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Mikroskopie

Auramin O (C.l. 41000)
fur die Mikroskopie

IVD In Vitro Diagnostikum ( €

fur die Fluoreszenz-Tb-Férbung von Ausstrichen und Schnitten

Der vorliegende Farbstoff ,Auramin O (C.l. 41000) - fiir die Mikroskopie® wird

fur die human-medizinische Zelldiagnostik verwendet und dient der bakterio-
logischen und histologischen Untersuchung von Proben humanen Ursprungs.

Es handelt sich um einen Trockenfarbstoff, welcher fur die Herstellung einer Farb-
stofflésung verwendet wird, welche zusammen mit anderen In Vitro Diagnostika
aus unserem Portfolio Zielstrukturen (z.B. sédurefesten Mykobakterien, mittels
Fxieren, ggf. Einbetten, Farben mit obiger Auramin O-Lésung, Gegenfarben,
Eindecken) in bakteriologischem und histologischem Untersuchungsgut, wie z.B.
Ausstrichen von Anreicherungs-Bakterienkulturen oder histologischen Schnitten
von z.B. Lunge, flr die Diagnostik auswertbar macht.

Prinzip

Mykobakterienfarbung nach Hagemann-Hermann durch unspezifische Bindung
des Fluoreszenzfarbstoffs an ein Substrat

Der Mechanismus der Fluoreszenzfarbung ist vergleichbar mit der klassischen
Ziehl-Neelsen Farbung.

Mykobakterien haben einen hohen Wachs- und Lipidanteil in der Zellwand und
nehmen daher Farbstoffe nur sehr langsam auf.

Haben die Mykobakterien den Fuchsin-Farbstoff aufgenommen, ist ein Entfaben
auch bei intensiver Behandlung mit Entfarbelésung, wie z.B. Salzséaure-Alkohol,
praktisch unméglich. Mykobakterien werden deshalb als farberisch séure- und
alkoholfest bezeichnet.

Durch eine Vorbehandlung der Praparate mit Sputofluol®, werden die Bakterien
aus dem umgebenden, zdhen Sputum und Zellmaterial gelést. Sputofluol® wirkt
zudem auch desinfizierend, so dass Mikroorganismen abgetétet werden.

Probenmaterial

Luftgetrocknete, hitzefixierte und Sputofluol®-vorbehandelte Ausstriche von bakte-
riologischem Material wie Sputum, Ausstriche von Feinnadel-Aspirations-Biopsien
(FNAB), Spuilflissigkeiten, Imprinte, Erglisse, Eiter, Exsudate, fllissige und feste
Kulturen

Schnitte von Formalin fixiertem, Paraffin eingebettetem Gewebe (3 - 4 pm dicke
Paraffinschnitte)

Reagenzien

Art. 1.01301.0050

Auramin O (C.I. 41000) 509
fur die Mikroskopie

Color Index No.: 41000
Color Index Name: Basic yellow 2

Zusatzlich erforderlich:

Art. 100206 Phenol
zur Analyse ACS,Reag. Ph Eur

Art. 100327 Salzséaure-Alkohol 11,51
fur die Mikroskopie

Art. 101287 Lofflers Methylenblaulésung 100 ml, 500 ml,
fur die Mikroskopie 2,51

Art. 105082 Kaliumpermanganat 250 g, 1 kg
zur Analyse EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur

250 g, 1 kg

Probenvorbereitung
Die Probenentnahme darf nur durch Fachpersonal erfolgen.

Sputum

Zur Freisetzung der Mykobakterien aus Schleim und Zellverbanden, 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:

Probenansatz im Zentrifugenréhrchen:

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

Uberstehende Fliissigkeit dekantieren
Sediment ausstreichen

Lufttrocknen

Sputofluol® 15 ml

Aqua dest. 85 ml

Punktate, Lavagen, Sedimente

Proben nach geeigneten Anreicherungsschritten auf dem Objekttrager ausstrei-
chen und lufttrocknen lassen.

Histologische Schnitte

Auramin O (C.l. 41000) kann fur die Farbung histologischer Schnitte verwendet
werden.

Schnitte in gewohnter Weise entparaffinieren und in absteigender Alkoholreihe
rehydratisieren. Bei Formalin fixierten Proben entfallt die Sputofluol®-Vorbe-
handlung.

Fixierung

Die Fixierung wird Uber der Bunsenbrennerflamme (2 - 3 mal unter Vermeidung
zu starker Hitzeeinwirkung) durchgefihrt.

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

Bei héheren Temperaturen oder langerer Erhitzung muss mit einer Verschlechte-
rung der Farbeleistung gerechnet werden.

Alle Proben sind entsprechend dem Stand der Technik zu behandeln.

Alle Proben sind eindeutig zu kennzeichnen.

