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Microscopy

Loffler’'s methylene blue
solution

for microscopy

For professional use only
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Intended purpose

This “Loffler's methylene blue solution - for microscopy” is used for hu-
man-medical cell diagnosis and serves the purpose of the bacteriological
and histological investigation of sample material of human origin. It is a
ready-to-use staining solution that when used together with other in vitro
diagnostic products from our portfolio makes target structures evaluable for
diagnostic purposes (acid-fast bacteria (AFB)) by fixing, staining, counter-
staining, mounting in bacteriological and histological specimen materials,
for example smears of enriched bacterial cultures or histological sections of
e.g. the lung.

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 cell wall of acid-fast bacteria has a high proportion of wax and lipids
and hence absorbs dyes only very slowly. The most efficient staining meth-
od is the hot staining according to Ziehl-Neelsen. In this method, carbol-
fuchsin solution is applied to the specimen and heated. This heating process
accelerates the rate at which the fuchsin dye is absorbed and thus also that
of the formation of the mycolate-fuchsin complex in the cell wall.

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, and are stained red in the microscopic visualization. Correspondingly,
all non-acid-fast microorganisms are counterstained with an appropriate
dye. In this instruction for use methylene blue is used for counterstaining.
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, paraffin embedded tissue (3 - 4 um thick paraffin
sections)

Reagents

Cat. No. 1.01287
Loffler’'s methylene blue solution
for microscopy

100 ml, 500 ml, 2.5 1

Also required:

Cat. No. 1.09215 Ziehl-Neelsen carbolfuchsin solution 100 ml, 500 ml,
for microscopy 2.51

Cat. No. 1.08512 AFB-Color carbol fuchsin solution 500 ml, 2.51
for the microscopic investigation of
acid-fast bacteria (AFB) (cold staining)

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

Cat. No. 1.08000 Sputofluol™ 11

for microscopy

www.sigmaaldrich.com

Alternatively:

Instead of the combination of single reagents, the staining kit
1.00497.0001 can be used for smears:

Cat. No. 1.00497.0001

AFB-Color modified 1 set
Staining kit for the detection of acid-fast bacteria (AFB) by

hot staining method

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 acid-fast bacteria 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

Punctates, lavages, sediments

After appropriate enrichment measures, smear sample material on the slide
and allow to air-dry.

Histological sections

Loffler’s methylene blue solution should be used to stain histological sec-
tions. Compact tissue has the tendency to overstain; for such tissues a
dilution of Loffler's methylene blue solution is recommended (dilution: 1:10
(149) with distilled water).

Deparaffinize sections in the conventional manner and rehydrate in a de-
scending alcohol series. Pretreatment with Sputofluol™ is not necessary for
specimens fixed with formalin.

Fixation smear samples

Specimens are fixed over a Bunsen burner flame (2 - 3 times, taking care
to avoid excessive heating).

The specimens can also be fixed by heating at 100 - 110 °C in a drying
cabinet or on a heating plate for 20 min.

Excessive temperatures or prolonged heating may involve a deterioration of
the staining performance.

Reagent preparation

The Loffler’s methylene blue solution - for microscopy used for staining
smears is ready-to-use, dilution of the solution is not necessary and merely
produces a deterioration of the staining result and the stability.

For histological sections, a a dilution of Loéffler's methylene blue solution is
recommended (1+9 with distilled water).

Procedure
Staini f |

Staining on the staining rack
The stated times should be adhered to in order to guarantee an optimal



staining result.

Slide with fixed smear

Ziehl-Neelsen carbol- cover completely, stain for
fuchsin solution carefully heat three times from 5 min in
below with the Bunsen burner total

until steam forms

Do not allow the staining solution
to boil!

Tap water rinse until no further clouds of

dye are produced
Hydrochloric acid in cover completely and leave to 15-30
ethanol react sec*
Tap water rinse immediately
Loffler's methylene blue | counterstaining, cover complete- 30 sec**
solution ly and leave to react
Tap water rinse carefully

Air-dry (e. g. over night or at 50°C in the drying cabinet)

* depending on thickness of specimen

**or 1 min with diluted Loffler's methylene blue solution
(dilution: 1:10 (1+9) with dist. water)

Covering with non-aqueous mounting media (e. g. Neo-Mount™, Entellan™,
DPX new, or Entellan™ new) and a cover glass is recommended for the
storage of bacteriological specimens 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 in the staining cell

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

The slides must be immersed and moved briefly about in the solutions,
simple immersion alone yields inadequate staining results.

The slides should be allowed to drip off well after the individual staining steps
as a measure to avoid any unnecessary cross-contamination of solutions.

Slide with histological tissue

AFB-Color carbol fuchsin solution 30 min
Running tap water 45 sec
Hydrochloric acid in ethanol 15 sec
Running tap water 15 sec
Lofflers methylene blue solution* 5 min
Wash with tap water 10 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.

* For the counterstaining of histological specimens a dilution of Léffler’s
methylene blue solution is recommended (dilution: 1:10 (1+9) with dis-
tilled water). This working solution can be used for up to 2 weeks.

Result

Acid-fast bacteria red
Background blue
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.

Trouble-shooting
Fixation 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.

Technical notes

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

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

“Loffler’s methylene blue solution” stains and thereby visualizes biological
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 pro-
duction batch. The successful participation in international interlaboratory
tests on a regular basis provide an additional and unaffiliated confirmation
of analytical specificity.

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

Bacteriological

staining

Acid fast bacteria 20/20 20/20 7/7 7/7
Background 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7]7 7]7
multocida

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.

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

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 should be conducted with each application in order to
avoid an incorrect result.

Storage

Store the Loéffler's methylene blue solution - for microscopy at +15 °C to
+25°C.

Shelf-life

The Loffler’s methylene blue solution - for microscopy can be used until the
stated expiry date.

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

The bottles must be kept tightly closed at all times.

Capacity
approx. 250 stainings / 500 ml

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. 1.00497 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. 1.04699 Immersion oil 100-ml drop-

for microscopy ping bottle,
100 ml, 500 ml

Cat. No. 1.07960 Entellan™ 500 ml
rapid mounting medium
for microscopy

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

Cat. No. 1.08000 Sputofluol™ 11
for microscopy

Cat. No. 1.08298 Xylene (isomeric mixture) 41
for histology

Cat. No. 1.08512 AFB-Color carbol fuchsin solution 500 ml, 2.5 1
for the microscopic investigation of
acid-fast bacteria (AFB) (cold staining)

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

Cat. No. 1.09215 Ziehl-Neelsen carbolfuchsin solution 100 ml, 500 ml,
for microscopy 2,51

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

for microscopy

Hazard classification
Cat. No. 1.01287

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 product
Cat. No. 1.01287

C.I. 52015 4.2 g/l
C,H,OH 190 g/I
pH 8.0 - 8.6
11 = 0.97 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

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
Grof3, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon
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Mikroskopie

Lofflers Methylenblaulosung
flr die Mikroskopie

Nur fiir professionelle Anwendung

|VD In vitro Diagnostikum c €

Zweckbestimmung

Die vorliegende ,Lofflers Methylenblaulésung - fur die Mikroskopie" wird fir
die human-medizinische Zelldiagnostik verwendet und dient der bakteriolo-
gischen und histologischen Untersuchung von Proben humanen Ursprungs.
Es handelt sich um eine gebrauchsfertige Farbelésung, welche zusammen
mit anderen In vitro Diagnostika aus unserem Portfolio Zielstrukturen (sau-
refeste Stabchenbakterien (AFB)) mittels Fixieren, Anfarben, Gegenfarben,
Eindecken in bakteriologischem und histologischem Untersuchungsgut, wie
z.B. Ausstrichen von Anreicherungs-Bakterienkulturen oder histologischen
Schnitten von z.B. Lunge, fiir die Diagnostik auswertbar macht.

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

Saurefeste Stabchenbakterien haben einen hohen Wachs- und Lipidanteil
in der Zellwand und nehmen daher Farbstoffe nur sehr langsam auf. Die
effizienteste Farbemethode ist daher die HeiBfarbung nach Ziehl-Neelsen.
Dabei wird eine Karbolfuchsinlésung auf das Praparat aufgebracht und bis
zur Dampfbildung erhitzt. Dieses Erhitzen beschleunigt die Aufnahme des
Fuchsin-Farbstoffs und damit die Bildung des Mykolat-Fuchsin-Komplexes in
der Zellwand.

Haben die sdurefeste Stabchenbakterien den Fuchsin-Farbstoff aufgenom-
men, ist ein Entfarben auch bei intensiver Behandlung mit Entférbelésung,
wie z.B. Salzsaure-Alkohol, praktisch unmdoglich. Saurefeste Stabchenbak-
terien werden deshalb als férberisch sédure- und alkoholfest bezeichnet und
erscheinen im mikroskopischen Préparat rot geféarbt. Alle nicht-sdurefesten
Mikroorgansimen, werden entsprechend des Farbstoffs der Gegenfarbung
angefarbt. In der vorliegenden Gebrauchsanweisung wird entsprechend mit
Methylenblau gegengefarbt.

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), Spilflissigkeiten, Imprinte, Erglisse, Eiter, Exsudate,
flussige und feste Kulturen

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

Reagenzien

Art. 1.01287
Lofflers Methylenblauldsung
fur die Mikroskopie

100 ml, 500 ml, 2,51

Zusadtzlich erforderlich:

Art. 1.09215 Ziehl-Neelsens Karbolfuchsinldsung 100 ml, 500 ml,
fur die Mikroskopie 2,51

Art. 1.08512 AFB-Color Karbolfuchsinlésung 500 ml, 2,51
fir die mikroskopische Untersuchung von
saurefesten Stabchenbakterien (AFB) mittels
Kaltféarbung

Art. 1.00327 Salzsaure-Alkohol 11,51
fur die Mikroskopie

Art. 1.08000 Sputofluol™ fir 11
die Mikroskopie

DE

www.sigmaaldrich.com

Alternativ:

Anstatt der Kombination von Einzelreagenzien kann das Farbeset
1.00497.0001 fur Ausstriche verwendet werden:

Art. 1.00497.0001

AFB-Color modifiziert 1 set
Farbekit fir den Nachweis von sdurefesten Stabchenbakterien (AFB)
mittels HeiBfarbung

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 dazugehéri-
gen Gebrauchsanweisungen zu beachten.

Sputum

Zur Freisetzung der saurefeste Stabchenbakterien aus Schleim und Zellver-
banden, sollte Sputum mit Sputofluol™ vorbehandelt werden. Der aktive
Wirkstoff Hypochlorit 16st dabei das organische Material oxidativ auf und
setzt die saurefeste Stabchenbakterien 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™-Lésung (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 Objekttrédger aus-
streichen und lufttrocknen lassen.

Histologische Schnitte

Lofflers Methylenblaulésung sollte flr die Farbung histologischer Schnitte
verwendet werden. Kompaktes Gewebe neigt zu Uberfarbung, eine Verdiin-
nung der Lofflers Methylenblaulésung wird empfohlen (Verdiinnung: 1:10
(14+9) mit Aqua dest.).

Schnitte in gewohnter Weise entparaffinieren und in absteigender Alkohol-
reihe rehydratisieren. Bei formalinfixierten Proben entfallt die Sputofluol™-
Vorbehandlung.

Fixierung der Ausstrichpraparate

Die Fixierung wird Uber 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 von Ausstrichen verwendete Lofflers Methylenblaulésung -
fur die Mikroskopie ist gebrauchsfertig, das Verdiinnen der Losung ist nicht
notwendig, das Verdliinnen der Ldsung ist nicht notwendig, mindert das
Farbeergebnis und die Haltbarkeit.

Fir histologische Schnitte wird eine Verdiinnung der Léfflers Methylen-
blaulésung von 14+9 mit Aqua dest. empfohlen.



Durchfiihrung
Farbung von A richpraparaten

Farbung auf der Farbebank

Fur ein optimales Farbeergebnis sollten die angegebenen Zeiten eingehalten
werden.

Objekttrager mit fixiertem Ausstrich

Ziehl-Neelsen vollstandig bedecken, insgesamt
Karbolfuchsinldésung | vorsichtig mit dem Bunsenbrenner 5 min far-
3 x von unten bis zur Dampfbildung ben
erhitzen
Die Farbeldsung darf nicht kochen!
Leitungswasser spulen bis keine Farbwolken mehr
abgehen
Salzséure-Alkohol vollsténdig bedecken und einwirken 15-30
lassen sec*
Leitungswasser unverziglich spulen
Lofflers Methylen- Gegenfarbung, vollsténdig bedecken 30 sec**
blaulésung und einwirken lassen
Leitungswasser sorgfaltig spilen

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

* in Abhéngigkeit von der Dicke des Materials

**oder 1 min mit verdinnter Lofflers Methylenblauldsung
(Verdinnung: 1:10 (149) mit Aqua dest.)

Fir die Lagerung von bakteriologischen Praparaten liber mehrere Monate,
wird das Eindecken mit nicht-wassrigen Eindeckmitteln (z. B. Neo-Mount™,
Entellan™, DPX Neu oder Entellan™ Neu) und Deckglas empfohlen. Die
geférbten Praparate missen dafiir sehr gut getrocknet werden.

Fir die Analyse von gefarbten Praparaten mit einer mikroskopischen Ver-
groBerung >40x wird die Verwendung von Immersionsdl empfohlen.

Farbung von hi logischen Prapar n

Farbung in der Farbekiivette

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

Die Objekttrager mussen in die Losungen eingetaucht und kurz bewegt
werden, einfaches Hineinstellen ergibt ungenliigende Farbeergebnisse.

Die Objekttrager sollten nach den einzelnen Farbeschritten gut abtropfen, so
kann eine unnotige Verschleppung von Lésungen vermieden werden.

Objekttrager mit histologischem Gewebe

AFB-Color Karbolfuchsinlésung 30 min
FlieBendes Leitungswasser 45 sec
Salzsdure-Alkohol 15 sec
FlieBendes Leitungswasser 15 sec
Lofflers Methylenblaulésung* 5 min
Waschen mit Leitungswasser 10 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
Xylol oder Neo-Clear™ 5 min
Xylol oder Neo-Clear™ 5 min

Eindecken der Neo-Clear™-feuchten Praparate mit Neo-Mount™ oder der
Xylol-feuchten Prdparate mit z. B. Entellan™ Neu und Deckglas.

* Fir die Gegenfarbung histologischer Praparate wird eine Verdiinnung der
Lofflers Methylenblauldsung empfohlen (Verdinnung: 1:10 (1+9) mit
Aqua dest.). Diese Arbeitsldsung ist bis zu 2 Wochen verwendbar.

Ergebnis

saurefeste Stabchenbakterien rot
Hintergrund blau
Auswertung

Ein positiver Befund bedeutet ,sdurefeste Stabchenbakterien vorhanden®,
und ein negativer Befund bedeutet ,saurefeste Stabchenbakterien nicht
vorhanden®. Aufgrund eines positiven Ergebnisses ist eine taxonomische
Klassifizierung mittels Mikroskopie nicht moglich. Werden saurefesten Stab-
chenbakterien gefunden, miissen weitere Untersuchungen in Speziallabors
durchgefihrt werden.

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

DE
Fehlerfindung

Fixierung der Ausstrichpraparate

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

Keine Farbung von saurefesten Stabchenbakterien

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

Technische Hinweise

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

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

Uberschiissiges Immersionsél ist vor dem Archivieren zu entfernen.

Analytische Leistung

Die vorliegende , Lofflers Methylenblauldsung®™ farbt und visualisiert dadurch
biologische Strukturen, wie in den Kapiteln ,Ergebnis" dieser Gebrauchs-
anweisung beschrieben. Die Anwendung des Produkts ist hierbei nur von
autorisierten und qualifizierten Personen durchzufiihren, dies umfasst, unter
anderem, die Proben- und Reagenzvorbereitung, Probenbehandlung, Histo-
prozessing, die Entscheidung liber geeignete Kontrollen und mehr.

Die analytische Leistung des Produkts wird durch die Testung jeder Produk-
tionscharge sichergestellt. Dazu belegen die erfolgreichen Teilnahmen an
internationalen Ringversuchen die analytische Spezifitat regelmaBig.

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

Inter-assay | Inter-assay | Intra-assay | Intra-assay
Spezifitat Sensitivitat | Spezifitat Sensitivitat
Bakteriologische
Farbung
saurefeste Stab- 20/20 20/20 7]/7 7/7
chenbakterien
Hintergrund 20/20 20/20 7]/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 717
multocida

Analytische Leistungsparameter

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

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

Diagnostik

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

Diese Methode ist ergénzend in der Humandiagnostik anzuwenden.
Weiterflihrende Tests sind nach anerkannten Methoden auszuwéahlen und
durchzufiihren.

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

Lagerung

Lofflers Methylenblaulésung - flr die Mikroskopie bei +15 °C bis +25°C
lagern.

Haltbarkeit

Lofflers Methylenblauldsung - flr die Mikroskopie kann bis zum angegebe-
nen Verfallsdatum verwendet werden.

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

Die Flaschen sind stets gut geschlossen zu halten.

Kapazitat
etwa 250 Farbungen / 500 ml

Gebrauchshinweise

Nur fiir professionelle Anwendung.

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

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 entspre-
chende Zentrifuge zu verwenden.

Infektionsschutz

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



Entsorgungshinweise

Die Packung ist entsprechend der giiltigen Entsorgungsrichtlinien zu entsorgen.
Gebrauchte Lésungen und Lésungen mit abgelaufener Haltbarkeit sind als
gefahrlicher Abfall zu entsorgen, dabei ist den lokalen Entsorgungsricht-
linien zu folgen. Hinweise zur Entsorgung kdnnen 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 Salzsaure-Alkohol 11,51
fir die Mikroskopie

Art. 1.00497 AFB-Color modifiziert 1 set

Farbekit fir den Nachweis von sdurefesten
Stabchenbakterien (AFB) mittels
HeiBférbung

Art. 1.00579 DPX Neu 500 ml
wasserfreies Eindeckmittel
fur die Mikroskopie

Art. 1.04699 Immersionsdl 100-ml-Tropf-
fur die Mikroskopie flasche, 100 ml,
500 ml
Art. 1.07960 Entellan™ 500 ml
Schnelleindeckmittel
fur die Mikroskopie
Art. 1.07961 Entellan™ Neu 100 ml, 500 ml,

Schnelleindeckmittel 11
fur die Mikroskopie

Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
fur die Mikroskopie

Art. 1.08298 Xylol (Isomerengemisch) 41
fur die Histologie

Art. 1.08512 AFB-Color Karbolfuchsinlésung
fur die mikroskopische Untersuchung von
saurefesten Stabchenbakterien (AFB) mittels
Kaltfarbung

Art. 1.09016 Neo-Mount™
wasserfreies Eindeckmittel
fur die Mikroskopie

500 ml, 2,51

100-ml-Tropf-
flasche, 500 ml

Art. 1.09215 Ziehl-Neelsens Karbolfuchsinldsung 100 ml, 500 ml,
fir die Mikroskopie 2,51
Art. 1.09843 Neo-Clear™ (Xylol-Ersatz) 51

fir die Mikroskopie

Gefahrstoffeinstufung
Art. 1.01287

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

Hauptbestandteile des Produkts

Art. 1.01287
C.I. 52015 4,2 g/l
C,H,OH 190 g/I
pH 8,0-8,6
11 = 0,97 kg

Allgemeiner Hinweis

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

Literatur

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Flissigkeit und Dampf entziindbar.

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

The life science business of Merck operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All Rights Reserved. Merck and
Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany. All other trademarks are the property
of their respective owners. Detailed information on trademarks is available via publicly available resources.

DE
P233: Behalter dicht verschlossen halten.

P240: Behalter und zu beflllende Anlage erden.

P241: Explosionsgeschitzte elektrische/ Liftungs-/ Beleuchtungsgerate
verwenden.

P242: Funkenarmes Werkzeug verwenden.
P243: MaBnahmen gegen elektrostatische Entladungen treffen.

Revisionshistorie
Version Modifikationsanmerkung
2024-Jul-01 Erste Version mit der Einfliihrung der Revisionshistorie

2024-Jul-01 V.2 | Keine Anderung der Ubersetzung in Deutsch

[1i] ol REF| [LoT

Gebrauchsanweisung Hersteller Katalognummer Chargen-
beachten code

JAN % A

Achtung, Begleitdoku- Verwendbar bis Temperatur-
mentation beachten J333-MM-TT begrenzung

Status: 2024-Jul-01 V.2

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

MERRCK



Sigma-Aldrich.

1012870100 [REF
{12860 L
1.01287.2500

Microscopie

Bleu de méthyléne en solution
selon Loffler

pour la microscopie

Réservé a une utilisation professionnelle

|VD Dispositif médical de diagnostic in vitro c €

Objectif prévu

Le présent « Bleu de méthyléne en solution selon Loffler - pour la micros-
copie » est utilisé pour le diagnostic cellulaire dans la médecine humaine

et sert a I'examen bactériologique et histologique d’échantillons d’origine

humaine. C’est une solution de coloration préte a I'emploi qui est utilisée

conjointement avec d’autres diagnostics in vitro de notre portefeuille pour
rendre des structures cibles analysables pour le diagnostic (bactéries aci-

do-résistantes (AFB)) par fixation, coloration, contre-coloration, montage

dans des épreuves bactériologiques et histologiques, telles que les frottis

de cultures bactériennes d’enrichissement ou les coupes histologiques de

poumon, p.ex.

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

Les bactéries acido-résistantes ont un taux élevé de cire et lipide dans la
paroi cellulaire, elles n‘absorbent donc les colorants que tres lentement. De
ce fait, la méthode de coloration la plus efficace est la coloration a chaud de
Ziehl-Neelsen. On applique pour cela une solution de carbolfuchsine (fuch-
sine phéniquée) sur la préparation que I'on chauffe jusqu’a formation de
vapeur. Ce réchauffement accélére I'absorption du colorant de la fuchsine
et, de ce fait, la formation du complexe mycolate-fuchsine dans la paroi
cellulaire.

Une fois que les bactéries acido-résistantes ont absorbé le colorant, elles le
conservent et n’en rendent qu’une infime quantité, méme lors d’un traite-
ment avec des solutions de décoloration comme par ex. de I’éthanol conte-
nant de l'acide chlorhydrique. On dit alors des bactéries acido-résistantes
gu’elles présentent une acido-alcoolo-résistance tinctoriale. Elles prennent
une coloration rouge dans la préparation microscopique tandis que tous les
micro-organismes non acido-résistants prennent la coloration contraire.
Dans le présent consigne d’utilisation la contre-coloration est effectuée au
bleu de méthyléne.

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

Matériel d’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 fixé a la formaline et inclus en paraffine (coupes en paraf-
fine de 3 - 4 um d’épaisseur)

Réactifs

Art. 1.01287
Bleu de méthyléne en solution selon Loffler
pour la microscopie

100 ml, 500 ml, 2,5 |

Nécessaire en plus :

Art. 1.09215 Fuchsine phéniquée en solution 100 ml, 500 ml,
pour la microscopie 2,51

Art. 1.08512 AFB-Color solution de carbolfuchsine 500 ml, 2,51
pour l'analyse microscopique de bactéries
acido-résistantes (AFB) par coloration a froid

Art. 1.00327 Acide chlorhydrique alcoolique 11,51
pour la microscopie

Art. 1.08000 Sputofluol™ pour 11

la microscopie
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En alternative :

Le kit de coloration 1.00497.0001 peut étre utilisé a la place de la combi-
naison des réactifs individuelles pour les frottis :

Art. 1.00497.0001

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

Préparation des échantillons

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

Utiliser des instruments appropriés pour le prélevement 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-résistantes 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 I'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 l'air.

Coupes histologiques

Bleu de méthyléne en solution selon Loffler devrait étre utilisé pour la colo-
ration de coupes histologiques. Notamment le tissu compact a tendance

a prendre une coloration trop intense, nous conseillons une dilution de la
solution au bleu de méthyléne selon Loffler (dilution : 1:10 (1+49) a I'eau
distillée).

Déparaffiner les coupes de la maniére habituelle et les réhydrater par une
série d’alcools a concentration décroissante. Le traitement préliminaire avec
Sputofluol™ est superflu pour les échantillons fixés au formol.

Fixation des préparations de frottis

La fixation s’effectue sur la flamme d’un bec Bunsen (2 a 3 fois en évitant

une trop grande chaleur).

Le matériel peut également étre fixé en le mettant pour 20 minutes a 100 -

110 °C dans une armoire de séchage ou sur une plaque chauffante.

Si les températures sont trop élevées ou si le chauffage se prolonge, il faut
s‘attendre a une altération de la faculté de coloration.

Préparation du réactif

Bleu de méthyléne en solution selon Loffler - pour la microscopie utilisé
pour colorer de frottis est préte a I'emploi ; il nest pas nécessaire de diluer
la solution étant donné que cela réduit le résultat de coloration et la stabi-
lité.

Pour les coupes histologiques, une dilution de 1+9 a I'eau distillée de la
solution au bleu de méthyléne selon Loffler est recommandée.

Mode opératoire
Coloration des préparations de frottis

Coloration sur le banc de coloration

Pour obtenir un résultat de coloration optimal, il convient de respecter les
durées indiquées.



Porte-objet avec frottis fixé

Fuchsin phéniquée recouvrir completement, colorer
en solution selon chauffer avec précaution au bec 5 minutes
Ziehl-Neelsen Bunsen 3 x par le bas jusqu’a la au total

formation de vapeur

La solution de coloration ne doit pas
étre portée a ébullition!

Eau du robinet rincer jusqu’a ne plus voir aucun

nuage de couleur

Acide chlorhydrique | recouvrir complétement et laisser 15 - 30
alcoolique agir secondes*

Eau du robinet rincer immédiatement

contre-coloration, recouvrir compleé- 30
tement et laisser agir secondes**

Bleu de méthyléne
en solution selon
Loffler

Eau du robinet rincer soigneusement

Sécher a I'air (p. ex. pendant toute une nuit, ou a 50 °C dans I'armoire
de séchage)

* dépend de I'épaisseur du matériel

**ou 1 minute avec du Bleu de méthyléene en solution selon Loffler dilué
(dilution : 1:10 (1+9) a l'eau distillée)

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

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

Coloration des préparations histologiques

Coloration dans la cuve de coloration

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

1l est nécessaire de plonger et de déplacer a court les lames porte-objets
dans les solutions ; une simple introduction donne des résultats de coloration
insuffisants.

Les lames porte-objets doivent étre égouttées conformément aux procédures
de coloration pour éviter tout transfert non nécessaire des solutions.

Porte-objet avec tissu histologique

AFB-Color solution de carbolfuchsine 30 minutes

Eau du robinet courante 45 secondes

Acide chlorhydrique alcoolique 15 secondes

Eau du robinet courante 15 secondes

Solution de bleu de méthyléne* 5 minutes

Laver a I'eau du robinet courante 10 secondes

Ethanol 70 % 1 minute
Ethanol 70 % 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.

*Pour la contre-coloration de préparations histologiques, nous conseillons
une dilution de la solution au bleu de méthyléne selon Loffler (dilution :
1:10 (1+49) a I'eau distillée). Cette solution de travail peut étre utilisée
pendant 2 semaines.

Résultat

Bactéries acido-résistantes rouge
Fond bleu
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.
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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.

Remarques techniques

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

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

« Bleu de méthyléne en solution selon Loffler » colore et permet donc la
visualisation de structures biologiques, comme décrit dans le chapitre «
Résultat » de ce mode d'‘emploi. Ce produit ne doit étre utilisé que par des
personnes agréées et qualifiées, ce qui englobe notamment la préparation
des échantillons et des réactifs, la manipulation des échantillons, le trai-
tement histologique (histoprocessing), la prise de décisions en matiere de
contrdles appropriés et autres.

La performance analytique du produit est confirmée via I'analyse de chaque
lot de production. La participation réussie a des tests interlaboratoires inter-
nationaux réguliers est une confirmation supplémentaire et indépendante
de la spécificité analytique.

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

Spécificité | Spécificité | Spécificité | Spécificité
inter-essai | inter-essai | intra-essai | intra-essai
Coloration
bactériologique
Bactéries acido- 20/20 20/20 7/7 7/7
résistantes
Fond 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida
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.

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

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 recon-
nues.

Chaque étape doit étre effectuée sous controle, afin d’exclure toute possibi-
lité de résultat erroné.

Stockage

Stocker le Bleu de méthyléne en solution selon L6ffler - pour la microscopie
entre +15°C et +25°C.

Stabilité

Le Bleu de méthyléne en solution selon Loffler - pour la microscopie peut
étre utilisé jusqu’a la date de péremption indiqué.

Aprés la premiére ouverture du flacon, conserver entre +15 °C et +25 °C
et utiliser jusqu’a la date de péremption.

Tenir les flacons toujours bien fermés.

Capacité
env. 250 colorations / 500 ml

Remarques sur l'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.

Réactifs auxiliaires

Art. 1.00327 Acide chlorhydrique alcoolique 11,51
pour la microscopie
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. 1.04699 Huile pour immersions flacon compte-

pour la microscopie gouttes de 100 m,
100 ml, 500 ml
Art. 1.07960 Entellan™ 500 ml
produit de montage rapide
pour la microscopie
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) 41
pour I'histologie
Art. 1.08512 AFB-Color solution de carbolfuchsine 500 ml, 2,5 |

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

Art. 1.09016 Neo-Mount™ flacon compte-

agent de montage anhydre gouttes de 100 ml,
pour la microscopie 500 ml

Art. 1.09215 Fuchsine phéniquée en solution selon 100 ml, 500 ml,
Ziehl-Neelsen pour la microscopie 2,51

Art. 1.09843 Neo-Clear™ (remplagant du xylene) 51

pour la microscopie

Classification des matiéres dangereuses
Art. 1.01287

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 du produit

Art. 1.01287
C.I. 52015 4,2 g/l
C,H,OH 190 g/I
pH 8,0 -8,6
11 = 0,97 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

Aux Etats-Unis et au Canada, I'activité Life Science de Merck opére sous le nom de
MilliporeSigma.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne et/ou ses sociétés affiliées. Tous droits réservés. Merck et
Sigma-Aldrich sont des marques de Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne. Toutes les autres marques citées
appartiennent a leurs proprietaires respectifs.

Des informations détaillées sur les marques sont disponibles via des ressources accessibles au public.
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H226 : Liquide et vapeurs inflammables.

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.

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

P241 : Utiliser du matériel électrique/ de ventilation/ d’éclairage antidéfla-
grant.

P242 : Utiliser des outils ne produisant pas d’étincelles.

P243 : Prendre des mesures de précaution contre les décharges électrosta-
tiques.

Historique des révisions

Version Commentaire concernant les modification

2024-Jul-01 Version initiale avec l'introduction de I'historique des

révisions

2024-Jul-01 V.2 | Pas de changement dans la traduction en frangais

Respectez les Fabricant N° catalogue Code de lot
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sation
e
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Microscopia

Azul de metileno en solucion
segun Loffler
para microscopia

Solamente para uso profesional

|VD Producto sanitario para diagndstico in vitro c €

Finalidad prevista

El presente “Azul de metileno en solucion segun Loffler - para microscopia”
es utilizado para el diagnodstico celular en la medicina humana, se emplea
en el examen bacterioldgico e histolégico de muestras de origen huma-
no. Se trata de una solucion de tincidn lista para el uso que, junto con
otros materiales de diagndstico in vitro pertenecientes a nuestra cartera,
hace evaluables determinadas para el diagndstico estructuras de destino
bacterianas (bacilos acidorresistentes (AFB)) mediante fijacion, tincién,
contratincion, montaje en material de examen bacterioldgico e histoldgico,
como pueden ser frotis de cultivos bacterianos de enriquecimiento o cortes
histoldgicos p.ej. del pulmon.

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

Los bacilos acidorresistentes presentan una elevada proporcion de cera y
lipidos en la pared celular, por lo que absorben los colorantes sélo de forma
muy lenta. Por consiguiente, el método mas eficaz de tincion es la tincién
en caliente seglin Ziehl-Neelsen. Este procedimiento consiste en aplicar al
preparado una solucién de carbolfucsina (fucsina fenicada) y calentarlo has-
ta que se forme vapor. Este calentamiento acelera la absorcién del colorante
de fucsina y al mismo tiempo la formacién del complejo micolato-fucsina en
la pared celular.

Una vez los bacilos acidorresistentes han absorbido el colorante, a penas

lo ceden de nuevo a pesar de tratamiento intensivo con solucion decolo-
rante, como p.ej. acido clorhidrico-alcohol. Los bacilos acidorresistentes
son por ello denominados como de tincién sélida frente acidos y alcohol y
aparecen en el preparado microscépico tefiidas de rojo, mientras que todos
los microorganismos no resistentes a los acidos se tifien de acuerdo con

la contratincion. En el presente instruccion de empleo se contratifie de la
forma correspondiente con azul de metileno.

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 fijado en formalina e incluido en parafina (cortes de parafi-
na de 3 - 4 pm de espesor)

Reactivos

Art. 1.01287

Azul de metileno en solucidn seguin Loffler
para microscopia

100 ml, 500 ml, 2,5 |

Necesario ademas:
Art. 1.09215 Fucsina fenicada en solucion 100 ml, 500 ml,

segun Ziehl-Neelsen 2,51
para microscopia

Art. 1.08512 AFB-Color carbolfucsina en solucién 500 ml, 2,51
para examen microscopico de bacilos
acidorresistentes (AFB) (tincion en frio)

Art. 1.00327 Acido clorhidrico-alcohol 11,51
para microscopia

Art. 1.08000 Sputofluol™ 11

para microscopia

ES

www.sigmaaldrich.com

Alternativamente:

En lugar de la combinacién de los reactivos sueltos puede utilizarse también
el kit de tincion 1.00497.0001 para frotis:

Art. 1.00497.0001

AFB-Color modificado 1 set
Kit de tincidn para la identificacion de bacilos acidorresistentes (AFB)
mediante tincidén en caliente

Preparacion des 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 los bacilos acidorresistentes con suavidad.

Preparacién del reactivo: Preparacion de la solucién de Sputofluol™ 15 %

Para preparar aprox. 100 ml de soluciéon 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

Azul de metileno en solucidn seguin Loffler debe emplearse para la tincion
de cortes histologicos. El tejido compacto tiende a la sobretincién, por

lo que se recomienda una dilucién de la solucidén de azul de metileno de
Loffler(dilucion: 1:10 (1+9) con agua destilada).

Desparafinar de forma habitual los cortes y rehidratar en serie descendente
de alcohol. Para pruebas fijadas con formalina se suprime el tratamiento
previo con Sputofluol™.

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 tincion.

Preparacion del reactivo

El Azul de metileno en solucién segun Loffler - para microscopia utilizado
para los procesos de tincion de frotis esta listo para el uso, la dilucion de la
solucién no es necesaria y empeora el resultado de la tincion asi como la
estabilidad.

Para los cortes histolégicos se recomienda una dilucién de la solucién de
azul de metileno de Loffler de 1+9 con agua destilada.

Técnica
Tincién d jos de froti

Tincién en el banco de tincion

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



Portaobjetos con frotis fijado

Fucsina fenicada cubrir completamente, tedir
en solucién segun calentar 3 veces con cuidado por durante
Ziehl-Neelsen abajo sirviéndose del mechero de 5 minutos
Bunsen hasta que se produzca vapor en total
iLa solucién de tincién no debe
hervir!

Agua corriente enjuagar hasta que ya no se des-

prendan nubes de color

Acido clorhidrico- cubrir completamente y dejar actuar 15-30
alcohol segundos*

Agua corriente enjuagar inmediatamente

contratincién, cubrir completamente 30
y dejar actuar segundos**

Azul de metileno
en solucién segln
Loffler

Agua corriente enjuagar cuidosamente

Secar al aire (p.ej. durante la noche o a 50°C en el armario de secado)

* en dependencia del espesor del material

**0 1 minuto con Azul de metileno en solucion segun Loffler diluido
(dilucién: 1:10 (1+9) con agua destilada)

Para el almacenamiento de preparados bacterioldgicos durante varios me-
ses se recomienda el montaje con medios de montaje anhidros (p.ej.
Neo-Mount™, Entellan™, DPX nuevo o Entellan™ 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 d os histoléai

Tincion en la cubeta de tincion

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

Los portaobjetos han de ser inmersos y movidos breve en las soluciones, la
simple introduccion proporcionara resultados de tincidn insuficientes.

Los portaobjetos deberian ser escurridos bien por goteo después de los
diferentes pasos de tincion, de esta manera se podra evitar el innecesario
arrastre de soluciones.

Portaobjetos con tejido histoldgico

AFB-Color carbolfucsina en solucién 30 minutos

Agua corriente del grifo 45 segundos

Acido clorhidrico-alcohol 15 segundos

Agua corriente del grifo 15 segundos

Azul de metileno en solucidn seguin Loffler* 5 minutos

Lavar con agua del grifo 10 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
cubreobjetos.

* Para la contratincion de preparados histoldgicos se recomienda la dilucién
de la solucion de azul de metileno de Loffler (dilucién: 1:10 (1+9) con
agua destilada). Esta solucién de trabajo puede emplearse durante hasta
2 semanas.

Resultado

Bacilos acidorresistentes rojo
Fondo azul
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 taxondémica 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).

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.

ES
Ninguna tincién de bacilos acidorresistentes
El paso critico en esta tincion es el paso de descoloraciéon, 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 descoloracion, los tiempos indicados aqui deberian ser respetados con
maéaxima exactitud, ya que de lo contrario se podrian presentar resultados
incorrectamente negativos.

Notas técnicas

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

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

Eliminar el aceite de inmersién en exceso antes de archivar.

Caracteristicas de rendimiento analitico

“Azul de metileno en solucidn seguin Loffler” tifie y, por lo tanto, visualiza
estructuras bioldgicas, como se describe en el capitulo “Resultado” de estas
instrucciones de uso. Solo deben utilizar el producto personas autorizadas y
cualificadas. Esta utilizacion incluye, entre otras actividades, la preparacion
de muestras y reactivos, la manipulacién de muestras, el procesamiento
histoldgico, las decisiones relativas a los controles adecuados, etc.

El rendimiento analitico del producto se confirma analizando cada lote de
produccién. La participacion satisfactoria en analisis interlaboratorios in-
ternacionales periddicos proporciona una confirmacion adicional e indepen-
diente de la especificidad analitica.

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 %:

Especifici- Especifici- Especifi- Especifi-
dad inter- dad inter- cidad intra- | cidad intra-
ensayos ensayos ensayos ensayos
Tincion
bacterioldgica
Bacilos acidorre- 20/20 20/20 7/7 7/7
sistentes
Fondo 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

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 relacion con el nimero de ensayos realizados.

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

Diagndstico

Los diagnosticos 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 segin métodos reconocidos.
Cada aplicacion deberia implicar controles adecuados para descartar resulta-
dos erréneos.

Almacenamiento

Guardar el Azul de metileno en solucidn segun Loffler - para microscopia de
+15°Ca +25°C.

Estabilidad

El Azul de metileno en solucién segun Loffler - para microscopia se puede
utilizar hasta la fecha de caducidad indicada.

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

Los frascos deben mantenerse siempre bien cerrados.

Capacidad
aprox. 250 tinciones / 500 ml

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 eliminaciéon de residuos

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

Las soluciones usadas y las soluciones caducadas deben eliminarse como
desecho peligroso, debiéndose cumplir las directivas locales de eliminacion
de residuos. Podré 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 y 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.

Reactivos auxiliares

Art. 1.00327 Acido clorhidrico-alcohol 11,51
para microscopia

Art. 1.00497 AFB-Color modificado 1 set
Kit de tincion para la identificacion de
bacilos acidorresistentes (AFB) mediante
tincion en caliente

Art. 1.00579 DPX nuevo 500 ml
medio de montaje anhidro
para microscopia

Art. 1.04699 Aceite de inmersion frasco gotero de
para microscopia 100 ml, 100 ml,

500 ml

Art. 1.07960 Entellan™ 500 ml
medio de montaje rapido
para microscopia

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 isbmeros) 4|
para histologia

Art. 1.08512 AFB-Color carbolfucsina en soluciéon 500 ml, 2,5 |
para examen microscopico de bacilos
acidorresistentes (AFB) (tincion en frio)

Art. 1.09016 Neo-Mount™ frasco gotero de
medio de montaje anhidro 100 ml, 500 ml
para microscopia

Art. 1.09215 Fucsina fenicada en solucién segin 100 ml, 500 ml,
Ziehl-Neelsen 2,51
para microscopia

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

para microscopia

Clasificacion de substancias peligrosas
Art. 1.01287

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 esta disponible en el sitio web y a solicitud.

Componentes principales del producto

ES
llamas abiertas y de cualquier otra fuente de ignicion. No fumar.

P233: Mantener el recipiente herméticamente cerrado.

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

P241: Utilizar material eléctrico/ de ventilacion/ iluminacion/ antidefla-
grante.

P242: No utilizar herramientas que produzcan chispas.
P243: Tomar medidas de precaucién contra las descargas electrostaticas.

Historial de revisiones

Version Comentario de modificacion

Version inicial con la introduccién del Historial de
revisiones

2024-Jul-01

2024-Jul-01 V.2 | Sin cambios en la traduccién en espafiol

Art. 1.01287
C.I. 52015 4,2 g/l
C,H.OH 190 g/I
pH 8,0 - 8,6
11 = 0,97 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Liquidos y vapores inflamables.

P210: Mantener alejado del calor, de superficies calientes, de chispas, de
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Sigma-Aldrich son marcas comerciales de Merck KGaA, Darmstadt, Alemania. Todas las demds marcas
comerciales son propiedad de sus respectivos propietarios. Tiene a su disposicién informacion detallada
sobre las marcas comerciales a través de recursos accesibles al publico.
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Microscopia

Blu di metilene soluzione sec.
Loffler

per microscopia

Solo per uso professionale

|VD Dispositivo medico-diagnostico in vitro c €

Scopo previsto

La presente ,Blu di metilene soluzione sec. Loffler - per microscopia® €
utilizzata per la diagnostica cellulare nell’'uomo e serve per I'esame bat-
teriologico ed istologico di campioni di origine umana. E una soluzione di
colorazione pronta all’'uso che, congiuntamente ad altri prodotti diagnostici
in vitro del nostro portafoglio, consente I'analisi diagnostica delle strutture
bersaglio (batteri acido-resistenti (AFB)) mediante fissaggio, colorazione,
controcolorazione, montaggio nei campioni batteriologici ed istologici, quali
ad esempio strisci di colture batteriche arricchite o sezioni istologiche di
polmoni.

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

A causa dell’elevata percentuale di cera e lipidi nella membrana cellulare,

i batteri acido-resistenti assorbono i coloranti solo molto lentamente. Il
metodo di colorazione piu efficace risulta pertanto la colorazione a caldo
secondo Ziehl-Neelsen. In questo tipo di colorazione una soluzione di car-
bolfucsina viene aggiunta al preparato e viene riscaldata fino ad emissione
di vapori. Il riscaldamento accelera I'assorbimento della sostanza colorante
fucsina e di conseguenza la formazione del complesso micolato-fucsina
nella membrana cellulare.

Una volta che i batteri acido-resistenti hanno assorbito il colorante, lo
cedono molto difficilmente, anche se sottoposti a trattamenti intensivi con
soluzioni decoloranti come ad esempio I'acido cloridrico alcoolico. I batteri
acido-resistenti sono dunque caratterizzati da resistenza all’acido e all’alcool
e assumono una colorazione rossa nel preparato per I'analisi al microscopio,
mentre i microrganismi non resistenti all’acido si colorano secondo la con-
trocolorazione. Nel presente istruzione per I'uso, la controcolorazione viene
eseguita con il blu di metilene.

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 incluse in paraffina e fissate in formalina (sezioni in paraffina con
spessore di 3 - 4 um)

Reattivi

Art. 1.01287
Blu di metilene soluzione sec. Loffler
per microscopia

100 ml, 500 ml, 2,5 |

Inoltre necessario:
Art. 1.09215 Ziehl-Neelsen carbolfucsina soluzione 100 ml, 500 ml,
per microscopia 2,51
Art. 1.08512 AFB-Color carbolfucsina soluzione 500 ml, 2,51
per I'esame microscopico dei batteri acido-
resistenti (AFB) (colorazione a freddo)
Art. 1.00327 Acido cloridrico alcolico
11,51
per microscopia
Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
per microscopia
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In alternativa:

Al posto della combinazione del reattivi singole puo essere utilizzato anche
il kit di colorazione 1.00497.0001 per strisci:

Art. 1.00497.0001

AFB-Color modificato 1 set
Kit di colorazione per la rilevazione di batteri acido-resistenti (AFB)
mediante colorazione a caldo

Preparazione dei campioni

Il campionamente deve essere effettuato 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 distillata) 3 parti
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

Blu di metilene soluzione sec. Loffler deve essere utilizzata per la colorazio-
ne di sezioni istologiche. Il tessuto compatto tende alla sovracolorazione,

si consiglia di diluire la soluzione blu di metilene secondo Loffler (diluizione
1:10 (14+9) con acqua distillata).

