarioTei kaAuTepa. Eneidn To SidAupa Xpwong Exel
uwnAo 1IEWdeG, ouviaTaTtal n nepidivnon TNG avTIKEIMEVOPOPOU NAAKAG KaTd
Tn SIApKEIa TOU BrAKATOG anoXpwuaTiopou pe To AvridpaaTrpio 2 (diaAupa
anoyxpwuaTiopou).

TEXVIKEG ONMUEINOEIG
To HIKpOOKOMIO Mou Xpnolponoleital 6a npenel va nAnpoi TIG anaitroeig evog
1aTpikoU dIayvwaoTIKOU gpyacTnpiou.

SUVIOTOUEVOG 0UVOUAOoUAG QIATPWY yid Uikpookonia ®Bopiouou:

DiATpo dIEyepang 490 - 570 nm
AlaXwPIOTAG XPWHATWV 525 kal 635 nm
®IATPO EKMOUNNAG 505 - 600 nm

'‘OTav XpnaoigonolouvTal cUGTAPATA auTOPaTNG XPWOoNG, NapakaAoUe
akoAouBnoTe TIG 0dNyieg Xprnaong Nou NapEXovTal anod Tov npouneuTr) Tou
OUOTAKATOG KAl TOU AOYIOHIKOU.

AQaIpEoTe TO eMINAEOV €Aal0 UBANTIONG NPIV ano TNV apxelobETnon.

XapakTnpIoTIKG avaAuTIKhnG anddoong

To «AFB-Fluor xwpig (aivoAn - SeT xpwong» Xpwuarifel kar kat’ autov Tov
TPOMO Aneikovilel BIOAOYIKEG DOHEG, ONWGE NEPIYPAPETAl OTO KEPAAAIO «Arno-
TEAEOWA» AQUTOV TWV 0dNYIWV XpAong. To npoiov npénel va XxpnaoiPonolsital
povo ano eEouciodoTnuEva Kal eEEIBIKEUEVA ATOKA Kal n Xpnon Tou nepi-
AapBavel, peTa&l aAAwv, TNV nposToipaacia delyUaTwy Kai avridpacTnpiwy,
TOV XEIPIOKO delypdTwy, TNV I0ToENeEepyaacia, TN Afyn ano@Aacewy OXETIKA
ME TOUG KATAAANAOUG HApTUPEG Kal AdAAa.

H avaAuTikr) anddoaon Tou npoiovTog eNIBERAIOVETAI PE TOV EAEYXO KABE
napTidag napaywyng.

Ma TiIg akdAouBeg Xpwoelg eniBeRaiwBnke n avaAuTikn anddoan 60ov apopd
Tnv €161kOTNTA, TNV €uaicONnaoia kal TNV ENavaAnyIpoTNTA Tou NPoidvVToG UE
nocoot6 100%:

EidikéTnTa | EuaioBnoia | EidikdTnTa | Euaiobnoia
HETAEY METAEY EVTOG TOU EVTOG TOU
npoadiopi- | Npoadiopl- | NPoadiopi- | NPOCdIopI-
OV OV gpou opou

Io-rp)\oylkﬁ

Xpwaon

0EEAVTOXWV 14/14 14/14 6/6 6/6

BakTnpiwv (oTo

HIKpookonio gBo-

piouoU)

YnoBabpo 14/14 14/14 6/6 6/6

Xpwaon enixpiopa-

TV

0EEAVTOXWV 14/14 14/14 6/6 6/6

BakTnpiwv (oT0

HIKpoOoKkOnio ¢pBo-

pigpoU)

YnoBabpo 14/14 14/14 6/6 6/6

AnoTeAEéopaTa avaAuTikng anodoaong



Ta dedopéva evrdg Tou npoadiopiopol (oTnv idla napTida) kal JeTa&u Twv
npocdIopIoP®V (O dIAPOPETIKEG NApPTIOEC) deiXVouv Tov apiBuo Twv dopwv
nou xpwuartioTnkav opBa og oxéon Pe Tov apifuod Twv NpoadiopIoU®Y Mou
EKTEAEOTNKAV.

XapakTnpIioTIKa KAIVIKAG andodoong

EminAgov, n kAIvikiy anddoon auTtoU Tou NpoiovTog £xel anodelxOei Pe eniTu-
Xia o€ NOAAEG ENIGTNHOVIKEG dNUOOIEVTEIG.

To AFB-Fluor Xwpicg (aivoAn - ST xpwong XpNolKonolgiTal Je eniTuxia oTo
KAIVIKO NePIBAAAOV €0 Kal QEKAETIEG OE PEYAAO apIBUO EQAPHOYDV.

H kAIvikr) anddoaon Tou AFB-Fluor Xwpic aivoAn - ST xpwong npoadiopi-
OTNKE OUYKEKPIKEVA PE TOV KABOPIoUO TNG eualodnaiag kai €181KOTNTAG TOU
Kal TNG BETIKNG NPOYVWOTIKNAG TIMAG (PPV) Kal apvnTIKAG NPOYVWOTIKAG TIUAG
(NPV) TOU 0€ pIa E0WTEPIKA HEAETN:

Xpwon aoupapivng - podapivng

Euaiobnaia 14/14

15/15

EidikdTNTa

EuaioBnaoia: 14 ora 14 deiypata: 100%
EidikdéTnTa: 15 ora 15 deiypara: 100%
etk npoyvwaTikA Tiun (PPV): 100%
ApvnTIKA NpoyvwoTikn TipnR (NPV): 100%

Ta anoteAéoparta and auTtnv Tnv a&ioAoynaon Tng anodoong eniBeRaiwvouv
OTI TO NpoiodV €ival a&idnioTo kal KaTaAAnAo yia Tn Xpnon yia Tnv ornoia
npoopileTai.

QoT000, N 31aYVWOTIKN €PUNVEIA TWV ANOTEAECUATWV TNG XPWONG NpENEl
va npayparonolgital anod €E€ISIKEUPEVOUG KAl EE0UTIOD0TNEVOUG EMNAyyeA-
paTieg, AapBavovTag unoywn To I0TOPIKOG TOU aoBevoug, Tn Hop®oAoyia, Tn
XPNON €NAPK®V HAPTUPWV Kal ENINPOCOETEG JIAYVWOTIKEG EEETATEIG, KATA
nepinTwaon. Auth n HEB0JOG PMNOpPEi va Xpnoiponoindei cuPNANPWHATIKA Yia
Tn d1dyvwaon oToug avepwnoug.

Alayvwon

O1 dlayvwaoelg Ba npénel va yivovral povo anod appodio Kal eE0uaiodoTNHEVO
npoowmniKo.

©a npénel va XpnolPonolEiTal €yKupn ovopaToAoyia.

AUTN N PEBODOG PMOopPEi va Xxpnalponoindei CUMNANPWHATIKA yia Tn didyvwan
OTOUG avBpwnoug.

©a npénel va enAeyolV Kal va EpAppooTolV NePICOOTEPEG SOKINATIEG CUPPWVA

ME avayvwplopéveg nebBodoug.

KataAAnAol éAeyxor (n.x. ISOSLIDE™ AFB, ap. katahoyou 1.02560.0001)
Ba npénel va digEayovTal pe KABe spappoyn yia TNV anopuyr Aaveaouévou
anoTeAEOUATOG,

Edv To anoTéAeopa Sev €ival 0pIoTIKO, CUVIOTATAI N ENIMAEOV XPWON TWV
SEIYHATWY YIa NEPAITEPW dIAYVWAON PE ONTIKA HIKPOOKOMia, n.X. HE TO KIT
xpwong AFB-Color (ap. kat. 1.16450) ) To Tpononoinuévo AFB-Color (ap.
kat. 1.00497).

dUAagn

AnoBnkeuaoTe To AFB-Fluor xwpic @aivoAn - Z€T Xpwong yia Tnv €E€Taon
0EedvTOoXWV BaAKTNPiwWV HE HIKkpookornia ¢Bopiopou (Xpwaon aoupauivng -
podapivng) oe +15 °C éwg +25 °C.

Aiapkeia {wng

To AFB-Fluor xwpig qaivoAn - Z€T XpwoNG yia TNV €EETA0n 0EEAVTOXWV
BakTnpiwv pe pikpookonia ¢gBopiopol (Xpwon aoupapiving - podapivng)
Wnopei va xpnaoipgonoinBei €wg TNV avaypa@opevn nuepopnvia ARENG.

META TO NPWTO AVOIYUA TNG CTAYOVOUETPIKA PIAANG, TO NEPIEXOUEVO UMOPEI

va xpnoigonoinBei éwg kai TNV avaypagopevn nuepopnvia Angng oTav
anobnkeleTal o Beppokpaaia +15 °C éwg +25 °C.

O1 GTayoVOoMETPIKA PIAAEG NPENEl va 3IaTNPOUVTAl EPUNTIKA KAEIOTEG CUVEXWG.
O anoxpwpaTiopog Tou diaAlpaTog anoxpwpaTtiopol (AvTidpaaTrpio 2) dev
ennpeadel Tn diadikaagia xpwaong kai Tn didyvwon.

IkavoTnTa
H ouokeuacia enapkei yia péxpl 60 - 65 epapuoyEG, aAAd auTdg o apiBuog
Mnopei va gival peyaAUTEPOG avaloya HE TO NAX0C TWV ENIXPICHATWV.

Mpo6oOeTEG 0ONYieg

MNa enayyseAparikn Xpron Hovo.

Ma Tnv ano@uyn opaAudTwy, n E@appoyn Npénel va npayuatonolgitalr Jovo
and €UNeIpo NPOoWNIKO.

©a npénel va akoAouBoUvTal ol €BVIKEG KATEUBUVTNPIEG YPAUKES YIa TNV
aoc@dAeia oTnv epyaaia kal Tn dilac@daAion noidTNTAG.

Mpénel va xpnaoiydonoloUvTal HIKpookonia eEonAiopéva cUPeWva We Ta
nporuna.

Edv anaiteital xpnoiPonoIinaTe Wia NpoTunn GUYOKEVTPO KATAAANAN yia
1aTpIkO S1aYVWOTIKO EPYACTRIO.

MpooTacia and Aoipwin
©a npénel va AapBdavovTtal anoTeAeouatikd HETPA yia Tnv npooracia ano
AOIMWEN CUPPWVA PE TIC EPYACTNPIAKEG KATEUBUVTAPIEG YPAUMEG.

0dnyieg anéppiyng

H ouokeuaaia npénel va anoppinTeTal cUPQPWVA WE TIG TPEXOUTEG 0dNYieG

anoppiyng.

EL

Ta xpnoiponoinuéva diaAupaTa kai Ta SIaAlpaTa Twv onoiwv n NUeEpounvia
ANENG €xel NapéABel Npénel va anoppinTovTal wg €131ka anoBAnTa cUPPVa
HE TIG TOMIKEG KATEUBUVTNPIEG YPAUHEG. OI NANPOPOPIEG yIa TNV anoppiyn
napéyovral atov oUvdeopo «Hints for Disposal of Microscopy Products»
(ZUMBOUAEG yia TNV anoppiyn TV NPOoIOVTWV Hikpookorniag) aTtn dieubuvan
www.microscopy-products.com. EvTog Tng EE, o TpexdvTwe pappolopevog
KANONIZMOZ eival o kavoviopog (EK) Ap. 1272/2008 yia Tnv Tagivounaon,
TNV EMICAKAVON KAl TN CUOKEUACIa TWV OUCIOV Kal TWV HEYHATWOV, TV
Tporonoinon Kai TNV katapynon Twv Odnyiwv 67/548/EOK kar 1999/45/EK,
Kal TNV Tpononoinon Tou kavoviopoU (EK) ap. 1907/2006.

BonOnTika avridpaocTipia

Ap. KaTtaAoyou
1.00327

Ap. KataAoyou
1.00496

Ap. kataAdyou
1.00497

Ap. KataAoyou
1.00579

Ap. kataAdyou
1.00869

Ap. kataAdyou
1.02560

Ap. KaTaAoyou
1.03999

Ap. kataAdyou
1.04699

Ap. KaTtaAoyou
1.07164

Ap. kataAdyou
1.07961

Ap. KaTtaAoyou
1.08000

Ap. KaTaAoyou
1.08298

Ap. KaTaAoyou
1.09016

Ap. KaTaAoyou
1.09843

Ap. KaTaAoyou
1.11609

Ap. kataAdyou
1.15161

Ap. KaTtaAoyou
1.16450

Y3poxAwpikd 0EU og aiBavoin
yia Hikpookonia

AlGAupa @oppaidelidng 4%, pubuioTiko, pH
6,9 (nepinou

10% S1aAupa @opuaiivng)

yia 1oToAoyia

KiT Tpononoinuévng xpwaong kata AFB-Color
yia TNV avixveuon o&eavroxwv Baktnpiwv
(AFB)

HE uEBOdO BEPHNG XPWONG

DPX véo
un udaTikd PECO OTEPEWONG
yia Jikpookonia

Entellan™ véo yia kaAunTpida
yia Jikpookornia

MAdkeg eAéyxou AFB ISOSLIDE™
HE 10TG avagopdag yia avixveuon oEeavToxwyv
BakTnpiwv OTO 1I0TOAOYIKO UAIKO

AlGAupa @oppaAdelidng TouldayioTov 37%
XWpiG 0&U

oTaBeponoinuévo pe nepinou 10% pedavoAn
Kal avbpakiko aoBEaTio

yia ioToAoyia

'EAaio gpBanTiong
yla pikpookonia

MaaoTiAieg napagivng

UE onueio oTepeonoinong
nepinou 56-58 °C

yia ioToAoyia

Entellan™ véo
HECO Taxeiag oTePEWONG
yia Hikpoaokonia

Sputofluol™
yia Hikpoaokonia

ZUAévio (I00pEPEG pEiyHa)
yia 1oToAoyia

Neo-Mount™
avudpo PEDO OTEPEWONG
yia Hikpookonia

Neo-Clear™ (unokataotaTo EUAeviou)
yla pikpookonia

MaoTikieg Histosec™

We onpeio oTepeonoinong 56-58 °C péoo
€YKAEIONG

yia ioToAoyia

MaaoTiAieg Histosec™ (xwpic DMSO)

HE onueio oTepeonoinang 56-58 °C peco
€YKAEIONG

yia ioToAoyia

AFB-Color ZeT Xpwong
yia TN HIKPOOKOMIKM aviXveuon o&edvToxwv
Baktnpiwv (AFB) HEOW WUXPNG XPWONG

Ta§ivopnon kKivéuvou
Ap. kataAoyou 1.01597.0001

MapakaAoupe avaTpEETe aTnV Tagivounaon KivdUvou nou €ival EKTUNWHEVN
€ni TNG ETIKETAG KAl OTIG NANPOPOPIEG MOU NAPEXOVTAl 0TO PUANO SedOPEVWV

aopdaAeiac.

11,51

350 ml kai
700 ml (oe
eupUAaIun
@1aAn), 51,
101,101
Titripac®

1 set

500 ml

500 ml

25
dokipacieg

11,251,
251

>Tayovo-
METPIKN
®1aAn
100ml,
100 ml,
500 ml

10 kg
(4x2,5
kg)

100 ml,
500 ml,
1l

11
41

>Tayovo-
METPIKN
®1aAn
100 ml,
500 ml

51

1 kg,

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

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

1 set

To @UANO dedopévwyv acpdaAeiag diaTiBeTal gTov 10TOTOMNO KAl KATOMNIV aITn-

parTog.



KUpia cuoTaTika Tou npoiovrog
Ap. kataloyou 1.01597.0001
AvTidpacoTrpio 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

AvTiIdpaaoTnpio 2

C,Hs0 543,3 g/
HCI TouAaxiotov 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

AvTidpaaoTrpio 3

KMnO, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Fevikn naparnpnon

Edv kata Tn Xpnon autng Tng ouoKeunq n €&aitiag Tng xpnonq TnG, nNpo-
kAnBei coBapo oupBav, va To GVOLDEpSTE OTOV KATAOKEUAOTR Kal/r] aTov
€E0UCI000TNUEVO QVTINPOOWNO TOU KABWG Kal OTIG EBVIKEG APXEG.

AoyoTexvia
1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn'’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science
Publishing company

SODE

H225: Yypo kai aTpoi noAU eU@AeKTa.

H290: Mnopei va diaBpwaoel PETalAa.

H319: MpokaAei coBapd oPOBaApIKO epeBICHO.

H336: Mnopei va npokaAéael unvnAia f Zaan.

H411: To&ikd yia Toug udpoBIoUG 0pyavioHoUc, HE HAKPOXPOVIEG ENINTWOEIG.

P210: Makpid ano BeppoTnTa, BEPUEG ENIPAVEIEG, OMIVONPEG, YUUVN GAOYa
Kal GAAEG NNyEg ava@AegnG. Mnv kanvileTe.

P233: Na diaTnpeiTal o NEPIEKTNG EPUNTIKA KAEIOTOG.

P234: Na diaTnpeital yovo aTnv apxikn cuokeuaaia.

P240: leiwon kal 100duvapikn oUvOEoN TOU NEPIEKTN KAl TOU €EONAICHOU TOU
OEKTN.

P273: Na anogeuyeTtal n eAeuBEPpwon oTo nepIBAAAoOV.

P305 + P351 + P338: ZE NEPINTQZH EMNA®HZ ME TA MATIA: ZenAUveTe
NPOCEKTIKA HE VEPO YIa APKETA AENTA. AV UNAPYXOUV (PAKOi ENAPAG,
aQaipEoTe TOUG, av €ival eUKONO. SUVEXIOTE va EENAEVETE.

AvTidpaoTnpio 1:
H226: Yypd kai aTpoi eUpAeKTa.
H319: MpokaAei coBapd oPBaAuIKo £peBICUO.

AvTIdpaaoTrpio 2:

H225: Yypd kai atpoi noAU eU@pAeKTa.

H290: Mnopei va diaBpwael PETAAAa.

H319: MpokaAei coBapd oPBaAuIko £peBIOUO.
H336: Mnopei va npokaA&oel unvnAia r JaAn.

AvTISpaaTnpio 3:
H411: To&kd yia Toug udpoORIOUG OpYavIoHOUG, HE HAKPOXPOVIEG ENIMTWOEIG.
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Sigma-Aldrich.

1.01597.0001 (REF
Mikroskopi
AFB-Fluor fenolfritt

fargningskit for undersdkning av syrefasta
bakterier med fluorescensmikroskop
(auramin-rodamin-fargning)

Endast for yrkesmadssig anvdandning

|VD Medicinteknisk produkt for in vitro-diagnostik c €

Avsett syfte

Denna "AFB-Fluor fenolfritt - fargningskit fér undersdkning av syrefasta
bakterier med fluorescensmikroskop (auramin-rodamin-fargning)” anvands
till humanmedicinsk celldiagnostik for bakteriologisk, cytologisk och hi-
stologisk undersdkning av provmaterial av manskligt ursprung. Det ar en
bruksféardig fargningssats som, nar den anvands tillsammans med andra

in vitro-diagnostiska produkter frén vart sortiment, ma&jliggor en diagnostisk
utvardering av bakteriella malstrukturer (syrefasta bakterier (AFB)) genom
fixering, inbaddning, fargning, motfargning och montering i bakteriologiska,
cytologiska och histologiska provmaterial, t.ex. utstryk av berikade bakte-
rieodlingar eller histologiska snitt av t.ex. lunga.

Den avgorande egenskapen for fargningssatsen AFB-Fluor fenolfritt ar
narvaron av fluorescerande fargdmnen i fargningslésningen. Detta medger
snabb och sdker identifiering av de syrefasta bakterierna under fluorescens-
m|kroskop Dessutom bereds férgningslosningen utan potentiellt farlig
fenol, s& att sakerheten for anvandaren okas.

Fargningssatsen levereras bruksfardig i praktiska droppflaskor och innehall-
er alla reagenser som behdvs vid fargning av syrafasta bakterier i utstryk
och i histologiska vavnadsprover.

Oférgade strukturer har relativt 18g kontrast och &r extremt svéra att
sarskilja i ljusmikroskop. De bilder som skapas med férgningslésningen
underlattar for den behorloga och kvalificerade forskaren att battre definiera
formen och strukturen i sddant fall. Ytterligare tester maste utféras enligt
erkénda, validerade metoder for att stélla en slutlig diagnos.

Princip

Den klassiska Ziehl-Neelsen-metoden bestams av den hdga andelen

vax och lipider i cellvaggenJ eftersom syrafasta bakterier bara tar upp
fargningsamnena mycket langsamt. For att pdskynda absorptionen av
fuchsinfargdmnet och darmed bildandet av mykolate-fuchsin- komplexet

i cellvaggen upphettas normalt carbolfuchsinlésningen som appliceras p8
beredningen tills den bildar &nga.

Nar syrefasta bakterier har absorberat fuchsinfargdmnet ar det nastan
omojligt att avfarga dem igen, aven om de intensivbehandlas med en avfar-
gande |6sning som saltsyra i etanol. Foljaktligen betecknas syrefasta bakte-
rier som syra- och alkoholfasta nar det galler fargning. Vid anvandning av
den fargningssatsen AFB-Fluor fenolfri gor innehallet av fluorescensférgerna
auramin och rodamin i fargningssatsen att uppvarmningssteget inte be-
hévs. Dessa fargamnen avsatts pd de syrafasta bakteriernas cellvégg, och
beroende av mikroskopfilter visas de gula eller réda mot en svart bakgrund.
Férbehandling av prover med Sputofluol™ I6ser upp bakterierna fr&n omgi-
vande klibbigt slem och cellmaterial.

Provmaterial

Utstryk av bakteriologiskt material som har lufttorkats, varmeﬁxerats och
forbehandlats med Sputofluol™, t.ex. sputum, utstryk fran finndlsaspi-
rationsbiopsier (FNAB), skdljningar, imprint, effusioner, pus, exsudat och
flytande samt fasta odlingar

Snitt av formalinfixerad human vévnad, inbéddad i paraffin (snittjocklek
3-4 pm)

Reagens

Kat.nr AFB-Fluor fenolfritt

1.01597.0001 fargningskit for undersokning av syrefasta bakterier
med fluorescensmikroskop
(auramin-rodamin-férgning)

Paketinnehall:
Fargningssatsen inneh3ller

Reagens 1: Auramin-rodaminldsning 200 ml
Reagens 2: Avfargningslésning 2 x 200 ml
Reagens 3: Motférgningslésning (KMnO,) 200 ml

SV

www.sigmaaldrich.com

Dessutom behovs:

Kat.nr 1.08000 Sputofluol™ 11

for mikroskopi

Provberedning
Provtagningen maste utféras av kvalificerad personal.

Alla prover maste bearbetas med modern teknik.

Alla prover maste markas tydligt.

Lampliga instrument ska anvdndas foér provtagning och provberedning. Folj
tillverkarens instruktioner fér applicering/anvandning.

Vid anvandning av respektive hjélpreagenser maste respektive bruksanvis-
ningar foljas.

Sputum

Syrefasta bakterier ska forbehandlas med Sputofluol™ for att 16sas upp fran
slem och celluldra strukturer. Under processen léser den aktiva ingrediensen
hypoklorit upp det organiska materlalet genom oxidation och frisatter
forsiktigt syrefasta bakterier s8 att de kan bearbetas ytterligare.

Reagensberedning: Beredning av Sputofluol™-l6sning 15 %
For beredning av ca 100 ml 16sning blandas:

Sputofluol™ 15 ml

Destillerat vatten 85 ml

Bereda provmaterial i centrifugrér:

Prov 1 del (min. 2 ml)
Sputofluol™-l6sning (15 % i destillerat vatten) 3 delar
skaka den kraftigt 10 min.
Centrifugera vid 3 000-4 800 rpm 20 min

Dekantera supernatanten
Bered utstryk av sedimentet

Lufttorka

Punktat, skdljningar, sediment

Efter 1ampliga anrlknlngsatgarder smetar du ut provmaterialet pd
objektglaset och I8ter det Iufttorka.

Histologiska snitt

AFB-Fluor fenolfritt kan anvandas till att farga histologiska snitt.
Avparaffinera de snitten pa sedvanligt vis och rehydrera med alkohol i
fallande koncentrationer.

Fixering av utstryksprover

Proverna fixeras 6ver Idgan p& en Bunsenbrannare (2-3 ganger, undvik
Overhettning).

Proverna kan aven fixeras genom upphettning vid 100-110 °C i ett
torkskap eller pd en varmeplatta i 20 minuter.

Alltfor hoga temperaturer eller Iangvarlg uppvarmning kan férsamra farg-
ningsprestandan.

Reagensberedning

Reagensen i AFB-Fluor fenolfritt - fargningskit for undersdkning av syre-
fasta bakterier med fluorescensmikroskop (auramin-rodamin-férgning) ar
bruksfardiga. Spadning av |6sningarna ar inte nédvandigt — det resulterar i
ett forsémrat fargningsresultat och en férsamrad fargningsstabilitet.

P& grund av hog viskositet maste den fenolfria auramin-rodamin-fargnings-
I6sningen (reagens 1) skakas kraftfullt fére anvandning.

Forfarande

Fiirgni tstrvk
Fargning pa fargningsstall

Objektglas med fixerat utstryk

Reagens 1 applicera droppvis, dck 15 min.
(auramin-rodaminldsning) fullstéandigt och farga

Rinnande kranvatten skdlj noggrant 30s
Reagens 2 auftropfen tack fullstandigt 1 min.
(avfargningsldsning) och 18t reagera

Rinnande kranvatten skolj noggrant 30s
Reagens 3 applicera droppvis, ack 5 min.

(motfargningslésning) fullsténdigt och farga

Rinnande kranvatten skolj noggrant 30s

Lufttorka




Det rekommenderas att tdcka med icke-vattenhaltiga monteringsmedier
(t.ex. Neo-Mount™, Entellan™ ny eller DPX ny) och tackglas om de utstryks—
prover ska forvaras i flera manader De infargade proverna maste ocksd
torkas mycket ordentligt om s8 &r fallet.

Det rekommenderas att immersionsolja anvands for analys av inférgade
objektglas med en mikroskopisk férstoring p8 >40 x.

Fargning av histologiska prover

Fargning pa fargningsstall

Avparaffinera de histologiska objektglasen pd sedvanligt vis och rehydrera
med alkohol i fallande koncentrationer.

Fargldsningarna appliceras pd objektglasen droppvis och bor helt tacka
paraffinsnitt.

De angivna tiderna ska foljas for att ett optimalt fargningsresultat ska
kunna garanteras.

Objektglas med histologisk vavnad

Destillerat vatten skolj
Reagens 1 (auramin-rodaminlésning) 15 min.
Rinnande kranvatten 30s
Reagens 2 (avfargningslosning) 1 min.
Rinnande kranvatten 30s
Reagens 3 (motfargningslésning) 5 min.
Rinnande kranvatten 30s
Etanol 70% 1 min.
Etanol 70% 1 min.
Etanol 96% 1 min.
Etanol 96% 1 min.
Etanol 100% 1 min.
Etanol 100% 1 min.
Xylen eller Neo-Clear™ 5 min.
Xylen eller Neo-Clear™ 5 min.
Montera de Neo-Clear™-vata objektglasen med Neo-Mount™ eller
de xylen-vata objektglasen med t.ex. Entellan™ ny och téckglas.

Efter dehydratisering (med alkohol i stigande koncentrationer) och klargé-
rande med xylen eller Neo-Clear™ kan histologiska prover monteras med
vattenfria monteringsmedel (t.ex. Neo-Mount™, Entellan™ ny eller DPX ny)
och tackglas. Efter det ar de redo att forvaras.

Resultat

syrefasta bakterier
(i fluorescensmikroskop)

rodorange (rodamin) eller
gulgrént (auramin) -
beroende av anvand filterkombination

Bakgrund morkt till svart

Fargning for ljus- och fluorescensmikroskopi

Fluorescensfargningen med fargningssatsen AFB-Fluor fenolfritt ar dven
idealiskt for ytterligare fargning av syrafasta bakterier fér diagnos med
ljusmikroskopi, t.ex. med fargningssatsen AFB-Color (kat.nr 1.16450) eller
AFB-Color modifierat (kat.nr 1.00497).

De omonterade prover som fargats med férgningssatsen AFB-Fluor fenolfritt
kan anvdndas omgdende i diagnostiska syften. D&rfér kan proverna, efter
att eventuellt anvédnd immersionsolja har avldgsnats, fargas ytterligare med
fargningssatsen AFB-Color eller AFB-Color modifierat.

I prover som behandlats p& det har sattet syns de gyrafasta bakterierna
magenta-roda mot ljusgron (AFB-Color) eller ljusbla (AFB-Color modifierat)
bakgrund under ljusmikroskop.

Utvardering

Ett positivt resultat innebar "forekomst av syrefasta bakterier” och ett ne-
gativt resultat innebér “ingen férekomst av syrefasta bakterier”. Ett positivt
resultat betyder inte att en taxonomisk kla55|ﬁcer|ng med mikroskop ar
mojlig. Om syrefasta bakterier upptécks maste ytterligare analyser goras i
lagoratorier med sérskild utrustning. Inte heller bakteriernas vitalitet (akti-
va, inaktiva) kan faststallas.

Om resultatet inte &r utslagsgivande, rekommenderas ytterligare fargning
av proverna for vidare ljusmikroskopisk diagnos, t.ex. med fargningssatsen
AFB-Color (kat.nr 1.16450) eller AFB-Color modifierat (kat.nr 1.00497).

Fels6kning
Fixering av utstryksprover

Tillracklig varmefixering med en Bunsenbrannare eller ett vérmeskap &r
viktigt for att forebygga provernas infektiosa potential sdvél som ytterligare
bakteriell proliferation.

sv

Ingen fargning av syrefasta bakterier

De kritiska stegen i fargningsprocessen ar avfargningssteget, vilket kan
paverkas av utstrykets tjocklek.

Dessutom &r en farsk I6sning av saltsyra i etanol ytterst reaktiv, vilket
innebar att resultatet ska bedémas med forsiktighet. Under avférgningssteget
ska inkubationstiderna som anges i det har protokollet féljas exakt. Annars
kan resultaten bli falskt negativa.

For kraftig bakgrundsfargning

Om bakgrunden ar for kraftigt fargad i den ljusmikroskopiska bilden (mork-
bl&), bor reagens 1 (auramin-rodaminlésning) blandas béttre foljt av béattre
avfargning. Eftersom farglésningen ar mycket viskds, bor objektglaset
vaggas under avfargningssteget med reagens 2 (avférgningslésning).

Tekniska anmarkningar

Mikroskopet som anvands ska uppfylla kraven for ett laboratorium for med-
icinsk diagnostik.

Rekommenderad filterkombination fér fluorescensmikroskopi:

Excitationsfilter 490 - 570 nm
Fargseparator 525 och 635 nm
Emissionsfilter 505 - 600 nm

Om ett automatiskt fargningssystem anvénds ska du félja bruksanvisningen
frén leverantdren av systemet och programvaran

Ta bort 6verskott av immersionsolja fére inmatningen.

Analytiska prestandaegenskaper

"AFB-Fluor fenolfritt - fargningskit” infargar och visualiserar darmed
biologiska strukturer enligt beskrlvnlngen i kapitlet “Resultat” i den har
bruksanvisningen. Produkten far bara anvandas av behdriga och kvalificera-
de personer for bland annat prov- och reagenspreparering, provhantering,
vavnadsanalys, val av [ampliga kontroller med mera.

Produktens analytiska prestanda bekraftas genom att varje produktionssats
testas.

For féljande infargningar verifierades analytiska prestanda avseende speci-
ficitet, kdnslighet och repeterbarhet hos produkten i 100 % av fallen:

Specificitet | Kanslighet | Specificitet | Kanslighet
mellan mellan inom en inom en
analyser analyser analys analys

Histologisk

infargning

syrefasta bakte- 14/14 14/14 6/6 6/6

rier (i fluorescens-

mikroskop)

Bakgrund 14/14 14/14 6/6 6/6

Utstryksférgning

syrefasta bakte- 14/14 14/14 6/6 6/6

rier (i fluorescens-

mikroskop)

Bakgrund 14/14 14/14 6/6 6/6

Analytiska prestandaresultat

Intradata (erh8llna frdn samma sats) och interdata (erhallna frn olika
satser) anger antalet korrekt infargade strukturer i forhallande till antalet
genomforda analyser.

Kliniska prestandaegenskaper

Dessutom har produktens kliniska prestanda bevisats framgdngsrikt i flera
vetenskapliga publikationer.

AFB-Fluor fenolfritt - fargnmgsklt har anvants med lyckat resultat i klinisk
miljo i flera decennier inom manga olika anvandnlngsomraden

I synnerhet har klinisk prestanda fér AFB-Fluor fenolfritt - fargningskit
bestdmts genom att faststalla kanslighet och specificitet samt PPV och NPV
i en intern studie:

Auramin-rodamin-fargning
Kéanslighet 14/14
Specificitet 15/15

Kéanslighet: 14 prover av 14: 100 %
Specificitet: 15 prover av 15: 100 %
Positivt prediktivt varde (PPV): 100 %
Negativt prediktivt varde (NPV): 100 %

Resultatet av prestandautvarderingen bekraftar att produkten ar lamplig fér
den avsedda anvandningen och fungerar tillforlitligt.

Men den diagnostiska tolkningen av infdrgningsresultatet ska utféras av
kvalificerade och behoriga yrkesverksamma personer med héansyn till pa-
tientanamnes, morfologi, anvandning av adekvata kontroller och eventuella
andra diagnostiska test. Den har metoden kan anvandas som tillagg vid
humandiagnostik.



Diagnostik

Diagnoser ska stdllas avobehdrig och kvalificerad personal.

Giltiga nomenklaturer maste anvdndas.

Den har metoden kan anvandas som tilldgg vid humandiagnostik.
Ytterligare tester maste valjas och genomforas i enlighet med erkénda me-
toder.

Lampliga kontroller (t.ex. ISOSLIDE™ AFB, kat.nr 1.02560.0001) ska ge-
nomfdras med varje applicering for att undvika ett felaktigt resultat.

Om resultatet inte ar utslagsgivande, rekommenderas ytterligare fargning
av proverna for vidare ljusmikroskopisk diagnos, t.ex. med fargningssatsen
AFB-Color (kat.nr 1.16450) eller AFB-Color modifierat (kat.nr 1.00497).

Forvaring

Forvara AFB-Fluor fenolfritt - fargningskit fér undersékning av syrefasta
bakterier med fluorescensmikroskop (auramin-rodamin-fargning) vid +
15°C till +25°C.

Hallbarhetstid

AFB-Fluor fenolfritt - fargningskit fér undersékning av syrefasta bakterier
med fluorescensmikroskop (auramin-rodamin-fargning) kan anvandas fram
till angivet utgdngsdatum.

N&r droppflaskan har éppnats for forsta gdngen kan innehllet anvéndas
fram till angivet utgdngsdatum om den forvaras vid +15 °C till +25 °C.

Droppflaskorna maste alltid vara vél tillslutna.
Fargning av avfargningslosningen (reagens 2) har ingen effekt pa farg-
ningsprocesserna eller diagnosticeringen.

Kapacitet

Paketet racker for upp till 60 - 65 appliceringar. Utbytet kan bli @nnu hogre,
beroende av utstrykens tjocklek.

Ytterligare instruktioner

Endast for yrkesmassig anvandning.

For att undvika fel far appliceringen endast utféras av kvalificerad personal.
Nationella riktlinjer for arbetsskydd och kvalitetsséakring maste foljas.
Mikroskop som anvands maste vara utrustade enligt standard.

Anvand om ndédvandigt en standardcentrifug som &r lamplig i laboratorier
for medicinsk diagnostik.

Skydd mot infektion

Effektiva tgérder maste vidtas for att skydda mot infektion i linje med
laboratoriets riktlinjer.

Instruktioner for avfallshantering

Paketet maste kasseras i enlighet med gallande riktlinjer for
avfallshantering.

Anvanda lésningar och Iésningar som passerat utg%ngsdatum maste tas
om hand som farligt avfall i enlighet med lokala riktlinjer. Information om
avfallshantering finns under snabblénken “Hints for Disposal of Microscopy
Products” (Tips for kassering av mikroskopiprodukter) p%
www.microscopy-products.com. Inom EU galler férordning (EG) nr
1272/2008 om klassificering, markning och forpackning av @mnen och
blandningar, andring och upphavande direktiv 67/548/EEG och 1999/45/EG
och andring av férordning (EG) nr 1907/2006 tillampas.

Hjadlpreagens
Kat.nr 1.00327 Saltsyra i etanol 11,51
for mikroskopi
Kat.nr. 1.00496 Formaldehydlésning 4%, buffrad, 350 ml och
pH 6,9 (ca 10% formalinldsning) 700 ml (i
for histologi bredhalsad
flaska),
51,101,
10 | Titripac®
Kat.nr 1.00497 AFB-Color modifierat fargningskit 1 set

for detektion av syrefasta bakterier (AFB)
genom varmfargning

Kat.nr 1.00579 DPX ny 500 ml
vattenfritt monteringsmedium
for mikroskopi

Kat.nr 1.00869 Entellan™ ny 500 ml
tackglas
for mikroskopi

Kat.nr 1.02560 ISOSLIDE™ AFB 25 test
kontrollglas

med referensvavnad
for detektion av syrefasta bakterier i
histologisk vavnad

Kat.nr 1.03999 Formaldehydl&sning min. 37%, 11,2,51, 251
fri fran syra,
stabiliserad med ca 10% metanol
och kalciumkarbonat
for histologi
Kat.nr 1.04699 Immersionsolja 100 ml dropp-
for mikroskopi flaska, 100 ml,
500 mi
Kat.nr 1.07164 Paraffinpastiller 10 kg
stelningspunkt ca 56-58 °C (4 x 2,5 kg)

for histologi
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Kat.nr 1.07961 Entellan™ ny 100 ml,
snabbt monteringsmedium 500 ml,
for mikroskopii 11

Kat.nr 1.08000 Sputofluol™ 11
for mikroskopi

Kat.nr 1.08298 Xylen (isomerblandning) 41
for histologi

Kat.nr 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml dropp-
vattenfritt monteringsmedel flaska, 500 ml

for mikroskopi

Kat.nr 1.09843 Neo-Clear™ (xylensubstitut) 51
for mikroskopi

Kat.nr 1.11609 Histosec™ pastiller 1 kg, 10 kg
stelningspunkt 56-58 °C, (4 x 2,5 kg),
inbaddningsmedel 25 kg
for histologi

Kat.nr 1.15161 Histosec™ pastiller (utan DMSO) 10 kg
stelningspunkt 56-58 °C, (4 x 2,5kg),
inbdddningsmedel 25 kg
for histologi

Kat. nr 1.16450 AFB-Color fargningskit 1 set

for mikroskopiundersokning av syrefasta
bakterier (AFB) genom kallfargning

Faroklassificering
Kat.nr 1.01597.0001

Observera faroklassificeringen pa etiketten och uppgifterna i
sakerhetsdatabladet.
Sakerhetsdatabladet finns pa webbplatsen och gar att fa pd begéaran.

Produktens huvudsakliga bestandsdelar
Kat.nr 1.01597.0001

Reagens 1

Fargindex 41000 12,0 g/l
Fargindex 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reagens 2

C;HgO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reagens 3

KMnO, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Generell anmarkning

Om en allvarlig héndelse intréffat vid eller som ett resultat av anvandning
av den har enheten ska den rapporteras till tillverkaren eller dess auktorise-
rade representant och till den nationella myndigheten.
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H225: Mycket brandfarlig vatska och &nga.

H290: Kan vara korrosivt fér metaller.

H319: Orsakar allvarlig 6gonirritation.

H336: Kan gora att man blir dasig eller omtécknad.

H411: Giftigt for vattenlevande organismer med l8ngtidseffekter.

P210: Far inte utsattas for varme, heta ytor, gnistor, 6ppen I&ga eller andra
antdndningskallor. Rékning férbjuden.
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P240: Jorda och potentialférbind behdllare och mottagarutrustning.
P273: Undvik utslapp till miljon.

P305 + P351 + P338: VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt med
vatten i flera minuter. Ta ur eventuella kontaktlinser om det gar latt. Fort-
satt att skolja.
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1.01597.0001 [REF
Mikroskopie

AFB-Fluor bez obsahu fenolu

Barvici souprava pro stanoveni
acidorezistentnich bakterii pomoci fluorescencni
mikroskopie (barveni smési auramin-rhodamin)

Pouze pro profesionalni pouziti

|VD Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro c €

Zamysleny ucel

Tato ,,AFB-Fluor bez obsahu fenolu - Barvici souprava pro stanoveni aci-
dorezistentnich bakterii pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie (barveni smési
auramin-rhodamin)” se pouziva k bunécné diagnostice v oblasti humanni
mediciny a slouzi k bakteriologickému, cytologickému a histologickému
vysetieni vzorkl lidského plvodu. Jednd se o barvici soupravu, kterou lze
pouzit v kombinaci s jinymi vyrobky pro diagnostiku in vitro z naseho portfo-
lia umozniuje hodnotit cilové bakterialni struktury (acidorezistentni bakterie
(AFB)) prostfednictvim fixace, barveni, dobarveni , montovani v materidlech
bakteriologickych, cytologickych a histologickych vzork{, naptiklad v naté-
rech z pomnoZenych bakteridlnich kultur nebo histologické fezy, napfiklad
plic, pro diagnostické Gcely.

Rozhodujici vlastnosti soupravy pro barveni AFB-Fluor bez obsahu fenolu je
pfitomnost fluorescencnich barviv v barvicim roztoku. To umoznuje rychlou
a bezpecnou identifikaci acidorezistentnich bakterii pod fluorescenénim mik-
roskopem. Kromé toho je barvici roztok pfipraven bez potencidlné nebez-
pec¢ného fenolu, coz zvysSuje bezpecnost uzivatele.

Tato souprava pro barveni se dodava pripravena k pouziti v praktickych ka-
pacich lahvickach a obsahuje vSechna cinidla potfebna k barveni acidorezis-
tentnich bakterii v natérech a histologickych vzorcich tkani.

Nebarvené struktury maji naopak relativné nizky kontrast a je velmi obtizné
je rozlisit pod svételnym mikroskopem. V takovych pfipadech pomahaji
autorizovanému a kvalifikovaném vyzkumnému pracovnikovi lépe definovat
formu a strukturu snimky ziskané pouZitim barvicich roztok{. Ke stanoveni
definitivni diagnodzy je tfeba provést dalsi testy podle uznavanych platnych
metod.

Princip

Klasické Ziehl-Neelsenova metoda vychazi z vysokého podilu vosku a lipid{
v bunécné sténé, protoZe acidorezistentni bakterie pfijimaji barvici barviva
jen velmi pomalu. Aby se urychlila absorpce fuchsinového barviva a tim
tvorba komplexu mykolat-fuchsin v bunécné sténé, roztok karbolfuchsinu
aplikovany na pripravek se normalné zahfiva, dokud nevytvofi paru.
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.
PFi pouziti soupravy pro barveni AFB-Fluor bez obsahu fenolu je diky po-
uziti fluorescencnich barviv auraminu a rhodaminu v roztoku pro barveni
AFB-Fluor bez obsahu fenolu zahfivani zbyte¢né. Tato barviva se usazuji na
bunécné sténé acidorezistentnich bakterii a v zavislosti na filtru mikroskopu
se na ¢erném pozadi jevi jako Zlutd nebo Cervena.

Predbézné osSetfeni vzorku roztokem Sputofluol™ oddéli bakterie od okolniho
vazkého sputa a bunécného materidlu.

Material vzorku

VoIné zaschlé a teplem fixované natéry bakteriologickych materiald 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 lidského plvodu zalité do parafinu (3-4 pm
silné parafinové rezy)

Cinidla

Kat.nr AFB-Fluor bez obsahu fenolu

1.01597.0001 Barvici souprava pro stanoveni acidorezistentnich bak-
terii pomoci fluorescencni mikroskopie (barveni smési
auramin-rhodamin)
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www.sigmaaldrich.com

Slozky baleni:
Barvici souprava obsahuje

Cinidlo 1: Roztok auraminu a rhodaminu 200 ml
Cinidlo 2: Odbarvovaci roztok 2 x 200 ml
Cinidlo 3: Kontrabarvici roztok (KMnO,) 200 ml
Dalsi potfebné materialy:

Kat. ¢. 1.08000 Sputofluol™ 11

pro mikroskopii

PFiprava vzorku
Odbér vzorku musi provést kvalifikovany personal.

Se vSemi vzorky je nutné nakladat za pouziti nejmodernéjsi technologie.
VSechny vzorky museji byt jasné oznacené.

K odbéru vzork( a jejich piipravé je nutné pouzit vhodné ndstroje. Dodrzuj-
te pokyny vyrobce tykajici se aplikace/pouZziti.

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

Sputum

Acidorezistentni bakterie je tfeba pfedem osetfit pfipravkem Sputofluol™ a
oddélit je tak od hlenu a bunécnych struktur. V tomto procesu aktivni sloz-
ka, chlornan, rozpusti organicky material oxidaci a jemné uvolni acidorezis-
tentni bakterie, aby je bylo mozné dale zpracovat.

Pfiprava cinidla: PFiprava roztoku Sputofluol™ 15 %
Na pfipravu pfiblizné 100 ml roztoku smichejte:

Sputofluol™ 15 ml

Destilovana voda 85 ml

Pfiprava materidlu vzorku v centrifugacnich zkumavkach:

Vzorek 1 dil (min. 2 ml)
Roztok Sputofluol™ (15% v destilované vodé&) 3 dild
R&dné 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 rFezy
K barveni histologickych Fezl Ize pouZit AFB-Fluor bez obsahu fenolu.

Rezy zbavte obvyklym zplsobem parafinu a rehydratuijte je sestupnou
alkoholovou fadou.

Fixace natérd vzorki

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

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

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

Pfiprava dinidla

Cinidla AFB-Fluor bez obsahu fenolu - Barvici souprava pro stanoveni aci-
dorezistentnich bakterii pomoci fluorescencni mikroskopie (barvery’ smési
auramin-rhodamin) jsou urcena k pfimému pouziti, Fedéni roztoku neni
nutné a pouze vede ke zhorseni vysledného barveni a jeho stability.
Vzhledem k vysoké viskozité je tfeba barvici roztok auraminu a rhodaminu
bez fenolu (¢inidlo 1) pred pouzitim silné protrepat.



Postup
{ naterd n

Barveni v barvicim stojanku

Sklicko s fixovanym natérem

Cinidlo 1 aplikujte po kapkach, zcela 15 min
(roztok auraminu a zakryjte a obarvéte

rhodaminu)

Tekouci vodovodni voda peclivé oplachnéte 30 sekundy
Cinidlo 2 aplikujte po kapkach, zcela 1 min
(odbarvovaci roztok) zakryjte a nechte reagovat

Tekouci vodovodni voda peclivé oplachnéte 30 sekundy
Cinidlo 3 aplikujte po kapkéach, zcela 5 min
(Kontrabarvici roztok) zakryjte a obarvéte

Tekouci vodovodni voda peclivé oplachnéte 30 sekundy

Ponechejte volné uschnout

V pripadé skladovani natérd vzorkl po nékolik mésicl se doporucuje pre-
kryti nevodnym montovacim médiem (napf. Neo-Mount™, Entellan™ novy
nebo DPX novy) a pouZiti kryciho sklicka. Pro tyto Ucely museji byt barvené
vzorky velmi dobre vysusené.