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

Reagenzvorbereitung
verfliissigtes Phenol
Zur Herstellung werden zusammengegeben:

Phenol | 10 Teile

bei gelinder Warme auf dem Wasserbad schmelzen

Aqua dest. | 1 Teil

zugeben und mischen

Phenol-Auramin O-Lésung
Zur Herstellung von etwa 1 | L6sung werden zusammengegeben:

Auramin O (C.l. 41000) 19

Aqua dest. 11

lI6sen

verflissigtes Phenol 509

zugeben, mischen und ggf. filtrieren

Die frisch hergestellte Farbstofflosung ist vor Gebrauch zu filtrieren.

Kaliumpermanganat-Lésung 0,1 %
Zur Herstellung von etwa 1 | Lésung werden zusammengegeben:

Kaliumpermanganat 19

Aqua dest. 11

l6sen




Durchfiihrung
Farbung auf der Farbebank

Fur ein optimales Farbeergebnis sollten die angegebenen Zeiten eingehalten
werden.

Objekttrager mit fixiertem Ausstrich oder histologischem Préaparat

Phenol-Auramin O- Uberschichten der Praparate, jeweils 5 min

Lésung Praparate aufkochen und einwirken
einwirken lassen, lassen
Lésung abschitten und Farbung
wiederholen

Leitungswasser sorgfaltig spulen

Salzséure-Alkohol differenzieren bis zur Entfarbung 15 -20 sec

Leitungswasser spllen

Ggf. Gegenfarbung:

Kaliumpermanganat- | eintauchen 5 sec

Lésung 0,1 %

Leitungswasser spllen

Lofflers Methylen- eintauchen 1sec

blauldsung

Leitungswasser spulen

Lufttrocknen (z.B. Gber Nacht oder bei 50 °C im Trockenschrank)*

*

Histologische Praparate werden nicht luftgetrocknet, sondern kénnen nach
der Entwasserung (aufsteigende Alkoholreihe), klaren mit Xylol oder
Neo-Clear®, mit nicht-wéssrigen Eindeckmitteln (z.B. Neo-Mount®,
Entellan®, DPX Neu oder Entellan® Neu) und Deckglas eingedeckt und gela-
gert werden.

Fur die Lagerung von bakteriologischen Préparaten tiber mehrere Monate, wird
das Eindecken mit nicht-wassrigen Eindeckmitteln (z.B. Neo-Mount®, Entellan®,
DPX Neu oder Entellan® Neu) und Deckglas empfohlen. Die gefarbten Préparate
mussen daflir sehr gut getrocknet werden. Ohne Eindecken ist die Farbung etwa
3 Tage, mit Immersionsdl bedeckt nur einige Stunden stabil.

Fur die Analyse von gefarbten Préparaten mit einer mikroskopischen Vergrof3e-
rung >40x wird die Verwendung von Immersionsél empfohlen.

Ergebnis
Mykobakterien
Hintergrund

goldgelb fluoreszierend
dunkelviolett

Auswertung

Ein positiver Befund bedeutet ,séurefeste Stabchen vorhanden®, und ein nega-
tiver Befund bedeutet ,saurefeste Stabchen nicht vorhanden®. Es kann nicht
unterschieden werden, ob es sich um Mykobakterium tuberkulosis oder eine
andere Gattung Mykobakterium handelt. Die Vitalitat (aktiv, inaktiv) der Bakterien
kann ebenfalls nicht bestimmt werden.

Werden Mykobakterien gefunden, sollten weitere Untersuchungen in Spezialla-
bors durchgefiihrt werden.

Fehlerfindung

Fixierung

Eine ausreichende Hitzefixierung mit dem Bunsenbrenner oder in einem Hitze-
schrank ist wichtig, um das infektiése Potential der Préparate und ein Weiter-
wachsen der Bakterien zu verhindern.

Bei héheren Temperaturen oder langerer Erhitzung muss mit einer Verschlechte-
rung der Farbeleistung gerechnet werden.

Keine Farbung von Mykobakterien

Der kritische Schritt in der Mykobakterien-Farbung ist der Entfarbeschritt, wel-
cher durch die Dicke des Ausstrichs beeinflusst werden kann.

Desweiteren ist eine frisch angesetzte Salzsaure-Alkohol-Lésung sehr reaktiv,
weshalb das Ergebnis sorgféltig ausgewertet werden sollte. Die hier angegebe-
nen Zeiten sollten beim Entfarben genauestens eingehalten werden, da sonst
falsch-negative Ergebnisse resultieren kénnten.

Technische Hinweise

Das verwendete Mikroskop sollte den Anforderungen eines medizinisch-diagnos-
tischen Labors entsprechen.

Werden Farbeautomaten verwendet, sind die Bedienungsanweisungen des
Gerate- und Softwareherstellers zu beachten.

Die frisch hergestellte Farbstofflosung ist vor Gebrauch zu filtrieren.

Uberschiissiges Immersionsél ist vor dem Archivieren zu entfernen.

Diagnostik

Diagnosen sind nur von autorisierten und geschulten Personen zu erstellen.
Giltige Nomenklaturen sind anzuwenden.