Sparaffinare e riportare le sezioni all’acqua attraverso una serie ascendente
di alcoli come di consueto. Per i campioni fissati in formalina il pretratta-
mento con Sputofluol™ non & necessario.

Fissagio degli strisci

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

Il materiale puo 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 piti lunghi comprometto-
no necessariamente il risultato della colorazione.

Preparazione del reattivo

La Blu di metilene soluzione sec. Loffler - per microscopia utilizzata per la
colorazione degli strisci & pronte all’'uso, non e richiesta la diluizione della
soluzione, poiché compromette la colorazione e ne riduce la stabilita.

Per le sezioni istologiche, si raccomanda di diluire la soluzione blu di metile-
ne secondo Loffler di 1+9 con acqua distillata.

Esecuzione
col . ii strisci

Colorazione con rastrello di colorazione
Per ottenere un risultato ottimale si dovrebbero rispettare i tempi indicati.



Portaoggetti con striscio asciugato all’aria

Ziehl-Neelsen carbol-
fucsina soluzione

coprire completamente, colorare
riscaldare con cautela facendo per
passare per 3 volte sotto la fiamma | 5 minuti
del becco Bunsen fino ad emissione | in totale
di vapori

Non far bollire la soluzione colo-
rante!

Acqua di rubinetto sciacquare fino a quando non com-

paiono piu nuvolette di colore

Acido cloridrico alcolico | coprire completamente e lasciar 15-30
agire secondi*

Acqua di rubinetto sciacquare immediatamente

Blu di metilene
soluzione sec. Loffler

contro-colorazione, coprire comple- 30
tamente e lasciar agire secondi**

Acqua di rubinetto sciacquare accuratamente

Asciugare all’aria (ad es. per una notte o a 50°C nell’armadio di asciuga-
tora)

* a seconda dello spessore del materiale

**0 1 min con Blu di metilene soluzione sec. Loffler diluito
(diluizione: 1:10 (1+9) con acqua distillata)

Per stoccare i preparati batteriologici per diversi mesi, si raccomanda il
montaggio con un mezzo di montaggio anidro (ad es., Neo-Mount™,
Entellan™, DPX Neo o Entellan™ 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.

lorazion

Colorazione nella cuvetta di colorazione

Sparaffinare e riportare le preparati istologici all’acqua attraverso una serie

discendente di alcoli come di consueto.

I portaoggetti vanno immersi e fatti muovere breve nelle soluzioni; la sempli-
ce immersione non produce risultati soddisfacenti.

I portaoggetti vanno fatti sgocciolare accuratamente dopo le singole fasi della
colorazione, in modo da evitare il trascinamento (carry-over) delle soluzioni.

Portaoggetti con tessuto istologico

AFB-Color carbolfucsina soluzione 30 minuti
Acqua di rubinetto corrente 45 secondi
Acido cloridrico alcolico 15 secondi
Acqua di rubinetto corrente 15 secondi
Blu di metilene soluzione sec. Loffler* 5 minuti
Lavare con acqua di rubinetto 10 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 ad es. Entellan™ Neo e coprioggetto.

* Per la controcolorazione di preparati istologici si raccomanda di diluire la
soluzione blu di metilene secondo Loffler (diluizione 1:10 (149) con acqua
distillata). La presente soluzione di lavoro puo essere utilizzata fino a 2
settimane.

Risultato

Batteri acido-resistenti rosso
Sfondo blu
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 pud nemmeno determinare la vitalita dei batteri (attivi, inattivi).

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.
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Nessuna colorazione dei batteri acido-resistenti
1l passo fondamentale di questa colorazione € la decolorazione che puo
essere influenzata dallo spessore dello striscio.
La soluzione fresca di acido cloridrico alcolico € inoltre molto reattiva e
quindi & 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.

Annotazioni tecnici

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

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

,Blu di metilene soluzione sec. Loffler" 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. La fruttuosa partecipazione a test interlabo-
ratorio internazionali su base regolare fornisce una conferma aggiuntiva e
indipendente della specificita analitica.

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
batteriologica
Batteri acido- 20/20 20/20 7/7 7/7
resistenti
Sfondo 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

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.

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

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 esclu-
dere possibili risultati errati.

Conservazione

La Blu di metilene soluzione sec. Loffler - per microscopia va conservata ad
una temperatura compresa tra +15°C e +25°C.

Stabilita

La Blu di metilene soluzione sec. Loffler - per microscopia puo essere utiliz-
zata fino alla data di scadenza indicata.

Una volta aperto il flacone, 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 ben chiusi.

Capacita
circa 250 colorazioni / 500 ml

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 prote-
zione 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’lUnione europea trova applicazione il
Regolamento (CE) n. 1272/2008 relativo alla classificazione, all’etichetta-
tura e all'imballaggio 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 Acido cloridrico alcolico 11,51
per microscopia
Art. 1.00497 AFB-Color modificato 1 set

Kit di colorazione per la rilevazione di
batteri acido-resistenti (AFB) mediante
colorazione a caldo

Art. 1.00579 DPX Neo 500 ml
mezzo di montaggio anidro
per microscopia

Art. 1.04699 Olio di immersione
per microscopia

flacone conta-
gocce di 100 ml,

100 ml, 500 ml
Art. 1.07960 Entellan™ 500 ml
mezzo di montaggio rapido
per microscopia
Art. 1.07961 Entellan™ Neo 100 ml, 500 ml,
mezzo di montaggio rapido 11
per microscopia
Art. 1.08000 Sputofluol™ 11
per microscopia
Art. 1.08298 Xilene (miscela di isomeri) 41
per istologia
Art. 1.08512 AFB-Color carbolfucsina soluzione 500 ml, 2,51

per I'esame microscopico dei batteri acido-
resistenti (AFB) (colorazione a freddo)

Art. 1.09016 Neo-Mount™
mezzo di montaggio anidro

flacone conta-
gocce di 100 ml,

per microscopia 500 ml

Art. 1.09215 Ziehl-Neelsen carbolfucsina soluzione 100 ml, 500 ml,
per microscopia 2,51

Art. 1.09843 Neo-Clear™ (sostituto xilolo) 51

per microscopia

Classificazione di sostanze pericolose
Art. 1.01287

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 del prodotto

Art. 1.01287
C.I. 52015 4,2 g/l
C,H.OH 190 g/I
pH 8,0 - 8,6
11 = 0,97 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.

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Liquido e vapori infiammabili.

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.
P240: Mettere a terra e a massa il contenitore e il dispositivo ricevente.

P241: Utilizzare impianti elettrici/ di ventilazione/ d’illuminazione a prova di
esplosione.

Negli USA e in Canada il comparto Life Science di Merck opera con il nome MilliporeSigma.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Germania e/o sue affiliate. Tutti i diritti sono riservati. Merck e )
Sigma-Aldrich sono marchi di Merck KGaA, Darmstadt, Germania. Tutti gli altri marchi sono di proprieta dei
legittimi detentori. Informazioni dettagliate sui marchi sono disponibili tramite risorse pubblicamente
accessibili.
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P242: Utilizzare utensili antiscintillamento.

P243: Fare in modo di prevenire le scariche elettrostatiche.

Cronologia delle revisioni

Versione Commento relativo alla modifica

2024-Jul-01 Versione iniziale con l'introduzione della Cronologia delle

revisioni

2024-Jul-01 V.2 | Nessuna modifica alla traduzione italiana

Attenersi alle Fabbricante N. di catalogo Codice del
istruzioni per I'uso lotto
4
/]
Attenzione, consultare Data di scadenza Limiti di
la documentazione di AAAA-MM-GG temperatura

accompagnamento

Status: 2024-Jul-01 V.2

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

AiaAupa kuavoU Tou
HEOuAeviou kaTta Loffler

yla hikpookornia

MNa enayysApartikn Xpnon povo

|VD In vitro diayvwaTIKO 1aTPOTEXVOAOYIKO NPoidov c €

MpoBAenOPEVOG OKONOG

To «AiaAupa kuavou Tou peBuleviou Loffler — yia pikpookonia» xpnaoiponol-
€iTal yIa 1aTPIKM KUTTAPOAOYIKN dIayvwan aTov avepwno Kal eEunnpeTei Tov
okonod TNG BAKTNPIOAOYIKNG Kal IGTOAOYIKNAG dlEPEUVNONG UAIKOU deiyuaTog
avBpwnivng npogAeuong. MpokeiTal yia éva £Toipo yia Xpnon diaAupa Xpw-
ong nou, 6Tav xpnaoiygonolgital gali ge aAAa in vitro diayvwaoTiKA NpoiovTa
ano To XapToQUAAKIO pag, kKavel Tig dopEG aToxoug (oEeavroxa BakTnpia
(AFB)) o€ UAIKA BaKTNPIOAOYIK®V Kal IOTOAOYIK®V SEIYHATWY, ONWG ENXPi-
OMaTa EUNAOUTIOHEVWY BAKTNPIAK®V KAANIEPYEIOV 1} IOTOAOYIKEG TOHEG (M.X.
TOou nveupova), a&loAoynaipeg yia diayvwaTikoUg okonoug, HECw HOVIKOoMOi-
nong, XpPwaong, avrixpwaong Kal oTEPEWONG.

O1 aBageg BakTnplakeg dopEG napouaialouv OXETIKA XaunAn avTtifeon kai
gival e€aipeTika dUOKOAN n S1AKPICT TOUG HE TO ONTIKO HIKpookonio. Ol €l-
KOVEC nou dnuioupyouvTal Xpnoiponolwvtag Ta diaAlpaTta Xpwaong Bonbouv
ToVv €50UCI000TNHEVO Kal EEEIBIKEUPEVO EPEUVNTR va NPoadiopioel KAAUTEPA
Tov TUMO Kal TO BAKTAPIO O€ QUTEG TIG NEPINTWOEIG. Mpénel va dievepyoluvTal
eniNA€oV €EETACEIC CUPPWVA HE AVAYVWPIOHEVEG KAl EYKUPEG HEBODOUG Yia
TNV Npayparonoinon Tng opIoTIKnAG diIdyvwong.

Apxn TnG pEBOSoU

To KUTTApIKO TOIXO.)|J0 TV oEEGVToxa BaKTnpla sxa uwnaAn ava)\oym KEPIOU
Kal Aimnidiwv Kai ENoHEVWS anoppocpa XPWOTIKEG povo noAu apyd. H nio
CII'IOTE)\SO‘[,ICITIKF] HEBODBOG XpWwong sival n Bepur Xpwon kata Ziehl-Neelsen.
Se autn Tn PEB0dO, To diaAupa kapBo®ougivng epapuoleTal oTo deiypa Kal
Bepuaiveral. AuTr n diadikacia B€ppavong eniTaxuvel Tov pubuod anoppo®n-
ongG TNG XPWOTIKNAG GouEivng Kai snouéqu TOU OXNHATIOUOU TOU CUUNAEYHa-
TOG HUKOAIKOU-(pOUEivnG oTO Ku1-rap||<o ToiXwHa.

MoOAIG Ta oEEGVToxa Baktnpia anoppocpnoouv ™m XmeTIKI’] (pouElvnq, givai
oualaoTika adlvartog o anoxpwuaTlouoq TOUG, akOHa Kal €av unopAnBoulv oe
EVTATIKN enegepyaoia pe va dIdAupa anoxpwuaTiopdoU, onwg udPoXAwpPIKO 0EU
o€ aibavoAn. AVTIOTOIXO.)C, Ta oﬁsawoxa BaKTr]pla opilovTal wg oﬁsawoxa Kal
aAKOOAGVTOXA YIa XpWAaN Kal XpwvuvTal KOKKIVA aTn uleOO‘KOI‘IIKr] aneikovion.
AVTIOTOIXWG, OAOI O U 0EEAVTOXOI HIKPOOPYAVIOHOI avTIXpWVUVTal HE
KataAAnAn XpwaTikn. ZTIG NapoUoeg odnyieg AeIToupyiag, n avrixpwaon
yiveTal e kuavo Tou peBuAeviou.

H npoenegepyaoia Twv deiypaTtwyv pe Sputofluol™ diaAvel Ta Baktrpia and To
nepiBaAlov 1IEwdeg NTUEAO KAl KUTTAPIKO UAIKO.

YAikO deiyparog

EnixpiopaTta BakTnpioAoyikoU UAIKOU nou €xouv unoBAnBei o oTEyvwpa
oTOV aépa, Povigonoinon We BeppoTnTa Kai nposneEepyaaia pe Sputofluol™,
onwg nTUeAa, enixpiopaTta and Bloywia avappdenong AenTng BeAdvag (FNAB),
€KNAUCEIG, anoTunwuarTa, CUAANOYEG, NUoV, €EIDPWHUATA UYPEG KAl OTEPEEG
KAAAIEPYEIEG.

TOWEG HoVIPOMOINKEVOU OE POpHaAivn, eyKAEIOUEVOU O napagivn 1oTou (To-
MEG Nnapagivng naxoug 3 - 4 um)

AvTIdpaoThpia

Ap. KataAoyou AlGAupa Kuavou Tou 100 ml, 500 ml,
1.01287 peBuAeviou katd Loffler 2,51
yla pikpookonia

AnaiToUvTal niong:

Ap. kataAdyou AlaAupa kapBo@ougivng Ziehl- 100 ml, 500 ml,
1.09215 Neelsen 2,51
yia pikpoaokonia

Ap. KataAoyou AlaAupa AFB-Color kapBoAIKnG
1.08512 ®ougivng
yia TN HIKPOOKOMIKI avixveuan
o&eavToxwv Baktnpiwv (AFB) (HEow
YUxpNG XPWwone)

500 ml, 2,51
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Ap. KaTaAoyou YOpoxAwpikd oEU og aiBavoAin 11,51
1.00327 yla pikpookonia
Ap. KaTaAoyou Sputofluol™ 11
1.08000 yla pikpookonia

EvaAAakTika:

AVTi yia Tov ouvduaouo Pov®V avTidpacTnpiwy, UNopei va Xpnoigonolineei
TO KIT Xpwong 1.00497.0001 yia enixpiouara:

KIT Tpononoinuévng Xxpwaong KaTta 1 set
AFB-Color

yla TNV avixveuon o&eavrtoxwv

BakTnpiwv (AFB) pe péBodo Bepung

Xpwong

Ap. KaTtaAoyou
1.00497.0001

MpoeToipacia dsiyparog
H delypaToAnwia npénel va npaypaTonolgiTal ano EUneipo Npoowniko.

'‘OAa Ta deiyparta npenel va unoBaAlovTal os enegepyaaia Pe xprion npony-
pévng TeXvoAoyiag.

'OAa Ta deiypaTa npEnel va GEPOUV oagn onpavon.

MNa ™ ARyn Kai Tnv nposToiJacia Twv SEIYPATWV NPENEl va Xpnaidonoiol-
vTal KatdAAnAa dpyava. AKoAouBnaoTe TIG 0dnyieg TOU KATAOKEUAOTR Yia
€pappoyn / xpron.

KaTd Tn xprnon Twv avTioTolxwv BonnTikwv avTidpacTnpinyv, npénel va
TnpoUVTAl Ol avTioTOIXEC 0dNYiEg XprongG.

MroeAa

Ta o&eavroxa BakTnpia Ba npénel va unoBaAlovTal o nponyoupevn enegep-
yacia pe Sputofluol™ yia Tn d1GAucn Toug and Toug BAEVVOYOVOUG Kal ano
TIG KUTTAPIKEG dOMEC. S€ auTr Tn diadikaagia, To evepyd ouoTaATIKO UNOXAW-
pI®dEG dIaAUEl TO opyavikd UAIKO PE OEEidwon Kal EAeuBepwvel anaia Ta
o€savToxa BakTnpia, £T0l WOTE va pnopoUv va unoBAnBolv e NEPAITEPW
enegepyaoia.

MNposToipaaia avridpactnpiou: MposTtoipaacia diaAUpaTog Sputofluol™ 15%
MNa npoetoipacia nepinou 100 ml diaAUpaTog, avaypei&re:

Sputofluol™ 15 ml

ANECTAYHEVO VEPO 85 ml

MpoeToipacia UAIKOU JeiypaTog o€ owAnvapia QUYOKEVTPOU:

Aciypa 1 pépog
(TouAdy. 2 ml)
AlaAupa Sputofluol™ (15% oe ansoTaypévo vepod) 3 pEpn
AvakivioTe {wnpa 10 AenTa
®duyokevTpnoTe o€ 3.000 - 4.800 rpm 20 AenTd

AJEIAO0TE TO UMNEPKEIPEVO
MposToIpndaaTe Ta enixpiopara Tou 1IZNPaTog

STEYVWOTE OTOV agpa.

ZTIKTA, NAUCEIG, 1IlRpara

MeTa and kataAAnAa PETpa eUNAOUTIOHOU, anA®OTE UAIKO dgiypaTog eni TnG
NAGKag Kal agnoTe To va OTEYVMOEl OTOV dgpd.

IOTOAOYIKEG TOHEG

To didAupa PUnAe Tou useu)\swou kata Loffler unopa Ba I'IpEI'IEI va
XpnaoigonoinBei yia T xpwon IOTO)\OYIK(DV TOUwV o ouunaync |o-roq
cuvnS@a N N €181kn Xpwaon. MNa TEToloug 1I0ToUG GUVIOTATAl N XPRoN
apalwpévou diaAupaTog UNAE Tou pebuleviou kata Loffler (avaAoyia
apaiwong: 1:10 (1+9) Ye anooTayuEVo VEPO).

KavTte anonapa®ivwon oTIG TOMEG e GUKBATIKO TPOMO Kal eNavevudaTwaon
oe (pBivouoa oeipad aAkooAnc. H npoeneEepyaaia pe Sputofluol™ dev eival
avaykaia yia deiypara povigonoinuéva Pe gopuaivn.

Moviponoinon 3€IlypaTtwv eniXpioparog

Ta deiypara povigonoloUvTal Ndvw ano pia ¢Aoya kavuong Bunsen (2 - 3
POpEG, PpovTilovTag va anoPeUyeTe TNV unepBoAikn BEpuavan).

Ta deiyparta ynopoulv €niong va povigonoinouyv pe B€puavon og 100 - 110
°C oe BaAapo oTeyvwHATOG ) o€ NAdka B€puavong yia 20 AenTd.

Akpaieg Beppokpaaieg ) napaTteTapevn BEppavon PNopei va cuvenayovral
enideivwon TnG anddoong TnG Xpwong.

MposeToipacia avTidpaoTnpinv

To 6|a)\uua KUCIVOU TOU useu)\awou Loffler - via lJIKpOO'KOI'IICI nou xpnoi-
porolgiTal yia Xpwon enixpiopdtov ival EToipo yia Xpron. H apaiwon
auTou Tou dlaAuparog dev sival GVGYKCIICI Kal npokaAei povo aAloiwaon
TOU anoTEAEOHATOG XPWONG KAl PEIWON TNG 0TaBepdOTNTAG TOU.

a 10TOAOYIKEG TOWEG, OUVIOTATAI N XPNHON ApdiwPEVOU dIaAUaToq
WNAE Tou peBuleviou kata Loffler (1+9 pe anooTaypevo vepd).



Aiadikacia
XpGa IVHATWV EMXPi T
Xp®Oon oTOV SEIYHATOPOPEA XPOONG

O1 avaypagopevol Xpovol Ba npénel va TnpouvTal yia Tn dlac®aAion evog
BEATIOTOU ANOTEAEGHATOG XPWONG.

AVTIKEIHEVOPOPOG NMAAKA HE HOVILOMOINUEVO ENiXpIoHa

AlGAupa KaAUwTe NARpwg, BEpUAveTE Xpwon
kapBopou&ivng NPOCEKTIKA TPEIG POPEG ANO KATW yia
Ziehl-Neelsen ME TOV KauoThpa Bunsen £€wg Tn 5 AenTd
dnuioupyia aTtpol OUVOAIKG
Mnv a@rveTe To diAGAUPa Xpwong
va Bpaocel!
Nepo Bpuong EKnNAUVETE €wg OTOU dev napayovral
AAAa VEQN XPWOTIKAG
Y3poxAwpIKO 0EU KaAUWTE NANPWG KAl apraTe 15 - 30
og aibavoAn va avTidpaacel dEUT.*
Nepo Bpuong EKNAUVETE apéowG
AlaAupa kuavou Tou AVTIXpWON, KAAUWTE NANPWG 30
HeBuAeviou kaTd Kal apnoTe va dpdael SEUT. **
Loffler
Nepo Bpuong EKMAUVETE NPOCEKTIKA

STEYVWOTE OTOV aépa
[n.x. 6An Tn vUxTa (8 wpeg) i og 50 °C oTov BaAapo Enpavong]

* avaloya e To Ndaxog Tou deiypaTog
** 11 1 AenTo pe apaiwpevo didaAupa kuavou Tou peBuleviou Loffler
(Apaiwon: 1:10 (1+9) pe aneoTaypévo vepo

H kaAuwn pe un udaTika peéoa orepéwong (n.X. Neo-Mount™, Entellan™,
DPX véo 1 Entellan™ véo) kai pia KaAunTpida cuvioTwvTal yia Tn GUAAgn
TV BakTnploAoyikwv SeIYHATWV Yid dpKETOUG MUAVEG. Ma Tov okonod auTto,
Ta XpwoBEVTA deiypaTa nNpenel va oTeyvwvovTal NoAU KaAd.

H xpnon eAaiou euBanTiong oUVICTATAI YIA TNV AvAAuon NAAK®V Nou €XouvV
unoPAnBei og Xpwaon PE HEyEBUVON PIKpookoniou >40x.

XpG 1 AOVIKGOV SEIYUATOV

Xp®on oTo KUTTAPO XPWONG

KavTe 10TOAOYIK®V JEIYHATWV NAGK®V PE CUKBATIKO TPOMO Kal enavevudd-
Twon og @Bivouoa ogipd aAKoOANG.

O1 NAGkeg Ba Npénel va agrivovtal va oTaAdgouv KaAa PETa anod Ta PEPOVWKEVA
BAMATa XpWONG, WG KETPO AMNOPUYNG 0nolacgdnnoTe dokonng dlIacTAUPOUKEVNG
HOAUVONG JIaAUPATWVY.

O1 avaypa@opevol Xpovol 8a npenel va TnpouvTal yia Tn diIacpaAion evog
BEATIOTOU ANOTEAEOATOG XPWONG.

AVTIKEIHEVOPOPOG NAAKA HE 1I0TIKO deiypa

AldAupa AFB-Color kapBoAIkng @ou&ivng 30 AenTd
TpexoUpevo vepod Bpliong 45 deuT.
Y3poxAwpikod 0EU o€ alBavoin 15 deuT.
TpexoUpevo vepod Bpliong 15 deuT.
AldAupa kuavou Tou peBuleviou kaTa Loffler* 5 \enTd
MAUVETE pe vepo Bpliong 10 deurT.
A1BavoAn 70% 1 \enTo
AiBavoin 70% 1 AenTd
AIBavoAn 96% 1 AenTo
AIBavoAn 96% 1 AenTo
A18avoin 100% 1 AenTd
AIBavoAn 100% 1 A\enTo
ZuAévio 1 Neo-Clear™ 5 \enTd
ZuAévio | Neo-Clear™ 5 AenTd
STEPEWOTE TIG EQUYPAUMEVEG pe Neo-Clear™ nAdkeg pe Neo-Mount™ 1 Tig
EQPUYPAPHEVEG PE EUAEVIO NAAKEG pe n.X. Entellan™ véo kal kaAunTpida.

* Ta TNV avTixpwaon IGTOAOYIK®OV JEIYUATWY GUVIOTATAl N XPNOnN apalwPévou
dlaAUpaTog pnAe Tou peBuleviou kata Loffler (avaloyia apaiwong: 1:10
(149) pe anooTaypévo vepd). AuTd To SIAAUPa XpWONG UNopEi va xpnaoi-
HonoinBei yia éwg 2 eBSOPAdEG.

AnoTéAecpa
OEeavToxa BakTpia KOKKIVO
Ynoépabpo Kuavouv
A%ioAdoynon

‘Eva BeTikd anoTéAeopa anpaivel “napouaia oEeavrtoxa BakTrpla”, v &va
apvnTiKO anoTéAeopa onuaivel “anouaia o&eavTtoxa BakTnpia”. To BeTIKO
anoTé\eopa dev onpaiver OTI gival duvatr n Ta§Ivounon HECW HIKPOOKOMIAG.
Edv avixveuBoUv oEeavToxa BakTrpia, Npenel va npayparonoin8ouyv eninAéov
avaAloeig o€ €101ka eEoNAIoHEVA EpyacTrpia.

H CwTikOTNTa TwV BakTnpiwyv (evepyd, avevepyda) dev PNopei eniong va npoo-
dI0pIOTEI.

EL
AvTIHET®NION NPOoBANHATOV

Moviponoinon 3€IyHaTtmv eniXpioparog

Enapkng BaBuog poviponoinong pe BeppoTnTa pe AUxvo Bunsen r og 6aAapo
B€ppavaong sival Baoikng onuaaciag yia Tnv anouyn niéavorntag HoOAuvaong
TV delyNATwV Kal NEPAITEPw NoAAanAaciacpol Twv BakTnpiwv.

Mn xpwon Twv o§savroxa BakThnpia

To kpioipo Brpa Tng diadikaciag Xpwong HUKoBakTnpIdiwv auTtng Tng
diadikaciag Xpwaong €ival To BApa anoXpwuaTiopoUu, To onoio PMnopei va
€NNPEACTEI aNo TO NAX0G Tou dEiyHaToG NiXPiouaTog.

EninpdoBeta, €éva @ppeoko diaAupa udpoxAwpikol o&£og o aibavoAn sival
uwnAda avTidpov, nou cnuaivel 0TI To anoTéAeopa Ba npénel va agloAoyeiTal
HE npoooxr. O1 xpovol ENwacng nou avaypapovTdl € auTo To NPWTOKOAAO
Ba npénel va TnpoUvTal Pe akpifeia oTo BAKA anoxpwuaTiopoy, eneidn
JIAPOPETIKA PMNOPEi va NPokUWOUV WEUDdWE apvnTIKA anoTeAéopara.

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

‘OTav xpnaoiponolouvTal cuo-rr']paTa GUTc'JpaTr]c xpd)or]q, napakaloUpe
akoAOUBNGTE TIG 0BNYiEC XPONG MOU NApEXOVTAl And ToV NPoUNBEeUTH Tou
OUGCTRAHATOG KAl TOU AOYIGHIKOU.

AQalp£oTe TO eMNA£0V €Aalo UBANTIONG NPIV anod TV apXeloBEéTnan.

XapakTnpioTikG avaAuTIkhG anddoong

To «AiaAupa kuavou Tou peBuleviou Loffler» xpwua-ri(al Kal Kat’ auTtdv Tov
TPOMNO ansmow{a BloAoyikeg éopsr;, onwg nspwpo(psml 0TO KEPAAAIO «Aro-
TEAEOHA» QUTOV TV 0dNYIGV XPAoNG. To Npoiov NpEnel va Xpnaiponoeital
povo ano egouaiodoTnpéva Kal eEIdIkeupEva dTopa Kai n Xprnon Tou nepi-
AapBavel, peTa&l aAAwv, TNV NposTolpaacia delyUaTwy kai avtidpacTnpiwy,
TOV XEIPIOPO dEIYPATWY, TNV I0ToENEEEPYAaTia, TN ANWN anoQAcEwV OXETIKA
HE TOUG KaTaAANAOUG HAPTUPEG Kal AAAa.

H avaAuTikiy anddoon Tou NpoiovTog eNIBERAIMVETAI PE TOV EAEYXO KABE
napTidag napaywyng. H emTuxng oupueToxr os digbveic diepyaoTnpiakeg do-
KIMEG O€ TAKTIKA BAon NapeExel eNinpooBeTn Kal aveEapTntn eniBeBaiwon Tng
avaAuTIKAG €18IKOTNTAG.

Ma TiIg akdAouBeg Xpwoelg eniBeRalwBnKe n avaAuTikn anddoan 60ov apopd
Tnv €181kOTNTA, TNV €uaicOnaoia kal TNV eNavaAnyipoTNTa Tou NpoidvTog HE
nocooto 100%:

EidikéTnTa | EuaioBnoia | EidikéTnTa | Euaiobnoia
HETAEU METAEY EVTOG TOU EVTOG TOU
npoadiopi- | Npoadiopl- | Npoadiopi- | NPOCdIopPI-
OV OV gpou opou
BakTnpioAoyikn
Xp&an
OEeavToxa 20/20 20/20 7/7 7/7
BakTtnpia
Ynopabpo 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

AnoTeAEopaTa avaAuTikng anodoong

Ta dedopéva evrog Tou npoadiopiopol (oTnv idla napTida) kal PeTa&u Twv
npoacdIopIoP®V (O dIapOopPETIKEG NapTideg) deixvouv Tov apiBuo Twv dopwv
nou xpwuartiornkav opBa o oxEon HE TOV apiBPUo TWV NPOoadIoPIoU®MV Mou
EKTEAEOTNKAV.

Ta anoteAéopara and auTtrhv Tnv a&loAoynaon Tng anodoong niBeBaiwvouv
OTI TO NpoiodV €ival a§idnioTo kal KaTaAAnAo yia Tn Xpnon yia Tnv onoia
npoopileTar.

Aiayvwon

01 diayvwoeig 6a npénel va yivovTal povo anod appddio kal eEouciodoTnHEVO
npoowmnIKo.

©a npénel va xpn0|pon0|sim| €yKupn ovopatoAoyia.

AUTH n HEBODOG PNopei va xpnaoigonoinBei cUPNNANPWHATIKA Yia Tn didyvwaon
gToug avepwnouq

©a npenel va eniAeyolV Kal va papuocTolV NEPIOTOTEPES DOKINATIEG OUMPW-
Va HE avayvwpIoHEVEG HEBOSOUG.

KataAAnhoi €é\eyxol Ba npenel va die§ayovTal pe KaBe epapuoyn yia tTnv
ano®uyn Aavbaouévou anoTeAETATOC.

dUAagn

®duAacoeTe To AldAupa kuavoU Tou peBuleviou Loffler — yia pikpookonia o€
Beppokpacia +15°C éwg +25 °C.

Aiapkeia wng

To AiaAupa kuavoU Tou peBuleviou Loffler — yia pikpookonia pnopei va xpn-
olonoinBei €wg TNV avaypapopevn nuepopnvia ARENG.

MeTA TO NPWTO AVOIYHa TNG GIAANG, TO NEPIEXOMUEVO PMOPEI va XpnoIyonol-
nBei €wg kal TNV avaypapopevn nuepopnvia ANEng 6Tav anodnkeleTal o€
Beppokpacia +15°C éwg +25 °C.

O1 PIGAeG NpEnel va diaTnpouvTal EPUNTIKA KAEIOTEG OUVEXWG.

IkavoTnTa
nepinou 250 xpwoeig / 500 ml

MpooBsTEG 0dnYieg
MNa snuyysApuTmn XpRon povo.

Ma TNV ano@uyn ceaipdTwy, n EQApHOyN NPENEl va NpaypaTonoleital povo
ano €UNeIpo NPOCWMIKO.



©a npéenel va akohouBoUvTal ol €BVIKEG KATEUBUVTHPIEG YPAUKUEG Yia TNV
aopaAeia oTnv epyacia kai Tn diacpdaAion noidTNTaAG.

Mpéenel va xpnoiponoloUvTal HIkpookonia eonAiouéva cUpewva Pe Ta npo-
TUna.

Edv anaiTeital XpnoigonoInaTe Kia npdTunn GuUYOKEVTPO KATAAANAN yia
1aTpIkd dIayVWOTIKO EPYATTRPIO.

MpooTacia and Aoipwin

©a npénel va AapBavovTtal anoTeAEoUATIKA PETPA Yia TNV NpooTaacia ano
AOIMWEN CUPPWVA WE TIC EpYACTNPIAKEG KATEUBUVTAPIEG YPAHUEG.

0dnyieg andéppiyng

H ouokeuacia npénel va anoppinTeTal cUPPWVA KE TIG TPEXOUTESG 0dNYIieg
anoppiynge.

Ta xpnoiponoinuéva diaAuparta kal Ta dIaAlpaTa Twv onoiwv n nuepopnvia
ANENG €xel NapéABel npénel va anoppinTovTal wg €181ka andoBAnTa cUPpwva
HE TIG TOMIKEG KATEUBUVTRAPIEG YPAUMEG. OI NANPOPOPIES yia TNV andppiyn
napgxovral atov ocUvdeapo “Hints for Disposal of Microscopy Products”
(ZUpBOUAEG yia TNV andppiyn TwV NPoidVTWV uleOOKOI‘IiGC,) oTn dievBuvon
WWW, mlcroscopy products.com. EvTog TnG EE, 0 TpeXOVTwG epapuolOpeVOGg
KANONIZMOZ eival o Kavowouog (EK) Ap. 1272/2008 yia Tnv Ta&ivopunon,
TNV €NICAPAvon Kal TN GUOKEUAOia TwV OUCIQV Kal TWV HEIYHATWY, TNV TPO-
nonoinon kai Tnv katapynon Twv Odnyiwv 67/548/EOK kai 1999/45/EK, kai
Tnv Tpononoinan Tou kavoviopoU (EK) ap. 1907/2006.

BonOnTika avridpaocTnpia

Ap. KaTaAoyou Y3poxAwpikd oEU og aiBavoAn 11,51
1.00327 yla gikpookonia
Ap. KaTaAoyou KIT Tpononoinuévng xpwaong KaTtd 1 set
1.00497 AFB-Color

yla TNV aviXVeuon 00EEAVTOXWV

BakTtnpiwv (AFB)

HE pEBOBO BEPUNG XPWONG
Ap. KaTaloyou DPX véo 500 ml

1.00579

Ap. KataAoyou

un udaTikO PECO OTEPEWONG
yla pikpookonia

‘EAalo epBanTiong

STAYOVOMETPIKN

1.04699 yla gikpookonia @I1aAn 100 ml,
100 ml, 500 ml
Ap. KataAoyou Entellan™ 500 ml

1.07960

Ap. kataAdyou

WETO Taxeiag oTEPEWONG
yla gikpookonia

Entellan™ véo

100 ml, 500 ml,

1.07961 HETO Taxeiag oTEPEWONG 11
yia Hikpookonia

Ap. KataAoyou Sputofluol™ 11

1.08000 yia Hikpookonia

Ap. KataAoyou ZUAevIo (I00UEPEG pEIyHa) 4|

1.08298 yia iaToAoyia

Ap. KataAoyou AlaAupa AFB-Color kapBoAIKnG 500 ml, 2,51

1.08512

Ap. KaTaAoyou

@ougivng

yla Tn HIKPOOKOMIKN avixveuon
o&eavToxwv Baktnpiwv (AFB) (Héow
YUXPNG XpWone)

Neo-Mount™

STAYOVOUETPIKN

1.09016 avudpo eNIKAAUNTIKO PECO @I1aAn 100 ml,

yla piIkpookoria 500 ml
Ap. KataAoyou AldAupa kapBogougivng Ziehl- 100 ml, 500 ml,
1.09215 Neelsen yia pikpookonia 2,51
Ap. KataAoyou Neo-Clear™ (unokaTtaoTaTo 51

1.09843

EuAeviou) yia pikpookonia

Ta§ivopnon kivéuvou
Ap. kataAoyou 1.01287

MapakaAoUpe avaTpéETe aTnV Tagivounaon KivdUvou Mou €ival EKTUNWHEVN
€Ni TNG ETIKETAG KAl OTIG NANPOPOPIEG NOU NapéxovTtal aTo GUANO dedopévwv

ao@aAeiag.

To @UAAO dedopevwy acpaleiag diaTiBeTal oTov I0TOTOMNO KAl KAaToniv airn-

paTog.

KUpia cuoTaTikd TOV NPoiovTmvV
Ap. kataAoyou 1.01287

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

H Life Science Business Tng Merck Asitoupyei wg MilliporeSigma oTig H.MN.A. kai Tov Kavada

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Germany kai/f o OUVBESGEPEVEG AUTAG £TAIPEieg. Me TNV ENIQUAAEN
navTog 31KaI®uaTog. "To Merck Kkai To Sigma-Aldrich eival pnopika orjpara Tng Merck KGaA, Darmstadt,
Germany. ‘'OAd Ta dAAa epnopikd oripaTa anoTeAolV I310KTNGIA TWV AVTIOTOIXWV KATOXWV TOUG.
AENTOPEPEIG NANPOPOPIEG OXETIKA HE TA EUMOPIKA ONUATA €ival SIABECIUEG HECW NOPWV Mo BIaTiBevTal

dNHOCIWG.

EL
Fevikn naparipnon

Eav kata tn xpnon autng Tng ouoKsunq n €€aitiag Tng xpr]crr]q NG, Npo-
kAnBei coBapo oupPav, va To avaqaepSTs OTOV KATAOKEUAOTN KGI/I’] oTov
€E0UOCI000TNHEVO AVTINPOOWNO TOU KABWG Kal OTIG EBVIKEG APXEG.

AoyoTeyvia
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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Yypd kai atpoi eUpAeKTa.

P210: Makpid ano BeppoTNTa, BEPUEG ENIPAVEIEG, OMIVONPEG, YUUVRA GAOYa
Kal AANEG NNYyEG avapAegng. Mnv kanvileTe.

P233: Na diatnpeital o NePIEKTNG EPUNTIKA KAEIOTOC.

P240: l'eiwon kal 100duvapikn oUVOECN TOU NEPIEKTN Kal TOU £EONAIOHOU TOU
OEKTN.

P241: Na xpnoIKonoIEiTal aVTIEKPNKTIKOG E0NAIONOG NAEKTPOAOYIKOG/
e€agpiopol/ QWTIOTIKOG.

P242: Na xpnoiponolouvTal pn onivenpoyova epyaleia.

P243: ANGBeTe PHETPA YIA TNV ANOTPOMMA NAEKTPOOTATIKWV EKKEVWOTEWV.

IoTopIiKO avafemwpnong

‘Ekdoon
2024-Jul-01

Zx06A10 TpOononoinong

ApXIKN £kd00N WE TNV €10AYWYH TOU IGTOPIKOU
avaBewpnong

2024-Jul-01 V.2 | Kapia aAhayr oTtnv eAAnvikn geTappaacn

SUMPBOUAEUTEITE TIG KaTaokeuaoTng ApiBuoG KwdIkog
odnyieg xpnong KaTaAdyou napTidag
4
/]
Mpoagoxr, cupBOUAEUTEITE Xpnon £wg ‘Opia
Ta ouvodd evtuna EEEE-MM-HH Beppokpaaiag

Status: 2024-Jul-01 V.2

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

MERCK



Sigma-Aldrich.

1012870100 [REF
{12860 L
1.01287.2500

Mikroskopi

Lofflers metylenbldttlosning

for mikroskopi

Endast for yrkesmadssig anvdndning

|VD Medicinteknisk enhet fér diagnostik in vitro c €

Avsett syfte

"Léfflers metylenbldttlosning — for mikroskopi” anvands till humanmedicinsk
celldiagnostik vid bakteriologisk och histologisk undersékning av provmate-
rial av manskligt ursprung. Det &r en bruksféardig fargningslésning som, nar
den anvands t|IIsammans med andra produkter for in vitro-diagnostik fran
Var portfélj, gor malstrukturer (syrafasta bakterier (AFB)) genom fixering,
fargning, motférgning och montering i bakteriologiska och histologiska
provmaterial, tex. utstryk av berikade bakteriekulturer eller histologiska
snitt av t.ex. lunga - vilket gér dem utvarderingsbara i diagnostiskt syfte.

Ofargade strukturer har relativt 1&g kontrast och &r extremt svara att
sarskilja i ljusmikroskop. De bilder som skapas med fargningslésningen
underlattar for den behorlcga och kvalificerade forskaren att béattre definiera
formen och strukturen i sddant fall. Ytterligare tester maste utféras enligt
erkanda, validerade metoder for att stélla en slutlig diagnos.

Princip

Syrefasta bakterier cellvagg har en hég andel vax och lipider, och absor-
berar darfor fargamnen mycket Idngsamt. Den mest effektiva fargnings-
metoden ar varmfargning enligt Zlehl Neelsen. Enligt den har metoden
appliceras karbolfuksinlosningen pa provet och varms upp. Uppvarmnings-
processen gor att hastigheten med vilken fuksinfargdmnet absorberas
accelereras, vilket dérmed aven bildandet av mykolat-fuksin-komplexet i
cellvdggen gor.

Nar syrefasta bakterier har absorberat fuchsinfargdmnet &r det nastan
omojligt att avfarga dem igen, aven om de intensivbehandlas med en
avférgande I6sning som saltsyra i etanol. Féljaktligen betecknas syrefasta
bakterier som syra- och alkoholfasta nér det galler fargning, och fargas
roda i den mikroskopiska visualiseringen. P& motsvarande satt avfargas
alla icke-syrafasta mikroorganismer med ett Iampllgt fargdmne. I den har
bruksanvisningen &r motfargningen metylenbl3tt.

Férbehandling av prover med Sputofluol™ |6ser upp bakterierna fran
omgivande klibbigt slem och cellmaterial.

Provmaterial

Utstryk av bakteriologiskt material som har Iufttorkats, varmefixerats och
forbehandlats med Sputofluol™, t.ex. sputum, utstryk fran finndlsaspirations-
biopsier (FNAB), skéljningar, imprint, effusioner, pus, exsudat och flytande
samt fasta odlingar

Snitt av formalinfixerad, paraffininbédddad vévnad (3 - 4 um tjocka paraffin-
snitt)

Reagens

Kat.nr 1.01287 Lofflers metylenbldttiésning 100 ml, 500 ml,
for mikroskopi 2,51

Dessutom behdvs:

Kat.nr 1.09215 Ziehl-Neelsen karbolfuksinlésning - 100 ml, 500 ml,
for mikroskopi 2,51

Kat.nr 1.08512 AFB-Color karbolfuchsinlésning 500 ml, 2,51
for mikroskopiundersékning av
syrefasta bakterier (AFB) genom
kallfédrgning

Kat.nr. 1.00327 Saltsyra i etanol 11,51
for mikroskopi

Kat.nr. 1.08000 Sputofluol™ 11

for mikroskopi
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Alternativt:

I stallet for en kombination av enstaka reagens kan fargningssatsen
1.00497.0001 anvandas for utstryk:

Kat.nr AFB-Color modifierat fargningskit 1 set
1.00497.0001 for detektion av syrefasta bakterier
(AFB) genom varmfargning

Provberedning
Provtagningen maste utforas av kvalificerad personal.

Alla prover maste bearbetas med modern teknik.

Alla prover maste mérkas tydligt.

Lampliga instrument ska anvandas for provtagning och provberedning. Folj
tillverkarens instruktioner fér applicering/anvandning.

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

Sputum

Syrefasta bakterier ska forbehandlas med Sputofluol™ for att I16sas upp fran
slem och cellulara strukturer. Under processen Iéser den aktiva ingredien-
sen hypoklorit upp det organlska materialet genom oxidation och frisétter
forsiktigt syrefasta bakterier sd att de kan bearbetas ytterligare.
Reagensberedning: Beredning av Sputofluol™-I6sning 15%

For beredning av ca 100 ml I6sningsblandning:

Sputofluol™ 15 ml

Destillerat vatten 85 ml

Bereda provmaterial i centrifugrér:

Prov 1 del (min. 2 ml)
Sputofluol™-16sning (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 Iampllga anrikningsatgérder smetar du ut provmaterialet pd objektgla-
set och Iater det lufttorka.

Histologiska snitt

Lofflers metylenbldtt-16sning ska anvéndas till att farga in hlstologlska snitt.
Kompakt vavnad har en tendens att fargas for mycket. For sadana vavna-
der rekommenderas en utspadning av Lofflers metylenbltt (spadning 1:10
(149) med destillerat vatten)

Avparaffinera snitten pa sedvanligt vis och rehydrera med alkohol i fallande
koncentrationer. Férbehandling med Sputofluol™ behdvs inte for prover som
har fixerats med formalin.

Fixering av utstryksprover

Proverna fixeras éver I&gan p& en Bunsenbrénnare (2 - 3 ganger, undvik

overhettning).

Proverna kan aven fixeras genom upphettning vid 100 - 110 °C i ett tork-
skap eller p8 en varmeplatta i 20 minuter.

Alltfor hoga temperaturer eller 18ngvarig uppvarmning kan forsamra farg-
ningsprestandan.

Reagensberedning

Loffler's metylenbldttlésning for mikroskopi &r bruksfardig for att farga

utstryk ar klar att anvanda. Spadning av I6sningen ar inte nédvéandig
— det resulterar i ett forsamrat fargningsresultat och en férsamrad

fargningsstabilitet.

For histologiska avsnitt rekommenderas en utspadning av Lofflers

metylenblatt (1+9 med destillerat vatten).