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

B { histologickyct "

Barveni v barvicim stojanku

Histologickéa skli¢ka zbavte obvyklym zplsobem parafinu a rehydratujte je
sestupnou alkoholovou fadou.

Barvici roztoky se nanaseji po kapkach na podlozni sklicko a mély by zcela
pokryt parafinové fezy.

Uvedené Casy by mély byt dodrzeny, aby byl zarucen optimalni vysledek
barveni.

Skli¢ko s histologické tkani

Destilovana voda oplachnéte
Cinidlo 1 (roztok auraminu a rhodaminu) 15 min
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
Cinidlo 2 (odbarvovaci roztok) 1 min
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
Cinidlo 3 (kontrabarvici roztok) 5 min
Tekouci vodovodni voda 30 sekundy
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™,
pripadné xylenova vihka sklicka napf. za pouZiti pfipravku Entellan™ novy
a kryciho sklicka.

Po dehydrataci (vzestupnou alkoholovou fadou) a procisténi xylenem nebo
pripravkem Neo-Clear™ Ize histologické vzorky montovat za pouziti bezvo-
dych montovacich ptipravkd (napf. Neo-Mount™, Entellan™ novy nebo DPX
novy) a kryciho sklicka a poté uskladnit.

Vysledek

Acidorezistentni bakterie
(pod fluorescencnim zlutozelené (auramin) -
mikroskopem) podle pouzité kombinace filt

Pozadi tmavé az cerné

¢ervenooranzové (rhodamin) nebo

Barveni pro opticky a fluorescenéni mikroskop

Fluorescencni barveni pomoci soupravy AFB-Fluor bez obsahu fenolu je také
idealni pro dodatec¢né barveni acidorezistentnich bakterii pro diagnostiku
pomoci optické mikroskopie, napf. pomoci soupravy pro barveni AFB-Color
(kat. ¢. 1.16450) nebo soupravy AFB-Color modifikovana (kat. ¢. 1.00497).

Nemontované vzorky barvené soupravou AFB-Fluor bez obsahu fenolu Ize
pouzivat pfimo pro diagnostické ucely. Po peclivém odstranéni oleje, do
néhoz byly vzorky pfipadné ponoreny, Ize vzorky déle barvit soupravou pro
barveni AFB-Color nebo barvami pro barveni AFB-Color modifikovana.
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V takto oSetfeném vzorku se acidorezistentni bakterie pod optickym mikro-
skopem zobrazuji purpurové ¢ervené na svétle zeleném (AFB-Color) nebo
svétle modrém (AFB-Color modifikovana) pozadi.

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 vysSetreni ve specializovanych laboratofich. Nelze také stanovit vitalitu
(aktivni, neaktivni) bakterii.

Pokud neni vysledek prikazny, doporucuje se vzorky dodate¢né obarvit pro
dalsi diagnostiku pod optickym mikroskopem, napf. pomoci soupravy pro
barveni AFB-Color (kat. ¢. 1.16450) nebo soupravy AFB-Color modifikovana
(kat. & 1.00497).

Odstranovani potizi
Fixace natérd vzorkd

Pro prevenci infekéniho potencialu 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 obezfetnosti. Inkubacéni doby uvedené

v tomto protokolu v kroku odbarveni je nutné presné dodrzet. V opacném
pripadé mizete ziskat fale$n& negativni vysledky.

PFilis silné obarvené pozadi

V pfipadé, Ze je pozadi na snimku z optického mikroskopu pfilis silné zbar-
vené (tmavé modré), je tfeba Cinidlo 1 (roztok auraminu a rhodaminu) Iépe
promichat a pozadi nasledné lépe odbarvit. Vzhledem k tomu, Ze barvici
roztok je vysoce viskozni, doporucuje se béhem odbarvovani ¢inidlem 2
(odbarvovaci roztok) sklickem rychle krouzit.

Technické poznamky

Pouzity mikroskop by mél splfiovat pozadavky zdravotnické diagnostické
laboratore.

Doporuéena kombinace filtrd pro fluorescenéni mikroskop:

Excitacni filtr 490 - 570 nm
Monochromator 525 a 635 nm
Emisni filtr 505 - 600 nm

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

Pfed uloZenim odstrarte prebytek imerzniho oleje.

Analytické vykonnostni parametry

AFB-Fluor bez obsahu fenolu - barvici souprava" barvi a tim vizualizuje
biologické struktury, jak je popséano v kapitole ,Vysledek" tohoto navodu k
pouziti. Vyrobek sméji pouzivat pouze opravnéné a kvalifikované osoby, coz
plati mimo jinéopro pFipravu vzorku a Cinidel, manipulaci se vzorky, zpraco-
vani histogramu, rozhodnuti o vhodnych kontrolach a dalsi.

Analytické parametry vyrobku jsou validovany testovanim kazdé vyrobni
Sarze.

U nasledujiciho barveni byla potvrzena analytickd vykonnost vyrobku z
hlediska specifi¢nosti, senzitivity a opakovatelnosti na 100 %:

Specific- Senzitivita | Specific- Senzitivita
nost mezi mezi testy | nost v VvV ramci
testy rémci testu | testu

Histologické

barveni

Acidorezistentni 14/14 14/14 6/6 6/6

bakterie (pod

fluorescenc¢nim

mikroskopem)

Pozadi 14/14 14/14 6/6 6/6

Barveni natéru

Acidorezistentni 14/14 14/14 6/6 6/6
bakterie (pod
fluorescencnim
mikroskopem)

Pozadi 14/14 14/14 6/6 6/6
Vysledky testovani analytickych vykonnostnich parametr

Vysledky v rémci jednoho testu (provedeného na stejné Sarzi) a mezi testy
(provedenymi na ruznych Sarzich) uvadéji pocet spravné obarvenych struk-
tur v poméru k poétu provedenych testd.

Klinické vykonnostni parametry

Klinickd Gc¢innost tohoto vyrobku byla také prokazana v mnoha odbornych
publikacich.

AFB-Fluor bez obsahu fenolu - barvici souprava se uz desitky let (spésné
pouziva v klinickém prostiedi ve velkém poctu aplikaci.



Klinicka G¢innost AFB-Fluor bez obsahu fenolu - barvici souprava byla sta-
novena zejména stanovenim jeji senzitivity a specificity a hodnot PPV a NPV
v interni studii:

Barveni auramin-rhodamin
Senzitivita 14/14
Specificnost 15/15

Senzitivita: 14 vzorkl z 14: 100 %

Specifi¢nost: 15 vzorkl z 15: 100 %

Prediktivni hodnota pozitivniho testu (PPV): 100 %
Prediktivni hodnota negativniho testu (NPV): 100 %

Vysledky tohoto hodnoceni funkénosti potvrzuji, ze vyrobek je vhodny pro
zamyslené pouziti a spolehlivé funguje.

Diagnostickou interpretaci vysledk( barveni véak museji provadét kvalifi-
kovani a opravnéni odbornici po zvazeni pacientovy anamnézy, morfologie,
pouziti vhodnych kontrol a pfipadné dalSich diagnostickych testd. Tuto
metodu Ize pouzivat jako doplfikovou v diagnostice u lidi.

Diagnostika

Stanoveni diagnéz mize provadét pouze autorizovani a kvalifikovani
personal.

Je nutné pouzivat platné nomenklatury.

Tuto metodu Ize pouzivat jako doplfikovou v diagnostice u lidi.

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

PFi kazdé aplikaci pouZijte vhodné kontroly (napf. ISOSLIDE™ AFB,

kat. ¢. 1.02560.0001), PFedejdete tak nespravnym vysledkdm.

Pokud neni vysledek prukazny, doporucuje se vzorky dodatecné obarvit pro
dalsi diagnostiku pod optickym mikroskopem, napf. pomoci soupravy pro
barveni AFB-Color (kat. ¢. 1.16450) nebo soupravy AFB-Color modifikovana
(kat. & 1.00497).

Skladovani

AFB-Fluor bez obsahu fenolu - Barvici souprava pro stanoveni acidorezis-
tentnich bakterii pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie (barveni smési auramin-
-rhodamin) skladujte pfi teploté +15°C az +25°C.

Doba pouzitelnosti

AFB-Fluor bez obsahu fenolu - Barvici souprava pro stanoveni
acidorezistentnich bakterii pomoci fluorescencni mikroskopie (barveni smési
auramin-rhodamin) Ize pouzivat az do uplynuti uvedené doby pouzitelnosti.
Po prvnim otevfeni kapaci lahvi¢ky Ize obsah pouzivat az do uplynuti uvede-
né doby pouzitelnosti, je-li skladovan pfi teploté +15°C az +25°C.

Kapaci lahvi¢ky museji byt vzdy tésné uzaviené.

Zabarveni odbarvovaciho roztoku (¢inidlo 2) nema vliv na barvici procesy
ani diagnostiku.

Kapacita

Obsah baleni stadi pro az 60 - 65 aplikaci, vytéznost miZe byt i vy$&i podle
tloustky stérd.

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 lékarskou
diagnostickou laborator.

Ochrana pred infekci

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

Pokyny ohledné likvidace

Baleni musi byt zlikvidovano 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 Microscopy
Products® (Tipy pro likvidaci vyrobkd pro mikroskopii) na adrese -
www.microscopy-products.com. V réamci EU plati stavajici pFislusné NARI-
ZENI (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 dcinidla

Kat. ¢. 1.00327 Kyselina chlorovodikova v ethanolu 11,51
pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.00496 Formaldehydovy roztok 4 %, pufrovany, pH 350 ml a

6,9 (cca 10 % roztok formalinu) 700 ml

pro histologii (v lahvicce

s Sirokym

hrdlem), 51,

101,
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Kat. ¢. 1.00497 AFB-Color modifikovana 1 set
barvici souprava pro detekci
acidorezistentnich bakterie (AFB) metodou
horkého barveni

Kat. ¢. 1.00579 DPX novy 500 ml
bezvodé montovaci médium
pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.00869 Entellan™ novy pro coverslipper 500 ml
pro mikroskopii
Kat. ¢. 1.02560 ISOSLIDE™ AFB Kontrolni sklicka 25 testd

s referencni tkani pro detekci
acidorezistentnich bakterie
v histologické tkani

Kat. ¢. 1.03999 Formaldehydovy roztok min. 37 %, 11,251,
bez kyseliny 251
stabilizovany cca. 10 % methanolem a
uhli¢itanem vapenatym

pro histologii
Kat. ¢. 1.04699 Imerzni olej 100 ml
pro mikroskopii kapaci
lahvicka,
100 ml,
500 ml
Kat. ¢. 1.07164 Parafinové pastilky 10 kg (4 x
bod tuhnuti cca. 56-58°C 2,5 kg)

pro histologii
Kat. ¢. 1.07961 Entellan™ novy 100 ml,
rychlé zalévaci médium 500 ml, 11

pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.08000 Sputofluol™ 11
pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.08298 Xylen (isomerickd smés) 4
pro histologii
Kat. ¢. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml
bezvodé montovaci medium kapaci
pro mikroskopii lahvicka,
500 ml
Kat. ¢. 1.09843 Neo-Clear™ (nahrazka xylenu) 51
pro mikroskopii
Kat. ¢. 1.11609 Histosec™ pastilky 1 kg, 10 kg

bod tuhnuti 56-58°C, zalévaci médium pro (4 x 2,5 kg),

histologii 25 kg
Kat. ¢. 1.15161 Histosec™ pastilky (bez DMSO) 10 kg
bod tuhnuti 56-58°C, zalévaci médium pro (4 x 2,5 kg),
histologii 25 kg
Kat. ¢. 1.16450 AFB-Color barvici souprava 1 set

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

Klasifikace rizik
Kat. ¢. 1.01597.0001

Ridte se prosim klasifikacemi rizik vytisknutymi na $titku a informacemi uve-
denymi v bezpecnostnim listé.
Bezpecnostni list je dostupny na internetovych strankach a na pozadani.

Hlavni slozky vyrobku
Kat. & 1.01597.0001

Cinidlo 1

C.1. 41000 12,0 g/
C.1. 45170 6,0 g/
11 = 1,117 kg

Cinidlo 2

C,Hg0 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Cinidlo 3

KMnO, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Obecna poznamka

Pokud pfi pouZivani tohoto zdravotnického prostfedku nebo v dlisledku jeho
pouziti dojde k zdvazné nezadouci pfihodé, oznamte ji vyrobci a/nebo jeho
opravnénému zastupci a prislusnému narodnimu Gfadu.
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SODE

H225: Vysoce hoflava kapalina a pary.

H290: Mdze byt korozivni pro kovy.

H319: Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

H336: Mize zplsobit ospalost nebo zavraté.

H411: Toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gcinky.

P210: Chrarite pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a
jinymi zdroji zapaleni. Zakaz koufeni.

P233: Uchovaveijte obal tésné uzavieny.

P234: Uchovéavejte pouze v plvodnim baleni.

P240: Uzemnéte a upevnéte obal a odbérové zafizeni.

P273: Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostredi.

P305 + P351 + P338: PRI ZASAZENT OCf: Nékolik minut opatrné vypla-
chujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢ocky, jsou-li nasazeny a pokud je lze
vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

Cinidlo 1:

H226: Horlava kapalina a pary.

H319: Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

Cinidlo 2:

H225: Vysoce hoflava kapalina a pary.

H290: Mdze byt korozivni pro kovy.

H319: Zplsobuje vazné podrazdéni odi.

H336: Mize zplsobit ospalost nebo zavraté.

Cinidlo 3:

H411: Toxicky pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gcinky.
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1.01597.0001 [REF
Microscopie
AFB-Fluor fara fenol

Kit de colorare pentru examinarea bacteriilor
rezistente la acizi cu microscopie fluorescenta
(colorarea cu auramina - rodaminad)

Exclusiv pentru uz profesional

|VD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro c €

Scopul preconizat

Acest ,,AFB-Fluor fara fenol - Kit de colorare pentru examinarea bacterii-
lor rezistente la acizi cu microscopie fluorescenta (colorarea cu auramina

- rodamind)” este utilizat pentru diagnosticul medical al celulelor umane

si serveste scopului de investigatie bacteriologicd, citologica si histologica

a esantioanelor de origine umana. Acesta este un kit de colorare gata de
utilizare care, atunci cand este utilizat impreuna cu alte produse pentru
diagnostic in vitro din portofoliul nostru, face posibila evaluarea in scop de
diagnostic a structurilor tintd bacteriene (bacterii rezistente la acizi (AFB))
prin fixare, incastrare, colorare, contracolorare, montare din esantioanele de
testat bacteriologice, citologice si histologice, de ex. frotiuri din culturi bacte-
riene imbogatite sau de exemplu sectiuni histologice de exemplu pldmani.

Cea mai importanta caracteristica a kitului de colorare AFB-Fluor fara fenol
este prezenta colorantului fluorescent in solutia de colorare. Acest lucru
permite identificarea rapidd si sigurd a bacteriilor rezistente la acid sub mi-
croscopul fluorescent. In plus, solutia de colorare este preparata fara fenoli
potential periculosi, asigurand astfel o mai mare siguranta a utilizatorului.

Setul de colorare este furnizat gata de utilizare in flacoane practice cu picu-
rator si contine toti reactivii necesari pentru colorarea bacteriilor acidorezis-
tente in esantioanele de frotiu si esantioanele histologice.

Structurile necolorate au un contrast relativ scazut si sunt extrem de dificil
de distins sub microscopul optic. Imaginile create folosind solutiile de
colorare ajuta investigatorul autorizat si calificat sa defineasca mai bine
forma si structura in astfel de cazuri. Testele suplimentare trebuie efectuate
in conformitate cu metodele valide, recunoscute, pentru a ajunge la un
diagnostic definitiv.

Principiu de functionare

Metoda clasicad Ziehl-Neelsen este determinaté de proportia ridicatd de
ceara si lipide din peretele celular, deoarece bateriile acidorezistente absorb
colorantul foarte incet. Pentru a accelera absorbtia colorantului fucsina si,
astfel, formarea complexului micolat-fucsind in peretele celular, solutia de
carbol-fuchsinad aplicatéd preparatului este incalzitd in mod normal pana cand
formeaza abur.

Dupa ce bacterii rezistente la acizi au absorbit colorantul fucsing, este practic
imposibil sa fie decolorate din nou, chiar daca sunt tratate intensiv cu solutii
de decolorare, cum ar fi acidul clorhidric din etanol. Prin urmare, bacterii
rezistente la acizi sunt considerate rezistente la acizi si la alcool pentru
colorare.

Daca se utilizeaza kitul de colorare AFB-Fluor fara fenol, datorita colorantilor
fluorescenti auramina si rhodamina prezenti in solutia de colorare AFB-Fluor
fard fenol, pasul de incalzire nu mai este necesar. Acesti coloranti se depun
de peretele celular al bacteriilor acidorezistente si, in functie de filtrul micro-
scopului, sunt evidentiati in galben sau rosu pe fond negru.

Pretratarea specimenelor cu Sputofluol™ dizolva bacteriile din sputa vascoasa
si materialul celular din jur.

Esantion de proba

Frotiuri de probe bacteriologice care au fost uscate la aer, fixate la caldurd
si pretratate cu Sputofluol™, de exemplu sputa, frotiurile din biopsii aspira-
tive cu ac fin (FNAB), spalaturi, imprimari, scurgeri, puroi, exsudate, culturi
lichide si solide

Sectiuni de tesut de origine umana fixate in formol, incluse in parafina (secti-
uni in parafind de 3 - 4 um grosime)

Reactivi

Cat. nr. AFB-Fluor fara fenol

1.01597.0001 Kit de colorare pentru examinarea bacteriilor
rezistente la acizi cu microscopie fluorescen-
ta (colorarea cu auramind - rodaminad)

RO

www.sigmaaldrich.com

Componentele pachetului:
Kitul de colorare contine

Reactiv 1: Solutie auramina-rhodamina 200 ml
Reactiv 2: Solutie de decolorare 2 x 200 ml
Reactiv 3: Solutie de contracolorare (KMnO,) 200 ml
De asemenea, este necesar:

Cat. nr. 1.08000 Sputofluol™ 11

pentru microscopie

Prepararea probelor
Prelevarea probelor trebuie efectuata de personal calificat.

Toate probele vor fi tratate cu ajutorul tehnologiei de ultima ora.

Toate probele vor fi etichetate clar.

Vor fi utilizate instrumente adecvate pentru prelevarea si pregatirea probelor.
Vor fi respectate instructiunile producatorului privind aplicarea/utilizarea.
La utilizarea reactivilor auxiliari corespunzatori, trebuie respectate instructi-
unile de utilizare corespunzatoare.

Sputa

Bacterii rezistente la acizi trebuie pretatate cu Sputofluol™ pentru a le di-
zolva din mucus si din structurile celulare. In acest proces, ingredientul activ
hipoclorit dizolvd materialul organic prin oxidare si elibereaza usor bacterii
rezistente la acizi, astfel incat acestea sa poata fi procesate in continuare.
Prepararea reactivului: Pregdtirea solutiei de Sputofluol™ 15%

Pentru prepararea a aprox. 100 ml solutie, amestecati:

Sputofluol™ 15 ml
Apa distilata 85 ml

Pregatirea esantionului de proba in tuburi centrifuge:

Proba 1 parte
(min. 2 ml)
Solutie de Sputofluol™ (15% in apa distilatd) 3 parti
Agitati puternic 10 min
Centrifugati la 3000 - 4800 rpm 20 min

Decantati supernatantul
Preparati frotiuri din sediment

Uscare la aer

Punctii, spaldturi, sedimente
Dupd masurile adecvate de imbogatire, aplicati esantionul de proba pe lama
si Iasati sa se usuce la aer.

Sectiuni histologice
AFB-Fluor fara fenol poate fi utilizat pentru colorarea sectiunilor histologice.

Deparafinizati sectiunile prin metoda conventionala si rehidratati intr-o serie
descendentd de alcooluri.

Fixarea probelor de frotiu

Specimenele sunt fixate deasupra unui arzator Bunsen (de 2 - 3 ori, avand
grija sa evitati incalzirea excesiva).

Specimenele pot fi fixate si prin incdlzirea la 100 - 110 °C intr-o camera de
uscare sau pe o placd de incalzire timp de 20 de min.

Temperaturile excesive sau incdlzirea prelungitd pot cauza o deteriorare a
performantei de colorare.

Prepararea reactivului

Reactivii din AFB-Fluor fara fenol - Kit de colorare pentru examinarea bacte-
riilor rezistente la acizi cu microscopie fluorescenta (colorarea cu auramina -
rodamind) sunt gata de utilizare, diluarea solutiilor nu este necesara si mai
degraba provoaca o deteriorare a rezultatelor colordrii si a stabilitatii lor.
Datoritd viscozitatii ridicate pe care o prezinta, solutia de colorare aurami-
na-rhodamina fara fenoli (reactiv 1) trebuie agitatd puternic inainte de
utilizare.



Procedura
Colorarea probelor de frotiu

Colorarea pe suportul de colorare

Lama cu frotiu fixat

Reactiv 1 se aplica in forma de picatu- 15 min
(solutie auramina-rhodamina) | ra, acoperiti
complet si se coloreaza

Apé de la robinet clatiti cu atentie 30 sec

Reactiv 2
(solutie de decolorare)

se aplica in forma de picatu- 1 min
ré, acoperiti
complet si I3sati sa reacti-

oneze
Apé de la robinet clatiti cu atentie 30 sec
Reactiv 3 se aplica in forma de picatu- 5 min

rd, acoperiti
complet si se coloreaza

(solutie de contracolorare)

Apé de la robinet clatiti cu atentie 30 sec

Uscati la aer

Acoperirea cu medii de montare ne-apoase (de ex. Neo-Mount™, Entellan™
nou sau DPX nou) este recomandatd pentru depozitarea probelor de frotiu
pentru o perioada de cateva luni. In acest scop, specimenele colorate trebu-
ie uscate foarte bine.

Utilizarea uleiului de imersie este recomandata pentru analiza lamelor colo-
rate cu marire microscopica >40x.

Col belor histologi
Colorarea pe suportul de colorare

Deparafinizati lamele histologice prin metoda conventionald si rehidratati
intr-o serie descendentd de alcooluri.

Solutiile de colorare se aplica in picaturi pe lama si ar trebui sa acopere
complet sectiunea de parafina.

Trebuie respectate perioadele de timp specificate, pentru a garanta un
rezultat optim al colorarii.

Lama cu tesutul histologic

Apa distilata clatiti
Reactiv 1 (solutie auramina-rhodaminad) 15 min
Apé de la robinet 30 sec
Reactiv 2 (solutie de decolorare) 1 min
Apa de la robinet 30 sec
Reactiv 3 (solutie de contracolorare) 5 min
Apa de la robinet 30 sec
Etanol 70% 1 min
Etanol 70% 1 min
Etanol 96% 1 min
Etanol 96% 1 min
Etanol 100% 1 min
Etanol 100% 1 min
Xilen sau Neo-Clear™ 5 min
Xilen sau Neo-Clear™ 5 min
Montati lamele umezite cu Neo-Clear™ cu Neo-Mount™ sau lamele
umezite cu xilen cu de ex. Entellan™ nou si capac de sticla.

Dupa deshidratare (serie descendentd de alcooluri) si curadtare cu xilen sau
Neo-Clear™, probele histologice pot fi montate cu agenti de montare fara
apa (ex. Neo-Mount™, Entellan™ nou sau DPX nou) si un capac de sticla,
apoi pot fi depozitate.

Rezultat

Bacterii rezistente la acizi
(la microscopul cu fluorescentad)

rosu-portocaliu (rhodamind) sau
galben-verde (auramina) -

in functie de combinatia de filtre
folosita

Fundal intuneric pana la negru

Colorarea pentru microscopia optica si de fluorescenta

Colorarea fluorescentd cu kitul de colorare AFB-Fluor fara fenol este, de
asemenea, potrivita pentru colorarea aditionald a bacterii rezistente la acizi,
pentru diagnosticarea la microscopul optic, de ex. prin utilizarea kitului de
colorare AFB-Color (Cat. nr. 1.16450) sau AFB-Color modificat (Cat. nr.
1.00497).

RO

Esantioanele nemontate colorate cu kitul de colorare AFB-fluor fara fenol
pot fi utilizate direct pentru diagnosticare. Ulterior, dupa indepartarea cu
atentie a uleiului de imersie utilizat, esantioanele pot fi colorate in continua-
re cu kitul de colorare AFB-color sau AFB-color modificat.

in esantioanele astfel preparate, bacteriile acidorezistente apar colorate
in rosu-magenta pe fond verde deschis (AFB-Color) si albastru deschis
(AFB-Color modificat) la microscopul optic.

Evaluare

Un rezultat pozitiv inseamna ,bacterii rezistente la acizi prezente”, un rezul-
tat negativ ,bacterii rezistente la acizi nu sunt prezente”. Un rezultat pozitiv
nu inseamna ca este posibild o clasificare taxonomica prin microscopie.
Daca sunt detectate bacterii rezistente la acizi, trebuie efectuate analize su-
plimentare n laboratoare special echipate. Nici vitalitatea bacteriilor (active,
inactive) nu poate fi stabilita.

Daca rezultatul nu este concludent, se recomanda colorarea aditionald a
esantioanelor pentru diagnosticari suplimentare la microscopul optic, de ex.
cu kitul de colorare AFB-Color (Cat. Nr. 1.16450) sau AFB-Color modificat
(Cat. Nr. 1.00497).

Depanarea
Fixarea probelor de frotiu

Un grad suficient de fixare la cdldurd, folosind arzatorul Bunsen sau intr-o
camera de incdlzire, este esential pentru a preveni potentialul infectios al
specimenelor si proliferarea ulterioara a bacteriilor.

Nu exista colorare a bacterii rezistente la acizi

Faza critica a acestui proces de colorare este faza de decolorare, care poate
fi influentatd de grosimea frotiului de specimen.

In plus, o solutie proaspata de acid clorhidric in etanol este puternic reacti-
va, ceea ce inseamna ca rezultatul trebuie evaluat cu atentie. Perioadele de
incubare specificate in acest protocol trebuie respectate cu strictete in faza
de decolorare, pentru cd, in caz contrar, pot fi obtinute rezultate fals-nega-
tive.

Colorarea prea puternica a fondului

in cazul in care fondul este prea colorat in imaginea de la microscopul optic
(albastru nchis), reactiv 1 (solutia de auramind-rhodamina) trebuie ames-
tecatd mai bine si ulterior decolorata mai bine. Deoarece solutia de colorare
este foarte vascoasd, se recomanda realizarea de miscari concentrice ale
lamei in timpul etapei de decolorare cu reactiv 2 (solutia de decolorare).

Observatii tehnice

Microscopul utilizat trebuie sd corespunda cerintelor laboratorului pentru
diagnostic medical.

Combinatia de filtre recomandatd pentru microscopia de fluorescentd:

Filtru de excitatie 490 - 570 nm
Separator de culoare 525 si 635 nm
Filtru de emisie 505 - 600 nm

Atunci cand folositi sisteme pentru colorare automatd, respectati instructi-
unile
de utilizare oferite de furnizorul sistemului si al software-ului.

Inlaturati excesul de ulei de imersie inainte de umplere.

Caracteristici de performanta analitica

AFB-Fluor fara fenol - kit de colorare” coloreaza si, prin urmare, vizibili-
zeaza structurile biologice, asa cum este descris in capitolul ,Rezultat” al
acestei IDU. Produsul trebuie utilizat numai de catre persoane autorizate si
calificate, utilizarea incluzand, printre altele, pregatirea probelor si a reac-
tivilor, manipularea probelor, histoprocesarea, deciziile privind controalele
adecvate si multe altele.

Performanta analitica a produsului este confirmatd prin testarea fiecarui lot
de productie.

Pentru urmatoarele colorari, performanta analitica a fost confirmata din

o ratd de 100%:

Speci- Senzi- Speci- Senzi-
ficitate tivitate ficitate tivitate
inter-test inter-test intra-test intra-test

Coloratie histologica

Bacterii rezis- 14/14 14/14 6/6 6/6
tente la acizi (la
microscopul cu

fluorescentd)

Fundal 14/14 14/14 6/6 6/6
Colorarea probelor

de frotiu

Bacterii rezis- 14/14 14/14 6/6 6/6

tente la acizi (la

microscopul cu

fluorescenta)

Fundal 14/14 14/14 6/6 6/6
Rezultate de performanta analitica

Datele intra- (efectuate pe acelasi lot) si inter-test (efectuate pe loturi
diferite) indicd numarul de structuri colorate corect in raport cu numarul de
teste efectuate.



Caracteristici de performanta clinica

in plus, performanta clinicd a acestui produs a fost doveditd cu succes in
mai multe publicatii stiintifice.

AFB-Fluor fara fenol - kit de colorare a fost utilizat cu succes in contextul
clinic de zeci de ani intr-un numar mare de aplicatii.

Performanta clinica a AFB-Fluor fara fenol - kit de colorare, in special, a fost
determinatd prin stabilirea sensibilitatii si specificitatii acesteia si a PPV si
NPV intr-un studiu intern:

Colorarea cu auramina - rodamind

Sensitivitate 14/14

Specificitate 15/15

Sensibilitate: 14 mostre din 14: 100%
Specificitate: 15 mostre din 15: 100%
Valoare predictiva pozitiva (PPV): 100%
Valoare predictiva negativa (NPV): 100%

Rezultatele acestei evaluari de performanta confirma faptul ca produsul este
potrivit pentru utilizarea prevazuta si functioneaza fiabil.

Cu toate acestea, Interpretarea diagnostica a rezultatelor colorarii trebuie
efectuatd de catre profesionisti calificati si autorizati, luand in considerare
anamneza pacientului, morfologia, utilizarea controalelor adecvate si teste
de diagnostic suplimentare, daca este cazul. Aceastd metoda poate fi folosi-
ta suplimentar in diagnosticul uman.

Diagnostic

Diagnosticul trebuie stabilit doar de catre personalul autorizat si calificat.
Va fi utilizatda nomenclatura in vigoare.

Aceastd metoda poate fi folositd suplimentar in diagnosticul uman.
Testele ulterioare vor fi selectate si implementate conform metodelor recu-
noscute.

Seruri de control adecvate (ex. ISOSLIDE™ AFB, Cat. nr. 1.02560.0001)
trebuie efectuate la fiecare aplicatie, pentru a se evita rezultate incorecte.
Daca rezultatul nu este concludent, se recomanda colorarea aditionald a
esantioanelor pentru diagnosticari suplimentare la microscopul optic, de ex.
cu kitul de colorare AFB-Color (Cat. Nr. 1.16450) sau AFB-Color modificat
(Cat. Nr. 1.00497).

Depozitarea

Depozitati AFB-Fluor fard fenol - Kit de colorare pentru examinarea bacte-
riilor rezistente la acizi cu microscopie fluorescenta (colorarea cu auramind
- rodamind) la +15°C pana la +25°C.

Durata de depozitare

AFB-Fluor fara fenol - Kit de colorare pentru examinarea bacteriilor rezis-
tente la acizi cu microscopie fluorescenté (colorarea cu auramina - rodami-
na) poate fi utilizata pana la termenul de valabilitate mentionat.

Dupa prima deschidere a flaconului de picurare, continutul poate fi utilizat
pana la termenul de valabilitate mentionat, dacd este depozitat la +15°C
pana la +25°C.

Flacoanele Flacon de picurare trebuie pastrate in permanentd bine inchise.

Colorarea solutiei de decolorare (reactiv 2) nu afecteaza procesul de colora-
re si diagnosticul.

Capacitatea

Pachetul este suficient pentru pana la 60 - 65 de aplicatii si chiar mai multe,
in functie de grosimea frotiului.

Instructiuni suplimentare

Exclusiv pentru uz profesional.

Pentru a evita erorile, aplicarea trebuie efectuata exclusiv de personal
calificat.

Vor fi respectate recomandarile nationale privind siguranta muncii si asigu-
rarea calitatii.

Trebuie utilizate microscoape echipate conform standardelor.

Daca este necesar, utilizati o centrifuga standard adecvata pentru laborato-
rul pentru diagnostic medical.

Protectia impotriva infectiei

Vor fi luate masuri active pentru protejarea impotriva infectiei, conform
recomandarilor laboratorului.

Instructiuni privind eliminarea

Ambalajul trebuie eliminat in conformitate cu reglementarile locale.
Solutiile utilizate si solutiile expirate trebuie eliminate ca deseuri speciale,
in conformitate cu normele nationale. Informatii privind eliminarea pot

fi gasite sub optiunea Legaturi Rapide ,Hints for Disposal of Microscopy
Products” (,Indicii privind eliminarea produselor de microscopie”) la
www.microscopy-products.com. In cadrul UE, in prezent se aplica
REGULAMENTUL (CE) Nr 1272/2008 privind clasificarea, etichetarea si
ambalarea substantelor si a amestecurilor, de modificare si de abrogare

a Directivelor 67/548/CEE si 1999/45/CE, precum si de modificare a
Regulamentului (CE) nr. 1907/2006.

Reactivi auxiliari

Cat. nr.
1.00327

Cat. nr.
1.00496

Cat. nr.
1.00497

Cat. nr.
1.00579

Cat. nr.
1.00869

Cat. nr.
1.02560

Cat. nr.
1.03999

Cat. nr.
1.04699

Cat. nr.
1.07164

Cat. nr.
1.07961

Cat. nr.
1.08000

Cat. nr.
1.08298

Cat. nr.
1.09016

Cat. nr.
1.09843

Cat. nr.
1.11609

Cat. nr.
1.15161

Cat. nr.
1.16450

Acid clorhidric in etanol,
pentru microscopie

Formaldehida solutie tamponatd 4%,
pH 6,9 (solutie formalind aprox. 10%)
pentru histologie

AFB-Color modificat

kit de colorare pentru detectie bacteriilor
rezistente la acizi (AFB) prin metoda de
colorare la cald

DPX nou
mediu de montare neapos
pentru microscopie

Entellan™ nou mediu de montare
pentru lameld pentru microscopie

Lame de control ISOSLIDE™ AFB

cu tesut de referinta pentru detectarea
bacteriilor rezistente la acizi in tesutul
histologic

Formaldehida solutie min. 37%,
fara acid

stabilizatd cu aproximativ

10% metanol si carbonat de calciu
pentru histologie

Ulei de imersie
pentru microscopie

Parafina - pastile
temperatura de solidificare ~ 56 - 58 °C
pentru histologie

Entellan™ nou
mediu de montare rapid pentru
microscopie

Sputofluol™
pentru microscopie

Xilen (amestec de izomeri)
pentru histologie

Neo-Mount™ anhidru - mediu de montare
pentru microscopie

Neo-Clear™ (substitut de xilen)
pentru microscopie

Histosec™ pastile

punct de solidificare 56-58°C
agent de incluziune

pentru histologie

Histosec™ pastile (fara DMSO)
punct de solidificare 56-58°C
agent de incluziune

pentru histologie

AFB-Color - kit de colorare
pentru investigare microscopica bacteriilor
rezistente la acizi (AFB) (colorare la rece)

Categoria de risc
Cat. nr. 1.01597.0001

Observati categoria de risc imprimata pe etichetd si informatiile oferite in
fisa de informatii de securitate.
Fisa de informatii de securitate este disponibila pe website si la cerere.

Componentele principale ale produsului
Cat. nr. 1.01597.0001

Reactiv 1

C.I. 41000
C.I. 45170
11 = 1,117 kg

Reactiv 2
C;HO

HCI min. 37 %
11 = 0,878 kg

Reactiv 3

KMnO,
11 = 1,013 kg

12,0 g/l
6,0 g/l

543,3 g/l
15,7 g/l

5,0 g/l

RO

11,51

350 ml si
700 ml (in
flacoane cu
gat larg),
51,101,

10 | Titripac®

1 set

500 ml

500 ml

25 teste

11,251,
251

Flacon de
picurare de
100 ml,
100 ml,
500 ml

10 kg
(4 x 2,5 kg)

100 ml,
500 ml, 11

1l
41

Flacon de
picurare de
100 ml,
500 ml

51
1 kg, 10 kg

(4 x 2,5 kg),
25 kg

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

1 set



Observatie generala

Daca in timpul utilizarii acestui dispozitiv sau ca urmare a utilizarii acestuia,
a avut loc un incident grav, va rugam sa il raportati producatorului si/sau
reprezentantului sdu autorizat si autoritatii nationale.

Literatura
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2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
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3. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science
Publishing company
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H225: Lichid si vapori foarte inflamabili.

H290: Poate fi corosiv pentru metale.

H319: Provoaca o iritare grava a ochilor.

H336: Poate provoca somnolentd sau ameteald.

H411: Toxic pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.

P210: A se pastra departe de surse de caldurd, suprafete fierbinti, scantei,
flacari si alte surse de aprindere. Fumatul interzis.

P233: Pastrati recipientul inchis etans.

P234: A se pastra numai in ambalajul original.

P240: Legatura la pamant si conexiune echipotentiald cu recipientul si cu
echipamentul de receptie.

P273: Evitati dispersarea in mediu.

P305 + P351 + P338: IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clatiti cu atentie cu
apa timp de mai multe minute. Scoateti lentilele de contact, dacd este
cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti.

Reactiv 1:
H226: Lichid si vapori inflamabili.
H319: Provoaca o iritare grava a ochilor.

Reactiv 2:

H225: Lichid si vapori foarte inflamabili.

H290: Poate fi corosiv pentru metale.

H319: Provoaca o iritare grava a ochilor.

H336: Poate provoca somnolentd sau ameteald.

Reactiv 3:
H411: Toxic pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
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Sigma-Aldrich.

1.01597.0001 [REF
Mikroskopi
AFB-Fluor phenolfri

farvningskit til undersggelse af syrefaste
bakterier med fluorescensmikroskopi
(auramin-rhodaminfarvning)

Kun til professionel brug

|VD Medicinske anordning til in vitro-diagnose c €

Beregnet formal

Dette "AFB-Fluor phenolfri - farvningskit til undersggelse af syrefaste
bakterier med fluorescensmikroskopi (auramin-rhodaminfarvning)”
anvendes til humanmedicinsk cellediagnose og er beregnet til bakteriologisk,
cytologisk og histologisk undersggelse af prgvemateriale fra mennesker.
Det er et klar-til-brug farvningskit, som nar det bruges sammen med

andre produkter til in vitro-diagnose fra vores sortiment laver bakterielle
malstrukturer (syrefaste bakterier (AFB)) ved fiksering, indstgbning,
farvning, kontrastfarvning, montering i bakteriologiske, cytologiske og
histologiske prgvematerialer, eksempelvis udstrygninger af berigede
bakteriekulturer eller histologiske snit af f.eks. lunger, der kan evalueres til
diagnoseformal.

Den afggrende egenskab ved AFB-Fluor phenolfri farvningsseet er tilstede-
veerelsen af fluorescerende farver i farvningsoplgsningen. Dette muligggr en
hurtig og sikker identifikation af de syrefaste bakterier under fluorescens-
mikroskopet. Derudover er farvningsoplgsningen fremstillet uden potentielt
farligt fenol, hvilket forbedrer brugerens sikkerhed.

Dette farvningsseet leveres brugsklar i praktiske pipetteflasker og indehol-
der alle de reagenser, der kraeves for at farve syrefaste bakterier i sme-
ar-prgver og histologiske veevsprgver.

Ufarvede strukturer har en relativ lav kontrast og er ekstremt vanskelige

at skelne under lysmikroskopet. De dannede billeder med farveoplgsninger

hjeelper autoriseret og kvalificerede undersggere med bedre at definere for-
men og strukturen i sadanne tilfeelde. Der skal udfgres yderligere tests iht.

anerkendte og gyldige metoder for at fastleegge en definitiv diagnose.

Princip

Den klassiske Ziehl-Neelsen-metode bestemmes med den hgj andel voks og
lipider i celleveeggen, eftersom syrefaste bakterier kun optager farvnings-
stoffer meget langsomt. For at fremskynde absorptionen af fuchsinfarve-
stoffet og dermed dannelsen af mycolat-fuchsin-komplekset i cellevaeggen
opvarmes karbolfuchsinoplgsningen, der pafgres praeparatet, normalt, indtil
den danner damp.

N&r syrefaste bakterier har absorberet fuchsinfarvestoffet, er det naesten
umuligt at affarve demJ 0gs8 selvom de bliver behandlet grundigt med en
affarvningsoplgsning sasom saltsyre i ethanol. Af denne grund betegnes
syrefaste bakterier som syre- og alkoholfaste i forbindelse med farvning.
Nar der anvendes AFB-Fluor fenolfri farvningssaet gor brugen af de fluore-
scerende farver auramin og rhodamin i AFB-Fluor fenolfri farvningsoplgs-
ning opvarmningstrinet ungdvendigt. Disse farver laegger sig pa cellevaeg-
gen i syrefaste bakterier og bliver gule eller rede mod en sort baggrund
afhaengigt af mikroskopfilteret.

Ved forbehandling af prgverne med Sputofluol™ oplgses bakterierne fra det
klaebrige spyt og cellemateriale, der omgiver dem.

Prgvemateriale

Udstrygninger af bakteriologisk materiale, som er blevet lufttgrret og
forbehandlet med Sputofluol™ s&som sputum, udstrygninger fra finnals-
aspirations-biopsi (FNAB), skylninger, aftryk, effusioner, pus, ekssudater,
flydende og faste kulturer

Snit af formalinfikseret vaev af human oprindelse i paraffin (3 - 4 pm tykke
paraffinsnit)

Reagenser

Varenr. AFB-Fluor phenolfri

1.01597.0001 farvningskit til undersggelse af syrefaste
bakterier med fluorescensmikroskopi
(auramin-rhodaminfarvning)

DA

www.sigmaaldrich.com

Pakkens komponenter:
Farveseettet indeholder

Reagens 1: Auramin-rhodamin-oplgsning 200 ml
Reagens 2: Affarvningsoplgsning 2 x 200 ml
Reagens 3: Modfarvningsoplgsning (KMnO,) 200 ml
0gsé pakraevet:

Varenr. 1.08000  Sputofluol™ 11

til mikroskopi

Forberedelse af prgverne

Prgveudtagningen skal udfgres af faguddannet personale.

Alle prgver skal behandles ved hjzelp af den nyeste teknologi.

Alle prgver skal forsynes med tydelige etiketter.

Der skal anvendes egnede instrumenter til prﬂveudtagningoog forberedelse
af prgverne. Fglg producentens anvisninger med henblik pa anvendelse/
brug.

N&r der anvendes tilhgrende hjeelpereagenser, skal man fglge de tilhgrende
brugsanvisninger.

Sputum

Disse syrefaste bakterier bgr forbehandles med Sputofluol™ for at oplgse
dem fra mucus og cellestrukturer. I forbindelse med denne proces oplgser
det aktive indholdsstof hypoklorit det organiske mageriale ved oxidering og
frigiver forsigtigt syrefaste bakterier med henblik pa videre behandling.
Forberedelse af reagenserne: Fremstilling af Sputofluol™-oplgsning 15 %

Til fremstilling af ca. 100 ml oplgsningsblanding:

Sputofluol™ 15 ml

Destilleret vand 85 ml

Forberedelse af prgvemateriale i centrifugeglas:

Prgve 1 del (min. 2 ml)
Sputofluol™-oplgsning (15 % i destilleret vand) 3 dele
Rystes grundigt 10 min.
Centrifugeres ved 3000 - 4800 omdr./min. 20 min.

Dekanter supernatanten
Forbered udstrygninger af bundfaldet

Lufttgrres

Punktater, udskylning, bundfald

Efter der er truffe'% passende berigelsesforanstaltninger, udstryges
prgvematerialet pa objektglasset og lufttgrres.

Histologiske prgver

AFB-Fluor phenolfri kan anvendes til farvning af histologiske snit.
Deparaffiner de snittene pa traditionel vis, og rehydrer dem i en faldende
alkoholraekke.

Fiksering af smear-prgver

Prgverne fikseres over en bunsenbraender (2 - 3 gange, undgd at opvarme
dem for meget).

Prgverne kan ogsa fikseres ved opvarmning pa 100 - 110 °C i et tgrreskab
eller p8 en varmeplade i 20 min.

For hgje temperaturer eller for lang tids opvarmning kan resultere i forrin-
gelse af farveresultatet.

Forberedelse af reagenserne

Reagenserne i AFB-Fluor phenolfri - farvningskit til undersggelse af
syrefaste bakterier med fluorescensmikroskopi (auramin-rhodaminfarvning)
er klar til brug. Fortynding af oplgsningerne er ikke ngdvendigt og resulterer
i forringelse af farveresultatet og oplgsningernes stabilitet.

Takket veere dens hgjde viskositet skal den fenolfrie auramin-rhodamin-
farvningsoplgsning (reagens 1) rystes kraftigt fgr brug.



Procedure
Earvning af smear-prover

Farvning pé farveracket

Objektglas med fikseret udstrygning

Reagens 1 pafgr drypvist, skal tildaek- 15 min.
(auramin-rhodamin-oplgs- kes fuldstaendigt, og foretag

ning) farvningen

Vaskes med postevand skyl omhyggeligt 30 sek.
Reagens 2 pafer drypvist, skal tildaek- 1 min.

(affarvningsoplgsning) kes fuldstaendigt og gives

tid til at reagere

Vaskes med postevand skyl omhyggeligt 30 sek.
Reagens 3 pafer drypvist, skal tildaek- 5 min.
(modfarvningsoplgsning) kes fuldsteendigt, og foretag

farvningen
Vaskes med postevand skyl omhyggeligt 30 sek.

Skal lufttgrre

Tildaekning med ikke-vandige monteringsmedier (f.eks. Neo-Mount™,
Entellan™ ny eller DPX ny) og et daekglas anbefales med henblik p8 op-
bevaring af smear-prgver i flere m@neder. Til dette formal skal de farvede
prgver tgrres meget omhyggeligt.

Brugen af immersionsolie anbefales til analyse af farvede objektglas med
en mikroskopforstgrrelse pa >40x.

E . f histologis!

Farvning pé& farveracket

Deparaffiner de histologiske snit pa traditionel vis, og rehydrer dem i en
faldende alkoholraekke.

Farveoplgsninger p&fgres drébevist pd objektglasset og bgr helt deekke
paraffinsnittet.

De anfgrte tider skal overholdes for at sikre et optimalt resultat af farvnin-
gen.

Snit med histologisk veev

Destilleret vand spllen
Reagens 1 (auramin-rhodamin-oplgsning) 15 min.
Vaskes med postevand 30 sek.
Reagens 2 (affarvningsoplgsning) 1 min.
Vaskes med postevand 30 sek.
Reagens 3 (modfarvningsoplgsning) 5 min.
Vaskes med postevand 30 sek.
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 eller Neo-Clear™ 5 min.
Xylen eller Neo-Clear™ 5 min.
Monter Neo-Mount™ Eg de Neo-CIearTM-vae_dede objektglas eller montcer
f.eks. Entellan™ ny pa de xylenvaedede objektglas, og saet daekglas pa.

Efter dehydrering (stigende alkoholraekke) og klaring med xylen eller
Neo-Clear™, kan de histologiske prgver monteres med vandfri monterings-
midler (f.eks. Neo-Mount™, Entellan™ ny eller DPX ny) og et daekglas og
kan derefter opbevares.