Weiterfiilhrende Tests sind nach anerkannten Methoden auszuwéhlen und durch-
zufuhren.

Geeignete Kontrollen sollten bei jeder Anwendung mitgefiihrt werden, um ein
fehlerhaftes Ergebnis auszuschlieBen.

Lagerung
Auramin O (C.l. 41000) - fur die Mikroskopie bei +5 °C bis +30°C lagern.

Haltbarkeit

Auramin O (C.I. 41000) - fur die Mikroskopie kann bis zum angegebenen Verfalls-
datum verwendet werden.

Nach dem ersten Offnen der Flasche bei +5 °C bis +30 °C aufbewahrt bis zum
Verfallsdatum verwendbar.

Die Flaschen sind stets gut geschlossen zu halten.

Gebrauchshinweise

Nur fiir professionelle Anwendung.

Um Fehler zu vermeiden, ist die Anwendung von Fachpersonal durchzufiihren.
Nationale Richtlinien fir Arbeitssicherheit und Qualitatssicherung sind zu befolgen.
Entsprechend dem Standard ausgestattete Mikroskope sind zu verwenden.

Bei Bedarf ist eine dem Laborstandard und den Anforderungen entsprechende
Zentrifuge zu verwenden.

Infektionsschutz

Auf wirksamen Infektionsschutz entsprechend der Laborrichtlinien ist unbedingt
zu achten.

Entsorgungshinweise

Die Packung ist entsprechend der gultigen Entsorgungsrichtlinien zu entsorgen.
Gebrauchte Lésungen und Lésungen mit abgelaufener Haltbarkeit sind als
gefahrlicher Abfall zu entsorgen, dabei ist den lokalen Entsorgungsrichtlinien zu
folgen. Hinweise zur Entsorgung kénnen unter dem Quick Link ,Entsorgungshin-
weise fur 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 Verordnung (EG), Nr. 1907/2006.

Hilfsreagenzien

Art. 100206 Phenol 2509, 1kg
zur Analyse ACS,Reag. Ph Eur

Art. 100327 Salzsaure-Alkohol 11,51
fur die Mikroskopie

Art. 100579 DPX Neu 500 ml
wasserfreies Eindeckmittel
fur die Mikroskopie

Art. 101287 Lofflers Methylenblauldsung 100 ml, 500 ml,

fur die Mikroskopie 251

Art. 104699 Immersionsol 100-ml-Tropf-
fur die Mikroskopie flasche, 100 ml,
500 ml
Art. 105082 Kaliumpermanganat 250 g, 1 kg

zur Analyse EMSURE® ACS,Reag. Ph Eur

Art. 107960 Entellan® 500 ml
Schnelleindeckmittel
fur die Mikroskopie

Art. 107961 Entellan® Neu 100 ml, 500 ml,
Schnelleindeckmittel 11
fur die Mikroskopie

Art. 108000 Sputofluol®
fur die Mikrobiologie und Mikroskopie 11

Art. 108298 Xylol (Isomerengemisch) 41
fur die Histologie

Art. 109016 Neo-Mount®
wasserfreies Eindeckmittel
fur die Mikroskopie

Art. 109843 Neo-Clear® (Xylol-Ersatz) 51
fur die Mikroskopie

100-ml-Tropf-
flasche, 500 ml

Gefahrstoffeinstufung
Art. 1.01301.0050

Die Gefahrstoffeinstufung auf dem Etikett und die Angaben im Sicherheitsdaten-
blatt beachten.
Das Sicherheitsdatenblatt ist erhéltlich im Internet und auf Anfrage.

Hauptbestandteile des Produkts
Art. 1.01301.0050

C.l. 41000

C,,H,CIN,

M = 303,84 g/mol
Trocknungsverlust <5%



Weitere IVD-Produkte

Art. 105174 Hamatoxylin-Lésung modifiziert nach Gill 11l 500ml, 11,2,51
fur die Mikroskopie
Art. 109093 Tb-Fluor 6x 500 ml

Farbeset fir die fluorenszenzmikroskopische
Untersuchung von Mycobakterien

Art. 109204 Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulésung 100 ml, 500 ml,
fur die Mikroskopie 11,251

Art. 109844 Eosin G-Loésung 0,5% wassrig 11,251
fur die Mikroskopie

Art. 111609 Histosec® Pastillen 1 kg, 10 kg (4x
Erstarrungspunkt 56-58°C 2,5kg), 25 kg
Einbettungsmittel fir die Histologie

Art. 111885 Gram-color 1 set
Férbeset fir die Gram-Féarbung

Art. 115161 Histosec® Pastillen (ohne DMSO) 10 kg (4x 2,5 kg),
Erstarrungspunkt 56-58°C 25 kg
Einbettungsmittel fir die Histologie

Art. 116450 Tb-color Farbeset 1 set

fur die mikroskopische Untersuchung von
Mykobakterien mittels Kaltfarbung
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