Forfarande

Fiirgni tstryl
Fargning pa fargningsstall

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



Objektglas med fixerat utstryk

Ziehl-Neelsen tack helt, varm for5|kt|gt tre farga i
karbolfuksinlésning génger underlfran med Bunsen- samman-
brannaren tills 8nga bildas lagt 5 min.
Fargningslésningen far inte koka!
Kranvatten skoI] tills det inte Iéngre bildas
ndgra moln av fargdmne
Saltsyra i etanol tack fullstandigt och 18t reagera 15 - 30 s*
Kranvatten skolj omedelbart
Loffler's o Motfargnlng, tack fullstandigt 30 s**
metylenblattlésning och I8t reagera
Kranvatten skolj noggrant

Lufttorka (t.ex. dver natten eller vid 50 °C i torkskap)

* beroende p8 provets tjocklek

**eller 1 min. med spadd Lofflers metylenbl3tt-16sning
(spadning: 1:10 (1 + 9) med destillerat vatten)

Det rekommenderas att tdcka med icke-vattenhaltiga monteringsmedier
(t.ex. Neo-Mount™, Entellan™, DPX ny eller EntellanTM ny) och téackglas
om de bakterlologlska proverna ska forvaras i flera manader De infargade
proverna maste ocksa torkas mycket ordentligt om s& &r fallet.

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

F34 . histologisk
Fargning i fargkyvett

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

Objektglasen maste droppa av ordentligt efter de enskilda fargningsstegen, i
syfte att undvika onddig korskontaminering av I6sningar.

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

Objektglas med histologisk vdvnad

AFB-Color karbolfuchsinlésning 30 min.
Rinnande kranvatten 45 s
Saltsyra i etanol 15s
Rinnande kranvatten 15s
Loffler's metylenblattlosning* 5 min.
Tvatta med kranvatten 10s
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-v8ta objektglasen med t.ex. Entellan™ ny och téckglas.

* For motfargning ay histologiska prover rekommenderas en utspadning av
Lofflers metylenblatt (spadning 1:10 (1+9) med destillerat vatten). Den
har arbetslésningen kan anvédndas i upp till tvd veckor.

Resultat

Syrefasta bakterier réda
Bakgrund bld
Utvardering

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

Felsokning
Fixering av utstryksprover

Tillrécklig véarmefixering med en Bunsenbrannare eller ett varmeskap &r
viktigt for att forebygga provernas infektiésa potential sdvél som ytterligare
bakteriell proliferation.

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

Ssv
innebdr att resultatet ska beddémas med forsiktighet. Under avfargningssteget
ska inkubationstiderna som anges i det har protokollet foljas exakt. Annars
kan resultaten bli falskt negativa.

Tekniska anmarkningar

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

Om ett automatiskt fargningssystem anvéands ska du félja bruksanvisningen
frén leverantéren av systemet och programvaran

Ta bort dverskott av immersionsolja fére inmatningen.

Analytiska prestandaegenskaper

"Lofflers metylenbldttlosning” inférgar och visualiserar dérmed biologiska
strukturer enligt beskrlvmngen i kapitlet "Resultat” i den har bruksanvis-
ningen. Produkten far bara anvandas av behériga och kvalificerade personer
for bland annat prov- och reagenspreparering, provhantering, vdvnadsana-
lys, val av lampliga kontroller med mera.

Produktens analytiska prestanda bekraftas genom att varje produktionssats
testas. Regelbundet och framgangsrikt deltagande i internationella jamfo-
rande laboratorietester ger ytterligare och opartisk verifiering av analytisk
specificitet.

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

Specificitet | Kanslighet | Specificitet | Kanslighet
mellan mellan inom en inom en
analyser analyser analys analys
Bakteriologisk
infargning
Syrefasta 20/20 20/20 7/7 7/7
bakterier
Bakgrund 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Analytiska prestandaresultat

Intradata (erhdlina frén samma sats) och interdata (erhalina fran olika
satser) anger antalet korrekt infargade strukturer i forhallande till antalet
genomfdrda analyser.

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

Diagnostik

Diagnoser ska stéllas avobehijrig och kvalificerad personal.

Giltiga nomenklaturer maste anvandas.

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

Lampliga kontroller ska genomféras med varje applicering for att undvika
ett felaktigt resultat.

Forvaring
Foérvara Lofflers metylenblé’]ttl(’jsning - for mikroskopi vid +15 °C till +25°C

Hallbarhetstid

Lofflers metylenbl8ttlosning - for mikroskopi kan anvéndas fram till angivet
utgdngsdatum.

Nar flaskan har éppnats for forsta gdngen kan innehallet anvandas fram till
angivet utgadngsdatum om den forvaras vid +15 °C till +25 °C.

Flaskorna méste alltid vara val tillslutna.

Kapacitet
ungefar 250 férgningar/500 ml

Ytterligare instruktioner

Endast for yrkesma55|g anvandning.

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

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

Skydd mot infektion

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

Instruktioner for avfallshantering

Paketet maste kasseras i enlighet med géllande riktlinjer for avfallshante-
ring.

Anvénda |6sningar och l8sningar som passerat utgdngsdatum maste tas
om hand som farligt avfall i enlighet med lokala riktlinjer. Information om
avfallshantering finns under snabblénken “Hints for Dlsposal of Microscopy
Products” (Tips for kassering av mikroskopiprodukter) pd
www.microscopy-products.com. Inom EU galler férordning (EG) nr
1272/2008 om klassificering, markning och férpackning av @mnen och
blandningar, andring och upphavande direktiv 67/548/EEG och 1999/45/EG
och andring av férordning (EG) nr 1907/2006 tilldmpas.



Hjdlpreagens

Kat.nr 1.00327 Saltsyra i etanol 11,51
for mikroskopi

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 1.04699 Immersionsolja 100 ml
for mikroskopi droppflaska,

100 ml, 500 ml

Kat.nr 1.07960 Entellan™ 500 ml
snabbt monteringsmedium
for mikroskopi

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

Kat.nr 1.08000 Sputofluol™ 11
for mikroskopi

Kat.nr 1.08298 Xylen (isomerblandning) 41
for histologi

Kat.nr 1.08512 AFB-Color karbolfuchsinlésning 500 ml, 2,51
for mikroskopiundersdkning av
syrefasta bakterier (AFB) genom
kallférgning

Kat.nr 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml
vattenfritt monteringsmedel droppflaska,
for mikroskopi 500 ml

Kat.nr 1.09215 Ziehl-Neelsen karbolfuksinlésning - 100 ml, 500 ml,
for mikroskopi 2,51

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

for mikroskopi

Faroklassificering

Kat.nr. 1.01287

Observera faroklassificeringen pa etiketten och uppgifterna i sékerhets-

databladet.

Sakerhetsdatabladet finns pa webbplatsen och gar att fa pd begéaran.

Produkternas huvudsakliga bestdndsdelar

Kat.nr. 1.01287

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

Generell anmarkning
Om en allvarlig handelse intraffat vid eller som ett resultat av anvéandning

av den har enheten ska den rapporteras till tillverkaren eller dess auktorise-
rade representant och till den nationella myndigheten.

Litteratur
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Kiernan, J.A). Bios, 2002
4. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
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Mikroskopie

Roztok methylenové modri
podle Lofflera

pro mikroskopii

Pouze pro profesionalni pouziti

|VD Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro c €

Zamysleny ucel

Tento ,Roztok methylenové modfi podle Lofflera — pro mikroskopii* se pou-
%iva k bun&&né diagnostice v oblasti humanni mediciny a slouzi k Gcellim
bakter|olog|ckeho a histologického vysetrem materialu vzork{ lidského
puvodu Jedna se o barvici roztok k pfimému pouZziti, ktery v kombinaci s
jinymi vyrobky pro diagnostiku in vitro z naseho portfolia umoznuje hodno-
tit cilové struktury (acidorezistentni bakterie (AFB)) prostfednictvim fixace,
barveni, dobarvenl montovani v materidlech bakteriologickych a histolo-
gickych vzorkd, napnklad v natérech télnich tekutin obohacenych bakterial-
nich kultur nebo histologickych Fezech napf. plic pro diagnostické ucely.

Nebarvené struktury maji naopak relativné nizky kontrast a je velmi obtizné
je rozlisit pod svételnym mikroskopem. V takovych pfipadech pomahaji

autorizovanému a kvalifikovaném vyzkumnemu pracovnlkow lépe definovat
formu a strukturu snimky ziskané pouzitim barvicich roztokl. Ke stanoveni
definitivni diagnozy je tfeba provést dalsi testy podle uznavanych platnych
metod.

Princip

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

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

PFedb&zné odetfeni vzorkd roztokem Sputofluol™ oddéli bakterie od okolniho
vazkého sputa a bunéc¢ného materialu.

Material vzorku

Volné zaschlé a teplem fixované natéry bakteriologickych materidll predem
osSetrené pripravkem Sputofluol™, jako jsou sputum, natéry z aspirdtu zis-
kaného biopsii tenkou jehlou (FNAB), vyplachy, otisky, efuze, hnis, exudaty,
tekuté nebo pevné kultury.

Rezy formalinem fixované tkané zalité do parafinu (3-4 um tlusté parafinové
rezy)

Cinidla
Kat. ¢. 1.01287 Roztok methylenové 100 ml, 500 ml,

modfi podle Lofflera 2,51
pro mikroskopii

Dalsi potifebné materialy:
Kat. ¢. 1.09215 Roztok karbolfuchsinu 100 ml, 500 ml,
podle Ziehl-Neelsena 2,51
pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.08512 AFB-Color roztok karbolfuchsinu
pro mikroskopické vysetreni
acidorezistentnich bakterie (AFB)

(barveni za studena)

500 ml, 2,51

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

pro mikroskopii

Sputofluol™ 11
pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.08000
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Alternativné:

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

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

acidorezistentni bakterie (AFB)

metodou horkého barveni

PFiprava vzorku
Odbér vzorku musi provést kvalifikovany personal.

Se vSemi vzorky je nutné nakladat za pouiitl’ nejmodernéjsi technologie.
Vsechny vzorky museji byt Jasne oznacené.

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

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

Sputum

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

Priprava cinidla: Pfiprava roztoku Sputofluol™ 15 %

Na pfipravu pfiblizné 100 ml smésného roztoku:

Sputofluol™ 15 ml

Destilovana voda 85 ml

Priprava materidlu vzorku v centrifugacnich zkumavkach:

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

Slijte supernatant
Pripravte natéry sedimentu

Suseni na vzduchu

Punktaty, lavazZe a sedimenty

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

Histologické Fezy

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

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

Fixace natérd vzorkd

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

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

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

Priprava cinidla

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

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

Postup
Barveni natérd vzork

Barveni v barvicim stojanku

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



Skli¢ko s fixovanym natérem

Roztok karbolfuchsinu zakryijte zcela, peclivé 3krat barvéte
podle Ziehl-Neelsena zahrejte zespodu Bunsenovym celkem
kahanem, dokud se nezacne 5 min
tvofit para
Barvici roztok se nesmi privadét
do varu!

Vodovodni voda oplachujte tak dlouho, dokud
se neprestanou uvolfiovat dalsi

oblacky barviva

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

Vodovodni voda ihned oplachnéte

LofflerGv roztok dobarveni, zcela zakryjte 30 s**

methylenové modfi a nechte reagovat

Vodovodni voda peclivé oplachnéte

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

* v zavislosti na tloustce vzorku

**nebo 1 min pfi pouziti zfFedéného Roztok methylenové modFi podle
Lofflera
(fedéni: 1 : 10 (1+9) s destilovanou vodou)

V pfipadé skladovani bakteriologickych vzorkd po nékolik mésicl se doporu-
Cuje prekryti nevodnym montovacim médiem (napf. Neo-Mount™,
Entellan™, DPX novy nebo Entellan™ novy) a pouziti kryciho skli¢ka.

Pro tyto Gcely museji byt barvené vzorky velmi dobfe vysusené.

PFi analyze obarvenych nat&rd pod mikroskopem pfi vice nez 40nasobném
zvétSeni se doporucuje pouzivat imerzni olej.

Barveni histologickych vzork@

Barveni v barvici komirce

Histologické sklicka zbavte obvyklym zplsobem parafinu a rehydratujte je
sestupnou alkoholovou fadou.

Sklicka je tfeba po jednotlivych krocich barveni nechat dobre okapat; timto
opatfenim se zabrdani jakékoli zbytecné zkfizené kontaminaci roztoku.
Uvedené Casy by mély byt dodrzeny, aby byl zaru¢en optimalni vysledek
barveni.

Skli¢ko s histologickou tkani

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

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

Vysledek
Acidorezistentni bakterie cervené
Pozadi modré

Hodnoceni

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

Odstranovani potizi
Fixace natérd vzorki

Pro prevenci infekéniho potencidlu vzork{ a dalsi proliferace bakterii je
nezbytny dostatecny stupen tepelné fixace pomoci Bunsenova kahanu nebo
v horké komore.

cz

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 obezretnosti. Inkubacni doby uvedené

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

Technické poznamky

Pouzity mikroskop by mél splfiovat pozadavky zdravotnické diagnostické
laboratore.

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

Pfed uloZenim odstrarte prebytek imerzniho oleje.

Analytické vykonnostni parametry

~Roztok methylenové modri podle Lofflera® barvi a tim vizualizuje biologické
struktury, jak je popsano v kapitole ,Vysledek" tohoto navodu k pouZiti.
Vyrobek sméji pouZivat pouze opravnéné a kvalifikované osoby, coz plati
mimo jinécpro pfipravu vzorkd a ¢&inidel, manipulaci se vzorky, zpracovani
histogramu, rozhodnuti o vhodnych kontrolach a dalsi.

Analytické parametry vyrobku jsou validovany testovanim kazdé vyrobni
Sarze. Dalsi nezavislé potvrzeni analytické specifi¢nosti poskytuje pravidel-
na Uspésna Gcast v mezinarodnich testech mezi laboratoremi.

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

Specific- Senzitivita | Specifi¢- Senzitivita
nost mezi mezi testy | nost v VvV ramci
testy rémci testu | testu
Bakteriologické
barveni
Acidorezistentni 20/20 20/20 7]/7 7/7
bakterie
Pozadi 20/20 20/20 7/7 7]7
Pasteurella 20/20 20/20 7]7 7]7
multocida

Vysledky testovani analytickych vykonnostnich parametrl

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.

Vysledky tohoto hodnoceni funkcnosti potvrzuji, Ze vyrobek je vhodny pro
zamyslené pouZiti a spolehlivé funguje.

Diagnostika

Stanoveni diagnéz mize provadét pouze autorizovani a kvalifikovani
personal.

Je nutné pouzivat platné nomenklatury.

Tuto metodu Ize pouzivat jako doplrikovou v diagnostice u lidi.

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

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

Skladovani

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

Doba pouzitelnosti

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

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

Lahvi¢ky museji byt vZdy tésné uzaviené.

Kapacita
cca. 250 barveni / 500 ml

Dalsi pokyny

Pouze pro profesionalni pouziti.

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

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

Je nutno pouzivat standardné vybavené mikroskopy.

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

Ochrana pred infekci

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

Pokyny ohledné likvidace

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

Pouzité roztoky a roztoky po uplynuti doby pouzZitelnosti je nutno likvidovat
jako zvlastni odpad v souladu s mistnimi smérnicemi. Informace ohledné
likvidace Ize ziskat pod rychlym odkazem ,Hints for Disposal of Microsco-
py Products" (Tipy pro likvidaci v{/robkﬂ pro mikroskopii) na adrese www.



microscopy-products.com. V rdmci EU plati stavajici ptisluéné NARIZENT
(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 cinidla

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

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. ¢. 1.04699 Imerzni olej 100 ml kapaci
pro mikroskopii lahvicka,

100 ml, 500 ml

Kat. ¢. 1.07960 Entellan™ 500 ml
rychlé zalévaci médium
pro mikroskopii

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

Kat. ¢. 1.08000 Sputofluol™ 11
pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.08298 Xylen (isomericka smés) 4|
pro histologii

Kat. ¢. 1.08512 AFB-Color roztok karbolfuchsinu 500 ml, 2,51
pro mikroskopické vysetreni
acidorezistentnich bakterie (AFB)
(barveni za studena)

Kat. ¢. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml kapaci
bezvodé montovaci medium lahvicka,
pro mikroskopii 500 ml

Kat. ¢. 1.09215 Roztok karbolfuchsinu 100 ml, 500 ml,
podle Ziehl-Neelsena 2,51
pro mikroskopii

Kat. ¢. 1.09843 Neo-Clear™ (nahrazka xylenu) 51

pro mikroskopii

Klasifikace rizik
Kat. ¢. 1.01287

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

Hlavni slozky vyrobku
Kat. ¢. 1.01287

C.I. 52015 4,2 g/!
CZHSOH 190 g/I
pH 8,0-8,6
11=0,97 kg

Obecna poznamka

cz
P240: Uzemnéte a upevnéte obal a odbérové zafizeni.

P241: Pouzivejte elektrické/ ventilacni/ osvétlovaci zafizeni do vybusného
prostredi.

P242: PouZivejte naradi z nejiskriciho kovu.
P243: Provedte opatfeni proti vybojlim statické elektfiny.

Historie revizi

Verze Komentar k Gpravam

2024-]Jul-01 Plvodni verze s pridanou tabulkou historie revizi

2024-Jul-01 V.2 | Zadnad zména v ¢eském prekladu

Pokud pfi pouzivani tohoto zdravotnického prostiedku nebo v diisledku jeho
pouziti dojde k zavazné nezadouci pfihodé, oznamte ji vyrobci a/nebo jeho
opravnénému zastupci a prislusnému narodnimu Gradu.
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H226: Hoflava kapalina a pary.

P210: Chrarite pred teplem, horkymi povrchy, jiskrami, otevienym ohném a
jinymi zdroji zapaleni. Zakaz koufeni.
P233: Uchovavejte obal tésné uzavreny.
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Microscopie

Albastru de metilen - solutie
Loffler

pentru microscopie

Exclusiv pentru uz profesional

|VD Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro c €

Scopul preconizat

Aceastd ,Albastru de metilen - solutie Loffler - pentru microscopie” este uti-
lizatd pentru diagnosticul celulelor medicale umane si serveste scopului de
investigatie bacteriologica si histologicé a esantioanelor de proba de origine
umana. Aceasta este o solutie de colorare gata de utilizare care, atunci
cand este utilizata impreuna cu alte produse pentru diagnostic in vitro din
portofoliul nostru, face posibild evaluarea in scop de diagnostic a structuri-
lor tintd (bacterii rezistente la acizi (AFB)) prin fixare, colorare, contracolo-
rare, montare din esantioanele de testat bacteriologice si histologice, de ex.
frotiuri din culturi bacteriene imbogatite sau sectiuni histologice din plamani
de ex.

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 efectua-
te in conformitate cu metodele valide, recunoscute, pentru a ajunge la un
diagnostic definitiv.

Principiu de functionare

Peretele celular al bacterii rezistente la acizi are un procent ridicat de ceara
si lipide si, din acest motiv, absoarbe colorantii foarte lent. Cea mai eficien-
td metodd de colorare este colorarea la cald conform metodei Ziehl-Neel-
sen. In aceastd metodd, solutia de carbol-fucsina este aplicata specimenului
si Incdlzitd. Acest proces de incalzire accelereaza rata la care colorantul de
fucsina este absorbit si, prin urmare, si rata de formare a complexului acid
micolic - fucsina in peretele celular.

Dupa ce bacterii rezistente la acizi au absorbit colorantul fucsina, 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 si sunt colorate rosu la vizualizarea microscopica. In

mod corespunzator, toate microorganismele nerezistente la acizi sunt
contracolorate cu un colorant adecvat. In instructiunile de functionare
curente, sunt contracolorate cu albastru de metilen.

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 caldura si
pretratate cu Sputofluol™, de exemplu sputa, frotiurile din biopsii aspirative
cu ac fin (FNAB), spalaturi, imprimari, scurgeri, puroi, exsudate, culturi
lichide si solide

Sectiuni de tesut fixate in formaling, incastrate in parafina (sectiuni de
parafind de 3 - 4 pm grosime)

Reactivi

Cat. nr. 1.01287  Albastru de metilen - solutie Loffler 100 ml, 500 ml,
pentru microscopie 2,51

De asemenea, este necesar:

Cat. nr. 1.09215  Solutie Ziehl-Neelsen de carbol-fuc- 100 ml, 500 ml,
sind pentru microscopie 2,51

Cat. nr. 1.08512  Solutie AFB-Color carbol fucsinad 500 ml, 2,51
pentru investigare microscopicd a
bacteriilor rezistente la acizi (AFB)
(colorare la rece)

Cat. nr. 1.00327 Acid clorhidric in etanol, 11,51
pentru microscopie

Cat. nr. 1.08000 Sputofluol™ 11
pentru microscopie

RO

www.sigmaaldrich.com

Alternativ:

in locul combinatiei de reactivi individuali, setul de colorare 1.00497.0001
poate fi utilizat pentru frotiur:

Cat. nr. AFB-Color modificat 1 set
1.00497.0001 kit de colorare pentru detectie

bacteriilor rezistente la acizi (AFB)

prin metoda de colorare la cald

Prepararea probelor
Prelevarea probelor trebuie efectuatd 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 dizol-
va din mucus si din structurile celulare. In acest proces, ingredientul activ
hipoclorit dizolva 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, spalaturi, sedimente
Dupa masurile adecvate de imbogatire, aplicati esantionul de proba pe lama
si Iasati sa se usuce la aer.

Sectiuni histologice

Albastru de metilen - solutie Loffler trebuie utilizata pentru a colora secti-
unile histologice. Tesutul compact are o tendintd de supracolorare; pentru
astfel de tesuturi se recomanda o diluare a solutiei de albastru de metilen
Loffler (dilutie: 1:10 (1 + 9) cu apa distilata).

Deparafinati sectiunile prin metoda conventionald si rehidratati intr-o serie
descendentd de alcooluri. Tratamentul prealabil cu Sputofluol™ nu este
necesar pentru specimenele fixate cu formalina.

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 incadlzirea la 100 - 110 °C intr-o camera de
uscare sau pe o placa de incalzire timp de 20 de min.

Temperaturile excesive sau incédlzirea prelungitd pot cauza o deteriorare a
performantei de colorare.

Prepararea reactivului

Albastru de metilen - solutie L6ffler - pentru microscopie folosita pentru
colorare frotiurilor este gata de utilizare, diluarea solutiei nu este necesara
si mai degraba provoaca o deteriorare a rezultatelor colorarii si a stabilitatii
lor.

Pentru sectiunile histologice, se recomanda o diluare a solutiei de albastru
de metilen Loffler (149 cu apa distilata).

Procedura

Colorarea probelor de frotiu

Colorarea pe suportul de colorare

Trebuie respectate perioadele de timp specificate, pentru a garanta un



rezultat optim al colorarii.

Lama cu frotiu fixat

acoperiti complet, incalziti cu colorati timp
atentie de trei ori de dedesubt de 5 min in
cu arzatorul Bunsen pana cand total

se formeazad aburi

Nu I3sati solutia de colorare
sa fiarba!

Solutie Ziehl-Neelsen
de carbol-fucsina

Apa de la robinet clatiti pana cand nu se mai

produc efecte noi de culoare

Acid clorhidric in etanol | acoperiti complet si Iasati 15 - 30
sa reactioneze sec.*

Apa de la robinet clatiti imediat

Albastru de metilen - 30 sec.**

solutie Loffler

contracolorare, acoperiti
complet si Iasati sa reactioneze

Apa de la robinet clatiti cu atentie

Uscati la aer (de ex. peste noapte sau la 50 °C in camera de uscare)

* in functie de grosimea specimenului

**sau 1 min. cu Albastru de metilen - solutie Loffler diluata
(dilutie: 1:10 (1+9) cu apa distilata)

Acoperirea cu medii de montare ne-apoase (de ex. Neo-Mount™, Entellan™,
DPX nou sau Entellan™ nou) este recomandata pentru depozitarea spe-
cimenelor bacteriologice pentru o perioada de cateva luni. In acest scop,
specimenele colorate trebuie uscate foarte bine.

Utilizarea uleiului de imersie este recomandata pentru analiza lamelor colo-
rate cu marire microscopicd >40x.

Colorarea in celula de colorare

Deparafinizati lamele histologice prin metoda conventionald si rehidratati
intr-o serie descendentd de alcooluri.

Ca masura de prevenire a contamindrii incrucisate nedorite a solutiilor, la-
mele ar trebui |dsate sa se scurga bine dupa etapele de colorare individuala.

Trebuie respectate perioadele de timp specificate, pentru a garanta un
rezultat optim al colorarii.

Lama cu cu tesut histologic

Solutie AFB-Color carbol fucsind 30 min
Jet de apa de la robinet 45 sec.
Acid clorhidric in etanol 15 sec.
Jet de apa de la robinet 15 sec.
Albastru de metilen - solutie Léffler* 5 min
Spalati cu apa de la robinet 10 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.

* Pentru contracolorarea esantioanelor histologice, se recomanda diluarea
solutiei de albastru de metilen Loffler (dilutie: 1:10 (1+9) cu apa distila-
td). Aceastad solutie de lucru poate fi folosita pana la 2 saptamani.

Rezultat

Bacterii rezistente la acizi rosu
Fundal albastru
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 in laboratoare special echipate. Nici vitalitatea bacteriilor (active,
inactive) nu poate fi stabilita.

Depanarea
Fixarea probelor de frotiu

Un grad suficient de fixare la caldurd, folosind arzatorul Bunsen sau intr-o
camera de incdlzire, este esential pentru a preveni potentialul infectios al
specimenelor si proliferarea ulterioara a bacteriilor.

RO
Nu exista colorare a bacterii rezistente la acizi
Faza critica a acestui proces de colorare este faza de decolorare, care poate
fi influentata 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 ca, in caz contrar, pot fi obtinute rezultate fals-nega-
tive.

Observatii tehnice

Microscopul utilizat trebuie sa corespunda cerintelor laboratorului pentru
diagnostic medical.

Atunci cand folositi sisteme pentru colorare automata, 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

+Albastru de metilen - solutie Loffler” coloreaza si, prin urmare, vizibilizeaza
structurile biologice, asa cum este descris in capitolul ,Rezultat” al acestei
IDU. Produsul trebuie utilizat numai de catre persoane autorizate si califi-
cate, utilizarea incluzand, printre altele, pregatirea probelor si a reactivilor,
manipularea probelor, histoprocesarea, deciziile privind controalele adecvate
si multe altele.

Performanta analitica a produsului este confirmata prin testarea fiecarui lot
de productie. Participarea cu succes la testele interlaboratoare internationa-
le in mod regulat oferd o confirmare suplimentara si neafiliatd a specificitatii
analitice.

Pentru urmatoarele colorari, performanta analitica a fost confirmata din

o ratd de 100%:

Specifici- Senzitivi- Specifici- Senzitivi-
tate inter- | tate inter- | tate intra- | tate intra-
test test test test
Coloratie
bacteriologica
Bacterii rezistente | 20/20 20/20 7/7 7/7
la acizi
Fundal 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

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.

Rezultatele acestei evaluari de performantd confirma faptul cd produsul este
potrivit pentru utilizarea prevazutd si functioneaza fiabil.

Diagnostic

Diagnosticul trebuie stabilit doar de catre personalul autorizat si calificat.
Va fi utilizatd nomenclatura in vigoare.

Aceasta metoda poate fi folosita suplimentar in diagnosticul uman.
Testele ulterioare vor fi selectate si implementate conform metodelor recu-
noscute.

Trebuie efectuat un control adecvat al fiecarei aplicatii pentru a se evita
rezultate incorecte.

Depozitarea

Depozitati Albastru de metilen - solutie Loffler - pentru microscopie la +15 °C
pana la +25°C.

Durata de depozitare

Albastru de metilen - solutie Loffler - pentru microscopie poate fi utilizata
pana la termenul de valabilitate mentionat.

Dupé prima deschidere a flaconului, continutul poate fi utilizat pana la
termenul de valabilitate mentionat, daca este depozitat la +15°C péana la
+25°C.

Flacoanele trebuie pdstrate in permanentd bine inchise.

Capacitatea
aprox. 250 de colorari/500 ml

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 gasi-
te 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 amestecuri-
lor, 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  Acid clorhidric in etanol 11,51
pentru microscopie
Cat. nr. 1.00497  AFB-Color modificat 1 set

kit de colorare pentru detectie
bacteriilor rezistente la acizi (AFB)
prin metoda de colorare la cald

Cat. nr. 1.00579 DPX nou 500 ml
mediu de montare neapos
pentru microscopie

Cat. nr. 1.04699  Ulei de imersie Flacon de picurare

pentru microscopie de 100 ml,
100 ml, 500 ml
Cat. nr. 1.07960 Entellan™ 500 ml

de montare rapid montare
pentru microscopie

Cat. nr. 1.07961  Entellan™ nou 100 ml, 500 ml,

mediu de montare rapid 11
pentru microscopie
Cat. nr. 1.08000 Sputofluol™ 11

pentru microscopie

Cat. nr. 1.08298 Xilen (amestec de izomeri) 41
pentru histologie

Cat. nr. 1.08512  Solutie AFB-Color carbol fucsind
pentru investigare microscopica a
bacteriilor rezistente la acizi (AFB)
(colorare la rece)

Cat. nr. 1.09016 Neo-Mount™

500 ml, 2,51

Flacon de picurare

anhidru - mediu de montare de 100 ml,
pentru microscopie 500 ml
Cat. nr. 1.09215  Solutie Ziehl-Neelsen de carbol- 100 ml, 500 ml,
fucsind pentru microscopie 2,51
Cat. nr. 1.09843 Neo-Clear™ (substitut de xilen) 51

pentru microscopie

Categoria de risc
Cat. nr. 1.01287

Observati categoria de risc imprimata pe etichetd si informatiile oferite in
fisa de informatii de securitate.
Fisa de informatii de securitate este disponibild pe website si la cerere.

Componentele principale ale produselor
Cat. nr. 1.01287

C.I. 52015 4,2 g/l
C,H.OH 190 g/I
pH 8,0 - 8,6
11=10,97 kg

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.
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H226: Lichid si vapori inflamabili.

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.

P240: Legatura la pamant si conexiune echipotentiald cu recipientul si cu
echipamentul de receptie.

P241: Utilizati echipamente electrice/ de ventilare/ de iluminat antidefla-
grante.

P242: Nu utilizati unelte care produc scantei.
P243: Luati masuri de precautie impotriva descarcarilor electrostatice.
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Mikroskopi

Lofflers methylenbldoplgsning

til mikroskopi

Kun til professionel brug

|VD Medicinske anordning til in vitro-diagnose c E

Beregnet formal

Dette "Léfflers methylenbl8oplgsning - til mikroskopi" anvendes til hum-
anmedicinsk cellediagnose og er beregnet til bakteriologisk og histologisk
undersggelse af pr(avematerlale fra mennesker. Det er en klar-til-brug
farveoplgsning, som ndr den bruges til in wtro diagnose sammen med
andre produkter fra vores sortiment laver malstrukturer (syrefaste bakterier
(AFB)) ved fiksering, farvning, kontrastfarvning, montering i bakteriologiske
og histologiske prgvematerialer, eksempelvis baktenekulturer eller histolo-
giske snit af lungen, der kan evalueres til diagnoseformal.

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 tilfelde. Der skal udfgres yderligere tests iht.
anerkendte og gyldige metoder for at fastleegge en definitiv diagnose.

Princip

Syrefaste bakterier cellevaeg har en hgj andel voks og lipider og absorberer
derfor farvestoffer meget langsomt. Den mest effektive farvningsmetode er
varm farvning i henhold til Ziehl-Neelsen. I forbindelse med denne metode
pafgres proven karbolfuchsinoplgsning og opvarmes. Denne opvarmning
gger hastigheden af absorberingen af fuchsinfarvestoffet og dermed ogsa af
dannelsen af mycolat-fuchsin-komplekset i cellevaeggen.

N&r syrefaste bakterier har absorberet fuchsinfarvestoffet, er det naesten
umuligt at affarve dem, ogs8 selvom de bliver behandlet grundlgt med en
affarvningsoplgsning sasom saltsyre i ethanol. Af denne grund betegnes
syrefaste bakterier som syre- og alkoholfaste i forbindelse med farvning,
og de farves rgde ved mikroskopisk visualisering. Derfor kontrastfarves
alle ikke-syrefaste mikroorganismer med et passende farvestof I denne
brugsanvisning udfgres kontrastfarvningen med methylenblat.

Ved forbehandling af prgverne med Sputofluol™ oplgses bakterierne fra det
klaebrige spyt og cellemateriale, der omgiver dem.

Prgvemateriale

Udstrygninger af bakterlolooglsk materiale, som er blevet qutt(arret og forbe-
handlet med Sputofluol™ sdsom sputum, udstrygninger fra finnals-aspirati-
ons-biopsi (FNAB), skylninger, aftryk, effusioner, pus, ekssudater, flydende og
faste kulturer

Snit af formalinfikseret og paraffinindstgbt vaev (paraffinsnit med en tykkelse
pd 3 -4 pum)

Reagenser

Varenr. 1.01287  Léfflers methylenbl@oplgsning 100 ml, 500 ml,
til mikroskopi 2,51

0gséa pakraevet:

Varenr. 1.09215 Ziehl-Neelsen-karbolfuchsinoplgs- 100 ml, 500 ml,
ning til mikroskopi 2,51

Varenr. 1.08512  AFB-Color karbolfuchsinoplgsning 500 ml, 2,51
til mikroskopisk undersggelse
af syrefaste bakterier (AFB)
(koldfarvning)

Varenr. 1.00327  Saltsyre i ethanol 11,51
til mikroskopi

Varenr. 1.08000  Sputofluol™ 11

til mikroskopi

DA
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Alternativ:

Farveseettet 1.00497.0001 kan bruges i stedet for kombinationen af enkelte
reagenser til smears:

Varenr. AFB-Color modificeret kit 1 set
1.00497.0001 til mikroskopiundersggelse

af syrefaste bakterier, AFB (varm

farvning)

Forberedelse af prgverne

Prgveudtagningen skal udfgres af faguddannet personale.

Alle prgver skal behandles ved hjaelp af den nyeste teknologi.

Alle prgver skal forsynes med tydelige etiketter.

Der skal anvendes egnede instrumenter til prfziveudtagnlng og forberedelse
af preverne. Fglg producentens anvisninger med henblik pd anvendelse/
brug.

N&r der anvendes tilhgrende hjzelpereagenser, 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 materlale ved oxidering og
frigiver forsigtigt syrefaste bakterier med henblik pa videre behandling.
Forberedelse af reagenserne: Fremstilling af Sputofluo®-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 truffet passende berigelsesforanstaltninger, udstryges prgve-
materialet pd objektglasset og lufttarres.

Histologiske prgver

Lofflers methylenblat-oplgsning skal bruges til farvning af histologiske snit.
Kompakt vaev har en tendens til at blive overfarvet. I forblndelse med
s&dant veaev anbefales en fortynding af Léfflers methylenbld-oplgsning
(fortynding: 1:10 (1+9) med destilleret vand).

Deparaffiner snittene pa traditionel vis, og rehydrer dem i en faldende
alkoholraekke. Forbehandling med Sputofluol™ er ikke pakraevet, hvis
prgverne er fikseret med formalin.

Fiksering af smear-prgver

Prgverne fikseres over en bunsenbraender (2 - 3 gange, undgd at opvarme
dem for meget).

Prgverne kan ogsa fikseres ved opvarmning pd 100 - 110 °C i et tgrreskab
eller p& en varmeplade i 20 min.

For hgje temperaturer eller for lang tids opvarmning kan resultere i forrin-
gelse af farveresultatet.

Forberedelse af reagenserne

Lofflers methylenbldoplgsning - til mikroskopi er klar til brug af smearet.
Fortynding af oplgsningen er ikke ngdvendigt og resulterer i forringelse af
farveresultatet og oplgsningens stabilitet.

I forbmdelse med histologiske snit, anbefales en fortynding af Lofflers
methylenbld-oplgsning (1+9 med destilleret vand).

Procedure
Earvning af smear-prover
Farvning pé farveracket

De anfgrte tider skal overholdes for at sikre et optimalt resultat af farvnin-
gen.



Objektglas med fikseret udstrygning

Ziehl-Neelsen- Daekkes helt, opvarmes forsigtigt farves i
carbolfuchsin- tre gange nedefra med en 5 min. i alt
oplgsning bunsen-braender indtil der
dannes damp
Farveoplgsningen ma ikke koge!
Postevand Skyl indtil der ikke dannes
flere farveskyer
Saltsyre i ethanol Skal tildaekkes fuldstsendigt 15 - 30
og gives tid til at reagere sek.*
Postevand Skyl omg&ende
Lofflers methylenbld- kontrastfarvning, skal tildeekkes 30 sek.**
oplgsning fuldstaendigt og gives tid til at
reagere
Postevand Skyl omhyggeligt

Skal lufttgrre (f.eks. natten over eller ved 50 °C i tgrreskabet)

* afhaengigt af prgvens tykkelse

**eller 1 min. med fortyndet Lofflers methylenblat-oplgsning
(fortyndelsesforhold: 1:10 (1+9) med destilleret vand)

Tildeekning med ikke-vandige monteringsmedier (f.eks. Neo-Mount™,
Entellan™:, DPX ny eller Entellan™ ny) og et daekglas anbefales med henblik
pd opbevaring af bakteriologiske prgver i flere maneder. 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 i farvningkuvetten

Deparaffiner de histologiske snit pa traditionel vis, og rehydrer dem i en
faldende alkoholraekke.

Snittene skal dryppe godt af efter hvert farvetrin for at undga ungdvendig
krydskontaminering af oplgsningerne.

De anfgrte tider skal overholdes for at sikre et optimalt resultat af
farvningen.

Objektglas med histologisk vaev

AFB-Color karbolfuchsinoplgsning 30 min.
Rindende postevand 45 sek.
Saltsyre i ethanol 15 sek.
Rindende postevand 15 sek.
Lofflers methylenbl&-oplgsning* 5 min.
Vaskes med postevand 10 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™ p& de Neo-CIearT:“-vaedede objektglas eller monter
f.eks. Entellan™ ny og saet daekglas pa.

* I forbindelse med modfarvnin% af histologiske prgver anbefales en for-
tynding af Lofflers methylenbla-oplgsning (fortynding: 1:10 (14+9) med
destilleret vand). Denne arbejdsoplgsning kan anvendes i op til 2 uger.

Resultat

Syrefaste bakterier rad
Baggrund bld
Evaluering

Et positivt resultat betyder "syrefaste bakterier til stede”, og et negativt
resultat betyder “ingen syrefaste bakterier til stede”. Et positivt resultat
betyder ikke, at det er muligt med en taksonomisk klassifikation med
mikroskop. Hvis der pdvises syrefaste bakterier, skal der udfgres flere
undersggelser pd et specialiseret laboratorium. Bakteriernes vitalitet (aktiv,
inaktiv) kan heller ikke bestemmes.

Fejlfinding
Fiksering af smear-prgver

Tilstreekkelig varmefiksering ved hjzelp af en bunsenbraender eller
i et varmeskab er vigtigt med henblik pd at forhindre prgvernes
infektionspotentiale og yderligere spredning af bakterierne.
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Ingen farvning af syrefaste bakterier
Dget 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
anfert i denne protokol, skal overholdes ngje under affarvningstrinnet, da
det i modsat fald kan medfgre falske negative resultater.

Tekniske bemaerkninger

Det anvendte mikroskop skal leve op til kravene pa et laboratorie til medi-
cinsk diagnose.

Ved brug af automatiske farvesystemer skal brugervejledningen fra leve-
randgren af systemet og softwaren fglges.

Fjern overskydende immersionsolie forud for arkivering.

Analytiske ydeevnekarakteristika

"L 5fflers methylenbldoplgsning” farver og visualiserer derved biologiske
strukturer, som beskrevet i kapitlet “Resultat” i denne brugsanvisning.
Dette produkt m& kun anvendes af autoriserede og kvalificerede personer,
hvilket bl.a. inkluderer forberedelse af prgve og reagens, prgvehandtering,
bearbejdning af vaevsprgver, afggrelser angdende egnede kontroller med
mere.

Produktets analytiske ydeevne bekraeftes ved test af hvert produktionsparti.
Den vellykkede regelmaessige deltagelse i internationale interlaboratorie-
undersggelser giver en ekstra og uafhaengig bekraeftelse af den analytiske
specificitet.

For de fglgende farver blev den analytiske ydeevne bekraeftet med henblik
pé specificitet, sensitivitet og repeterbarhed for produktet med en rate pd
100 %:

Inter-un- Inter-un- Intra-un- Intra-un-
dersggelse | dersggelse | dersggelse | dersggelse
specificitet | sensitivitet | specificitet | sensitivitet

Bakteriologisk

farvning

Syrefaste 20/20 20/20 7/7 7/7
bakterier

Baggrund 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

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.

Resultaterne af denne ydeevnevgrdering bekraefter, at produktet er egnet til
den beregnede brug og har en palidelig ydeevne.

Diagnostik

Diagnoser mé& 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 udveelges og udfgres i henhold til anerkendte metoder.
Der skal udfgres egnede kontroller ved hver anvendelse for at undgd for-
kerte resultater.

Opbevaring

Lofflers methylenbloplgsning - til mikroskopi skal opbevares ved +15°C
til +25°C.

Holdbarhed

Lofflers methylenbl3oplgsning - til mikroskopi kan bruges indtil den anfgrte
udlgbsdato.

Efter bning af flasken kan indholdet bruges indtil den anfgrte udigbsdato,
hvis flasken opbevares ved +15 °C til +25°C.

Flaskerne skal altid veaere forsvarligt lukkede.

Kapacitet
ca. 250 farvninger/500 ml

Yderligere anvisninger

Kun til professionel brug.

For at undgd fejl ma produktet kun anvendes af faguddannet personale.
Nationale bestemmelser vedrgrende arbejdssikkerhed og kvalitetssikring
skal overholdes.

Der skal anvendes mikroskoper, der udstyret i henhold til de gaeldende
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 udligbet,

skal bortskaffes 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) under www.microscopy-products.com. I EU skal den
geeldende FORORDNING (EF) nr. 1272/2008 om klassificering, maerkning
og emballering af stoffer og blandinger og om andring og ophaevelse af
direktiv 67/548/E@F og 1999/45/EF og om andring af forordning (EF) nr.

1907/2006 overholdes.

@vrige reagenser

Varenr. 1.00327

Varenr. 1.00497

Varenr. 1.00579

Varenr. 1.04699

Saltsyre i ethanol
til mikroskopi

AFB-Color modificeret kit

til mikroskopiundersggelse

af syrefaste bakterier, AFB (varm
farvning)

DPX ny
vandfrit indstgbningsmiddel
til mikroskopi

Immersionsolie

11,51

1 set

500 ml

100-ml pipette-

til mikroskopi flaske,
100 ml, 500 ml
Varenr. 1.07960  Entellan™ 500 ml

Varenr. 1.07961

hurtigindstgbningsmiddel
til mikroskopi

Entellan™ ny

100 ml, 500 ml,

hurtigindstgbningsmiddel 11
til mikroskopi

Varenr. 1.08000  Sputofluol™ 11
til mikroskopi

Varenr. 1.08298  Xylen (isomerisk blanding) 41
til histologi

Varenr. 1.08512 til mikroskopisk undersggelse 500 ml, 2,51

Varenr. 1.09016

af syrefaste bakterier (AFB)
(koldfarvning)

Neo-Mount™

100-ml pipette-

vandfri indstgbningsmiddel flaske,
til mikroskopi 500 ml
Varenr. 1.09215 Ziehl-Neelsen-karbolfuchsinoplgs- 100 ml, 500 ml,
ning til mikroskopi 2,51
Varenr. 1.09843  Neo-Clear™ (xylenerstatning) 51

til mikroskopi

Fareklassificering

Varenr. 1.01287

Vaer opmaerksom pa den fareklassificering, der er trykt pa etiketten,
og oplysningerne i sikkerhedsdatabladet.
Sikkerhedsdatabladet f&s pd hjemmesiden og ved forespgrgsel.

Produkternes hovedkomponenter

Varenr. 1.01287

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

Generel bemaerkning

DA
P233: Hold beholderen teet lukket.

P240: Beholder og modtageudstyr jordforbindes/potentialudlignes.
P241: Anvend eksplosionssikkert elektrisk/ ventilations-/ lys-/ udstyr.
P242: Anvend veerktgj, som ikke frembringer gnister.

P243: Traef foranstaltninger mod statisk elektricitet.

Revisionshistorik

Version Kommentar til modifikation

2024-Jul-01 Forste version med introduktion af revisionshistorik

2024-Jul-01 V.2 | Ingen andring af den danske oversaettelse

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.

Litteratur

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Brandfarlig veeske og damp.

P210: Holdes vk fra varme, varme overflader, gnister, aben ild og andre
anteendelseskilder. Rygning forbudt.