Resultat

Syrefaste bakterier
(i fluorescensmikroskopet)

rgd-orange (rhodamin) eller
gul-grgn (auramin) -

afhaengigt af kombinationen af de
anvendte filtre

Baggrund mgrk til sort

Farvning til optisk mikroskopi og fluorescensmikroskopi

Den fluorescerende farvning med brug af AFB-Fluor phenolfri farvnings-
saet er ogsa perfekt egnet til farvning af syrefaste bakterier for diagnose
med optisk mikroskopi, f.eks. ved brug af AFB-Color farvningssaet (varenr.
1.16450) eller AFB-Color modificeret (varenr. 1.00497).

De ikke-monterede prgver farvet med AFB-Fluor phenolfri farvningssaet
kan anvendes direkte til diagnostiske formal. Efter en forsigtig fjernelse af
alt immersionsolie, der kan vaere blevet anvendt, kan man efterfglgende
farve prgverne yderligere med AFB-Color farvningssaettet eller AFB-Color
modificeret.
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I prgven, der behandles p& denne made, vises de syorefaste bakterier ma-
genta-rgdt mod en lysegrgn (AFB-Color) eller lysebla (AFB-Color modifice-
ret) baggrund under det optiske mikroskop.

Evaluering

Et positivt resultat betyder “syrefaste bakterier til stede”, og et negativt
resultat betyder “ingen syrefaste bakterier til stede”. Et positivt resultat bety-
der ikke, at det er muligt med en taksonomisk klassifikation med mikroskop.
Hvis der pavises syrefaste bakterier, skal der udfgres flere undersggelser pd
et specialiseret laboratorium. Bakteriernes vitalitet (aktiv, inaktiv) kan heller
ikke bestemmes.

Hvis resultatet ikke er tydeligt, anbefales det at farve prgverne yderligere til
den optiske mikroskopiske diagnose, f.eks. med AFB-Color farvningssaettet
(kat.nr. 1.16450) eller AFB-Color modificeret (kat.nr. 1.00497).

Fejlfinding
Fiksering af smear-prgver
Tilstreekkelig varmefiksering ved hjeelp af en bunsenbraender eller

i et varmeskab er vigtigt med henblik pa at forhindre provernes
infektionspotentiale og yderligere spredning af bakterierne.

Ingen farvning af syrefaste bakterier

Doet kritiske trin i denne farvningsproces er affarvningstrinet, som kan
pavirkes af prgveudstrygningens tykkelse.

Derudover har en frisk oplgsning af saltsyre i ethanol meget reaktiv, hvilket
betyder, at resultatet skal evalueres med omhu. De inkuberingstider, der er
anfgrt i denne protokol, skal overholdes ngje under affarvningstrinnet, da
det i modsat fald kan medfgre falske negative resultater.

For kraftig baggrundsfarvning

I tilfeelde af, at baggrunden er farvet for kraftigt p& de optiske mikroskop-
billede (mgrkebld), ber reagens 1 (auramin-rhodamin-oplgsning) blandes
bedre og affarves bedre derefter. Eftersom farveoplgsningen har en hgj
viskositet, anbefales det, at ryste glasset under affarvningstrinet med rea-
gens 2 (affarvningsoplgsning).

Tekniske bemaerkninger

Det anvendte mikroskop skal leve op til kravene pa et laboratorie til medi-
cinsk diagnose.

Anbefalet filterkombination til fluorescensmikroskopi:

Exciteringsfilter 490 - 570 nm
Farveseparator 525 og 635 nm
Emissionsfilter 505 - 600 nm

Ved brug af automatiske farvesystemer skal brugervejledningen fra leve-
randgren af systemet og softwaren fglges.

Fjern overskydende immersionsolie forud for arkivering.

Analytiske ydeevnekarakteristika

"AFB-Fluor phenolfri - farvningskit” farver og visualiserer derved biologi-
ske strukturer, som beskrevet i kapitlet “Resultat” i denne brugsanvisning.
Dette produkt m& kun anvendes af autoriserede og kvaliﬁceredeJ)ersoner,
hvilket bl.a. inkluderer forberedelse af prgve og reagens, prgvehandtering,
bearbejdning af vaevsprover, afggrelser angdende egnede kontroller med
mere.

Produktets analytiske ydeevne bekraeftes ved test af hvert produktionsparti.

Fgr de fglgende farver blev den analytiske ydeevne bekreeftet med heanLk
pa specificitet, sensitivitet og repeterbarhed for produktet med en rate pa
100 %:

Inter-un- Inter-un- Intra-un- Intra-un-
dersggelse | dersggelse | dersggelse | dersggelse
specificitet | sensitivitet | specificitet | sensitivitet

Histologisk
farvning

Syrefaste bakteri- | 14/14 14/14 6/6 6/6
er (i fluorescens-
mikroskopet)

Baggrund 14/14 14/14 6/6 6/6
Udstrygninger-
farvning

Syrefaste bakteri- | 14/14 14/14 6/6 6/6

er (i fluorescens-
mikroskopet)

Baggrund 14/14 14/14 6/6 6/6
Analytiske ydeevneresultater

Data fra intra- (udfgrt pd samme parti) og inter-undersggelse (udfgrt pd
forskellige partier) oplister antallet af korrekt farvede strukturer i forhold til
antallet af udfgrte undersggelser.



Kliniske ydeevnekarakteristika

Desuden er den kliniske ydeevne for dette produkt blevet dokumenteret i
flere videnskabelige publikationer.

AFB-Fluor phenolfri - farvningskit er blevet anvendt med vellykket resultat i
kliniske miljoer i rtier med et hgjt antal anvendelser.

Den kliniske ydeevne for AFB-Fluor phenolfri - farvningskit er isaet blevet
konstateret ved at fastlaegge dets fglsomhed og specificitet samt dets PPV
og NPV i en intern undersggelse:

Auramin-rhodaminfarvning

Sensitivitet 14/14

Specificitet 15/15

Sensitivitet: 14 prgver ud af 14: 100 %
Specificitet: 15 prgver ud af 15: 100 %
Positiv prognoseveerdi (PPV): 100 %
Negativ prognoseveerdi (NPV): 100 %

Resultaterne af denne ydeevnevgrdering bekreefter, at produktet er egnet til
den beregnede brug og har en palidelig ydeevne.

Den diagnostiske tolkning af farvningsresultaterne skal dog udfgres af kva-
lificerede og autoriserede eksperter med henblik pa patientens anamnese,

rrlorfologi, brugen af passende kontroller og yderligere diagnostiske tests,

safremt relevant. Denne metode kan anvendes som supplement inden for

human diagnostik.

Diagnostik

Diagnoser m& udelukkende stilles af autoriseret og kvalificeret personale.
Der skal anvendes gyldige nomenklaturer.

Denne metode kan anvendes som supplement inden for human diagnostik.
Yderligere test skal udveaelges og udfgres i henhold til anerkendte metoder.

Egnede kontroller (f.eks. ISOSLIDE™ AFB, varenr 1.02560.0001) skal udfg-
res ved hver anvendelse for at undga forkerte resultater.

Hvis resultatet ikke er tydeligt, anbefales det at farve prgverne yderligere til
den optiske mikroskopiske diagnose, f.eks. med AFB-Color farvningsseettet

(kat.nr. 1.16450) eller AFB-Color modificeret (kat.nr. 1.00497).

Opbevaring
AFB-Fluor phenolfri - farvningskit til undersggelse af syrefaste bakterier

med fluorescensmikroskopi (auramin-rhodaminfarvning) skal opbevares ved
+15°C til +25°C.

Holdbarhed

AFB-Fluor phenolfri - farvningskit til undersggelse af syrefaste bakterier
med fluorescensmikroskopi (auramin-rhodaminfarvning) kan bruges indtil
den anfgrte udlgbsdato.

Efter 8bning af pipetteflasken kan indholdet bruges indtil den anfgrte ud-
Igbsdato, hvis flasken opbevares ved +15 °C til +25°C.

Pipetteflaskerne skal altid veere forsvarligt lukkede.

En farvning af affarvningsoplgsningen (reagens 2) pavirker ikke farvnings-
processerne og diagnosen.

Kapacitet

Pakken er tilstraekkelig til op til 60 - 65 anvenclelser, udbyttet kan veere
endnu stgrre afhaengigt af tykkelsen for den pagseldende smears.

Yderligere anvisninger

Kun til professionel brug.

For at undga fejl m& produktet kun anvendes af faguddannet personale.
Nationale bestemmelser vedrgrende arbejdssikkerhed og kvalitetssikring
skal overholdes.

Der skal anvendes mikroskoper, der udstyret i henhold til de geeldende
standarder.

Brug om ngdvendigt en standardcentrifuge, der egner sig til brug pa et
laboratorie i forbindelse med medicinsk diagnostik.

Beskyttelse mod infektioner

Der skal traeffes effektive foranstaltninger til beskyttelse mod infektioner i
henhold til laboratoriets retningslinjer.

Bortskaffelse

Emballagen skal bortskaffes i overensstemmelse med de gzeldende
bestemmelser for bortskaffelse.

Brugte oplgsninger og oplgsninger, hvor holdbarheden er udlgbet, skal bort-
skaffes som seerligt affald i overensstemmelse med de lokale bestemmelser.
Oplysninger om bortskaffelse kan findes under linket “Hints for Disposal of
Microscopy Products” (Tip til bortskaffelse af produkter til mikroskopi) un-
der www.microscopy-products.com. I EU skal den gaeldende FORORDNING
(EF) nr. 1272/2008 om klassificering, maerkning og emballering af stoffer
og blandinger og om andring og ophaevelse af direktiv 67/548/EQF og
1999/45/EF og om andring af forordning (EF) nr. 1907/2006 overholdes.

@vrige reagenser

Varenr. Saltsyre i ethanol
1.00327 til mikroskopi
Varenr. Formaldehydoplgsning 4 %, bufferet, pH 6,9
1.00496 (ca. 10 % formalinoplgsning)
til histologi
Varenr. AFB-Color modificeret kit
1.00497 til mikroskopiundersggelse
af syrefaste bakterier, AFB (varm farvning)
Varenr. DPX ny
1.00579 vandfrit indstgbningsmiddel
til mikroskopi
Varenr. Entellan™ ny
1.00869 til coverslipper
til mikroskopi
Varenr. ISOSLIDE™ AFB kontrolglas
1.02560 med referencevaev
til pdvisning af syrefaste bakterier i
histologisk vaev
Varenr. Formaldehydoplgsning min. 37% syrefri
1.03999 stabiliseret med ca. 10% methanol og
calciumcarbonat
til histologi
Varenr. Immersionsolie
1.04699 til mikroskopi
Varenr. Paraffin-pastiller
1.07164 stgrkningspkt. ca. 56-58°C
til histologie
Varenr. Entellan™ ny
1.07961 hurtigindstgbningsmiddel
til mikroskopi
Varenr. Sputofluol™
1.08000 til mikroskopi
Varenr. Xylen (isomerisk blanding)
1.08298 til histologi
Varenr. Neo-Mount™
1.09016 vandfrit indstgbningsmiddel
til mikroskopi
Varenr. Neo-Clear™ (xylenerstatning)
1.09843 til mikroskopi
Varenr. Histosec™-pastiller
1.11609 stgrkningspunkt 56-58°C
indstgbningsmiddel
til histologi
Varenr. Histosec™-pastiller (uden DMSO)
1.15161 stgrkningspunkt 56-58°C
indstgbningsmiddel
til histologie
Varenr. AFB-Color farvningskit
1.16450 til mikroskopisk undersggelse af syrefaste
bakterier (AFB) (kold farvning)
Fareklassificering

Varenr. 1.01597.0001

Veer opmaerksom pd den fareklassificering, der er trykt pd etiketten, og
oplysningerne i sikkerhedsdatabladet.

Sikkerhedsdatabladet fas pd hjemmesiden og ved forespgrgsel.

Produktets hovedkomponenter
Varenr. 1.01597.0001

Reagens 1

Farvenideks 41000 12,0 g/l
Farvenideks 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reagens 2

C;HgO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reagens 3

KMnO, 5,0 g/l

11 = 1,013 kg

DA

11,51

350 ml og
700 ml (i
flaske med
bred hals),
51,101,

10 | Titripac®

1 set

500 ml

500 ml

25 test

11,251,
251

100-ml
pipette-
flaske,
100 ml,
500 ml

10 kg
(4 x 2,5 kg)

100 ml,
500 ml, 11

11

41

100-ml
pipette-
flaske,
500 ml

51

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

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

1 set
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Generel bemaerkning

Hvis der under brugen af dette apparat eller som folge af dets brug opstar
en alvorlig haendelse, skal dette meddeles producenten og/eller dennes
autoriserede repraesentant og den nationale myndighed.
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H225: Meget brandfarlig vaeske og damp.

H290: Kan aetse metaller.

H319: Fordrsager alvorlig gjenirritation.

H336: Kan forarsage slovhed eller svimmelhed.

H411: Giftig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

P210: Holdes vk fra varme, varme overflader, gnister, aben ild og andre
anteendelseskilder. Rygning forbudt.

P233: Hold beholderen taet lukket.

P234: Opbevares kun i originalemballagen.

P240: Beholder og modtageudstyr jordforbindes/potentialudlignes.
P273: Undgé udledning til miljoet.

P305 + P351 + P338: VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med
vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres
let. Fortseet skylning.

Reagens 1:
H226: Brandfarlig veeske og damp.
H319: Fordrsager alvorlig gjenirritation.

Reagens 2:

H225: Meget brandfarlig vaeske og damp.
H290: Kan zetse metaller.

H319: Fordrsager alvorlig gjenirritation.

H336: Kan fordrsage slgvhed eller svimmelhed.

Reagens 3:
H411: Giftig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.
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1.01597.0001 |REF
Mikroskopiju

AFB-Fluor bez fenola

Komplet za bojenje za pregled acidorezistentnih
bakterija fluorescentne mikroskopije
(Auramine-Rhodamine bojenje)

Samo za profesionalnu uporabu

|VD In vitro dijagnosticki medicinski proizvod c €

Namjena

Ovaj ,,AFB-Fluor bez fenola - Komplet za bojenje za pregled acidorezistentnih
bakterija fluorescentne mikroskopije (Auramine-Rhodamine bojenje)”
koristi se za dijagnozu ljudskih stanica te sluzi u bakterioloskim, citoloSkim
i histoloskim ispitivanjima materijala uzorka ljudskog podrijetla. Radi se

o kompletu za bojenje pripremljenom za upotrebu zahvaljujuéi kojem je,
kada se upotrebljava s drugim in vitro dijagnosti¢kim proizvodima iz nase
ponude, moguce procijeniti bakterijske ciljne strukture (acidorezistentne
bakterije (AFB)) i to fiksiranjem, uklapanjem, bojenjem, protubojenjem,
poklapanjem u materijalima bakterioloskih citoloskih i histoloskih uzoraka,
primjerice razmaze obogacenih bakterijskih kultura ili histoloske sekcije npr.
plu¢ima, u dijagnosticke svrhe.

Komplet za bojenje AFB-Fluor bez fenola odlikuje se prisutnoscu fluores-
centnih boja u otopini za bojenje. To omoguduje brzu i sigurnu identifika-
ciju acidorezistentnih bakterija pod fluorescentnim mikroskopom. Uz to

se otopina za bojenje priprema bez potencijalno opasnog fenola, ¢ime se
povecava sigurnost korisnika.

Komplet za bojenje dolazi spreman za uporabu u prakti¢nim bodicama s
kapaljkom i sadrzava sve reagense potrebne za bojenje acidorezistentnih
bakterija u uzorcima razmaza i histoloskim uzorcima tkiva.

Neobojene strukture imaju relativno niski kontrast i iznimno ih je tesko ra-

zlikovati pod svjetlosnim mikroskopom. Slike dobivene uz primjenu otopina
za bojenje ovlastenom i kvalificiranom ispitivacu pomazu da u takvim sluca-
jevima bolje definira oblik i strukturu. Daljnja ispitivanja moraju se provesti
prema priznatim, valjanim metodama da bi se postavila konacna dijagnoza.

Princip

Klasi¢na metoda po Ziehlu i Neelsenu ovisi o visokim udjelu voska i lipida u
stani¢noj stijenci jer acidorezistentne bakterije vrlo sporo apsorbiraju boje
za bojenje. Kako bi se ubrzala apsorpcija fuksin boje i time nastao kompleks
mikolat-fuksin u stani¢noj stijenci, otopina karbol fuksina koja se nanosi na
pripravak normalno se zagrijava dok ne stvara paru.

Nakon Sto acidorezistentne bakterije apsorbiraju boju fuksin, gotovo je
nemoguce da opet izgube boju, ¢ak i kad se intenzivno tretiraju otopinom za
uklanjanje boje kao Sto je npr. klorovodi¢na kiselina u etanolu. Dakle, acido-
rezistentne bakterije se nazivaju otpornima na kiseline i alkohol kod bojenja.
Pri uporabi kompleta za bojenje AFB-Fluor bez fenola zbog primjene fluo-
rescentnih boja auramin i rodamin u otopini za bojenje AFB-Fluor bez fenola
korak zagrijavanja nije potreban. Te se boje nakupljaju na stani¢noj stijenci
acidorezistentnih bakterija te se ovisno o filtru mikroskopa vide Zuto ili crve-
no na crnoj pozadini.

Predobradom uzoraka proizvodom Sputofluol™ otapaju se bakterije iz okol-
nog viscidnog sputuma i stani¢cnog materijala.

Uzorak

Razmazi bakterioloskih materijala koji su osuseni zrakom i fiksirani toplinom
te prethodno tretirani proizvodom Sputofluol™, poput sputuma, razmaza

iz aspiracijskih biopsija tankom iglom (FNAB), ispiranja, otisaka, efuzija,
gnoja, eksudata i kultura u teku¢em i krutom stanju

Rezovi tkiva humanog porijekla fiksiranog u formalinu i uklopljenog u parafin
(parafinski rezovi debljine 3 - 4 pm)

Reagensi

Kat. br. AFB-Fluor bez fenola

1.01597.0001 Komplet za bojenje za pregled acidorezistentnih
bakterija fluorescentne mikroskopije
(Auramine-Rhodamine bojenje)

Komponente pakiranja:
Komplet za bojenje sadrzi

Reagens 1: Otopina auramina i rodamina 200 ml
Reagens 2: Otopina za obezbojenje 2 x 200 ml
Reagens 3: Otopina za protubojenje (KMnO,) 200 ml
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Takoder potrebno:

Kat. br. 1.08000  Sputofluol™ 11
za mikroskopiju

Priprema uzorka
Uzorkovanje mora provoditi kvalificirano osoblje.

Svi uzorci moraju se obraditi vrhunskom tehnologijom.

Svi uzorci moraju se jasno oznaciti.

Prilikom uzimanja uzoraka i njihove pripreme moraju se upotrebljavati
prikladni instrumenti. Slijedite upute proizvodaca za primjenu/upotrebu.
Kada upotrebljavate odgovaraju¢e pomocne reagense, treba se pridrzavati
njihovih uputa za uporabu.

Sputum

Acidorezistentne bakterije treba prethodno tretirati proizvodom Sputofluol™
da bi se razdvojile od sluzi i stani¢nih struktura. U ovom postupku aktivni
sastojak hipoklorit otapa organske tvari oksidacijom i lagano otpusta
acidorezistentne bakterije tako da se mogu dalje obradivati.

Priprema reagensa: Priprema Sputofluol™ otopine, 15 %

Za pripremu pribl. 100 ml otopine:

Sputofluol™ 15 ml

Destilirana voda 85 ml

Priprema uzorka u epruvetama za centrifugiranje:

Uzorak 1 dio (min. 2 ml)
Sputofluol™ otopina (15 % u destiliranoj vodi) 3 dijelova
Snazno protresti 10 min
Centrifugirati pri 3000 - 4800 o/min 20 min

Dekantirati supernatant
Pripremiti razmaze sedimenta

Osusiti na zraku

Punktati, ispiranja, sedimenti

Nakon poduzimanja odgovarajuéih mjera obogacivanja, razmazite uzorak
na stakalce i ostavite ga da se osusi na zraku.

Histoloske sekcije
AFB-Fluor bez fenola moze se upotrebljavati za bojenje histoloskih rezova.

Uklonite parafin s sekcije na uobic¢ajen nacin i rehidrirajte silaznim nizom
alkohola.

Fiksacija uzoraka razmaka

Uzorci se fiksiraju iznad plamena Bunsenova plamenika (2 - 3 puta, vodedi
racuna da se izbjegne prekomjerno zagrijavanje).

Uzorci se mogu fiksirati zagrijavanjem na 100 - 110 °C u komori za susenje
ili na grijacoj ploci u trajanju od 20 min.

Previsoke temperature ili duze zagrijavanje mogu dovesti do pogorsanja
ucinkovitosti bojenja.

Priprema reagensa

Reagensi AFB-Fluor bez fenola - Komplet za bojenje za pregled acidorezisten-
tnih bakterija fluorescentne mikroskopije

(Auramine-Rhodamine bojenje) spremni su za uporabu, a razrjedivanje oto-
pina nije potrebno i samo pogorsava rezultate bojenja i njihovu stabilnost.

Zbog njezine visoke viskoznosti otopinu auramina i rodamina za bojenje bez
fenola (reagens 1) potrebno je snazno protresti prije uporabe.

Postupak

Bojenje uzoraka razmaza_
Bojenje na podlozi za bojenje

Stakalce s fiksiranim razmazom

Reagens 1 nakapajte, u potpunosti 15 min
(otopina auramina i rodamina) | pokrijte i obojite

Voda iz slavine oprezno isperite 30s

Reagens 2 nakapajte, u potpunosti po- 1 min
(otopina za obezbojenje) krijte i pricekajte reakciju

Voda iz slavine oprezno isperite 30s

Reagens 3 nakapajte, u potpunosti 5 min

(otopina za protubojenje) pokrijte i obojite

Voda iz slavine oprezno isperite 30s

Susenje zrakom




Pokrivanje s medijem za poklapanje bez vode (npr. Neo-Mount™, Novi
Entellan™ ili Novi DPX) i stakleni pokrov preporucuju se za pohranu uzoraka
razmaza na nekoliko mjeseci. Obojani uzorci moraju se u tu svrhu vrlo
dobro osusiti.

Upotreba imerzijskog ulja preporucuje se za analizu obojanih stakalaca s
pomocu mikroskopskog povecéanja > 40x.

Bojenje histoloskih uzoraka

Bojenje na podlozi za bojenje

Uklonite parafin s histoloskih stakalaca na uobic¢ajen nacin i rehidrirajte
silaznim nizom alkohola.

Otopine za bojenje nanose se kap po kap na stakalce i trebaju potpuno
prekriti parafinski rezovi.

Potrebno je pridrzavati se navedenih vremena za optimalne rezultate
bojenja.
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Ne dolazi do bojenja acidorezistentne bakterije

Kljucan korak tog postupka bojenja jest korak dekolorizacije, na koji moze
utjecati debljina razmaza uzorka.

Uz to, svjeza otopina klorovodi¢ne kiseline u etanolu vrlo je reaktivna, zbog
Cega se rezultat mora pazljivo procijeniti. U koraku uklanjanja boje treba
se precizno pridrzavati vremena inkubacije navedenih u ovom protokolu jer
inace mogu uslijediti laZzno negativni rezultati.

Prejako obojenje pozadine

Ako je pozadina prejako obojena na slici optickog mikroskopa (tamnopla-
vo), potrebno je bolje umijesati reagens 1 (otopina auramina i rodamina)
te ga bolje obezbojiti. Bududi da je otopina za bojenje visokog viskoziteta,
preporucuje se da pomicete predmetno stakalce prilikom koraka obezboje-
nja s reagensom 2 (otopina za obezbojenje).

Tehnicke napomene

Upotrebljavani mikroskop mora zadovoljavati preduvjete medicinskog dija-
gnosti¢kog laboratorija.

Preporucena kombinacija filtara za fluorescentno mikroskopiranje:

Stakalce s histoloskom tkivu

Destilirana voda susenje
Reagens 1 (otopina auramina i rodamina) 15 min
Voda iz slavine 30s
Reagens 2 (otopina za obezbojenje) 1 min
Voda iz slavine 30s
Reagens 3 (otopina za protubojenje) 5 min
Voda iz slavine 30s
Etanol 70 % 1 min
Etanol 70 % 1 min
Etanol 96 % 1 min
Etanol 96 % 1 min
Etanol 100 % 1 min
Etanol 100 % 1 min
Ksilen ili Neo-Clear™ 5 min
Ksilen ili Neo-Clear™ 5 min
Mokra stakalca s otopinom Neo-Clear™ poklopite otopinom Neo-Mount™
ili mokra stakalca s ksilenom npr. otopinom Novi Entellan™ i staklenim
pokrovom.

Nakon dehidracije (uzlazni niz alkohola) i ¢is¢enja ksilenom ili otopinom
Neo-Clear™, histoloski uzorci mogu se pokriti agensom za poklapanje bez
vode (npr. Neo-Mount™, Novi Entellan™ ili Novi DPX) i staklenim pokrovom
te se zatim mogu pohraniti.

Rezultat

Acidorezistentne bakterije crveno-narancasta (rodamin) ili
(pod fluorescentnim mikroskopom) Zzuto-zelena (auramin) -
ovisno o kombinaciji upotrijebljenih
filtara

Pozadina tamna do crna

Bojenje za opticko i fluorescentno mikroskopiranje

Fluorescentno bojenje uporabom kompleta za bojenje AFB-Fluor bez fenola
takoder je izrazito prikladno za dodatno bojenje acidorezistentnih bakterija
u svrhu dijagnostike optickim mikroskopiranjem, npr. kompletom za bojenje
AFB-Color (kat. br. 1.16450) ili AFB-Color modificirani (kat. br. 1.00497).
Uzorci bez podloge obojeni kompletom za bojenje AFB-Fluor bez fenola
mogu se izravno upotrebljavati u dijagnosticke svrhe. Nakon toga, nakon
pazljivog uklanjanja ulja koje se mozda upotrebljavalo za uranjanje, uzorci
se mogu dalje bojiti kompletom za bojenje AFB-Color ili AFB-Color modifi-
cirani.

Ako se uzorak tretira na taj nacin, acidorezistentne bakterije su pod optic¢-
kim mikroskopom magenta-crvene boje na svjetlozelenoj pozadini (AFB-Co-
lor) ili svjetloplavoj (AFB-Color modificirani) pozadini.

Procjena

Pozitivan rezultat znadi ,prisutne acidorezistentne bakterije", a negativan
rezultat ,acidorezistentne bakterije nisu prisutne". Pozitivan rezultat ne

znadi da je moguca taksonomska klasifikacija mikroskopom. Ako se otkriju
acidorezistentne bakterije, moraju se provesti dodatne analize u posebno
opremljenim laboratorijima. Takoder, ne moze se utvrditi ni vitalnost bakterija
(aktivne, neaktivne).

Ako rezultat nije jasan, preporucuje se dodatno bojenje uzorka za daljnju
dijagnostiku optic¢kim mikroskopiranjem, npr. kompletom za bojenje AFB-Color
(kat. br. 1.16450) ili AFB-Color modificirani (kat. br. 1.00497).

Otklanjanje poteskoca
Fiksacija uzoraka razmaka

Neophodna je odredena razina fiksiranja toplinom s pomocu Bunsenova
plamenika da bi se sprijecio zarazni potencijal uzorka i daljnje Sirenje
bakterija.

Ekscitacijski filtar 490 - 570 nm
Separator boje 525i 635 nm
Emisijski filtar 505 - 600 nm

Prilikom upotrebe automatske opreme za bojenje slijedite upute za uporabu
dobavljaca sustava i softvera.

Prije punjenja uklonite suvisno imerzijsko ulje.

Znacajke analiticke ucinkovitosti

AFB-Fluor bez fenola - komplet za bojenje” boji i tako omogucava vizualiza-
ciju bioloskih struktura, kao Sto je opisano u poglavlju ,Rezultat” u ovim
uputama za uporabu. Ovaj proizvod smiju upotrebljavati samo ovlastene

i kvalificirane osobe. To se, izmedu ostaloga, odnosi na pripremu uzoraka

i reagensa, rukovanje uzorcima, histolosku obradu, donosenje odluka o
odgovarajuc¢im kontrolama itd.

Analiti¢ka ucinkovitost ovog proizvoda potvrdena je ispitivanjem svake
proizvodne serije.

Za sljedece je postupke bojenja potvrdena 100 %-tna analiti¢cka ucinkovi-
tost proizvoda u pogledu specifi¢nosti, osjetljivosti i ponovljivosti:

Specific- Osjetljivost | Speci- Osjetljivost
nost medu | medu ispi- | ficnost unutar
ispitivanji- | tivanjima unutar ispitivanja
ma ispitivanja

Histolosko

bojenje

Acidorezistentne 14/14 14/14 6/6 6/6

bakterije (pod

fluorescentnim

mikroskopom)

Pozadina 14/14 14/14 6/6 6/6

Bojenje razmaza

Acidorezistentne 14/14 14/14 6/6 6/6

bakterije (pod

fluorescentnim

mikroskopom)

Pozadina 14/14 14/14 6/6 6/6

Rezultati analiticke ucinkovitosti

Podaci dobiveni unutar ispitivanja (provedeno na istoj seriji) i medu ispiti-
vanjima (provedena na razli¢itim serijama) pokazuju broj ispravno obojenih
struktura s obzirom na broj provedenih ispitivanja.

Znacajke klinicke ucinkovitosti

Klinicka ucinkovitost ovog proizvoda takoder je uspjesno dokazana u nekoli-
ko znanstvenih radova.

AFB-Fluor bez fenola - komplet za bojenje desetlje¢ima se uspjesno upotre-
bljava u klinickom okruzenju za velik broj primjena.

Klini¢cka ucinkovitost AFB-Fluor bez fenola - komplet za bojenje posebno je
odredena utvrdivanjem njegove osjetljivosti i specifi¢nosti te PPV-a i NPV-a
u internoj studiji:

Auramine-Rhodamine bojenje
Osjetljivost 14/14
Specifi¢nost 15/15

Osjetljivost: 14 uzoraka od 14: 100 %
Specifi¢nost: 15 uzoraka od 15: 100 %
Pozitivna prediktivna vrijednost (PPV): 100 %
Negativna prediktivna vrijednost (NPV): 100 %

Rezultati ove procjene ucinkovitosti potvrduju da je proizvod prikladan za
predvidenu uporabu i da pouzdano djeluje.

Medutim, kvalificirani i ovlasteni struénjaci moraju provesti dijagnosti¢ko
tumacenje rezultata bojenja, pri ¢emu prema potrebi trebaju uzeti u obzir
pacijentovu anamnezu, morfologiju, primjenu odgovarajucih kontrola i
dodatne dijagnosticke testove. Ova se metoda moze koristiti kao dopuna u
dijagnostici na ljudima.



Dijagnostika

Dijagnoze smije donositi jedino ovlasteno i kvalificirano osoblje.

Potrebno je upotrebljavati valjanu nomenklaturu.

Ova se metoda moze koristiti kao dopuna u dijagnostici na ljudima.
Potrebno je odabrati i implementirati dodatne testove sukladno prepoznatim
metodama.

Potrebno je provesti odgovarajuce kontrole (npr. ISOSLIDE™ AFB, kat. br.
1.02560.0001) prilikom svake primjene da bi se izbjegli neispravni rezultati.
Ako rezultat nije jasan, preporucuje se dodatno bojenje uzorka za daljnju
dijagnostiku opti¢kim mikroskopiranjem, npr. kompletom za bojenje AFB-Color
(kat. br. 1.16450) ili AFB-Color modificirani (kat. br. 1.00497).

Skladistenje

Pohranite AFB-Fluor bez fenola - Komplet za bojenje za pregled acidorezi-
stentnih bakterija fluorescentne mikroskopije (Auramine-Rhodamine boje-
nje) na +15°C do +25°C.

Rok uporabe

AFB-Fluor bez fenola - Komplet za bojenje za pregled acidorezistentnih bak-
terija fluorescentne mikroskopije (Auramine-Rhodamine bojenje) moze se
upotrebljavati do navedenog datuma trajanja.

Nakon prvog otvaranja boce kapaljka, sadrzaj se moze upotrebljavati do
navedenog roka uporabe ako je pohranjen na +15°C do +25°C.

Boce kapaljka moraju biti ¢vrsto zatvorene u svakom trenutku.

Obojenje otopine za obezbojenje (reagens 2) nema ucinak na procese
bojenja i dijagnostiku.

Kapacitet

Paket je dostatan za do 60 - 65 primjena, a mozda cak i vise ovisno o
debljini razmaza.

Dodatne upute

Samo za profesionalnu uporabu.

Da bi se izbjegle pogreske, primjenu smije provoditi samo kvalificirano
osoblje.

Potrebno je slijediti nacionalne smjernice za sigurnost na radu i
osiguravanje kvalitete.

Potrebno je upotrebljavati mikroskope opremljene sukladno standardu.
Ako je to potrebno, upotrebljavajte standardnu centrifugu prikladnu za
medicinski dijagnosticki laboratorij.

Zastita od infekcije

Potrebno je poduzeti u¢inkovite mjere za zastitu od infekcije sukladno
smjernicama laboratorija.

Upute za odlaganje

Pakiranje se mora odloziti sukladno trenutnim smjernicama za odlaganje.
Koristene otopine i otopine kojima je istekao rok uporabe moraju se odloZiti
kao poseban otpad sukladno lokalnim smjernicama. Informacije o odlaganju
mozete dobiti na brzoj poveznici ,Hints for Disposal of Microscopy Products”
(Savjeti za odlaganju mikroskopskih proizvoda) na adresi
www.microscopy-products.com. Unutar EU-a primjenjuje se trenutacno
primjenjiva UREDBA (EZ) br. 1272/2008 o razvrstavanju, oznacivanju i pa-
kiranju tvari i smjesa, o izmjeni i stavljanju izvan snage Direktive 67/548/
EEZ i 1999/45/EZ i o izmjeni Uredbe (EZ) br. 1907/2006.

Pomoc¢ni reagensi

Kat. br. Kloridna kiselina u etanolu 11,51
1.00327 za mikroskopiju
Kat. br. Otopina formaldehida 4 %, puferirana, pH 350 mli
1.00496 6,9 (oko 10 %-tna otopina formalina) za 700 ml (u
histologiju boci Sirokog
grla), 51,
101,
10 | Titripac®
Kat. br. AFB-Color modificirani 1 set
1.00497 komplet za detekciju acidorezistentnih
bakterije (AFB) vru¢om metodom bojenja
Kat. br. Novi DPX 500 ml
1.00579 nevodeni medij za poklapanje
za mikroskopiju
Kat. br. Novi Entellan™ za uredaj za pokrivanje 500 ml
1.00869 preparata
za mikroskopiju
Kat. br. ISOSLIDE™ AFB kontrolna stakalca 25 testova
1.02560 s referentnim tkivima za detekciju
acidorezistentnih bakterije u histoloskom
tkivu
Kat. br. Otopina formaldehida od min. 37 % bez 11,251,251
1.03999 kiseline stabilizirane s oko 10 %
metanola i kalcijeva karbonata
za histologiju
Kat. br. Imerzijsko ulje Boca kapaljka
1.04699 za mikroskopiju od 100 ml,
100 ml,

500 ml

Kat. br.
1.07164

Kat. br.
1.07961

Kat. br.
1.08000

Kat. br.
1.08298

Kat. br.
1.09016

Kat. br.
1.09843

Kat. br.
1.11609

Kat. br.
1.15161

Kat. br.
1.16450

Parafin pastile
tocka skruéivanja od 56-58 °C agensa za
uklapanje za histologiju

Novi Entellan™
brzi medij za uklapanje
za mikroskopiju

Sputofluol™
za mikroskopiju

Ksilen (izomerna smjesa)
za histologiju

Neo-Mount™
bezvodni medij za poklapanje
za mikroskopiju

Neo-Clear™ (zamjena za ksilen)
za mikroskopiju

Histosec™ pastile
tocke skrucivanja 56-58 °C, agens
za uklapanje za histologiju

Histosec™ pastile (bez DMSO-a)
tocke skrucivanja 56-58 °C, agens
za uklapanje za histologiju

AFB-Color set za bojenje za mikroskopsko

istraZivanje acidorezistentnih bakterije
(AFB) (hladno bojenje)

Klasifikacija rizika
Kat. br. 1.01597.0001

Slijedite klasifikaciju rizika ispisanu na oznaci i informacije navedene na
sigurnosno-tehnic¢kom listu.
Sigurnosno-tehnicki list dostupan je na web-mjestu i na zahtjev.

Glavne komponente proizvoda
Kat. br. 1.01597.0001

Reagens 1

C.I. 41000
C.I. 45170
11 = 1,117 kg

Reagens 2
C;HgO

HCI min. 37 %
11 = 0,878 kg

Reagens 3

KMnO,
11 = 1,013 kg

12,0 g/l
6,0 g/l

543,3 g/
15,7 g/l

5,0 g/l

Opéa napomena
Ako se tijekom uporabe ovog uredaja ili zbog njegove uporabe dogodi

ozbiljan Stetni dogadaj, prijavite ga proizvodacu i/ili njegovom ovlastenom
zastupniku te nacionalnom nadleznom tijelu.

KnjiZzevnost
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10 kg
(4 x 2,5 kg)

100 ml,
500 ml, 11

11

41

Boca kapaljka
od 100 ml,
500 ml

51

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

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

1 set

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science
Publishing company
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H225: Lako zapaljiva tekucina i para.

H290: Moze nagrizati metale.

H319: Uzrokuje jako nadrazivanje oka.

H336: MoZe izazvati pospanost ili vrtoglavicu.

H411: Otrovno za vodeni okoli$ s dugotrajnim ucincima.

P210: Cuvati odvojeno od topline, vrudih povréina, iskri, otvorenih plamena
i ostalih izvora paljenja. Ne pusiti.

P233: Cuvati u dobro zatvorenom spremniku.
P234: Cuvati samo u originalnom pakiranju.
P240: Uzemljiti i uCvrstiti spremnik i opremu za prihvat kemikalije.
P273: Izbjegavati ispustanje u okolis.



P305 + P351 + P338: U SLUCAJU DODIRA S OCIMA: oprezno ispirati
vodom nekoliko minuta. Ukloniti kontaktne lec¢e ako ih nosite i ako se one
lako uklanjaju. Nastaviti ispirati.

Reagens 1:
H226: Zapaljiva tekucina i para.
H319: Uzrokuje jako nadrazivanje oka.

Reagens 2:

H225: Lako zapaljiva tekucina i para.

H290: MoZe nagrizati metale.

H319: Uzrokuje jako nadrazivanje oka.
H336: Moze izazvati pospanost ili vrtoglavicu.

Reagens 3:
H411: Otrovno za vodeni okoli§ s dugotrajnim ucincima.

Povijest revizija

Verzija Komentar o izmjeni

2024-Jul-19 Izvorna verzija s uvodom u povijest revizija

[1i] wl REF| [LOT

Procitajte upute za Proizvodac Kataloski broj Kod serije

uporabu
e
/]

Oprez, procitajte Upotrijebite do Ogranicenje
popratnu dokumentaciju GGGG-MM-DD temperature
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The Life Science Business tvrtke Merck posluje kao MilliporeSigma u SAD-u i Kanadi.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany i/ili drustva-kceri tog drustva. Sva prava pridrzana. Merck i
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su putem javno dostupnih resursa.
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1.01597.0001 [REF
Mikroskopia

AFB-Fluor, niezawierajacy
fenolu

zestaw do barwienia do badania bakterii
kwasoopornych metoda mikroskopii
fluorescencyjnej

(barwienie auraming i rodaming)

Wylacznie do uzytku przez specjalistow

|VD Urzadzenia medyczne do diagnostyki in vitro C €

Przeznaczenie

+AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu - zestaw do barwienia do badania bakterii
kwasoopornych metoda mikroskopii fluorescencyjnej (barwienie auraming
i rodaming)” jest stosowany w cytologicznej diagnostyce klinicznej do
badania bakteriologicznego, cytologicznego i histologicznego materiatu
pobieranego od pacjentéw. Ten zestaw do barwienia, w potaczeniu z
innymi produktami do diagnostyki in vitro z naszej oferty, umozliwia
ocene diagnostyczng bakteryjne i grzybicze struktur docelowych (bakterii
kwasoopornych (AFB) poprzez utrwalanie, zatapianie, barwienie, barwienie
kontrastowe, zamykanie) preparatéw bakteriologicznych, cytologicznych

i histologicznych przygotowanych z materiatu pobranego od pacjentéw,

na przyktad rozmazach materiatu z hodowli prowadzonych na podtozach
wzbogacajaco-réznicujacych lub skrawkoéw histologicznych np. z ptuco.

Decydujaca cechg zestawu do barwienia AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu
jest obecnos¢ barwnikéw fluorescencyjnych w roztworze barwigcym.
Umozliwia to szybka i bezpieczng identyfikacje bakterii kwasoopornych pod
mikroskopem fluorescencyjnym. Ponadto roztwor barwiacy jest przygotowy-
wany bez potencjalnie niebezpiecznego fenolu, co zwieksza bezpieczenstwo
dla uzytkownika.

Ten zestaw do barwienia jest dostarczany w postaci gotowej do uzycia w
praktycznych butelkach z zakraplaczem i zawiera wszystkie odczynniki
wymagane do barwienia bakterii kwasoopornych w rozmazach i histologicz-
nych prébkach tkanek.

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

Klasyczna metoda Ziehl-Neelsen jest zalezna od wysokiej zawartosci wosku
i lipidow w $cianie komorkowej, poniewaz bakterie kwasooporne bardzo
powoli wychwytuja barwniki. W celu przyspieszenia wchtaniania barwnika
fuksyny, a tym samym tworzenia kompleksu mykolan-fuksyna w $cianie
komorkowej, roztwor fuksyny karbolowej naktadany na preparat jest zwykle
podgrzewany do momentu utworzenia pary.

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
celdéw barwienia.

W przypadku stosowania zestawu do barwienia AFB-Fluor, niezawierajacy
fenolu, uzycie barwnikéw fluorescencyjnych - auraminy i rodaminy - w
roztworze do barwienia AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu sprawia, ze etap
ogrzewania nie jest konieczny. Barwniki te odktadajq sie na $cianie komor-
kowej bakterii kwasoopornych i, w zaleznosci od filtra mikroskopowego,
przyjmujq barwe z6ttg lub czerwong na czarnym tle.

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

Material prébek

Wysuszone na powietrzu, utrwalone przez podgrzewanie i poddane dziata-
niu preparatu Sputofluol™ rozmazy materiatu bakteriologicznego takiego jak
plwocina, rozmazy z biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej, poptuczyny, odciski,
wysieki, ptyn przesiekowy, ropa i hodowle ptynne lub state

Skrawki tkanek ludzkich utrwalone w formalinie, zatopione w parafinie
(skrawki parafinowe o grubosci 3-4 um)

PL

www.sigmaaldrich.com

Odczynniki

Nr kat. AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu

1.01597.0001 zestaw do barwienia do badania bakterii
kwasoopornych metodg mikroskopii fluorescencyjnej
(barwienie auraming i rodaming)

Zawartos$¢ opakowania:
Zestaw do barwienia zawiera

Odczynnik 1: Roztwdr auraminy-rodaminy 200 ml
Odczynnik 2:  Roztwér odbarwiajacy 2 x 200 ml
Odczynnik 3:  Roztwdr do barwienia kontrastowego (KMnO,) 200 ml
ROowniez wymagane:

Nr kat. 1.08000 Sputofluol™ 11

do mikroskopii

Przygotowywanie probek

Prébki musza by¢ przygotowywane przez wykwalifikowany personel.
Wszystkie probki muszg by¢ opracowywane z uzyciem najnowoczesniej-
szych technologii.

Wszystkie probki nalezy wyraznie oznaczac.

Do pobierania i przygotowywania probek nalezy uzywac odpowiednich
urzadzen i narzedzi. Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta
dotyczacymi zastosowania/uzycia.

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

Plwocina

Bakterii kwasoopornych nalezy wstepnie poddac dziataniu preparatu
Sputofluol™, aby uwolni¢ je ze $luzu i struktur komoérkowych. W tym procesie
skfadnik czynny - podchloryn - rozpuszcza materiat organiczny utleniajac

go i delikatnie uwalnia bakterii kwasoopornych, umozliwiajac ich dalsze
barwienie.

Przygotowywanie odczynnika: Przygotowywanie Sputofluol™, roztwoér 15%
W celu przygotowania ok. 100 ml roztworu, nalezy zmieszac:

Sputofluol™ 15 ml

Woda destylowana 85 ml

Przygotowywanie probek w probowkach wirowniczych.

Prébka 1 czes$¢ (min.
2 ml)
Sputofluol™ (roztwdr 15% w wodzie destylowanej) 3 czesci
Energicznie wstrzasnac. 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 szkietku
podstawowym i pozostawi¢ do wyschniecia na powietrzu.

Skrawki histologiczne

AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu moze by¢ stosowany do barwienia skraw-
kéw histologicznych.

Odparafinowac skrawki w sposob konwencjonalny i uwodni¢ w malejacym
szeregu alkoholowym.

Utrwalanie prébek rozmazu

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

Probki mozna takze utrwali¢, ogrzewajac je w temp. 100 - 110°C w suszarce
lub na ptytce grzejnej przez 20 min.ut.

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



Przygotowywanie odczynnikow

Odczynniki wchodzace w sktad AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu - zestaw
do barwienia do badania bakterii kwasoopornych metoda mikroskopii
fluorescencyjnej (barwienie auraming i rodaming) sq gotowe do uzycia,
ich rozcienczanie nie jest wymagane i prowadzi do pogorszenia wynikow
barwienia i jego stabilnosci.

Ze wzgledu na wysokg lepkosc¢, bezfenolowy roztwdr barwigcy zawierajacy
auramin.e-rodamin.e (odczynnik 1) nalezy energicznie wstrzasna¢ przed
uzyciem.

Procedura
- _— shel

Barwienie na statywie do barwienia

Szkietko z utrwalonym rozmazem

Odczynnik 1 nanosic¢ kroplami, doktadnie 15 min.
(roztwdr auraminy-rodaminy) | przykryc¢ i wybarwic

Woda z kranu ostroznie sptukaé 30 sek.
Odczynnik 2 nanosic¢ kroplami, doktadnie 1 min.

przykry¢ i pozostawic
do wystgpienia odczynu

(roztwér odbarwiajacy)

Woda z kranu ostroznie sptukaé 30 sek.
Odczynnik 3 nanosic¢ kroplami, doktadnie 5 min.
(roztwdr do barwienia przykry¢ i wybarwié

kontrastowego)

Woda z kranu ostroznie sptukaé 30 sek.

Osuszy¢ na powietrzu

Na potrzeby przechowywania probek rozmazu przez kilka miesiecy zalecane
jest uzycie bezwodnego odczynnika do zamykania preparatéw (np.
Neo-Mount™: Entellan™ nowy lub DPX nowy) i szkietka nakrywkowego. W
tym celu nalezy bardzo dokfadnie osuszy¢ barwione preparaty.

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

Bojenje histoloskih uzoraka

Barwienie na statywie do barwienia

Uklonite parafin s histoloskih stakalaca na uobic¢ajen nacin i rehidrirajte
silaznim nizom alkohola.

Roztwory barwigce sg nanoszone kroplami na szkietko podstawowe i powin-
ny catkowicie pokry¢ skrawek parafinowy.

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

Stakalce s histoloskom tkivu

Woda destylowana sptukac
Odczynnik 1 (roztwor auraminy-rodaminy) 15 min.
Woda z kranu 30 sek.
Odczynnik 2 (roztwor odbarwiajacy) 1 min.
Woda z kranu 30 sek.
Odczynnik 3 (roztwor do barwienia kontrastowego) 5 min.
Woda z kranu 30 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 namoczone w roztworze Neo-Clear™ nalezy zamkna¢, uzywajac
Srodka Neo-Mount™, a preparaty namoczone w ksylenie nalezy zamkna¢,
uzywajac np. $rodka Entellan™ nowy i szkietka nakrywkowego.

Po odwodnieniu (w rosngacym szeregu alkoholowym) i oczyszczeniu ksyle-
nem lub roztworem Neo-Clear™ preparaty histologiczne mozna zamkna¢
za pomocg bezwodnych odczynnikéw do zamykania (np. Neo-Mount™,
Entellan™ nowy lub DPX nowy) i szkietka nakrywkowego, a nastepnie prze-
chowywac.
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Wynik
Bakterii kwasooporne czerwono-pomaranczowy (rodamina) lub
(pod mikroskopem z6tto-zielony (auramina) -
fluorescencyjnym) w zaleznosci od kombinacji uzytych filtrow

Tio ciemnego do czarnego

Barwienie dla mikroskopii optycznej i fluorescencyjnej

Barwienie fluorescencyjne przy uzyciu zestawu do barwienia AFB-Fluor, nie-
zawierajacy fenolu doskonale nadaje sie rowniez do dodatkowego barwienia
bakterii kwasoopornych do diagnostyki za pomoca mikroskopii optycznej,
np. przy uzyciu zestawu do barwienia AFB-Color (nr kat. 1.16450) lub ze-
stawu AFB-Color zmodyfikowany (nr kat. 1.00497).

Niezaklejone prébki wybarwione przy uzyciu zestawu do barwienia AFB-
-Fluor, niezawierajacy fenolu mozna wykorzystac¢ bezposrednio do celow
diagnostycznych. Nastepnie, po starannym usunieciu oleju immersyjnego,
jesli zostat uzyty, prébki mogg by¢ dalej barwione za pomocg zestawu do
barwienia AFB-Color lub zestawu AFB-Color zmodyfikowany.

W prébce przygotowanej w ten sposéb pod mikroskopem optycznym bak-
terie kwasooporne przyjmujq barwe purpurowoczerwong na jasnozielonym
(AFB-Color) lub jasnoniebieskim (AFB-Color zmodyfikowany) tle.

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).

Jesli wynik nie jest jednoznaczny, zaleca sie dodatkowe wybarwienie probek
w celu dalszej diagnostyki z wykorzystaniem mikroskopii optycznej, np.

za pomocq zestawu do barwienia AFB-Color (nr kat. 1.16450) lub zestawu
AFB-Color zmodyfikowany (nr kat. 1.00497).

Rozwigzywanie probleméw

Utrwalanie probek rozmazu

Odpowiedni stopien utrwalenia preparatéw 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
przestrzegac podanych w niniejszej procedurze czaséw inkubacji na etapie
odbarwiania, gdyz w przeciwnym wypadku otrzymane wyniki moga by¢
fatszywie ujemne.

Zbyt silne wybarwienie tla

W przypadku gdy tto na obrazie uzyskanym pod mikroskopem optycznym
jest zbyt mocno wybarwione (ciemnoniebieskie), odczynnik 1 (roztwor au-
raminy-rodaminy) nalezy lepiej wymieszac, a nastepnie lepiej odbarwi¢. Po-
niewaz roztwor barwiacy jest bardzo lepki, zaleca sie obracanie preparatem
podczas etapu odbarwiania z uzyciem odczynnika 2 (roztwér odbarwiajacy).

Uwagi techniczne

Uzywany mikroskop powinien spetnia¢ wymogi laboratorium diagnostyki
medycznej.

Zalecane kombinacje filtréw dla mikroskopii fluorescencyjnej:

Filtr wzbudzenia 490 - 570 nm
Separator kolorow 525i 635 nm
Filtr emisji 505 - 600 nm

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

Przed przystapieniem do przechowywania nalezy usuna¢ nadmiar olejku
immersyjnego.

Parametry wydajnosci analitycznej

+AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu - zestaw do barwienia” wybarwia i tym
samym wizualizuje struktury biologiczne, jak opisano w rozdziale ,Wynik”
niniejszej Instrukcji obstugi (IFU). Produkt moze by¢ uzywany wytacznie
przez osoby upowaznione i wykwalifikowane. Dotyczy to miedzy innymi
przygotowania probek i odczynnikdw, postepowania z probkami, obrobki
histologicznej, decyzji dotyczacych odpowiednich kontroli i innych.

Wydajnos¢ analityczna produktu jest potwierdzana poprzez testowanie
kazdej partii produkcyjnej.



Dla ponizszych barwnikéw, w zakresie paramteréw analitycznych wymienio-
nych ponizej, potwierdzono, ze wskaznik swoistosci, czutosci i powtarzalno-
$ci produktu wynosi 100%:

Swoistos¢ | Czutosé Swoisto$¢ | Czutosé
miedzyse- miedzyse- | wewnatrz- | wewnatrz-
ryjna ryjna seryjna seryjna
Barwienie
histologiczne
Bakterii 14/14 14/14 6/6 6/6
kwasooporne (pod
mikroskopem
fluorescencyjnym)
Tio 14/14 14/14 6/6 6/6
Barwienie
rozmazdéw krwi
Bakterii 14/14 14/14 6/6 6/6
kwasooporne (pod
mikroskopem
fluorescencyjnym)
Tio 14/14 14/14 6/6 6/6

yniki analityczne

Dane wewnatrz- (wykonane na tej samej serii) i miedzyseryjne (wykonane
na réznych seriach) przedstawiajq wiele prawidtowo wybarwionych struktur
w stosunku do liczby wykonanych testow.

Parametry wydajnosci klinicznej

Ponadto wydajnos¢ kliniczna tego produktu zostata z powodzeniem potwier-
dzona w wielu publikacjach naukowych.

AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu - zestaw do barwienia jest z powodze-
niem wykorzystywany w wielu zastosowaniach w warunkach klinicznych od
kiludziesieciu lat.

Wydajnosc¢ kliniczna AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu - zestaw do barwienia
w szczegdlnosci zostata okreslona poprzez ustalenie jego czutosci i swoisto-
éci oraz PPV i NPV w badaniu wewnetrzym:

Barwienie auraming i rodaming

Czutosé 14/14

Swoisto$¢ 15/15

Czutos$¢: 14 z 14 probek: 100%

Swoistos¢: 15 z 15 probek: 100%

Wartos$¢ predykcyjna dodatnia (PPV): 100%
Warrtos¢ predykcyjna ujemna (NPV): 100%

Wyniki niniejszej Oceny Wydajnosci potwierdzaja, ze produkt jest odpo-
wiedni do zamierzonego zastosowania i dziata niezawodnie.

Interpretacja diagnostyczna wynikéw barwienia powinna by¢ jednak
przeprowadzona przez wykwalifikowanych i upowaznionych specjalistow, z
uwzglednieniem wywiadu z pacjentem, morfologii, zastosowania odpowied-
nich kontroli oraz dodatkowych badan diagnostycznych, jesli jest to wskaza-
ne. Metode tg mozna dodatkowo stosowac w diagnostyce ludzkiej.

Diagnostyka

Diagnozy moze stawia¢ wytacznie odpowiednio upowazniony i
wykwalifikowany personel.

Nalezy stosowac obowigzujace nazewnictwo.

Metode tg mozna dodatkowo stosowac w diagnostyce ludzkiej.

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

Kazdorazowe stosowanie odpowiednich kontroli (np. ISOSLIDE™ AFB, Nr
kat. 1.02560.0001) pozwala unika¢ niepoprawnych wynikoéw.

Jesli wynik nie jest jednoznaczny, zaleca sie dodatkowe wybarwienie probek
w celu dalszej diagnostyki z wykorzystaniem mikroskopii optycznej, np.

za pomoca zestawu do barwienia AFB-Color (nr kat. 1.16450) lub zestawu
AFB-Color zmodyfikowany (nr kat. 1.00497).

Przechowywanie

AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu - zestaw do barwienia do badania bakterii
kwasoopornych metodg mikroskopii fluorescencyjnej (barwienie auraming i
rodaming) nalezy przechowywac w temperaturze od +15°C do +25°C.

Okres przydatnosci do uzycia

AFB-Fluor, niezawierajacy fenolu - zestaw do barwienia do badania bakterii
kwasoopornych metoda mikroskopii fluorescencyjnej (barwienie auraming i
rodaming) nie nalezy uzywac po uptywie wskazanego termin.u przydatnosci
do uzycia.

Po otwarciu butelki z zakraplaczem po raz pierwszy zawarto$¢ nadaje sie
do uzycia do wskazanego termin.u przydatnosci do uzycia, jezeli wyrdb jest
przechowywany w temperaturze od +15°C do +25°C.

Podczas przechowywania butelki z zakraplaczem powinny zawsze pozosta-
wac szczelnie zamkniete.

Zabarwienie roztworu odbarwiajacego (odczynnik 2) nie ma wptywu na
procesy barwienia i diagnostyke.

PL

Wielkos$¢ opakowania

Opakowanie wystarcza na maksymalnie 60 - 65 zastosowan. Wydajnos¢
moze byc¢ jeszcze wyzsza w zaleznosci od grubosci rozmazow.

Dodatkowe instrukcje

Wylacznie do uzytku przez specjalistow.

W celu unikniecia bteddw, produkt powinien by¢ stosowany wytacznie przez
wykwalifikowany personel.

Nalezy przestrzega¢ krajowych wytycznych dotyczacych bezpieczenstwa
pracy i kontroli jakosci.

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

W razie potrzeby nalezy uzy¢ standardowej wirdwki spetniajacej wymagania
pracowni diagnostyki medycznej.

Ochrona przed zakazeniem

Nalezy stosowac skuteczne srodki ochrony przed zakazeniami zgodne z
wytycznymi obowigzujacymi w pracowni.

Instrukcje dotyczace unieszkodliwiania odpadéw

Opakowanie nalezy unieszkodliwi¢ zgodnie z aktualnymi wytycznymi w
zakresie unieszkodliwiania odpadow.

Zuzyte roztwory i roztwory po termin.ie przydatnosci do uzycia nalezy
unieszkodliwi¢ zgodnie z lokalnymi wytycznymi dotyczacymi odpadéw
specjalnych. Informacje dotyczace unieszkodliwiania odpadéw mozna
znalezé, korzystajac z tacza ,Hints for Disposal of Microscopy Products”
(,Wskazdwki dotyczace unieszkodliwiania produktéw do mikroskopii”) w
witrynie www.microscopy-products.com. Na terenie UE obowigzuje obecnie
rozporzadzenie (WE) nr 1272/2008 w sprawie klasyfikacji, oznakowania
i pakowania substancji i mieszanin, zmieniajace i uchylajace dyrektywy
67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr
1907/2006.

Odczynniki pomochnicze

Nr kat. Kwas solny, roztwdr etanolowy 11,51
1.00327 do mikroskopii

Nr kat. Formaldehyd, roztwor 4%, zbuforowany, 350 mli

1.00496 pH 6,9 700 ml

(roztwor formaliny ok. 10%), (w butelce

do histologii z szerokg

szyjka),

51,101,

10 | Titripac®

Nr kat. AFB-Color zmodyfikowany 1 set
1.00497 zestaw barwnikéw do mikroskopowego

badania bakterii kwasoopornych (AFB)
metoda barwienia na goraco

Nr kat. DPX nowy 500 ml
1.00579 bezwodny $rodek do zamykania preparatéw
do mikroskopii
Nr kat. Entellan™ nowy 500 ml
1.00869 Srodek do nakrywarek
do mikroskopii
Nr kat. ISOSLIDE™ AFB preparaty porownawcze 25 badan
1.02560 z tkanka referencyjng do wykrywania bakterii
kwasoopornych w materiale histologicznym
Nr kat. Formaldehyd, roztwér min. 37%, 11,2,51,
1.03999 wolny od kwasow 251
stabilizowany okoto 10% metanolem
i weglanem wapnia
do histologii
Nr kat. Olejek imersyjny 100 ml -
1.04699 do mikroskopii butelka z
zakrapla-
czem,
100 ml,
500 ml
Nr kat. Parafina pastylki 10 kg (4 x
1.07164 temperatura krzepniecia okoto 56-58°C do 2,5 kg)
histologii
Nr kat. Entellan™ nowy 100 ml,
1.07961 Srodek do szybkiego zamykania preparatow 500 ml, 11
mikroskopowych
Nr kat. Sputofluol™ 11
1.08000 do mikroskopii
Nr kat. Ksylen (mieszanina izomerdw) 41
1.08298 do histologii
Nr kat. Neo-Mount™ 100 ml -
1.09016 bezwodny srodek do zamykania preparatéw butelka z
mikroskopowych zakrapla-
czem,
500 ml
Nr kat. Neo-Clear™ (zamiennik ksylenu) 51
1.09843 do mikroskopii
Nr kat. Histosec™ pastylki 1 kg, 10 kg
1.11609 temperatura krzepnigcia 56-58°C (4 x 2,5 kg),
Srodek do zatapiania preparatow 25 kg

do histologii



Nr kat. Histosec™ pastylki (bez DMSO) 10 kg (4 x

1.15161 temperatura krzepnigcia 56-58°C 2,5 kg),
$rodek do zatapiania preparatow 25 kg
do histologii

Nr kat. AFB-Color zestaw barwnikéw do 1 set

1.16450 mikroskopowego badania bakterii

kwasoopornych (AFB) (barwienie na zimno)

Klasyfikacja zagrozen
Nr kat. 1.01597.0001

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
internetowej i na zadanie.

Glowne skiadniki produktéw
Nr kat. 1.01597.0001

Odczynnik 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Odczynnik 2

C;HO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Odczynnik 3

KMnO, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Uwaga ogdlna

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

Literatura

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn'’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science
Publishing company

SHODE

H225: Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H290: Moze powodowac korozje metali.

H319: Dziata draznigco na oczy.

H336: Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

H411: Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujac dtugotrwate
skutki.

P210: Przechowywac z dala od zrddet ciepta, gorgcych powierzchni, zrodet
iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. Nie palic.

P233: Przechowywac pojemnik szczelnie zamkniety.

P234: Przechowywac¢ wytacznie w oryginalnym opakowaniu.

P240: Uziemic¢ i potaczy¢ pojemnik i sprzet odbiorczy.

P273: Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.

P305 + P351 + P338: W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie
ptukac¢ woda przez kilka minut. Wyjac soczewki kontaktowe, jezeli sg i
mozna je fatwo usung¢. Nadal ptukacd.

Odczynnik 1:
H226: tatwopalna ciecz i pary.
H319: Dziata draznigco na oczy.

Odczynnik 2:

H225: Wysoce tatwopalna ciecz i pary.

H290: Moze powodowaé korozje metali.

H319: Dziata draznigco na oczy.

H336: Moze wywotywac uczucie sennosci lub zawroty gtowy.

Dziatalno$¢ w segmencie Life Science firmy Merck odbywa sie pod marka MilliporeSigma w USA
i Kanadzie.

© 2024 Merck KGaA, Darmstadt, Germany i/lub jej spotki stowarzyszone. Wszelkie prawa zastrzezone.
Merck i Sigma-, -Aldrich to znaki towarowe firmy Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Wszystkie inne znaki
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Odczynnik 3:

H411: Dziata toksycznie na organizmy wodne, powodujac diugotrwate
skutki.

Historia zmian

Wersja Komentarz do modyfikacji

2024-Jul-19 Pierwsza wersja z wprowadzong historig zmian
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1.01597.0001 [REF
Microscopia

AFB-Fluor isento de fenol

Kit de coloragdo para o exame de

bactérias acidorresistentes com microscopia de
fluorescéncia

(coloracdo com auramina-rodamina)

Apenas para utilizacao profissional

|VD Dispositivo Médico para Diagndstico In-Vitro c €

Finalidade prevista

O presente “AFB-Fluor isento de fenol - Kit de coloragdo para o exame de
bactérias acidorresistentes com microscopia de fluorescéncia (coloragdo
com auramina-rodamina)” é utilizado para diagndstico médico de célula
humana e serve para investigagdo bacterioldgica, citoldgica e histoldgica de
material de amostra de origem humana. Trata-se de um kit de coloragao
pronto a utilizar que, quando utilizado juntamente com outros produtos de
diagnéstico in vitro da nossa gama, torna as estruturas-alvo bacterianas
(bactérias acidorresistentes (AFB)), por fixacdo, integragdo, coloracgdo,
contracoloracdo, montagem, em material de amostras bacterioldgicas,
citolégicas e histoldgicas, por exemplo, esfregagos de culturas bacterianas
enriquecidas ou secgdes histoldgicas do estdmago, avalidveis para fins de
diagndstico.

O kit de coloragéo AFB-Fluor isento de fenol é caracterizado pela presenca
de corantes fluorescentes na solugdo de coloragdo. Tal permite a identifi-
cagdo rapida e segura das bactérias acidorresistentes ao microscopio de
fluorescéncia. Além disso, a solugdo de coloragdo é preparada sem fenol
potencialmente nocivo, aumentando a segurancga do utilizador.

Este kit de coloragdo € fornecido pronto a ser utilizado em frascos conta-go-
tas praticos e contém todos os reagentes necessarios para a coloragdo de
bactérias acidorresistentes em amostras de esfregagos e amostras histolo-
gicas de tecidos.

As estruturas ndo coradas tém relativamente pouco contraste e sdo extre-
mamente dificeis de distinguir no microscdpio 6tico. As imagens criadas
utilizando as solugdes de coloragdo ajudam o investigador autorizado e
qualificado a definir melhor a forma e a estrutura, nestes casos. Tém de ser
efetuados testes adicionais, de acordo com métodos validos reconhecidos,
para se obter um diagnoéstico definitivo.

Principio

O método classico segundo Ziehl-Neelsen é determinado pela elevada pro-
porcdo de cera e de lipidos na parede celular, uma vez que a absorcdo dos
corantes pelas bactérias acidorresistentes é muito lenta. Para aumentar a
absorgdo do corante fucsina e, por consequéncia, a formagédo do complexo
micolato-fucsina na parede celular, a solugdo de coloracdo aplicada a amos-
tra é normalmente aquecida até ao ponto de evaporagdo.

Assim que os bactérias acidorresistentes tenham absorvido o corante fucsi-
na, é virtualmente impossivel voltar a descolora-los, mesmo com trata-
mento intensivo com solugdo descorante, como, p.ex., acido cloridrico em
etanol. Os bactérias acidorresistentes séo, por isso, denominadas acido-al-
cool resistentes.

Com o kit de coloragdo AFB-Fluor isento de, o aquecimento ndo é neces-
sario devido a utilizagéo dos corantes fluorescentes auramina e rodamina
na solugao de coloragdo AFB-Fluor isento de fenol. Estes corantes deposi-
tam-se na parede celular das bactérias acidorresistentes e distinguem-se a
amarelo ou a vermelho num fundo preto, em fungéo do filtro do microsco-
pio.

As bactérias sdo separadas do esputo espesso e do material celular através
de um pré-tratamento das amostras com Sputofluol™.

Material da amostra

Esfregacos de material bacteriolédgico que tenham sido secos ao ar e fixa-
dos a quente pré-tratados com Sputofluol™, como esputo, esfregacos de
bidpsias de aspiragdo por agulha fina (FNAB), enxaguamentos, impressoes,
efusGes, pus, exsudados, culturas liquidas e sdlidas

Secgdes de tecido de origem humana embutidas em parafina fixada com
formalina (secgdes de parafina com espessura de 3 - 4 pm)

Reagentes

Cat. n.° 1.01597.0001

AFB-Fluor isento de fenol

Kit de coloragdo para o exame de bactérias acidorresistentes com
microscopia de fluorescéncia (coloragdo com auramina-rodamina)

PT

www.sigmaaldrich.com

Componentes da embalagem:
O kit de coloragé@o contém

Reagente 1: Solugdo de auramina-rodamina 200 ml
Reagente 2: Solugdo descolorante 2 x 200 ml
Reagente 3: Solugdo de contracoloragdo (KMnO,) 200 ml

Também necessario:

Cat. n.c 1.08000 Sputofluol™ 11
para microscopia

Preparacao da amostra
A recolha da amostra tem de ser realizada por pessoal qualificado.

Todas as amostras tém de ser tratadas usando a mais moderna tecnologia.
Todas as amostras tém de ser inequivocamente rotuladas.

Tém de ser usados instrumentos adequados para retirada e preparacdo das
amostras. Siga as instrugdes de aplicagdo / utilizagdo do fabricante.

Ao utilizar os reagentes auxiliares correspondentes, tém de ser cumpridas
as instrugdes de utilizagdo correspondentes.

Esputo

Para a libertacdo de bactérias acidorresistentes de muco e de estruturas ce-
lulares, o esputo deve ser pré-tratado com Sputofluol™. A substancia ativa
hipoclorito dissolve o material organico por via oxidativa e liberta suave-
mente os bactérias acidorresistentes.

Preparacdo dos reagentes: Preparagdo de Sputofluol™ Solugdo a 15%

Para a preparagdo de cerca de 100 ml de solugdo deve misturar-se:

Sputofluol™ 15 ml

Agua destilada 85 ml

Conjunto de amostras no tubo da centrifuga:

Amostra 1 parte (min. 2 ml)
Sputofluol™ Solugdo (a 15% em agua destilada) 3 partes
Agitar vigorosamente 10 min.
Centrifugar a 3000 - 4800 U/min 20 min.

Decantar o sobrenadante
Espalhar o sedimento

Secar ao ar

Aspirados, lavados, sedimentos

Apos as etapas de enriquecimento adequadas, espalhar as amostras na
lamina e deixar secar ao ar.

Secgoes histologicas

O AFB-Fluor isento de fenol pode ser utilizado para a coloragdo de secgbes
histoldgicas.

Desparafine as secgdes pela forma convencional e volte a hidratar numa
série de alcool descendente.

Fixacdo das amostras de esfregaco

A fixagdo é efetuada sobre a chama do bico de Bunsen (2 - 3 vezes evitan-
do uma grande exposigdo ao calor).

O material também pode ser fixado durante 20 min a 100-110 °C numa
camara de secagem ou numa placa de aquecimento.

No caso de temperaturas mais elevadas ou um aquecimento mais prolonga-
do, deve contar-se com uma deterioragdo do desempenho de coloragdo.

Preparacgdo do reagente

Os reagentes utilizados para a coloragdo do AFB-Fluor isento de fenol - Kit
de coloragdo para o exame de

bactérias acidorresistentes com microscopia de fluorescéncia (coloragdo
com auramina-rodamina) estdo prontas a usar; ndo é necessaria diluicdo
das solugdes, o que apenas causaria deterioragao do resultado da coloragdo
e da estabilidade.

Dado que apresenta uma elevada viscosidade, a solugdo de coloragdo de
auramina-rodamina sem fenol (reagente 1) deve ser vigorosamente agitada
antes de ser utilizada.

Procedimento
Coloracdo de amostras de esfregacos

Coloragao no rack de coloragao

Lamina com esfregaco fixo

Reagente 1 (solugdo de
auramina-rodamina)

aplicar gota a gota, cobrir 15 min.
na totalidade e corar

Agua de torneira corrente enxaguar minuciosamente 30 seg.




Reagente 2 (solugdo desco- | aplicar gota a gota,, cobrir 1 min.
lorante) na totalidade e deixar atuar

Agua de torneira corrente enxaguar minuciosamente 30 seq.
Reagente 3 (solugdo de aplicar gota a gota, cobrir 5 min.

contracoloragdo) na totalidade e corar

enxaguar minuciosamente 30 seqg.

Agua de torneira corrente

Secar ao ar

Recomenda-se a cobertura com meios de montagem ndo-aquosos (p.ex.,
Neo-Mount™, Entellan™ Novo ou DPX novo) e com um vidro de cobertura,
para armazenar amostras de esfregacos durante varios meses. Para esse
efeito, as amostras coloridas tém de ser muito bem secas.

A utilizagdo de 6leo de imersdo é recomendada para analise de laminas
coloridas com ampliacdo microscépica de >40x.

Col s0d tras histolégi

Coloragdo no rack de coloracao

Desparafine as laminas histoldgicas pela forma convencional e volte a hi-
dratar numa série de alcool descendente.

As solugGes de coloragdo séo aplicadas nas ldminas gota a gota e devem
cobrir completamente a segdo de parafina.

Os tempos indicados devem ser cumpridos para garantir um resultado de
coloragao ideal.

PT

Avaliacao

Um resultado positivo reflete a “presenca de bactérias acidorresistentes *,
significando um resultado negativo “auséncia de bactérias acidorresisten-
tes”. A classificagdo taxonémica por microscopia ndo é possivel com base
num resultado positivo. Se forem constatadas bactérias acidorresistentes,
devem ser realizados outros exames em laboratdrios especiais.

De igual forma, ndo € possivel determinar a vitalidade (ativo, inativo) das
bactérias.

Se o resultado ndo for conclusivo, recomenda-se a coloragdo subsequente
das amostras para um novo diagndstico ao microscépio 6tico, por exemplo,
utilizando o kit de coloragdo AFB-Color (Cat. n.° 1.16450) ou o AFB-Color
modificado (Cat. n.c 1.00497).

Resolugcao de anomalias
Fixacdo de amostras em esfregaco

E essencial um determinado grau de termofixagdo com um bico de Bunsen
ou numa estufa de calor, a fim de evitar o potencial infeccioso das amostras
e demais proliferacdo das bactérias.

Sem coloracgdo das bactérias acidorresistentes

A fase critica do procedimento de coloragéo é o passo de descoloragdo, que
pode ser influenciado pela espessura do esfregago. Além disso, uma solugdo
de acido cloridrico em etanol fresca é altamente reativa, razdo pela qual o
resultado deve ser avaliado com cautela. Durante o passo de descoloragao,
o utilizador devera cumprir os tempos de incubagdo exatos descritos no
protocolo, uma vez que, de contrario, podem surgir resultados falso-nega-
tivos.

Apds a desidratagdo (série de alcool ascendente) e a limpeza com xileno
ou Neo-Clear™, podem ser montadas amostras histolégicas com meios de
montagem sem agua (p. ex., Neo-Mount™, Entellan™ Novo ou DPX novo) e
um vidro de cobertura, e depois guardadas.

Resultado

Bactérias acidorresistentes vermelho-alaranjado (rodamina)

(no microscopio de fluorescéncia) ou amarelo-esverdeado (auramina),
em fungdo da combinacgdo de filtros
utilizados

Fundo de escuro a preto

Coloragdo para microscopia otica e de fluorescéncia

A coloragdo fluorescente com recurso ao kit de coloragdo AFB-Fluor isento
de fenol também é adequada para a coloragdo suplementar das bactérias
acidorresistentes para o diagndstico por microscopia 6tica, por exemplo,
utilizando o kit de coloragdo AFB-Color (Cat. n.° 1.16450) ou o AFB-Color
Modificado (Cat. n.° 1.00497).

As amostras ndo montadas coradas com o kit de coloragdo AFB-Fluor isento
de fenol podem ser utilizadas diretamente para fins de diagnostico. Apds
remover com cuidado qualquer 6leo de imersd@o que possa ter sido utilizado,
as amostras podem ser coradas subsequentemente utilizando o kit de colo-
racdo AFB-Color ou o AFB-Color Modificado.

Na amostra tratada desta forma, as bactérias acidorresistentes destacam-
-se a vermelho-magenta num fundo verde-claro (AFB-Color) ou a azul-claro
(AFB-Color Modificado) no microscopio dtico.

Gami histologr Coloracgao forte do fundo
amina com amostra histologica Se o fundo apresentar uma coloragdo demasiado acentuada ao microscopio
Agua destilada enxaguar otico (azul-escuro), o reagente 1 (solugdo de auramina-rodamina) deve ser
— - - - mais bem misturado e mais bem descolorido. Dado que a solugdo de colo-
Reagente 1 (solugdo de auramina-rodamina) 15 min. ragdo é altamente viscosa, recomenda-se misturar a preparacdo na lamina
Agua de torneira corrente 30 seg. com o reagente 2 (solugdo descolorante) durante a etapa de descoloragdo.
Reagente 2 (solugdo descolorante) 1 min. Notas técnicas
Agua de torneira corrente 30 seg. O microscopio usado devera cumprir os requisitos de um laboratério de
— — - diagnostico médico.
Reagente 3 (solugdo de contracoloracéo) 5 min. Combinagéo de filtros recomendada para a microscopia de fluorescéncia:
Agua de torneira corrente 30 seg. Filtro de excitagdo 490-570 nm
Etanol 70 % 1 min. Separador de cores 525 e 635 nm
- Filtro de emissdo 505-600 nm
Etanol 70 % 1 min.
Etanol 96 % 1 min. Ao utilizar sistemas de coloracdo automatica, por favor, siga as instrugdes
- de utilizagdo disponibilizadas pelo fornecedor do sistema e do software.
Etanol 96 % 1 min. . . : ~
Retire o excedente do 6leo de imersdo antes de encher.
Etanol 100 % 1 min.
Etanol 100 % 1 min. Caracteristicas do desempenho analitico
- - - “AFB-Fluor isento de fenol - kit de coloragdo” cora e, por conseguinte,
Xileno ou Neo-Clear 5 min. visualiza estruturas bioldgicas, tal como descrito no capitulo “Resultado”
Xileno ou Neo-Clear™ 5 min. desta instrugao de utlllzag_ao. A ut|||zag_a_o do proquto_devej ser efetuada
apenas por pessoas autorizadas e qualificadas e isto inclui, entre outras
Monte as |dminas humedecidas em Neo-Clear™ com o Neo-Mount™, ou coisas, preparacdo de amostras e reagentes, manuseamento de amostras,
as laminas humedecidas em xileno com, p.ex., Entellan™ Novo e um histoprocessamento, decisdes relativamente a controlos adequados e mais.
vidro de cobertura. O desempenho analitico do produto é confirmado através da testagem de

todos os lotes de produgdo.

Para os seguintes corantes, o desempenho analitico foi confirmado em ter-
mos de especificidade, sensibilidade e repetibilidade do produto com uma
taxa de 100 %:

Especifici- | Sensibili- Especifici- | Sensibili-
dade inter- | dade inter- | dade intra- | dade intra-
-ensaio -ensaio -ensaio -ensaio

Coloragao

histoldgica

Bactérias acidor- 14/14 14/14 6/6 6/6

resistentes (no

microscépio de

fluorescéncia)

Fundo 14/14 14/14 6/6 6/6

Coloracgédo de

esfregago

Bactérias acidor- 14/14 14/14 6/6 6/6

resistentes (no

microscépio de

fluorescéncia)

Fundo 14/14 14/14 6/6 6/6

Resultados do desempenho analitico

Os dados intra-ensaio (efetuado com o mesmo lote) e inter-ensaio (efetua-
do com lotes diferentes) listam o nimero de estruturas coradas correta-
mente em relagdo ao nimero de ensaios efetuados.



Caracteristicas do desempenho clinico

Além disso, o desempenho clinico deste produto foi comprovado com éxito
em diversas publicagBes cientificas.

O AFB-Fluor isento de fenol - kit de coloragdo foi utilizada durante décadas
com sucesso em ambiente clinico num nimero elevado de aplicagdes.

O desempenho clinico do AFB-Fluor isento de fenol - kit de coloragdo em
particular foi determinado através do estabelecimento da sua sensibilidade
e especificidade e do seu PPV e NPV num estudo interno:

Coloragao de auramina-rodamina
Sensibilidade 14/14
Especificidade 15/15

Sensibilidade: 15 amostras em 15: 100 %
Especificidade: 15 amostras em 15: 100 %
Valor preditivo positivo (VPP): 100 %
Valor preditivo negativo (VPN): 100 %

Os resultados desta avaliagdo do desempenho confirmam que o produto é
adequado para a utilizagdo prevista e que tem um desempenho fidvel.

Contudo, a interpretagdo para diagnostico destes resultados de coloragéo
deve ser efetuada por profissionais qualificados e autorizados, levando em
conta a anamnese do doente, a morfologia, a utilizagdo de controlos ade-
quados e testes de diagndstico adicionais, se apropriado. Este método pode
ser utilizado de forma complementar no diagndstico em seres humanos.

Diagndéstico

Os diagndsticos devem ser feitos apenas por pessoal autorizado e qualifi-
cado.

Devem ser utilizadas nomenclaturas validas.

Este método pode ser utilizado de forma complementar no diagndstico em
seres humanos.

Devem ser selecionados e implementados outros testes, de acordo com
métodos reconhecidos.

Devem ser realizados controlos adequados (p. ex., ISOSLIDE™ AFB, Cat. n.°
1.02560.0001) a cada aplicagdo, a fim de evitar resultados incorretos.

Se o resultado ndo for conclusivo, recomenda-se a coloragdo subsequente
das amostras para um novo diagndstico ao microscopio dtico, por exemplo,
utilizando o kit de coloragdo AFB-Color (Cat. n.° 1.16450) ou o AFB-Color
Modificado (Cat. n.° 1.00497).

Armazenamento

Armazene o AFB-Fluor isento de fenol - Kit de coloragdo para o exame de
bactérias acidorresistentes com microscopia de fluorescéncia (coloragdo
com auramina-rodamina) entre +15°C e +25°C.

Durabilidade

O AFB-Fluor isento de fenol - Kit de coloragdo para o exame de
bactérias acidorresistentes com microscopia de fluorescéncia (coloragdo
com auramina-rodamina) pode ser usada até expirar a data de validade.

Apds a primeira abertura do frasco, o contetdo pode ser usado até expirar
a data de validade indicada, desde que conservado entre +15°C e +25°C.

Os frascos de instilacdo tém de ser sempre mantidos hermeticamente
fechados.

A coloragdo da solugdo de descoloragdo (reagente 2) ndo afeta os processos
de coloragdo e de diagndstico.

Capacidade

A embalagem é suficiente para até 60-65 aplicagdes. O rendimento pode
ser ainda maior, dependendo da espessura dos esfregagos.

Instrugdes adicionais

Apenas para utilizagdo profissional.

A fim de evitar erros, a aplicagdo apenas pode ser realizada por pessoal
qualificado.

Tém de ser seguidas as diretrizes nacionais sobre seguranca no trabalho e
garantia de qualidade.

Tém de ser utilizados microscépios equipados de acordo com o padréo.

Se necessario, utilize uma centrifugadora padrdo adequada a laboratérios
de diagnodstico médico.

Protecdao contra infegoes

Deverdo ser tomadas medidas eficazes para proteger contra infegdes, em
linha com as diretrizes laboratoriais.

Instrugdes para eliminagdao

A embalagem tem de ser eliminada de acordo com as atuais diretrizes
sobre eliminagao.

As soluges utilizadas e as solugdes que excedam a durabilidade tém de
ser eliminadas como residuos especiais, de acordo com as diretrizes locais.
Informagdo sobre eliminagdo pode ser obtida através do link rapido

“Dicas para Eliminagdo de Produtos de Microscopia” em
www.microscopy-products.com. Dentro da UE, aplica-se o Regulamento
(CE) n.© 1272/2008 sobre classificagdo, rotulagem e embalagem de subs-
tancias e misturas, que altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/
CE, e altera o Regulamento (CE) n.° 1907/2006.
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Reagentes auxiliares

Cat. n.° 1.00327 Acido cloridrico em etanol 11,51
para microscopia

Cat. n.° 1.00496 Solugdo de formaldeido 4%, 350 ml e 700 ml
tamponada, pH 6,9 (solucdo de formalina (em frasco com
a cerca 10%), gargalo largo),

para histologia 51,101,
10 | Titripac®
Cat. n.° 1.00497 AFB-Color Modificado 1 set

kit de coloragdo para detecgdo de
bactérias acidorresistentes por método
de coloragdo a quente

Cat. n.° 1.00579 DPX novo 500 ml
meio de montagem ndo aquoso
para uso em microscopia

Cat. n.° 1.00869 Entellan™ novo para montagem de laminas 500 ml
para microscopia

Cat. n.° 1.02560 ISOSLIDE™ AFB Laminas de controlo 25 tests
com tecido de referéncia para detegdo
de bactérias acidorresistentes em tecido
histolégico

Cat. n.° 1.03999 Solucdo de formaldeido min. 37%
sem &cido, estabilizado com aprox. 10%
de metanol e carbonato de calcio
para histologia

Cat. n.° 1.04699 Oleo de imersdo
para microscopia

11,2,51,251

Frasco de instila-
cdo de 100 ml,
100 ml, 500 ml
Cat. n.° 1.07164 Parafina Pastilhas 10 kg (4x
ponto de solidificagdo : 56-58 °C 2,5 kg)
para histologia

Cat. n.° 1.07961 Entellan™ Novo 100 ml, 500 ml,
meio de montagem rapido 11
para microscopia

Cat. n.° 1.08000 Sputofluol™ 11,
para microscopia

Cat. n.° 1.08298 Xileno (mistura de isomeros) 4|
para histologia

Cat. n.° 1.09016 Neo-Mount™ Frasco de
Meio de montagem anidro instilagdo de
para microscopia 100 ml, 500 ml

Cat. n.° 1.09843 Neo-Clear™ (substituto do xileno) 51
para microscopia
Cat. n.° 1.11609 Histosec™ pastillas
ponto de solidificagdo 56-58 °C
agente de inclusdo para histologia
Cat. n.° 1.15161 Histosec™ pastilles (sem DMSO)
ponto de solidificagdo 56-58 °C
agente de inclusdo para histologia
Cat. n.° 1.16450 AFB-Color kit de coloragdo 1 set
para analise de bactérias
acidorresistentes (AFB) por
microscopia, coloragdo a frio

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

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

Classificagao do perigo
Cat. n.° 1.01597.0001

Observe a classificagdo de perigo impressa no rotulo e a informagdo dada
na ficha de dados de seguranga.

A ficha de dados de segurancga estd disponivel no site na Internet e por
pedido.

Principais componentes dos produtos
Cat. n.° 1.01597.0001

Reagente 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reagente 2

C;HgO 543,3 g/l
HCl, 37 %, no min. 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reagente 3

KMnO, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Comentario geral

Se, durante a utilizagdo deste dispositivo ou como resultado da sua utiliza-
gdo, ocorrer um incidente grave, queira comunica-lo ao fabricante e/ou ao
seu representante autorizado e a sua autoridade nacional.
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H225: Liquido e vapores altamente inflamaveis.

H290: Pode ser corrosivo para os metais.

H319: Provoca irritagdo ocular grave.

H336: Pode provocar sonoléncia ou vertigem.

H411: Tdxico para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.

P210: Mantenha afastado do calor/ faisca/ chama aberta/ superficies
quentes.- Ndo fume.

P233: Mantenha o recipiente hermeticamente fechado.

P234: Mantenha somente no recipiente original.

P240: Aterre e vincule o recipiente e equipamento de recepcao.
P273: Evite a liberagdo para o meio ambiente.

P305 + P351 + P338: EM CASO DE CONTATO COM OS OLHOS: Enxague
cuidadosamente com agua durante varios minutos. No caso de uso de
lentes de contato, remova-as, se for facil. Continue enxaguando.

Reagente 1:
H226: Liquido e vapores inflamaveis.
H319: Provoca irritagdo ocular grave.

Reagente 2:

H225: Liquido e vapores altamente inflamaveis.
H290: Pode ser corrosivo para os metais.
H319: Provoca irritagdo ocular grave.

H336: Pode provocar sonoléncia ou vertigem.

Reagente 3:
H411: Tdxico para os organismos aquaticos, com efeitos prolongados.
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1.01597.0001 [REF
Mukpockonus

AFB-Fluor Hecbabpxaw cbeHoON

Habop 3a ouBeTsiBaHe Npu uscneaBaHe
Ha KMCENNHOYCTONYMBM BaKTepun ypes
dnyopecueHTHa MUKpOCKONus
(ouBeTsiBaHe C aypaMuH-poOAAMMH)

Camo 3a npodecmoHanHa ynorpeba

|VD MeanuUMHCKO usgenue 3a in vitro aomarHocTuka c €

NMpepHa3zHayeHue

Tosu ,,AFB-Fluor Hecbabpxaly deHon - Habop 3a ouBeTaBaHe Npu uscnea-
BaHe Ha KMcennHoycTonunsm 6akTepun Ypes yopecueHTHa MMKPOCKONUS
(ouBeTsABaHe C aypaMUH-poAaMUH)" ce U3Mos3Ba 3a KJeTbYHa ANarHoCTuKa
B XYMaHHaTa MeAuuMHa 1 CIyXn 3a 6aKTEPUONOrMYHO, LUTOIOMMYHO U XUC-
TOMIOrMYHO U3CneBaHe Ha MaTepuan oT Npobu OT YOBELLKM Npounsxos. Toi e
roTos 3a ynoTtpeba KUT 3a oLBeTaBaHe, KOMTO Npu ynotpeba 3aeaHo ¢ Apyru
NPOAYKTU 3a in Vitro AnarHocTvka OT Hawmsa nopTdenn npasu TapreTHuTe
6aKkTepuanHu CTPYKTypU OLLEHUMUN 3a AUArHOCTUYHU Lenn (KUCENNHHOY-
cTonumsm 6aktepun (AFB)) upes dukcupaHe, BrpaxaaHe, ouBeTsBaHe,
KOHTpaoLBeTsiBaHe, NOCTaBsAHe BbpPXy MPEAMETHO CTbK/I0) B MaTtepuan ot
6aKTEPNONOrUYHMN, LUUTONTIOTUYHN U XUCTONOMMYHM Npobu, HanpuMep HaTpuB-
Ku oT oboraTeHu HakTepuanHn KynTypu Uan XMCTONOrMYHU Cpe3oBe Harnp.
Ha 6enus apob.

OcHoBHaTa xapakTepuctmka Ha AFB-Fluor Hecbabpxaly, deHon Habop 3a
ouBeTsABaHe e Hann4ymMeTo Ha dyopecueHTHU barpuia B pa3TBopa 3a ouBe-
TABaHe. ToBa no3BonsiBa 6bp30 N CUTYPHO MAEHTUDUUMPAHE HA KUCENNH-
HoycTOMUMBUTE BakTepun nog HabnwoaeHne ¢ GpayopecLeHTeH MUKPOCKON.
B AonbiHeHWe, pa3TBOPbLT 3a OUBETSIBAHe ce NpUroTes 6e3 noteHuManHo
onacHus geHon, yBenun4yasarikm 6e3onacHoCcTTa Ha noTpebuTtens.

To3K KWT 3a OLBETSABaHE ce Npeasnara rotosB 3a ynoTpeba B NpakTUUHM
6YTWU/IKM 3@ HaKarnBaHe U CbAbpXXa BCUYKWU peareHTu, Heo6xoammm 3a
ouBEeTsIBaHE Ha KUCEIMHHOYCTOMYMBUTE BaKTEPUM B HATPUBKKN OT Npobu 1 B
XNUCTOMOMMYHN TbKaHHM Mpo6K.

HeouBeTeHUTE CTPYKTYpPU Ca CbC CPABHUTENHO Crab KOHTPAcT U ca u3-
K/IIOUMTESNHO TPYAHM 3@ pasrpaHuyaBaHe noj HabsAeHUe CbC CBET/IMHEH
MUKpocKorm. N3o6paxeHnsTa, Cb3AaAeHM C MOMOLUTa Ha pa3TBOpUTE 3a
oLBeTsiIBaHe, nMoMaraT Ha ymb/IHOMOLLEHUsSI U KBanuduumpaH uscnenosarten
no-gobpe Aa ornpesenu dopmaTa U CTpyKTypaTta B Takusa cydau. Tpsi6sa
[la ce U3BbpLIAT AOMbJIHUTENTHU U3CNeABaHUs B CbOTBETCTBUE C Npu3HaTH,
Ba/MAHW METOAM, 3a Aa Ce AOCTUrHE A0 AedUHUTMBHA AWarHosa.

MpuHUuMn

KnacnyeckuaT meTtoa Ha Ziehl-Neelsen ce onpenensi oT BUCOKUSI MPOLEHT
Ha BOCbK M NUNWUAM B KNIeTbYHaTa CTeHa, Tbii KaTO KUCETMHHOYCTONYMBUTE
6akTepun noemaTt MHoro 6aBHO ouBeTsBawuTe 6arpuna. Kato Msipka 3a
ycuneaHe Ha abcopbumsita Ha pyKCcMHOBOTO 6arpuio, a oTTaM 1 Ha obpasy-
BaHETO Ha KoMMeKkca MMKoNaT-pyKCUH B KJeTbYHaTa CTeHa, pa3TBoOpPbT 3a
ouBeTaBaHe, NpunaraH BbpXy npobaTta, HOpMasHO ce 3arpsia A0 ToykaTta
Ha nsnapsBaHe.

Cnep KaTo KMCeNNHHOyCcToNYmBUTE HakTepun abcopbupaTt PyKCMHOBOTO
6arpvno, Ha nNpakTuka € HEBb3MOXHO OTHOBO Zla ce 06e3LBeTSAT, LOPU KO-
raTo ce TpeTupaT MHTEH3UBHO C pa3TBop 3a obe3uBeTsBaHe, KaTo HanpuMmep
CofHa KucenuHa B eTaHos. Mo Ta3n NpuyYnHa KUCENNHHOoyCcTonumBKTe BakTe-
puu ce onpeaensiT KaTo yCTONUMBM Ha KUCESTMHU U aIkoXOJ1 3a OLBETABaHe.
Korato ce nanonssa AFB-Fluor Hecbabpiall dheHon Habop 3a ouBeTsiBa-
He, U3NoN3BaHeTo Ha dyopecueHTHUTe barpuna aypamnH U poaaMmuH B
Hecbabpxalwmsa deHon pa3TBop 3a ouseTaBaHe AFB-dnyop npaBu HeHyxHa
CTbMKaTa Ha 3arpsiBaHe. Te3n barpuna ce oTnaraT BbpXy K/eTbyHaTa CTeHa
Ha KUCEeNMHHoyCcToNnYMBKUTE BakTepumn 1, cnopes GuaTbpa Ha MUMKpocKona,
M3rNexaaT XbATO UKW YepBEHO Ha YepeH (oH.

MpenBapuTenHoTo TpeTupaHe Ha npobuTte cbc Sputofluol™ pasTBaps 6akTte-
puuTe OT 3a06MKanALWMs BUCKO3EH MaTepuan OT Xpayka v KNeTKu.