Life science-afdelingen hos Merck drives under navnet MilliporeSigma i US og Canada.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Germany og/eller dennes tilknyttede selskaber. Alle rettigheder
forbeholdes. Merck og Sigma-Aldrich er varemaerker tilhgrende Merck KGaA, Darmstadt, Germany. Alle
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Mikroskopija

Lofflerova metilensko plava
otopina
za mikroskopiju

Samo za profesionalnu uporabu

|VD In vitro dijagnosticki medicinski proizvod c €

Namjena

Ova ,Loéfflerova metilensko plava otopina - za mikroskopiju™ upotrebljava

se za dijagnozu ljudskih medicinskih stanica i sluzi za bakteriolosko i
histolosko istrazivanje uzorka ljudskog podrijetla. To je otopina za bojenje
spremna za uporabu zahvaljujuci kojoj je, kada se upotrebljava s drugim

in vitro dijagnosti¢kim proizvodima iz nase ponude, moguce procijeniti
ciljne strukture (cidorezistentne bakterije (AFB)) i to fiksiranjem, bojenjem,
protubojenjem, poklapanjem u bakterioloskim i histoloskim uzorcima,
primjerice razmaze obogacenih bakterijskih kultura ili histoloske sekcije npr.
pluca, u dijagnosticke svrhe.

Neobojene strukture imaju relativno niski kontrast i iznimno ih je tesko
razlikovati pod svjetlosnim mikroskopom. Slike dobivene uz primjenu
otopina za bojenje ovlastenom i kvalificiranom ispitivacu pomazu da u
takvim sluéajevima bolje definira oblik i strukturu. Daljnja ispitivanja
moraju se provesti prema priznatim, valjanim metodama da bi se postavila
konacna dijagnoza.

Princip

Stani¢na stijenka acidorezistentne bakterije ima visok udio voska i lipida
te stoga boje apsorbira jedino vrlo polako. Najucinkovitija je metoda
bojenja vruce bojenje prema Ziehl-Neelsenu. Ovom se metodom otopina
karbol fuksina primjenjuje na uzorak i zagrijava. Taj proces zagrijavanja
ubrzava stopu apsorbiranja boje fuksin, a time i formiranja mikolat-fuksin
kompleksa u stani¢noj stijenci.

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,
acidorezistentne bakterije se nazivaju otpornima na kiseline i alkohol kod
bojenja te poprimaju crvenu boju kod mikroskopske vizualizacije. Prema
tome, svi mikroorganizmi koji nisu otporni na kiseline protubojaju se
odgovaraju¢om bojom. Prema aktualnim uputama za rad, protubojaju se u
skladu s metilen plavom.

Predobradom uzoraka proizvodom Sputofluol™ otapaju se bakterije iz
okolnog viscidnog sputuma i stani¢nog 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

Sekcije formalinom fiksiranih, u parafin uklopljenih tkiva (sekcije parafina
debljine 3 - 4 pym)

Reagensi

Kat. br. 1.01287  Lofflerova metilensko plava otopina 100 ml, 500 ml,
za mikroskopiju 2,51

Takoder potrebno:

Kat. br. 1.09215  Ziehl-Neelsenova otopina karbol 100 ml, 500 ml,

fuksina 2,51
za mikroskopiju

Kat. br. 1.08512  AFB-Color karbol fuksin otopina 500 ml, 2,51
za mikroskopska istrazivanja
acidorezistentnih bakterije (AFB)
(hladno bojenje)

Kat. br. 1.00327  Kloridna kiselina u etanolu 11,51
za mikroskopiju

Kat. br. 1.08000  Sputofluol™ 11

za mikroskopiju

HR

www.sigmaaldrich.com

Alternativno:

Umjesto kombinacije jednog reagensa moze se upotrebljavati komplet za
bojenje 1.00497.0001 za razmaze:

Kat. br. AFB-Color modificirani 1 set
1.00497.0001 komplet za detekciju

acidorezistentnih bakterije (AFB)

vru¢om metodom bojenja

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 pri-
kladni instrumenti. Slijedite upute proizvodacda za primjenu/upotrebu.
Kada upotrebljavate odgovarajuce 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 acido-
rezistentne 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 obogadivanja, razmazite uzorak
na stakalce i ostavite ga da se osusi na zraku.

Histoloske sekcije

Lofflerova metilensko plava otopina modrila treba se koristiti za bojenje
histoloskih presjeka. Kod kompaktnog tkiva postoji tendencija pretjeranog
bojenja; za takva tkiva preporucuje se razrjedivanje Lofflerove otopine me-
tilenskog modrila (razrjedivanje destiliranom vodom u omjeru 1:10 (1+49)).
Uklonite parafin sa sekcija na uobi¢ajen nacin i rehidrirajte silaznim nizom
alkohola. Predobrada proizvodom Sputofluol™ nije nuzna za uzorke fiksirane
formalinom.

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

Lofflerova metilensko plava otopina - za mikroskopiju upotrebljava se za
bojenje razmaza i spremna je za uporabu, sto znaci da otopinu nije po-
trebno razrjedivati jer bi se time samo pogorsali rezultati bojenja i njihova
stabilnost.

Za histoloske presjeke preporucuje se razrjedivanje Lofflerove otopine meti-
lenskog modrila (razrjedivanje destiliranom vodom u omjeru 1+9).

Postupak

Bojenje uzoraka razmaza

Bojenje na podlozi za bojenje

Potrebno je pridrzavati se navedenih vremena za optimalne rezultate bojenja.



Stakalce s fiksiranim razmazom

Ziehl-Neelsenova u potpunosti pokrijte i pazljivo bojite
otopina karbol fuksina | zagrijavajte tri puta odozdo ukupno
Bunsenovim plamenikom dok 5 min

se ne stvori para

Nemojte dopustiti da otopina
za bojenje zakuha!

Voda iz slavine ispirite dok se vise ne

proizvode oblaci boje

Klorovodi¢na kiselina u potpunosti pokrijte 15-30 s*
u etanolu i pricekajte reakciju

Voda iz slavine odmabh isperite

Lofflerova metilensko protubojenje, u potpunosti 30 s**

plava otopina pokrijte
i pricekajte reakciju

Voda iz slavine oprezno isperite

Susenje zrakom (npr. preko nodi pri 50 °C u komori za susenje)

* ovisno o debljini uzorka

**ili 1 min s razrijedenom Lofflerovom metilensko plavom otopinom
(razrjedivanje: 1:10 (1+9) s destiliranom vodom)

Pokrivanje s medijem za poklapanje bez vode (npr. Neo-Mount™, Entellan™,
Novi DPX ili Novi Entellan™) i stakleni pokrov preporucuju se za pohranu
bakterioloskih uzoraka na nekoliko mjeseci. Obojani uzorci moraju se u tu
svrhu vrlo dobro osusiti.

Upotreba imerzijskog ulja preporucuje se za analizu obojanih stakalaca s
pomoc¢u mikroskopskog povecéanja > 40x.

Bojenje histoloskih uzoraka
Bojenje u stanicama za bojenje

Uklonite parafin s histoloskih stakalaca na uobic¢ajen nacin i rehidrirajte
silaznim nizom alkohola.

Stakalca se trebaju postaviti tako da se dobro ocijede nakon svakog
zasebnog koraka bojenja da bi se izbjegla nepotrebna unakrsna
kontaminacija otopina.

Potrebno je pridrzavati se navedenih vremena za optimalne rezultate
bojenja.

Stakalce s histoloskim tkivom

AFB-Color karbol fuksin otopina 30 min
Voda iz slavine 45 s
Klorovodicna kiselina u etanolu 15s
Voda iz slavine 15s
Lofflerova metilensko plava otopina* 5 min
Isprati vodom iz slavine 10 s
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.

* Za kontrastno bojenje histoloskih uzoraka preporucuje se razrjedivanje
Lofflerove otopine metilenskog modrila (razrjedivanje destiliranom vodom
u omjeru 1:10 (149)). Radna otopina moze se rabiti do 2 tjedna.

Rezultat

Acidorezistentne bakterije crveno
Pozadina plava
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).

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.

HR
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 klorovodic¢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
ina¢e mogu uslijediti lazno negativni rezultati.

Tehnicke napomene

Upotrebljavani mikroskop mora zadovoljavati preduvjete medicinskog
dijagnosti¢kog laboratorija.

Prilikom upotrebe automatske opreme za bojenje slijedite upute za uporabu
dobavljaca sustava i softvera.

Prije punjenja uklonite suvisno imerzijsko ulje.

Znacajke analiticke uc¢inkovitosti

,Lofflerova metilensko plava otopina” boji i tako omogucava vizualizaciju bi-
oloskih struktura, kao Sto je opisano u poglavlju ,Rezultat” u ovim uputama
za uporabu. Ovaj proizvod smiju upotrebljavati samo ovlastene i kvalificira-
ne osobe. To se, izmedu ostaloga, odnosi na pripremu uzoraka i reagensa,
rukovanje uzorcima, histolosku obradu, donosenje odluka o odgovarajuéim
kontrolama itd.

Analiticka ucinkovitost ovog proizvoda potvrdena je ispitivanjem svake
proizvodne serije. Uspjesno redovito sudjelovanje u medunarodnim medu-
laboratorijskim ispitivanjima pruza dodatnu i nezavisnu potvrdu analiticke
specifi¢nosti.

Za sljedece je postupke bojenja potvrdena 100 %-tna analiticka 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
Bakteriolosko
bojenje
Acidorezistentne 20/20 20/20 7/7 7/7
bakterije
Pozadina 20/20 20/20 7]7 7]7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

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.

Rezultati ove procjene ucinkovitosti potvrduju da je proizvod prikladan za
predvidenu uporabu i da pouzdano djeluje.

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 prilikom svake primjene da bi se
izbjegli neispravni rezultati.

Skladistenje

Pohranite proizvod Lofflerova metilensko plava otopina - za mikroskopiju na
+15 °C do +25°C.

Rok uporabe

Lofflerova metilensko plava otopina — za mikroskopiju moze se upotreblja-
vati do navedenog roka trajanja.

Nakon prvog otvaranja boce, sadrzaj se moze upotrebljavati do navedenog
roka uporabe ako je pohranjen na +15°C do +25°C.

Boce moraju biti ¢vrsto zatvorene u svakom trenutku.

Kapacitet
oko 250 bojenja / 500 ml

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 osigurava-
nje 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 ucinkovite 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. 1.00327

Kat. br. 1.00497

Kat. br. 1.00579

Kat. br. 1.04699

Kloridna kiselina u etanolu
za mikroskopiju

AFB-Color modificirani

komplet za detekciju acidorezistentnih

bakterije (AFB) vru¢com metodom
bojenja

Novi DPX
nevodeni medij za poklapanje
za mikroskopiju

Imerziono ulje

11,51

1 set

500 ml

Boca kapaljka

za mikroskopiju od 100 ml,
100 ml, 500 ml
Kat. br. 1.07960 Entellan™, medij za brzo uklapanje 500 ml

Kat. br. 1.07961

za mikroskopiju

Novi Entellan™

100 ml, 500 ml,

brzi medij za uklapanje 11
za mikroskopiju

Kat. br. 1.08000 Sputofluol™ 11
za mikroskopiju

Kat. br. 1.08298 Ksilen (izomerna smjesa) 41
za histologiju

Kat. br. 1.08512 AFB-Color karbol fuksin otopina 500 ml, 2,51

Kat. br. 1.09016

za mikroskopska istrazivanja
acidorezistentnih bakterije (AFB)
(hladno bojenje)

Neo-Mount™

Boca kapaljka

bezvodni medij za poklapanje od 100 ml,
za mikroskopiju 500 ml
Kat. br. 1.09215 Ziehl-Neelsenova otopina karbol 100 ml, 500 ml,
fuksina 2,51
za mikroskopiju
Kat. br. 1.09843 Neo-Clear™ (zamjena za ksilen) 51

za mikroskopiju

Klasifikacija rizika

Kat. br. 1.01287

Slijedite klasifikaciju rizika ispisanu na oznaci i informacije navedene na
sigurnosno-tehnickom listu.
Sigurnosno-tehnicki list dostupan je na web-mjestu i na zahtjev.

Glavne komponente proizvoda

Kat. br. 1.01287

C.I. 52015 4,2 g/!
CZHSOH 190 g/I
pH 8,0-8,6
11=0,97 kg

Opca 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 nadleZznom tijelu.

Knjizevnost

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage
5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon
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P233: Cuvati u dobro zatvorenom spremniku.
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Mikroskopia

Blekit metylenowy Lofflera,
roztwor

do mikroskopii

Wytacznie do uzytku przez specjalistow

|VD Urzadzenia medyczne do diagonstyki in vitro c €

Przeznaczenie

,Btekit metylenowy Lofflera, roztwor — do mikroskopii” jest wykorzystywany
w procesie medycznej diagnostyki komdrek ludzkich i stuzy do bakteriolo-
gicznej i histologicznej oceny prébek pochodzenia ludzkiego. Jest to gotowy
do uzycia roztwdr do barwienia, ktory w potaczeniu z innymi dostepnymi w
naszej ofercie wyrobami do diagnostyki in vitro umozliwia przygotowanie
docelowych struktur (bakterii kwasoodpornych (AFB)) poprzez utrwalanie,
barwienie, barwienie kontrastujace, zamykanie w preparatach bakteriolo-
gicznych i histologicznych, np. rozmazach wzbogaconych kultur bakterii lub
wycinkach histologicznych (np. ptuca), do celéw diagnostycznych.

Niezabarwione struktury maja stosunkowo niski kontrast i sq niezwykle
trudne do odrdznienia pod mikroskopem $wietinym. Obrazy utworzone z
uzyciem roztworoéw barwigcych pomagajq upowaznionemu i wykwalifikowa-
nemu badaczowi lepiej zdefiniowac forme i strukture w takich przypadkach.
Aby postawi¢ ostateczng diagnoze, nalezy wykona¢ dalsze badania, stosujac
uznane i sprawdzone metody.

Zasada dziatania

Sciany komérkowe bakterii kwasoopornych zawieraja duza ilo$¢ woskow i
lipidow, wskutek czego bardzo powoli wchtaniajg barwniki. Najefektywniej-
szg metoda barwienia jest barwienie na goraqco metoda Ziehla-Neelsena.
Metoda ta polega na pokryciu preparatu roztworem fuksyny karbolowej i
ogrzaniu. Proces ogrzewania przyspiesza wchtanianie fuksyny i, co za tym
idzie, powstawanie komplekséw mykolowo-fuksynowych w $cianie komor-
kowej.

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

Oczyszczenie probek roztworem Sputofluol™ powoduje uwolnienie bakterii z
otaczajacej gestej plwociny i materiatu komoérkowego.

Materiatl probek

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

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

Odczynniki
Nr kat. 1.01287 Btekit metylenowy Lo6fflera, roztwor 100 ml, 500 ml,
do mikroskopii 2,51

ROowniez wymagane:
Nr kat. 1.09215 Fuksyna karbolowa 100 ml, 500 ml,
Ziehla-Neelsena, roztwor 2,51
do mikroskopii

Nr kat. 1.08512 Roztwér fuksyny karbolowej 500 ml, 2,51
AFB-Color

do mikroskopowegobadania bakterii

kwasoopornych (AFB) (barwienie na

zimno)

Nr kat. 1.00327 Kwas solny, roztwér etanolowy 11,51

do mikroskopii

PL

www.sigmaaldrich.com

Nr kat. 1.08000  Sputofluol™ 11
do mikroskopii

Rozwigzanie alternatywne:

Zamiast taczenia pojedynczych odczynnikéw do rozmazéw mozna uzyé
zestawu do barwienia 1.00497.0001:

Nr kat. AFB-Color zmodyfikowany 1 set
1.00497.0001 zestaw barwnikéw do

mikroskopowego badania bakterii

kwasoopornych (AFB) metoda

barwienia na goraco

Przygotowywanie probek

Probki musza by¢ pobierane przez wykwalifikowany personel.

Wszystkie probki musza by¢ przetwarzane z uzyciem najnowoczesniejszych
technologii.

Wszystkie probki musza by¢ wyraznie oznaczone.

Do pobierania i przygotowywania probek nalezy uzywac odpowiednich
instrumentow. Postepowac zgodnie z instrukcjami producenta dotyczacymi
zastosowania/uzytkowania.

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

Plwocina

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

Przygotowywanie odczynnika: Przygotowywanie 15% roztworu Sputofluol™
W celu przygotowania ok. 100 ml roztworu, nalezy zmieszac:

Sputofluol™ 15 ml

Woda destylowana 85 ml

Przygotowywanie probek w probowkach wiréwkowych:

Prébka 1 czes¢
(min. 2 ml)
Roztwér Sputofluol™ (15% w wodzie destylowanej) 3 czesci
Energicznie wstrzasnad. 10 min
Odwirowac przy 3000 - 4800 obr./min. 20 min

Zdekantowac supernatant
Przygotowac rozmazy osadu.

Wysuszy¢ na powietrzu

Materiat z punkcji, poptuczyny, osady

Po odpowiednim wzbogaceniu nalezy wykona¢ rozmaz materiatu na szkietku
i pozostawi¢ do wyschniecia na powietrzu.

Probki histologiczne:

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

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 suszar-
ce lub na ptytce do podgrzewania przez 20 min.

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

Przygotowywanie odczynnika

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

W przypadku skrawkoéw histologicznych zaleca sie rozcienczenie roztworu
btekitu metylenowego Lofflera (1+9 wodg destylowanq).

Procedura
B L 5bel
Barwienie na statywie do barwienia

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



Szkietko z utrwalonym rozmazem

Roztwér fuksyny doktadnie przykry¢, ostroznie barwic

karbolowej trzykrotnie ogrza¢ od spodu tacznie

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

Nie dopusci¢ do zagotowania
sie roztworu do barwienia!

Woda z kranu sptukiwac az do ustania

powstawania obtokéw barwnika.

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

Kwas solny w etanolu

Woda z kranu natychmiast sptukac.

Btekit metylenowy 30 sek.**

Lofflera, roztwér

counterstaining, doktadnie
przykry¢ i pozostawi¢ do
wystgpienia odczynu

Woda z kranu ostroznie sptukaé

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

* w zaleznosci od grubosci skrawka

**Jub 1 min z uzyciem rozcienczonego btekitu metylenowego Lofflera, roz-
twor (rozcienczenie: 1:10 (1+9) z wodq destylowana)

Na potrzeby przechowywania preparatéw bakteriologicznych przez kilka
miesiecy zalecane jest uzycie bezwodnego odczynnika do zamykania
preparatow (np. Neo-Mount™, Entellan™, DPX nowy lub Entellan™ nowy)
i szkietka nakrywkowego. W tym celu nalezy bardzo doktadnie osuszy¢
barwione preparaty.

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

Barwienie prébek histologi I

Barwienie w komorze

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

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

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

PL
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.

Uwagi techniczne

Uzywany mikroskop powinien spetnia¢ wymogi laboratorium diagnostyki
medycznej.

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

Przed przystapieniem do przechowywania nalezy usuna¢ nadmiar olejku
immersyjnego.

Parametry wydajnosci analitycznej

,Btekit metylenowy Lofflera, roztwor” wybarwia i tym samym wizualizuje
struktury biologiczne, jak opisano w rozdziale ,Wynik” niniejszej Instrukcji
obstugi (IFU). Produkt moze by¢ uzywany wytacznie przez osoby upowaz-
nione i wykwalifikowane. Dotyczy to miedzy innymi przygotowania probek

i odczynnikéw, postepowania z prébkami, obrébki histologicznej, decyzji
dotyczacych odpowiednich kontroli i innych.

Wydajnos¢ analityczna produktu jest potwierdzana poprzez testowanie
kazdej partii produkcyjnej. Regularny udziat w miedzynarodowych bada-
niach miedzylaboratoryjnych stanowi dodatkowe, niezalezne potwierdzenie
swoistosci analizy.

Dla ponizszych barwnikéw, w zakresie paramteréw analitycznych wymienio-
nych ponizej, potwierdzono, ze wskaznik swoistosci, czutosci i powtarzalno-
$ci produktu wynosi 100%:

Swoisto$¢ | Czutosé Swoisto$¢ | Czutosé
miedzyse- | miedzyse- | wewnatrz- | wewnatrz-
ryjna ryjna seryjna seryjna
Barwienie
bakteriologiczne
Bakterii 20/20 20/20 7]7 7]7
kwasooporne
Tto 20/20 20/20 7]7 7]7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Szkietko z tkankg histologiczng

Roztwér fuksyny karbolowej AFB-Color 30 min.
Biezaca woda wodociggowa 45 sek.
Kwas solny w etanolu 15 sek.
Biezgca woda wodociggowa 15 sek.
Btekit metylenowy Lofflera, roztwor* 5 min.
Optukac wodg wodociggowg 10 sek.
Etanol 70% 1 min.
Etanol 70% 1 min.
Etanol 96% 1 min.
Etanol 96% 1 min.
Etanol 100% 1 min.
Etanol 100% 1 min.
Ksylen lub Neo-Clear™ 5 min.
Ksylen lub Neo-Clear™ 5 min.
Preparaty nasgczone roztworem Neo-Clear™ nalezy zamkna¢, uzywajac
Ssrodka Neo-Mount™, a preparaty nasgczone ksylenem nalezy zamknag,
uzywajac np. preparatu Entellan™ nowy i szkietka nakrywkowego.

* Do barwienia kontrastowego prdobek histologicznych zaleca sie
rozcienczenie roztworu btekitu metylenowego Loéfflera (rozcienczenie:
1:10 (149) wodaq destylowang). To rozwigzanie robocze moze by¢
stosowane przez okres do 2 tygodni.

Wynik
Bakterii kwasooporne czerwony
Tto niebieski

Ocena

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

Rozwigzywanie problemoéow
Utrwalanie prébek rozmazu

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

Wyniki analityczne

Dane wewnatrz- (wykonane na tej samej serii) i miedzyseryjne (wykonane
na réznych seriach) przedstawiajg wiele prawidtowo wybarwionych struktur
w stosunku do liczby wykonanych testéw.

Wyniki niniejszej Oceny Wydajnosci potwierdzaja, ze produkt jest odpo-
wiedni do zamierzonego zastosowania i dziata niezawodnie.

Diagnostyka

Diagnozy moze stawiaé wytacznie odpowiednio upowazniony i
wykwalifikowany personel.

Nalezy stosowac obowigzujgce nazewnictwo.

Metode tg mozna dodatkowo stosowacé w diagnostyce ludzkiej.

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

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

Przechowywanie

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

Okres przydatnosci do uzycia

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

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

Podczas przechowywania butelki powinny zawsze pozostawac szczelnie
zamkniete.

Pojemnosc¢
ok. 250 barwien/500 ml

Dodatkowe instrukcje

Wylacznie do uzytku przez specjalistow.

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

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

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

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

Ochrona przed zakazeniem

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



Instrukcje dotyczace utylizacji

Opakowanie nalezy zutylizowa¢ zgodnie z obowigzujacymi przepisami doty-
czacymi usuwania odpadow.

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

jace i uchylajace dyrektywy 67/548/EWG i 1999/45/WE oraz zmieniajace
rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006.

Odczynniki pomocnicze

Nr kat. 1.00327

Nr kat. 1.00497

Nr kat. 1.00579

Nr kat. 1.04699

Nr kat. 1.07960

Nr kat. 1.07961

Nr kat. 1.08000

Nr kat. 1.08298

Nr kat. 1.08512

Nr kat. 1.09016

Nr kat. 1.09215

Nr kat 1.09843

Kwas solny, roztwdr etanolowy
do mikroskopii

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

DPX nowy

bezwodny $rodek do zamykania
preparatow

do mikroskopii

Olejek imersyjny
do mikroskopii

Entellan™
$rodek do szybkiego zamykania
preparatéw mikroskopowych

Entellan™ nowy
$rodek do szybkiego zamykania
preparatow mikroskopowych

Sputofluol™
do mikroskopii

Ksylen (mieszanina izomerdw)
do histologii

Roztwér fuksyny karbolowej
AFB-Color

do mikroskopowegobadania bakterii
kwasoopornych (AFB) (barwienie na
zimno)

Neo-Mount™

bezwodny $rodek

do zamykania preparatow
do mikroskopii

Fuksyna karbolowa
Ziehla-Neelsena, roztwor
do mikroskopii

Neo-Clear™ (zamiennik ksylenu)
do mikroskopii

Klasyfikacja zagrozen

Nr kat. 1.01287

11,51

1 set

500 ml

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

500 ml

100 ml, 500 ml,
11

11

41

500 ml, 2,51

100 ml - butelka
z zakraplaczem,
500 ml

100 ml, 500 ml,
2,51

51

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

Karta charakterystyki substancji chemicznej jest dostepna w witrynie inter-
netowej i na zadanie.

Glowne skiadniki produktéw

Nr kat. 1.01287
C.I. 52015
C,H,OH

pH

11=0,97 kg

Uwaga ogoélna

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

Jesdli podczas uzytkowania tego urzadzenia lub w wyniku jego uzytkowania
wystapit powazny incydent, to nalezy zgtosi¢ 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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage
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H226: tatwopalna ciecz i pary.

P210: Przechowywac z dala od zrddet ciepta, gorgcych powierzchni, zrodet
iskrzenia, otwartego ognia i innych zrédet zaptonu. Nie palié.

P233: Przechowywac pojemnik szczelnie zamkniety.

P240: Uziemi¢/potaczy¢ pojemnik i sprzet odbiorczy.

P241: Uzywac elektrycznego/ wentylujacego/ oswietleniowego/ przeciwwy-
buchowego sprzetu.

P242: Uzywac nieiskrzacych narzedzi.

P243: Podjac¢ dziatania zapobiegajace wytadowaniom elektrostatycznym.

Historia zmian

Wersja Komentarz do modyfikacji

2024-Jul-01 Pierwsza wersja z wprowadzong historig zmian

2024-Jul-01 V.2 | Brak zmian w tlumaczeniu na jezyk polski

REF

Numer
katalogowy

a A

Termin przydatnosci Ograniczenia
do uzycia: termiczne
RRRR-MM-DD

LOT

Kod partii

[13]

Zapoznac sie z
instrukcja uzytkowania

ZAN

Uwaga: nalezy zapoznac
sie z dokumentacjq
towarzyszaca.

gl

Producent
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Microscopia

Solucao de azul de metileno
de Loffler

para microscopia

Apenas para uso profissional

|VD Dispositivo médico para diagndstico in vitro c €

Finalidade prevista

Esta "Solugdo de azul de metileno de Loffler - para microscopia" é utilizada
para o diagndstico médico de células humanas e serve para a investigagdo
bacterioldgica e histoldgica de material de amostra de origem humana.
Trata-se de uma solugdo de coloragdo pronta a usar que, quando utilizada
em conjunto com outros produtos de diagndstico in vitro do nosso
portefdlio, torna as estruturas alvo avalidveis para fins de diagndstico
[bactérias acido-resistentes (AFB)] através da fixagdo, coloragéo,
contracoloracdo, montagem) em materiais bacterioldgicos para amostras,
por exemplo, esfregagos de culturas bacterianas enriquecidas ou cortes
histoldgicos, por exemplo, do pulméo.

As estruturas ndo coradas tém um contraste relativamente baixo e sé&o
extremamente dificeis de distinguir sob microscopia 6tica. As imagens
criadas utilizando as solugdes de coloragdo ajudam o investigador
autorizado e qualificado a definir melhor a forma e a estrutura nesses
casos. Devem ser realizados testes adicionais, de acordo com métodos
validos e reconhecidos, para alcancar um diagndstico definitivo.

Principio

A parede celular de bactérias acido-resistentes tem uma elevada proporgéo
de cera e lipidos e, por conseguinte, absorve corantes muito lentamente.

O método de coloracdo mais eficiente é a coloragdo quente segundo
Ziehl-Neelsen. Neste método, uma solugdo de carbolfucsina é aplicada a
amostra e aquecida. Este processo de aquecimento acelera a taxa a qual

o corante de fucsina € absorvido e, assim, também a da formacdo do
complexo de micolato-fucsina na parede celular.

Apds as bactérias acido-resistentes absorverem o corante fucsina, é
praticamente impossivel descolora-las novamente, mesmo quando sdo
intensivamente tratadas com uma solugdo descolorante como, por exemplo,
acido cloridrico em etanol. Por conseguinte, as bactérias acido-resistentes
sdo denominadas como resistentes a acido e alcool para coloracdo e sdo
coradas a vermelho na visualizagdo microscépica. Consequentemente,
todos os microrganismos ndo resistentes a acidos sdo contracorados com
um corante adequado. Nestas instrucdes de utilizacdo, é utilizado o azul de
metileno para contracoloragdo.

O pré-tratamento das amostras com Sputofluol™ dissolve as bactérias da
expetoragao viscosa circundante e do material celular.

Material da amostra

Esfregacos de material bacterioldgico que tenham sido secos ao ar, fixados
pelo calor e pré-tratados com Sputofluol™, tipo expetoragdo, esfregagos
de biopsias por aspiragdo com agulha fina (FNAB), lavagens, impressoes,
efusBes, pus, exsudatos, culturas liquidas e sdlidas.

Cortes de tecido fixado em formalina e envolvido em parafina (cortes de
parafina com 3 - 4 ym de espessura).

Reagentes
N.° de cat. 1.01287

Solugdo de azul de metileno de Loffler
para microscopia

100 ml, 500 ml, 2,5 |

Também necessario:

N.° de cat. 1.09215 Solugdo de carbol fucsina de 100 ml, 500 ml,
Ziehl-Neelsen 2,51
para microscopia

N.o de cat. 1.08512 AFB-Color solugdo de carbol-fucsina
para a investigagdo microscépica de
bactérias acidorresistentes (AFB)

coloragao a frio)

N.0 de cat. 1.00327 Acido cloridrico em etanol 11,51
para microscopia

N.© de cat. 1.08000 Sputofluol™ 11
para microscopia

500 ml, 2,51

PT

www.sigmaaldrich.com

Em alternativa:

Em vez da combinagdo de reagentes individuais, pode ser utilizado o kit de
coloragdo 1.00497.0001 para esfregagos:

N.0 de cat. 1.00497.0001

Kit de coloragdo AFB-Color

modificado para detecdo de bactérias acido-resistentes (AFB)
por método de coloragdo a quente

1 conjunto

Preparacao de amostras
A amostragem deve ser efetuada por pessoal qualificado.

Todas as amostras devem ser tratadas utilizando tecnologia de ponta.
Todas as amostras devem ser claramente rotuladas.

Devem ser utilizados instrumentos adequados para a colheita de amostras
e a respetiva preparagdo. Seguir as instrugdes do fabricante para a
aplicacgdo/utilizagdo.

Ao utilizar os reagentes auxiliares correspondentes, devem ser respeitadas
as instrugdes de utilizagdo correspondentes.

Expetoragao

As bactérias acido-resistentes devem ser pré-tratadas com Sputofluol™
para as dissolver do muco e das estruturas celulares. Neste processo, o
ingrediente ativo hipoclorito dissolve o material organico por oxidagdo
e liberta suavemente as bactérias acido-resistentes para que possam
continuar a ser processadas.

Preparacdo de reagentes: Preparagdo da solugdo Sputofluol™ a 15%
Para a preparagdo de aproximadamente 100 ml de mistura de solugdo:

Sputofluol™ 15 ml

Agua destilada 85 ml

Preparacdo do material da amostra em tubos de centrifuga:

Amostra 1 parte
(min. 2 ml)
Solucdo de Sputofluol™ (15% em agua destilada) 3 partes
Agitar vigorosamente 10 min
Centrifugar a 3000 - 4800 rpm 20 min

Sobrenadante decante
Preparar os esfregacos do sedimento

Secar ao ar

Pungées, lavagens, sedimentos

Apds as medidas de enriquecimento adequadas, espalhe material de
amostra na lamina e deixe secar ao ar.

Cortes histologicos

A solugdo de azul de metileno de Loffler deve ser utilizada para corar
cortes histoldgicos. O tecido compacto tem tendéncia a ficar demasiado
manchado; para estes tecidos, recomenda-se uma diluicdo da solugdo de
azul de metileno de Loffler (diluigdo: 1:10 (149) com agua destilada).
Desparafinar os cortes da forma convencional e voltar a hidratar numa
série de alcool descendente. O pré-tratamento com Sputofluol™ n&o é
necessario para amostras fixadas com formalina.

Fixacdao de amostras de esfregaco

As amostras sdo fixadas sobre uma chama de bico de Bunsen (2 - 3 vezes,
tendo o cuidado de evitar aquecimento excessivo).

As amostras também podem ser fixadas aquecendo a 100 - 110 °C numa
cabina de secagem ou numa placa de aquecimento durante 20 minutos.
Temperaturas excessivas ou um aquecimento prolongado podem envolver
uma deterioragdo do desempenho da coloragdo.

Preparacao de reagentes

A solugdo de azul de metileno de Loffler - para microscopia utilizada para
esfregacos de coloracdo estd pronta a usar. A diluicdo da solugéo néo é
necessaria e apenas produz uma deterioragdo do resultado da coloragdo e
da sua estabilidade.

Para cortes histoldgicos, recomenda-se uma diluicdo da solugdo de azul de
metileno de Loffler (1+9 com agua destilada).

Procedimento
Coloracdo de amostras de esfregaco
Coloragao no suporte de coloragdo

Os tempos indicados devem ser respeitados para garantir um resultado de
coloragdo ideal.



Lamina com esfregaco fixo

Solugao de cubra completamente, aquecga core
carbolfucsina cuidadosamente trés vezes a durante
Ziehl-Neelsen partir de baixo com o bico de 5 minutos
Bunsen até formar vapor no total
N&o deixe ferver a solugdo de
coloragao!

Agua da torneira enxaguar até deixarem de ser

produzidas nuvens de corante

Acido cloridrico em cobrir completamente e deixar 15 - 30 s*
etanol reagir

Agua da torneira enxaguar imediatamente

Solugdo de azul de contracoloragdo, cubra 30 seg**

metileno de Loffler completamente e deixe reagir

Agua da torneira enxaguar cuidadosamente

Secar ao ar (por exemplo, durante a noite ou a 50°C na cabina de
secagem)

* dependendo da espessura da amostra

**ou 1 min com solugdo diluida de azul de metileno de Loffler
(diluigdo: 1:10 (149) com agua destilada)

A cobertura com meios de montagem ndo aquosos (por exemplo,
Neo-Mount™, Entellan™, DPX new ou Entellan™ new) e um vidro

de cobertura é recomendada para o armazenamento de amostras
bacterioldgicas durante varios meses. Para este efeito, as amostras coradas
tém de ser muito bem secas.

Recomenda-se a utilizacdo de 6leo de imers&o para a analise de laminas
coradas com ampliagdo microscépica > 40x.

loraca mostras histolégi
Coloragdo na célula de coloragdo
Desparafinar as laminas histoldgicas da forma convencional e voltar a
hidratar numa série de alcool descendente.
As laminas tém de ser imersas e movimentadas brevemente nas solugdes.
A imersdo simples produz resultados de coloragdo inadequados.
As laminas devem escorrer bem apds as etapas de coloracdo individuais,
como medida para evitar qualquer contaminagdo cruzada desnecessaria de
solugdes.

PT
Resolucao de problemas

Fixacdao de amostras de esfregaco

Um grau suficiente de fixacdo térmica utilizando um bico de Bunsen ou uma
cabina de aquecimento é essencial para evitar o potencial infecioso das
amostras e a proliferagdo adicional das bactérias.

Sem coloragdo de bactérias acido-resistentes

A etapa critica deste processo de coloragdo € a etapa de descoloragdo, que
pode ser influenciada pela espessura do esfregago da amostra.

Além disso, uma solucdo fresca de acido cloridrico em etanol é altamente
reativa, isto significa que o resultado deve ser avaliado com precaucao.

Os tempos de incubagéo indicados neste protocolo devem ser respeitados
com exatiddo na etapa de descoloragdo, caso contrario podem ocorrer
resultados falsos negativos.

Notas técnicas

O microscoépio utilizado deve cumprir os requisitos de um laboratério de
diagndstico médico.

Ao utilizar sistemas de coloracdo automatica, siga as instrucbes de
utilizagdo fornecidas pelo fornecedor do sistema e do software.

Remova o 6leo de imersdo em excesso antes de limar.

Caracteristicas de desempenho analitico

A "Solugdo de azul de metileno de Loffler" colora e, assim, visualiza
estruturas bioldgicas, conforme descrito no capitulo "Resultado" destas
instrugdes de utilizagdo. A utilizagdo do produto sé deve ser efetuada

por pessoas autorizadas e qualificadas, o que inclui, entre outras tarefas,
preparacdo de amostras e reagentes, manuseamento de amostras,
processamento histoldgico, decisGes relativas a controlos adequados, entre
outros.

O desempenho analitico do produto é confirmado testando cada lote de
producdo. A regular participagdo bem-sucedida em testes interlaboratoriais
internacionais fornece uma confirmacgdo adicional e ndo afiliada da
especificidade analitica.

Para as seguintes coloragdes, o desempenho analitico foi confirmado em
termos de especificidade, sensibilidade e repetibilidade do produto com
uma taxa de 100%:

Especi- Sensi- Especi- Sensi-
ficidade bilidade ficidade bilidade
interensaio | interensaio | intraensaio | intraensaio

Bacterioldgico

Montar as laminas himidas Neo-Clear™ com Neo-Mount™ ou as laminas
himidas com xileno com, por exemplo, Entellan™ new e vidro de
cobertura.

* Para a contracoloracdo de amostras histoldgicas, recomenda-se uma
diluicdo da solugdo de azul de metileno de Loffler (diluicdo: 1:10 (1+9)
com &gua destilada). Esta solugéo de trabalho pode ser utilizada durante
até 2 semanas.

Resultado

Bactérias acido-resistentes vermelho
Histdrico azul
Avaliacao

Um resultado positivo significa "bactérias acido-resistentes detetadas"
e um resultado negativo "bactérias acido-resistentes ndo detetadas".
Um resultado positivo ndo significa que seja possivel uma classificacdo
taxondmica por microscopia. Se forem detetadas bactérias acido-
resistentes, devem ser realizadas analises adicionais em laboratdérios
especialmente equipados.

A vitalidade (ativa, inativa) das bactérias também n&o pode ser
determinada.

coloragao
Lamina com tecido histoldgico Bactérias 20/20 20/20 7/7 7]7
= . : acido-resistentes

Solugdo de carbolfucsina AFB-Color 30 min
- - Histdrico 20/20 20/20 7]7 7]7
Agua da torneira corrente 45 seg
. o Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
Acido cloridrico em etanol 15 seg multocida
Agua da torneira corrente 15 seg Resultados de desempenho analitico
Solugdo de azul de metileno de Loffler* 5 min . . . . . .

Os dados intraensaio (realizados no mesmo lote) e interensaio (realizados
Lavar com agua da torneira 10 seg em lotes diferentes) indicam o nimero de estruturas coradas corretamente

- em relagdo ao nimero de ensaios realizados.

Etanol 70% 1 min
Etanol 70% 1 min Os resultados desta avaliagdo de desempenho confirmam que o produto é

adequado para a utilizagdo prevista e tem um desempenho fidvel.
Etanol 96% 1 min
Etanol 96% 1 min Diagndstico

- Os diagndsticos devem ser efetuados apenas por pessoal autorizado e

Etanol 100% 1 min qualificado.
Etanol 100% 1 min Tém de ser utilizadas nomenclaturas validas. o

Este método pode ser utilizado de forma complementar no diagndstico
Xileno ou Neo-Clear™ 5 min humano.

- B Devem ser selecionados e implementados testes adicionais de acordo com

Xileno ou Neo-Clear™ 5 min métodos reconhecidos.

Devem ser efetuados controlos adequados em cada aplicagdo, de forma a
evitar um resultado incorreto.

Armazenamento

Conservar a solugdo de azul de metileno de Loffler - para microscopia,
entre +15 °C e +25 °C.

Durabilidade

A solugdo de azul de metileno de Loffler - para microscopia pode ser
utilizada até a data de validade indicada.

Apds a primeira abertura do frasco, o contetdo pode ser utilizado até a data
de validade indicada, quando conservado entre +15 °C e +25 °C.

Os frascos devem ser sempre mantidos bem fechados.

Capacidade
aprox. 250 coloragdes/500 ml

Instrugoes adicionais

Apenas para uso profissional.

Para evitar erros, a aplicagdo deve ser efetuada apenas por pessoal
qualificado.

Devem ser seguidas as diretrizes nacionais para a segurancga no trabalho e
a garantia da qualidade.

Devem ser utilizados microscopios equipados de acordo com a norma.



Se necessario, utilize uma centrifugadora padrdo adequada para um
laboratorio de diagndstico médico.

Protecao contra infegoes

Devem ser tomadas medidas eficazes para proteger contra infegdes, em
conformidade com as diretrizes laboratoriais.

Instrugdes para eliminagdo

A embalagem deve ser eliminada de acordo com as diretrizes de eliminagdo
atuais.

As solugOes usadas e as solugdes cuja durabilidade tenha expirado devem
ser eliminadas como residuos especiais, de acordo com as diretrizes locais.
As informag0es sobre a eliminagdo podem ser obtidas através da ligagéo
réapida "Hints for Disposal of Microscopy Products" (Sugestdes para a

eliminagdo de produtos de microscopia) em www.microscopy-products.com.

Na UE, é aplicavel o REGULAMENTO (CE) n.° 1272/2008 relativo a
classificacdo, rotulagem e embalagem de substancias e misturas, que
altera e revoga as Diretivas 67/548/CEE e 1999/45/CE, e altera o
Regulamento (CE) n.© 1907/2006.

Reagentes auxiliares

N.0 de cat. 1.00327 Acido cloridrico em etanol 11,51
para microscopia

N.© de cat. 1.00497 AFB-Color Modificado kit de
coloragdo para detecgdo de bactérias
acidorresistentes por método de
coloragdo a quente

N.© de cat. 1.00579 DPX novo 500 ml
meio de montagem ndo aquoso
para uso em microscopia

N.0 de cat. 1.04699 Oleo de imersdo Frasco
para microscopia conta-gotas de

100 ml, 100 ml,

1 conjunto

500 ml
N.C de cat.1.07960 Entellan® 500 ml
Meio de montagem rapido
para a microscopia
N.° de cat. 1.07961 Entellan® Novo 100 ml, 500 ml,
meio de montagem rapido 11
para microscopia
N.° de cat. 1.08000 Sputofluol™ 11
para microscopia
N.© de cat. 1.08298 Xileno (mistura de isomeros) 41

para histologia
N.© de cat. 1.08512 AFB-Color solugdo de carbol-fucsina 500 ml, 2,5 |
para a investigagdo microscépica de
bactérias acidorresistentes (AFB)
(coloragdo a frio)
N.¢ de cat. 1.09016 Neo-Mount® Frasco
Meio de montagem anidro conta-gotas de
para microscopia 100 ml, 500 ml
N.© de cat. 1.09215 Solugdo de carbol fucsina de 100 ml, 500 ml,
Ziehl-Neelsen 2,51
para microscopia
N.0 de cat. 1.09843 Neo-Clear™ (substituto do xileno) 51
para microscopia

Classificagao de perigo

N.° de cat. 1.01287

Respeite a classificagdo de perigo impressa no rétulo e as informagdes
fornecidas na ficha de dados de seguranga.

A ficha de dados de segurancga estd disponivel no website e mediante
pedido.

Componentes principais do produto
N.© de cat. 1.01287

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

Observacgao geral

Se, durante a utilizacdo deste dispositivo ou como resultado da utilizagdo
do mesmo, tiver ocorrido um incidente grave, comunique-o ao fabricante
e/ou ao representante autorizado e a sua autoridade nacional.
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H226: Liquido e vapores inflamaveis.

P210: Mantenha afastado do calor/ faisca/ chama aberta/ superficies
quentes.- Ndo fume.

P233: Mantenha o recipiente hermeticamente fechado.
P240: Aterre e vincule o recipiente e equipamento de recepcao.

P241: Utilize equipamento elétrico/ de ventilagdo/ de iluminagdo a prova de
explosdo.

P242: Use ferramentas que ndo produzam faiscas.
P243: Previna-se para evitar descargas estaticas.

Histérico de revisdes

Versido Comentario a modificagdo

2024-Jul-01 Versdo inicial com a introdugdo do histérico de revisdes

2024-Jul-01 V.2 | Nenhuma alteragdo na tradugdo para portugués

Consultar as Fabricante Numero de Cddigo
instrugdes de Catélogo de lote
utilizagdo
e
/]
Atengdo, consultar os Utilizar até Limites de
documentos anexos. AAAA-MM-DD temperatura

Status: 2024-Jul-01 V.2

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
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Microscopy

MeTnneHoBO CMHbO pa3TBOp Mo
Jibocpnep

3a MUKpocCKonu4

Camo 3a npodecmoHanHa ynorpeba

|VD MeaAnUnHCKO usaenue 3a in vitro aonarHocTuka c €

NMpepHasHayeHune

MeTuIeHOBO CMHbLO PasTBOp Mo JIbodiep 3a MUKPOCKOMUS Ce M3Mos3Ba

3a MeAMUMHCKA AMAarHOCTMKa Ha YOBELLKW KETKM C Lien 6aKTepmuonormiHm

N XUCTOJIOTMYHW U3CNEABaHUS Ha MaTepmas 3a Npobu OT YOBELWKMW Mpou3-
xof. To3M roToB 3a ynotpeba ouBeTsiBall pa3TBOp, U3MOM3BaH 3aeHo C
APYrU NPOAYKTW 3@ in Vitro AMarHoCT1Ka OT HaweTo nopTdoamo, no3sonsea
oueHKaTa Ha 6akTepuanHu NpULESHU CTPYKTYPU C AMArHOCTUYHA uen (Ku-
cenMHoycTonumBm baktepun (AFB)) upes dukcmpaHe, BnaraHe, ouBeTs-
BaHe, KOHTPAOLBETSIBaHe, BK/IlOYBAHE B Cpefa B MaTepuasnn oT YOBELIKM
6aKTEPUONOrNYHN U XMCTONOMMYHU NPO6U, HaNpMMep Hamaskun oT oboraTeHu
6aKTepuanHn KynTypu Uan XMCTOSIONMYHM CPpe3n oT Hanp. 6enus 4pob.