MaTtepman Ha npob6ute

HaTpuBku oT 6akTepnonornyeH Matepuan, KoMTo ca 6unm nscyleHn Ha
Bb34YyX M (PMKCMPaHW Ypes 3arpsiBaHe u ca npeaBapuTeIHO TPETUPaHU CbC
Sputofluol™, kaTo xpayka, HaTPMBKN OT TbHKOUTSIEHN acnMpaunoHHN 6uon-
cun (FNAB), naBaxwu, OTIMBKK, U3NIMBU, THOWN, eKCyAaTu, TEYHU U TBbPAU
KynTypu

Cpe3oBe oT pMKCHpaHa BbB (POopManvH TbKaH OT YOBELLKW NPOU3X0A, Brpase-
HM B NnapaduH (3 - 4 um aebenu napacdnHOBM Cpe30Be)
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PeareHTtun

KaT. N2 1.01597.0001

AFB-Fluor Hecbabpxaly peHon

Habop 3a oupeTsaBaHe npu n3cneaBaHe Ha KUCENMHOYCTOMUYNBM BakTepun
upe3 dnyopecueHTHa MUKpPOCKoNus (ouBeTsBaHe C aypaMUH-pPOAAMUH)
KoMnoHeHTn B onakoBkaTa:

KuTbT 32 ouBeTsiBaHe CbAbpXa

PeareHT 1: Pa3TBOp Ha aypaMWH-poAaMuH 200 ml
PeareHT 2: O6e3uBeTaBaly pa3TBop 2 x 200 ml
PeareHT 3: Pa3TBOp 3a koHTpaougeTsaBaHe (KMnO,) 200 ml

Heo6xoaumm ca cbLyo:

Kat. N° 1.08000 Sputofluol™ 11
3a MUKPOCKOMUS

MoarotoBka Ha npo6urte

B3emaHeTo Ha nNpobu TpsabBa Aa ce M3BbPLUBA OT KBaAuduUMpaH nepcoHarn.
Bcuykm npobu Tpsibea Aa ce TpeTupaT C U3MoNi3BaHe Ha Hall-akTyanHaTta
TeXHoNorvus.

Bcuukn npobu Tpsibea sicHO Aa ce obo3Hauar.

3a B3eMaHe Ha Npobu 1 TsxHaTa NoAroToBka TpsibBa Aa ce M3nonssaT
NoOAXOASALWM MHCTPYMeHTU. CneaBanite MHCTPYKLUMTE 3@ NPUIOXeHue / yno-
Tpeba Ha npounsBoanTens.

KoraTo ce u3nonssaTt CbOTBETHUTE NMOMOLLHW peareHTu, Tpsibsa Aa ce cnas-
BaT CbOTBETHUTE MHCTPYKLMM 3a yrnoTpeba.

Xpauka

KncenuvHHoycTounsuTe 6aktepun Tpsiba Aa ce TpeTupaT npeaBapuTenHo
cbe Sputofluol™, 3a fa ce pa3TBOPSAT OT CNy3Ta U KJIETbYHUTE CTPYKTYPU.

B T0O31 npouec akTMBHaTa CbCTaBka XMMOXIOPUT pasTBaps OpraHUyHUA
MaTepuan Ypes OKMCNSiBaHE N HEXHO 0CBOOOXAaBa KUCEIMHHOYCTONYMBUTE
6akTepun, Taka Ye Aa MoraT Aa ce 06paboTaT AOMbHUTENHO.

MNoaroTtoBka Ha peareHTa: MoaroToBka Ha pastsop Sputofluol™ 15 %
3a npuroTBsiHe Ha npmba. 100 ml pa3TBOp cMeceTe:

Sputofluol™ 15 ml

OectunupaHa Boaa 85 ml

MoaroToBKa Ha MaTepuana ot npobarta B LEHTPODYXKHM ernpyBeTKu:

Mpob6a 1 yact (MMH. 2 ml)
pa3Tteop Sputofluol™ (15 % B AecTunnpaHa Boaa) 3 yactm
Pa3sknaTteTe eHeprmyHo 10 MuH.
LeHTpodyrupante npu 3000 - 4800 rpm 20 MUH.

[ekaHTupaiTe cynepHaTaHTaTta
MoAroTBeTE HAaTPVBKM OT CEANMEHTA

M3cyweTe Ha Bb3ayX

MyHKTaTH, NaBa>xn, ceAMMEHTH

Cnea noaxoasiluy Mepku 3a oboraTsiBaHe, HarnpaBeTe HaTpUBKa OT mMaTe-
puana Ha npo6aTta BbpXy NPeAMETHOTO CTbK/IO U OCTaBeTe Aa U3CbXHE Ha
Bb3AYX.

XuncronornyHm cpesose

AFB-Fluor Hecbabpxall (peHon 3a XMCTONorns Moxe Aa ce U3nossBsa 3a
ouBeTABaHe Ha XWCTONIOMMYHM Cpe3oBe.

[enapaduHunsunpaiite cpe3oBe MO KOHBEHLMOHANHUSA HaYMH U pexmapaTu-
paliTe B cepus C HU3XOAALL, MPOLIEHT ankoxo.

dukcumpaHe Ha HaTPpUBKUTE OT I1p06M

MpobuTe ce dpukcmpaT Haa ropenka Bunsen (2 - 3 nbTn, Kato ce nsbarea
M3INLLHO 3arpsiBaHe).

MpobuTte morat aa ce dukcupaT u ypes 3arpssaHe npu 100 - 110 °C B
wkad 3a uscywasaHe uan BbpXy 3arpsasalia naoda 3a 20 MuH.

MpekoMepHU TeMnepaTypu UK NPOABIIXUTENHO 3arpsiBaHe MoraT Aa npuyn-
HSAT B/IOLIABaHE Ha XapaKTEPUCTUKMTE Ha OLBETSIBAHETO.

MoaroTtoBka Ha peareHTUTe

PeareHTn Ha kuta 3a AFB-Fluor Hecbabpxalw dpeHon - Habop 3a ouBeTsABaHe
npu UscneaBaHe Ha KMCEIMHOYCTOMUYMBKN BakTepun Yypes dyopecLeHTHa
MUKpocKonus (ouBeTsABaHe C aypaMUH-pPoAaMUH) ca roToBM 3a ynoTpeba,

He ce Hanara paspexjaHe Ha pas3TBOpWTE M TO CaMO BOAM [0 BfiolIaBaHe Ha
pesynTaTta OoT OLUBETSIBAHETO M TAXHaTa CTabuHOCT.

Mopaan BUCOKUS My BUCKO3UTET, HECbAbPXALLUMAT (heHON pasTBoOp 3a ouBe-
TsIBaHe C aypaMuH-podaMunH (PeareHT 1) TpsibBa Aa ce paskiatv eHepruyHo
npeav ynotpeba.



Mpoueaypa
Moco4yeHuTe BpeMeHa Tpﬂ6Ba Aa Cce cna3eaT, 3a Oa Ce rapaHTtupa ontuManeH
pe3ynTtaTt OT OUBETABAHETO.

OuseraBaHe Ha NpPo6u OT uNTOHAMA3Ka

OuBeTsiIBaHe Ha CTolKaTa 3a ouBeTsiBaHe

MpenMeTHO CTbKJIO C hMKCUMpaHa HaTpuBKa

PeareHT 1 (Pa3TBOp Ha HaHeceTe Ha Kanku, 15 muH.
aypaMuH-poAaMuH) NMOKPUIATE HaMbJIHO U

oueTteTe
Tevalla yewmMsiHa Boja n3njakHeTe BHUMaTENHO 30 cek.
PeareHT 2 (06e3uBeTsBaLL HaHeceTe Ha Kanku, 1 MUH.

pasTBop) NOKPUITE HAaMbJIHO U
OLBEMNOKPUINTE HaMbIHO

N OCTaBeTE Aa npoTteye

peakuus
Tevalwa yewmMmsaHa Boaa M3naakHeTe BHMMATENHO 30 cexk.
PeareHT 3 (Pa3TBOp 3a KOH- | HaHeceTe Ha Kanku, 5 MUH.
TpaouBeTaBaHe) NOKPWIATE HaMb/IHO U

oueTteTe
Tevalla yewmMsiHa Boja n3naakHeTe BHMMaTENHO 30 cek.

M3cylweTe Ha Bb3ayx

3a cbXxpaHeHune Ha Npobu OT LUMTOoHaMasKa 3a HAKOJIKO Mecela ce npe-
nopb4Ba NOKpMBaHe C HEBOAHA Cpefa 3a MoCTaBsHe BbpPXY NpPeAMEeTHOTO
cTbkno (Hanp. Neo-Mount™, Entellan™ new ogep DPX HoBo) v ¢ nokpwms-
HO CTbKJ10. 3a Tasu uen ouBeTeHuTe npobu Tpsabsa Aa ce uscylaTt MHOro
nobpe.

MpenopbyBa ce M3non3BaHe Ha MMEPCMOHHO Mac/Io 3@ aHa/nu3 Ha OLBETEHU
npeAMEeTHN CTbK1a C MUKPOCKOMCKO yBennyeHune >40x.

OuBeraBaHEe Ha XUCTONOrNYHUN HQQQVI

OuBeTsiIBaHe Ha CTolKaTa 3a OuBeTsiBaHe

[enapacdvHusmpainTe XMCTONIOMMYHUTE NMPEAMETHM CTbKJIA MO KOHBEHLMO-
HasHUS HAYWH U pexuapaTupainTe B cepusl C HU3XOASL, MPOLEHT ankoxor.
OuBeTsiBallMTe pa3TBOPK Ce HAHACST BbPXY MPeAMETHUTE CTbK/a Ha Karnku u
Tpsi6Ba Aa NOKPUAT HaMb/HO NapadUHOBUS yUaCTbK.

[MocoyeHnTe BpeMeHa Tpﬂ6Ba Aa ce cna3eaT, 3a Oa Ce rapaHTupa ontunManeH
pe3ynTtaTt OT OUBETABAHETO.

MpeaMEeTHO CTBKNO C TbKaH 3a XUCTOA0rnsa

[ectunupaHa BoAaa n3nnakHeTe
PearenT 1 (Pa3TBOp Ha aypaMnH-poAaMuH) 15 muH.
Tevalwa yewmMsaHa Boaa 30 cexk.
PeareHT 2 (06e3uBeTsABaLy pa3Tsop) 1 MuH.
Tevawa yewMsHa BoAa 30 cek.
PeareHT 3 (Pa3TBOp 3a KOHTpaouBeTsiBaHe) 5 MUH.
Tevalla yewMsiHa BoAa 30 cek.
EtaHon 70 % 1 MuH.
EtaHon 70 % 1 MuH.
EtaHon 96 % 1 MuH.
EtaHon 96 % 1 MuH.
EtaHon 100 % 1 MuH.
EtaHon 100 % 1 MuH.
Kcunen nnun Neo-Clear™ 5 MUH.
Kcunen nnn Neo-Clear™ 5 MUH.
MoctaBeTe HaBnaxHeHuTe ¢ Neo-Clear™ npeameTHu ctbkna ¢ Neo-Mount™
VNN HaBNaXHEHNTE C KCWeH NpeaMeTHN CTbKa Hanp. ¢ Entellan™ new u
NoKpuiTe CTbKOTO.

Cnep aexuapatauns (CbC cepusa € NoBULLABALL Ce€ NPOLEHT ankoxon) u
nposicHsaBaHe ¢ kcuneH unm Neo-Clear™, untonornyHuTe npobu mMoraT Aa ce
NOCTaBAT BbPXy NpeAMeTHM CTbkna ¢ 6e3sBoaHun cpean (Hanp. Neo-Mount™,
Entellan™ new nnn DPX HOBO) 1 C NOKPMBHU CTbKNa U cnej ToBa MoraT Aa
ce cbXpaHsaBsar.
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Pesynrar

KncennHHoycTonumnsem 6akrtepumn
(noa dnyopecueHTeH MUKPOCKOM)

YepBEHO-0PaHXeBO (POAAMUH)
VNN XbNTO-3eneHo (aypaMuH)
crnopes u3nosnsBaHaTta KoM6u-
Haums oT GunTpm

®oH TbMeH A0 YepeH

OuBeTsiBaHe 3a ONTUYHA U piyopecueHTHa MUKPOCKOMNUA

dnyopecueHTHOTO ouBeTsiBaHe ¢ AFB-Fluor Hecbabpxaly eHon Habop 3a
ouBeTABaHe e naeasnHo 1 3a AOMb/HUTENHO OLUBETSBaHe Ha KUCEIMHHOY-
cToMumnBMTE BaKTEPUN 3@ AMarHOCTUKA Ype3 ONTUYHa MUKPOCKONUS, Hanp. C
n3nonssaHe Ha AFB-Color Habop 3a 3a ougeTsiBaHe (KaTt. N2 1.16450) nnu
AFB-Color moandwuunpax (Kat. N2 1.00497).

HenoctaBeHuTe BbpxXy NpeaMeTHU CTbkia npobu, ouseteHn ¢ AFB-Fluor He-
cbabpxaly dheHon Habop 3a ouBeTsBaHe, MoraT Aa Cce U3Mon3saT AUPEKTHO
3a AMarHoCTUYHKU uenun. Bnocneacreune, cnen BHUMaTETHO OTCTpaHABaHe Ha
MacnoTo 3a rnoTansiHe, KOeTo Moxe Aa e 61Mno n3nonssaHo, Nnpobute moraT
na 6baat ouBeTeHn gonbaHUTENHo ¢ AFB-Color Habop 3a 3a ouBeTsiBaHe
nnn AFB-Color MmoanduumpaH.

B npoba, TpeTnpaHa no To3n HauynH, KNCEIMHHOYCTONYMBUTE HakTepum
n3rnexgaaT nypnypHo-yepBeHn Ha ceeTno3eneH (AFB-Color) nnu csetnocuH
(AFB-Color moanduumpaH) dhoH nos HabntoaeHWe ¢ oNnTUYEeH MUKPOCKONM.

OueHka

MonoxuTeneH pesyntat o3Hayasa ,O0TKPUTU Ca KUCETMHHOYCTONYMBK Hak-
Tepun“, a oTpuuaTteneH pesyntaT - ,He ca OTKPUTU KUCESTMHHOYCTONYUBK
b6akTepun®. MonoxunTeneH pesyntaT He 03Ha4yaBa, Ye e Bb3MOXHa TaKco-
HOMMYHa Knacudukauma Yypes MMKpPOCKONMs. AKO Ca OTKPUTU KUCETMHHO-
ycToiumBKn 6aktepuu, Tpsabea Aa ce U3BbpLIAT AOMBAHUTENHM aHanusun B
cneunanHo obopyasaHu nabopaTtopum.

BuTanHocTTa Ha 6akTepunTe (aKTUBHU, HEAKTUBHU) CbLLO HEe MOXe Aa ce
onpeaenu.

AKO pe3ynTaTbT He e ybeauTeneH, NpenopbyYnTenHo e npobute aa ce ouse-
TAT AOMBJHWUTENHO 3a NocneaBalla AnarHocTuka C ONTUYHa MUKPOCKONWUS,
Hanp. c AFB-Color Habop 3a 3a ouseTsiBaHe (KaT. N2 1.16450) nnu AFB-
Color moguduumpan (Kat. N2 1.00497).

OTcTpaHsiBaHe Ha npobnemu
dukcupaHe Ha HaTpUBKUTE OT Npo6u

[locTaTb4yHOTO UKCUpaHe Ypes 3arpsiBaHe C MOMOLLTa Ha ropeska Bunsen
WK B 3arpsiBaly WKad e oT 0OCHOBHO 3HAaYeHWe 3a NpeaoTBpaTsBaHe Ha
MHMbEKLMO3HMS NoTeHuman Ha npobuTe n nocneasallata nponudepaums Ha
bakTepuunTe.

Jiunca Ha ouBeTsiBaHe Ha KVICGHVIHHOVCTOFI‘-IVIBM GaKTepvm

KpUTUYHUAT eTan Ha npoleaypaTta 3a OLBeTsBaHe e CTbrnkaTta 3a obe3use-
TABaHe, KOSITO MOXeE Aa Ce MoBnusie oT AebefiMHaTa Ha HaTpyBKaTa.

B ponb/iHEHWE, MPECHUAT pa3TBOP Ha COSIHA KUCENIMHA B €TaHOM € BUCOKO
peakTUBEH, KOETO 0O3HayaBa, Ye pe3ynTaTbT TpsibBa Aa ce OLeHsiBa BHUMa-
TenHo. MocoyeHnTe B TO3M MPOTOKOS BpeMeHa 3a UHKybauus Tpsbsa Aa ce
cnasBaT TOYHO B CTbMKkaTa 3a o6e3LBeTsBaHe, B NPOTMBEH Crlyyall MoraT Aa
ce nonyyat danwmBo oTpULLATENHN pe3ynTaTy.

TBbpAe UHTEH3UBHO (POHOBO OLBETABaHE

B cnyuvait ye OOHBLT € TBbpAEe NHTEH3UBHO OLBETEH B OMNTUYHOTO MUKPOCKOM-
cko nsobpaxxeHne (TbMHOCKH), PeareHT 1 (pa3TBop C aypaMMH-pOAAMUH)
TpsibBa Aa ce cmecn no-fobpe n BnocneacTsme Aa ce obesuseTn no-gobpe.
Tbi KaTo pa3TBOPBLT 3a OLBETSIBAHE € C BUCOK BMCKO3UTET, MPEenopbynUTENHO
€ NpeAMeTHOTO CTbKJI0 @ Ce 3aBbpTu MO BPEMe Ha CTbhkaTa 3a obe3uBeTs-
BaHe C PeareHT 2 (pa3TBOp 3a o6e3uBeTsABaHe).

TexHuueckun 3abenexkmn

M3n0on3BaHMAT MUKPOCKON TpsibBa [a OTroBaps Ha U3MCKBaHUATA Ha Meaun-
LIMHCKa AnarHocTMyHa nabopatopus.

MNpenopbyntenHa KoMbuHauuns ot dunTpu 3a dbayopecLeHTHa MUKPOCKONUS:

Bb3byaeH duntsbp 490 - 570 nm
LiBeTeH cenapaTop 525 1 635 nm
EMUCHMOHEH punTbp 505 - 600 nm

KoraTo ce u3nonseaTt aBTOMaTUYHM CUCTEMU 3a OLBETSIBaHE, MO, CrieaBai-
Te UHCTPYKUUKUTE 3a ynoTpeba, NpeaocTaBeHM OT AOCTaBUYMKa Ha cucTemaTa
n codTyepa.

Mpean HanbABaHe OTCTPaHeTe U3NULWHOTO UMEPCUOHHO Macso.

AHaNUTUYHN PaBOTHU XapaKTEPUCTUKMN

+AFB-Fluor Hecbabpxaly geHon - Habop 3a ouBeTsABaHe" ouBeTsBa U Cnefo-
BaTeNIHO BU3yanm3upa 6MOSIOrMUYHN CTPYKTYPU, KakTo € ONucaHo B rnaeata
,Pe3ynTtat" Ha HacToAWMTE MHCTPYKLMM 3a ynoTpeba. MpoayKTbT TpsibBa Aa
Ce M3Mon3Ba caMo OT YMbJIHOMOLWEHW U KBanudULUMpaHU 1ua, TOBa BK/IOY-
Ba, OCBEH ApPYruTe Hela, NOAroToBKa Ha Npobute n peareHTuTe, 60paBeHe
C npobuTe, XMcTonornyHa o6paboTka, peLleHns No OTHOWEHWE Ha NoAXoAs-
LWMTE KOHTPONN U APYrK.

AHaNUTUYHUTE XapaKTEPUCTUKN Ha NpoayKTa ca NOTBbPAEHU Ype3 TecTBaHe
Ha BCsAKa NpoM3BOACTBEHA NapTuia.



AHaNUTUYHUTE XapaKTEPUCTUKM Ca NMOTBBPAEHU 3a CIeAHNTE OLBETSBaHMUS
Nno OTHOLUEHME Ha CrneundUUYHOCT, YyBCTBUTEIHOCT U NMOBTOPSIEMOCT Ha
npoaykTa Ha HMBO 100 %:

Cneuu- YyscTBK- Cneuymn- YyBCTBU-
uyHocT TeNHOCT dburyHocT TEeNHOCT B
Mexay mMexay B paMKuTe | pamkuTe
TecToBeTe | TeCTOBETe | Ha TecTa Ha TecTa
XUCTONOrMYHO
ouBeTsiBaHe
KncennHHoycTon- 14/14 14/14 6/6 6/6
ynBmM bakTepum
(noa dnyopecueH-
TEH MUKpPOCKOM)
®oH 14/14 14/14 6/6 6/6
OuBeTsiBaHe Ha
HaTpuBKa
KucenuHHoycToin- 14/14 14/14 6/6 6/6
umBK bakTepumn
(noa ¢nyopecLeH-
TEH MUKPOCKOM)
®oH 14/14 14/14 6/6 6/6

AHanUTUYHM paboTHM pe3ynTaTu

[aHHnTe B paMKuTe Ha TecTa (M3BbPLUEHM BbPXY €4Ha M Cblya naptuaa) u
Mexay TecToBeTe (M3BbPLUEHN BbPXY pas/iMyHK NapTnan) noco4ysat 6pos
NpaBUIHO OLBETEHWN CTPYKTYpU CNpsiMo 6pos Ha M3BbPLUEHUTE TecToBe.

KAMHUUYHKM pa6b0THM XapaKTepUCTUKKN

OcBeH TOBa KIMHUYHUTE paboTHM XapaKTEPUCTUKMN Ha TO3M NPOAYKT ca
[0Ka3aHW yCrnewHo B MHOrobponHu Hay4yHn nybnvkaumm.

AFB-Fluor Hecbabpxaly dpeHon - Habop 3a ouBeTsiBaHe € M3MoN3BaH yc-
MewHo B KIMHWYHA cpefia B NPOAb/KEHUE Ha AeCeTUNeTUs Npu rosisam 6poi
NPUIOXEHMUS.

KnuHnyHuTe xapaktepuctnkm Ha Habop 3a cpebbpHo ouBeTsiBaHe Mo
AFB-Fluor Hecbabpxaly peHon - Habop 3a ouBeTsiBaHe No-crneumanHo ca
onpeaeneHn Ypes yCcTaHOBSIBaHE Ha YyBCTBUTENHOCTTA U cneunduyHocTTa u
HerosuTe PPV 1 NPV My B cob6CcTBEHO Mpoy4yBaHe:

OuBeTsiBaHe C aypaMuH-poAaMuH

YyBCTBUTENHOCT 14/14

CneunduryHocT 15/15

YyscTBUTENHOCT: 14 0T 14 npobu: 100 %
CneundwnuHoct: 15 ot 15 npobu: 100 %
MonoxwuTtenHa nporHo3Ha ctomHocT (PPV): 100 %
OTpuuaTenHa nporHo3Ha ctonHocT (NPV): 100 %

Pe3synTtaTuTe Ha Tasu oueHKa Ha paboTHUTE XapaKTEPUCTUKK NOTBbPXAABaT
ye NpoAyKTbT € MoAXO0AAL, 3a NpeAHa3HaYeHUeTo U PyHKLUMOHMPa Hadexa-
HO.

Bbnpekun ToBa AnarHoCTUYHATa MHTEpPNpEeTaumsa Ha pe3ynTaTtuTe oT ouBeTH-
BaHETO TpﬂﬁBa Aa ce n3bpliBa oT KBaI‘IMCbMLI,I/IpaHI/I MU yNb/IHOMOLLEHU Cne-
uManncTtun, Kato ce B3emaT Npeasua aHaMHe3aTa Ha nauueHTa, MOPC,')OJ'IOI'VIﬂ-
Ta, U3NOJI3BAHETO Ha NoAaxoAswm KOHTPOIN U AONBbJHUTENHU ANAarHOCTUYHU
TECTOBE, aKo e rnoAxoAsLo. To3n MeTol MOXe [a ce U3Mo3Ba AOMb/HUTEN-
HO B AMarHoCTukKaTta npun xopa.

AnarHocruka

[lnarHosunTe cneasa fa ce NocTaBAT CaMo OT YMb/HOMOLIEH U KBaMbULK-
paH nepcoHarn.

TpsabBa Aa ce M3M0M3Ba BanuaHa HOMEHKNATypa.

To31 MeToA MOXeE Aa ce U3MO0M3Ba AOMb/IHUTENHO B AMArHOCTMKaTa rnpu
xopa.

Tpsabsa na ce noabepaT v M3BbPLIAT AOMbAHUTENHN U3CNEABAHUA B CbOT-
BETCTBME C NPU3HATM METOAM.

Mpwu BcsKo npunoxeHue Tpsabsa Aa ce U3rnon3BaT NOAXOASLLM KOHTPOIN
(Hanp. ISOSLIDE™ AFB, kaT. N2 1.02560.0001), 3a aa ce nsberHe Henpasu-
NleH pesynTar.

AKO pe3ynTaTbT He e ybeauTeneH, NpenopbyYnTesnHoO € Npobute Aa ce ouse-
TAT AOMBAHWUTENHO 3a@ NocneaBalla AMarHocTuka C ONTUYHa MUKPOCKOMMUS,
Hanp. ¢ AFB-Color Habop 3a 3a ouBeTsiBaHe (KaT. N2 1.16450) unu AFB-
Color moauduunpan (Kat. N2 1.00497).

CbxpaHeHue

CobxpaHsBarite AFB-Fluor Hecbabpxaly peHon - Habop 3a ouseTsiBaHe npu
n3cneaBaHe Ha KMCENNHOYCTONUYMBKM BakTepumn ypes payopecueHTHa MUKpPO-
ckonus (ouBeTsBaHe C aypaMmH-podamMuH) npu +15°C go +25°C.

CpoOK Ha rogHocCT

PazTBop no AFB-Fluor Hecbabpxalwl deHon - Habop 3a ouBeTsiBaHe Npwu
n3cnefBaHe Ha KucennHoyctonumsm 6aktepum upes dayopecueHTHa
MUKPOCKONUS (OLBETSBaHE C aypaMUH-POAAMUH) MOXE Aa Ce U3MNon3sa Ao
rnocoyeHaTa faTa Ha CPOK Ha FOAHOCT.

Cnea nbpBOTO OTBapsiHe Ha ByTuiKaTa CbAbpPXaHMETO MOXE Aa Ce M3Mon3sa
[0 MmocoyeHaTa AaTta Ha CpoK Ha roAHOCT, KoraTo ce CbxpaHsiBa npu +15°C
no +25°C.
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ByTUnKuTe 3a HakaneaHe TpsA6Ba BMHArM [a Ce CbXPaHABaT MIbTHO 3aTBO-
peHu.

OugeTsiBaHe Ha pa3TBopa 3a obesuBeTsiBaHe (PeareHT 2) HsiMa edeKT BbpXY
npowuecuTe Ha OLBeTABaHe W AnarHoctukaTta.

Kanauurer

OnakoBkaTta e goctaTb4Ha 3a 40 60 - 65 npunoxeHus, Te MoXxe Aa ca Aopu
no-ronsm 6poin, B 3aBMCUMOCT OT AebennHaTta Ha HaTpUBKUTE.

[OMbNHUTENIHU UHCTPYKLIUMU

Camo 3a npodecuoHanHa ynortpeba

3a aa ce usberHaT rpeLkun NpunoxeHMeTo Tpsbea Aa ce M3BbpLUBa CaMOOT
KBanuduumMpaH nepcoHarn.

TpsibBa Aa ce cneaBaTt HaUMOHANIHUTE yKa3aHuWs 3a ocurypsiBaHe Ha 6e30-

NacHOCT U KayecTBo npu paboTa.

TpsibBa Aa ce U3MonA3BaT MUKPOCKOMW CbC CTaHAAPTHO obopyaBaHe.

AKO e HeobxoaMMo, U3non3BalTe cTaHAapTHa ueHTpodyra, noaxoasua 3a
MeAWUMHCKa AnarHoCcTuYHa nabopatopus.

3awmra oT uHdekuus

TpsibBa Aa ce B3eMaT ePeKTUBHM MEPKM 3a 3aluuTa cpeLly UHdeKLmsa B
CbOTBETCTBUE C TlabopaTopHMTE yKasaHUs.

UHCTpYKUMM 3a U3XBbPJISHE

OnakoBkaTa TpsibBa Aa ce U3XBbP/IM B CbOTBETCTBME C aKTyasHUTe ykasa-
HUS 3a U3XBbPJISHE.

M3non3BaHnTe pasTBOpPU M Pas3TBOPUTE C U3TEKbJST CPOK Ha roAHOCT Tpsbea
Aa ce U3XBbpASAT KaTo crieumaneH oTnagbk B CbOTBETCTBME C MECTHUTE yKa-
3aHus. MHdopMauus 3a U3XBbPASHETO MOXE Aa Ce MoSlyun OT 6bp3nst INHK
»CbBETU 3a U3XBBLPJISHE Ha NPOAYKTU 3a MUKpocKonua™ oT
www.microscopy-products.com. B pamkuTe Ha EC e B cuna npuioxXuMmnsT
noHacroswem PEIMMAMEHT (EK) N2 1272/2008 3a knacudukauus, o6o-
3HayaBaHe W onakoBaHe Ha BellecTBa U CMecu, Nonpassilly U 3aMecTBall,
Avpektnen 67/548/ENO n 1999/45/EK, n nonpasswy, PernameHT (EK) N
1907/2006.

CnoMmararesiHu peareHTu

KaT. N2 1.00327 CosnHa KucenvHa B eTaHon 11,51
3@ MUKPOCKOMUS

KaT. N° 1.00496 ®opmanaexua pa3tsop 4%, 350 miwn
6ydepeH, pH 6,9 (npubn. 10% pastsop 700 ml (B

Ha dopmanuH) 6ytunka c
3a XucrTosnorus LUMPOK OTBOP),
51,101,
10 | Titripac®
KaTt. N2 1.00497 AFB-Color MmoanduumpaH 1 set
Ha6op 3a ouBeTaBaHe 3a AeTeKuus Ha
KncenuHoyctonumem b6aktepumn (acid-fast
bacteria, AFB) no meToaa Ha Tonnio
ouBeTsBaHe
KaTt. N2 1.00579 DPX HoBo 500 ml

HEBOAHa Cpea 3a 3ajJMBKa
npun MMKpockonus

Kat. N 1.00869 Entellan™ new 3a nokpuBaHe Ha 500 ml
MWKPOCKOMCKW npenapaTu
3a MMKPOCKOMUS

KaTt. N2 1.02560 ISOSLIDE™ AFB KoHTponHu cnaigose 25 tests
c pecdbepeHTHa TbKaH 3a AeTekuus Ha
KWUCENIMHOYCTOMUYMBKN BaKTEpPUM B XUCTO

Kat. N 1.03999 ®opmanaexuns pa3tBop MUH. 37% 6e3
KncenuHa ctabunumampaH c okono 10%
MeTaHoN U KanuuesB kapboHaT
3a Xucrtonorus

Kat. N 1.04699 VimepcnoHHO Macno
3a MUKPOCKOMUS

11,251,251

100-ml 6yTunka
3a HakanBsaHe,

100 ml, 500 ml
KaTt. N0 1.07164 MapadunHoBU nacTuam 10 kg (4x
Toyka Ha BTBbpAsiBaHE OKOJI0 2,5 kg)
56 - 58 °C
3a Xucrosorus
Kat. N° 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
6bp3 cpefa 3a 3anMBKa 11
3a MMKPOCKOMNUS
KaT. N2 1.08000 Sputofluol™ 11
3a MMKpPOCKONUS
KaTt. N 1.08298 Kcunon (usomepHa cmec) 41

3a Xucronorus

Kat. N® 1.09016 Neo-Mount™ 100-ml 6yTunka
6e3BoaHa cpena 3a HakanBsaHe,
3a MMKpoOCKONusa 500 ml

Kat. N 1.09843 Neo-Clear™ (3amecTuTten Ha Kcmion) 51
3@ MMKPOCKOMUS

Kat. N 1.11609 Histosec™ nactunun
TOouka Ha BTBbpAsBaHe 56 — 58 °C
durkcaTop 3a xucTonorus

Kat. N® 1.15161 Histosec™ nactunu (6e3 DMSO)
TOuYKa Ha BTBbpAsiBaHe 56 — 58 °C
dukcaTop 3a xmucronorusi

Kat. N 1.16450 AFB-Color Habop 3a ouBeTsaBaHe 1 set
3a u3cneaBaHe noj MMKPOCKOM Ha
KucenuHoycronumem 6aktepumn (AFB)
(cTyneHo ouBeTaBaHe)

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

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



Knacudukaumsa Ha puckoBeTte

Kart. N2 1.01597.0001

Mons, cnasBaiTe knacudukaumsTa Ha pUCKOBETE, OTnevyaTaHa Ha eTUKeTa,
n VIHCbOpMaLLMﬂTa, AajeHa B IUNCTa C AaHHW 3a 6e3omnacHocT.

JIMCTBT € AaHHKM 3@ 6e30MacHOCT MoXe Aa ce HaMmepu B ye6cal71Ta nnpu
NMONCKBaHe.

OCHOBHM KOMIMOHEHTU Ha npoaoykKrTuTte
KaT. N2 1.01597.0001

PearenT 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/
11 = 1,117 kg

PearenT 2

C;HO 543,3 g/l
HCI MUH. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

PeareHT 3

KMnO, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

O6wa 3abenexkka

AKO Mo BpeMe Ha U3Mo3BaHeTO Ha TOBa MU3Aenve Wav B pesynTaT Ha
ynoTpe6aTta My Bb3HWKHE CEPMO3€eH MHLUAEHT, MOsl, CbObLLETE 3@ HEro Ha
NpoV3BOAUTENS U/UIN HA HErOBMUS YMb/IHOMOLLEH NPeACcTaBuTeN 1 Ha Bawus
HauMoHaseH opraH.

JintepaTtypa

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn'’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science

Publishing company

H225: CunHo 3ananuMm TEYHOCT U Napu.

H290: Moxe aa 6bae KOpO3MBHO 3a MeTanuTe.

H319: Npean3BukBa CEPMO3HO APa3HEHE Ha ouuTe.

H336: Moxe Aa npean3BMKa CbHAMBOCT UM CBETOBBLPTEX.
H411: Tokcn4yeH 3a BOAHUTE OpraHM3Mu, C Ab/roTpaeH edekT.

P210: [a ce nasu OT TOMJIMHA, HAaropeLleH NOBbPXHOCTU, UCKPU, OTKPUT
naambK U APYrn U3TOYHULM Ha 3ananBaHe. TIOTIOHOMYLEHEeTo 3abpaHeHo.

P233: CbabT Aa ce cbxpaHsiBa NibTHO 3aTBOPEH.
P234: [la ce cbxpaHsiBa caMO B OpUrMHanHaTa onakoBska.

P240: 3azemsaBaHe n ekBMNOTEHUMANHA Bpb3Ka Ha CbAa W NpuemMaTesHoTo
YCTPOWCTBO.

P273: [a ce nsbarea usnyckaHe B OKOMHaTa cpea.

P305 + P351 + P338: MNPV KOHTAKT C OYUTE: npoMuBaliTe BHUMATENHO C
BOJA B MPOAbIDKEHNE HA HAKONKO MUHYTU. CBaneTe KOHTaKTHUTE neLn,
aKo MMa TakMBa W LOKOJIKOTO TOBa € Bb3MOXHO. NpoabixkeTe ¢ nannaksa-
HeTo.

PeareHT 1:
H226: 3ananumMu TeYHOCT U napu.
H319: Npeau3BnkBa CEPUO3HO APa3HEHE Ha ouuTe.

PeareHT 2:

H225: CunHo 3ananuMm TEYHOCT 1 Napu.

H290: Moxe aa 6bAe KOPO3MBHO 3a MeTanuTe.

H319: Npeau3BukBa CEPUO3HO APa3HEHEe Ha ouuTe.

H336: Moxe aa npeansBMKa CbHAMBOCT UM CBETOBBPTEX.

PeareHT 3:
H411: TokCcM4YeH 3a BOAHUTE OpraHM3Mu, C Ab/roTpaeH edekT.

Jinde CumneHue noapa Ha Merck ¢y pa kaTo MilliporeSigma B CALL v Kanapa.

© 2024 Merck KGaA, AapmMwart, FepMaHus n/unm Texuute dunuanu. Bcuuku npasa 3anaseHn. Merck n
Sigma-Aldrich ca Tbproscku mapku Ha Merck KGaA, Aapmuiat, FlepMaHus. Bcuuku apyrn TbproBCku Mapku
ca npuTexaHune Ha CbOTBETHUTE UM COBCTBEHUUM. MoAPO6Ha MHGOPMaLIMs 3a TbProBCKUTE Mapku MOXe Aa
ce Hamepy B Ny6ANYHO AOCTBMHUTE U3TOYHNLN.

XpoHosiorusi Ha pegakuuure
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1.01597.0001 |REF
Mikroszkopia

AFB-Fluor fenolmentes

Fest6készlet savgyors baktériumok fluoreszcens
mikroszkopos vizsgalatédhoz
(Auramin-Rhodamine festés)

Csak professzionalis hasznalatra

|VD In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkéz

€

Rendeltetés

Ez az “AFB-Fluor fenolmentes - FestOkészlet savgyors baktériumok
fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatdhoz (Auramin-Rhodamine festés)”
embergyogyaszati sejtdiagnodzisra hasznalatos és célja human eredetl
mintaanyag bakterioldgiai, citoldgiai és hisztoldgiai vizsgdlata. Ez hasznalat-
ra kész szinez6 készlet, amely termékkinalatunk mas in vitro diagnosztikai
termékeivel egyltt hasznalva diagnosztikai célokra értékelhetévé teszi a
bakteridlis célstruktirakat (pl. savallé baktériumok (AFB)), rogzités, be-
agyazas, szinezés, kontrasztszinezés, bakterioldgiai, citoldgiai és hisztologi-
ai mintaanyagokba példaul dusitott baktériumkultiradk keneteibe vagy pl. a
tlidé hisztoldgiai metszeteibe.

Az AFB-Fluor fenolmentes festékészlet meghatérozé jellemzéje a fluo-
reszcens festékek jelenléte a szinez6 oldatban. Ez lehetévé teszi a savallo
baktériumok gyors és biztos azonositésat fluoreszcens mikroszkdéppal. Ezen-
kivil a szinezd oldat a potencidlisan veszélyes fenol nélkill készil, ndvelve a
felhasznald biztonsagat.

Ez a szinezd készlet hasznalatra készen szallitott, praktikus, csepegtetével
ellatott palackokban, és tartalmazza az 6sszes reagenst, amely sziikséges
savallé baktériumok szinezésére kenetmintdkban és hisztoldgiai sz6vetmin-
takban.

Nem szinezett strukturak viszonylag alacsony kontrasztiak és fénymik-
roszképban rendkivil nehezen megkilonboztethetéek. Ilyen esetekben a
szinez6 oldatokkal létrehozott képek segitik az engedélyezett és képzett
vizsgalot az alak és a struktlirak jobb meghatarozadsaban. Tovabbi vizsgéla-
tokat kell végezni elismert, érvényes modszerek szerint, definitiv diagnozis
feldllitasa céljabol.

Elv

A klasszikus Ziehl-Neelsen-féle mddszert a viasz és a lipidek magas sejt-
falbeli arénya hatarozza meg, mivel a savallé baktériumok csak nagyon
lassan veszik fel a szinez6 oldatokat. A fukszin festék abszorpcidjanak és ily
mddon a mikolat-fukszin komplex képzédésének novelésére tett szokasos
intézkedés a mintdra alkalmazott szinezé oldat parolgasi pontra hevitése.
Ha a savallé baktériumok mar abszorbealtak a fukszin festéket, virtualisan
lehetetlen azokat Gjra szinteleniteni, még szintelenit6 oldattal (pl. sésavval
etanolban) végzett intenziv kezeléssel sem. Ennek megfeleléen a savallo
baktériumokat szinezési szempontbdl sav- és alkoholallénak tekintik.

Az AFB-Fluor fenolmentes fest6készlet hasznalatakor az AFB-Fluor fenol-
mentes szinezd oldatban jelenlévé auramin és rodamin fluoreszcens festé-
kek sziikségtelenné teszik a hevitési Iépést. Ezek a festékek lerakddnak a
savallé baktériumok sejtfalaban, és a mikroszkodp sz(ir6jétdl fiiggben sarga
vagy piros szinben jelennek meg fekete hattér el6tt.

A mintak el6kezelése Sputofluol™ szerrel leoldja a baktériumokat a kérnye-
z6 ragadds kopetrdl és a sejtanyagrol.

Mintaanyag

Levegln szaritott és hdvel rogzitett és Sputofluol™ anyaggal el6kezelt bakte-
rioldgiai anyag (pl. kdpet, finom tlivel leszivott biopszidk (FNAB), 6blitések,
lenyomatok, efflizidk, genny, valadékok, folyékony és szilard kulturak)
kenetei

Human eredet(i, formalinnal rogzitett szovet metszetei, paraffinba agyazva
(3 - 4 ym vastag paraffinmetszetek)

Reagensek

Kat. sz. 1.01597.0001

AFB-Fluor phenol-free

Staining kit for the examination of acid-fast bacteria with fluorescence mic-
roscopy (Auramin-Rhodamine staining)

A csomag osszetevoi:

A szinez6 készlet az aldbbiakat tartalmazza

Reagens 1: Auramin-rodamin oldat 200 ml
Reagens 2: Szintelenitd oldat 2 x 200 ml
Reagens 3: Kontrasztszinez6 oldat (KMnO,) 200 ml

Szintén sziikséges:

Kat. sz. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroszkdpidhoz

HU

www.sigmaaldrich.com

Minta-el6készités

A mintavételt kiképzett személyzetnek kell végrehajtani.

Minden mintat a legkorszer(ibb technoldgiaval kell kezelni.

Minden mintat vildgosan fel kell cimkézni.

Megfelel6 miiszereket kell hasznalni mintavételhez és el6készitéshez. Ko-
vesse a gyartd utasitasait az alkalmazasra / hasznalatra vonatkozoan.

A megfelel§ kisegit reagensek hasznalatakor be kell tartani a megfeleld
utasitdsokat.

Kopet

A savallé baktériumokat el6 kell kezelni Sputofluol™ anyaggal, a kopetrél,
nyalkarol és sejstrukturakrol valo leoldas céljabdl. Ebben a folyamatban a
hipoklorit aktiv 6sszetevé leoldja a szerves anyagot oxidalassal, és dvatosan
kiszabaditja a savallé baktérumokat tovabbi feldolgozasra.

Reagens elkészitése: 15 %-os Sputofluol™ oldat készitése

Kb. 100 ml oldat elkészitéséhez keverje 6ssze az aldbbiakat:

Sputofluol™ 15 ml

Distile su 85 ml

Mintaanyag elkészitése centrifugacsévekben:

Minta 1 rész (min. 2 ml)
Sputofluol™ oldat (15 % desztillalt vizben) 3 rész
Razza erbsen 10 dk
Centrifugalja 3000 - 4800 rpm sebességgel 20 dk

Toltse at a feltluszot
Készitsen kenetet az tledékbdl

Széritsa levegén

Punctatumok, mosatok, iiledékek

Megfeleld dusitasi intézkedések utan kenje a mintaanyagot a targylemezre
és hagyja levegén megszaradni.

Hisztologiai metszetek

A AFB-Fluor fenolmentes hasznalhatd hisztoldgiai metszetek szinezésére.
Paraffinmentesitse a metszeteket a szokdsos mdédon, majd rehidratélja
csokkend alkoholsorozatban.

Kenetmintak rogzitése

A mintak rogzitése Bunsen-égé langja felett torténik (2-3-szor, tulzott
hevités kertlend6).

A mintak rogzithet6k szaritészekrényben is 100 - 110 °C-ra hevitéssel,
vagy f(it6lapon 20 percig.

TUl magas h6mérsékletek vagy tartds hevités a szinezési teljesitmény rom-
lasat vonhatja maga utan.

Reagens-elokészités

A AFB-Fluor fenolmentes - Fest6készlet savgyors baktériumok fluoresz-
cens mikroszkopos vizsgalatdhoz (Auramin-Rhodamine festés) reagensei
hasznalatra kész, az oldatok higitdsa nem sziikséges és az csak a szinezési
eredmény és a stabilitds rosszabbodasat eredményezi.

Nagy viszkozitdsa miatt a fenolmentes auramin-rodamin szinezé oldatot
(reagens 1) erdésen fel kell razni hasznalat elétt.

Eljaras
Kenetmintak festé

Szinezés a szinez6 allvanyo

Targylemez rogzitett kenettel
Reagens 1 (auramin-rodamin | alkalmazza cseppenként, 15 perc
oldat) fedje le teljesen és szi-

nezze
Folyé csapvizben Oblitse gondosan 30 sec
Reagens 2 (szintelenitd alkalmazza cseppenként, 1 perc
oldat) fedje le teljesen és hagyja

reagalni
Folyd csapvizben Oblitse gondosan 30 sec
Reagens 3 (kontrasztszinezd | alkalmazza cseppenként, 5 perc
oldat) fedje le teljesen és szi-

nezze
Folyd csapvizben Oblitse gondosan 30 sec
Levegln szaritds




Kenetmintdk tobb hdnapos taroldsa esetén ajanlott a lefedés nem viz-
alapu felrakd kézeggel (pl.Neo-Mount™, Entellan™ new vagy DPX Uj) és
fedd Gveglappal. Ennek céljabdl a szinezett mintékat nagyon jol meg kell
szaritani.

Immerzids olaj haszndlata javasolt a szinezett targylemezek elemzésére
>40x mikroszkopos nagyitds mellett.

Hisztolégiai mintak festé

Szinezés a szinez6 allvanyo

Paraffinmentesitse a hisztoldgiai targylemezeket a szokdsos mdédon, majd
rehidratdlja csokkend alkoholsorozatban.

A fest6oldatokat cseppenként kell felvinni a targylemezekre, és teljesen be
kell fednitk a paraffinos részt.

A megadott idéket be kell tartani az optimalis szinezési eredmény garanta-
lasa céljabol.

Targylemez hisztoldgiai szévettel

Desztillalt viz Oblitse
Reagens 1 (auramin-rodamin oldat) 15 perc
Folyd csapvizben 30 sec
Reagens 2 (szintelenit6 oldat) 1 sec

Folyd csapvizben 30 sec
Reagens 3 (kontrasztszinezé oldat) 5 perc
Foly6 csapvizben 30 sec
Etanol 70 %-os 1 perc
Etanol 70 %-os 1 perc
Etanol 96 %-os 1 perc
Etanol 96 %-o0s 1 perc
Etanol 100 %-os 1 perc
Etanol 100 %-o0s 1 perc
Xylene vagy Neo-Clear™ 5 perc
Xylene vagy Neo-Clear™ 5 perc

Rakja fel a Neo-Clear™ anyaggal nedvesitett targylemezeket Neo-Mount™
hasznalataval vagy a xilollal nedvesitett targylemezeket pl. Entellan™ new
hasznalataval és fedje le tveglappal.

Dehidratalas (névekvé alkoholsorozatok) és xilol vagy Neo-Clear™ haszna-
latéval tortént tisztitds utdn a hisztoldgiai targylemezek lefedheték barmi-
lyen nem vizes felrako szerrel (pl. Neo-Mount™, Entellan™ new vagy DPX

0j) és fed6liveggel, majd tarolhatdk.

Eredmény

Savallé baktériumok
(a fluoreszcens mikroszképban)

piros-narancs (rodamin) vagy
sarga-zold (auramin), a hasz-
nalt szlir6k kombinacidjatol
figgéen

Hattér sOtét szint6l feketéig

Szinezés optikai és fluoreszcens mikroszképiahoz

Az AFB-Fluor fenolmentes fest6készlet hasznald fluoreszcens szinezék
idedlisan alkalmas a savall6é baktériumok optikai mikroszképos diagnodzis
céljabdl torténd tovabbi szinezésére is, pl. az AFB-Color fest6készlet (kat. sz
1.16450) vagy az AFB-Color moédositott (kat. sz. 1.00497) hasznalataval.