HeouBeTeHUTe CTPYKTYpPU Ca C OTHOCUTENHO HUCBK KOHTPACT U Ca U3KJ/I0-
YMTENHO TPYAHM 3a@ pasrpaHuyaBaHe noj CBeT/IMHeH MuKpockon. M3obpa-
XEeHUsATa, Cb3AaZeHn C MOMOLLTa Ha pa3TBOpUTE 3a OLBETSABaHe, CyXaT Ha
0TOPU3MpaHNUTE N KBanudULMpaHn NaTono3n KaTo NOMOLLHO CPeACcTBO 3a
no-pobpo aeduHupaHe Ha dopmaTta 1 CTpyKTypaTa B Takusa ciyyau. 3a
nocTaBsHE Ha OKOHYaTenHaTa AunarHosa e HeobxoauMMo fa ce nposeaaT Ao-
MbJIHUTENHN U3CNIeBaHMSA B CbOTBETCTBME C NPU3HATUTE BalMAHU METOAM.

MpuHUuMn

B kneTbyHaTa CTEHa Ha KMCENMHOYCTOMYMBUTE 6aKTepun MMa BUCOK Mpo-
LLeHT BOCbK U nunNuam u 3atoBa b6arpunarta ce abcopbupaTt MHOro 6aBHO.
Hai-eteKTMBHMAT MeToA 3a OLBETSIBAHe e ropeLloTo oLBeTsaBaHe no
Ziehl-Neelsen. Mpwn 1031 MeTo4 BbpXYy NpobaTa ce npuniara pa3TBoOp Ha
Kap6ondyKcUH 1 ce Harpsiea. To3n npouec Ha HarpsiBaHe yckopsiBa ab6-
copbuumsita Ha PyKCMHOBOTO 6arpuno 1 No To3M HaunH K obpalyBaHeETO Ha
MUKONAT(yYKCUMHOBUS KOMMJIEKC B KleTbYHaTa CTeHa.

Cnep KaTo KMCENMHOYCTOMUMBUTE BakTepumn ca abcopbupanu 6arpunoto
PYKCHH, NpakTUYeCcKM e HEBb3MOXHO Aa rv obe3uBeTUTe OTHOBO, AOPU KO-
raTo ca MHTEH3MBHO TPeTMpaHu C 06e3uBeTsBall, pa3TBOP KaTo Hamnp. cosHa
KucenvHa B eTaHon. CnefoBaTeNIHO KUCENMHOYCTOMYMBUTE BakTepum ce
HapuyaT KMCENMHO- N afIkOXOJTHO-YCTOMYMBU 3a OLBETABaHE M Ce ouBeTaBaT
B YUepBEHO MpW MUKPOCKOMNCKa BU3yanunsaumsi. CbOTBETHO BCUYKM HEKUCENU-
HOYCTOMYMBU MUKPOOPraHM3MmK ce OLBETSABAT C noaxoaso 6arpuno. B Tasu
WMHCTPYKUMSA 3a ynoTpeba MeTUIeHOBOTO CMHbO Ce M3MO0N3Ba 3a KOHTpaoL-
BETsIBaHe.

MpenBapuTtenHa obpaboTka Ha nNpobuTte cbe Sputofluol™ pasTBapsa 6akTepu-
nTe OT 3a06MKansWwunsa BUCUMAEH CEKPET U KNIeTbYeH MaTepuan.

MaTepuan 3a npo6u

Hamasku oT 6akTepuonornyeH matepuasn, KOWTO € U3CYLUEeH Ha Bb3AyX,
TONAWHHO UKCMpaH u nNpeaBapuTenHo obpaboTteH cbe Sputofluol™ kaTto
Xpayka, HaMasku OT TbHKOMIeHa acnupaumnoHHa 6uoncus (FNAB), nsnnak-
BaHWUS, OTNeYaTbLn, U3NBKN, THOW, EKCYAATN, TEYHU U TBBPAN KYNTYpuU
Cpesu dukcmpaHa BbB PopManunH, BloxeHa B napaduH TbkaH (NnapaduHo-
BU cpe3un ¢ aebennHa 3-4 um)

PeakTusmn

KaTt. N2 1.01287

MeTnneHoBO CMHbO pasTBop Mo Jibodnep
3@ MMKPOCKOMUS

100 ml, 500 ml, 2,51

CbLyo Taka e Heo6xo0AMMO CeaHoTOo:

KaTt. N2 1.09215 Kap6on-dykcmH pastesop Ha Uun-Huncen 100 mli, 500 ml,
3@ MMKpPOCKOMUS 2,51

KaT. N° 1.08512 AFB-Color Kap6on-dykcuH pa3tsop 500 ml, 2,51
3a u3cneaBaHe noj MMKPOCKOMN Ha
KucenuHoycronumem 6aktepum (acid-fast
bacteria, AFB) (cTyneHo ouBeTsiBaHe)
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KaT. N2 1.00327 ConHa KucefnunHa B eTaHos 11,51
3a MUKPOCKOMUS
KaTt. N2 1.08000 Sputofluol™ 11

3a MUKpoOcCKonua

KaTto anTtepHaTuBa:

BmecTo kOMBMHaLMa 0T eAMHUYHM peakTUBM, 3a HaMasKu MoXxe Aa ce
n3nonssa HabopbT 3a ouseTaBaHe 1.00497.0001:

KaT. N2 1.00497.0001
AFB-Color moandwuunpaH 1 Habop
Habop 3a ouBeTsBaHe 3a AETEKLUMS Ha KUCENMHOYCTOMUYNBMN

6akTepun (acid-fast bacteria, AFB) no metoaa Ha Tonso
ouBeTaBaHe

MoaroroBka Ha npo6urte

B3emaHeTo Ha npobu TpsibBa Aa ce M3BbpLIBA OT KBaAUMULMPaAH NepcoHarn.
Bcuukun npobu Tpsiba Aa ce obpaboTBaT C NOMOLLTa Ha Hal-CbBpPEMEHHa
TexHonorus.

Bcuukun npobu Tpsi6Ba Aa o603HayaT ACHO NMOCPEACTBOM €TUKETY.

3a B3eMaHeTo ¥ NoAroToBkaTta Ha npobuTe TpsibBa Aa ce M3Non3BaT NoAXo-
Aswm anapatn. CneaBaiiTe MHCTPYKUMMTE Ha NPOU3BOAUTENS MO OTHOLLe-
HUe Ha npunoxeHuneTto / ynotpebaTa.

Mpn n3non3BaHe Ha CbOTBETHWTE MOMOLLHWN peakTUBK TpsibBa Aa ce crnassaT
CbOTBETCTBALUMUTE UM MHCTPYKLMM 3a yrnoTpeba.

Xpauka

KuncennHoycroiumeute baktepun Tpsbea ga 6baaT npeaBapuTenHo TpeTn-
paHu cbe Sputofluol™, 3a ga ce pa3TBOPST Cly3Ta U KETbYHUTE CTPYKTYpU
OT TAX. B TO31 npouec akTMBHaTa CbCTaBKa XMMOXI0PUT pasTeaps opraHuy-
HUS MaTepuan 4ypes OKUCNeHWEe N BHUMATENHO 0CBObOXAaBa KUCENNHOY-
cTonumBmTe HakTepum, Taka 4ye ga Morat Aa ce 06paboTAT AONBAHUTENHO.
MNoaroTtoBka Ha peakTuBute: Moarotoeka Ha Sputofluol™ pasteop 15%

3a noarotoBkaTta Ha npubnmn3. 100 ml cmec Ha pa3TBopa:

Sputofluol™ 15 ml

[ectunupaHa Boaa 85 ml

MNMoaroToBka Ha maTepuana 3a Npobun B LLEeHTPOMDYXHN enpyBeTKN:

Mpoba 1 vacr
(MUH. 2 ml)
Sputofluol™ pasTteop (15% B AecTunvMpaHa Boaa) 3 vactu
PasknaTteTe eHeprmyHo 10 min
LeHTpodyrupaiTte npu 3 000-4 800 rpm 20 min

[ekaHTupaliTe cynepHaTaHTa
MpuroTeeTe HaMasku OT ceMMeHTa

M3cyweTe Ha Bb3ayX

MyHKTaTHN, NaBa>xu, CeAMMEHTH

Cnea noaxoaswm Mepkum 3a oboraTsiBaHe, HaMaXkeTe Matepuana Ha npobaTa
BbPXY MPEAMETHOTO CTbK/IO M OCTaBeTe Aa U3CbXHE Ha Bb3AyX.

XUCTONNOrMYHU Cpe3un

MeTuneHoBo cuHbO pasTBop no Jibodnep cneasa Aa ce U3MoM3Ba 3a oLu-
BETsIBaHE Ha XMCTONOMMYHN cpe3n. Mpu KOMNaKTHUTE TbKaHW 06UKHOBEHO
ce HabnogaBa NPeKOMeEpPHO oLBeTsiIBaHe. 3a TakMBa TbKaHW Ce npenopbyBa
paspexzaHe Ha pa3TBopa Ha METUIEHOBO CMHbLO Ha Loffler (paspexaaHe:
1:10 (149) c pectunupaHa Boaa).

CpesuTe cneaBa Aa ce AenapaduHnsmpaT No KOHBEHUMOHAEH HAaYMUH U Aa
ce pexuapaTtmpaT B HU3XoAsLWa NocneaoBaTeiHoCT B cnupT. MNpeaBapuTen-
Ha obpaboTka cbc Sputofluol™ He e HeobxoaMMa 3a Npobu, pukcupaHu c
dopmanuH.

dukcupaHe Ha Nnpo6bu HaMasku

MpobuTe ce dpukcmpaT c nomoluTa Ha ropenka Bunsen (2-3 nbTH, KaTo ce
BHMMaBa Aa ce nsberHe NpekoMepHoO HarpsiBaHe).

MpobuTte moraT cbLo Taka Aa ce dukcupaT ypes HarpsieaHe npu 100-
110 °C B cywmuneH wkad uin BbpXy HarpesaTtenHa naoda 3a 20 min.
MpekoMepHUTE TEMNepaTypu A NPOABL/HKUTENHOTO HarpsiBaHe mMoraT Aa
AoBeAaT [0 BOlaBaHe Ha XapaKTepPUCTUKUTE Ha OLBETsIBaHe.

MoaroTtoBka Ha peakTuBuTe

MeTuneHoBO CMHLO pa3TBop Mo JIbodriep 3a MUKPOCKOMWS, U3MOJ3BaH 3a
oLBeTsIBaHe Ha HaMa3ku, e roToB 3a ynotpeba 1 He e HeO6X0AMMO paspex-
[aHe Ha pa3TBopa, KoeTo camMo 61 AoBeno A0 BfolWaBaHe Ha pesynTaTta oT
OLBETSIBAHETO U Ha CTabuiHoCTTa.

3a XWUCTONOMMYHM Cpesun ce npenopbyBa paspexaaHe Ha MeTUNeHOBO CUHBO
pasTBop no Jibodnep (1+9 c gectunmpaHa Boaa).



Mpoueaypa
QngTﬂBaHg Ha npgﬁu HaMa3Kun
OuBeTﬂBaHe Ha B CTaTUBa 3a oL BeTABaHe

3a pa ce rapaHTupa onNnTUManHUAT pe3ynTaT OT OUBETABAHETO, € Heobxoan-
MO [a Ce Ccna3Ba NoCOoYeHOTO BpeEME.

MpenMeTHO CTbKIIO C puKCUpaHa HaMmaska
Ziehl-Neelsen pa3TBop | MOKPWNTE HaNb/IHO, BHUMATE/HO ouseTeTe
Ha kapbondykcuH 3arpeinTe Tpy NbTM OTAONY C obwo 3a
rnomouwyta Ha ropenka Bunsen, 5 min
AokaTo ce obpasysa napa
He no3BonsiBanTe pa3TBoOpbT
3a ouBeTsABaHe Aa 3aspu!
YewmsaHa Boga M3NaaKkHeTe, AOKaTO Beye He ce
obpasysaTt obnauun ot 6arpunoTo
CoslHa KucenuHa B MOKPUIATE USIOCTHO M OCTaBeTe 15-30 sec*
eTaHon Aa pearupa
YewmsaHa Boga M3nNaaKkHeTe BegHara
MeTnneHoBO CMHLO KOHTpaoLBeTsABaHe, NoKpunBa 30 sec**
pa3Tteop no Jibodnep Ce UsAN0CTHO M ce oCTaBsa Aa
pearupa
YewmsaHa Boga M3naakHeTe BHMMATENHO
M3cyweTe Ha Bb3ayx (Hanp. npe3 HowTa uam npu 50°C B cylwnnHua
wkad)

* B 3aBUCUMOCT OT AebennHaTta Ha npobaTa

**pnm 1 min c paspeaeH MeTuneHoBO CMHLO pa3TBop Mo Jlbodnep
(pa3pexapaHe: 1:10 (1+9) c gecrt. BOAA)

3a cbxpaHeHue Ha 6aKkTepuoniornyHu Npobu B NPoab/IXKEHMNE Ha HSAKOJIKO
Meceua ce npenopbyBa NoKpuMBaHeTo UM B 6e3BoAHa BKOYBaLLa cpesa
(Hanp. Neo-Mount™, Entellan™, DPX new unu Entellan™ new) n nokpvBHO
CTbK/10. 3@ uenTta ouBeTeHUTe Npobu Tpabea Aa ce uscywat MHoro gobpe.

3a aHanu3 Ha ouBEeTeHUTe NpPeAMETHM CTbKa ce npenopbyBa ynotpebaTta
Ha MMEPCUOHHO Macsio C MUKPOCKOMCKO yBennyeHune > 40x.

OupeTABaHe HA XUCTONOIrMYHN NPO6bu

OuBeTsiBaHe B OLBEeTUTEJIHaTa KJ1eTka

XWUCTONOrMYHWUTE NPeAMETHU CTbKNa cnefBa Aa ce AenapaduHusnpat no
KOHBEHUMOHAJTHUS HauUMH 1 Aa Ce pexuapatmpaT B HM3XOoAsLWwa nocnenoBa-
TENHOCT B CAupT.

MpeaMeTHUTE CTbkNa TpsibBa Aa ce NOTOMSAT U pa3ABMXKaT 3a KpaTkKo B
pasTBopuTe. AKo 6bAAT CaMo noToneHun, 6e3 pasaBuKBaHe, MOXe Aa ce
nosiyyaT HeaaeKBaTHM pe3yNiTaTi OT OLBETSBAHETO.

MpeaMeTHUTE CTbKIa TpsbBa Aa ce OCTaBAT Aa ce oTueasT Aobpe cnej
OTAENHWTE eTanu Ha OLBETABAHe, KaTo MApKa 3a U3bsreaHe Ha HeHyXXHO
KPbCTOCAHO 3aMbpCsiBaHe Ha pa3TBopuUTE.

MpenMeTHO CTbKJI0 C XMCTONOMMYHa ThKaH

AFB-uBAT kap6on dyKcuH pa3TBop 30 min
Tevala yewmMsaHa Boaa 45 sec
ConHa KncenuHa B eTaHon 15 sec
Tevawa yewMsHa BoAa 15 sec
MeTnneHoBO CMHbO pa3Teop no Jibodnep * 5 min
M3MuiiTe C YyelwMsaHa Boaa 10 sec
EtaHon 70% 1 min
EtaHon 70% 1 min
EtaHon 96% 1 min
ETaHon 96% 1 min
EtaHon 100% 1 min
EtaHon 100% 1 min
Kcunon nnn Neo-Clear™ 5 min
Kcunon nnn Neo-Clear™ 5 min
BkntoyeTte HaBnaxHeHuTe ¢ Neo-Clear™ npeameTHu cTbknia B Neo-Mount™
WM HaBNaXHEHUTe C KCUI0N NMpeaMeTHU CTbkia B Hanp. Entellan™ new un
nocrtaeeTe MOKPUBHO CTbKIO.

* 3a KOHTpaoLBeTsABaHe Ha XWUCTONIOrMYHM Npobu ce npenopbyBa paspexsa-
He Ha MeTnneHoBO CUHBO pa3TBop No Jibodnep (paspexaaHe: 1:10 (1+9)
C fecTunupaHa Bofa). To3u paboTeH pasTBOp MOXe Aa ce U3nosn3sa 4o 2
ceamMmuMm.

Pesynrar
KncennHoycronumem 6akrepum yepBeHo
DoH CUHBO

OueHka

MonoxuTeneH pesyntat 03Hayasa ,,0TKPUTU KUCETIMHOYCTONYNBM BakTepun®,
a oTpuuaTenieH pesynTaT - ,He ca OTKPUTU KUCENTMHOYCTOMUYNBK BakTepum".
MoNOXUTENHUAT pe3ynTaT He 03HayaBa, Ye € Bb3MOXHa TaKCOHOMUYHa
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Knacudukaumns Ypes MMKpockonusi. AKo 6bAaT OTKPUTU KUCENNHOYCTONUNBU
6akTepun, Tpsabsa Aa ce M3BbPLUAT AOMBAHUTENHN aHanM3un B cneumanHo
obopyasaHu nabopartopuu.
XXusHeHocTTa (aKTMBHa, HeaKTUBHA) Ha HakTepuuTe CbLLO He MOXe Aa ce
onpeaenu.

OTcTpaHsiBaHe Ha npobnemu
®dukcupaHe Ha Nnpobu HamMasku

3a npeaoTBpaTsaBaHe Ha MHMEKLMO3HMS NOoTeHLMan Ha NpobuTe 1 no-Hata-
TbLHOTO pasnpocTpaHeHne Ha HakTepumTe e CbleCTBEHO BaXHO Aa 6baaT
TOMANHHO PUKCMpPaHUM B AOCTaTbyHa CTENeH C NoMoLLTa Ha ropesnka Bunsen
MWW B HarpesaTeneH wkad.

Be3 ouBeTsiBaHE Ha KMCEIMHOYCTOWUMBU 6aKkTepumn

ETanbT, KOWTO € OT CbLIECTBEHO BaXXHO 3HaYeHue 3a TO3M NpoLec Ha ouBe-
TsIBaHe e CTbrkaTa Ha obe3uBeTsiBaHe, KOSTO MOXe Aa 6bae noBnusiHa oT
pebennHaTa Ha HamaskaTta Ha npobaTta.

OcCBeH TOBa MPEeCHUAT pa3TBOP Ha COJIHA KMCeNWHa B eTaHOos € CUJTHO peak-
TUBEH, KOETO O3Ha4yaBa, Ye pe3ynTaTbT TpPsibBa Aa ce oueHsiBa BHMMATENHO.
NHKy6aunMoHHUTE BpeMeHa, MoCoYeHM B TO3M NPOTOKOS, TpsbBa Aa ce cnas-
BaT TOYHO B eTana Ha obe3uBeTaABaHe, Tbi KaTO B MPOTMBEH C/ly4yali MOXe
Aa ce nonyyat danwmBo oTpuUaTeNHN pe3ynTaTu.

TexHu4yeckm 3abenexxku

M3non3BaHMsAT MUKpPOCKON TpsibBa Aa OTroBapsi Ha MeAWKO-ANArHOCTUYHUTE
nabopaTopHU U3UCKBaHMS.

Mpun M3non3BaHe Ha aBTOMATUYHU CUCTEMM 3a OLBETsIBaHe TpsibBa Aa ce
cneABaT UHCTPYKUMMTE 3a ynoTpeba, MpeaocTaBeHn OT A0CTaBuMKa Ha cUC-
TemaTa u codTyepa.

OTCTpaHeTe U3NUWHOTO UMEPCUOHHO MAC/0 Mpean Hamb/BaHe.

Pa6oTHM xapaKTepuCTUKM Ha aHanm3a

MeTnneHoBO CMHLO pa3TBOp Mo JIbodriep OUBETSBa M MO TO3M HaUMH BU-
3yanuaupa 6MOoNornYHN CTPYKTYpU, KaKTo e onucaHo B pasaen ,Pesyntat"
Ha Te3n MHCTpyKUMM 3a ynoTpeba. MpoayKkTsT TpsabBa Aa ce U3Mnon3Ba camo
OT YMb/IHOMOLLEHM M KBanudbULMpaHu anua no oTHOLIEHWe Ha, Ho 6e3 Aa ce
M3KJIIOYBAT M APYru Hela, NMoAroToBKaTa Ha NpobuTte n peakTneuTe, obpa-
60TKaTa Ha NpobuTe, XMCToNOrMYHaTa 06paboTka, B3EMAHETO Ha peLleHus
OTHOCHO MOAXOAALMUTE KOHTPOSIN U Ap.

AHaNUTUYHUTE XapaKTEPUCTMKM Ha NPoAyKTa ca NOTBbPAEHW Ype3 TeCTBaHe
Ha BCsika NMPOM3BOACTBEHA NapTuaa. YCNeLWwHoTo peloBHO yyacTue B Mexay-
HapoAHU MexaynabopaTopHW TECTOBE AaBa AOMbIHUTENHO U HEO6BbpP3aHo
NOTBbPXAEHNE Ha aHaNUTUYHaTa cneumdUyHOCT.

AHaNUTUYHUTE XapaKTEPUCTUKM 3a CriegHuUTe neTHa 6sxa NoTBbpAEHU MO
OTHOLWIEHMNE Ha cneun@dUYHOCT, YyBCTBUTENIHOCT M NOBTOPSIEMOCT Ha Npoay-
KTa cbC cTeneH 100%:

Cneum- YyBscTBU- Cneuu- YyBCTBU-
puryHocT TenHoCT PpuryHocT TenHoCT
Mexay Mexay B paMKuTe | B pamkuTe
aHanuM3nTe | aHanuM3uTe | Ha aHa- Ha aHa-
nusa nmsa

BakTepuonornyHo

ouBeTsaBaHe

KncenuHoycromn- 20/20 20/20 7/7 7/7

unBK bakTepum

DoH 20/20 20/20 7/7 7/7

Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7

multocida

Pe3ynTaTu OT @aHaIUTUYHWUTE XapaKTEPUCTUKU

[laHHUTe B paMKuTe Ha aHanun3a (M3BbPLUEHO C eAHa M Ccblia naptuaa) u
Mexay aHanusute (U3BbpLUEHM C pasNYyHM NapTuan) nocoysaT 6posi Ha
NpaBUSIHO OLBETEHUTE CTPYKTYpW BbB Bpb3Ka C 6p0si Ha M3BbPLUEHUTE
aHanusu.

Pe3yntaTute OT Tasu oueHKa Ha pa60THVITe XapaKTeEPUCTUKN NOTBbPXAaBarT,
4ye NpoAYyKTbT € rogeH 3a npegHasHa4yeHneTo n paﬁOTVI HaaexXaHo.

AnarHocruka

[OunarHo3sunTe TpsabBa Aa ce NOCTaBSAT CaMO OT OTOPM3UPaHU U KBanuduumpa-
HW CNeunanncTun.

Heo6X0,CI,VIMO € [a Cce U3non3eat BaJIMAHN HOMEHKNATypWu.

To3u MeTo4 MOXe Aa Ce M3nonssa AONbJIHUTENHO NMpKU ANarHoCTUKa Ha Xopa.
Heobxoanmo e aa ce usbepaT U NpuaoXaT AOMbAHUTENHU U3CNeABaHNs B
CbOTBETCTBME C MPpU3HATUTE METOAMN.

3a na ce usberHaTt HenpaBWIIHW pe3ynTaTh, € Heo6XoANUMO C BCSIKO MpuUio-
XXEeHMe Aa ce U3BbpLUBa MoAX0oAsL, KOHTPO.

CbxpaHeHue

CbxpaHaBanTe MeTuneHoBO CMHbO pa3TBop Mo Jlbodiep 3a MUKPOCKONUS
npu Temnepatypa ot +15 °C go +25 °C.

CpoK Ha cCbXxpaHeHue

MeTuneHoBO CMHBO pa3TBop Mo Jlbodnep 3a MUKPOCKOMUS MOXe Aa ce
M3Mosi3Ba A0 NOCOYEHMUSA CPOK Ha rOAHOCT.

Cnep NbpBO OTBapsiHE Ha LUMLWIETO, CbAbPXXaHMETO MOXe Aa Ce M3Mon3Ba
[0 NMOCOYEHUsI CPOK Ha FOAHOCT, ako Ce CbxpaHsiBa Npu TemnepaTtypa oT
+15 °C po +25 °C.

LLnweTaTa TpsibBa BUHarM Aa ce CbXpaHsBaT NIbTHO 3aTBOPEHW.



Kanauwurer
npubn. 250 ouseTsaBaHus / 500 ml

OOoNb/IHUTENTHU UHCTPYKLIUKN

CamMmo 3a npocdecuoHanHa ynorpeba.

3a fa ce usberHaT rpeLku, NpuioxeHMeTo TpsibBa Aa ce M3BbPLUBA CaMo OT
KBanMduumnpaHu cneunanmcTu.

Heo6xoaMMo e aa ce cnasBaT HaLMOHaNHUTE Hacoku 3a 6e30macHoCT npu
paboTa, KakTo 1 3a OCUTypsiBaHe Ha KauyecTBOTO.

M3non3BaHuTe MUKpoCcKonu Tpsibea Aa 6bAaT o6opyaBaHM B CbOTBETCTBUE
CbC cTaHAapTa.

AKO e Heo6Xx0AMMO, U3MoN3BalTe CTaHAapTHa LeHTpodyra, NoAXoAsla 3a
MeAMUMHCKa AMarHoCTUYHa nabopatopwms.

3awmTa ot nHpekuun

Heobxoanmmo e aa ce npeanpvemat eeKTUBHN MEPKM 3a 3alumTa OoT UHdeK-
LMK CbracHo ykasaHuaTa Ha nabopartopuaTa.

YKa3aHusA 3a U3XBbpJisHe

OnakoBkaTa TpsibBa Aa ce U3XBbp/s Cblr1aCHO akTyaslHUTE yKa3aHus 3a
N3XBbPSHE.

M3nonssaHuTe pa3TBOpPU M PasTBOPUTE, YUIATO CPOK Ha CbXpaHeHue e
n3Tekb, TpAbBa Aa ce U3XBBLPAT KaTo crneumnaneH oTnagbk CbriacHo
MeCTHUTe ykasaHus. VIHpopMaumsa OTHOCHO M3XBbPASHETO MOXe Aa ce
HaMepwu Ha 6bp3aTa Bpb3ka ,Hints for Disposal of Microscopy Products"
(CbBeTU 3a U3XBBPJIIHE Ha NPOAYKTU 3a MUKPOCKOMNUA) Ha aapec
www.microscopy-products.com. B pamkuTe Ha EC noHacTosieM Baxu
npunoxummuaT PernameHT (EO) N2 1272/2008 0THOCHO kKnacuduumpaHeTo,
€TUKeTUPaHEeTO N ONaKoBaHETO Ha BeLlecTBa U CMecH, 3a U3MEHEHNE U
3a oTMsiHa Ha AnpekTtueu 67/548/ENO n 1999/45/EO n 3a nuaMeHeHue Ha
PernameHT (EO) N2 1907/2006.

MoMowHN peakTemn

KaT. N° 1.00327 ConHa kucenuHa B etaHon 11,51
3@ MMKPOCKOMUS
KaTt. N2 1.00497 AFB-Color moanduumpaH 1 Habop

Ha6op 3a ouBeTsBaHe 3a AeTeKkuus Ha
KncenuHoycronumem 6aktepum (acid-
fast bacteria, AFB) no meToga Ha Tonna0
ouBeTsiBaHe

KaTt. N° 1.00579 DPX HoBo 500 ml

HEeBOAHa Cpeaa 3a 3a/MBKa Npyu MUKPO-
ckonust

KaTt. N2 1.04699 NImepcnoHHO Macno
3@ MMKPOCKOMUS

100 ml wnwe
C KankoMmep,

100 ml, 500 ml
KaT. N° 1.07960 Entellan™ 500 ml
6bp3a cpeaa 3a 3anveka
3a MUKPOCKOMNUS
KaTt. N2 1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml,
6bp3 cpepa 3a 3anuBka 11
3@ MMKPOCKOMUS
KaT. N2 1.08000 Sputofluol™ 11
3@ MMKPOCKOMUS
KaT. N° 1.08298 Kcunon (M3omMepHa cMmec) 41
3a xucronorus
KaTt. N2 1.08512 AFB-Color Kap6on-dyKcuH pastsop 500 ml, 2,51

3a n3cneABaHe noj MMKPOCKOM Ha
KncenuHoycronumem 6aktepum (acid-fast
bacteria, AFB) (cTyaeHo ouBeTsBaHe)

KaT. N° 1.09016 Neo-Mount™
6e3BoaHa cpena

100 ml wnwe
C KankoMep,

3@ MMKPOCKOMUS 500 ml

KaT. N2 1.09215 Kap6on-¢dpykcmH pasteop Ha Uun-Huncen 100 ml, 500 ml,
3a MMKpoCKoMnus 2,51

KaTt. N2 1.09843 Neo-Clear™ (3amecTuTten Ha Kcumnon) 51

3a MUKpocCKonua

KﬂaCMdJVIKaLIM’I Ha onacHoOCTUTe
KaTt. N2 1.01287

Mons, cbbnoaaBaiTe knacudukaumsTa Ha ONacHOCTUTE, oTreYaTaHa Ha
eTnKeTa, KakTo U nHdopMaumaTa, gajeHa B MHPOPMALMOHHUSA JINCT 3a
6e30nacHocCT.

MNHMbOPMaLMOHHUAT NNCT 3@ 6€30MacHOCT € HallMyeH Ha yebcaiTa, KakTo u
npu rnouckeBaHe.

OCHOBHM KOMIMOHEHTU Ha NpoAyKTa
KaT. N? 1.01287

C.I. 52015 4,2 g/l
C,H,OH 190 g/1
pH 8,0-8,6
11=0,97 kg

O6wun 6enexkkun

AKO MO BpeMe Ha M3Mos3BaHe WK B pe3ynTaT Ha ynoTtpeba Ha ToBa usaenue
Bb3HWUKHE CEPUO3EH MHUWAEHT, MONS, AOKNaABaWTe Ha NpoussoanTens u/

Jinde CumneHue noapa Ha Merck ¢y pa kaTo MilliporeSigma B CALL v Kanapa.
© 2025 Merck KGaA, AapmMwat, 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 Hamepu B Ny6ANYHO JOCTLIMHUTE N3TOUHULM.

BG
WM Ha HEroB YMb/IHOMOLEH NPEACTaBUTESN, KAKTO U Ha CbOTBETHUS HaUMO-
HaneH opra.

W3nonssaHa nutepaTtypa

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise, J.A.
Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: 3anannmMmn Te4YHOCT 1 napu.

P210: [a ce na3w oT TONJNMHA, HAaropeweHn NOBbPXHOCTU, NCKPU, OTKPUT
nnamMbK, U APy U3TOYHWULM Ha 3anasnBaHe. TITIOHOMyLWeHeTo 3abpaHeHo.

P233: CbabT Aa ce cbxpaHsBa NbTHO 3aTBOPEH.

P240: 3azeMsBaHe 1 eKBMMNOTEHLUMANHA BPb3Ka Ha CbAa WU NpuemMaTenHoTo
YyCTPOWCTBO.

P241: M3nonseante enekTpMyecko/BeHTUNALMOHHO/OCBETUTENTHO
obopyaBaHe, ob6e3zonaceHo cpelly eKcrnaosuns.

P242: 3non3BaiiTe MHCTPYMEHTU, KOUTO He Npean3BUKBAT UCKPU.

P243: MpeanpuemeTte felcTBMSA 3a NpeAoTBpaTaBaHe Ha 0cBO6OXAaBaHETO
Ha CTaTUYHO eNleKTPUYEeCcTBO.

XpoHonorus Ha pegakuuure

Bepcus KomeHTap 3a moaudmkaumsaTa

2024-Jul-01 MbpBOHaYanHa BEpPCUS C BbBEXAAHETO HA XPOHOMOruns

Ha pejakuununte

2024-Jul-01 V.2 | Be3 npoMsiHa B nNpeBoAa Ha 6barapcku esmk

[1i] ol REF| [LoT

BwxxTe nHCTpyKummTe MpowussoauTen KaTtanoxeH Kop Ha
3a ynotpeba HoMep naptuaaTa

YA s A

BHuMaHue! BuxTe M3nonseainTe go TemnepaTtypHoO
npuapyxasawarta rrrr-mm-aa orpaHuyeHue
[lOKyMeHTauums

Status: 2024-Jul-01 V.2

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel. +49(0)6151 72-2440
www.sigmaaldrich.com
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Sigma-Aldrich.

1.01287.0100 [REF
1012870500 Lo
1.01287.2500

Mikroszkodpia

Loffler-féle metilénkék oldat
mikroszkopiai célra

Kizardlag szakember altali hasznalatra

|VD In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkéz c €

Rendeltetése

Ez a ,Loffler-féle metilénkék oldat mikroszkdpiai célra” human eredetl
mintaanyagok bakterioldgiai és szdvettani vizsgalatara szolgal a
humangyogyaszati sejtdiagnosztikdban. Ez egy hasznalatra kész
festékoldat, amely a portfélionk egyéb in vitro diagnosztikai termékeivel
egyltt hasznalva lehetdvé teszi a célstruktirak (savallé baktériumok — acid-
fast bacteria [AFB]) diagnosztikai célu értékelését fixalassal, bedgyazassal,
festéssel, kontrasztfestéssel, lefedéssel bakterioldgiai és szbvettani
mintaanyagokban, példaul dusitott baktériumtenyészetek keneteiben vagy
tidébdl készllt szovettani metszetekben.

A meg nem festett struktirak viszonylag kevéssé kontrasztosak, igy
nagyon nehéz felismerni 6ket a fénymikroszkdp alatt. A festési megoldasok
felhasznalasaval készitett képek segitik a tevékenység végzésére jogosult
és képzett vizsgaldkat abban, hogy az ilyen esetekben hatékonyabban
meghatdrozhasséak a formakat és strukturakat. A végs6 diagndzis
feldllitdsahoz bevett és validalt mdédszerekkel tovabbi vizsgalatokat kell
végezni.

Elv

A savallé baktériumok sejtfala nagy ardnyban tartalmaz viaszt és lipideket,
ezért csak nagyon lassan abszorbedlja a festékeket. A leghatékonyabb
festési mddszer a Ziehl-Neelsen-féle forré fukszinos festés. Ebben a
mddszerben karbol-fukszin-oldattal kezelik a mintat, majd melegitik azt.
Ez a melegitési eljaras felgyorsitja a fukszin festék abszorbedldsanak és
ezzel a mikolat-fukszin komplex kialakuldsanak sebességét a sejtfalban.
Amint a savallé baktériumok abszorbealtak a fukszin festéket, mar
szinte lehetetlen ezeket Ujra szinteleniteni, még abban az esetben is, ha
intenziven kezelik szintelenitéoldattal, példaul etanolban oldott sésavval.
Ezt figyelembe véve a savallé baktériumok a festés sordn mutatott

sav- és alkoholallésagrol kaptak a neviiket, és piros szinre festédnek

a mikroszkdpos vizsgalathoz. Ennek megfeleléen, minden nem savallé
mikroorganizmus a megfelel6 festékkel kap kontrasztfestést. Ebben a
hasznalati Gtmutatéban metilénkéket hasznalnak kontrasztfestésre.

A mintak elGkezelése Sputofluol™-oldattal feloldja a baktériumokat
korulvevé viszkdzus kopetet és sejtanyagokat.

Mintaanyag

A bakterioldgiai vizsgalatra levett anyag, példaul kopet, vékonyt(i-
aspiracios biopszias (fine needle aspiration biopsy - FNAB) minta kenete,
mosofolyadék, lenyomat, folyadékgyiilem, genny, folyékony és szilard
baktériumtenyészet, kenetét levegén megszaritottak, hdvel fixaltak és
el6kezelték Sputofluol™-oldattal.

Formalinnal fixalt, paraffinba dgyazott szovetbdl késziilt metszetek (3-4 um
vastag paraffinos metszetek)

Reagensek

Kat. sz. 1.01287

Loffler-féle metilénkék oldat
mikroszkopiai célra

100 ml, 500 ml, 2,51

Szintén sziikséges:

Kat. sz. 1.09215 Ziehl-Neelsen karbolfukszin oldat 100 ml, 500 ml,
mikroszkdpiai célra 2,51

Kat. sz. 1.08512 AFB-Color carbol fuksin oldat 500 ml, 2,51
savgyors baktériumok (AFB)
mikroszkdpos vizsgélatdhoz (hideg
festés)

Kat. sz. 1,00327 Sésav, etanolban oldva, 11,51
mikroszkdpiai célra

Kat. sz. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroszképiai célra

HU
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Alternativaként:

A kulon reagensek kombindlésa helyett az 1.00497.0001 festOkészlet is
hasznalhatd a kenetekre:

Kat. sz. 1.00497.0001
AFB-Color modositott

Festd kit savgyors baktériumok (AFB) mikroszkdpids
vizsgalatdhoz melegen fest6d6 metodikaval

1 készlet

Mintael6készités
A mintavételt szakembernek kell elvégeznie.

Minden mintat a legkorszer(ibb technikaval kell kezelni.

Minden mintat egyértelm(ien kell felcimkézni.

A mintavételezéshez és a mintdk el6készitéséhez megfelel6 eszkdzoket kell
hasznalni. Az alkalmazassal/hasznalattal kapcsolatban kdvesse a gyartd
utasitésait.

A megfelel6 segédreagensek hasznalatakor a hozzajuk tartozé hasznalati
Utmutatot kell kévetni.

Kopet

A savallé baktériumokat Sputofluol™-oldattal kell el6kezelni, hogy

kioldja azokat a nydlkabdl és a sejtes struktlirakbol. Ebben az eljarasban

a hipoklorit hatéanyag oxidacidval oldja fel a szerves anyagokat, és
szabaditja ki kiméletesen a savallé baktériumokat, hogy aztan ezek tovabbi
feldolgozasra kertiljenek.

Reagens-el6készités: 15%-os Sputofluol™-oldat elkészitése

Koralbeltl 100 ml oldat elkészitéséhez keverje Gssze a kovetkezbket:

Sputofluol™ 15 ml

Desztillalt viz 85 ml

A mintaanyag el6készitése centrifugacsdvekben:

Minta 1 rész (min. 2 ml)
Sputofluol™-oldat (15%-os desztillalt vizben) 3 rész
Alaposan razza 6ssze 10 perc
Centrifugalja 3000-4800 rpm-en 20 perc

Ontse le a feliiluszét
Az Uledékbdl készitsen kenetet

Levegdn szaritsa meg

Punkciok, lavazsok, iiledékek
A megfelel6 dusitasi eljaras elvégzése utan kenje ki a mintaanyagot egy
targylemezre és levegdn szaritsa meg.

Szovettani metszetek

A Loffler-féle metilénkék oldatot kell hasznalni a szévettani metszetek
festésére. A kompakt szévetek hajlamosak tulfestédni; ilyen szoveteknél

a Loffler-féle metilénkék oldat higitasa ajanlott (higitds: 1:10 (1+9)
desztillalt vizzel).

A szbvettani metszeteket deparaffindlja a hagyomanyos madon, és
rehidratdlja leszallé alkoholsorozattal. Sputofluol™ el6kezelés a formalinnal
fixalt mintdk esetén nem sziikséges.

A kenetmintak fixalasa

A mintdkat Bunsen-égd6 langja folott fixaljak (2-3-szor, elkeriilve a tulzott
melegitést).

A mintdk 100-110 °C-on torténé melegitéssel is fixalhatok
szaritdszekrényben vagy flitélapon 20 percig.

A tul magas hémérséklet vagy a hosszan tarté melegités a festési minéség
romlasaval jarhat.

Reagens-elokészités

A Loffler-féle metilénkék oldat mikroszkopiai célra kenetek festésére
hasznalatra kész, az oldatot nem kell higitani, mert az csak rontana a
festés minGségét és a stabilitast.

Szovettani metszetekre a Loffler-féle metilénkék oldat higitasa ajanlott
(149 desztillalt vizzel).

Eljaras
Kenetmintak festé

Festés a fest6allvanyon
Az optimalis festési eredmény érdekében be kell tartani az eldirt idétartamokat.



Targylemez a fixalt kenettel
Ziehl-Neelsen karbol- teljesen fedje le, 6vatosan fesse
fuxin oldat melegitse haromszor alulrol 0sszesen
a Bunsen-égével, amig g6z 5 percig
képz6dik
Ne hagyja, hogy a festékoldat
felforrjon!
Csapviz Oblitse addig, amig a festék
elszinezi a vizet
Sdsav, etanolban oldva | teljesen fedje el és hagyja, hogy 15-30
reakciéba Iépjen masodperc*
Csapviz Oblitse le azonnal
Loffler-féle metilénkék | kontrasztfestés, teljesen fedje el 30 mp**
oldat és hagyja, hogy reakcioba lépjen
Csapviz Oblitse le alaposan
Levegbn szdritsa meg (példaul egész éjszaka 50°C-on szaritészekrényben)

* a minta vastagsagatol fuggden

**vagy 1 percig higitott Loffler-féle metilénkék oldattal (higitds: 1:10
(1+9) desztilldlt vizzel)

A vizmentes fed6anyaggal (példaul Neo-Mount™, Entellan™, DPX new
vagy Entellan™ new) és fedélemezzel torténd lefedés ajanlott, hogy a
bakterioldgiai mintdkat hénapokig tarolhassa. Ennek érdekében minden
festett mintat alaposan meg kell szaritani.

A medfestett targylemezek >40-szeres mikroszkdpos nagyitdsahoz
immerzids olaj hasznalata ajanlott.

Sz6 i mintak festé

Festés targylemeztarto6 iivegdobozban

A szbvettani metszeteket deparaffindlja a hagyomanyos modon, és
rehidratdlja leszallé alkoholsorozattal.

A targylemezeket ald kell meriteni és mozgatni kell az oldatokban, mert az
egyszer( bemerités 6nmagaban nem ad megfelel6 festési eredményt.

A targylemezeket az egyes festési [épéseket kovetéen hagyni kell
alaposan lecsepegni, hogy megel6zhet6 legyen az oldatok felesleges
keresztszennyezédése.

Targylemez a szévettani mintaval

AFB-szinezék, karbol-fukszin-oldat 30 perc
Folyé csapviz 45 mp
Sosav, etanolban oldva 15 mp
Foly6 csapviz 15 mp
Loffler-féle metilénkék oldat* 5 perc
Mossa csapvizzel 10 mp
Etanol, 70%-o0s 1 perc
Etanol, 70%-o0s 1 perc
Etanol, 96%-o0s 1 perc
Etanol, 96%-o0s 1 perc
Etanol, 100%-o0s 1 perc
Etanol, 100%-o0s 1 perc
Xilol vagy Neo-Clear™ 5 perc
Xilol vagy Neo-Clear™ 5 perc
Fedje le a Neo-Clear™-oldattal benedvesitett targylemezeket Neo-Mount™
fedéanyaggal, vagy a xilollal benedvesitett targylemezeket példaul
Entellan™ new fed6anyaggal és fed6lemezzel.

* Szovettani mintdk kontrasztfestésére a Loffler-féle metilénkék oldat
higitdsa ajanlott (higités: 1:10 (149) desztillalt vizzel). A munkaoldat
legfeljebb 2 hétig hasznalhato fel.

Eredmény

Savallo baktériumok vOros
Hattér kékek
Ertékelés

A pozitiv eredmény azt jelenti, hogy ,savallé baktériumokat mutattak ki”,
mig a negativ eredmény azt, hogy ,savallé baktériumokat nem mutattak
ki”. A pozitiv eredmény nem azt jelenti, hogy a mikroszkdpos taxonémiai
besorolas lehetséges. Ha savallo baktériumokat mutattak ki, akkor a

tovabbi elemzéseket specidlisan felszerelt laboratériumokban kell elvégezni.

A baktériumok életképessége (aktiv, inaktiv) sem hatarozhaté meg.

Hibaelharitas
Kenetminta fixalasa

A Bunsen-égdével vagy sit6ében torténé mintak megfelelé mértéki
hével torténd fixalasa sziikséges ahhoz, hogy a mintdk ne legyenek
fert6zOképesek, és a baktériumok ne tudjanak tovabb szaporodni.

HU
Nem fest6do savallé baktériumok
A festési eljaras kritikus Iépése a szintelenitési |épés, amit befolydsolhat a
kenetminta vastagsaga.
Emellett a friss sésav, etanolban oldva nagyon reakcioképes, vagyis a
reakcidt folyamatosan figyelemmel kell kisérni. Az ebben a protokollban
megallapitott inkubécids id6t pontosan be kell tartani, mivel maskulénben
hamis negativ eredményeket kaphat.

Miiszaki megjegyzések

A hasznalt mikroszképnak meg kell felelnie az orvosi diagnosztikai
laboratériumok elGirdsainak.

Automatikus festérendszerek hasznalatakor be kell tartani a rendszer és a
szoftver forgalmazojatol kapott haszndlati Utmutaté utasitasait.

Tarolas el6tt tavolitsa el a felesleges immerzids olajat.

Az analitikai teljesitmény jellemzoi

A ,Loffler-féle metilénkék oldat” festi, ezzel lathatdva teszi a bioldgiai
strukturakat, ahogy az a jelen hasznalati Utmutaté ,Eredmény” fejezetében
olvashato. A terméket csak az arra jogosult, szakképzett személyek
hasznalhatjédk, ami - tébbek kozt — magéba foglalja a minta és a reagensek
elGkészitését, a mintdk kezelését, a szbvettani feldolgozast, a megfelel6
kontrollokkal kapcsolatos dontéseket stb.

A termék analitikai teljesitménye minden gyartasi tétel esetében igazolt.
A laboratériumok kozotti nemzetkézi vizsgalatokban valé rendszeres,
sikeres részvétel tovabbi, fliggetlen megerdsitést jelent az analitikai
specificitds szempontjabol.

Az aldbbi festékek esetében az analitikai teljesitményt a specificitds, az
érzékenység és a megismételhetdség tekintetében 100%-0s aranyban
igazoltak:

Mérések Mérések Mérésen Mérésen
kozotti kozotti belli belli
specificitds | érzékenység | specificitds | érzékenység

Bakterioldgiai

festés

Savallo 20/20 20/20 7/7 7/7
baktériumok

Hattér 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Az analitikai teljesitményeredmények

A mérésen bellli (ugyanannal a gyartasi tételnél elvégzett) és a mérések
kozotti (kilonb6z6 gyartasi tételeken elvégzett) adatok tukrozik a helyesen
fest6d6 strukturak elvégzett vizsgalatokhoz viszonyitott szamat.

Jelen teljesitményértékelés eredményei megerdsitik, hogy a termék
megfelel a rendeltetésszer(i hasznalat céljaira és megfelel6en mikaodik.

Diagnosztika

A diagnosztizalast csak arra jogosult, szakképzett személy végezheti el.
Az érvényes nomenklatlrat kell hasznalni.

Ez a mddszer csak kiegészitésként haszndlhatéd a human diagnosztikdban.
A tovabbi vizsgalatokat az elismert mddszerek alapjan kell kivalasztani és
végrehajtani.

Minden alkalmazdasnal megfelel kontrollokat kell haszndlni a téves
eredmények elkertlése érdekében.

Tarolas
A Loffler-féle metilénkék oldat mikroszkopiai célokra +15 °C és +25 °C
kozott tarolando.

Eltarthatésag

A Loffler-féle metilénkék oldat mikroszkopiai célra a feltlintetett lejarati
id6ig hasznalhato fel.

A palack tartalma az els6 felnyitdst kovetéen — +15 °C és +25 °C kozotti
tarolas esetén - a feltlintetett lejarati idéig hasznalhato fel.

A palackokat mindig szorosan lezarva kell tartani.

Kapacitas
kérilbeltl 250 festés / 500 ml

Tovabbi utasitasok

Kizardlag szakember altal hasznalhato.

A hibdk elkerilése érdekében csak szakképzett személyek hasznalhatjak.
Be kell tartani a nemzeti munkavédelmi és min&ségbiztositasi elGirdsokat.
Az elGirdsok szerint felszerelt mikroszkdpokat kell hasznalni.

Szlkség szerint hasznaljon az orvosi diagnosztikai laboratériumok szamara
megfelel6 szabvanyos centrifugat.

A fert6zések elleni védelem

A fert6zések megel6zése érdekében a laboratériumi el6irdsoknak megfeleld,
hatékony intézkedéseket kell alkalmazni.

Artalmatlanitassal kapcsolatos utasitasok

A csomagolast az aktualis artalmatlanitasi Utmutatok szerint kell
artalmatlanitani.

A felhasznalt, illetve lejart felhasznalhatdsagi idejli oldatokat a specialis
hulladékokra vonatkozo helyi elGirasoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.
Az artalmatlanitdssal kapcsolatos téjékoztatds megtalélhaté a ,Hints for



Disposal of Microscopy Products” (Mikroszkdpias vizsgalatokkal kapcsolatos
termékek artalmatlanitdsara vonatkozo tippek) gyorshivatkozéas cimen a
www.microscopy-products.com weboldalon. Az EU-n belll a vonatkozd
hatalyos alkalmazandé rendelet a 67/548/EGK és az 1999/45/EK
rendeleteket modosito és hatdlyon kivil helyezd, valamint az (EK)
1907/2006 rendeletet mddositd, a vegyi anyagok és keverékek osztalyba
soroldsara, csomagolasara és cimkézésére vonatkozo (EK) 1272/2008 sz.
RENDELET.

Segédreagensek

Kat. sz. 1,00327 Sésav, etanolban oldva, 11,51
mikroszképiai célra

Kat. sz. 1.00497 AFB-Color mddositott
Festd kit savgyors baktériumok (AFB)
mikroszkdpias vizsgalatahoz melegen
fest6d6 metodikaval

Kat. sz. 1.00579 DPX Uj 500 ml
nem-vizes régzitészer
mikroszképiai célra

1 készlet

Kat. sz. 1.04699 Immerzids olaj 100 ml-es
mikroszképiai célra csepegtetdpalack,
100 ml, 500 ml
Kat. sz. 1,07960 Entellan™ 500 ml

gyorsfed6anyag
a mikroszkdpiahoz
Kat. sz. 1.07961 Entellan™ new
gyorsfed6anyag
a mikroszkdpidhoz
Kat. sz. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroszkdpiai célra
Kat. sz. 1.08298 Xilol (izometrikus elegy) 41
szbvettani célokra
Kat. sz. 1.08512 AFB-Color carbol fuksin oldat
savgyors baktériumok (AFB)
mikroszkdpos vizsgalatahoz (hideg
festés)

Kat. sz. 1.09016 Neo-Mount™
vizmentes fedéanyag

100 ml, 500 ml,
11

500 ml, 2,51

100 ml-es
csepegtetdpalack,

mikroszképiai célra 500 ml

Kat. sz. 1.09215 Ziehl-Neelsen karbolfukszin oldat 100 ml, 500 ml,
mikroszképiai célra 2,51

Kat. sz. 1.09843 Neo-Clear™ (xilolhelyettesitd) 51

mikroszképiai célra

Veszélyességi osztalyok
Kat. sz. 1.01287

Tanulmanyozza at a cimkén lathatd veszélyességi osztalyokat és a
biztonsagi adatlapon taldlhatd tajékoztatast.
A biztonsagi adatlap a weboldalon érhetd el, és kérésre is elkuldjik.

A termék f6 alkotéelemei
Kat. sz. 1.01287

C.I. 52015 4,2 g/l

C,H,OH 190 g/I
pH 8,0-8,6
11=0,97 kg

Altalanos megjegyzés

Ha jelen eszkdz haszndlata sorén vagy annak eredményeképp sulyos
baleset kdvetkezne be, akkor azt jelentse a gyarténak és/vagy a hivatalos
képviseletének, illetve az adott orszag hatdsaganak.

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
Grof3, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise, J.A.
Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Tlizveszélyes folyadék és gbz.

P210: HGtOl, forrd feluletektdl, szikratol, nyilt Iangtdl és mas gyujtéforrastol
tavol tartandé. Tilos a dohanyzas.
P233: Az edény szorosan lezarva tartando.

A Merck Life Science iizletaga az USA-ban és K daban Millipor néven miikodik.
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P240: A taroléedényt és a fogaddedényt le kell féldelni és at kell kétni.

P241: Robbandasbiztos elektromos/ szelléztetd/ vilagité berendezés
hasznalandé.

P242: Szikramentes eszkdzok hasznalandok.

P243: Az elektrosztatikus kistilés megakadalyozasara ovintézkedéseket kell
tenni.
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Mikroskopija

Loffler metilénzila skidums
mikroskopiskai izmekléSanai

Drikst lietot tikai specialisti

|VD In vitro diagnostikas mediciniska ierice c €

Paredzéta lietosana

Izstradajumu "Loffler metilénzila Skidums mikroskopiskai izmekléSanai"
izmanto cilvéka izcelsmes medicinisko $tnu diagnostikai un cilvéka
izcelsmes paraugu materiala bakteriologiskai un histologiskai izmekl&sanai.
Tas ir lietosanai gatavs iekrasosanas skidums, kas, lietojot kopa ar citiem

in vitro diagnostikas produktiem no misu piedavajumu klasta, lauj novértét
bakterialas mérka struktlras diagnostikas vajadzibam (skabjnoturigas
baktérijas (AFB)), fiks€jot, iestradajot, iekrasojot, pretkrasojot, nostiprinot
bakteriologisko un histologisko paraugu materialus, pieméram, bagatinatu
baktériju kultlru uztriepes vai, pieméram, plausu histologiskos griezumus.

Nekrasotas struktlras ir salidzinosi zema kontrasta, un tas ir |oti grati
atskirt gaismas mikroskopa. Attéli, kas izveidoti, izmantojot iekrasoSanas
skidumus, palidz pilnvarotam un kvalificétam pé&tniekam sados gadijumos
labak noteikt formu un struktdru. Lai noteiktu galigo diagnozi, ir javeic
papildu testi saskana ar atzitam, derigam metodém.

Princips

Skabjnoturigo baktériju Stinu sienina ir augsts vaska un lipidu ipatsvars,
tapéc ta loti Iéni absorbé krasvielas. Visefektivaka iekrasosanas metode ir
karsta iekrasoSana saskana ar Cila-Nilsena metodi. Izmantojot o metodi,
paraugam uzklaj karbolfuksina skidumu un karsé. Sis sildiSanas process
paatrina fuksina krasvielas uzstuksanas atrumu un lidz ar to ari mikolatu-
fuksina kompleksa veidoSanos Stinas sienina.

Tiklidz skabjnoturigas baktérijas ir absorb&jusas fuksina krasvielu, tas
praktiski nav iespéjams atkal atkrasot, pat ja tas intensivi apstrada

ar atkrasosanas skidumu, pieméram, salsskabi etanola. Attiecigi
skabjnoturigas baktérijas tiek apzimétas ka skabi un spirtu izturigas
baktérijas, un mikroskopiskaja vizualizacija tas tiek iekrasotas sarkana
krasa. Attiecigi visus mikroorganismus, kas nav skabjnoturigi, iekraso ar
atbilstosu krasvielu. Saja lietosanas instrukcija pretkrasosanai izmantots
metilénzilais.

Iepriek$€ja paraugu apstrade ar Sputofluol™ izSkidina baktérijas no
apkartéjam viscidajam krépam un snu materiala.

Parauga materials

Bakteriologiska materiala uztriepes, kas ir zavétas gaisa, termiski fiksétas
un iepriek$ apstradatas ar Sputofluol™, pieméram, krépas, smalkas adatas
aspiracijas biopsijas (FNAB) uztriepes, izskalojumi, nospiedumi, izsvidumi,
strutas, eksudati, skidras un cietas kultlras.

Formalina fiksétu, parafina iestradatu audu griezumi (3 - 4 ym biezi
parafina griezumi).

Reagenti

Atsauces Nr. 1.01287
Loffler metilénzila skidums 100 ml. 500 ml, 2.5 |
mikroskopiskai izmeklé3anai ! re

Nepieciesams ari:

Atsauces Nr. 1.09215 Cila-Nilsena karbolfuksina skidums 100 ml, 500 ml,
mikroskopiskai izmekléSanai 2,51

Atsauces Nr. 1.08512 AFB-Color karbolfuksina skidums 500 ml, 2,51
acidorezistento baktériju (AFB)
mikroskopiskai izmekl&sanai
(auksta krasosana)

Atsauces Nr. 1.00327 Salsskabe etilspirta 11,51
mikroskopiskai izmekléSanai

Atsauces Nr. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroskopiskai izmekléSanai

Lv

www.sigmaaldrich.com

Alternativi:

Atsevisku reagentu kombinacijas vieta var izmantot krasoSanas komplektu
1.00497.0001:

Atsauces Nr. 1.00497.0001

AFB-Color modificétais

krasoSanas komplekts acidorezistento baktériju (AFB)
noteikSanai ar karstas krasosanas metodi

1 komplekts

Parauga sagatavosana:

Paraugu nemsana javeic kvalificEtam personalam.

Visi paraugi jaapstrada, izmantojot modernakas tehnologijas.

Visiem paraugiem jabat skaidri markétiem.

Paraugu nemsanai un sagatavo$anai jaizmanto pieméroti instrumenti.
Sekojiet razotaja noradijumiem par uzklasanu / lietosanu.

Lietojot attiecigos paligreagentus, jaievéro attiecigas lietosanas
instrukcijas.

Krépas

Skabjnoturigas baktérijas iepriek$ jaapstrada ar Sputofluol™, lai tas
iz8kidinatu no glotam un Stnu struktlram. Saja procesa aktiva viela
hipohlorits oksid&joties izskidina organisko materialu un viegli atbrivo
skabjnoturigas baktérijas, lai tas varétu parstradat talak.

Reagentu sagatavosana Sputofluol™ 15% skiduma pagatavosana

Lai pagatavotu aptuveni 100 ml skiduma maisijuma:

Sputofluol™ 15 ml

Destiléts Gdens 85 ml

Parauga materiala sagatavosana centrifligas mégenés:

Paraugs 1 dala
(min. 2 ml)
Sputofluol™ Skidums (15% destiléta Gdenr) 3 dalas
Spécigi sakratiet 10 min
Centrifugésana ar 3 000-4 800 apgriezieniem minGté 20 min

Supernatanta dekantéSana
Nosédumu uztriepju sagatavosana

Zavéjiet gaisa

Punktati, uztriepes, nosédumi

P&c atbilstosiem bagatinasanas pasakumiem parauga materialu uzklaj uz
priekSmetstiklina un lauj nozlt gaisa.

Histologiskie griezumi

Histologisko griezumu iekrasoSanai jaizmanto Loffler metilénzila Skidums.
Kompaktiem audiem ir tendence iekrasoties par daudz; sadiem audiem
ieteicams atskaidit Loffler metilénzila skidums (atSkaidijums: 1:10 (149) ar
destilétu Gdeni).

Deparafingjiet histologiskos priekSmetstiklinus parastaja veida un
rehidraté&jiet dilstoSas koncentracijas spirta apstrades sérija. Formalina
fiksétiem paraugiem iepriek$éja apstrade ar Sputofluol™ nav nepiecieSama.

Uztriepju paraugu fiksacija

Paraugus fiksé virs Bunsena degla liesmas (2 - 3 reizes, lai neparkarsétu).
Paraugus var ari fiksét, karséjot 100-110 °C temperatira zavésanas skapi
vai uz karsésanas plates 20 min. Parmériga temperatdra vai ilgstosa
karsésana var pasliktinat krasosanas ipasibas.

Reagentu sagatavosana

Loffler metilénzila skidums mikroskopiskai izmekléSanai, kuru izmanto
uztriepju iekrasosanaiir gatavs lieto$anai, Skiduma ats$kaidiSana nav
nepiecieSama un tikai pasliktina iekrasoSanas rezultatu un stabilitati.
Histologiskajiem griezumiem ieteicams atSkaidit Loffler metilénzila skidums
1+9 ar destilétu Gdeni).



Procedura

Iekrasosana uz krasosanas stativa
Lai garantétu optimalu iekrasoSanas rezultatu, ir jaievéro noraditie laiki.

PriekSmetstiklin$ ar fiksétu, gaisa zavétu uztriepi

Cila-Nilsena pilniba nosegt, tris reizes kopuma

karbolfuksina uzmanigi karsét no apaksas iekrasojiet

Skidums ar Bunsena degli, lidz veidojas 5 mindtes
tvaiks

Nelaujiet iekrasoSanas
Skidumam varities!

Ar tekoSu Gdeni skalo, I1dz vairs neveidojas

krasvielu makoni.

Salsskabe etanola pilniba parklaj un atstaj reagét | 15-30 sekundes*

Ar tekosSu Gdeni nekavé€joties izskalojiet

Loffler metilénzila pretkrasosanai pilniba parklaj 30 sec**

Skidums un atstaj reagét

Ar tekosSu Gdeni skalojiet uzmanigi

Zavésana gaisa (piemé&ram, pa nakti vai 50°C temperatira 7avé$anas
skapr).

* atkariba no parauga biezuma
**yai 1 min ar atSkaiditu Loffler metilénzilad Skidums (atSkaidijums: 1:10
(149) ar dest. udeni)

Bakteriologisko paraugu uzglabasanai vairakus ménesus ieteicams izmantot
bezlidens nostiprinasanas Idzekli (piemé&ram, Neo-Mount™, DPX new vai
Entellan™ new) un segstiklu. Sim nolGkam iekrasotie paraugi ir |oti labi
jaizzave.

Analiz&jot iekrasotus priekSmetstiklinus ar mikroskopisko palielinajumu

> 40x, ieteicams izmantot imersijas elju.

Histolodist iekrisos

Iekrasosana krasosanas trauka

Deparafingjiet histologiskos priekSmetstiklinus parastaja veida un
rehidraté&jiet dilstosa spirta sérija.

Diapozitivi ir jaiegremdé un Tslaicigi japarvieto skidumos, vienkarsa
iegremdésana vien dod nepietiekamus krasosanas rezultatus.

Lai izvairitos no nevajadzigas skidumu savstarpéjas piesarnosanas, péc
atseviskiem iekrasosanas posmiem priekSmetstiklini ir labi janoslauka.

PriekSmetstiklin$ ar histologiskajiem audiem

AFB-Color karbolfuksina skidums 30 min
TekosSskrana Gdens 45 sec
Salsskabe etanola 15 sec
TekoSskrana tdens 15 sec
Loffler metilénzila skidums* 5 min
Nomazgat tekosa tdeni 10 sec
Etanols 70% 1 min
Etanols 70% 1 min
Etanols 96% 1 min
Etanols 96% 1 min
Etanols 100% 1 min
Etanols 100% 1 min
Ksilols vai Neo-Clear™ 5 min
Ksilols vai Neo-Clear™ 5 min
Nostipriniet Neo-Clear™ samitrinatos priekSmetstiklinus ar Neo-Mount™
vai ksilola samitrinatos priekSmetstiklinus ar, pieméram, Entellan™ new
un segstiklu.

* Histologisko paraugu pretkraso$anai ieteicams atskaidit L6ffler metilénzila
Skidums (atskaidijums: 1:10 (1+9) ar destilétu Gdeni). So darba Skidumu
var lietot [ldz 2 nedélam.

Rezultats

Skabjnoturigas baktérijas sarkana krasa
Pamatinformacija zila
Vertéjums

Pozitivs rezultats nozimé "konstatétasskabjnoturigas baktérijas", bet
negativs rezultats — "skabjnoturigas baktérijas nav konstatétas". Pozitivs
rezultats nenozimé, ka ir iespéjama taksonomiska klasifikacija, izmantojot
mikroskopiju. Ja tiek konstatétas skabjnoturigu baktériju klatbatne,
turpmakas analizes javeic ipasi aprikotas laboratorijas.

Nav iespéjams noteikt ari baktériju dzivotspéju (aktiva, neaktiva).

Lv
Problému novérsana
Uztriepju paraugu fiksacija
Lai novérstu paraugu infekciozitati un baktériju talaku vairosanos, ir
nepiecieSama pietiekama karstuma fiksacija, izmantojot Bunsena degli vai
sildisanas skapi.

Nav skabjnoturigu baktériju iekrasosanas

ST iekraso$anas procesa kritiskais posms ir atkrasoanas posms, ko var
ietekmét parauga uztriepes biezums.

Turklat svaigs salsskabes Skidums etanola ir |oti reaktivs, kas nozimé&, ka
rezultats javeérté piesardzigi. Saja protokola noraditais inkubacijas laiks
ir precizi jaievéro atkrasoSanas posma, jo pretéja gadijuma var rasties
kludaini negativi rezultati.

Tehniskas piezimes

Izmantotajam mikroskopam jaatbilst mediciniskas diagnostikas
laboratorijas prasibam.

Lietojot automatiskas krasosanas sistémas, ievérojiet sistémas un
programmatdras piegadataja sniegtos lietosanas noradijumus.
Pirms registréSanas nonemiet iegremdésanas ellas parpalikumu.

Analitiskas veiktspéjas raksturlielumi

"Loffler metilénzilad Skidums" iekraso un tadéjadi vizualizé biologiskas
struktdras, ka aprakstits $is LI nodalas "Rezultati". Produktu drikst lietot
tikai pilnvarotas un kvalificétas personas, tas cita starpa attiecas uz
paraugu un reagentu sagatavosanu, paraugu apstradi, histoprocesésanu,
IEmumu pienemsanu par piemérotam kontrolém un citiem jautajumiem.

Produkta analitiskas ipasibas apstiprina, testéjot katru razosanas partiju.
Regulara veiksmiga daliba starptautiskos starplaboratoriju testos sniedz
papildu un nesaistitu analitiska specifiskuma apstiprinajumu.

Attieciba uz turpmak minéto iekrasojumu analitiska veiktspéja tika
apstiprinata attieciba uz produkta specifiskumu, jutigumu un atkartojamibu
ar 100% raditaju:

Starpanalizu | Starpanalizu | Analizu Analizu
specifiskums | jutiba specifiskums | jutiba
analizes analizes
laika laika
Bakteriologiska
iekrasosana
Skabjnoturigas 20/20 20/20 7/7 7/7
baktérijas
Pamatinformacija | 20/20 20/20 7]7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Analitiskas darbibas rezultati

Ieks$éjo (veikts ar vienu un to pasu partiju) un starppartiju (veikts ar
dazadam partijam) datu saraksta ir noradits pareizi iekrasoto struktdru
skaits attieciba pret veikto testu skaitu.

ST veiktsp&jas novért&juma rezultati apstiprina, ka izstradajums ir
piemérots paredzétajam lietojumam un darbojas drosi.

Diagnostika

Diagnozi drikst veikt tikai pilnvarots un kvalificéts personals.
Jaizmanto derigas nomenklatiras.

So metodi var papildus izmantot cilvéku diagnostika.

Turpmakie testi jaizvélas un javeic saskana ar atzitam metodém.
Lai izvairitos no nepareiza rezultata, katru reizi javeic atbilstoSas
parbaudes.

Glabasana

Loffler metilénzila Skidums mikroskopiskai izmeklésanai uzglabat +15 °C
lidz +25 °C temperatura.

Glabasanas laiks

Loffler metilénzila skidums mikroskopiskai izmeklésanai var lietot lidz
noraditajam deriguma terminam.

P&c pudeles pirmas atvérsanas saturu var lietot [idz noraditajam deriguma
terminam, ja to uzglaba +15 °C [idz +25 °C temperatdra.

Pudeles vienmér jaglaba ciesi aizvértas.

Ietilpiba
aptuveni 250 iekrasojumu / 500 ml

Papildu noradijumi

Tikai izpétes méerkiem.

Lai izvairitos no kliadam, lietosanu drikst veikt tikai kvalificéts personals.
Jaievéro valsts darba drosibas un kvalitates nodrosinasanas vadlinijas.
Jaizmanto atbilstosi standartam aprikoti mikroskopi.

Ja nepiecieSams, izmantojiet standarta centrifligu, kas piemérota
mediciniskas diagnostikas laboratorijai.

Pamata aizsardziba pret infekcijam

Javeic efektivi pasakumi aizsardzibai pret infekciju saskana ar laboratorijas
vadlinijam.



Likvidesanas noradijumi

Iepakojums jaiznicina saskana ar spéka esosajiem likvidéSanas noradijumiem.
Izlietotie Skidumi un Skidumi, kuru deriguma termins ir beidzies, jalikvidé
ka Tpasi atkritumi saskana ar vieté&jiem noradijumiem. Informaciju par
likvidéSanu var iegit atras saites sadala "Padomi mikroskopijas produktu
likvidésanai" vietné www.microscopy-products.com. ES ir spéka paslaik
piemérojama REGULA (EK) Nr. 1272/2008 par vielu un maisijumu
klasificésanu, markésanu un iepakosanu, ar ko groza un atce| Direktivas
67/548/EEK un 1999/45/EK un groza Regulu (EK) Nr. 1907/2006.

Paligreagenti

Atsauces Nr. 1.00327 Salsskabe etilspirta 11,51
mikroskopiskai izmeklésanai

Atsauces Nr. 1.00497 AFB-Color modificétais 1 komplekts
krasosanas komplekts
acidorezistento baktériju (AFB)
noteikSanai ar karstas krasosanas
metodi

Atsauces Nr. 1.00579 DPX Uj 500 ml

nem-vizes rogzitészer
mikroszkdpiai célra

Atsauces Nr. 1.04699 Imersijas ella

100 ml pilinama
mikroskopiskai izmekl&Sanai

pudele, 100 ml,
500 ml
Atsauces Nr. 1.07960 Entellan™ y 500 ml
atras nostiprinasanas vide
mikroskopiskai izmeklésanai
Atsauces Nr. 1.07961 Entellan™ new_
atras nostiprinasanas vide
mikroskopiskai izmekléSanai

Atsauces Nr. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroskopiskai izmekléSanai

100 ml, 500 ml,
11

Atsauces Nr. 1.08298 Ksiléns (izoméru maisijums) 41
histologiskai izmeklésanai
Atsauces Nr. 1.08512 AFB-Color karbolfuksina skidums 500 ml, 2,5 |

acidorezistento baktériju (AFB)
mikroskopiskai izmekl&sanai
(auksta krasosana)

Atsauces Nr. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml pilinama
Gideni nesaturoga nostiprinaganas Pudele, 500 ml
vide
mikroskopiskai izmeklésanai

Atsauces Nr. 1.09215 Cila-Nilsena karbolfuksina skidums 100 ml, 500 ml,
mikroskopiskai izmekl&Sanai 2,51

Atsauces Nr. 1.09843 Neo-Clear™ (ksiléna aizvietotajs) 51
mikroskopiskai izmekléSanai

Bistamibas klasifikacija

Atsauces Nr. 1.01287

Ievérojiet uz etiketes noradito bistamibas klasifikaciju un drosibas datu lapa
sniegto informaciju.

Drosibas datu lapa ir pieejama timekla vietné un péc pieprasijuma.
Produkta galvenas sastavdalas

Atsauces Nr. 1.01287

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

Visparigas piezimes

Ja Sis ierices lietoSanas laika vai tas lietoSanas rezultata ir noticis nopietns
negadijums, IGdzu, zinojiet par to razotdjam un/vai ta pilnvarotajam
parstavim un savas valsts iestadei.
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Mikroskopija

Loffler metileno mélio
tirpalas
mikroskopijai

Tik profesionaliam naudojimui

|VD Diagnostikos in vitro medicinos priemoné c €

Numatytoji paskirtis

Sis Loffler metileno mélio tirpalas naudojamas zmogaus medicininei
Iastelinei diagnostikai atliekant Zmogaus kilmés méginiy medZiagos
bakteriologinius ir histologinius tyrimus. Tai yra paruostas naudoti
dazymo tirpalas, naudojamas su kitais diagnostikai in vitro skirtais masy,
asortimento produktais, kai diagnostikos tikslais (fiksuotoje, dazytoje,
kontrastingai dazytoje, padengtoje) bakteriologiniy ir histologiniy méginiy
medZiagoje, pavyzdziui, gausiy bakteriniy kultlry preparatuose arba
histologiniuose pjtviuose (pvz., plauciy), reikia jvertinti tikslines struktiras
(rGgstims atsparias bakterijas (AFB).

Nedazyty struktiry kontrastas santykinai prastas ir apzitrint $viesiniu
mikroskopu jas yra ypac sunku atskirti. Tokiais atvejais naudojant
dazymo tirpalus gauti vaizdai jgaliotam ir kvalifikuotam tyréjui padeda
geriau apibrézti forma ir struktirg. Kad baty nustatyta galutiné diagnoze,
vadovaujantis pripazintais, patikrintais metodais bdtina atlikti daugiau
tyrimy.

Principas

ROgstims atspariy bakterijy lastelés sieneléje yra daug vasko ir lipidy,
todél ji labai létai sugeria dazus. Veiksmingiausias dazymo metodas

yra karstasis Cilio-Nilseno dazymo metodas. Siame metode ant mégino
uzpilama karbolfuksino tirpalo ir kaitinama. Kaitinimo procesas pagreitina
fuksino dazy absorbavima, todél Iastelés sieneléje susidaro mikolatefuksino
kompleksas.

Kai rigstims atsparios bakterijos absorbuoja fuksino dazus, jy iSblukinti
beveik nejmanoma, net jei jos intensyviai apdorojamos blukinimo

tirpalu, pvz., druskos rtgstimi etanolyje. Atitinkamai rgstims atsparios
bakterijos vadinamos atspariomis dazymui rgstimis ir alkoholiu ir apZiarint
mikroskopu yra nusidaZiusios raudonai. Taigi, riigstims neatsparis
mikroorganizmai dazomi atitinkamais kontrastiniais daZais. Siose
instrukcijose kontrastiniam daZzymui naudojamas metileno mélis.

Méginius i$ anksto apdorojus su ,Sputofluol™" aplinkiniuose klampiuose
skrepliuose ir Igstelinéje medZiagoje suskaidomos bakterijos.

Méginio medziaga

Ore iSdZiovinti, karsciu fiksuoti ir i$ anksto ,Sputofluol™" apdoroti
bakteriologinés medziagos preparatai, pavyzdZiui, skrepliy, biopsijos
aspiruojant plona adata (FNAB), nuoplovy, atspaudu, efuzinio skyscio,
paliy, eksudato, skystuyjy ir standZiyjy kultlry preparatai

Formaline fiksuoty, | parafing jliety audiniy nuopjovos (3-4 pm storio
parafino nuopjovos)

Reagentai

Kat. Nr. 1.01287

Loffler metileno mélio tirpalas
mikroskopijai

100 ml, 500 ml, 2,51

Taip pat reikia:

Kat. Nr. 1.09215 Ziehl-Neelsen karbolfuksino tirpalas 100 ml, 500 ml,
mikroskopijai 2,51

Kat. Nr. 1.08512 AFB-Color karbolfuksino tirpalas 500 ml, 2,51
rigstims atspariy bakterijy (AFB)
mikroskopiniam tyrimui (Saltasis
dazymas)

Kat. Nr. 1.00327 Druskos rigstis etanolyje 11,51
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.08000 Sputofluol™ 11
mikroskopijai

LT

www.sigmaaldrich.com

Alternatyvus pasirinkimas:

Dazymui vietoj atskiry reagenty derinio galima naudoti dazymo rinkinj
1.00497.0001:

Kat. Nr. 1.00497.0001

AFB-Color modifikuotas

dazymo rinkinys rigstims atspariy bakterijy (AFB) aptikimui
karsto dazymo metodu

1 rinkinys

Méginio paruosimas

Méginj turi paimti kvalifikuoti darbuotojai.

Visus méginius reikia apdoroti naudojant pazangiausias technologijas.
Visi méginiai turi bati aiSkiai pazenklinti.

Méginiams paimti ir jiems paruosti bltina naudoti tinkamus instrumentus.
Vadovaukités gamintojo pateiktomis taikymo ir naudojimo instrukcijomis.
Naudojant atitinkamus pagalbinius reagentus batina laikytis atitinkamy,
naudojimo instrukcijy.

Skrepliai

ROgstims atsparias bakterijas reikia i§ anksto apdoroti su ,Sputofluol™",
kad jos buty pasalintos i$ gleiviy ir Igsteliniy struktlry. Siame procese
veiklioji medziaga hipochloritas vykstant oksidacijai iStirpdo organine
medZziagq ir Svelniai atpalaiduoja rligstims atsparias bakterijas, kad jas
blty galima apdoroti véliau.

Reagento paruosimas: ,Sputofluol™ 15 % tirpalo paruosimas

Mazdaug 100 ml tirpalo paruosti sumaisykite:

~Sputofluol™™ 15 ml

Distiliuotas vanduo 85 ml

Méginio paruosimas centrifugavimo mégintuvéliuose:

Méginys 1 dalis
(min. 2 ml)
»Sputofluol™™ tirpalas (15 % distiliuotame vandenyje) 3 dalys
Intensyviai purtyti 10 min.
Centrifuguoti 3 000-4 800 aps./min. greiciu 20 min.

Dekantuoti supernatantg
Paruosti nuosedy preparatg
18dziovinti ore

Punktatai, lavazai, nuosédos
Atlike atitinkamas gausinimo priemones, uztepkite meginio medziagg ant
preparato ir leiskite iSdziGti ore.

Histologiniai pjuviai

Histologiniams pjlviams dazyti reikia naudoti L6ffler metileno mélio
tirpalg. Kompaktiniai audiniai linke per daug nusidazyti; tokiems audiniams
rekomenduojama praskiesti Loéffler metileno méliotirpalg (skiedimas: 1:10
(149) su distiliuotu vandeniu).

Iprastu bdu i$ nuopjovy pasalinkite parafing ir rehidratuokite
mazéjanciomis alkoholio koncentracijomis. Formalinu fiksuotiems
méginiams iSankstinio apdorojimo ,Sputofluol™" nereikia.

Méginio preparaty fiksavimas

Méginiai fiksuojami virs Bunseno degiklio liepsnos (2-3 kartus, stengiantis
iSvengti per didelio jkaitimo).

Méginiai taip pat gali bati fiksuojami 20 min. kaitinant 100-110 °C
temperatdroje dZiovinimo kameroje arba ant kaitinimo plokstés.

Dél pernelyg aukstos temperatiros arba ilgo kaitinimo gali pablogéti
dazymo savybés.

Reagento paruosimas

Loffler metileno mélio tirpalas mikroskopijai, naudojamas preparaty,
dazymui, yra paruostas naudoti, tirpalo skiesti nereikia, nes tai tik
pablogina dazymo rezultatus ir stabiluma. Histologiniams pjaviams
dazyti rekomenduojama Loffler metileno mélio tirpalg praskiesti

(1 + 9 su distiliuotu vandeniu).

Procedura
p ¢ sginiy daz

Dazymas dazymo stovelyje

Norint gauti optimaly daZzymo rezultatq, reikia laikytis nurodyto dazymo
laiko.



Objektinis stiklelis su fiksuotu preparatu

Ziehlio-Neelseno visiskai padengti, tris kartus is$ dazyti is
karbolio fuksino apacios atsargiai pasildyti Bunseno | viso 5 min.
tirpalas degikliu, kol susidarys garai

Neleisti daZzomajam tirpalui uzvirti!

Vandentiekio vanduo | Skalauti, kol neatsiras dazy

pedsaky,
Druskos rigstis Visiskai padengti ir palikti, kad 15-30 sek.*
etanolyje vykty reakcija
Vandentiekio vanduo | Nedelsiant nuplauti
Loffler metileno kontrastingas dazymas, visiskai 30 sek.**

mélio tirpalas padengti ir palikti, kad vykty

reakcija

Vandentiekio vanduo | Atsargiai nuplauti

I8dZiovinti ore (pvz., per naktj arba 50°C temperatiroje dZiovinimo
kameroje)

* atsizvelgiant | méginio storj
**arba 1 min. su praskiestu Léffler metileno mélio tirpalu
(skiedimas: 1:10 (1+9) su dist. vandeniu)

Kelis ménesius saugomus bakteriologinius méginius rekomenduojama
padengti nevandenine dengiamaja terpe (pvz., ,Neo-Mount™", ,Entellan™",
,DPX new" arba ,Entellan™ new") ir uzdengti stikleliu. Siam tikslui
nudazZytus preparatus reikia labai gerai iSdZiovinti.

Mikroskopuojant dazytus preparatus mikroskopu, kuris priartina daugiau nei
40 karty, rekomenduojama naudoti imersinj aliejy.

Histologiniu méginiy das

Dazymas dazymo kameroje

Iprastu badu i$ histologiniy preparaty pasalinkite parafing ir rehidruokite
juos mazéjanciomis alkoholio koncentracijomis.

Preparatai turi bati trumpam panardinami ir judinami tirpaluose, vien tik
panardinus juos | tirpalus, dazymo rezultatai bGna netinkami.

Siekiant iSvengti nereikalingos tirpaly kryZminés tarsos, preparatus po
kiekvieno dazymo etapo reikia gerai nuvarvinti.

Objektinis stiklelis su histologiniu audiniu

+AFB-Color" karbolio fuksino tirpalas 30 min.
Tekantis vandentiekio vanduo 45 sek.
Druskos rigstis etanolyje 15 sek.
Tekantis vandentiekio vanduo 15 sek.
Loffler metileno mélio tirpalas* 5 min.
Nuplauti vandentiekio vandeniu 10 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.
Ksilenas arba ,Neo-Clear™™ 5 min.
Ksilenas arba , Neo-Clear™™ 5 min.
~Neo-Clear™" sudrékintus preparatus padenkite ,Neo-Mount™" arba
ksilenu sudrékintus preparatus padenkite, pvz., ,Entellan™ new", ir
uzdenkite stikleliu.

* Histologiniams meéginiams daZyti rekomenduojama naudoti Loffler
metileno mélio tirpalo skiedinj (skiedimas: 1:10 (1+9) su distiliuotu
vandeniu). Sj darbinj tirpalg galima naudoti iki 2 savaiciy.

Rezultatas

Rgstims atsparios bakterijos  raudona
Fonas melyni
Vertinimas

Teigiamas rezultatas reiskia ,aptikta rigstims atspariy bakterijy", neigiamas
rezultatas - ,rlgstims atspariy bakterijy neaptikta”. Teigiamas rezultatas
nereiskia, kad mikroskopuojant galimas taksonominis klasifikavimas. Jei
aptikta rigstims atspariy bakterijy, reikia atlikti papildomy, tyrimy specialiai
irengtose laboratorijose.

Taip pat negalima nustatyti bakterijy gyvybingumo (aktyvios, neaktyvios).

Trikdziy Salinimas
Méginio preparaty fiksavimas
Naudojant Bunseno degiklj arba kaitinant kaitinimo kameroje btinas

pakankamas fiksavimo kaitinant lygis, siekiant iSvengti galimo méginiy
infekciskumo ir tolesnio bakterijy dauginimosi.

LT
Rigstims atsparios bakterijos nenusidazé
Blukinimo etapas yra labai svarbus $io dazymo proceso etapas; jam jtakos
gali turéti méginio preparato storis.
Be to, SvieZias druskos rlgsties etanolyje tirpalas yra labai reaktyvus, todél
rezultatq reikia vertinti apdairiai. Reikia tiksliai laikytis Siame protokole
nurodytos blukinimo etapo trukmés, prieSingu atveju galimi klaidingai
neigiami rezultatai.

Techninés pastabos

Naudojamas mikroskopas turi atitikti medicininei diagnostikos laboratorijai
keliamus reikalavimus.

Naudodami automatines dazymo sistemas, vadovaukités sistemos ir
programinés jrangos tiekéjo pateiktomis instrukcijomis.

Pries uzpildydami pasalinkite imersinio aliejaus pertekliy.

Analitinés eksploatacinés savybés

Loffler metileno mélio tirpalas nudazo ir taip rodo biologines struktdras,
kaip aprasyta Siy naudojimo instrukcijy skyriuje ,Rezultatas". Procediras
naudojant produktg, jskaitant, be kita ko, méginio ir reagento paruosima,
meéginio tvarkyma, histologinj apdorojima, sprendimus dél tinkamy
kontroliy ir kt., turéty atlikti tik jgalioti ir kvalifikuoti asmenys.

Produkto analitines eksploatacines savybes patvirtino kiekvienos produkto
serijos tyrimai. Sékmingas reguliarus dalyvavimas tarptautiniuose
tarplaboratoriniuose tyrimuose pateikia papildoma ir nepriklausoma
analitinio specifiSkumo patvirtinima.

Ivertinus toliau nurodyty dazy analitines eksploatacines savybes buvo
patvirtintas 100 % specifiSkumas, jautrumas ir atkartojamumas.

SpecifiSkumas | Jautrumas | Testo Testo
tarp testy tarp testy | specifiSkumas | jautrumas
Bakteriologinis
dazymas
Rlgstims 20/20 20/20 7]7 7/7
atsparios
bakterijos
Fonas 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Analitiniy eksploataciniy savybiy rezultatai

Testo (tos pacios serijos) ir palyginimo tarp testy (skirtingy serijy)
duomenys nurodo tinkamai nudazyty strukttry skaiciy atsizvelgiant | atlikty,
testy skaiciy.

Sio eksploataciniy savybiy vertinimo rezultatai patvirtina, kad produktas
patikimas ir tinkamas naudoti numatytajai paskirciai.

Diagnostika

Diagnozes gali nustatyti tik jgalioti ir kvalifikuoti darbuotojai.

Batina naudoti galiojancias nomenklatiras.

Si metoda zmoniy diagnostikai galima naudoti kaip papildoma priemone.
Laikantis pripaZinty metody batina pasirinkti ir atlikti kitus tyrimus.
Siekiant iSvengti klaidingy rezultaty, kiekvieng karta naudojant produktg
reikia imtis tinkamy, kontrolés priemoniy.

Laikymas

Loffler metileno mélio tirpalg mikroskopijai laikykite +15 °C to +25 °C
temperatdroje.

Tinkamumo naudoti laikas

Loffler metileno mélio tirpalg mikroskopijai galima naudoti iki nurodytos
tinkamumo naudoti datos.

Pirma kartg atidarius buteliuka, jo turini galima naudoti iki nurodytos
tinkamumo naudoti datos, jei jis laikomas 15-25 °C temperatiroje.

Buteliukus visa laikg batina laikyti sandariai uZzdarytus.

Talpa
Mazdaug 250 dazymo procediry / 500 ml

Papildomi nurodymai

Tik profesionaliam naudojimui.

Siekiant iSvengti klaidy, produktg turi naudoti tik kvalifikuoti darbuotojai.
Bdtina laikytis Salyje taikomy darbo saugos ir kokybés uztikrinimo
rekomendacijy.

Bltina naudoti standarty reikalavimus atitinkancius mikroskopus.

Jei reikia, naudokite medicininei laboratorijai tinkama standartine
centrifuga.

Apsauga nuo infekcijos

Laikantis laboratorijos rekomendacijy batina taikyti efektyvias apsaugos
nuo infekcijy priemones.

Atlieky salinimo nurodymai

Pakuote reikia Salinti laikantis galiojanciy Salinimo rekomendacijy.
Panaudotus tirpalus ir tirpalus, kuriy tinkamumo naudoti laikas baigési, reikia
Salinti kaip specialigsias atliekas laikantis vietos rekomendacijy. Informacijos
apie Salinima galima rasti svetainéje www.microscopy-products.com,
paspaudus sparcigja nuoroda ,Hints for Disposal of Microscopy Products"



(Patarimai dél mikroskopijai naudoty produkty Salinimo). Europos Sajungoje
Siuo metu taikomas Reglamentas (EB) Nr. 1272/2008 dél cheminiy medziagy,
ir misiniy klasifikavimo, zenklinimo ir pakavimo, i$ dalies keiciantis ir
panaikinantis direktyvas 67/548/EEB bei 1999/45/EB ir i$ dalies keitiantis
Reglamentg (EB) Nr. 1907/2006.

Pagalbiniai reagentai

Kat. Nr. 1.00327 Druskos riigstis etanolyje 11,51
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.00497 AFB-Color modifikuotas
dazymo rinkinys rigstims atspariy
bakterijy (AFB) aptikimui karsto dazymo
metodu

Kat. Nr. 1.00579 DPX new 500 ml
nevandeniné dengimo terpe
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.04699 Imersiné alyva, 100 ml

skirta mikroskopijai buteliukas
su lasintuvu,

100 ml, 500 ml

Kat. Nr. 1.07960 Entellan™ 500 ml
greito dengimo terpé
mikroskopijai

Kat. Nr. 1.07961 Entellan™ new

1 rinkinys

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. 1.08512 AFB-Color karbolfuksino tirpalas 500 ml, 2,51
rigstims atspariy bakterijy (AFB)
mikroskopiniam tyrimui (Saltasis
dazymas)

Kat. Nr. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml
bevandené dengimo terpé buteliukas
mikroskopijai su lasintuvu,

500 ml

Kat. Nr. 1.09215 Ziehl-Neelsen karbolfuksino tirpalas 100 ml, 500 ml,
mikroskopijai 2,51

Kat. Nr. 1.09843 Neo-Clear™ (ksileno pakaitalas) 51

mikroskopijai

Pavojaus klasifikavimas
Kat. Nr. 1.01287

Vadovaukités etiketéje nurodytu pavojaus klasifikavimu bei saugos
duomeny,_ lape pateikta informacija.

Saugos duomeny, lapas prieinamas interneto svetainéje ir pateikiamas
paprasius.