Az AFB-Fluor fenolmentes szinezd készlettel szinezett, nem felrakott mintak
kdzvetlenll hasznalhatdk diagnosztikai célokra. Ezt kovetéen az esetlegesen
hasznalt immerzids olaj gondos eltavolitdsa utdn a mintak tovabb szinezhe-
ték az AFB-Color festékészlet vagy az AFB-Color médositott hasznalataval.
Az ilyen mddon kezelt mintdban a savallé baktériumok magenta-voros
szinben jelennek meg vildgoszold (AFB-Color) vagy vildgoskék (AFB-Color
modositott) hattér el6tt az optikai mikroszkdpban.

Ertékelés

Pozitiv eredmény jelentése: “savallé baktériumok észlelése tortént” és a
negativ eredmény jelentése: “savallé baktériumok nem észlelhet6k”. Pozitiv
eredmény nem jelenti azt, hogy lehetséges a taxondmiai besorolds mik-
roszkopos vizsgalattal. Ha savallé baktériumok észlelése tortént, tovabbi
elemzéseket kell végrehajtani specidlisan felszerelt laboratériumokban.

A baktérumok vitalitésat (aktiv, inaktiv) sem lehet meghatarozni.

Ha az eredmény nem meggy6z0, ajanlott a mintak tovabbi szinezése tovab-
bi optikai mikroszkopos diagndzishoz, pl. az AFB-Color festékészlet (kat. sz.
1.16450) vagy az AFB-Color modositott (kat. sz. 1.00497) hasznalataval.

Hibaelharitas
Kenetmintak rogzitése

Megfelel6 mérték( hérogzités (Bunsen-égd hasznalataval vagy flitészek-
rényben) sziikséges a mintak fertéz6 potencialjanak és baktériumok szapo-
roddsdnak megel6zéséhez.
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Savallé baktériumok nincsenek szinezve

A szinezési eljaras kritikus szakasza a szintelenitési |épés, amit befolyasol-

hat a kenet vastagsaga.

Raadasul a sdsav friss oldata etanolban erdsen reakcidképes, tehat az ered-
ményt dvatosan kell értékelni. A szintelenitési Iépés alatt a felhasznaldk be

kell tartsak a protokollban leirt inkubacids idéket, egyébként hamis negativ
eredményeket kaphatnak.

Tal erés hattérszinezés

Abban az esetben, ha a hattér tul erésen szinezett az optikai mikroszkdpos
képben (sotétkék), az 1. reagenst (auramin-rodamin oldat) jobban meg kell
keverni, és ezutan jobban szinteleniteni. Mivel a szinezé oldat erdésen visz-
kdzus, javasolt a targylemez mozgatasa a 2. reagenssel (szintelenit6é oldat)
térténd szintelenités alatt.

Miiszaki megjegyzések

A hasznalt mikroszkép meg kell feleljen az orvosi diagnosztikai laboratérium
kovetelményeinek.

Javasolt sz(ir6kombinacidk fluoreszcens mikroszkdpiahoz:

Gerjesztd szliré 490 - 570 nm
Szinelvalaszto 525 és 635 nm
Emisszios sz(iré 505 - 600 nm

Kérjuk, automatikus szinezési rendszerek hasznalata esetén kdvesse a
rendszer és a szoftver gyartdjanak utasitasait.

Feltoltés el6tt tavolitsa el a tobblet immerzids olajat.

Analitikai teljesitményjellemzok

“AFB-Fluor fenolmentes - festékészlet” szinezi és ezaltal lathatdva teszi a
bioldgiai strukturakat, amint ismertetjik ezen Hasznalati utasitas “Ered-
mény” c. fejezetében. Csak engedélyezett és kiképzett személyek hajthat-
jak végre a termék hasznalatat, tobbek kdzott a minta- és reagens-eléké-
szitését, a mintafeldolgozast, a hisztokezelést, és hozhatnak a megfeleld
kontrollokra vonatkoz6 dontéseket és még sok mast.

A termék analitikai teljesitményét meg kell erdsiteni minden termékfirdo
ellen6rzésével.

Az aldbbi szinezékekre 100%-0s ardnyban megerdésitést nyert a termék
anaitikai teljesitménye a specificitds, érzékenység és reprodukalhatosag
vonatkozasaban:

Inter-assay | Inter-assay | Intra-assay | Intra-assay
specificitds | érzékeny- | specificitds | érzékeny-
ség ség

Szovettani festés

Savallo 14/14 14/14 6/6 6/6
baktériumok (a
fluoreszcens mik-

roszkdpban)

Hattér 14/14 14/14 6/6 6/6
Kenet szinezése

Savallo 14/14 14/14 6/6 6/6

baktériumok (a
fluoreszcens mik-
roszkdpban)
Hattér 14/14 14/14 6/6 6/6
Analitikai teljesitmény eredmények

Intra- (ugyanabban az adagban végrehajtva) és inter-assay (kil6nb6z6
adagokban végrehajtva) adatok megadjék a helyesen szinezett struktirak
szamat a végrehajtott vizsgalatok szamanak aranyaban.

Klinikai teljesitményjellemzék

Tovabba, ezen termék klinikai teljesitményét sikeresen bizonyitotta sok
tudomanyos publikacid.

A AFB-Fluor fenolmentes - fest6készlet évtizedek dta sikeresen hasznaljak
klinikai kornyezetben nagyszamu alkalmazésban.

Kilénosképpen a AFB-Fluor fenolmentes - fest6készlet vonatkozdan egy ha-
zon bellli vizsgdlatban megallapitottédk az érzékenységet és a specificitast,
valamint annak PPV és NPV a klinikai teljesitmény meghatarozasahoz:

Auramin-rodamin szinezés
Erzékenység 14/14
Specificitas 15/15

Erzékenység: 14 minta 14 kézil: 100 %
Specificitds: 15 minta 15 kozil: 100 %
Pozitiv prediktiv érték (PPV): 100 %
Negativ prediktiv érték (NPV): 100 %

Ezen teljesitményértékelés megerdsiti, hogy a termék alkalmas a rendelte-
tés szerinti hasznalatra és megbizhatoan teljesit.



A szinezési eredmények diagnosztikai értelmezését azonban képzett és
jovahagyott szakemberek kell végezzék, figyelembe véve a beteg anamné-
zisét, a morfologidt, a megfeleld kontrollok hasznalatat, valamint a tovabbi
diagnosztikai teszteket, ha vannak ilyenek. Ez a mddszer kiegészitésként
hasznalhaté a human diagnosztikaban.

Diagnosztika

Diagndzist csak engedélyezett és kiképzett személyzet készithet.

Ervényes nomenklaturakat kell hasznalni.

Ez a mddszer kiegészitésként haszndlhaté a human diagnosztikaban.
Tovabbi vizsgalatokat kell kivalasztani és bevezetni elismert modszerek
szerint.

Megfeleld kontrollokat (pl.ISOSLIDE™ AFB, kat. sz. 1.02560.0001) kell
végeznie minden alkalmazasnal, a helytelen eredmény elkerilése végett.
Ha az eredmény nem meggy6z0, ajanlott a mintak tovabbi szinezése tovab-
bi optikai mikroszkdépos diagnézishoz, pl. az AFB-Color fest6készlet (kat. sz.
1.16450) vagy az AFB-Color moédositott (kat. sz. 1.00497) hasznalataval.

Tarolas
Térolja a AFB-Fluor fenolmentes - Festékészlet savgyors baktériumok

fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatdhoz (Auramin-Rhodamine festés)
+15°C - +25°C-on.

Elettartam

A AFB-Fluor fenolmentes - FestGkészlet savgyors baktériumok fluoreszcens
mikroszkdpos vizsgalatdhoz (Auramin-Rhodamine festés) hasznalhaté a
megadott lejarati ideig.

A palack elsé felnyitdsa utan a tartalom haszndlhaté a megadott lejarati
ideig, ha a tarolads +15 °C - +25 °C hémérsékleten tortént.

A csepegtetd palackokat mindig szorosan lezérva kell tartani.

A szintelenitd oldat (reagens 2) szinezése nincs hatdssal a szinezé eljara-
sokra és a diagnosztikara.

Kapacitas
A csomag elegendd 60 - 65 alkalmazasra, a kihozatal magasabb is lehet, a
kenetek vastagsagatol figgben.

Tovabbi utasitasok

Csak professzionalis hasznalatra.

Hibak elkerlilése végett az alkalmazast csak kiképzett személyzet hajthatja
végre.

A munka biztonsagara és a minéségbiztositasra vonatkoz6 orszdgos utmu-
tatokat be kell tartani.

A szabvanynak megfeleléen felszerelt mikroszkdpokat kotelezé hasznalni.
Ha sziikséges, hasznaljon orvosi diagnosztikai laboratériumban alkalmazha-
to, szokasos centrifugat.

Fert6zés elleni védelem

Hatékony intézkedéseket kell tenni a fert6zés elleni védelemre, a laboratéri-
umi Utmutatokkal 6sszhangban.

Megsemmisitési utasitasok

megsemmisiteni.

A hasznalt oldatokat, illetve a lejart szavatossagi idejli oldatokat specidlis
hulladékként kell megsemmisiteni, a helyi Gtmutatasokkal 6sszhangban.
Megsemmisitésre vonatkoz6 informacié kaphaté a
www.microscopy-products.com oldalrél, a “Hints for Disposal of Microscopy
Products” (Otletek mikroszkdpiai termékek megsemmisitésére) gyors hivat-
kozas alatt. Az EU jelenleg érvényes, anyagok és keverékek osztalyozasara,
cimkézésére és csomagolasara vonatkozo, 1272/2008. sz RENDELETE (EC)
van érvényben, amely javitja és hatalyon kivul helyezi a 67/548/EEC és
1999/45/EC direktivakat, és javitja az (EC) 1907/2006. sz rendeletet.

Kisegit6 reagensek

Kat. sz. 1.00327 Sdsav, etanolban oldva 11,51
mikroszképiai célra
Kat. sz. 1.00496 Formaldehid oldat, 4%-o0s, 350 ml és
pufferolt, pH 6,9 (kb. 10%-os formalin 700 ml (széles
oldat) nyaku palack-
hisztoldgiai célra ban), 51, 101,
10 | Titripac®
Kat. sz. 1.00497 AFB-Color modositott 1 set
Fest6 kit savgyors baktériuok (AFB)
mikroszkdpids vizsgdlatéhoz melegen
fest6dé metodikaval

Kat. sz. 1.00579 DPX Uj 500 ml
nem-vizes rogzitészer
mikroszképiai célra

Kat. sz. 1.00869 Entellan™ new, fed6lemezekhez 500 ml
mikroszképiai célra
Kat. sz. 1.02560 ISOSLIDE™ AFB kontroll lemezek 25 tests

referenciaszoévettel savgyors baktériumok
szOvettani kimutatasahoz

Kat. sz. 1.03999 Formaldehidoldat, min. 37%-o0s, 11,251,251
savmentes kb. 10% metanollal és
kalcium-karbonattal stabilizalva,
hisztoldgiai célra
Kat. sz. 1.04699 Immerzids olaj 100 ml-es
mikroszkédpiai célra csepegtetd
palackban,
100 ml, 500 ml
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Kat. sz. 1.07164 Paraffin, pasztilla 10 kg (4x
dermedéspont kb. 56-58°C, 2,5 kg)
hisztoldgiai célra

Kat. sz. 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
gyorsfed6anyag a mikroszkdpiahoz 11

Kat. sz. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroszkdpidhoz

Kat. sz. 1.08298 Xylene (isomerikus elegy) 41
szOvettani célokra

Kat. sz. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml-es
vizmentes fedéanyag csepegtetd
mikroszképiai célra palackban,

500 ml
Kat. sz. 1.09843 Neo-Clear™ (xilolhelyettesitd) 51

mikroszképiai célra

Kat. sz. 1.11609 Histosec™ pasztilla
dermedéspont 56-58°C,
hisztoldgiai bedgyazdanyag

Kat. sz. 1.15161 Histosec™ pasztilla (DMSO nélkul)
dermedéspont 56-58°C,
hisztoldgiai bedgyazdanyag

Kat. sz. 1.16450 AFB-Color fest6készlet 1 set
savgyors baktériumok (AFB) mikroszkdpos
vizsgalatadhoz (hideg festés)

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

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

Veszélymindsités

Kat. sz. 1.01597.0001

Kérjuk, vegye figyelembe a cimkére nyomtatott veszélymindsitést és a
biztonsagi adatlapon megadott informaciot.

A biztonsagi adatlap megtaldlhaté a webhelyen, illetve megkaphatd kérésre.
A termékek f6 6sszetevoi
Kat. sz. 1.01597.0001

Reagens 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reagens 2

C;HgO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reagens 3

KMno, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Altalanos megjegyzés

Ha ezen eszkdz hasznélata sorén vagy haszndlata eredményeképpen sulyos
incidens tortént, kérjlk, jelentse a gyartdnak és/vagy jovahagyott képvise-
letének, illetve az orszagos hatésagnak.

Irodalom

1. Romeis - Mikroskopische Technik, Editors: Mulisch, Maria, Welsch, Ulrich,
2015, Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 19. Auflage

2. Theory and Practice of Histological Techniques, John D Bancroft and
Marilyn Gamble, 6th Edition

3. Conn’s Biological Stains: A Handbook of Dyes, Stains and Fluorochromes
for Use in Biology and Medicine, 10th Edition, (ed. Horobin, R.W. and
Kiernan, J.A). Bios, 2002

4. Routine Cytological Staining Techniques: Theoretical Background and
Practice, Mathilde E. Boon, Johanna S. Drijver, 1986, Elsevier Science
Publishing company
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H225: Fokozottan tlizveszélyes folyadék és gbz.

H290: Fémekre korroziv hatasu lehet.

H319: Sulyos szemirritaciot okoz.

H336: Almossagot vagy szédiilést okozhat.

H411: Mérgezd a vizi él6vilagra, hosszan tartd karosodast okoz.

P210: HGtéI, forro felliletektdl, szikratdl, nyilt 1angtdl és mas gyujtdforrastol
tavol tartandd. Tilos a dohanyzas.

P233: Az edény szorosan lezarva tartando.

P234: Az eredeti csomagolasban tartandd.

P240: A taroléedényt és a fogaddedényt le kell féldelni és at kell kétni.
P273: Kerllni kell az anyagnak a kérnyezetbe vald kijutdsat.

P305 + P351 + P338: SZEMBE KERULES ESETEN: Tébb percig tarté ovatos
Oblités vizzel. Adott esetben a kontaktlencsék eltavolitasa, ha kénnyen
megoldhaté. Az 6blités folytatasa.

Reagens 1:
H226: Tlizveszélyes folyadék és gbz.
H319: Sulyos szemirritaciot okoz.



Reagens 2:

H225: Fokozottan tlizveszélyes folyadék és gbz.
H290: Fémekre korroziv hatasu lehet.

H319: Sulyos szemirritaciot okoz.

H336: Almossagot vagy szédiilést okozhat.

Reagent 3:
H411: Mérgezd a vizi él6vildgra, hosszan tartd karosodast okoz.

Feliilvizsgalati el6zmények

verzié Moédositassal kapcsolatos megjegyzé

2024-Jul-19 A Fellilvizsgalati el6zmények bevezetésével készllt elsé
valtozat

Nézze meg a Gyartd Katalégus szam Tételkod

hasznalati utasitast

a
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|ékelt dokumentumokat EEEE-HH-NN lethatar
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Sigma-Aldrich.

1.01597.0001 |REF
Mikroskopija

AFB-Fluor fenolu nesatuross

krasosanas komplekts acidorezistento baktériju
izmekléSanai ar fluorescences mikroskopu
(krasoSana ar auraminu-rodaminu)

Tikai profesionalai lietosanai

|VD in vitro diagnostikas mediciniska ierice c €

Paredzeétais pielietojums

So “AFB-Fluor fenolu nesatuross - kraso$anas komplekts acidorezistento
baktériju izmekl&Sanai ar fluorescences mikroskopu (krasosana ar au-
raminu-rodaminu)” izmanto cilvéka Stnu diagnostika, lai veiktu cilvéka
izcelsmes parauga materiala bakteriologisko, citologisko un histologisko
izmekl&Sanu. Tas ir lietoSanai gatavs krasosanas komplekts, kas kopa ar
citiem masu piedavatajiem in vitro diagnostikas izstradajumiem nodrosina
baktériju mérka strukttru izvértéSanu diagnostiskos noltkos (acidorezisten-
tas baktérijas (AFB)), veicot fiksaciju, ieguldisanu, krasosanu, kontrastkra-
soSanu, nostiprinasanu bakteriologiska, citologiska un histologiska parauga
materialam, pieméram, no bagatinatam bakterialajam barotném iegitam
iztriepém vai histologisko paraugu materialiem, pieméram, plausu audu
histologiskajiem griezumiem.

AFB-Fluor fenolu nesatuross krasoSanas komplekts batiska raksturiga
iezime ir fluorescéjoso krasvielu esamiba krasosanas skiduma. Tas lauj atri
un drosi identificét acidorezistentas baktérijas fluorescences mikroskopa.
Turklat krasosanas skidums nesatur iesp&jami bistamo fenolu, tadéjadi
uzlabojot lietotaja drosibu.

Krasosanas komplekts tiek piegadats gatavs lietoSanai praktiskas pilina-
Sanas pudelés un satur visus reagentus, kas nepiecieSami acidorezistento
baktériju krasosanai iztriepes paraugos un histologiskajos audu paraugos.

Nekrasotam struktlram ir relativi neliels kontrasts, un tas ir arkartigi grati
atskirt gaismas mikroskopa. Sados gadijumos ar krasosanas Skidumiem
iekrasoti preparati palidz pilnvarotam un kvalificétam specialistam labak
noteikt formu un struktdru. Lai noteiktu galigo diagnozi, javeic papildu
izmekl&jumi, izmantojot atzitas un validétas metodes.

Princips

Klasiskas krasosanas metodes péc Cila-Nilsena rezultatu nosaka lielais
daudzums vasku un lipidu baktériju Stinas siena, kura dé| acidorezistentas
baktérijas loti Ieni absorbé krasvielas. Lai uzlabtu fuksina krasvielas absor-
bciju un, lidz ar to, mikolata-fuksina kompleksa veidosanos $tinas siena,
paraugam uzklato krasosanas Skidumu parasti karsé lidz iztvaikosanas
punktam.

Tiklidz acidorezistentas baktérijas ir absorb&jusas fuksina krasvielu, tas
prakstiski nav iespé&jams atkrasot, pat tad, ja tas intensivi apstrada ar
atkrasosanas skidumu, pieméram, salsskabi etilspirta. Lidz ar to, acidore-
zistentas baktérijas sauc par ,skabes un spirta izturigam”.

AFB-Fluor fenolu nesatuross krasoSanas komplekts krasoSanas skiduma tiek
izmantotas fluoresc&jodas krasvielas auramins un rodamins un tapéc kar-
séSanas darbiba nav nepiecieSama. Sis krasvielas uzkrajas acidorezistento
baktériju Stnu siena un atkariba no izmantota mikroskopa filtra ir redzamas
dzeltena vai sarkana krasa uz melna fona.

Paraugu iepriek$&ja apstrade ar Sputofluol™ atbrivo baktérijas no apkart-
esoSajam viskozajam krépam un Stnu materiala.

Parauga materials

Bakteriologiska materiala iztriepes, kas nozavétas ar gaisu un fiksétas ar
karstumu un ieprieks apstradatas ar Sputofluol™, pieméram, krépas, iztrie-
pes no tievas adatas aspiracijas biopsijam (TAAB), noskalojumi, nospiedu-
mi, izsvidumi, strutas, eksudati, skidras un cietas barotnes

Cilvéka izcelsmes formalina fiksétu audu griezumi, kas iegulditi parafina
(3 - 4 ym biezi parafina griezumi)

Reagenti

Kat. nr. 1.01597.0001

AFB-Fluor fenolu nesatuross

krasosanas komplekts acidorezistento baktériju izmekléSanai ar
fluorescences mikroskopu (krdsosana ar auraminu-rodaminu)

Iepakojuma sastavdalas:
Krasosanas komplekta iek|auts

Reagents 1: Auramina-rodamina Skidums 200 ml
Reagents 2: AtkrasoSanas skidums 2 x 200 ml
Reagents 3: Kontrast&josas krasas skidums (KMnO,) 200 ml
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Papildus nepiecieSams:
Kat. nr.  1.08000 Sputofluol™ 11
mikroskopiskai izmeklésanai

Parauga sagatavosana
Paraugs japanem kvalificétam personalam.

Stradajot ar visiem paraugiem, jaizmanto modernakas tehnologijas.

Visi paraugi skaidri jamarke.

Paraugu panemsanai un sagatavosanai jaizmanto pieméroti instrumenti.
Ievérojiet razotaja noradijumus par pielietojumu/lietosanu.

Ja izmantojat atbilstosus papildu reagentus, jaievéro atbilstosa lietosanas
instrukcija.

Krépas

Acidorezistentas baktérijas iepriek$ jaapstrada ar Sputofluol™, lai tas atbri-
votu no glotam un Stnu struktiram. ST procesa laika aktiva sastavdala hi-
pohlorits ar oksidacijas palidzibu izSkidina organisko materialu un uzmanigi
atbrivo acidorezistentas baktérijas, lai varétu turpinat to apstradi.
Reagentu sagatavosana: 15% Sputofluol™ skiduma sagatavosana

Lai sagatavotu apm. 100 ml skiduma, samaisiet Sadas sastavdalas:

Sputofluol™ 15 ml

Destiléts Gdens 85 ml

Parauga materiala sagatavosana centrifligas stobrinos:

Paraugs 1 dala (min. 2 ml)
Sputofluol™ skidums (15% destiléta tdent) 3 dalas
Energiski sakratiet 10 min
Centrifug€&jiet ar atrumu 3000 - 4800 rpm 20 min

Nolejiet supernatantu
Sagatavojiet no sedimenta iztriepes

Nozavéjiet gaisa

Punktati, skalojumi, sedimenti

P&c atbilstoSiem bagatindSanas pasakumiem sagatavojiet no parauga mate-
riala iztriepi uz priekSmetstiklina un laujiet tai gaisa nozt.

Histologiskie griezumi

AFB-Fluor fenolu nesatuross var izmantot histologisko griezumu krasosanai.
Deparafiniz&jiet griezumus, izmantojot standarta metodi, un rehidraté&jiet ar
spirta atSkaidijumu sériju dilstosa koncentracija.

Iztriepes paraugu fiksacija

Paraugu fiksaciju veic, kars€jot virs Bunsena degla (2 - 3 reizes, izvairoties
no parmérigas karsésanas).

Paraugus var fiksét ari, 20 minltes kars&jot zavésanas skapi vai uz karsé-
Sanas plates 100 - 110°C temperatira.

Parmérigi augsta temperatira vai ilgstoSa karséSana var pasliktinat kraso-
Sanas rezultatu.

Reagentu sagatavosana

Krasosanai izmantota AFB-Fluor fenolu nesatuross - krasosanas kom-
plekts acidorezistento baktériju izmekl&sanai ar fluorescences mikroskopu
(krasosana ar auraminu-rodaminu) readenti ir gatavi lietosanai, Skidumu
atSkaidiSana nav nepiecieSsama un tikai pasliktina krasosanas rezultatu un
krasojuma stabilitate.

Izteiktas viskozitates dé| fenolu nesaturoSais auramina-rodamina krasosa-
nas skidums (readgents 1) pirms lietoSanas ir energiski jasakrata.

Procediira

Uztri Krasod

Krasosana uz krasosanas stativ

PriekSmetstiklins ar fiksétu iztriepi

Readents 1 (auramina-roda- | uzklajiet uzpilinot, pilniba 15 min.
mina skidums) parklajiet un krasojiet

Tekoss krana Gdens rapigi noskalojiet 30 sek.
Reagents 2 (atkrasosanas uzklajiet uzpilinot, pilniba 1 min.
Skidums) parklajiet un Jaujiet notikt

reakcijai

Tekoss krana Gdens rapigi noskalojiet 30 sek.
Reagents 3 (kontrastéjosas | uzklajiet uzpilinot, pilniba 5 min.

krasas skidums) parklajiet un krasojiet

Tekoss krana Gdens rupigi noskalojiet 30 sek.

Nozavéjiet gaisa




Lai uztriepes paraugus uzglabatu vairakus ménesus, ieteicams tos parklat
ar Odeni nesaturodu nostiprinasanas vidi (piem., Neo-Mount™,

Entellan™ new vai DPX new) un segstiklinu. Sim nolikam nokrasotie prieks-
metstiklini loti labi janozave.

Krasoto priekSmetstiklinu analizei ar mikroskopa palielindjumu > 40 x ietei-
cams izmantot imersijas ellu.

Histolodis! Krasod

Krasosana uz krasosanas stativ

Deparafiniz&jiet histologisko paraugu priekSmetstiklinus, izmantojot
standarta metodi, un rehidraté&jiet ar spirta atSkaidijumu sériju dilstosa
koncentracija.

Krasosanas skidumi tiek uzklati uz priekSmetstikliniem pa pilienam, un tiem
pilniba janosedz parafina dala.

Lai nodrosinatu optimalu kraso$anas rezultatu, jaievéro noraditie laiki.

PriekSmetstiklin$ ar histologijas paraugu

Destiléts Gdens noskalojiet
Reagents 1 (auramina-rodamina skidums) 15 min.
Tekoss krana Gdens 30 sek.
Readents 2 (atkrasosanas skidums) 1 min.
TekoSs krana tdens 30 sek.
Readgents 3 (kontrasté&josas krasas skidums) 5 min.
TekoSs krana tdens 30 sek.
70% Etanols 1 min.
70% Etanols 1 min.
96% Etanols 1 min.
96% Etanols 1 min.
100% Etanols 1 min.
100% Etanols 1 min.
Ksiléns vai Neo-Clear™ 5 min.
Ksiléns vai Neo-Clear™ 5 min.
Nostipriniet Neo-Clear™ samitrinatos priekSmetstiklinus ar Neo-Mount™
vai ksiléna samitrinatos priekSmetsiklinus ar, piem., Entellan™ new un
parklajiet ar segstiklinu.

P&c dehidratacijas (spirta atSkaidijumu sérija augosa koncentracija) un
dzidrinasanas ar ksilénu vai Neo-Clear™ histologijas priekSmetstiklinus var
parklat ar Gdeni nesaturosiem nostiprinasanas lidzkliem (piem.,
Neo-Mount™, Entellan™ new vai DPX new), parklat ar segstiklinu un péc
tam uzglabat.

Rezultats

Acidorezistentas baktérijas
(fluorescences mikroskopa)

sarkanigi oranzas (rodamins) vai
dzeltenigi zalas (auramins)
atkariba no izmantoto filtru
kombinacijas

Fons tumss lidz melns

Krasosana izmekl&sanai ar optisko un fluorescences
mikroskopu

Fluorescéjosas krasvielas AFB-Fluor fenolu nesatuross kraso$anas kom-
plekts ir ideali piemérotas ari acidorezistento baktériju papildu krasosa-
nai, ja izmeklésana tiek veikta ar optisko mikroskopu, piem., izmantojot
AFB-Color krasosanas komplekts (kat. nr. 1.16450) vai AFB-Color
modificétais (kat. nr. 1.00497).

Izmekl&jumam iesp&jams izmantot nenostiprinatus paraugus, kas krasoti
ar AFB-Fluor fenolu nesatuross krasosanas komplekts. VEélak péc imersijas
ellas atlieku, ja ta ir izmantota, rlpigas likvidéSanas paraugus var krasot ar
AFB-Color krasoSanas komplekts vai AFB-Color modificétais.

Sadi apstradatos paraugos acidorezistentas baktérijas optiskaja mikroskopa
izskatas fuksinsarkanas uz gaisi zala (AFB-Color) vai gaisi zila (AFB-Color
modificétais) fona.

Noveéertéjums

Pozitivs rezultats nozimé, ka ,ir atklatas acidorezistentas baktérijas” un
negativs rezultats nozimég, ka ,nav atklatas acidorezistentas baktérijas”.
Pozitivs rezultats nenozimé, ka mikroskopiskaja izmekléSana iespé&jams
noteikt taksonomisko klasifikaciju. Ja ir atklatas acidorezistentas baktéri-
jas, turpmakas analizes javeic ipasi aprikotas laboratorijas.

Nav iesp&jams noteikt arT baktériju dzivotspé&ju (aktiva, neaktiva).

Ja rezultats nav parliecinoss, paraugiem ieteicams veikt papildu krasosanu,
lai izmekl&Sanu turpinatu ar optisko mikroskopu, piem., izmantojot AFB-Co-
lor krasoSanas komplekts (kat. nr. 1.16450) vai AFB-Color modificétais (kat.
nr. 1.00497).
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Traucéjumu novérsana

Iztriepes paraugu fiksacija

Lai likvidétu paraugu infekciozitati un novérstu turpmaku baktériju vairo-
Sanos, loti svarigi ir pietiekami ilgi fiksét paraugu ar karstumu, izmantojot
Bunsena degli vai karstuma skapi.

Acidorezistentu baktériju neiekrasosana

Krasosanas péc kritiskais posms ir atkrasosana, kuru var ietekmét iztriepes
biezums.

Turklat svaigs salsskabes skidums etilspirta ir ipasi reaktivs, kas nozimg, ka
rezultats javérté piesardzigi. Atkrasosanas darbibas laika precizi jaievéro
Saja protokola noraditie inkubacijas laiki, pretéja gadijuma var iegat viltus
negativus rezultatus.

Parak izteikts fona krasojums

Ja optiska mikroskopa attéla fons izskatas parak izteikti iekrasots (tumsi
zils), reagents 1 (auramina-rodamina Skidums) ir labak jasajauc un péc
tam — labak jaatkraso. Ta ka krasosanas skidums ir |oti viskozs, atkrasosa-
nas darbibas laika ar readents 2 (atkrasosanas skidums) priekSmetstiklinu
ieteicams rotét.

Tehniskas piezimes

Izmantotajam mikroskopam jaatbilst mediciniskas diagnostiskas laboratori-
jas prasibam.
Ieteicama filtru kombinacija fluorescences mikroskopam:

lerosinasanas filtrs 490 - 570 nm
Krasu atdalitajs 525 un 635 nm
Emisijas filtrs 505 - 600 nm

Ja izmantojat automatiskas krasosanas ierices, ievérojiet iekartu un prog-
rammatdru piegadataja lietoSanas instrukcijas.

Pirms uzpildisanas notiriet imersijas ellas atliekas.

Analitiskas veiktspéjas raksturojums

“AFB-Fluor fenolu nesatuross - krasosanas komplekts” nokraso un tadéjadi
vizualizé biologiskas struktiras, ka aprakstits Sis lietoSanas instrukcijas
nodala “Rezultats”. So izstradajumu drikst lietot tikai pilnvarotas un kva-
lificétas personas; lietosana ietver (bet ne tikai) paraugu un reagentu sa-
gatavosanu, rikoSanos ar paraugu, histologisko paraugu apstradi, lEmumu
pienemsanu par piemérotu kontrolu uzmantosanu u.c.

Izstradajuma analitiska veiktspé&ja ir apstiprinata, parbaudot katru izstrada-
juma sériju.

Turpmak minétajam krasvielam apstiprinatais izstradajuma analitiskas
veiktspéjas specifiskums, jutiba un atkartojamiba ir 100%:

Specifis- Jutigums Specifis- Jutigums
kums starp | starp anali- | kums viena | viena ana-
analizes zes sérijam | analizes lizes sérija
sérijam sérija

Histologiski

krasosana

Acidorezistentas 14/14 14/14 6/6 6/6

baktérijas

(fluorescences

mikroskopa)

Fons 14/14 14/14 6/6 6/6

Iztriepes krasosana

Acidorezistentas 14/14 14/14 6/6 6/6

baktérijas

(fluorescences

mikroskopa)

Fons 14/14 14/14 6/6 6/6

Analitiskas veiktspé&jas rezultati

Datos, kas iegiti, analiz&jot vienu analizes sériju un dazadas analizes séri-
jas, noradits pareizi iekrasoto struktlru skaits attieciba pret veikto analizu
skaitu.

Kliniskas veiktspéjas raksturojums

Turklat st izstradajuma kliniska veiktspéja ir veiksmigi pieradita daudzas
zinatniskajas publikacijas.

AFB-Fluor fenolu nesatuross - krasosanas komplekts ir vairakas desmitga-
des veiksmigi un Joti biezi izmantots kliniskaja vidé.

AFB-Fluor fenolu nesatuross - krasosanas komplekts kliniska veiktspéja
tika izvértéta, nosakot analizes jutigumu un specifiskumu un ta NPV un PPV
uznémuma iekséja pétijuma:

Krasosana ar auraminu-rodaminu

Jutigums 14/14

Specifiskums 15/15

Jutigums: 14 paraugi no 14: 100%

Specifiskums: 15 paraugi no 15: 100%

Pozitiva prognostiska vértiba (positive predictive value - PPV): 100%
Negativa prognostiska vértiba (negative predictive value - NPV): 100%



Sie veiktsp&jas novérté&juma rezultati apstiprina, ka izstradajums ir piemé-
rots paredzétajam pielietojumam un ta darbiba ir uzticama.

Krasosanas rezultatu diagnostiska interpretacija tomér ir javeic kvalificé-
tiem un pilnvarotiem specialistiem, nemot véra pacienta anamnézi, morfo-
logiju, atbilstoSu kontrolu izmantoSanu un papildu diagnostiskos izmekl&ju-
mus, ja nepiecieSams. So metodi var izmantot ka papildmetodi diagnozes
noteikSanai cilvékiem.

Diagnostika

Diagnoze janosaka tikai pilnvarotam un kvalificétam personalam.
Jaizmanto apstiprinata terminologija.

So metodi var izmantot ka papildmetodi diagnozes noteikSanai cilvékiem.
Jaizvélas un javeic papildu izmekl€jumi, izmantojot atzitas metodes.

Katra lietosanas reizé jaizmanto piemérotas kontroles (piem., ISOSLIDE™
AFB, kat. nr. 1.02560.0001), lai izvairitos no nepareiza rezultata iegisanas.
Ja rezultats nav parliecinoss, paraugiem ieteicams veikt papildu krasosanu,
lai izmeklésanu turpinatu ar optisko mikroskopu, piem., izmantojot
AFB-Color krasosanas komplekts (kat. nr. 1.16450) vai AFB-Color modificé-
tais (kat. nr. 1.00497).

Uzglabasana

AFB-Fluor fenolu nesatuross - krasosanas komplekts acidorezistento bakté-
riju izmeklésanai ar fluorescences mikroskopu (krasosana ar auraminu-ro-
daminu) uzglabajiet no +15°C lidz +25°C temperatara.

Deriguma termins

AFB-Fluor fenolu nesatuross - kraso$anas komplekts acidorezistento bakté-
riju izmeklésanai ar fluorescences mikroskopu (krasosana ar auraminu-ro-
daminu) drikst lietot lidz noraditajam deriguma terminam.

P&c pirmas pudeles atvérSanas tas saturu drikst lietot lidz noraditajam deri-
guma terminam, ja to uzglaba no +15°C lidz +25°C temperatara.

Pilinataju pudeles vienmér jauzglaba ciesi noslégtas.

Atkrasosanas skiduma (readgents 2) krasa neietekmé krasosanas procesu un
diagnozes noteiksanu.

Ietilpiba

Iepakojuma saturs ir pietiekams lidz 60 - 65 lietoSanas reizém vai pat vai-
rak lietoSanas reizém atkariba no iztriepju biezuma.

Papildu noradijumi

Tikai profesionalai lietosanai.

Lai izvairitos no kliddam, lietot drikst tikai kvalificéts personals.

Jaievéro valsts noradijumi par darba drosibu un kvalitates nodrosinasanu.
Jalieto mikroskopi ar standartam atbilstosu aprikojumu.

Ja nepiecieSams, izmantojiet standarta centrifigu, kas piemérota medicinis-
kam diagnostiskam laboratorijam.

Aizsardziba pret infekcijam

Jaizmanto efektivi pasakumi aizsardzibai pret infekcijam atbilstosi laborato-
rijas vadlinijam.

Noradijumi par likvidésanu

Iepakojums jalikvidé atbilstoSi spéka esosajam vadlinijam par likvidésanu.
Izlietotie Skidumi un Skidumi, kuriem beidzies deriguma termins, jalikvidé
ka specialie atkritumi atbilstosi vietéjam vadlinijam. Informaciju par likvi-
désanu skatiet timekl|a vietné www.microscopy-products.com, noklikSkinot
uz atras saites ,Hints for Disposal of Microscopy Products” (Ieteikumi mik-
roskopiskai izmeklésanai izmantoto izstradajumu likvidésanai). ES Sobrid
ir speéka REGULA (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisijumu klasificésanu,
marké&sanu un iepakosanu un ar ko groza un atce| Direktivas 67/548/EEK
un 1999/45/EK un groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006.

Papildu reagenti

Kat. nr.  1.00327 Salsskabe etilspirta 11,51
mikroskopiskai izmekléSanai

Kat. sz. 1.00496 Formaldehid oldat, 4%-o0s, 350 ml és
pufferolt, pH 6,9 (kb. 10%-os formalin 700 ml (széles
oldat) nyaku palack-
hisztolégiai célra ban), 51, 101,
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Kat. nr.  1.00497 AFB-Color modificétais 1 set
krasosanas komplekts acidorezistento
baktériju (AFB) noteiksanai

Kat. nr.  1.00579 DPX new 500 ml
Gdeni nesaturo$a nostiprinasanas vide
mikroskopiskai izmekléSanai

Kat. nr.  1.00869 Entellan™ new segstikliniem 500 ml
mikroskopiskai izmekléSanai

Kat. nr.  1.02560 ISOSLIDE™ AFB 25 tests
kontroles priekSmetstiklinus
ar atsauces audiem acidorezistento
baktériju noteikSanai histologiskajos
paraugos

Kat. sz. 1.03999 Formaldehidoldat, min. 37%-o0s, 11,251,251
savmentes kb. 10% metanollal és
kalcium-karbonattal stabilizalva,
hisztoldgiai célra

Kat. nr.  1.04699 Imersijas ella 100 ml pilinasa-

mikroskopiskai izmekléSanai nas pudele,

100 ml, 500 ml

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

SZ.

nr.

nr.

nr.

nr.

nr.

SZ.

SZ.

nr.

1.07164

1.07961

1.08000

1.08298

1.09016

1.09843

1.11609

1.15161

1.16450

Paraffin, pasztilla
dermedéspont kb. 56-58°C,
hisztoldgiai célra

Entellan™ new

atras nostiprinasanas vide
mikroskopiskai izmekl&sanai
Sputofluol™

mikroskopiskai izmekl&sanai
Ksilens (izoméru maisijums)
histologiskai izmeklésanai
Neo-Mount™

Gdeni nesaturo$a nostiprinasanas vide
mikroskopiskai izmekléSanai

Neo-Clear™ (ksiléna aizvietotajs)
mikroskopiskai izmekléSanai

Histosec™ pasztilla

dermedéspont 56-58°C,

hisztoldgiai bedgyazdanyag
Histosec™ pasztilla (DMSO nélkiil)
dermedéspont 56-58°C,

hisztoldgiai bedgyazdanyag
AFB-Color krasoSanas komplekts
acidorezistento baktériju (AFB)
mikroskopiskai izmekléSanai (auksta
krasosana)

Bistamibas klasifikacija
Kat. nr. 1.01597.0001

Ldzu, ievérojiet mark&juma noradito bistamibas klasifikaciju un drosibas
datu lapa sniegto informaciju.
Drosibas datu lapa ir pieejama timekla vietné un péc pieprasijuma.

Galvenas izstradajumus sastavdalas
Kat. nr. 1.01597.0001
Reagents 1

C.I. 41000
C.I. 45170

11

1,117 kg

Readents 2
C;H;O0
Min. 37% HCI

11 = 0,878 kg

Reagents 3
KMnO,

11

1,013 kg

12,0 g/l
6,0 g/l

543,3 g/l
15,7 g/l

5,0 g/l

Visparéja piezime
Ja Sis ierices lietoSanas laika vai lietoSanas rezultata rodas nopietns nega-
dijums, zinojiet par to raZotajam un/vai ta pilnvarotajam parstavim, ka ari
viet&jai regul&josai iestadei.
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Viegli uzliesmojoss Skidrums un tvaiki.

Var kodigi iedarboties uz metaliem.

Izraisa nopietnu acu kairinajumu.

: Var izraisit miegainibu vai reibonus.

Toksisks tidens organismiem ar ilgstosam sekam.

un citiem aizdegsanas avotiem. Nesmékét.

P233: Tvertni stingri noslégt.

P234: Turét tikai originaliepakojuma.

P240: Tvertnes un sanémé&jiekartas iezemét un savienot.
P273: Izvairities no izplatiSanas apkartéja vidé.

P305 + P351 + P338: SASKARE AR ACIM: Uzmanigi izskalot ar Gdeni

vairakas minGtes. Iznemt kontaktlécas, ja tas ir ievietotas un ja to var
vienkarsi izdarit. Turpinat skalot.

Lv

10 kg (4x
2,5 kg)

100 ml, 500 ml,
11

11

4|

100 ml pilinasa-
nas pudele,

500 ml

51

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

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

1 set

Sargat no karstuma, karstam virsmam, dzirkstelém, atklatas uguns



Reagents 1:

H226: Uzliesmojoss skidrums un tvaiki.
H319: Izraisa nopietnu acu kairinajumu.

Reagents 2:

H225: Viegli uzliesmojoss skidrums un tvaiki.
H290: Var kodigi iedarboties uz metaliem.
H319: Izraisa nopietnu acu kairinajumu.
H336: Var izraisit miegainibu vai reibonus.

Reagents 3:

H411: Toksisks Gidens organismiem ar ilgstosam sekam.
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Mikroskopija

AFB-Fluor dazymo rinkinys be
fenolio,

skirtas tirti rigstims atsparias bakterijas
fluorescenciniu mikroskopu
(Auramin-Rhodamine dazymas)

Tik profesionaliam naudojimui

|VD In vitro diagnostikos medicinos priemoné c €

Numatytoji paskirtis

Sis ,AFB-Fluor daZzymo rinkinys be fenolio, - skirtas tirti rigitims atsparias
bakterijas fluorescenciniu mikroskopu (Auramin-Rhodamine dazymas)"
naudojamas zmogaus ir medicininiy lasteliy diagnostikai ir skirtas bakterio-
loginiam, citologiniam ir histologiniam Zmogaus kilmés méginio medZiagos
tyrimui. Tai paruostas naudoti dazymo rinkinys, kurj naudojant kartu su
kitais in vitro diagnostikos produktais i$ misy asortimento, tikslinés bakte-
rijy struktdros gali bati vertinamos diagnostikos tikslais (rigstims atsparios
bakterijos (AFB)) fiksuojant, jterpiant, dazant, kontrastuojant, dengiant
bakteriologiniy, citologiniy ir histologiniy éminiy medziagose, pavyzdziui,
praturtinty bakterijy kultiry tepinéliuose arba histologiniuose pjuviuose,
pvz., plaudiy.

AFB-Fluor dazymo rinkinys be fenolio esminé savybé yra ta, kad dazymo
tirpale yra fluorescenciniy dazikliy. Tai leidZia greitai ir saugiai identifikuoti
rigstims atsparias bakterijas fluorescenciniu mikroskopu. Be to, dazomasis
tirpalas ruosiamas nenaudojant potencialiai pavojingo fenolio, todél padidé-
ja naudotojo saugumas.

Sis dazymo rinkinys tiekiamas paruostas naudoti praktiSkuose lasinamuose
buteliukuose ir jame yra visi reagentai, reikalingi rigstims atspariy bakteri-
jy dazymui tepinéliy éminiuose ir histologiniuose audiniy éminiuose.
Nedazytos struktiros yra palyginti mazai kontrastingos ir jas labai sunku
atskirti Sviesiniu mikroskopu. Vaizdai, sukurti naudojant dazymo tirpalus,
padeda jgaliotam ir kvalifikuotam tyréjui tokiais atvejais geriau nustatyti
forma ir struktlirg. Tam, kad blty nustatyta galutiné diagnozé, reikia atlikti
papildomus tyrimus taikant pripazintus ir galiojanc¢ius metodus.

Principas

Klasikinis Ziehl-Neelsen metodas paremtas tuo, kad lastelés sieneléje yra
daug vasko ir lipidy, o rligstims atsparios bakterijos labai létai {sisavina
dazomuosius preparatus. Siekiant padidinti fuksino daziklio absorbcijg ir
taip padidinti mikolato-fuksino komplekso susidaryma lgstelés sieneléje, da-
zomasis tirpalas, kuriuo dazomas éminys, paprastai kaitinamas iki garavimo
temperatdros.

Kai rigstims atsparios bakterijos absorbuoja fuksino daziklj, jy spalvos pa-
naikinti praktiSkai nejmanoma, net jei jos intensyviai apdorojamos spalvos
naikinimo tirpalu, pavyzdZiui, druskos rigstimi etanolyje. Atitinkamai rigs-
tims atsparios bakterijos dazymo tikslais vadinamos rtgstims ir alkoholiui
atspariomis bakterijomis.

Naudojant AFB-Fluor dazymo rinkinys be fenolio, AFB-Fluor daZzymo be
fenolio tirpale naudojant flugrescencinius daZzus auraming ir rodaming, kaiti-
nimo etapas nereikalingas. Sie dazai nuséda ant rlgstims atspariy bakterijy
Igsteles sienelés ir, priklausomai nuo mikroskopo filtro, juodame fone atrodo
geltoni arba raudoni.

Pirminis éminiy apdorojimas Sputofluol™ istirpina bakterijas is$ jas supancios
klampiy skrepliy ir Iasteliy medZiagos.

Méginiy medziaga

Bakteriologinés medziagos tepinéliai, iSdZiovinti ore ir termiskai fiksuoti ir i$
anksto apdoroti Sputofluol™, pavyzdziui, skrepliai, plonos adatos aspiracinés
biopsijos (FNAB) tepinéliai, plovimai, jspaudai, efuzijos, pdliai, eksudatai,
skystos ir kietos kultiros

Formalinu fiksuoto Zmogaus kilmés audinio pjlviai, jterpti | parafing

(3-4 pm storio parafino pjaviai)

Reagentai

Kat. Nr. 1.01597.0001

AFB-Fluor dazymo rinkinys be fenolio,

skirtas tirti rigstims atsparias bakterijas fluorescenciniu mikroskopu (Aura-
min-Rhodamine dazymas)

Pakuotés komponentai:

Dazymo rinkinio sudétis

Reagentas 1: Auramino-rodamino tirpalas 200 ml
Reagentas 2: Spalvos Salinimo tirpalas 2 x 200 ml
Reagentas 3: Kontrastavimo tirpalas (KMnO,) 200 ml
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Taip pat reikalinga:

Kat. Nr. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroskopijai

Méginiy paruosimas

Meéginius turi paimti kvalifikuoti darbuotojai.

Visi méginiai turi biti apdorojami naudojant pazangiausias technologijas.
Visi méginiai turi bati aisSkiai suzymeti.

Méginiams imti ir ruosti turi bGti naudojami tinkami instrumentai. Laikykités
gamintojo pateikty taikymo ir naudojimo instrukcijy.

Naudojant atitinkamus pagalbinius reagentus, batina laikytis atitinkamy,
naudojimo instrukciju.