Pagrindiniai produkto komponentai
Kat. Nr. 1.01287

C.I. 52015 4,2 g/l

C,H,OH 190 g/I
pH 8,0-8,6
11=0,97 kg

Bendroji pastaba

Jeigu naudojant Sig priemone arba dél jos naudojimo jvyko rimtas
incidentas, praneskite apie tai gamintojui ir (arba) jo jgaliotajam atstovui
bei savo Salies institucijai.
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H226: Degus skystis ir garai.

P210: Laikyti atokiau nuo Silumos Saltiniy, karsty pavirsiy, ZieZirby, atviros
liepsnos ir kity uzdegimo Saltiniy. Nertkyti.

P233: Talpyklg laikyti sandariai uzdaryta.

P240: Izeminti ir jtvirtinti talpyklqg ir priémimo jranga.

P241: Naudoti sprogimui atsparig elektros/ ventiliacijos/ apsvietimo jranga.

~Merck" Life Science verslas JAV ir K je veikia p. ini ~MilliporeSig

© 2025 ,Merck KGaA", Darmstatas, Vokietija ir (arba) jos filialai. Visos teisés saugomos. ,Merck" ir
»Sigma-Aldrich" yra ,Merck KGaA", Darmstatas, Vokietija, prekiy Zenklai. Visi kiti prekiy zenklai yra jy
atitinkamy_ savininky nuosavybé. Issamios informacijos apie prekiy Zenklus galima rasti viesai prieina-
muose $altiniuose.

LT
P242: Naudoti kibirksciy nekeliancius jrankius.

P243: Imtis veiksmy, statinei iSkrovai iSvengti.

Perziiiry istorija

Versija Pakeitimo komentaras

2024-Jul-01 Pradiné versija su perziliry istorijos jzanga

2024-Jul-01 V.2 | Lietuviy kalbos vertimo pakeitimy neatlikta
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Gamintojas

Katalogo numeris Partijos kodas

Status: 2024-Jul-01 V.2

Merck KGaA, 64271 Darmstadt, Germany,
Tel. +49(0)6151 72-2440
www.sigmaaldrich.com
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Sigma-Aldrich.

1.01287.0100 [REF
1012870500 Lo
1.01287.2500

Mikroskopi
LOFFLERS metylenbld Igsning

for mikroskopi

Kun til profesjonell bruk

|VD In vitro-diagnostisk medisinsk utstyr c €

Tiltenkt formal

«L@FFLERS metylenbld Igsning - for mikroskopi» brukes til
humanmedisinsk cellediagnostikk og i bakteriologisk og histologisk
undersgkelse av prgvemateriale av human opgrmnelse Det er en bruksklar
fargelﬂsnlng som gjgr det mulig 8 evaluere malstrukturer for diagnostiske
formal (syrefaste bakterier (AFB)) ved fiksering, farging, motfarging,
montering i bakteriologiske og histologiske prgvematerialer, for eksempel
utstryk av berikede bakteriekulturer eller histologiske snitt av f.eks. Iunge
ndr den brukes sammen med andre in vitro-diagnostiske produkter fra var
portefglje.

Ufargede strukturer er relativt lave i kontrast og er seerdeles vanskelige
3 skille under lysmikroskopet. Bildene som er opprettet ved hjelp av
fargel(zjsnlngene hjelper den autoriserte og kvalifiserte utprgveren med
3 deﬁnere formen og strukturen bedre i slike tilfeller. Ytterllgere tester
ma utfgres i henhold til anerkjente, gyldige metoder for 8 kunne stille en
endelig diagnose.

Prinsipp

Celleveggen til syrefaste bakterier har en hgy andel voks og lipider,

og absorberer dermed fargestoffer svaert sakte. Den mest effektive
fargemetoden er oppvarmmg av farge i henhold til Ziehl-Neelsen. I

denne metoden pafgres karbolfuksinlgsning pa preven og varmes opp.
Denne oppvarmingsprosessen akselererer hastigheten for absorbering av
fuksinfargestoffet og dermed ogs8 dannelsen av mykolatefuksin-komplekset
i celleveggen

N&r de syrefaste bakteriene har absorbert fuksinfargestoffet, er det praktisk
talt umulig 8 avfarge dem igjen, selv nar de blir intensivt behandlet med

en avfargingslgsning, f.eks. saltsyre i etanol. Fglgelig kalles syrefaste
bakterier syre- og alkoholfast for farging og er farget rgde i mikroskopisk
visualisering. Tilsvarende er alle ikke-syrefaste mikroorganismer motfarget
med et passende fargestoff. I denne bruksanvisningen brukes metylenbl3att
til motfarging.

Forbehandling av prgvene med Sputofluol™ Igser opp bakteriene fra
omkringliggende viskgst sputum- og cellemateriale.

Prgvemateriale

Utstryk av bakteriologisk materiale som er lufttgrket, varmefiksert

og forbehandlet med Sputofluol™, som sputum, utstryk fra
finndlsaspirasjonsbiopsier (FNAB), skyllinger, imprint, effusjoner, puss,
eksudater, flytende og faste kulturer

Snitt av formalinfiksert, parafininnstgpt vev (3-4 pm tykke parafinsnitt)

Reagenser

Kat.nr. 1.01287

L@FFLERS metylenbldlgsning
for mikroskopi

100 ml, 500 ml, 2,5 |

0gsa ngdvendig:

Kat.nr. 1.09215 Ziehl-Neelsen-karbol-fuksin lgsning 100 ml, 500 ml,
for mikroskopi 2,51

Kat.nr. 1.08512 AFB-Color karbol-fuksin Igsning 500 ml, 2,51
for mikroskopisk undersgkelse av
syreraske bakterier (AFB) (kald farging)

Kat.nr. 1.00327 Saltsyre i etanol 11,51
for mikroskopi

Kat.nr. 1.08000 Sputofluol™ 11

for mikrobiologi og mikroskopi

NO

www.sigmaaldrich.com

Alternativt:

I stedet for kombinasjonen av enkeltreagenser kan fargesettet
1.00497.0001 brukes for utstryk:

Kat.nr. 1.00497.0001
AFB-Color modifisert 1 sett

Fargingssett for pavisning av syre-rask bakterier (AFB) ved
hot staining-metode

Klargjgring av prgver
Prgvetakingen skal utfgres av kvalifisert personell.

Alle prgver skal behandles ved hjelp av toppmoderne teknologi.

Alle prgver skal veere tydelig merket.

Egnede instrumenter skal brukes til prgvetaking og klargjgring. Fglg
produsentens instruksjoner for applikasjon/bruk.

N&r du bruker de tilsvarende hjelpereagensene, ma du folge den tilhgrende
bruksanvisningen.

Sputum

De syrefaste bakteriene bgr forbehandles med Sputofluol™ for & lgse
dem opp fra slim- og cellestrukturer. I denne prosessen Igser en aktive
ingrediensen hypokloritt opp det organiske materialet ved oksidasjon og
frigjor de syrefaste bakteriene forsiktig, slik at de kan bearbeides videre.
Klargjgring av reagens: Klargjgring av Sputofluol™-lgsning 15 %

Slik klargjgres ca. 100 ml Igsningsblanding:

Sputofluol™ 15 ml

Destillert vann 85 ml

Klargjgring av prgvemateriale i sentrifugergr:

Prave 1 del (min. 2 ml)
Sputofluol™-lgsning (15 % i destillert vann) 3 deler
Rist kraftig 10 min
Sentrifuger ved 3000-4800 o/min 20 min

Dekanter supernatant
Klargjgr utstryk av sediment

Lufttgrk

Punkteringer, utskyllinger, sedimenter

Etter egnede berikede tiltak skal provematerialet strykes ut pd
objektglassene og lufttgrkes.

Histologiske snitt

L@FFLERS metylenbld Igsning b;ar brukes for 3 farge histologiske snitt.
Kompakt vev har en tendens til bI| overfarget. For slikt vev anbefales en
fortynning av LOFFLERS metylenbla Igsning (fortynning: 1 : 10 (14+9) med
destillert vann).

Avparafiniser snitt pa konvensjonell mate, og rehydrer i en synkende
alkoholholdig serie. Forbehandling med Sputofluol™ er ikke ngdvendig for
prgver fiksert med formalin.

Fiksering av utstryksprgver

Pr;zsver fikseres over flammen til en Bunsen-brenner (2-3 ganger, pass pa a
unngd overdreven oppvarming).

Prgz;vene kan ogsa fikseres ved oppvarming ved 100-110 °C i tgrkeskap
eller p8 varmeplate i 20 min.

For hgye temperaturer eller langvarig oppvarming kan medfgre en
forringelse av fargingsytelsen.

Klargjgring av reagens

The LOFFLERS metylenbld Igsning - for mikroskopi brukes til farging av
utstryk og er klar til bruk. Fortynning av Igsningen er ikke ngdvendig og
medfgrer bare en forringelse av fargeresultatet og stabiliteten.

For histologiske snitt anbefales en fortynning av Loffler metylenbld Igsning
(149 med destillert vann).



Fremgangsmate
Farging av utstryksprgver

Farge pa fargestativet
De angitte tidene skal overholdes for & garantere et optimalt fargeresultat.

Objektglass med fiksert utstryk

Ziehl-Neelsen Dekk helt til, varm forsiktig Farg i

karbolfuksinlgsning opp tre ganger nedenfra med 5 minutter
Bunsen-brenneren til det dannes totalt
damp

Ikke la fargelgsningen koke!

Springvann Skyll til det ikke produseres

ytterligere dunster av fargestoff
Saltsyre i etanol Dekk helt og la reagere 15-30 s*
Springvann Skyll umiddelbart
L@FFLERS metylenbld Som motfarge, dekk helt og la 30 s**
lgsning reagere
Springvann Skyll forsiktig

Lufttgrk (f.eks. over natten eller ved 50°C i tgrkeskapet)

* avhengig av tykkelsen pd prgven

**eller 1 min med fortynnet LOFFLERS metylenbld Igsning (Fortynning:
1:10 (149) med destillert vann)

Tildekking med ikke-vandige monteringsmedier (f.eks. Neo-Mount™,
Entellan™, DPX new eller Entellan™ new) og et dekkglass anbefales for
oppbevaring av bakteriologiske prgver i flere maneder. Til dette formal m&
de fargede prgvene tgrkes veldig godt.

Det anbefales & bruke immersjonsolje til analyse av fargede objektglass
med mikroskopisk forstgrrelse > 40x.

Farging av histologiske prgver

Farging i fargecellen

Avparafiniser histologiske objektglass pa konvensjonell mate, og rehydrer i
en synkende alkoholholdig serie.

Objektglassene ma senkes ned og beveges et gyeblikk rundt i Igsningene.
Nedsenkning alene gir ikke tilstrekkelige fargingsresultater.

Objelgtglassene skal dryppe godt av etter hvert fargetrinn som et tiltak for &
unnga ungdvendig krysskontaminering av Igsninger.

Objektglass med histologisk vev

AFB-Color-karbolfuksinlgsning 30 min
Rennende springvann 45 sek
Saltsyre i etanol 15 sek
Rennende springvann 15 sek
L@FFLERS metylenbld Igsning* 5 min
Vask med springvann 10 sek
Etanol 70 % 1 min
Etanol 70 % 1 min
Etanol 96 % 1 min
Etanol 96 % 1 min
Etanol 100 % 1 min
Etanol 100 % 1 min
Xylen eller Neo-Clear™ 5 min
Xylen eller Neo-Clear™ 5 min
Monter Neo-Clear™-fuktede objektglass med Neo-Mount™- eller xylen-
fuktede objektglass med f.eks. Entellan™ og dekkglass.

* For motfaroging av histologiske prgver anbefales en fortynning av Léffler
metylenbla Igsning (fortynning: 1 : 10 (14+9) med destillert vann). Denne
arbeidslgsningen kan brukes i opptil 2 uker.

Resultat

Syrefaste bakterier red
Bakgrunn bld
Evaluering

Et positivt resultat betyr «syrefaste bakterier pdvist», og et negativt
resultat betyr «syrefaste bakterier ikke pdvist». Et positivt resultat
betyr ikke at en taksonomisk klassifisering ved mikroskopi er mulig.
Dersom syrefaste bakterier pavises, ma det foretas ytterligere analyser i
spesialutstyrte laboratorier.

Bakterienes (aktiv, inaktiv) levedyktighet kan heller ikke fastsettes.

NO
Feilsgking

Fiksering av utstryksprgver

En tilstrekkelig grad av varmeﬁkseoring ved hjelp av en Bunsen-brenner eller
i et varmeskap er avgjgrende for a forhindre prgvenes infeksigse potensial
og videre proliferasjon av bakteriene.

Ingen farging av syrefaste bakterier

Dget kritiske trinnet i dergne fargeprosessen er avfargingstrinnet, som kan
pavirkes av tykkelsen pa utstryksprgven.

I tillegg er en fersk Igsning av saltsyre i etanol svaert reaktiv, noe som
betyr at resultatet bgr evalueres med forsiktighet. Inkubasjonstidene som
er angitt i denne protokollen, skal holdes ngyaktig i avfargingstrinnet. Hvis
ikke kan falske negative resultater vaere en fglge.

Tekniske notater

Mikroskopet som brukes, skal oppfylle kravene til et medisinsk diagnostisk
laboratorium.

Ved bruk av automatiske fargesystemer mé& du felge bruksanvisningen som
leveres av leverandgren av systemet og programvaren.

Fjern overflgdig immersjonsolje fgr innlevering.

Analytiske ytelsesegenskaper

«L@FFLERS metylenbld Igsning» farger og visualiserer dermed biologiske
strukturer, som beskrevet i kapittelet «Resultat» i denne bruksanvisningen.
Produktet skal bare brukes av autoriserte og kvalifiserte personer. Dette
omfatter blant annet klargjgring av preve og reagens, prgvehandtering,
histoprosessering, beslutninger om egnede kontroller med mer.

Produktets analytiske ytelse bekreftes ved testing av hvert
produksjonsparti. Regelmessig vellykket deltakelse i internasjonale prgver
mellom laboratorier gir en ytterligere og ikke-tilknyttet bekreftelse av
analytisk spesifisitet.

For fglgende farger ble den analytiske ytelsen bekreftet med hensyn til
produktets spesifisitet, sensitivitet og repeterbarhet med en hastighet pd
100 %:

Spesifisitet | Sensitivitet | Spesifisitet | Sensitivitet
mellom mellom innenfor innenfor
analyser analyser samme samme
analyse analyse
Bakteriologisk
farging
Syrefaste 20/20 20/20 7/7 7/7
bakterier
Bakgrunn 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Analytiske ytelsesresultater

Data inngnfor samme analyse (utfgrt p& samme parti) og mellom analyser
(utfert pa forskjellige partier) viser antall strukturer som er riktig farget, i
forhold til antall utfgrte analyser.

Resultatene av denne ytelsesevalueringen bekrefter at produktet er egnet
for tiltenkt bruk og har pélitelig ytelse.

Diagnostikk

Diagnoser skal kun stilles av autorisert og kvalifisert personell.

Det ma brukes gyldige nomenklaturer.

Denne metoden kan brukes supplerende i human diagnostikk.
Ytterligere tester m& velges og gjennomfgres i henhold til anerkjente
metoder.

Passende kontroller bgr utferes med hver applikasjon for 8 unnga feil
resultat.

Oppbevaring

Oppbevar LOFFLERS metylenbld Igsning - for mikroskopi ved +15 til
+25 °C.

Holdbarhet

L@FFLERS metylenbld Igsning - for mikroskopi kan brukes frem til angitt
utlgpsdato.

Etter forste pning av flasken kan innholdet brukes frem til angitt
utlgpsdato ved oppbevaring fra +15 til +25 °C.

Flaskene ma til enhver tid holdes tett lukket.

Kapasitet
ca. 250 farginger / 500 ml

Ytterligere instruksjoner

Kun til profesjonell bruk.

For & unnga feil ma applikasjon kun utfgres av kvalifisert personell.
Nasjonale retningslinjer for arbeidssikkerhet og kvalitetssikring skal fglges.
Mikroskoper utstyrt i henhold til standarden skal brukes.

Bruk om ngdvendig en standard sentrifuge egnet for medisinsk diagnostisk
laboratorium.

Beskyttelse mot infeksjon

Effektive tiltak ma iverksettes for 8 beskytte mot infeksjon i trdd med
laboratoriets retningslinjer.



Instruksjoner for avfallshdndtering

Pakken ma kastes i henhold til gjeldende retningslinjer for
avfallshdndtering.

Brukte Igsninger og Igsninger som er gatt ut pd dato, skal kastes

som spesialavfall i henhold til lokale retningslinjer. Informasjon om
avfallshdndtering kan f8s under hurtiglenken «Hints for Disposal of
Microscopy Products» p& www.microscopy-products.com. I EU far gjeldende
FORORDNING (EF) nr. 1272/2008 om klassifisering, merking og emballering
av stoffer og stoffblandinger, endring og oppheving av direktiv 67/548/EQF
0g 1999/45/EF og endring av forordning (EF) nr. 1907/2006 anvendelse.

Hjelpereagenser

Kat.nr. 1.00327 Saltsyre i etanol 11,51
for mikroskopi

Kat.nr. 1.00497 AFB-Color modifisert 1 sett

Fargingssett for pavisning av syre-rask

bakterier (AFB) ved hot staining-metode
Kat.nr. 1.00579 DPX ny 500 ml

vannfritt monteringsmedium

for mikroskopi

Kat.nr. 1.04699 Immersjonsolje 1000 ml
for mikroskopi drapeteller,
100 ml, 500 ml

Kat.nr. 1.07960 Entellan™ 500 ml
hurtig monteringsmedium
for mikroskopi

Kat.nr. 1.07961 Entellan™ y 100 ml, 500 ml,

hurtig monteringsmedium 11
for mikroskopi

Kat.nr. 1.08000 Sputofluol™ 11
for mikrobiologi og mikroskopi

Kat.nr. 1.08298 Xylen (isomer blanding) 41
for histologi

Kat.nr. 1.08512 AFB-Color karbol-fuksin Igsning

for mikroskopisk undersgkelse av
syreraske bakterier (AFB) (kald farging)

500 ml, 2,51

Kat.nr. 1.09016 Neo-Mount™ 1000 ml
vannfritt monteringsmedium drapeflaske,
for mikroskopi 500 ml

Kat.nr. 1.09215 Ziehl-Neelsen-karbol-fuksin Igsning 100 ml, 500 ml,
for mikroskopi 2,51

Kat.nr. 1.09843 Neo-Clear™ (xylensubstitutt) 51

for mikroskopi

Fareklassifisering
Kat.nr. 1.01287

Vaer oppmerksom pa fareklassifiseringen som er trykt pa etiketten, og
informasjonen som er gitt i sikkerhetscdatabladet. .
Sikkerhetsdatabladet er tilgjengelig pa nettstedet og pa forespgrsel.

Hovedkomponentene i produktet
Kat.nr. 1.01287

K.I. 52015 4,2 g/l

C,H,OH 190 g/I
pH 8,0-8,6
11=0,97 kg

Generell merknad

Hvis det har oppstatt en alvorlig hendelse under bruk av dette utstyret
eller som fglge av bruk, skal du rapportere det til produsenten og/eller den
autoriserte representanten og til den nasjonale myndigheten.

Litteratur

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
Grof3, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise, J.A.
Kiernan, Scion, 5th Editon

H226: Brannfarlig vaeske og damp.

P210: Holdes vekk fra varme, varme overflater, gnister, &pen ild og andre
antenningskilder. Rgyking forbudt.

P233: Hold beholderen tett lukket.
P240: Beholder og mottaksutstyr jordes/potensialutlignes.

P241: Bruk elektrisk materiell/ ventilasjonsmateriell/ belysningsmateriell
som er eksplosjonssikkert.

Life Science-virksomheten til Merck drives under navnet MilliporeSigma i USA og Canada.

© 2025 Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland og/eller deres samarbeidspartnere. Med enerett. Merck og
Sigma-Aldrich er varemerker for Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland. Alle andre varemerker tilhgrer deres
respektive eiere. Detaljert informasjon om varemerker er tilgjengelig via offentlig tilgjengelige ressurser.

NO
P242: Bruk verktgy som ikke avgir gnister.

P243: Treff tiltak mot statisk elektrisitet.

Revisjonshistorikk

Versjon Endringskommentar

2024-Jul-01 Opprinnelig versjon med innfgring av revisjonshistorikk

2024-Jul-01 V.2 | Ingen endring i norsk oversettelse

[13]

Se bruksanvisning

A\ % A

Forsiktig, se medfglgende Brukes innen Temperaturbegrensning
dokumenter ARRR-MM-DD

pow | REF|  [LoT

Produsent

Katalognummer Partikode

Status: 2024-Jul-01 V.2

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

MERRCK



Sigma-Aldrich.

1.01287.0100 [REF
1012870500 Lo
1.01287.2500

Mikroskopia

Lofflerov roztok metylénovej
modrej

pre mikroskopiu

Len na profesiondlne pouzitie

|VD Diagnosticka zdravotnicka pomécka in vitro c €

Urceny Ucel

,Lofflerov roztok metylénovej modrej - na mikroskopiu® sa pouziva

na zdravotnicku diagnostiku ludskych buniek a slizZi na bakteriologické

a histologické vysetrenia materidlu vzoriek fudského pdvodu. Je to farbiaci
roztok pripraveny na pouzitie, ktory pri pouZiti spolu s dalSimi diagnostic-
kymi vyrobkami in vitro z nasho portfélia umoznuje hodnotenie cielovych
Struktdr na diagnostické Ucely [acidorezistentné baktérie (AFB)] fixaciou,
farbenim, kontrastnym farbenim, prikrytim materidlov bakteriologickych

a histologickych vzoriek, ako su natery obohatenych bakterialnych kultar
alebo histologické rezy napr. plic.

Nezafarbené Struktiry su relativne malo kontrastné a pod svetelnym mik-
roskopom sa velmi tazko rozliuju. Obrazy vytvorené pomocou farbiacich
roztokov pomahaju v takychto pripadoch autorizovanému a kvalifikovanému
lekarovi lepSie definovat tvar a $truktdru. Na stanovenie definitivnej diagné-
zy sa musia vykonat dalSie testy podla uznavanych a platnych metdd.

Princip

Bunkova stena acidorezistentnych baktérii ma vysoky podiel vosku a lipi-
dov, a preto farbivo absorbuje len velmi pomaly. NajucinnejSou metdédou
farbenia je farbenie za tepla podla Ziehl-Neelsena. Pri tejto metdde sa na
vzorku nanesie roztok karbolfuchsinu a zahreje sa. Tento proces zahrievania
urychluje absorpciu fuchsinového farbiva a tym aj tvorbu komplexu myko-
lat-fuchsinu v bunkovej stene.

Ked' acidorezistentné baktérie absorbuju fuchsinové farbivo, je prakticky
nemozné ich znovu odfarbit, a to ani vtedy, ked' sa intenzivne o$etria od-
farbovacim roztokom, ako je napr. kyselina chlorovodikova v etanole. Preto
sa acidorezistentné baktérie oznacuju ako acidorezistentné a alkoholore-
zistentné na farbenie a pri mikroskopickom zobrazovani sa farbia nacer-
veno. VSetky mikroorganizmy, ktoré nie su acidorezistentné, sa primerane
kontrastne zafarbia vhodnym farbivom. V tomto ndvode na pouZitie sa

na kontrastné farbenie pouziva metylénova modra.

PredbeZnd Uprava vzoriek pripravkom Sputofluol™ rozpusta baktérie z okoli-
tého viskdzneho sputa a bunkového materialu.

Material vzorky

Natery bakteriologického materialu, ktoré boli vysusené na vzduchu, fixova-
né teplom a vopred upravené pripravkom Sputofluol™, ako je spitum, nate-
ry z tenkoihlovych aspiraénych biopsii (FNAB), vyplachy, odtlacky, vypotky,
hnis, exsudaty, tekuté a pevné kultiry

Rezy formalinom fixovaného, do parafinu zaliateho tkaniva (3 - 4 um hrubé
parafinové rezy)

Reagencie

Kat. ¢. 1.01287

Lofflerov roztok metylénovej modrej
na mikroskopiu

100 ml, 500 ml, 2,51

Vyzaduja sa aj:

Kat. ¢. 1.09215 Ziehl-Neelsenov roztok karbolfuchsinu 100 ml, 500 ml,
pre mikroskopiu 2,51

Kat. ¢. 1.08512 AFB-Color carbol fuchsin riesenie 500 ml, 2,51
pre mikroskopické skimanie kyseliny-
rychle baktérie (AFB) (studené farbenie)

Kat. ¢. 1.00327 Kyselina chlorovodikova v etanole 11,51
pre mikroskopiu

Kat. ¢. 1.08000 Sputofluol™ 11

pre mikroskopiu

SK

www.sigmaaldrich.com

Pripadne:

Namiesto kombinacie jednotlivych reagencii je farbiacu supravu
1.00497.0001 mozné pouzit na natery:

Kat. ¢. 1.00497.0001
AFB-Color, modifikovany 1 sada

farbiaca suprava na detekciu kyslo-rychle baktérie (AFB)
metodou farbenia za tepla

Priprava vzorky
Vyber vzoriek musi vykondvat kvalifikovany personal.

V&etky vzorky musia byt spracované pomocou najmodernej$ej technoldgie.
VSetky vzorky musia byt jasne oznadéené.

Na odber vzoriek a ich pripravu sa musia pouzivat vhodné nastroje. Pri
aplikacii/pouzivani postupujte podla pokynov vyrobcu.

Pri pouzivani prislu$nych pomocnych reagencii je potrebné dodrziavat pris-
lusné navody na pouzitie.

Spuatum

Acidorezistentné baktérie treba vopred oSetrit prostriedkom Sputofluol™,
aby sa uvolnili z hlienu a bunkovych struktur. Pri tomto procese aktivna
zlozka chlérnan rozplsta organicky material oxidaciou a jemne uvolfiuje
acidorezistentné baktérie, aby sa mohli dalej spracovat.

Priprava reagencie: Priprava 15 % roztoku Sputofluol™
Na pripravu priblizne 100 ml namieSaného roztoku:

Sputofluol™ 15 ml

Destilovana voda 85 ml

Priprava materiadlu vzorky v skimavkach odstredivky:

Vzorka 1 diel
(min. 2 ml)
Roztok Sputofluol™ (15 % v destilovanej vode) 3 diely
Silno pretrepat 10 min
Odstredit pri 3 000-4 800 otac¢kach za minltu 20 min

Dekantovat supernatant
Pripravit natery sedimentu

Susenie na vzduchu

Bodkovanie, vyplachy, sedimenty

Po vhodnych opatreniach na obohatenie rozotrite material vzorky na pod-
loZné skli¢ko a nechajte ho uschnut na vzduchu.

Histologické rezy

Lofflerov roztok metylénovej modrej sa ma pouzivat na farbenie histolo-
gickych rezov. Kompaktné tkanivo ma sklon k nadmernému farbeniu. Pri
takychto tkanivach sa odportca riedenie Léfflerovho roztoku metylénovej
modrej (riedenie: 1 : 10 (1 + 9) destilovanou vodou).

Rezy deparafinizujte beznym spdsobom a rehydratujte ich v zostupnej
sérii alkoholu. Predbezna Uprava roztokom Sputofluol™ nie je pri vzorkach
fixovanych formalinom potrebna.

Fixacia vzoriek naterov

Vzorky sa fixuju nad plamenom Bunsenovho horéka (2- - 3-krat, davajte
pozor, aby ste sa vyhli nadmernému zahrievaniu).

Vzorky je mozné fixovat aj zahrievanim na 100 - 110 °C v susiacej komore
alebo na zahrievacej platni po dobu 20 min.

Nadmerné teploty alebo dlhodobé zahrievanie mdze spdsobit zhorsenie
charakteristik farbenia.

Priprava reagencie

Lofflerov roztok metylénovej modrej — na mikroskopiu, ktory sa pouziva
na farbenie naterov, je pripraveny na pouZitie. Riedenie roztoku nie je po-
trebné a sposobuje len zhorsenie vysledku farbenia a jeho stability.

Pri histologickych rezoch sa odporuca riedenie Lofflerovho roztoku metylé-
novej modrej (1 + 9 destilovanou vodou).



Postup

Fixacia vzoriek naterov

Farbenie na farbiacom stojane

Uvedené Casy treba dodrzat, aby sa zarudil optimalny vysledok farbenia.

Sklicko s fixovanym naterom

Ziehl-Neelsenov roztok | Uplne zakryte, opatrne trikrat farbite
karbolfuchsinu zospodu zahrievajte Bunsenovym celkovo
hordkom, kym sa nevytvori para 5 min.
Farbiaci roztok nenechajte
zovriet!

oplachovat, kym sa nevytvoria
dalSie oblaciky farbiva

Voda z vodovodu

Kyselina chloro- Uplne pokryt a nechat reagovat 15-30 s*
vodikova v etanole

Voda z vodovodu okamzite vyplachnut

Lofflerov roztok kontrastné farbenie, Uplne 30 s**

metylénovej modrej pokryte a nechajte reagovat

Voda z vodovodu starostlivo vyplachnut

Susenie na vzduchu (napr. cez noc alebo pri teplote 50°C v suSiacej
komore)

* v zavislosti od hrubky vzorky

**alebo 1 min s riedenym Lo6fflerovym roztokom metylénovej modrej
(riedenie: 1 : 10 (1 + 9) destilovanou vodou)

Na skladovanie bakteriologickych vzoriek pocas niekolkych mesiacov

sa odporuca zakrytie nevodnym fixacnym médiom (napr. Neo-Mount™,
Entellan™, DPX new alebo Entellan™ new) a krycim sklickom. Na tento ucel
sa musia zafarbené vzorky velmi dobre vysusit.

Na analyzu zafarbenych preparatov pri mikroskopickom zvacseni > 40 x sa
odportéa pouzit imerzny olej.

Farbenie histologickyct iel

Farbenie vnutri bunky

Histologické preparaty deparafinujte beznym spésobom a rehydratujte ich
v zostupnej sérii alkoholu.

Skli¢ka je potrebné ponorit a kratko nimi pohybovat v roztokoch, nakolko
samotné ponorenie neposkytuje adekvatne vysledky farbenia.

Po jednotlivych krokoch farbenia sa musia skli¢ka nechat dobre odkvapkat,
aby sa zabranilo zbyto¢nej krizovej kontaminacii roztokov.

Skli¢ko s histologickym tkanivom

Roztok karbolfuchsinu AFB-Color 30 min
Teclca voda z vodovodu 45s
Kyselina chlorovodikova v etanole 15s
Tecuca voda z vodovodu 15s
Lofflerov roztok metylénovej modrej* 5 min
Umyte pod teclcou vodou. 10s
Etanol 70 % 1 min
Etanol 70 % 1 min
Etanol 96 % 1 min
Etanol 96 % 1 min
Etanol 100 % 1 min
Etanol 100 % 1 min
Xylén alebo Neo-Clear™ 5 min
Xylén alebo Neo-Clear™ 5 min
Sklicka navlihcené zmesou Neo-Clear™ zafixujte pripravkom Neo-Mount™
alebo sklicka pokvapkané xylénom napr. pripravkom Entellan™ new
a prikryte krycim skli¢kom.

* Na kontrastné farbenie histologickych vzoriek sa odporuca riedenie
Lofflerovho roztoku metylénovej modrej (riedenie: 1 : 10 (1 + 9)
destilovanou vodou). Tento pracovny roztok sa méze pouzivat az
2 tyzdne.

Vysledok

Acidorezistentné baktérie Cervena
Pozadie modra
Vyhodnotenie

Pozitivny vysledok znamena ,zistili sa acidorezistentné baktérie" a nega-
tivny vysledok znamena ,nezistili sa acidorezistentné baktérie®. Pozitivny
vysledok neznamenad, Ze je mozna taxonomicka klasifikdcia pomocou
mikroskopie. Ak sa zistia acidorezistentné baktérie, musia sa vykonat dalsie
analyzy v Specialne vybavenych laboratériach.

Ani vitalita baktérii (aktivna, neaktivna) sa neda urcit.
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Riesenie problémov

Fixacia vzoriek naterov

Dostatocny stupen tepelnej fixacie pomocou Bunsenovho horédka alebo vo
vyhrievacej komore je nevyhnutny na zabranenie infek¢ného potencidlu
vzoriek a dalSieho mnozZenia baktérii.

Ziadne farbenie acidorezistentnych baktérii

Kritickym krokom tohto farbiaceho procesu je krok odfarbovania, ktory
méze byt ovplyvneny hribkou nateru vzorky.

Okrem toho je Cerstvy roztok kyseliny chlorovodikovej v etanole vysoko
reaktivny, ¢o znamena, Ze vysledok by sa mal hodnotit opatrne. Inkubaéné
doby uvedené v tomto protokole treba presne dodrziavat v kroku odfarbo-
vania, pretoze inak mdze déjst k faloSne negativhym vysledkom.

Technické poznamky

Pouzity mikroskop ma spifiat poziadavky zdravotnickeho diagnostického
laboratoria.

Pri pouzivani automatickych farbiacich systémov postupujte podla navodu
na pouzitie, ktory poskytol dodavatel systému a softvéru.

Pred naplnenim odstrante prebytocny imerzny olej.

Charakteristika analytickych cinnosti

,Lofflerov roztok metylénovej modrej" farbi a tym umoznuje vizualizaciu
biologickych Struktur podla opisu v kapitole ,Vysledok" tohto navodu na po-
uzitie. Len opravnené a kvalifikované osoby mozu pouzivat tento vyrobok,
¢o okrem iného zahffia pripravu vzoriek a reagencii, manipuldciu so vzor-
kami, histologické spracovanie, rozhodnutia tykajluce sa vhodnych kontrol
a dalsie.

Analytické Cinnosti vyrobku sa potvrdzuju pri testovani kazdej vyrobnej
Sarze. Uspe$na pravidelnd Gcast na medzinarodnych medzilaboratérnych
testoch poskytuje dodatocné a neovplyvnené potvrdenie analytickej Speci-
fickosti.

V pripade nasledujucich farbeni sa potvrdili analytické c¢innosti z hladiska
Specifickosti, citlivosti a opakovatelnosti vyrobku s podielom 100 %:

Specific- Citlivost Specific- Citlivost
kost medzi | medzi kost vV ramci
testami testami vV ramci testu
testu
Bakteriologické
farbenie
Acidorezistentné 20/20 20/20 7/7 7/7
baktérie
Pozadie 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Vysledky analytickych ¢innosti

V Udajoch v rdmci testu (vykonanymi na tej istej Sarzi) a medzi testami
(vykonanymi na réznych Sarziach) sa uvadza pocet spravne zafarbenych
Struktlr v savislosti s po¢tom vykonanych testov.

Vysledky tohto hodnotenia ¢innosti potvrdzuju, ze vyrobok je vhodny
na zamyslané pouzitie a spolahlivo funguje.

Diagnostika

Diagnostiku smie vykondvat len opravneny a kvalifikovany personal.

Musia sa pouzivat platné nomenklatury.

Tato metddu mozno dodatoéne pouzit v humannej diagnostike.

Dal$ie testy sa musia vybrat a vykonat podla uznavanych metdd.

Pri kazdej aplikdcii treba vykonat vhodné kontroly, aby sa predi$lo nesprav-
nym vysledkom.

Skladovanie

Lofflerov roztok metylénovej modrej — na mikroskopiu skladujte pri teplote
+15 °C az +25 °C.

Skladovatel'nost

Lofflerov roztok metylénovej modrej — na mikroskopiu sa méze pouZivat
do uvedeného datumu exspiracie.

Po prvom otvoreni flade sa obsah mdZe pouzivat do uvedeného datumu
expiracie, ak sa skladuje pri teplote +15 °C az +25 °C.

Flade musia byt vzdy tesne uzavreté.

Kapacita
pribl. 250 naterov/500 ml

Dalsie pokyny

Len na profesionalne pouzitie.

Aby sa predilo chybam, aplikéciu smie vykonavat len kvalifikovany perso-

nal.

Musia sa dodrZiavat $tatne smernice pre bezpeénost prace a zabezpedenie

kvality.

Musia sa pouzivat mikroskopy vybavené podla normy.

V pripade potreby pouZite Standardnu odstredivku vhodnu pre zdravotnicke
diagnostické laboratérium.



Ochrana pred infekciou

Musia sa prijat u¢inné opatrenia na ochranu pred infekciami, ktoré su
v sllade s laboratérnymi usmerneniami.

Pokyny na likvidaciu

Obal sa musi zlikvidovat v stlade s aktudlnymi pokynmi na likvidaciu.
Pouzité roztoky a roztoky, ktoré st po dobe skladovatelnosti, sa musia
zlikvidovat ako $pecidlny odpad v sulade s miestnymi smernicami.
Informacie o likvidacii najdete v rychlom prepojeni ,Rady pre likvidaciu
vyrobkov z oblasti mikroskopie™ na webovej lokalite www.microscopy-
products.com. V ramci EU plati v sicasnosti platné NARIADENIE (ES) ¢.
1272/2008 o klasifikacii, oznacovani a baleni latok a zmesi, ktorym sa
menia a rusia smernice 67/548/EHS a 1999/45/ES, a ktorym sa meni
a doplna nariadenie (ES) ¢. 1907/2006.

Pomocné reagencie

Kat. ¢. 1.00327 Kyselina chlorovodikova v etanole 11,51
pre mikroskopiu
Kat. ¢. 1.00497 AFB-Color, modifikovany 1 sada

farbiaca sUprava na detekciu kyslo-rychle
baktérie (AFB) metddou farbenia za tepla

Kat. ¢. 1.00579 DPX ny 500 ml
vannfritt monteringsmedium
for mikroskopi

Kat. ¢. 1.04699 Imerzny olej 100 ml kvap-
pre mikroskopiu kacia flasticka,

100 ml, 500 ml

Kat. ¢. 1.07960 Entellan™ 500 ml
médium pre rychlu fixaciu, pre mikrosko-
piu

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 Xylén (zmes izomérov) 41
pre histoldgiu

Kat. ¢. 1.08512 AFB-Color carbol fuchsin riesenie 500 ml, 2,51
pre mikroskopické skumanie kyseliny-
rychle baktérie (AFB) (studené farbenie)

Kat. ¢. 1.09016 Neo-Mount™ 100 ml kvap-
bezvodé fixacné médium kacia flasticka,
pre mikroskopiu 500 ml

Kat. ¢. 1.09215 Ziehl-Neelsenov roztok karbolfuchsinu 100 ml, 500 ml,
pre mikroskopiu 2,51

Kat. ¢. 1.09843 Neo-Clear™ (ndhrada xylénu) 51

pre mikroskopiu

Klasifikacia nebezpecnosti
Kat. ¢. 1.01287

Riadte sa klasifikdciou nebezpecnosti vytlacenou na etikete a informaciami
uvedenymi na karte bezpec¢nostnych Gdajov.

Karta bezpecénostnych Udajov je k dispozicii na webovej lokalite a na pozia-
danie.

Hlavné zlozky vyrobku
Kat. ¢. 1.01287

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

Vseobecna poznamka

Ak sa pocas pouzivania tejto pomocky alebo v dosledku jej pouZivania
vyskytne zavazna nehoda, nahldste ju vyrobcovi alebo jeho autorizovanému
zastupcovi a Statnemu organu.
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H226: Horlava kvapalina a pary.

P210: Uchovavajte mimo dosahu tepla, hortcich povrchov, iskier,
otvoreného ohna a inych zdrojov zapalenia. Nefajcite.

P233: Nadobu uchovavajte tesne uzavretu.
P240: Uzemnite a upevnite nadobu a plniace zariadenie.

P241: PouZivajte elektrické/ ventilacné/ osvetlovacie zariadenie do
vybusného prostredia.

P242: Pouzivajte neiskriace pristroje.
P243: Vykonajte opatrenia na zabranenie vybojom statickej elektriny.

Histéria revizii

Verzia Poznamka k aprave

2024-Jul-01 Prva verzia s uvedenim casti Histéria revizii

2024-Jul-01 V.2 | Ziadna zmena v slovenskom preklade

Precitajte si navod Vyrobca Katalégové cislo Kod davky
na pouzitie
/_
/]
Pozor, precitajte si Pouzitie do Obmedzenie
sprievodné dokumenty RRRR-MM-DD teploty

Status: 2024-Jul-01 V.2

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

Loffler metilen mavisi ¢gozeltisi
mikroskopi icin

Yalnizca profesyonel kullanima yoneliktir

|VD In vitro Tani Amagh Tibbi Cihaz c €

Kullanim amaci

Bu "Loffler metilen mavisi gozeltisi - mikroskopi igin" tGriini insan-

tibbi hiicre tanisinda kullanilir ve insan kaynakli numune materyalinin
bakteriyolojik ve histolojik olarak incelenmesini saglar. Bu, portfoytmuzdeki
diger in vitro tani amach Grtnlerle birlikte kullanildiinda zenginlestirilmis
bakteri kilttur( yaymalarindan veya akciger gibi histolojik kesitlerden

elde edilen bakteriyolojik ve histolojik 6rnek materyallerinde sabitleme,
boyama, karsi boyama ve yerlestirme islemleriyle hedef yapilari tanilama
amaglar (aside direncli bakteriler (AFB)) igin degerlendirilebilir hale getiren
kullanima hazir bir boyama ¢ozeltisidir.

Boyanmamis yapilarin kontrasti gérece disiktir ve 1sitk mikroskobu altinda
ayirt edilmeleri son derece glgtir. Boyama cgozeltileriyle olusturulan
gorintdler, yetkili ve kalifiye arastirmacinin bu tip durumlarda formu ve
yaplyl daha iyi tanimlamasina yardimci olur. Kesin bir taniya ulasmak

icin kabul edilmis ve gecerli yéntemler dogrultusunda baska testler de
yapilmahdir.

Calisma ilkesi

Aside direncli bakterilerin hiicre duvari yiksek oranda vaks ve lipit
icerdiginden boyalari gok yavas emer. En etkili boyama yontemi
Ziehl-Neelsen'e gore sicak boyamadir. Bu yontemde 6rnege karbolfuksin
cozeltisi uygulanir ve isitilir. Bu i1sitma islemi, fuksin boyasinin absorbe
edilme hizini ve dolayisiyla hiicre duvarinda mikolatfuksin kompleksinin
olusumunu da hizlandirir.

Aside direngli bakteriler fuksin boyasini absorbe ettikten sonra, érnegin
etanol icinde hidroklorik asit gibi bir renk giderme ¢ozeltisi ile yogun

bir sekilde islenseler bile tekrar renk giderme uygulanmasi neredeyse
imkansizdir. Bu dogrultuda aside direngli bakteriler boyama acisindan aside
ve alkole direngli olarak adlandirilir ve mikroskobik gorintilemede kirmiziya
boyanir. Bu baglamda aside direncli olmayan tiim mikroorganizmalar uygun
bir boya ile karsi boyanir. Bu kullanim talimatinda karsi boyama igin metilen
mavisi kullaniimistir.

Orneklerin Sputofluol™ ile 6n isleme tabi tutulmasi, bakterilerin gevredeki
viskid sputum ve hiicre materyalinden ¢éztinmesini sadlar.

Numune materyali

Havayla kurutulmus, isiyla sabitlenmis ve Sputofluol™ ile 6n islemden
gecirilmis sputum, ince igne aspirasyon biyopsisi (FNAB) yaymalari,
durulama ve iz yontemiyle alinan numuneler, eflizyon, irin, ekstida, sivi ve
kati kaltlrler gibi bakteriyolojik materyal

Formalinle sabitlenmis, parafine gémulmis doku kesitleri (3-4 um
kalinhginda parafin kesitler)

Reaktifler

Kat. No. 1.01287

Loffler metilen mavisi gozeltisi
mikroskopi igin

100 ml, 500 ml, 2,5 |

Gereken diger iiriinler:

Kat. No. 1.09215 Ziehl-Neelsen carbol-fuchsin gozeltisi 100 ml, 500 ml,
mikroskopi igin 2,51

Kat. No. 1.08512 AFB-Color karbol fuksin gozeltisi aside 500 ml, 2,51
direngli bakterilerin (AFB) mikroskobik
incelemesi igin (soguk boyama)

Kat. No. 1.00327 Hidroklorik asit etanolde 11,51
mikroskopi igin

Kat. No. 1.08000 Sputofluol™ 11

mikroskopi igin
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Alternatif olarak:

Yaymalar igin tekli reaktiflerin kombinasyonu yerine boyama Kkiti
1.00497.0001 kullanilabilir:

Kat. No. 1.00497.0001

AFB-Color modifiye 1 set
Sicak boyama ydntemiyle aside direngli bakterilerin (AFB)
saptanmasi igin boyama Kkiti

Numune hazirhigi
Numune alimi, kalifiye personel tarafindan gergeklestiriimelidir.

Tam numuneler son teknoloji kullanilarak islenmelidir.

TUm numuneler net bir sekilde etiketlenmelidir.

Numunelerin alinmasi ve hazirlanmasi igin uygun cihazlar kullaniimahdir.
Uygulama/kullanim igin Greticinin talimatlarina uyun.

Uygun yardimci reaktifler kullanilirken ilgili kullanim talimatlari izlenmelidir.