Skrepliai

Ragstims atsparias bakterijas reikia i$ pradZziy apdoroti Sputofluol™, kad jos
iStirpty i$ gleiviy ir lgsteliy struktdry. Sio proceso metu veiklioji medziaga
hipochloritas oksidacijos btdu istirpina organine medziaga ir i$ léto islaisvi-
na ragstims atsparias bakterijas, kad jas bty galima toliau apdoroti.
Reagento paruosimas: Sputofluol™ 15 % tirpalo paruosimas

Norédami paruosti apie 100 ml tirpalo, sumaisykite:

Sputofluol™ 15 ml

Distiliuotas vanduo 85 ml

Méginio medziagos paruosimas centrifugavimo mégintuvéliuose:

Méginys 1 dalis (min. 2 ml)
Sputofluol™ tirpalas (15 % distiliuotame vande- 3 dalys
nyje)

Stipriai suplakite 10 min
Centrifuguokite 3000 - 4800 sik./min 20 min

Dekantuokite supernatanta
Paruoskite nuoséedy tepinélius

DZiovinkite ore

Punktatai, lavazai, nuosédos

Panaudoje atitinkamas sodrinimo priemones, uZtepkite méginio medziagg
ant stiklelio ir leiskite iSdziGti ore.

Tepinéliy méginiy fiksavimas

Eminiai fiksuojami vir$ Bunseno degiklio liepsnos (2-3 kartus, stengiantis
iSvengti per didelio kaitinimo).

Eminius taip pat galima fiksuoti 20 min kaitinant dZiovinimo spintoje arba
ant kaitinimo plokstelés 100-110 °C temperatiroje.

Dél per aukstos temperatiros arba ilgo kaitinimo gali pablogéti dazymo
savybés.

Histologiniai pjuviai

AFB-Fluor dazymo rinkinys be fenolio gali blti naudojamas histologiniams
pjaviams dazyti.

Deparafinuokite pjavius jprastiniu bddu ir rehidratuokite mazéjancioje alko-
holio serijoje.

Tepinéliy méginiy fiksavimas

Eminiai fiksuojami virs Bunseno degiklio liepsnos (2-3 kartus, stengiantis
iSvengti per didelio kaitinimo).

Eminius taip pat galima fiksuoti 20 min kaitinant dziovinimo spintoje arba
ant kaitinimo plokstelés 100-110 °C temperatiroje.

Dél per aukstos temperatiros arba ilgo kaitinimo gali pablogéti dazymo
savybés.

Reagenty paruosimas

Dazymo reagentai i$ AFB-Fluor daZzymo rinkinys be fenolio, - skirtas tirti
rigstims atsparias bakterijas fluorescenciniu mikroskopu (Auramin-Rho-
damine dazymas), yra paruosti naudoti, tirpaly skiesti nereikia, dél to tik
pablogéja dazymo rezultatas ir jy stabilumas.

Dél didelio klampumo daZomajj tirpalg be fenolio, kuriame néra auramino ir
rodamino (reagentas 1), pries naudojima reikia stipriai suplakti.

Procedura

Tepinéli

DaZymas ant dazymo stovo

Stiklelis su fiksuotu tepinéliu

Reagentas 1 (auramino- lasinkite po laselj, visiskai 15 min
rodamino tirpalas) uzdenkite ir dazykite
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo atidziai skalaukite 30 sek




Reagentas 2 (spalvos Salini- | lasinkite po laselj, visiSkai 1 min
mo tirpalas) uzdenkite ir palikite, kad
vykty reakcija

Tekantis vanduo i$ ¢iaupo atidZiai skalaukite 30 sek
Reagentas 3 (kontrastavimo | lasinkite po laselj, visiSkai 5 min
tirpalas) uzdenkite ir dazykite

Tekantis vanduo i$ ¢iaupo atidZiai skalaukite 30 sek

DZiovinkite ore

Tepinéliy méginiy rekomenduojama uzdengti ne vandenine dengimo terpe
(pvz., Neo-Mount™, Entellan™ new arba DPX new) ir uzdengti dengiamuoju
stiklu, jei norite juos laikyti kelis ménesius. Jei ketinate tai daryti, nudazy-
tus éminius reikia labai gerai iSdziovinti.

Analizuojant dazytus stiklelius, kuriy mikroskopinis didinimas >40x, reko-
menduojama naudoti imersine alyva.

DaZymas ant dazymo stovo

Deparafinuokite histologinius stiklelius jprastiniu badu ir rehidratuokite
mazéjancioje alkoholio serijoje.

Dazymo tirpalai lasinami ant stikleliy ir turi visiSkai uzdengti parafino sekcijg
Norint uztikrinti optimaly daZymo rezultatg, reikia laikytis nurodyto laiko.

Stiklelis su histologiniu audiniu

Distiliuotas vanduo skalaukite
Reagentas 1 (auramino-rodamino tirpalas) 15 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 30 sek
Reagentas 2 (spalvos Salinimo tirpalas) 1 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 30 sek
Reagentas 3 (kontrastavimo tirpalas) 5 min
Tekantis vanduo i$ ¢iaupo 30 sek
Etanolis 70 % 1 min
Etanolis 70 % 1 min
Etanolis 96 % 1 min
Etanolis 96 % 1 min
Etanolis 100 % 1 min
Etanolis 100 % 1 min
Ksileno arba Neo-Clear™ 5 min
Ksileno arba Neo-Clear™ 5 min
Uzdenkite Neo-Clear™ sudrékintus stiklelius su Neo-Mount™ arba ksilenu
sudreékintus stiklelius su, pvz., Entellan™ new ir dengiamuoju stikleliu.

Po dehidratacijos (didéjancia alkoholio serija) ir nuskaidrinimo ksilenu arba
Neo-Clear™, histologinius stiklelius galima dengti bevandenemis dengimo
medziagomis (pvz., Neo-Mount™, Entellan™ new arba DPX new) ir dengia-
muoju stikleliu, o po to padéti laikyti.

Rezultatas

ROgstims atsparios bakterijos
(fluorescenciné mikroskopija)

raudona-oranziné (rodaminas) arba
geltona-Zalia (auraminas),
priklausomai nuo naudojamy filtry
derinio

Fonas nuo tamsaus iki juodo

Dazymas optinei ir fluorescencinei mikroskopijai

Fluorescencinis dazymas naudojant AFB-Fluor daZzymo rinkinys be fenolio
taip pat idealiai tinka papildomam rlgstims atspariy bakterijy dazymui dia-
gnozuojant optiniu mikroskopu, pvz., naudojant AFB-Color dazymo rinkinys
(Kat. Nr. 1.16450) arba AFB-Color modifikuotas (Kat. Nr. 1.00497).

Nepadengtus éminius, nudazytus AFB-Fluor daZzymo rinkinys be fenolio,
galima tiesiogiai naudoti diagnostikos tikslais. Véliau, kruopsciai pasalinus
galimai naudotg panardinimo aliejuy, éminius galima toliau dazyti naudojant
AFB-Color dazymo rinkinys arba AFB-Color modifikuotas.

Taip apdorotame éminyje per optinj mikroskopaq Sviesiai zaliame
(AFB-Color) arba Sviesiai mélyname (AFB-Color modifikuotas) fone riigstims
atsparios bakterijos atrodo purpurinés-raudonos spalvos.

Vertinimas

Teigiamas rezultatas reiskia ,rigstims atspariy bakterijy aptikta“, o neigia-
mas - ,rigstims atspariy bakterijy neaptikta". Teigiamas rezultatas ne-
reiSkia, kad mikroskopuojant galima nustatyti taksonomine klasifikacija.
Jei aptinkama rigstims atspariy bakterijy, tolesni tyrimai turi bati atliekami
specialiai jrengtose laboratorijose.

Taip pat negalima nustatyti bakterijy gyvybingumo (aktyvios, neaktyvios).

Jei rezultatas néra jtikinamas, rekomenduojama éminius papildomai nuda-
zyti, kad baty galima atlikti tolesne optine mikroskopine diagnostika, pvz.,
naudojant AFB-Color dazymo rinkinys (Kat. Nr. 1.16450) arba AFB-Color
modifikuotas (Kat. Nr. 1.00497).
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Trik¢iy Salinimas
Tepinéliy méginiy fiksavimas
Norint iSvengti éminiy, infekcinio potencialo ir tolesnio bakterijy daugini-

mosi, bitina juos pakankamai termiskai fiksuoti naudojant Bunseno degiklj
arba kaitinimo spintoje.

Rlgstims atsparios bakterijos nenusidazo

Dazymo procediros etapas yra spalvos Salinimo etapas, kuriam jtakos gali
turéti tepinélio storis.

Be to, SvieZias druskos riigsties tirpalas etanolyje yra labai reaktyvus, todél
rezultatg reikia vertinti atsargiai. Siame protokole nurodytas inkubavimo
laikas turi bti tiksliai iSlaikytas spalvos naikinimo etape, nes priesingu
atveju gali bati gauti klaidingai neigiami rezultatai.

Per stiprus fono nudazymas

Jei optiniame mikroskopiniame vaizde fonas yra per stipriai nudazytas
(tamsiai mélynas), reagentas 1 (auramino ir rodamino tirpalq) reikia geriau
sumaisyti ir véliau geriau pasalinti spalva. Kadangi dazomasis tirpalas yra
labai klampus, rekomenduojama spalvos Salinimo etapo metu, kai naudoja-
mas reagentas 2 (spalvos Salinimo tirpalas) pasukioti stiklelj.

Techninés pastabos

Naudojamas mikroskopas turi atitikti medicininés diagnostikos laboratorijos
reikalavimus.

Rekomenduojamas filtry derinys fluorescencinei mikroskopijai:

Suzadinimo filtras 490-570 nm
Spalvos atskyrimo 525 ir 635 nm
Emisijos filtras 505-600 nm

Naudodami automatines dazymo sistemas, laikykités sistemos ir programi-
nés jrangos tiekéjo pateikty naudojimo instrukcijy.
Prie$ pildami pasalinkite imersinés alyvos pertekliy.

Analitinio veiksmingumo savybés

AFB-Fluor daZzymo rinkinys be fenolio® nudaZzo ir taip vizualizuoja biologi-
nes struktdras, kaip aprasyta Sios naudojimo instrukcijos skiltyje ,Rezulta-
tai". Gaminj gali naudoti tik jgalioti ir kvalifikuoti asmenys, jskaitant, be kita
ko, meéginiy ir reagenty ruosima, méginiy tvarkyma, histologinj apdorojima,
sprendimus dél tinkamy kontrolés priemoniy ir kt.

Gaminio analitinis veiksmingumas patvirtinamas tiriant kiekvieng pagamin-
tq partija.

Toliau iSvardytiems dazymo atvejams gaminio specifiSkumo, jautrumo ir
pakartojamumo analitinis veiksmingumas buvo patvirtintas 100 %:

Tyrimy Tyrimy, Tyrimo Tyrimo
tarpusavio | tarpusavio | vidinis vidinis jau-
specifiSku- | jautrumas | specifiSku- | trumas
mas mas

Histologinis dazy-
mas

ROgstims atspa- 14/14 14/14 6/6 6/6
rios bakterijos

(fluorescenciné
mikroskopija)

Fonas 14/14 14/14 6/6 6/6
Tepinéliy dazymas

ROgstims atspa- 14/14 14/14 6/6 6/6
rios bakterijos
(fluorescenciné
mikroskopija)
Fonas 14/14 14/14 6/6 6/6
Analitinio veiksmingumo rezultatai

Duomenys apie teisingai nudazyty struktdry skaiciy, palyginti su atlikty ty-
rimy skaiciumi, pateikiami tyrimo viduje (su ta pacia partija) ir tarp tyrimy
(su skirtingomis partijomis).

Klinikinio veiksmingumo savybés

Be to, Sio gaminio klinikinis veiksmingumas sékmingai jrodytas daugelyje
moksliniy publikacijy.

AFB-Fluor dazymo rinkinys be fenolio istisus deSimtmecius sékmingai ir
jvairiai naudojamas klinikinéje praktikoje.

Klinikinis AFB-Fluor dazymo rinkinys veiksmingumas buvo nustatytas atli-
kus vidinj tyrima ir nustacius jo jautruma ir specifiSkuma bei jo NPV ir PPV
nustatyma:

Dazymas auraminu-rodaminu
Jautrumas 14/14
SpecifiSkumas 15/15

Jautrumas: 14 meéginiy is 14: 100 %
SpecifiSkumas: 15 méginiy i$ 15: 100 %
Prognostiné teigiamo testo verté (PPV): 100 %
Prognostiné neigiamo testo verte (NPV): 100 %

Sio veiksmingumo vertinimo rezultatai patvirtina, kad gaminys yra tinka-
mas naudoti pagal paskirtj ir veikia patikimai.



Taciau diagnostine dazymo rezultaty interpretacijq turi atlikti kvalifikuoti ir
{galioti specialistai, atsizvelgdami | paciento anamneze, morfologija, tinka-
ma_kontrole ir, jei reikia, papildomus diagnostinius tyrimus. Sis metodas
gali bati papildomai naudojamas Zmoniy diagnostikai.

Diagnostika

Diagnoze turi nustatyti tik jgalioti ir kvalifikuoti darbuotojai.

Turi bati naudojamos tinkamos klasifikacijos.

Sis metodas gali bati papildomai naudojamas Zmoniy diagnostikai.
Papildomi tyrimai turi bGti parenkami ir atliekami pagal pripazintus meto-
dus.

Kad bty iSvengta neteisingy rezultaty, kiekvieno naudojimo metu turéty
bati taikomi tinkami kontrolés metodai (pvz., ISOSLIDE™ AFB, Kat. Nr.
1.02560.0001).

ei rezultatas néra jtikinamas, rekomenduojama éminius papildomai nuda-
zyti, kad bty galima atlikti tolesne optine mikroskopine diagnostikg, pvz.,
naudojant AFB-Color dazymo rinkinys (Kat. Nr. 1.16450) arba AFB-Color
modifikuotas (Kat. Nr. 1.00497).

Laikymas

Laikykite AFB-Fluor dazymo rinkinys be fenolio, - skirtas tirti rigstims
atsparias bakterijas fluorescenciniu mikroskopu (Auramin-Rhodamine dazy-
mas) nuo +15 °C iki +25 °C temperatiroje.

Tinkamumo laikas

AFB-Fluor dazymo rinkinys be fenolio, - skirtas tirti riigstims atsparias bak-
terijas fluorescenciniu mikroskopu (Auramin-Rhodamine dazymas) galima
naudoti iki nurodyto tinkamumo naudoti termino pabaigos.

Pirma kartg atidarius buteliuka, laikant nuo +15 °C iki +25 °C temperataro-
je, turinj galima naudoti iki nurodyto tinkamumo naudoti termino pabaigos.

Lasinimo buteliukai visada turi bGti sandariai uzdaryti.

Spalvos Salinimo tirpalo (reagentas 2) nuspalvinimas neturi jtakos dazymo
procesams ir diagnostikai.

ISeiga
Pakuotés uztenka iki 60-65 panaudojimuy. ISeiga gali biti dar didesné,
priklausomai nuo tepinéliy storio.

Papildomos instrukcijos

Tik profesionaliam naudojimui.

Tam, kad bity iSvengta klaidy, naudoti turi tik kvalifikuotas personalas.
Batina laikytis nacionaliniy darbo saugos ir kokybés uztikrinimo gairiy.

Turi buti naudojami pagal standartus jrengti mikroskopai.

Jei reikia, naudokite standartine centrifuga, tinkama medicinos diagnostikos
laboratorijai.

Apsauga nuo infekcijos

Reikia imtis veiksmingy priemoniy apsisaugoti nuo infekcijos pagal labora-
torijos rekomendacijas.

Salinimo instrukcijos

Pakuote reikia iSmesti laikantis galiojanciy Salinimo gairiy.

Panaudoti tirpalai ir tirpalai, kuriy tinkamumo naudoti terminas pasibaiges,
turi bati Salinami kaip specialiosios atliekos pagal vietos gaires. Informa-
cijos apie Salinimg galima rasti pasinaudojus greitaja nuoroda ,Hints for
Disposal of Microscopy Products" adresu www.microscopy-products.com. ES
taikomas Siuo metu galiojantis REGLAMENTAS (EB) Nr. 1272/2008 dél che-
miniy medZiagy ir misiniy klasifikavimo, Zenklinimo ir pakavimo, i$ dalies
keiciantis ir panaikinantis Direktyvas 67/548/EEB bei 1999/45/EB ir i$ dalies
keiCiantis Reglamentg (EB) Nr. 1907/2006.

Pagalbiniai reagentai

Kat. Nr. 1.00327 Druskos riigstis etanolyje 11,51
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.00496 Formaldehido tirpalas 4 %, 350 mlir
buferinis, pH 6,9 (mazdaug 10 % 700 ml (bute-
formalino tirpalas) liuke su placiu
histologijai kakleliu), 51,

101,
10 | Titripac®

Kat. Nr. 1.00497 AFB-Color modifikuotas 1 set
dazymo rinkinys rligstims atspariy
bakterijuy (AFB) aptikimui karsto dazymo
metodu

Kat. Nr. 1.00579 DPX new 500 ml

nevandeniné dengimo terpé
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.00869 Entellan™ new dangteliui, 500 ml
skirtas mikroskopijai

Kat. Nr. 1.02560 ISOSLIDE™ AFB kontroliniy stikleliy, 25 tests
su etaloniniu audiniu nustatant ragstims
atsparias bakterijas histologiniame
audinyje

Kat. Nr. 1.03999 Formaldehido tirpalas min. 37 %,
be rigsties, stabilizuotas su mazdaug
10 % metanolio ir kalcio karbonato,
skirtas histologijai

Kat. Nr. 1.04699 Imersiné alyva,
skirta mikroskopijai

11,2,51,251

100 ml lasinimo
buteliukas,
100 ml, 500 ml

LT
Kat. Nr. 1.07164 Parafino pastiliy 10 kg (4x
kietéjimo temperatiira apie 56-58 °C 2,5 kg)
histologiniams tyrimams

Kat. Nr. 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
greito dengimo terpé 11
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.08298 Ksilenas (izomerinis misinys) 41
histologijai

Kat. Nr. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml lasinimo
bevandené dengimo terpé buteliukas,
mikroskopijai 500 ml

Kat. Nr. 1.09843 Neo-Clear™ (ksileno pakaitalas) 51

mikroskopijai
Kat. Nr. 1.11609 Histosec™ pastiliy,
kietéjimo temperatura 56-58 °C,
iterpimo medziaga histologijai
Kat. Nr. 1.15161 Histosec™ pastiliy (be DMSO),
kietéjimo temperatira 56-58 °C,
i{terpimo medZiaga histologijai
Kat. Nr. 1.16450 AFB-Color dazymo rinkinys 1 set
ragstims atspariy bakterijy (AFB)
mikroskopiniam tyrimui (Saltasis
dazymas)

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

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

Pavojingumo klasifikacija

Kat. Nr. 1.01597.0001

Laikykités etiketéje iSspausdintos pavojingumo klasifikacijos ir saugos duo-
meny, lape pateiktos informacijos.

Saugos duomeny, lapa galima rasti svetainéje arba specialiai paprasyti.

Pagrindiniai gaminiy komponentai
Kat. Nr. 1.01597.0001
Reagentas 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reagentas 2

C;HgO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l

11 = 0,878 kg

Reagentas 3
KMnO, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Bendro pobiidzio pastaba

Jei naudojant Sigq priemone arba dél jos naudojimo jvyko rimtas incidentas,
praneskite apie tai gamintojui ir (arba) jo jgaliotajam atstovui bei savo
Salies kompetentingai institucijai.
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H225: Labai degis skystis ir garai.

H290: Gali ésdinti metalus.

H319: Sukelia smarky, akiy dirginima.

H336: Gali sukelti mieguistuma arba galvos svaigima.

H411: Toksiska vandens organizmams, sukelia ilgalaikius pakitimus.

P210: Laikyti atokiau nuo Silumos Saltiniy, karsty pavirsiy, ZieZirby, atviros
liepsnos ir kity uzdegimo Saltiniy. Nertkyti.

P233: Talpyklg laikyti sandariai uzdaryta.

P234: Laikyti tik originalioje pakuoteje.

P240: Izeminti ir jtvirtinti talpyklg ir priémimo jranga.

P273: Saugoti, kad nepatekty | aplinka.

P305 + P351 + P338: PATEKUS [ AKIS: atsargiai plauti vandeniu kelias
minutes. ISimti kontaktinius leSius, jeigu jie yra ir jeigu lengvai galima tai
padaryti. Toliau plauti akis.



Reagentas 1:
H226: Degus skystis ir garai.
H319: Sukelia smarky akiy dirginima.

Reagentas 2:

H225: Labai degus skystis ir garai.

H290: Gali ésdinti metalus.

H319: Sukelia smarky akiy dirginima.

H336: Gali sukelti mieguistuma arba galvos svaigima.

Reagentas 3:
H411: Toksiska vandens organizmams, sukelia ilgalaikius pakitimus.
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1.01597.0001 (REF
Mikroskopi
AFB-Fluor fenolfri

Farging kit for undersgkelse av syre-rask bak-
terier med fluorescens mikroskopi
(Auramin-Rhodamine farging)

Kun til profesjonell bruk

|VD Medisinsk enhet til in vitro-diagnostikk c €

Tiltenkt formal

Denne "AFB-Fluor fenolfri — Farging kit for undersgkelse av syre-rask bak-
terier med fluorescens mikroskopi (Auramin-Rhodamine farging)” brukes til
medisinsk cellediagnostisering hos mennesker og bidrar til bakteriologisk,
cytologisk og histologisk undersgkelse ay prgvemateriale fra mennesker.
Det er et bruksklart fargingssett som, nar det brukes sammen med andre
produkter til in vitro-diagnostikk fra var porteﬁalje gjor at bakterielle mal-
strukturer kan evalueres til diagnostiske formal (syrefaste bakterier (AFB))
ved hjelp av fiksering, farging, kontrastfarging, montering i bakteriologiske
og bakteriologiske, cytologiske og histologiske prgvematerialer, for eksem-
pel utstryk av anrikede bakteriekulturer eller histologiske snitt fra f.eks.
lungen.

Den viktigste egenskapen til AFB-fluor fenolfri farging kit er tilstedevaerel-
sen av fluorescerende fargestoff i fargingslgsningen. Dette muliggjgr rask
og sikker identifisering av de syrefaste bakteriene under fluorescensmikro-
skopet. I tillegg tilberedes fargingslgsningen uten potensielt farlig fenol, noe
som gir gkt sikkerhet for brukeren.

Dette fargingssettet leveres klart til bruk i praktiske pipetteflasker og
inneholder alle reagensene som kreves for farging av syrefaste bakterier i
utstryk og i histologiske vevsprgver.

Ufargede strukturer har relativt lav kontrast og er ekstremt vanskelige &
skjelne under lysmikroskopet. Bildene som opprettes ved bruk av farglngs-
Igsningene hjelper den autoriserte og kvalifiserte forskeren med bedre 3
definere formen og strukturen i slike tilfeller. Ytterhgere tester ma utfgres i
samsvar med anerkjente, gyldige metoder for & oppna en definitiv diagnose.

Prinsipp

Den klassiske Ziehl-Neelsen-metoden velges grunnet den hgye andelen

av voks og lipider i celleveggen, siden syrefaste bakterier kun tar opp
fargestoffer veldig langsomt. Som et tiltak for & forbedre opptaket av fuks-
infargestoff og dermed dannelsen av mykolat /fuksinkomplekset i celle-
veggen, blir fargingslgsningen som paf(ares prgven normalt varmet opp til
fordampmgspunktet

N&r de syrefaste bakteriene har absorbert fuksinfargestoffet, er det sa godt
som umulig & avfarge dem igjen, selv nar de behandles intensiv med en
avfargingslgsning som f.eks. saltsyre i etanol. Syrefaste bakterier betegnes
derfor som syre- og alkoholfaste for farging.

Ved bruk av AFB-fluor fenolfri farging kit gjgr bruken av de fluoresceren-
de fargestoffene auramin og rhodamin i AFB-fluor fenolfri fargmgsl;bsnmg
at oppvarmingstrinnet blir overflgdig. Disse fargestoffene fester seg pa
celleveggen i de syrefaste bakteriene og vises i gult eller rgdt mot en svart
bakgrunn (avhengig av mikroskopfilteret).

Forbehandling av prgvene med Sputofluol™ Igser opp bakteriene fra det
omgivende tykke sputum og cellematerialet.

Prgvemateriale

Utstryk av bakteriologisk materiale som er lufttgrket og varmefiksert o
forbehandles med Sputofluol™ som sputum, utstryk fra biog)si med finnal-
saspirasjon (FNAB), skyllinger, avtrykk, effusjoner, puss, sarveeske, vaeske
og solide kulturer

Snitt av formalinfiksert vev fra mennesker, parafininnstgpt (3-4 pm tykke
parafinsnitt)

Reagenser

Kat.nr. 1.01597.0001

AFB-Fluor phenol-free

Staining kit for the examination of acid-fast bacteria with fluorescence
microscopy (Auramin-Rhodamine staining)

Komponenter i pakningen:

Fargingssettet inneholder

Reagens 1: Auramin-rhodaminlgsning 200 ml
Reagens 2: Avfargingslgsning 2 x 200 ml
Reagens 3: Kontrastfargingslgsning (KMnO,) 200 ml

0gsa padkrevd:

Kat.nr.  1.08000 Sputofluol™ 11
for mikroskopi

NO

www.sigmaaldrich.com

Prgvetilberedning
Prgvetakingen skal utfgres av kvalifisert personell.

Alle prgver skal behandles ved bruk av den nyeste teknologien.

Alle prgver skal merkes tydelig.

Egnede instrumenter skal brukes for @ ta og tilberede prover. Fglg instruk-
sjonene fra produsenten for applisering/bruk.

Ved bruk av de tilsvarende hjelpereagensene ma den tilsvarende bruksan-
visningen fglges.

Sputum

De syrefaste bakteriene skal forbehandles med Sputofluol™ for & Igse
dem opp fra slim og cellestrukturer. I denne prosessen Igser virkestoffet
hypokloritt opp det organiske materialet ved hjelp av oksidering og frigjgr
varsomt de syrefaste bakteriene slik at de kan behandles ytterligere.
Tilberedning av reagens: Tilberedning av Sputofluol™-Igsning 15 %

For tilberedning av ca. 100 ml Igsningsblanding:

Sputofluol™ 15 ml

Destillert vann 85 ml

Tilberedning av prgvemateriale i sentrifugergr:

Prgve 1 del (min. 2 ml)
Sputofluol™-Igsning (15 % i destillert vann) 3 deler
Rist kraftig 10 minutter

Sentrifuger ved 3000-4800 rpm

Hell av supernatant
Tilbered utstryk av sedimentet

Lufttgrk

20 minutter

Punktater, skyllinger, sedimenter

Etter egnede anrikingstiltak stryker du ut prgvematerialet pa objektglasset
og lar det lufttgrke.

Histologiske snitt

AFB- FIuor fenolfri kan benyttes til 8 farge histologiske snitt. Avparaﬁnlser
snitt pa normal méate og rehydrer i en serie med avtakende alkoholniva.

Fiksering av utstryksprgver

Prgver fikseres over en bunsenbrennerflamme (2-3 ganger, sgrg for 8 unn-
ga overopphetm%)

Pr;avene kan ogsa fikseres ved oppvarming ved 100-110 °C i et tgrkeskap
eller p& en varmeplate i 20 minutter.

Hgye temperaturer eller langvarig oppvarming kan medfgre nedsatt far-
gingsytelse.

Tilberedning av reagens

Reagens i AFB-Fluor fenolfri - Farging kit for undersgkelse av syre-rask
bakterier med fluorescens mikroskopi (Auramin-Rhodamine farging) brukt
til farging er bruksklare. Fortynning av Igsningene er ikke ngdvendig, og vil
bare medfgre darligere fargingsresultat og stabilitet.

Siden den fenolfrie auramin-rhodaminfargingslgsningen (reagens 1) er
sveert tyktflytende, m& den ristes kraftig for bruk.

Prosedyre
Earging av utstryksprover
Farging pé fargingsstativet

Objektglass med fiksert utstryk

Reagens 1 (auramin- pafer drépevis, dekk helt 15 minutter

rhodaminlgsning) og farg

Rennende vann fra springen | skyll grundig 30 sekunder

Reagens 2 (avfargings- pafgr drépevis, dekk helt 1 minutt

Igsning) og la reaksjonen inntreffe

30 sekunder

5 minutter

Rennende vann fra springen | skyll grundig

Reagens 3 (kontrastfar- pafgr drdpevis, dekk helt
gingslgsning) og farg

30 sekunder

Rennende vann fra springen | skyll grundig
Lufttgrk

Dekking med ikke-vannholdig monteringsmedium (f.eks. Neo-Mount™,
Entellan™ ny eller DPX ny) og et dekkglass er anbefalt for lagring av
utstrykspregver i flere maneder. Til dette formalet m& de fargede provene
torkes sveert godt.

Bruk av blgtleggingsolje er anbeofalt for analysering av fargede objektglass
med en mikroskopforstgrrelse pa > 40x.



Eargi histologisk
Farging pé fargingsstativet

Avparafiniser histologiske obJektglass pd normal méate og rehydrer i en serie
med avtakende alkoholniva.

Fargelgsningene pafgres pd objektglassene drépevis og skal dekke parafin-
delen helt.

De angitte tidene skal overholdes for & garantere et optimalt fargingsresul-
tat.

Objektglass med histologisk vev

Destillert vann skyll

Reagens 1 (auramin-rhodaminlgsning) 15 minutter

Rennende vann fra springen 30 sekunder

Reagens 2 (avfargingslgsning) 1 minutt

Rennende vann fra springen 30 sekunder

Reagens 3 (kontrastfargingslgsning) 5 minutter

Rennende vann fra springen 30 sekunder

Etanol 70 % 1 minutt
Etanol 70 % 1 minutt
Etanol 96 % 1 minutt
Etanol 96 % 1 minutt
Etanol 100 % 1 minutt
Etanol 100 % 1 minutt
Xylen eller Neo-Clear™ 5 minutter
Xylen eller Neo-Clear™ 5 minutter

Monter vate Neo-Clear™-objektglass med Neo-Mount™ eller vate xylen-
objektglass med f.eks. Entellan™ ny og dekkglass.

Etter dehydrering (serie med stigende alkoholnivd) og klaring med xylen
eller Neo-Clear™, kan histologiske objektglass dekkes med ethvert ikke-
vannholdig monteringsmedium (f.eks. Neo-Mount™, Entellan™ ny eller DPX
ny) og et dekkglass, og kan deretter lagres.

Resultat

Syrefaste bakterier
(i fluorescensmikroskopet)

rgdoransje (rhodamin) eller
gulgrgnn (auramin)
avhengig av den anvendte
filterkombinasjonen

Bakgrunn mark til svart

Farging for optisk og fluorescensmikroskopi

Den fluorescente fargingen ved bruk av AFB-fluor fenolfri farging kit er ogsé’!
ideelt egnet for ytterligere farging av de syrefaste bakteriene for diagnosti-

sering ved hjelp av optisk mikroskopi, f.eks. ved bruk av AFB-Color farging

kit (kat.nr. 1.16450) eller AFB-Color modifisert (kat.nr. 1.00497).

De umonterte prgvene farget med AFB-fluor fenolfri farging kit kan brukes
direkte til diagnostiske formal. Deretter, etter grundig fijerning av eventuell
blgtleggingsolje, kan prgvene farges ytterligere med AFB-Color farging kit
eller AFB-Color modifisert.

I proven som behandles p& denne méaten kan de syrefaste bakterlene ha
magentargd farge mot en lysegrgnn (AFB-Color) eller lysebld (AFB-Color
modifisert) bakgrunn under det optiske mikroskopet.

Evaluering

Et p05|t|vt resultat betyr ”syrefaste bakterier pavist” og et negativt resultat
betyr “syrefaste bakterier ikke pavist”. Et positivt resultat betyr ikke at en
taksonomlsk klassifisering av mikroskopi er mulig. Hvis syrefaste bakterier
er pdvist, ma ytterligere analyser utfgres i spesialutstyrte laboratorier.
Bakterienes vitalitet (aktiv, inaktiv) kan heller ikke bestemmes.

Hvis resultatet ikke er utvetydig, anbefales det ogsa & farge provene for
ytterligere diagnostisering med optisk mikroskopi, f.eks. med AFB-Color
farging kit (kat.nr. 1.16450) eller AFB-Color modifisert (kat.nr. 1.00497).

Feilsgking
Fiksering av utstryksprgver

En tilstrekkelig grad av varmeﬁkserlng ved bruk av en bunsenbrenner eller
i et varmeskap er avgjgrende for 8 forhindre infeksjonspotensiale i provene
og ytterligere spredning av bakterier.

Ingen farging av de syrefaste bakteriene

Det avgjgrende stadiet i fargingsprosedyren er avfargingstrinnet, som kan
pavirkes av utstrykets tykkelse.

I tillegg er en fersk saltsyrelgsning i etanol sveert reaktiv, hvilket betyr at
resultatet skal evalueres med forsiktighet. Inkubasjonstidene som er angitt
i denne protokollen skal overholdes ngyaktig i avfargingstrinnet, siden det
ellers kan oppst3 falskt negative resultater.

NO

For sterk bakgrunnsfarging

Hvis bakgrunnen er for sterkt farget i det optiske mikroskopibildet (mgr-
kebldtt), skal reagens 1 (auramin-rhodaminlgsning) blandes bedre og
dermed avfarges bedre. Siden fargingslgsningen er sveert tyktflytende, er
det anbefalt & rotere objektglasset under avfargingstrinnet med reagens 2
(avfargingslgsning).

Tekniske merknader

Det anvendte mikroskopet skal oppfylle kravene til et medisinsk diagnostisk
laboratorium.

Anbefalt filterkombinasjon for fluorescensmikroskopi:

Eksitasjonsfilter 490-570 nm
Fargeseparator 525 0g 635 nm
Emisjonsfilter 505-600 nm

Ved bruk av automatiske fargingssystemer ma du folge bruksanvisningen
fra leverandgren av systemet og programvaren.

Fjern overflgdig blgtleggingsolje fgr fylling.

Analytiske ytelsesegenskaper

"AFB-Fluor fenolfri - fargesett” farger og synliggjgr dermed biologiske
strukturer, som beskrevet i “"Resultat”-kapittel i denne bruksanvisningen.
Produktet skal kun brukes av autoriserte og kvahﬁserte personer, inkludert
bl.a. tilberedning av prover og reagenser, provehandtering, histologisk pro-
sessering, beslutninger om egnede kontroller osv.

Den analytiske ytelsen av produktet bekreftes ved & teste hvert produk-
sjonsparti.

For fglgende farginger ble analytisk ytelse bekreftet med tanke pa produk—
tets spesifisitet, sensitivitet og repeterbarhet med en et resultat pa 100 %:

Spesifisitet | Sensitivitet | Spesifisi- Sensitivi-
mellom mellom tet innen tet innen
analyser analyser analyse analyse

Histologisk farging

Syrefaste bakterier | 14/14 14/14 6/6 6/6
(i fluorescens-
mikroskopet)

Bakgrunn 14/14 14/14 6/6 6/6
Utstryksfarging
Syrefaste bakterier | 14/14 14/14 6/6 6/6

(i fluorescens-
mikroskopet)

Bakgrunn 14/14 14/14 6/6 6/6
Analytiske ytelsesresultater

Data fra intraanalyser (utfgrt pd samme parti) og interanalyser (utfort pd
forskjellige partier) lister opp antallet korrekt fargede strukturer sammen-
lignet med antallet utfgrte analyser.

Kliniske ytelsesegenskaper

Videre er den kliniske ytelsen til dette produktet dokumentert i flere viten-
skapelige publikasjoner.

Det AFB-Fluor fenolfr| - fargesett har blitt brukt med suksess i det kliniske
miljget i flere tir i mange ulike bruksomrader.

Den kliniske ytelsen t|| den AFB-Fluor fenolfri — fargesett i saerdeleshet ble
bestemt ved 3 fastsld dens sensitivitet og spesifisitet og dens PPV og NPV i
en intern studie:

Auramin-rhodaminfarging
Sensitivitet 14/14
Spesifisitet 15/15

Sensitivitet: 14 av 14 prgver: 100 %
Spesifisitet: 15 av 15 prgver: 100 %
Positiv prediktiv verdi (PPV): 100 %

Negativ prediktiv verdi (NPV): 100 %

Resultatene av denne ytelsesevaluerlngen bekrefter at produktet er egnet
for den tiltenkte bruken og har palitelig ytelse.

Den diagnostiske tolkingen av fargingsresultatene skal imidlertid utfgres

av kvalifisert og autorisert personell med hensyn til pasientens anamnese,
morfologi, bruk av tilstrekkelige kontroller og ytterligere diagnostiske tester,
ved behov. Denne metoden kan brukes som et supplement i diagnostikk
hos mennesker.

Diagnostikk

Diagnoser skal kun stllles av autorisert og kvalifisert personell.

Gyldig terminologi ma benyttes.

Denne metoden kan brukes som et supplement i diagnostikk hos mennes-
ker.

Ytterligere tester ma velges og implementeres i samsvar med anerkjente
metoder.



Egnede kontroller (f.eks. ISOSLIDET”’I AFB, kat.nr. 1.02560.0001) skal utfg-
res med hver applisering for & unnga et feilaktig resultat

Hvis resultatet ikke er utvetydig, anbefales det ogsd & farge prgvene for
ytterligere diagnostisering med optisk mikroskopi, f.eks. med AFB-Color
farging kit (kat.nr. 1.16450) eller AFB-Color modifisert (kat.nr. 1.00497).

Oppbevaring

Oppbevar AFB-Fluor fenolfri - Farging kit for undersgkelse av syre-rask
bakterier med fluorescens mikroskopi (Auramin-Rhodamine farging) vev
ved +15°C til +25 °C.

Holdbarhet

AFB-Fluor fenolfri - Farging kit for undersgkelse av syre-rask bakterier
med fluorescens mikroskopi (Auramin-Rhodamine farging) kan brukes frem
til den angitte utlgpsdatoen.

Etter anbrudd av flasken kan innholdet brukes frem til den angitte utlgpsda-
toen ndr det oppbevares ved +15°C til +25°C.

Pipette-flaskene m& holdes godt lukket til enhver tid.

En farging av avfargingslgsningen (reagens 2) har ingen effekt p& fargings-
prosessene og diagnostikken.

Kapasitet

Pakningen inneholder nok til opptil 60-65 appliseringer, potensielt enda mer
avhengig av tykkelsen av utstrykene.

Ytterligere instruksjoner

Kun til profes;onell bruk.

For & unngd feil ma applisering kun utfgres av kvalifisert personeII
Nasjonale retningslinjer for arbeldSS|kkerhet og kvalitetssikring ma falges.
Mlkroskopene som brukes m& vaere utstyrt i samsvar med standarden.
Ved behov m& du bruke en standard sentrifuge som er egnet for et medi-
sinsk diagnostisk laboratorium.

Beskyttelse mot infeksjon

Effektive tiltak m8 tas for & beskytte mot infeksjon i samsvar med laborato-
riets retningslinjer.

Instruksjoner for kassering

Pakningen skal kasseres i samsvar med gjeldende retningslinjer for kasse-
ring.

Brukte Igsninger og Igsninger som har gatt ut pd dato m& kasseres som
spesialavfall i samsvar med lokale retningslinjer. Informasjon om kassering
kan skaffes under hurtigkoblingen “Hints for Dlsposal of Microscopy Produ-
cts” (Tips for kassering av mikroskopiprodukter) pa
www.microscopy-products.com. I EU gjelder den ndvaerende FORORDNING
(EF) nr. 1272/2008 om klassifisering, merking og emballering av stoffer og
blandinger, endring og avskaffing av direktiv 67/548/EQF og 1999/45/EF og
endring av forordning (EF) nr. 1907/2006.

Hjelpereagenser
Kat.nr.  1.00327 Saltsyre i etanol 11,51
for mikroskopi

Kat.nr.  1.00496 Formaldehydlgsning 4 %,
bufret, pH 6,9 (ca. 10 %
formalinlgsning),

350 ml og
700 ml (i flaske
med bred hals),

for histologi 51,101,
10 | Titripac®
Kat.nr.  1.00497 AFB-Color modifisert 1 set

Fargingssett for pgvisning av syre-rask
bakterier (AFB) ved hot staining-metode

Kat.nr.  1.00579 DPX ny 500 ml
vannfritt monteringsmedium
for mikroskopi

Kat.nr.  1.00869 Entellan™ ny for cover slipper 500 ml
for mikroskopi

Kat.nr.  1.02560 ISOSLIDE™ AFB KontrollobJekthass 25 tests
med referansevev til paV|sn|ng av syre-
raske bakterier i histologisk vev

Kat.nr.  1.03999 Formaldehydlgsning min. 37%
syrefri stabilisert med ca 10% metanol
og kalsiumkarbonat
for histologi

Kat.nr.  1.04699 Immerjonsolje
for mikroskopi

11,2,51,251

100 ml pipette-
flaske, 100 ml,

500 ml
Kat.nr. 1.07164 Paraffin pastilles 10 kg (4x
stgrkningspunkt ca 56-58°C 2,5 kg)
for histologi
Kat.nr. 1.07961 Entellan™ ny 100 ml, 500 ml,
hurtig monteringsmedium 11
for mikroskopi
Kat.nr.  1.08000 Sputofluol™ 11
for mikroskopi
Kat.nr.  1.08298 Xylene (isomer blanding) 4|
for histologi

Kat.nr.  1.09016 Neo-Mount™
vannfritt monteringsmedium
for mikroskopi

Kat.nr.  1.09843 Neo-Clear™ (xylensubstitutt) 51
for mikroskopi

100 ml pipette-
flaske, 500 ml

NO

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

Kat.nr.  1.11609 Histosec™-pastiller
stgrkningspunkt 56-58 °C,
innkapslingsmiddel for histologi

Kat.nr. 1.15161 Histosec™-pastiller (uten DMSO)
stgrkningspunkt 56-58 °C,
innkapslingsmiddel for histologi

Kat.nr.  1.16450 AFB-Color farging kit 1 set
for mikroskopisk undersgkelse av syre-
rask bakterier (AFB) (kald farging)

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

Fareklassifikasjon
Kat.nr. 1.01597.0001

Overhold fareklassifikasjonen som er trykt pa etiketten og informasjonen i
sikkerhetsdatabladet.
Sikkerhetsdatabladet er tilgjengelig p8 nettstedet og p& anmodning.

Hovedkomponenter i produktene
Kat.nr. 1.01597.0001

Reagens 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reagens 2

C;HgO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reagens 3

KMnO, 5,09/l
11 = 1,013 kg

Generell merknad

Hvis en alvorlig hendelse gppstgr under bruk av denne enheten eller som
fglge av denne bruken, ma det rapporteres til produsenten og/eller dens
autoriserte representant, samt til dine nasjonale myndigheter.
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H225: Meget brannfarlig veeske og damp.

H290: Kan veere etsende for metaller.

H319: Gir alvorlig gyeirritasjon.

H336: Kan for8rsake dgsighet eller svimmelhet.
H411: Giftig, med langtidsvirkning, for liv i vann.

P210: Holdes vekk fra varme, varme overflater, gnister, 8pen ild og andre
antenningskilder. Rgyking forbudt.

P233: Hold beholderen tett lukket.

P234: Oppbevares bare i originalemballasjen.

P240: Beholder og mottaksutstyr jordes/potensialutlignes.
P273: Unnga utslipp til miljoet.

P305 + P351 + P338: VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med
vann i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser dersom dette enkelt lar
seg gjgre. Fortsett skyllingen.

Reagens 1:
H226: Brannfarlig vaeske og damp.
H319: Gir alvorlig gyeirritasjon.

Reagens 2:

H225: Meget brannfarlig vaeske og damp.
H290: Kan veere etsende for metaller.

H319: Gir alvorlig gyeirritasjon.

H336: Kan forarsake dgsighet eller svimmelhet.

Reagens 3:
H411: Giftig, med langtidsvirkning, for liv i vann.
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1.01597.0001 [REF
Mikroskopia

AFB-Fluor bez fenolu

Suprava na farbenie na vySetrenie kyslo
rychlych baktérii s fluorescen¢nou mikroskopiou
(farbenie auramin-rhodaminom)

Iba na profesionalne pouzitie

|VD Diagnosticka zdravotnicka pomécka in vitro c €

Urceny ucel

Tento ,, AFB-Fluor bez fenolu - SUprava na farbenie na vysetrenie kyslo
rychlych baktérii s fluorescenénou mikroskopiou (farbenie auramin-rhoda-
minom)" je urc¢eny na humanno-medicinsku bunkovu diagnostiku a sluzi
na bakteriologické, cytologické a histologické vysetrenie vzoriek ludského
p6vodu. Ide o stpravu na farbenie pripravent na pouzitie, ktord pri pouZiti
spolu s dalsimi in vitro diagnostickymi produktmi z nasho portfélia, umoz-
fuje vyhodnocovat bakteriadlne cielové Struktiry pre diagnostické Gcely
(acidorezistentné baktérie (AFB), fixaciou, vloZzenim, farbenim, kontrastnym
farbenim, uchytenim) v bakteriologickych, cytologickych a histologickych
vzorkach, napriklad v steroch obohatenych bakteridlnych kultlr alebo v
histologickych rezoch pltc.

Rozhodujlcim znakom AFB-Fluor bez fenolu - SUprava na farbenie je
pritomnost fluorescenénych farbiv vo farbiacom roztoku. Tym sa umozriuje
rychla a bezpecna identifikacia acidorezistentnych baktérii pod fluorescenc-
nym mikroskopom. Farbiaci roztok sa navyse pripravuje bez obsahu poten-
cidlne nebezpeéného fenolu, ¢o zvysuje bezpeénost pre pouzivatela.

Tato farbiaca sUprava je dodavana pripravena na pouzitie v praktickych
kvapkacich flasiach a obsahuje vSetky reagencie potrebné na farbenie aci-
dorezistentnych baktérii v steroch a histologickych vzorkach tkaniv.

Nesfarbené Struktlry su relativne malo kontrastné a pod svetelnym
mikroskopom ich mozno velmi tazko rozli$it. Snimky vytvorené pouzitim
farbiacich roztokov pomahajui autorizovanému a kvalifikovanému odbor-
nikovi v tychto pripadoch lep$ie definovat tvar a Struktdru. Na stanovenie
konednej diagndzy je potrebné vykonat dalie testy podla uznanych a
platnych metdd.

Princip

Klasickou Ziehlovou-Neelsenovou metddou sa stanovuje vysoky podiel
vosku a lipidov v bunkovej stene, pretoze acidorezistentné baktérie len
velmi pomaly absorbuju farbiva. Aby sa zvysila absorpcia fuchsinového
farbiva, a tym aj tvorba mykolat-fuchsinového komplexu v bunkovej stene,
farbiaci roztok naneseny na vzorku sa zvycajne zahreje na na teplotu odpa-
rovania.

Po tom, Co acidorezistentné baktérie absorbuju fuchsinové farbivo, je
takmer nemozné ich znovu odfarbit, a to ani po intenzivnom o$etreni
pouzitim dekolorizaéného roztoku, ako je napr. kyselina chlorovodikova v
etanole. Z tohto dévodu sa acidorezistentné baktérie oznacuju ako acidore-
zistentné a alkoholorezistentné na farbenie.

Pri pouziti AFB-Fluor bez fenolu - Suprava na farbenie sa vzhladom na
pouzitie fluorescencnych farbiv auraminu a rhodaminu vo farbiacom roztoku
bez fenolu AFB-Fluor krok zahrievania nevyzaduje. Tieto farbiva sa na
bunkovej stene acidorezistentnych baktérii usadzuji a podla pouzitého filtra
mikroskopu sa javia na ¢iernom pozadi ako zIté alebo cervené.

PredbeZna Uprava vzoriek pomocou produktu Sputofluol™ rozpusti baktérie
z obklopujlceho viskézneho sputa a bunkového materidlu.

Material vzorky

Stery z bakteriologického materidlu vysuseného na vzduchu a fixovaného
teplom a vopred pripravenéhou pouzitim produktu Sputofluol™, ako napri-
klad sputum, stery z tenkoihlovych aspiracnych biopsii (FNAB), vyplachy,
odtlacky, vypotky, hnis, exsudaty, tekuté a pevné kultivacné média

Rezy z formalinom fixovaného tkaniva ludského pévodu, zaliaté do parafinu
(parafinové rezy s hribkou 3 - 4 um)

Reagencie

Kat. ¢. 1.01597.0001

AFB-Fluor bez fenolu

SuUprava na farbenie na vysetrenie kyslo rychlych baktérii s fluorescencnou
mikroskopiou (farbenie auramin-rhodaminom)

Komponenty balenia:

Obsah supravy na farbenie

Reagencia 1: Auramin-rhodaminovy roztok 200 ml
Reagencia 2: Odfarbovaci roztok 2 x 200 ml
Reagencia 3: Roztok na kontrastné farbenie (KMnO,) 200 ml
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Tiez pozadované:
Kat. ¢.  1.08000 Sputofluol™ 11
pre mikroskopiu

Priprava vzorky

Odber vzoriek musi robit kvalifikovany personal.

Véetky vzorky sa musia spracovavat pouzitim najmodernej$ej technoldgie.
V&etky vzorky sa musia jasne oznadit.

Pri odbere a priprave vzoriek sa musia pouzivat vhodné pristroje. Pri aplika-
cii/pouzivani dodrzujte pokyny vyrobcu.

Pri pouzivani prislu$nych pomocnych reagencii je potrebné dodrziavat pris-
lusné navody na pouzivanie.

Sputum

Acidorezistentné baktérie je potrebné vopred pripravit pouZitim produktu
Sputofluol™, aby sa rozpustil hlien a bunkové struktury. V tomto procese
Gcinna zlozka chlérnanu rozpusta oxidaciou organicky material a postupne
uvolfiuje acidorezistentné baktérie, aby ich bolo mozné nadalej spracova-
vat.

Priprava reagencie: Priprava roztoku Sputofluol™ 15 %

Na pripravu priblizne 100 ml zmesi roztoku:

Sputofluol™ 15 ml

Destilovana voda 85 ml

Priprava materidlu na odber vzoriek v centrifugacnych skimavkach:

Vzorka 1 diel (min. 2 ml)
Roztok Sputofluol™ (15 % v destilovanej vode) 3 diely
Silno pretrepte 10 min
Odstredujte pri 3000 - 4800 otackach za minutu 20 min

Dekantujte supernatant
Pripravte stery zo sedimentu

Suste na vzduchu

Punkcie, lavaze, sedimenty

Po vykonani prislusnych opatreni na obohatenie rozotrite materidl vzorky na
podlozné skli¢ko a nechajte ho vysusit na vzduchu.

Histologické rezy

AFB-Fluor bez fenolu je mozné pouZit na farbenie histologickych rezov. Rezy
deparafinujte beznym spdsobom a rehydratujte v zostupnej alkoholovej
sérii.

Fixacia vzoriek sterov

Vzorky sa fixuju nad plameriom Bunsenovho hordka (2 - 3-krat, pricom
treba dbat na to, aby sa prili$ nezahrievali).

Vzorky mozno fixovat aj zahrievanim pri teplote 100 - 110 °C v suSiacej
komore alebo na ohrievacej platni po dobu 20 minat.

Prili§ vysoké teploty alebo dlhodobé zahrievanie mézu zhorsit G¢innost
farbenia.

Priprava reagencie

Reagencie farbiacej sipravy AFB-Fluor bez fenolu - SUprava na farbenie na
vysetrenie kyslo rychlych baktérii s fluorescenénou mikroskopiou (farbenie
auramin-rhodaminom) pouzivané na farbenie su pripravené na pouZitie,

nie je potrebné riedenie roztokov, ktoré len zhorSuje vysledok farbenia a
stabilitu.

Vzhladom na vysoku viskozitu sa musi auramin-rhodaminovy farbiaci roztok
bez fenolu (reagencia 1) pred pouzitim intenzivne pretrepat.

Postup
Farbeni iek st

Farbenie na farbiacom stojane

Podlozné skli¢ko s fixovanym sterom

Reagencia 1 (auramin- aplikujte po kvapkach, 15 min
rhodaminovy roztok) Uplne zakryte a zafarbite
Teclca voda z vodovodu starostlivo oplachnite 30 sek
Reagencia 2 (odfarbovaci aplikujte po kvapkach, 1 min
roztok) Uplne zakryte a nechajte

reagovat
Teclca voda z vodovodu starostlivo oplachnite 30 sek




Reagencia 3 (roztok na aplikujte po kvapkach 5 min
kontrastné farbenie)
Teclca voda z vodovodu starostlivo oplachnite 30 sek

Suste na vzduchu

Pre skladovanie sterov vzoriek na dobu niekolkych mesiacov sa odporuca
vzorky zakryt bezvodym fixaénym médiom (napr. Neo-Mount™, Entellan™
new alebo DPX new) a krycim sklickom. Pre tento Gcel je potrebné sfarbené
vzorky ddkladne vysusit.

Pri analyze sfarbenych podloZnych skli¢ok s mikroskopickym zvacsenim

> 40x sa odporuca pouzivat imerzny olej.

Farbenie histologickyct iel

Farbenie na farbiacom stojane

Histologické podloZzné sklicka deparafinujte beznym spésobom a rehydratuj-
te v zostupnej alkoholovej sérii.

Farbiace roztoky sa nandsaju na skli¢ka po kvapkach a mali by uplne pokryt
parafinovu &ast.

Uvedené ¢asy je potrebné dodrzat, aby bol zaruéeny optimalny vysledok
sfarbenia.

Sklicko s histologickym tkanivom

Destilovana voda oplachnite
Reagencia 1 (auramin-rhodaminovy roztok) 15 min
Tecuca voda z vodovodu 30 sek
Reagencia 2 (odfarbovaci roztok) 1 min
Teclca voda z vodovodu 30 sek
Reagencia 3 (roztok na kontrastné farbenie) 5 min
Teclca voda z vodovodu 30 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
Xylene alebo Neo-Clear™ 5 min
Xylene alebo Neo-Clear™ 5 min
VIhcena sklicka Neo-Clear™ fixujte pomocou Neo-Mount™ alebo xylénové
vihcené sklicka napr. pomocou Entellan™ new a krycim sklickom.

Po dehydratacii (vzostupna alkoholova séria) a vycisteni pomocou xylénu
alebo Neo-Clear™ je mozné cytologické vzorky fixovat pomocou bezvodych
fixaénych prostriedkov (napr. Neo-Mount™, Entellan™ new alebo DPX new)
a krycieho skli¢ka a potom ich uskladnit.

Vysledok

Acidorezistentné baktérie
(vo fluorescen¢nom mikroskope)

Cerveno-oranzova (rhodamin)
alebo Zlto-zelend (auramin)
podla pouZitej kombinacie
filtrov

Pozadie tmavé az Cierne

Farbenie pre opticka a fluorescenénti mikroskopiu

Fluorescenc¢né farbenie pouZzitim AFB-Fluor bez fenolu - Suprava na farbenie
je idedlnou volbou aj na dodatoc¢né farbenie acidorezistentnych baktérii na
Ucely diagnostiky pomocou optickej mikroskopie, napr. pomocou AFB-Color,
farbiaca suprava (kat. ¢. 1.16450) alebo AFB-Color, modifikovany (kat. ¢.
1.00497).

Na diagnostické Ucely je mozné priamo pouzit nefixované vzorky farbené
AFB-Fluor bez fenolu - SlUprava na farbenie. Po opatrnom odstraneni pri-
padného pouZitého imerzného oleja je mozné vzorky dalej farbit pomocou
AFB-Color, farbiaca suprava alebo AFB-Color, modifikovany.

Vo vzorke oSetrenej tymto spésobom sa acidorezistentné baktérie pod
optickym mikroskopom zobrazia na svetlozelenom (AFB-Color) alebo svetlo-
modrom (AFB-Color, modifikovany) pozadi purpurovo-cervené.

Vyhodnotenie

Pozitivny vysledok znamena ,detekované acidorezistentné baktérie" a
negativny vysledok ,nedetekované acidorezistentné baktérie". Pozitivny
vysledok neznamenéd, Ze je mozna taxonomicka klasifikdcia pomocou mik-
roskopie. Ak su detekované acidorezistentné baktérie, je potrebné vykonat
dalSie analyzy v Speciadlne vybavenych laboratériach.

Vitalitu (aktivnu, neaktivnu) baktérii takisto nie je mozné urdit.

Ak nie je vysledok jednoznacny, na stanovenie dalSej opticko-mikrosko-
pickej diagnostiky sa odporuéa vzorky dodato¢ne zafarbit, napr. pomocou
AFB-Color, farbiaca suprava (kat. ¢. 1.16450) alebo AFB-Color, modifikova-
ny (kat. ¢ 1.00497).
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Odstranovanie problémov
Fixacia vzoriek sterov

Aby sa zabranilo infek¢nému potencidlu vzoriek a dalSiemu mnoZeniu bak-
térii, je potrebny dostatocny stuper tepelnej fixacie pomocou Bunsenovho
horaka alebo v ohrievacej skrini.

Ziadne sfarbenie acidorezistentné baktérii

Kritickou fazou postupu farbenia je krok dekolorizécie, ktory mdze byt
ovplyvneny hribkou steru.

Cerstvy roztok kyseliny chlorovodikovej v etanole je navyse vysoko re-
aktivny, ¢o znamena, Ze by sa mal vysledok hodnotit opatrne. Inkubaéné
doby uvedené v tomto protokole je potrebné v kroku odfarbovania presne
dodrziavat, pretoze v opaénom pripade mdze ddjst k faloSne negativnym
vysledkom.

Prilis silné sfarbenie na pozadi

Ak je pozadie v optickej mikroskopickej snimke prili$ silno sfarbené (tmavo-
modré), je potrebné reagenciu 1 (auramin-rhodaminovy roztok) lepsie pre-
miesat a potom lepSie odfarbit. Vzhladom na to, Ze je farbiaci roztok velmi
viskdzny, podas kroku odfarbovania sa odporuca krizit podloznym skli¢kom
s reagenciou 2 (odfarbovaci roztok).

Technické poznamky

Pouzity mikroskop musi spifiat poziadavky lekarskeho diagnostického labo-
ratdria.

Odporucand kombinacia filtrov pre fluorescenénu mikroskopiu:

Excitacny filter 490 - 570 nm
Separator farieb 525 a 635 nm
Emisny filter 505 - 600 nm

Pri pouzivani automatickych farbiacich systémov postupujte podla navodu
na pouzivanie od dodavatela systému a softvéru.

Pred plnenim odstrafite prebyto¢ny imerzny olej.

Analytické vykonnostné charakteristiky

AFB-Fluor bez fenolu - farbiaca stprava" vyfarbi a tym vizualizuje bio-
logické struktury, ako je opisané v kapitole ,Vysledok™ tohto navodu na
pouzivanie. Pouzivanie tohto produktu mézu vykondvat len autorizované

a kvalifikované osoby, ¢o medzi inym zahffia pripravu vzoriek a reagencii,
manipulaciu so vzorkami, spracovanie histologickych procesov, rozhodnutia
tykajuce sa vhodnych kontrol a podobne.

Analyticka vykonnost produktu sa potvrdzuje testovanim kazdej vyrobnej
Sarze.

U nasledujucich sfarbeni sa potvrdila analytickd vykonnost z hladiska $peci-
ficity, citlivosti a opakovatelnosti produktu s percentualnou hodnotou

100 %:

Specifici- Citlivost Specificita | Citlivost v
ta medzi medzi v ramci ramci testu
testami testami testu
Histologické
farbenie
Acidorezistent- 14/14 14/14 6/6 6/6
né baktérie (vo
fluorescen¢nom
mikroskope)
Pozadie 14/14 14/14 6/6 6/6
Farbenie steru
Acidorezistent- 14/14 14/14 6/6 6/6
né baktérie (vo
fluorescen¢nom
mikroskope)
Pozadie 14/14 14/14 6/6 6/6

Vysledky analytickej vykonnosti

Udaje v rémci jedného testu (vykonané na tej istej $arzi) a medzi testami
(vykonané na réznych Sarziach) udavaju pocet spravne sfarbenych Struktir
v pomere k poctu vykonanych testov.

Klinické vykonnostné charakteristiky

Klinicka G¢innost tohto produktu bola okrem toho Uspedne preukazana vo
viacerych vedeckych publikaciach.

AFB-Fluor bez fenolu - farbiaca stprava sa uZ celé desatro¢ia s Uspechom
pouziva v klinickom prostredi pri velkom pocte aplikacii.

Klinicka G¢innost AFB-Fluor bez fenolu - farbiaca suprava sa urcila najma
stanovenim jeho citlivosti a Specificity a jeho NPV a PPV Studie v ramci
vlastného pracoviska:

Auramin-rhodaminové farbenie
Citlivost 14/14
Specificita 15/15

Citlivost: 14 vzoriek z 14: 100 %

§peciﬁcita: 15 vzoriek z 15: 100 %

Pozitivna prediktivna hodnota (PPV): 100 %
Negativna prediktivha hodnota (NPV): 100 %



Vysledky tohto hodnotenia vykonnosti potvrdzuju, Ze produkt je vhodny na
zamyslané pouZitie a spolahlivo funguje.

Diagnostickl interpretdaciu vysledkov sfarbenia viak maju vykonat kvalifiko-
vani a autorizovani odbornici s ohladom na anamnézu pacienta, morfoldgiu,
pouzitie adekvatnych kontrol a pripadné dalSie diagnostické testy. Tato
metdda sa m6ze doplnkovo pouzit v oblasti humannej diagnostiky.

Diagnostika

Diagnostiku mdze vykonavat len autorizovany a kvalifikovany personal.
Musi sa pouzivat platne nazvoslovie.

Tato metéda sa moze doplnkovo pouzit v oblasti humannej diagnostiky.
Dal3ie testy je potrebné vybrat a vykonat podla uznanych metdd.

Pri kazdej aplikdcii je potrebné vykonat vhodné kontroly (napr. ISOSLIDE™
AFB, kat. ¢. 1.02560.0001), aby sa zamedzilo nespravnemu vysledku.

Ak nie je vysledok jednoznacny, na stanovenie dalSej opticko-mikrosko-
pickej diagnostiky sa odporuca vzorky dodato¢ne zafarbit, napr. pomocou
AFB-Color, farbiaca suprava (kat. ¢. 1.16450) alebo AFB-Color, modifikova-
ny (kat. ¢. 1.00497).

Skladovanie

AFB-Fluor bez fenolu - SUprava na farbenie na vysSetrenie kyslo rychlych
baktérii s fluorescenc¢nou mikroskopiou (farbenie auramin-rhodaminom)
skladujte pri teplote +15°C az +25°C.

Doba pouzitel'nosti

AFB-Fluor bez fenolu - SUprava na farbenie na vysSetrenie kyslo rychlych
baktérii s fluorescenénou mikroskopiou (farbenie auramin-rhodaminom) je
mozné pouzivat az do uvedeného datumu exspiracie.

Po prvom otvoreni flade je moZné obsah pouzivat az do uvedeného datumu
exspiracie za predpokladu, Ze sa skladuje pri teplote +15°C az +25°C.

Flade na kvapkanie musia byt vZdy tesne uzavreté.

Sfarbenie dekolorizaéného roztoku (reagencia 2) nema vplyv na procesy
farbenia a diagnostiky.

Kapacita
Balenie vystadi na 60 - 65 aplikdcii, pricom vytaznost méze byt aj vyssia v
zavislosti od hribky sterov.

Dalsie pokyny

Iba na profesionalne pouzitie.

Aby sa zamedzilo chybdm, aplikdciu musi vykonavat iba kvalifikovany
personal.

Je potrebné dodrziavat narodné smernice tykajlce sa bezpednosti prace a
zabezpecenia kvality.

Musia sa pouzivat mikroskopy so zodpovedajlcim vybavenim podla normy.
V pripade potreby pouZite Standardnu odstredivku uréent pre lekarske
diagnostické laboratérium.

Ochrana pred infekciou

Na ochranu pred infekciou je potrebné prijat U¢inné opatrenia v stlade s
laboratérnymi smernicami.

Pokyny tykajtce sa likvidacie

Obal musi byt* zlikvidovany v stlade s platnymi pokynmi na likvidaciu.
Pouzité roztoky a roztoky, ktorym uplynula doba pouzitelnosti, sa musia
likvidovat ako $pecidlny odpad v stlade s miestnymi smernicami. Informa-
cie o likvidécii mozno ziskat pod odkazom ,Hints for Disposal of Microscopy
Products" na webovej stranke www.microscopy-products.com. V ramci EU
sa aktudlne uplatriuje nariadenie (ES) ¢. 1272/2008 o klasifikéacii, oznacova-
ni a baleni latok a zmesi, o zmene, doplneni a zruseni smernic 67/548/EHS
a 1999/45/ES a o zmene a doplneni nariadenia (ES) ¢. 1907/2006.

Pomocné reagencie

Kat. ¢.  1.00327 Kyselina chlorovodikova v etanole 11,51
pre mikroskopiu

Kat. ¢.  1.00496 Formaldehyd, 4 % roztok,
pufrovany, pH 6,9 (asi 10 %
formalinovy roztok)
pre histoldgiu

350 ml a
700 ml (vo flasi
so Sirokym
hrdlom), 51, 101,
10 | Titripac®
1.00497 AFB-Color, modifikovany 1 set
farbiaca suprava na detekciu kyslo-rychle
baktérie (AFB) metddou farbenia za tepla
1.00579 DPX new 500 ml
nevodné fixacné médium
pre mikroskopiu
1.00869 Entellan™ new, kvapalné krycie sklicko 500 ml
pre mikroskopiu
1.02560 ISOSLIDE™ AFB kontrolné sklicka 25 tests
s referencnym tkanivom na detekciu
acidorezistentnych baktérii v
histologickom tkaniv
1.03999 Formaldehyd, min. 37 % roztok, bez
kyseliny stabilizovany asi 10 % metanolu
a uhli¢itanu vapenatého,
pre histoldgiu
1.04699 Imerzny olej
pre mikroskopiu
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Kat. 11,2,51,251

[

Kat. flasa na kvapka-
nie s objemom
100 ml, 100 ml,

500 ml

SK

Kat. ¢.  1.07164 Parafinové pastilky 10 kg (4x
teplota tuhnutia asi 56 - 58°C, 2,5 kg)
pre histoldgiu

Kat. ¢.  1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
médium pre rychlu fixaciu, 11
pre mikroskopiu

Kat. ¢.  1.08000 Sputofluol™ 11
pre mikroskopiu

Kat. ¢.  1.08298 Xylene (zmes izomérov) 4|

pre histoldgiu
Kat. ¢.  1.09016 Neo-Mount™ flasa na kvapka-
bezvodé fixacné médium nie s objemom
pre mikroskopiu 100 ml, 500 ml
Kat. ¢.  1.09843 Neo-Clear™ (nahrada xylénu) 51
pre mikroskopiu
Kat. ¢.  1.11609 Histosec™ pastilky
bod tuhnutia 56 - 58°C,
zalievacie ¢inidlo pre histoldgiu
Kat. ¢.  1.15161 Histosec™ pastilky (bez DMSO)
teplota tuhnutia 56 - 58 °C,
zalievacie médium pre histoldgiu
Kat. ¢.  1.16450 AFB-Color, farbiaca suprava 1 set
pre mikroskopické skimanie kyseliny-
rychle baktérie (AFB) (studené farbenie)

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

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

Klasiﬁkécia nebezpecenstva
Kat. ¢. 1.01597.0001

Dodr2|avaJte klasifikaciu nebezpecenstva vytlacenu na etikete a informacie
uvedené v bezpecénostnych listoch.
Bezpecnostny list je k dispozicii na webovych strankach a na vyziadanie.

Hlavné komponenty produktov
Kat. ¢. 1.01597.0001

Reagencia 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reagencia 2

C;HgO 543,3 g/l
HCI min. 37 % 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reagencia 3

KMno, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Vseobecna poznamka

Ak sa pocas pouzivania tejto pomocky alebo v dosledku jej pouZzivania
vyskytne zavazny incident, nahlaste ho vyrobcovi a/alebo jeho autorizova-
nému zastupcovi a vasmu vnutrostatnemu organu.
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H225: Velmi horlava kvapalina a pary.

H290: MéZe byt korozivna pre kovy.

H319: Spdsobuje vazne podrazdenie oci.

H336: MdzZe spbsobit ospalost alebo zavraty.

H411: Toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi Gcinkami.

P210: Uchovavajte mimo dosahu tepla, hortcich povrchov, iskier,
otvoreného ohna a inych zdrojov zapalenia. Nefajlite.

P233: Nadobu uchovavaijte tesne uzavretu.

P234: Uchovavajte iba v pévodnom baleni.

P240: Uzemnite a upevnite nadobu a plniace zariadenie.
P273: Zabrarte uvolneniu do Zivotného prostredia.

P305 + P351 + P338: PO ZASIAHNUTI OCI: Niekolko mint ich opatrne
vyplachujte vodou. Ak pouZivate kontaktné SoSovky a je to mozné, od-
strante ich. Pokracujte vo vyplachovani.

Reagencia 1:
H226: Horlava kvapalina a pary.
H319: Spdsobuje vazne podrazdenie odi.



Reagencia 2:

H225: Velmi horlavé kvapalina a pary.
H290: Méze byt korozivna pre kovy.

H319: Spdsobuje vazne podrazdenie odi.
H336: M6ze spbsobit ospalost alebo zavraty.

Reagencia 3:
H411: Toxicky pre vodné organizmy, s dlhodobymi Gc¢inkami.
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1.01597.0001 |REF
Mikroskopi

AFB-Fluor fenolsiiz

Aside direncli bakterilerin floresan mikroskobuyla
incelenmesi igin boyama Kkiti
(Auramin-Rodamin boyama)

Yalnizca profesyonel kullanim igindir

|VD In vitro Tanisal Tibbi Cihaz c €

Kullanim amaci

Bu “AFB-Fluor fenolsliz - Aside direncli bakterilerin floresan mikroskobuyla
incelenmesi igin boyama kiti (Auramin-Rodamin boyama)”, insanlarda

tibbi hiicre tanilamasinda kullanilir ve insan kaynakli numune materyali-

nin bakteriyolojik, sitolojik ve histolojik incelemesi amacina hizmet eder.
Portfoylmuzdeki diger in vitro tanisal Urinlerle birlikte kullanildiinda, 6rn.
zenginlestirilmis bakteri kiltlirt yaymalarinda oldugu veya akcigerin histolo-
jik kesitleri gibi bakteriyolojik, sitolojik ve histolojik numune materyallerinde
bakteriyel hedef yapilari tanisal amaglar igin degerlendirilebilir hale getiren
(fiksasyon, gdmme, boyama, karsit boyama, kapatma yoluyla aside direngli
bakteriler (AFB)), kullanima hazir bir boyama kitidir.

AFB-Fluor fenolstiz boyama kitinin belirleyici 6zelligi, boyama solisyonun-
da floresan boyalarin bulunmasidir. Bu, floresan mikroskobu altinda aside
direngli bakterilerin hizli ve glvenli bir sekilde tanimlanmasini saglar. Ek
olarak, boyama sollisyonunun potansiyel tehlikeli fenol olmadan hazirlan-
masi da kullanicinin gtvenligini artirir.

Bu boyama seti, pratik damlatma siselerinde kullanima hazir olarak saglanir
ve yayma numunelerinde ve histolojik doku numunelerinde aside direngli
bakterilerin boyanmasi igin gereken tiim reaktifleri igerir.

Boyanmamis yapilarin kontrasti gdrece diusiktir ve 15tk mikroskobu altinda
ayirt edilmeleri son derece zordur. Boyama solisyonlarinin kullaniimasiyla

olusturulan gérintiler, yetkili ve kalifiye arastirmacinin bu gibi durumlarda
form ve yapiyi daha iyi tanimlamasina yardimci olur. Kesin taniya ulasmak
igin bilinen ve gegerli yontemlere uygun sekilde ileri testler yapilmalidir.

Prensip

Aside direngli bakteriler boyalari gok yavas aldigindan, klasik Ziehl-Neelsen
yontemi, hicre duvarindaki mum ve lipidlerin ylksek oraniyla belirlenir.
Fuksin boyasinin absorpsiyonunu ve dolayisiyla hiicre duvarinda miko-
lat-fuksin kompleksinin olusumunu artirmak igin bir 6nlem olarak, numu-
neye uygulanan boyama solliisyonu normalde buharlasma noktasina kadar
isitihr.

Aside direngli bakteriler fuksin boyasini bir kez emdikten sonra, etanol igin-
de hidroklorik asit gibi bir renk giderici sollisyonla yogun bir sekilde islem
gorseler bile, tekrar renklendirilmeleri neredeyse imkansizdir. Aside direncli
bakteriler, boyama igin asit ve alkol direngli olarak adlandirilir.

AFB-Fluor fenolsliz boyama kitini kullanirken, AFB-Fluor fenolsiiz boyama
soliisyonunda auramin ve rodamin floresan boyalarinin kullaniimasi, 1sitma
adimi ihtiyacini ortadan kaldirir. Bu boyalar aside direngli bakterilerin hiicre
duvarinda birikir ve mikroskop filtresine bagl olarak siyah bir arka plana
karsi sari veya kirmizi olarak belirir.

Numunelerin Sputofluol™ ile 6n isleme tabi tutulmasi bakterileri gevresinde-
ki yapiskan sputum ve hlicre materyalinden gozer.

Numune materyali

Havayla kurutulmus ve isiyla sabitlenmis ve Sputofluol™ile 6n islemden ge-
cirilmis bakteriyolojik materyal yaymalari; 6rn. balgam, ince igne aspirasyon
biyopsilerinden (IIAB) yayma, yikama, baski, eflizyon, pus, ekslda, sivi ve
kati kaltarler.

insan kaynakli, formalin fikse parafine gémiilii doku kesitleri (3-4 um kalin-
iginda parafin kesitleri)

Reaktifler

Kat. No. 1.01597.0001

AFB-Fluor phenol-free

Staining kit for the examination of acid-fast bacteria with fluorescence mic-
roscopy (Auramin-Rhodamine staining)

Paket igerigi:

Boyama kiti sunlar igerir

Reaktif 1:  Auramin-rodamin gozeltisi 200 ml
Reaktif 2: Dekolorize gozeltisi 2 x 200 ml
Reaktif 3: Karsit boyama c¢ozeltisi (KMnO,) 200 ml

Ayrica gerekenler:

Kat. No. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroskopi igin

TR

www.sigmaaldrich.com

Numunelerin hazirlanmasi
Numuneler kalifiye personel tarafindan alinmahdir.

Tam numuneler en son teknoloji kullanilarak islem gérmelidir.

TUim numuneler agikga etiketlenmelidir.

Numunelerin alinmasi ve hazirlanmasi igin uygun aletler kullaniimalidir.
Ureticinin uygulama/kullanim talimatlarini izleyin.

ilgili yardimai reaktifleri kullanirken ilgili kullanim talimatlarina uyulmaldir.

Sputum

Aside direngli bakteriler, mukus ve hiicresel yapilardan gézulmelerini
sadlamak icin Sputofluol™ ile 6n isleme tabi tutulmalidir. Bu proseste, aktif
bilesen hipoklorit, organik materyali oksidasyon yoluyla ¢ézer ve daha fazla
islenebilmeleri igin aside direngli bakterileri nazikge serbest birakir.

Reaktif hazirlama: Sputofluol™ %15 sollisyonunun hazirlanmasi

Yaklagik 200 ml soltisyon karisiminin hazirlanmasi igin:

Sputofluol™ 15 ml

Distile su 85 ml

Santriflj tiplerinde numune materyali hazirlama:

Numune 1 parga (en az 2
ml)
Sputofluol™ sollsyonu (distile suda %15) 3 parga
Kuvvetle galkalayin 10 dk
3000-4800 rpm'de santrifujleyin 20 dk

Sipernatanti aktarin
Sedimentin yaymalarini hazirlayin

Hava ile kurutun

Punktatlar, lavajlar, sedimentler

Uygun zenginlestirme dnlemlerinden sonra, numune materyalini lam Gzeri-
ne yayin ve havayla kurumasini bekleyin.

Histolojik kesitler

AFB-Fluor fenolstiz, histolojik kesitleri boyamak igin kullanilir.Kesitler gele-
neksel sekilde deparafinize edin ve azalan bir alkol serisinde rehidrate edin.

Yayma numunelerinin fiksasyonu

Numuneler bir Bunsen brilorinin alevi tGzerinde fikse edilir (2-3 kez, asiri
Isitmadan kaginmaya dikkat ederek).

Numuneler ayrica 100-110 °C’de bir kurutma kabininde veya bir isitma
plaginda 20 dakika isitilarak da sabitlenebilir.

Asiri sicakliklar veya uzun sireli iIsitma, boyama performansinin bozulmasi-
na neden olabilir.

Reaktifin hazirlanmasi

AFB-Fluor fenolsiiz - Aside direngli bakterilerin floresan mikroskobuyla
incelenmesi igin boyama kiti (Auramin-Rodamin boyama) boyama igin kulla-
nilan reaktifleri kullanima hazirdir, soliisyonlarin seyreltiimesi gereksizdir ve
sadece boyama sonucunun ve stabilitenin bozulmasina neden olur.

Yuksek viskozitesi nedeniyle, fenolsiiz auramin-rodamin boyama sollisyonu
(Reaktif 1) kullanimdan 6nce kuvvetle galkalanmalidir.

Prosediir

Optimum bir boyama sonucunu garanti etmek igin belirtilen sirelere uyul-
malidir.

Yayma numunelerinin boyanmasi
Boyama rafinda boyama

Sabitlenmis yaymali lam

Reaktif 1 (auramin-rodamin | damla halinde uygulayin, 15 dk
cozeltisi) timuyle kapatin ve boyayin

Akan musluk suyu dikkatle yikayin 30 sn
Reaktif 2 (dekolorize damla halinde uygulayin, 1 dk

cozeltisi) timuyle kapatin ve tepki-

meye birakin
Akan musluk suyu dikkatle yikayin 30 sn
Reaktif 3 (karsit boyama damla halinde uygulayin, 5 dk
cozeltisi) timuyle kapatin ve boyayin
Akan musluk suyu dikkatle yikayin 30 sn

Hava ile kurutun

Yayma numunelerin birkag ay siireyle saklanmasi igin susuz montaj ortami
(6rn. Neo-Mount™, Entellan™ new veya DPX yeni) ve bir lamel ile kapatma
Onerilir. Bunun igin boyanan numuneler gok iyi kurutulmaldir.



Mikroskobik blylUtme > 40x olan boyali lamlarin analizi igin daldirma yagi
kullaniimasi 6nerilir.

Hi lojik numunelerinin nmasi

Boyama rafinda boyama

Histolojik lamlari geleneksel sekilde deparafinize edin ve azalan bir alkol
serisinde rehidrate edin.

Boyama sollisyonlari slaytlara damla damla uygulanir ve parafin bolimund
tamamen kaplamalidir.

Optimum bir boyama sonucunu garanti etmek igin belirtilen sirelere uyul-
malidir.

Histolojik dokulu lam

Distile su yikayin
Reaktif 1 (auramin-rodamin gozeltisi) 15 dk
Akan musluk suyu 30 sn
Reaktif 2 (dekolorize gozeltisi) 1 dk
Akan musluk suyu 30 sn
Reaktif 3 (karsit boyama gozeltisi) 5 dk
Akan musluk suyu 30 sn
Etanol %70 1 dk
Etanol %70 1 dk
Etanol %96 1 dk
Etanol %96 1 dk
Etanol %100 1 dk
Etanol %100 1 dk
Ksilen veya Neo-Clear™ 5 dk
Ksilen veya Neo-Clear™ 5 dk

Neo-Clear™ islak lamlari Neo-Mount™ ile veya ksilen islak lamlari érn.
Entellan™ new ve lamel ile kapatin.

Dehidratasyondan (artan alkol serisi) ve ksilen veya Neo-Clear™ ile ber-
raklagtirmadan sonra, sitolojik numuneler susuz montaj ajanlariyla (érn.
Neo-Mount™, Entellan™ new veya DPX yeni) ve lamel ile kapatilabilir ve
ardindan saklanabilir.

Sonug

Aside direngli bakteriler
(floresan mikroskobunda)

kullanilan filtrelerin kombinasyonuna
bagh olarak kirmizi-turuncu (rodamin)
veya sari-yesil (auramin)

Arka plan koyu ila siyah

Optik ve floresan mikroskopisi icin boyama

AFB-Fluor fenolsliiz boyama kitini kullanan floresan boyama, 6rn. AFB-Color
boyama kiti (Kat. No. 1.16450) veya AFB-Color modifiye (Kat. No. 1.00497)
kullanilarak optik mikroskopi tanilamasinda aside direngli bakterilerin ilave
boyanmasi igin de idealdir.

AFB-Fluor fenolsliz boyama kiti ile boyanmis olan monte edilmemis numu-
neler dogrudan tanisal amagla kullanilabilir. Ardindan, kullaniimis olabilecek
daldirma yadini dikkatle gikardiktan sonra, numuneler AFB-Color boyama
kiti veya AFB-Color modifiye ile daha fazla boyanabilir.

Bu sekilde muamele edilen numunede, aside direngli bakteriler optik mik-
roskop altinda acik yesil (AFB-Color) veya agik mavi (AFB-Color modifiye)
arka plana karsi macenta-kirmizi olarak gérundr.

Degerlendirme

Pozitif sonug “aside direngli bakteri saptandi”, negatif sonug ise “aside di-
rengli bakteri saptanmadi” anlamina gelir. Olumlu bir sonug, mikroskopi ile
taksonomik bir siniflandirmanin mimkan oldugu anlamina gelmez. Aside
direngli bakteriler saptanirsa 6zel donanimli laboratuvarlarda daha ileri
analizler yapilmalidir.

Bakterilerin canliigi da belirlenemez (aktif, inaktif).

Sonug kesin degilse, daha ileri optik mikroskopi teshisi icin numunelerin ay-
rica 6rn. AFB-Color boyama kiti (Kat. No. 1.16450) veya AFB-Color modifiye
(Kat. No. 1.00497) ile boyanmasi 6nerilir.

Sorun giderme

Yayma numunelerinin fiksasyonu

Numunelerin bulasici potansiyelini ve bakterilerin daha fazla cogalmasini
onlemek igin bir Bunsen brilori veya bir isitma kabini kullanilarak yeterli
derecede isI fiksasyonu sarttir.

Aside direncli bakterilerin boyanmasi yok

Boyama prosedirinin kritik agamasi, yaymanin kalinligindan etkilenebile-
cek olan renk giderme asamasidir.

Ek olarak etanol igindeki taze bir hidroklorik asit sollisyonu yiiksek dizeyde
reaktif oldugundan sonucun dikkatle dederlendirilmesi gerekir. Renk gider-
me adimi sirasinda bu protokolde belirtilen inkiibasyon sirelerine titizlikle
uyulmalidir, aksi takdirde yanlis negatif sonuglar ortaya gikabilir.
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Cok giiglii arka plan boyamasi

Optik mikroskobik géruntiide (koyu mavi) arka planin fazla glgli boyanma-
st durumunda, Reaktif 1 (auramin-rodamin gozeltisi) daha iyi karistiriimah
ve ardindan daha iyi renk giderilmelidir. Boyama sollsyonu oldukga viskoz
oldugundan, renk giderme adimi sirasinda lamin Reaktif 2 (dekolorize gozel-
tisi) ile dondurilmesi énerilir.

Teknik notlar

Kullanilan mikroskop, bir tibbi tani laboratuvarinin gereksinimlerini karsila-
malidir.

Floresan mikroskopisi icin énerilen filtre kombinasyonu:

Eksitasyon filtresi 490 - 570 nm
Renk separatori 525 ve 635 nm
Emisyon filtresi 505 - 600 nm

Otomatik boyama sistemleri kullanirken litfen sistem ve yazilim tedarikgisi
tarafindan verilen kullanim talimatlarina uyun.

Doldurmadan 6nce fazla daldirma yagini gikarin.

Analitik performans karakteristikleri

“AFB-Fluor fenolsiiz - boyama kiti”, bu Kullanma Kilavuzunun “Sonug”
bélimuinde aciklandigi gibi, biyolojik yapilari boyar ve gérinir hale getirir.
Urliniin kullanimi sadece yetkili ve kalifiye kisiler tarafindan gergeklestiril-
melidir ve buna numune ve reaktif hazirlama, numune ellegleme, histolojik
proses, uygun kontrollere iliskin kararlar ve daha fazlasi dahildir.

Uriintin analitik performansi, her bir Gretim partisinin test edilmesiyle onay-
lanmistir.

Su boyalar icin Grintn 6zgulliga, duyarlihd ve tekrarlanabilirligi agisindan
analitik performans %2100 oraninda dogrulandi:

Testler Testler Test Ici Test Ici
Arasi Oz- Arasi Du- Ozgullik Duyarlihk
gulluk yarhlik

Histolojik boyama

Aside direngli bak- | 14/14 14/14 6/6 6/6
teriler (floresan
mikroskobunda)

Arka plan 14/14 14/14 6/6 6/6

Yayma boyama

Aside direncli bak- | 14/14 14/14 6/6 6/6
teriler (floresan
mikroskobunda)

Arka plan 14/14 14/14 6/6 6/6
Analitik performans sonuglari

Test igi (ayni parti Uzerinde gergeklestirilen) ve testler arasi (farkli partiler
Gzerinde gergeklestirilen) veriler, yapilan test sayisina gére dogru sekilde
boyanmis yapilarin sayisini listeler.

Klinik performans karakteristikleri

Ayrica bu Urtntn klinik performansi birgok bilimsel yayinda basariyla kanit-
lanmistir.

AFB-Fluor fenolsiiz - boyama kiti klinik ortamlarda onlarca yildir gok sayida
uygulamada basariyla kullaniimaktadir.

Ozellikle AFB-Fluor fenolsiiz - boyama kiti klinik performansi, kurum ici bir
galismada sollsyonun duyarhligi ve 6zgllliga ve NPV ve PPV’si dlgllerek
belirlendi:

Auramin-Rodamin Boyama
Duyarlilik 14/14
Ozguillik 15/15

Duyarhhk: 14 numuneden 14’lG: %100
Ozgullik: 15 numuneden 15%: %100
Pozitif tahmin dederi (PPV): %100
Negatif tahmin dederi (NPV): %100

Bu Performans Degerlendirmesinin sonuglari, Griiniin amaglanan kullanima
uygun oldugunu ve givenilir sekilde gahstigini dogrular.

Ancak boyama sonuglarinin tanisal yorumu, hasta anamnezi, morfolojisi,
uygun kontrollerin kullanimi ve uygunsa ek tani testleri dikkate alinarak
kalifiye ve yetkili profesyoneller tarafindan yapilmalidir. Bu yéntem, insan
teshislerinde tamamlayici olarak kullanilabilir.

Tanilama

Tanilama sadece yetkili ve kalifiye personel tarafindan yapilmaldir.
Gegerli isimlendirmeler kullaniimalidir.

Bu yéntem, insan teshislerinde tamamlayici olarak kullanilabilir.

Daha ileri testler, taninmis yontemlere gore segilmeli ve uygulanmalidir.

Hatali bir sonugtan kaginmak igin her uygulamayla birlikte uygun kontroller
(6rn. ISOSLIDE™ AFB, Kat. No. 1.02560.0001) gergeklestiriimelidir.

Sonug kesin degilse, daha ileri optik mikroskopi teshisi igin numunelerin ay-
rica 6rn. AFB-Color boyama kiti (Kat. No. 1.16450) veya AFB-Color modifiye
(Kat. No. 1.00497) ile boyanmasi 6nerilir.



Saklama

AFB-Fluor fenolsiiz - Aside direngli bakterilerin floresan mikroskobuyla
incelenmesi igin boyama kiti (Auramin-Rodamin boyama) +15°C ila +
25 °C'de saklayin.

Raf omrii

AFB-Fluor fenolsliz - Aside direngli bakterilerin floresan mikroskobuyla
incelenmesi igin boyama kiti (Auramin-Rodamin boyama), belirtilen son
kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Sisenin ilk agilisindan sonra, igerigi +15 °C ile +25 °C arasinda saklandigin-
da belirtilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Damlalik siseleri her zaman sikica kapali durumda tutulmahdir.

Karsit boyama gozeltisi (reaktif 2) renklendirmesinin, boyama prosesleri ve
tanilama Uzerinde bir etkisi yoktur.

Kapasite

Paket 60-65 uygulamaya kadar yeterlidir. Yaymalarin kalinligina bagli olarak
verim daha da ylksek olabilir.

Diger talimatlar

Yalnizca profesyonel kullanim igindir.

Hatalardan kaginmak igin uygulama sadece kalifiye personel tarafindan
yapilmahdir.

Is glivenligi ve kalite gtivencesi ile iligli ulusal yonergelere uyulmalidir.
Standarda uygun sekilde donatilmis mikroskoplar kullaniimalidir.
Gerekirse tibbi tani laboratuvarina uygun standart bir santriftij kullanin.

Enfeksiyona karsi korunma

Laboratuvar yénergeleri dogrultusunda, enfeksiyona karsl korunmak igin
etkili 6nlemler alinmalidir.

imha talimatlan

Paket, yururlikteki imha ydnergelerine uygun sekilde imha edilmelidir.
Kullaniimig ve raf 6mri dolmus olan sollsyonlar yerel yonergelere uygun
sekilde 6zel atik olarak atilmalidir. imha ile ilgili bilgiler,
www.microscopy-products.com adresinde “Mikroskopi Uriinlerinin imhasina
iliskin ipuglar” Hizli Baglantisi altinda verilmistir. AB iginde su anda, mad-
delerin ve karisimlarin siniflandiriimasi, etiketlenmesi ve paketlenmesine
iliskin olarak, 67/548/EEC ve 1999/45/EC Yonergelerinin dedistirilmesi ve
yurirlikten kaldirilmasi ve 1907/2006 Sayil Yonetmeligin (EC) degistiriime-
si ile, 1272/2008 Sayil (AT) YONETMELIK gecerlidir.

Yardimci reaktifler

Kat. No. 1.00327 Hidroklorik asit etanolde 11,51
mikroskopi igin

Kat. No. 1.00496 Formaldehit gbzeltisi %4 tamponlu, 350 ml ve
pH 6.9 (yakl. %10 Formalin ¢6zeltisi), 700 ml (genis

histoloji igin bottle boyunlu
sisede), 51, 101,
10 | Titripac®
Kat. No. 1.00497 AFB-Color modifiye 1 set
Sicak boyama ydntemiyle aside direngli
bakterilerin (AFB) saptanmasi igin
boyama kiti
Kat. No. 1.00579 DPX yeni 500 ml
susuz kapama ortami
mikroskopi igin
Kat. No. 1.00869 Entellan™ new lamel igin 500 ml
mikroskopi igin
Kat. No. 1.02560 ISOSLIDE™ AFB Kontrol Lamlari 25 tests
histolojik dokuda aside direngli
bakterilerin saptanmasi igin referans
dokulu
Kat. No. 1.03999 Formaldehit gbzeltisi min. %37 asit 11,2,51,251
icermez yaklasik %10 metanol ve
kalsiyum karbonat ile stabilize edilmis
histoloji igin
Kat. No. 1.04699 Immersiyon yagi 100 ml’lik dam-
mikroskopi igin latma sisesi,
100 ml, 500 ml
Kat. No. 1.07164 Parafin pastillerikatilasma 10 kg (4x
noktasi 56-58°C civarinda 2,5 kg)
histoloji igin
Kat. No. 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
hizli destek besiyeri 11
mikroskopi igin
Kat. No. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroskopi igin
Kat. No. 1.08298 Ksilen (izometrik karisim) 41
histoloji igin
Kat. No. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml'lik dam-
susuz destek besiyeri latma sisesi,
mikroskopi igin 500 ml
Kat. No. 1.09843 Neo-Clear™ (ksilen yedegi) 51

mikroskopi igin

Kat. No. 1.11609 Histosec™ pastilleri
katilasma noktasi 56-58 °C
histoloji icin gdmme ajani

1 kg, 10 kg (4x
2,5 kg), 25 kg
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Kat. No. 1.15161 Histosec™ pastilleri (DMSO’suz)
katilasma noktasi 56-58 °C
histoloji igin gémme ajani

Kat. No. 1.16450 AFB-Color boyama Kkiti 1 set
aside direngli bakterilerin (AFB)
mikroskopik incelemesi igin
(soguk boyama)

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

Tehlike siniflandirmasi
Kat. No. 1.01597.0001

Lutfen etikette yazili olan tehlike siniflandirmasina ve guvenlik bilgi formun-
da verilen bilgilere uyun.
Guvenlik bilgi formu web sitesinde ve talep lzerine mevcuttur.

Uriinlerin ana bilesenleri
Kat. No. 1.01597.0001

Reaktif 1

C.I. 41000 12,0 g/l
C.I1. 45170 6,0 g/l
11 = 1,117 kg

Reaktif 2

C;HO 543,3 g/l
HCI min. %37 15,7 g/l
11 = 0,878 kg

Reaktif 3

KMnO, 5,0 g/l
11 = 1,013 kg

Genel agiklama

Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullaniminin bir sonucu olarak ciddi bir
olay meydana gelirse, litfen bunu ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve
ulusal makaminiza bildirin.
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SODE

H225: Kolay alevlenir sivi ve buhar.

H290: Metalleri agindirabilir.

H319: Ciddi goz tahrisine yol agar.

H336: Rehavete veya bas donmesine yol agabilir.
H411: Sucul ortamda uzun sire kalici, toksik etki.

P210: Isidan, sicak ylizeylerden, kivilcimdan, acik alevden ve diger tutusma
kaynaklarindan uzak tutun. - Sigara igilmez.

P233: Kabi sikica kapalh tutun.

P234: Sadece orijinal ambalajinda saklayin.

P240: Kabi ve alici ekipmani toprada oturtun ve baglayin.
P273: Cevreye verilmesinden kaginin.

P305 + P351 + P338: GOZLERDE iSE: birkag dakika su ile dikkatlice
durulayin. Kontakt lens varsa ve kolaysa gikartin. Durulamaya devam edin.

Reaktif 1:
H226: Alevlenir sivi ve buhar.
H319: Ciddi g6z tahrisine yol agar.

Reaktif 2:

H225: Kolay alevlenir sivi ve buhar.

H290: Metalleri asindirabilir.

H319: Ciddi g6z tahrisine yol agar.

H336: Rehavete veya bas donmesine yol agabilir.

Reaktif 3:
H411: Sucul ortamda uzun stire kalici, toksik etki.
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