Sputum

Aside direngli bakteriler, mukus ve hiicresel yapilardan géziinmeleri igin
Sputofluol™ ile 6n isleme tabi tutulmalidir. Bu islemde, etkin bilesen
hipoklorit organik maddeyi oksidasyon yoluyla gdzer ve aside direngli
bakterileri daha fazla islenebilmeleri igin hassas bir sekilde serbest birakir.
Reaktif hazirlidi: %15 Sputofluol™ ¢ozeltisi hazirlama

Yaklasik 100 ml gézelti karisimi hazirlamak igin:

Sputofluol™ 15 ml
Distile su 85 ml

Santriflj tiplerinde numune materyalinin hazirlanmasi:

Numune 1 olgu
(min. 2 ml)
Sputofluol™ ¢ozeltisi (distile suda %15) 3 odlgl
Kuvvetlice galkalayin 10 dak
3000-4800 devir/dak hizda santriftjleyin 20 dak

Sipernatanti bosaltin
Sedimentten yaymalar hazirlayin

Havayla kurumaya birakin

Punktatlar, lavajlar, sedimentler

Uygun zenginlestirme islemlerinden sonra numune materyalini lama yayin
ve havayla kurumaya birakin.

Histolojik kesitler

Loffler metilen mavisi gozeltisi, histolojik kesitleri boyamak igin
kullaniimalidir. Kompakt doku asiri boyanma egiliminde oldugundan
Loffler metilen mavisi gozeltisinin bu tir dokularda seyreltilmesi dnerilir
(seyreltme: 1:10 (149) distile su ile).

Kesitleri geleneksel sekilde deparafinize edin ve azalan alkol serisinde
rehidrate edin. Formalinle sabitlenmis numunelerin, Sputofluol™ ile 6n
isleme tabi tutulmasi gerekli degildir.

Yayma numunelerinin fiksasyonu

Numuneler, Bunsen beki alevi lizerine sabitlenir (asiri Isinmayi dnlemeye
dikkat edilerek 2-3 kez).

Numuneler ayrica bir kurutma dolabinda veya isitma plakasinda 20 dakika
boyunca 100-110°C'de isitilarak da sabitlenebilir.

Asiri sicaklik veya uzun sireli 1sitma, boyama performansinin bozulmasina
neden olabilir.

Reaktif hazirhgi

Loffler metilen mavisi gozeltisi - yaymalari boyamak tzere kullanilan
mikroskopi igin Grind kullanima hazirdir ve gozeltinin seyreltilmesi
gerekmez; seyreltme islemi boyama sonucunun ve stabilitenin bozulmasina
neden olur.

Histolojik kesitlerde Loffler metilen mavisi gozeltisinin seyreltilmesi dnerilir
(distile su ile 1+9).

Prosediir

Y lerinin t

Boyama rafinda boyama

Optimal boyama sonuglari elde etmek igin belirtilen siirelere uyulmahdir.



Sabitlenmis yayma bulunan lam

Ziehl-Neelsen karbol tamamen kaplayin, buhar toplam
fuksin gozeltisi olusana kadar Bunsen bekiyle 5 dakika
asadidan ¢ kez dikkatlice i1sitin boyunca

Boyama gozeltisinin kaynamasina boyayin
izin vermeyin!

Musluk suyu daha fazla boya bulanikligi

olusmayincaya kadar durulayin
Etanol iginde tamamen kaplayin ve tepkimeye 15-30
hidroklorik asit birakin saniye*
Musluk suyu derhal durulayin
Loffler metilen mavisi karsl boyama, tamamen kaplayin 30
cozeltisi ve tepkimeye birakin saniye**

Musluk suyu dikkatlice durulayin

Havayla kurumaya birakin (6r. gece boyunca veya kurutma dolabinda
50°C'de)

* ornek kalinligina bagli olarak

**veya seyreltilmis Léffler metilen mavisi gozeltisi ile 1 dakika (seyreltme:
1:10 (1+9), distile su ile)

Bakteriyolojik érneklerin birkag ay boyunca saklanmasi igin sulu olmayan bir
yerlestirme ortami (6r. Neo-Mount™, Entellan™, DPX new veya Entellan™
new) ve cam lamel ile kapatiimalari énerilir. Bunun igin boyanmis 6rneklerin
gok iyi kurutulmasi gerekir.

40 kattan fazla mikroskobik bliyttme kullanilacagi zaman boyanmis
lamlarin analizi igin immersiyon yadi kullaniimasi 6nerilir.

Histoloiil lerin I

Boyama hiicresinde boyama

Histolojik lamlari geleneksel sekilde deparafinize edin ve giderek azalan bir
alkol serisinde rehidrate edin.

Lamlarin gozeltilere daldiriimasi ve kisa sireligine hareket ettirilmesi
gerekir. Basit daldirma tek basina yetersiz boyama sonuglar verir.
Cozeltilerin gereksiz sekilde gapraz kontaminasyona maruz kalmasini
Onlemeye iliskin bir tedbir olarak her boyama adimindan sonra lamlarin
iyice stizilmesi saglanmahdir.

Histolojik dokunun bulundugu lam

AFB-Color karbol fuksin gbzeltisi 30 dak
Akan musluk suyu 45 saniye
Etanol icinde hidroklorik asit 15 saniye
Akan musluk suyu 15 saniye
Loffler metilen mavisi gozeltisi* 5 dak
Musluk suyuyla yikayin 10 saniye
Etanol %70 1 dak
Etanol %70 1 dak
Etanol %96 1 dak
Etanol %96 1 dak
Etanol %100 1 dak
Etanol %100 1 dak
Ksilen veya Neo-Clear™ 5 dak
Ksilen veya Neo-Clear™ 5 dak
Neo-Clear™ ile islatilmis lamlari Neo-Mount™ veya ksilen ile i1slatiimis
lamlari Entellan™ new ve cam lamel kullanarak yerlestirin.

* Histolojik numunelerin karsi boyamasi igin Loffler metilen mavisi
cOzeltisinin seyreltilmesi onerilir (seyreltme: 1:10 (149) distile su ile). Bu
calisma ¢ozeltisi en fazla 2 hafta kullanilabilir.

Sonug

Aside direngli bakteriler kirmizi
Arka plan mavisi
Degerlendirme

Pozitif sonug, "aside direncli bakteri tespit edildigi" ve negatif sonug da
"aside direngli bakteri tespit edilmedigi" anlamina gelir. Pozitif bir sonug,
mikroskopi ile taksonomik bir siniflandirma yapilabilecegi anlamina gelmez.
Aside direngli bakteriler tespit edilirse 6zel donanimli laboratuvarlarda daha
ileri analizler yapiimalidir.

Bakterilerin canlihdi (aktif, inaktif) da belirlenemez.

Sorun giderme
Yayma numunelerinin fiksasyonu

Orneklerin enfeksiydz potansiyelini ve bakterilerin daha fazla cogalmasini
Onlemek igin Bunsen bekiyle veya bir i1sitma kabininde yeterli diizeyde isiyla
sabitleme yapilmasi sarttir.

TR
Aside direncgli bakterilerin boyanmamasi
Bu boyama isleminin kritik adimi, 6rnek yaymasinin kalinhgindan
etkilenebilen renk giderme adimidir.
Ayrica etanol igindeki taze hidroklorik asit gozeltisi oldukga reaktiftir; bu da
sonucun dikkatle degerlendiriimesi gerektigi anlamina gelir. Renk giderme
adiminda bu protokolde belirtilen inklibasyon sirelerine dogru sekilde
uyulmalidir; aksi takdirde yanlis negatif sonuglar gikabilir.

Teknik notlar

Kullanilan mikroskop bir tibbi tani laboratuvarinin gerekliliklerini
karsilamalidir.

Otomatik boyama sistemleri kullanirken litfen sistem ve yazilim
tedarikgisinin sagladigi kullanim talimatlarini izleyin.
Dosyalamadan 6nce immersiyon yaginin fazlasini alin.

Analitik performans ozellikleri

"Loffler metilen mavisi ¢ézeltisi" bu Kullanim Talimatlari'nin "Sonug"
béliminde aciklandidi gibi biyolojik yapilari boyayarak gérsellestirir. Uriin
yalnizca yetkili ve kalifiye kisiler tarafindan kullaniimalidir. Urinin kullanimi;
numune ve reaktif hazirhdi, numune islenmesi, histolojik isleme, uygun
kontrollere iliskin kararlarin alinmasi gibi adimlari igerir.

Uriintin analitik performansi her Gretim serisinin test edilmesiyle

dogrulanir. Uluslararasi laboratuvarlar arasi testlere diizenli olarak basarili
katihm, analitik 6zgulligin bagimsiz ve ekstra bir sekilde dogrulanmasini
saglamaktadir.

Asagdidaki boyamalar igin analitik performans; UrGntn 6zgulligu, hassasiyeti
ve tekrarlanabilirligi agisindan %100 oraninda dogrulanmistir:

Analizler Analizler Analiz Igi Analiz Igi
Arasi Arasi Ozgullik Hassasiyet
Ozgullak Hassasiyet
Bakteriyolojik
boyama
Aside direngli 20/20 20/20 7/7 7/7
bakteriler
Arka plan 20/20 20/20 7/7 7]7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7]7
multocida

Analitik performans sonuglari

Analiz igi (ayni seri Gzerinde gergeklestirilen) ve analizler arasi (farkli seriler
Uzerinde gergeklestirilen) veriler, gergeklestirilen analizlerin sayisina gore
dogru boyanan yapilarin sayisini listeler.

Bu Performans Dederlendirmesi, tGriinin kullanima amacina uygun oldugunu
ve glvenilir sekilde performans gosterdigini dogrular.

Tanilama

Tanilar yalnizca yetkili ve kalifiye personel tarafindan yapiimalidir.
Gegerli adlandirmalar kullaniimahdir.

Bu ydntem, insana yodnelik tanilama islemlerinde destekleyici olarak
kullanilabilir.

Kabul gérmis yontemlere goére baska testler segilmeli ve uygulanmalidir.
Hatali sonuglari 6énlemek igin her uygulamada uygun kontroller
gerceklestiriimelidir.

Saklama

Loffler metilen mavisi gézeltisi - mikroskopi igin Grindnd, +15°C ile +25°C
arasinda saklayin.

Raf omrii

Loffler metilen mavisi gozeltisi - mikroskopi igin Grlind, belirtilen son
kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Sise ilk kez agildiktan sonra igerigi, +15°C ile +25°C arasinda saklandiginda
belirtilen son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.

Siseler daima sikica kapali tutulmahdir.

Kapasite
yaklasik 250 boyama/500 ml

Ek talimatlar

Yalnizca profesyonel kullanima yoéneliktir.

Hatalarin dnlenmesi igin uygulamanin yalnizca kalifiye personel tarafindan
gercgeklestiriimesi gerekir.

Is glvenligi ve kalite glivencesi ile ilgili ulusal yonergeler izlenmelidir.
Standartlara uygun donanimdaki mikroskoplar kullanilmahdir.

Gerekirse tibbi tani amagli laboratuvarlara uygun bir standart santrifiij
cihazi kullanin.

Enfeksiyona karsi koruma

Enfeksiyondan korunmak igin laboratuvar yonergeleri dogrultusunda etkili
onlemler alinmalidir.

Bertaraf talimatlari

Ambalaj, giincel bertaraf yonergeleri dogrultusunda bertaraf edilmelidir.
Kullaniimig gozeltiler ve raf 6mri gegmis gozeltiler, yerel yénergeler
uyarinca 6zel atik olarak bertaraf edilmelidir. Bertarafa iliskin bilgiler
www.microscopy-products.com adresinde yer alan "Hints for Disposal of
Microscopy Products" (Mikroskopi Urlinlerinin Bertarafiyla Ilgili Bilgiler)
Hizli Baglantisindan edinilebilir. Avrupa Birligi (AB) iginde 67/548/EEC



ve 1999/45/EC sayili Direktifleri tadil eden ve yirirlikten kaldiran ve
1907/2006 sayili Yonetmeligi (EC) tadil eden maddelerin ve karisimlarin
siniflandiriimasi, etiketlenmesi ve ambalajlanmasina iliskin 1272/2008 sayili
YONETMELIK (EC) gecerlidir.

Yardimci reaktifler

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

Kat.

No

No

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No.

No

. 1.00327 Hidroklorik asit etanolde
mikroskopi igin

. 1.00497 AFB-Color modifiye

Sicak boyama yontemiyle aside direncli

bakterilerin (AFB) saptanmasi igin
boyama Kkiti
1.00579 DPX yeni
susuz kapama ortami
mikroskopi igin
1.04699 imersiyon yagi
mikroskopi igin

1.07960 Entellan™
hizli destek besiyeri
mikroskopi igin
1.07961 Entellan™ new
hizli destek besiyeri
mikroskopi igin
1.08000 Sputofluol™
mikroskopi igin
1.08298 Ksilen (izometrik karisim)
histoloji igin
1.08512 AFB-Color karbol fuksin gbzeltisi aside
direngli bakterilerin (AFB) mikroskobik
incelemesi igin (soguk boyama)
1.09016 Neo-Mount™
susuz destek besiyeri
mikroskopi igin
1.09215 Ziehl-Neelsen carbol-fuchsin gozeltisi
mikroskopi igin
. 1.09843 Neo-Clear™ (ksilen ikamesi)
mikroskopi igin

Tehlike siniflandirmasi
Kat. No. 1.01287

Lutfen etikette yer alan tehlike siniflandirmasina ve guvenlik veri
formundaki bilgilere dikkat edin.
Guvenlik veri formuna web sitesinden erisilebilir ve talep tzerine temin
edilebilir.

Uriiniin ana bilesenleri

Kat. No. 1.01287

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

Genel aciklama
Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullanimi sonucunda ciddi bir olay

yasanirsa lutfen durumu Ureticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal
makaminiza bildirin.

Literatiir
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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GrofB3, Thieme 2009, 2. Auflage
5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise, J.A.
Kiernan, Scion, 5th Editon
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P210: Isidan, sicak ylizeylerden, kivilcimdan, acik alevden ve diger tutusma
kaynaklarindan uzak tutun. - Sigara igilmez.

P233: Kabi sikica kapah tutun.

P240: Kabi ve alici ekipmani toprada oturtun ve baglayin.

P241: Patlamaya dayanikh elektrikli/ havalandirma/ isiklandirma ekipman
kullanin.
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Mikroskopija

Lofflerov rastvor metilen plave
za mikroskopiju

Samo za profesionalnu upotrebu

|VD In vitro dijagnosticko medicinsko sredstvo c €

Namena

Ovaj ,Lofflerov rastvor metilen plave - za mikroskopiju" se koristi za
medicinsku dijagnostiku humanih celija i sluZi za bakteriolosko i histolosko
ispitivanje materijala uzorka humanog porekla. To je rastvor za bojenje
spreman za upotrebu koji, kada se koristi zajedno sa drugim proizvodima za
in vitro dijagnostiku iz naseg portfolija, omogucava procenu ciljnih struktura
u dijagnosticke svrhe (bakterije otporne na kiselinu (AFB)) fiksiranjem,
bojenjem, kontrastnim bojenjem, postavljanjem u materijale bakterioloskih
i histoloskih uzoraka, na primer razmaze obogacene bakterijskim kulturama
ili histoloSke isecke npr. pluca.

Neobojene strukture imaju relativno nizak kontrast i izuzetno ih je tesko
razlikovati pod svetlosnim mikroskopom. Slike napravljene koris¢enjem
rastvora za bojenje pomazu ovlas¢enom i kvalifikovanom istrazivacu da
bolje definiSe formu i strukturu u takvim slu¢ajevima. Potrebno je sprovesti
dodatne testove u skladu sa priznatim, vaze¢im metodama kako bi se
dobila konacna dijagnoza.

Princip

Celijski zid bakterija otpornih na kiselinu ima visok udeo voska i lipida i
stoga veoma sporo apsorbuje boje. Najefikasnija metoda bojenja je vruce
bojenje prema Ziehl-Neelsenu. U ovoj metodi, rastvor karbofuksina se
nanosi na uzorak i zagreva. Ovaj proces zagrevanja povecava brzinu kojom
se boja fuksin apsorbuje, a time i formiranje kompleksa mikolat-fuksin u
Celijskom zidu. Kada bakterije otporne na kiselinu apsorbuju boju fuksin,
prakti¢no ih je nemoguce ponovo dekolorizovati, ¢ak i kada se intenzivno
tretiraju rastvorom za dekoloraciju kao Sto je npr. hlorovodoni¢na

kiselina u etanolu. Shodno tome, bakterije otporne na kiselinu nazivaju
se bakterijama otpornim na bojenje kiselinom ili alkoholom i obojene

su crvenom bojom u mikroskopskoj vizualizaciji. S druge strane, svi
mikroorganizmi koji nisu otporni na kiselinu obojeni su odgovaraju¢om
bojom. U ovom uputstvu za upotrebu za kontrastno bojenje se koristi
metilen plava.

Predtretman uzoraka sredstvom Sputofluol™ rastvara bakterije iz okolnog
gustog sputuma i ¢elijskog materijala.

Materijal uzorka

Razmazi bakterioloSkog materijala koji su osuseni na vazduhu, toplotno
fiksirani i prethodno tretirani sredstvom Sputofluol™ poput sputuma,
razmaza dobijenih aspiracionom biopsijom tankom iglom (FNAB), ispiranja,
otisaka, izliva, gnoja, eksudata, tecnih i ¢vrstih kultura

Isecci fiksirani formalinom, ukalupljeni u parafin (isecci debljine 3-4 pm)

Reagensi

Kat. br. 1.01287

Lofflerov rastvor metilen plave
za mikroskopiju

100 ml, 500 ml, 2,5 |

Dodatno potrebno:

Kat. br.  1.09215 Ziehl-Neelsenov rastvor karbofuksina 100 ml, 500 ml
za mikroskopiju 2,51

Kat. br.  1.08512 AFB-Color rastvor karbofuksina 500 ml, 2,51
za mikroskopsko istraZivanje bakterija
otpornih na kiselinu (AFB) (hladno
bojenje)

Kat. br.  1.00327 Hlorovodonic¢na kiselina u etanolu za 11,51
mikroskopiju

Kat. br.  1.08000 Sputofluol™ 11

za mikroskopiju

SR

www.sigmaaldrich.com

Alternativno:

Umesto kombinovanja pojedinac¢nih reagenasa, za razmaze se moze
koristiti komplet za bojenje 1.00497.0001:

Kat br. 1.00497.0001

AFB-Color, izmenjen 1 komplet
Komplet za bojenje za detekciju bakterija otpornih na kiselinu (AFB)
metodom toplog bojenja

Priprema uzorka

Uzorkovanje mora da izvrsi kvalifikovano osoblje.

Svi uzorci moraju biti tretirani primenom najsavremenije tehnologije.

Svi uzorci moraju biti jasno oznaceni.

Za uzimanje uzoraka i njihovu pripremu moraju se koristiti odgovarajuci
instrumenti. Pratite uputstva proizvodaca za primenu/upotrebu.

Prilikom upotrebe odgovarajuéih pomoc¢nih reagensa, moraju se postovati
odgovarajuca uputstva za upotrebu.

Sputum

Bakterije otporne na kiselinu treba prethodno da se tretiraju sredstvom
Sputofluol™ radi rastvaranja sluzi i ¢elijskih struktura. U ovom procesu,
aktivni sastojak hipohlorit rastvara organski materijal oksidacijom i pazljivo
oslobada bakterije otporne na kiselinu tako da se mogu dalje obradivati.
Priprema reagensa: Priprema Sputofluol™ rastvora od 15%

Za pripremu priblizno 100 ml rastvora pomesajte sledece:

Sputofluol™ 15 ml

Destilovana voda 85 ml

Priprema materijala uzorka u epruvetama za centrifugiranje:

Uzorak 1 deo (min.
2 ml)
Sputofluol™ rastvor (15% u destilovanoj vodi) 3 dela
Snazno protresite 10 min
Centrifugirajte na 3000-4800 o/min 20 min

Dekantni supernatant
Pripremite razmaze sedimenta

Osusite na vazduhu

Punktati, ispiranje, sedimenti

Nakon odgovarajuc¢ih mera obogadivanja, razmazati materijal uzorka na
stakalcu i ostaviti da se osusi na vazduhu.

Histoloski isecci

Za bojenje histoloskih isecaka treba da se koristi Lofflerov rastvor metilen
plave. Kompaktno tkivo ima tendenciju prekomernog bojenja; za takva
tkiva se preporucuje razblazivanje Lofflerov rastvora metilen plave
(razblaZivanje: 1:10 (1+9) sa destilovanom vodom).

Uklonite parafin sa iseCaka na konvencionalan nacin i rehidrirajte u
opadajucoj seriji alkohola. Predtretman sredstvom Sputofluol™ nije
neophodan za uzorke fiksirane u formalinu.

Fiksiranje razmaza uzoraka

Uzorci se fiksiraju iznad plamena Bunzenovog plamenika (2-3 puta, vodedi
racuna da se izbegne prekomerno zagrevanje).

Uzorci se takode mogu fiksirati zagrevanjem na 100-110 °C u komori za
susenje ili na grejnoj ploci u trajanju od 20 min.

Previsoke temperature ili produzeno zagrevanje mogu dovesti do
pogorsanja performansi bojenja.

Priprema reagensa

Lofflerov rastvor metilen plave za mikroskopiju koji se koristi za bojenje
razmaza isporucuje se spreman za upotrebu, razblaZivanje rastvora nije
potrebno i samo dovodi do pogorsanja rezultata i stabilnosti bojenja.
Za histoloske iseCke preporucuje se razblazivanje Lofflerovog rastvora
metilen plave (149 sa destilovanom vodom).

Procedura
Bojeni !
Bojenje na stalku za bojenje

Treba se pridrzavati navedenih vremena kako bi se garantovao optimalan
rezultat bojenja.



Stakalce sa fiksiranim razmazom

Ziehl-Neelsenov rastvor | potpuno preklopite, bojite
karbofuksina pazljivo zagrejte tri puta ispod ukupno
Bunzenovog plamenika dok ne 5 minuta

dode do formiranja pare

Nemojte dozvoliti da rastvor za
bojenje prokljuca!

Voda iz slavine isperite dok ne prestanu da se

stvaraju zamucenja od boje

Hlorovodoni¢na kiselina | potpuno preklopite i ostavite da 15-30 s*
u etanolu odreaguje

Voda iz slavine odmabh isperite

Lofflerov rastvor kontrastno bojenje, potpuno 30 s**

metilen plave preklopite i ostavite da odreaguje

Voda iz slavine pazljivo isperite

Susenje na vazduhu (npr. preko nodi ili na 50 °C u komori za susenje)

* u zavisnosti od debljine uzorka

**ili 1 min sa razblazenim Lofflerovim rastvorom metilen plave
(razblazivanje: 1:10 (1+9) sa dest. vodom)

Preporucuje se pokrivanje nevodenim medijumom za postavljanje (npr.
Neo-Mount™, Entellan™, DPX new ili Entellan™ new) i pokrovnim stakalcem
kod skladiStenja bakterioloskih uzoraka tokom vise meseci. U tu svrhu,
obojeni uzorci moraju dobro da se osuse.

Za analizu obojenih stakalaca sa mikroskopskim povec¢anjem > 40x
preporucuje se upotreba imerzionog ulja.

Bojenje histolozkit !
Bojenje u celiji za bojenje

Uklonite parafin sa histoloskih plocica na konvencionalan nacin i rehidrirajte
u opadajucoj seriji alkohola.

Stakalca treba da se potope i nakratko promesaju u rastvorima; samo
potapanje daje neadekvatne rezultate bojenja.

Stakalca treba ostaviti da se dobro ocede nakon pojedinacnih koraka
bojenja kako bi se izbegla bilo kakva nepotrebna unakrsna kontaminacija
rastvora.

Stakalce sa histoloskim tkivom

AFB-Color rastvor karbofuksina 30 min
Tekuéa voda iz slavine 45 s
Hlorovodonicna kiselina u etanolu 15s
Tekuca voda iz slavine 15s
Lofflerov rastvor metilen plave* 5 min
Isperite vodom iz slavine 10 s
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
Postavite stakalca navlazena sredstvom Neo-Clear™sa medijumom
Neo-Mount™ ili stakalca navlazena ksilenom sa npr. medijumom
Entellan™ new i pokrovnim stakalcem.

* Za kontrastno bojenje histoloskih uzoraka preporucuje se razblazivanje
Lofflerovog rastvora metilen plave (razblazivanje: 1:10 (1+49) sa
destilovanom vodom). Ovaj radni rastvor moze da se koristi najvise
2 nedelje.

Rezultat

Bakterije otporne na kiselinu crvena
Pozadina plava
Procena

Pozitivan rezultat znadi ,bakterije otporne na kiselinu su detektovane®, a
negativan rezultat znadi ,bakterije otporne na kiselinu nisu detektovane".
Pozitivan rezultat ne znaci da je mogucéa taksonomska klasifikacija
mikroskopijom. Ako se detektuju bakterije otporne na kiselinu, potrebno je
obaviti dodatne analize u posebno opremljenim laboratorijama.

Vitalnost bakterija (aktivna, neaktivna) takode se ne moZe odrediti.

Resavanje problema
Fiksiranje razmaza uzoraka

Dovoljan stepen fiksiranja toplotom pomocu Bunzenovog plamenika ili u
komori za grejanje je od sustinskog znacaja za sprecavanje infektivnog
potencijala uzoraka i daljeg razmnoZzavanja bakterija.

SR
Nema bojenja bakterija otpornih na kiselinu
Korak dekolorizacije predstavlja jedan od klju¢nih koraka ovog procesa
bojenja i na njega moZze uticati debljina razmaza uzorka.
Pored toga, svez rastvor hlorovodoni¢ne kiseline u etanolu je veoma
reaktivan, Sto znadi da rezultat treba pazljivo proceniti. Potrebno je da se
u koraku dekolorizacije pridrzava tacnog vremena inkubacije navedenog u
ovom protokolu jer u suprotnom moze dodi do lazno negativnih rezultata.

Tehnicke napomene

Mikroskop koji se koristi treba da ispunjava zahteve laboratorije za
medicinsku dijagnostiku.

Kada koristite sisteme za automatsko bojenje, pratite uputstvo za upotrebu
koje ste dobili od dobavljaca sistema i softvera.

Pre pohranjivanja uklonite visak imerzionog ulja.

Karakteristike analitickih performansi

,Lofflerov rastvor metilen plave" boji i na taj nacin omogucava vizuelizaciju
bioloskih struktura, kako je opisano u poglavlju ,Rezultat" u ovom uputstvu
za upotrebu. Proizvod smeju koristiti samo ovlascene i kvalifikovane osobe,
Sto izmedu ostalog ukljucuje pripremu uzoraka i reagensa, rukovanje
uzorcima, histolosku obradu, odluke o odgovarajué¢im kontrolama i drugo.
Analiticke performanse proizvoda potvrdene su testiranjem svake
proizvodne serije. Redovno uspesno ucestvovanje u medunarodnim
medulaboratorijskim ispitivanjima dodatna je i nepovezana potvrda
analiticke specifi¢nosti.

Za sledece bojenje, analiticke performanse su potvrdene u smislu
specifi¢nosti, osetljivosti i ponovljivosti proizvoda sa stopom od 100%:

Specifi¢nost | Osetljivost | Specifi¢nost | Osetljivost
izmedu izmedu unutar unutar
testova testova testova testova
Bakteriolosko
bojenje
Bakterije otporne | 20/20 20/20 7/7 7/7
na kiselinu
Pozadina 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Rezultati analiti¢kih performansi

Podaci unutar testova (izvedeno na istoj seriji) i izmedu testova (izvedeno
na razli¢itim serijama) navode broj pravilno obojenih struktura u odnosu na
broj izvréenih testova.

Rezultati ove procene performansi potvrduju da je proizvod pogodan za
predvidenu upotrebu i da je pouzdan.

Dijagnostika
Dijagnoze sme da postavlja samo ovlasc¢eno i kvalifikovano osoblje.

Moraju se koristiti vaze¢e nomenklature.

Ova metoda moze se dodatno koristiti u humanoj dijagnostici.

Daljnja ispitivanja moraju biti odabrana i provedena prema priznatim
metodama.

Uz svaku primenu treba provesti odgovarajuce kontrole kako bi se izbegao
netacan rezultat.

Skladistenje

Skladistite Lofflerov rastvor metilen plave - za mikroskopiju na temperaturi
od +15 °C do +25 °C.

Rok trajanja

Lofflerov rastvor metilen plave — za mikroskopiju se moze koristiti do
navedenog roka trajanja.

Nakon prvog otvaranja bocice, sadrzaj se moze koristiti do navedenog roka
trajanja ako se C¢uva na temperaturi od +15 °C do +25 °C.

Bocice moraju uvek biti dobro zatvorene.

Kapacitet
priblizno 250 bojenja / 500 ml

Dodatna uputstva

Samo za profesionalnu upotrebu.

Da bi se izbegle greske, primenu mora da provodi samo kvalifikovano
osoblje.

Moraju se postovati nacionalne smernice za bezbednost na radu i
obezbedenje kvaliteta.

Moraju se koristiti mikroskopi opremljeni prema standardu.

Po potrebi koristiti standardnu centrifugu pogodnu za laboratoriju za
medicinsku dijagnostiku.

Zastita od infekcije

Moraju se preduzeti efikasne mere za zastitu od infekcije u skladu sa
smernicama laboratorije.

Uputstvo za odlaganje

Pakovanje se mora odloziti u skladu sa vaze¢im smernicama za odlaganje.
Upotrebljeni rastvori i rastvori kojima je istekao rok trajanja moraju se
odloziti kao poseban otpad u skladu sa lokalnim smernicama. Informacije o



odlaganju se mogu dobiti putem hiperveze ,Saveti za odlaganje proizvoda
mikroskopije® na www.microscopy-products.com. Unutar EU trenutno

se primenjuje UREDBA (EZ) br. 1272/2008 o klasifikaciji, obelezavanju i
pakovanju supstanci i smesa, kojom se menja i ukida Direktiva 67/548/EEZ
i 1999/45/EZ i izmene i dopunama Uredbe (EZ) br. 1907/ 2006.

Pomoc¢ni reagensi

Kat. br.  1.00327 Hlorovodonic¢na kiselina u etanolu za 11,51
mikroskopiju

Kat. br.  1.00497 AFB-Color, izmenjen
Komplet za bojenje za detekciju
bakterija otpornih na kiselinu (AFB)
metodom toplog bojenja

Kat. br.  1.00579 DPX new nevodeni medij za 500 ml
postavljanje za mikroskopiju

Kat. br.  1.04699 Imerziono ulje
za mikroskopiju

1 komplet

bocica sa
kapaljkom od
100 ml, 100 ml,

500 ml
Kat. br. 1.07960 Entellan™ 500 ml
medij za brzo postavljanje za
mikroskopiju
Kat. br.  1.07961 Entellan™ new 100 ml, 500 ml
medij za brzo postavljanje za 11
mikroskopiju
Kat. br.  1.08000 Sputofluol™ 11

za mikroskopiju
Kat. br.  1.08298 Ksilen (mesavina izomera) za histologiju4 |

Kat. br.  1.08512 AFB-Color rastvor karbofuksina 500 ml, 2,51
za mikroskopsko istrazivanje bakterija
otpornih na kiselinu (AFB) (hladno
bojenje)

Kat. br.  1.09016 Neo-Mount™ od 100 ml,

bodica sa kapaljkom bezvodni medij za 500 ml za

postavljanje mikroskopiju
Kat. br.  1.09215 Ziehl-Neelsenov rastvor karbofuksina za100 ml, 500 ml

mikroskopiju 2,51

Kat. br.  1.09843 Neo-Clear™ (zamena za ksilen) za 51
mikroskopiju

Klasifikacija opasnosti
Kat. br. 1.01287

Obratite paznju na klasifikaciju opasnosti odStampanu na etiketi i
informacije date u bezbednosnom listu.
Bezbednosni list je dostupan na veb-sajtu i na zahtev.

Osnovne komponente proizvoda
Kat. br. 1.01287

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

Opsta napomena

Ako se tokom koris¢enja ovog proizvoda ili ako usled tog koriS¢enja dode
do ozbiljnog incidenta, prijavite ga proizvodacu i/ili njegovom ovlas¢enom
predstavniku, kao i nadleznom telu vase zemlje.
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H226: Zapaljiva tec¢nost i para.

P210: Drzati dalje od toplote, vruéih povrsina, varnica, otvorenog plamena i
drugih izvora paljenja. Zabranjeno pusenje.

P233: Drzati posudu ¢vrsto zatvorenu.

P240: Uzemljen i pri¢vrséen kontejner i oprema za prijem.

P241: Koristiti opremu [elektrooprema / ventilaciona / za osvetljenje] koja
ne moze da izazove eksploziju.

P242: Koristiti alat koji ne varnici.

P243: Preduzeti mere za spreCavanje statickog praznjenja.
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Mikroskopia

Lofflerin metyleenisiniliuos
mikroskopiaan

Vain ammattilaisten kdayttoon

|VD In vitro -diagnostiikkaan tarkoitettu ladkinnallinen laite c €

Kayttotarkoitus

Lofflerin metyleenisiniliuos — mikroskopiaan -liuosta kaytetaan ihmisten
|daketieteelliseen soludiagnostiikkaan, ja se on tarkoitettu ihmisperdisen
ndytemateriaalin bakteriologiseen ja histologiseen tutkimiseen.

Se on kayttdvalmis varjaysliuos, joka muiden tuotevalikoimamme

in vitro -diagnostisten tuotteiden kanssa kaytettynd muuttaa
bakteriologisissa ja histologisissa ndytemateriaaleissa, kuten rikastettujen
bakteeriviljelmien sivelynaytteissa tai esimerkiksi keuhkojen histologisissa
leikkeissa, olevat kohderakenteet (haponkestavat bakteerit [AFB])
(kiinnityksen, varjayksen, vastavéarjéyksen ja petauksen avulla)
diagnostiseen arviointiin soveltuviksi.

Varjaamattomat rakenteet ovat suhteellisen vahakontrastisia, ja niita on
vaikea erottaa valomikroskoopilla. Tallaisissa tapauksissa varjdysliuosten
avulla saadut kuvat auttavat hyvaksyttya ja patevaa tutkijaa muodon ja
rakenteen paremmassa maarittelyssa. Lopullisen diagnoosin saamiseksi on
tehtava lisdtesteja tunnistettujen, validien menetelmien mukaisesti.

Periaate

Suuri osa haponkestavien bakteerien soluseindsta on vahaa ja lipideja,
ja siksi soluseindan imeytyy variaineitd vain hyvin hitaasti. Tehokkain
varjaysmenetelma on Ziehl-Neelsenin mukainen kuumavarjays.

Tassa menetelmdssa naytteelle levitetadn karbolifuksiiniliuosta, joka
kuumennetaan. Téaméa kuumennuskasittely nopeuttaa fuksiinivariaineen
imeytymista ja siten myds mykolaatti-fuksiinikompleksin muodostumista
soluseindssa. Kun fuksiinivariaine on imeytynyt haponkestaviin
bakteereihin, on kdytdnndsséd mahdotonta poistaa niistd enaa varia,
edes silloin, kun ne kasitellaan voimakkaasti varinpoistoliuoksella, kuten
suolahappo-etanoliliuoksella. Sen vuoksi haponkestavia bakteereita
kutsutaan varjaysten suhteen hapon- ja alkoholinkestéaviksi, ja ne nékyvat
mikroskooppitutkimuksessa punaisiksi varjaytyneind. Vastaavasti kaikki
ei-haponkestédvat mikro-organismit vastavarjatdan sopivalla variaineella.
Tassa kdyttdohjeessa vastavarjaykseen kaytetddn metyleenisinista.
Naytteiden esikéasittely Sputofluol™-tuotteella liuottaa bakteerit
ymparoivasta viskoosisesta yskdksestd ja solumateriaalista.

Naytemateriaali

Bakteerimateriaalin sivelyndytteet, joiden on annettu kuivua ja jotka

on kiinnitetty 1dammolla ja esikasitelty Sputofluol™-tuotteella, kuten

yskds, ohutneulabiopsioiden (FNAB) sivelynaytteet, huuhtelunaytteet,
leimausndytteet, effuusionaytteet, marka, tulehdusnesteet, nestemaiset ja
kiinteat viljelmat

Formaliinilla kiinnitetyn, parafiiniin valetun kudoksen leikkeet (3-4 pm:n
paksuiset parafiinileikkeet)

Reagenssit

Luettelonro 1.01287
Lofflerin metyleenisiniliuos
mikroskopiaan

100 ml, 500 ml, 2,51

Muut tarvittavat materiaalit:

Luettelonro 1.09215 Ziehl-Neelsenin karbolifuksiiniliuos 100 ml,
mikroskopiaan 500 ml, 2,51

Luettelonro 1.08512 AFB-Color-karbolifuksiiniliuos 500 ml, 2,51
haponkestavien bakteerien (AFB)
mikroskooppiseen tutkimiseen
(kylmavarjays)

Luettelonro 1.00327 Suolahappo etanolissa 11,51
mikroskopiaan

Luettelonro 1.08000 Sputofluol™ 11

mikroskopiaan
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Vaihtoehtoisesti:

Yksittdisten reagenssien yhdistelman sijasta sivelynaytteisiin voidaan
kayttaa varjayssarjaa 1.00497.0001:

Luettelonro 1.00497.0001

AFB-Color muunneltu 1 sarja
Varjayssarja haponkestavien bakteerien (AFB) havaitsemiseen
kuumavarjaysmenetelmalla

Naytteiden valmistelu

Naytteen saa ottaa vain pateva henkilokunta.

Kaikki ndytteet on kasiteltava viimeisimman kehityksen mukaisella
tekniikalla.

Kaikki ndytteet on merkittava selkeasti.

Naytteiden ottamiseen ja niiden valmisteluun on kaytettdva sopivia
valineita. Noudata valmistajan antamia kayttdohjeita.

Kun kaytetdan vastaavia liséreagensseja, on noudatettava niiden vastaavia
ohjeita.

Yskos

Haponkestdvat bakteerit on esikasiteltdva Sputofluol™-tuotteella niiden
liuottamiseksi limasta ja muista solurakenteista. Tassa kasittelyssa
vaikuttava ainesosa hypokloriitti hajottaa orgaanisen materiaalin
hapettamalla ja vapauttaa haponkestévat bakteerit helldvaroen niin, etta
niitd voidaan kasitelld edelleen.

Reagenssien valmistelu: 15-prosenttisen Sputofluol™-liuoksen
valmistaminen

Noin 100 ml liuosta valmistetaan sekoittamalla seuraavat:

Sputofluol™ 15 ml

Tislattu vesi 85 ml

Ndytemateriaalin valmistaminen sentrifugiputkiin:

Nayte 1 osa (vahintaan
2 ml)

Sputofluol™-liuosta (15-prosenttinen tislatussa 3 osaa

vedessa)

Ravistele voimakkaasti 10 min

Sentrifugoi nopeudella 3 000-4 800 1/min 20 min

Dekantoi supernatantti
Valmista sedimentista sivelyndytteita

Anna kuivua

Punktiondytteet, lavaationdytteet, sedimentit

Tee asianmukaisten rikastustoimien jalkeen naytemateriaalista sivelynayte
objektilasille ja anna kuivua.

Histologiset leikkeet

Histologisten leikkeiden varjadmiseen pitaisi kdyttaa Lofflerin
metyleenisiniliuosta. Tiiviilla kudoksella on taipumus ylivarjaytya; tallaisille
kudoksille suositellaan Lofflerin metyleenisiniliuoksen laimentamista
(laimennus: 1:10 [1+9] tislatulla vedelld).

Poista parafiini leikkeista perinteiseen tapaan ja rehydroi laskevaa
alkoholisarjaa kayttaen. Esikdsittely Sputofluol™-tuotteella ei ole tarpeen
formaliinilla kiinnitetyille naytteille.

Sivelynaytteiden kiinnitys

Naytteet kiinnitetadn bunsenpolttimella (2-3 kertaa, varoen liiallista
kuumentamista).

Naytteet voidaan kiinnittdd myds kuumentamalla 20 minuuttia 100-
110 °C:ssa lampodkaapissa tai [ampodalustalla.

Liiallisiin 1dmpétiloihin tai pitkdaikaiseen kuumentamiseen voi liittya
varjayksen suorituskyvyn heikkenemista.

Reagenssien valmistelu

Sivelyndytteiden varjaykseen kaytettava Lofflerin metyleenisiniliuos
mikroskopiaan -tuote on kayttévalmis liuos. Liuoksen laimentamista ei
tarvita, ja laimentaminen vain heikentda véarjdystulosta ja sailyvyytta.
Histologisille leikkeille suositellaan Lofflerin metyleenisiniliuoksen
laimentamista (1+9 tislatulla vedella).

Menetelma
ivelyndytteiden varja
Varjays varjaystelineella

Ilmoitettuja aikoja on noudatettava optimaalisen varjaystuloksen
takaamiseksi.



Objektilasi, jolla on kiinnitetty sivelynayte

Ziehl-Neelsenin Peitd nayte kokonaan, varjaa

karbolifuksiiniliuos kuumenna varovasti yhteensa
kolme kertaa alapuolelta 5 minuutin
bunsenpolttimella, kunnes ajan

muodostuu hdyrya
Ala anna vérjaysliuoksen

kiehua!
Hanavesi Huuhtele, kunnes
variainepilvia ei enaa
muodostu
Suolahappo etanolissa Peita nayte kokonaan ja anna 15-30
reagoida sekuntia*
Hanavesi Huuhtele valittomasti
Lofflerin Vastavarjays, peita nayte 30 sekuntia**

metyleenisiniliuos kokonaan ja anna reagoida

Hanavesi Huuhtele huolella

Anna kuivua (esim. ydn ajan tai 50 °C:ssa lampokaapissa)

* naytteen paksuuden mukaisesti

**tai 1 min laimennetulla Loéfflerin metyleenisiniliuoksella
(laimennus: 1:10 [1+49] tislatulla vedella)

Peittdmistad vedettomalla petausaineella (esim. Neo-Mount™, Entellan™,
DPX uusi tai Entellan™ uusi) ja peitinlasilla suositellaan bakteriologisten
naytteiden sailyttamiseksi useiden kuukausien ajan. Varjatyt ndytteet on
tata tarkoitusta varten kuivattava erittdin hyvin.

Immersiodljyn kdyttamista suositellaan varjattyjen objektilasien
analysointiin mikroskoopin yli 40-kertaisella suurennoksella.

Varjays varjayskammiossa

Poista parafiini histologisista naytteistd perinteiseen tapaan ja rehydroi
laskevaa alkoholisarjaa kayttden.

Objektilasit tdytyy upottaa liuoksiin, ja niitd on liikuteltava lyhyesti

ympariinsa liuoksissa. Pelkdlld upotuksella ei saada riittdvid varjaystuloksia.

Nesteiden on annettava valua kunnolla objektilaseista yksittaisten
varjaysvaiheiden jalkeen, jotta valtetdan liuosten tarpeeton
ristikontaminoituminen.

Objektilasi, jolla on histologista kudosta

AFB-Color-karbolifuksiiniliuos 30 min
Juokseva hanavesi 45 sekuntia
Suolahappo etanolissa 15 sekuntia
Juokseva hanavesi 15 sekuntia
Lofflerin metyleenisiniliuos* 5 min
Juokseva hanavesi 10 sekuntia
70-prosenttinen etanoli 1 min
70-prosenttinen etanoli 1 min
96-prosenttinen etanoli 1 min
96-prosenttinen etanoli 1 min
100-prosenttinen etanoli 1 min
100-prosenttinen etanoli 1 min
Ksyleeni tai Neo-Clear™ 5 min
Ksyleeni tai Neo-Clear™ 5 min
Petaa Neo-Clear™-kasitellyt objektilasit Neo-Mount™-tuotteella tai
ksyleenikasitellyt lasit esim. Entellan™ uusi -tuotteella seka peitinlasilla.

* Histologisten kudosten vastavéarjaykseen suositellaan Lofflerin
metyleenisiniliuoksen laimentamista (laimennus: 1:10 [1+49] tislatulla
vedelld). Tata kayttoliuosta voidaan kayttaa enintadn 2 viikkoa.

Tulos

Haponkestdvat bakteerit Punainen
Tausta Sininen
Arviointi

Positiivinen tulos tarkoittaa, etta "haponkestavia bakteereita on havaittu”,
ja negatiivinen tulos tarkoittaa, ettd "haponkestévia bakteereita ei ole
havaittu”. Positiivinen tulos ei tarkoita, ettd taksonominen luokittelu
mikroskoopilla olisi mahdollista. Jos haponkestavia bakteereita havaitaan,
tarvitaan lisdanalyyseja erityisvarustelluissa laboratorioissa.

Mydskaan bakteerien elinkelpoisuutta (aktiivinen, inaktiivinen) ei voida
maarittaa.
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Vianmaaritys
Sivelynaytteiden kiinnitys
Riittdva kuumakiinnityksen maara bunsenpolttimella tai lampodkaapissa on
olennaisen tarkeda naytteiden tartuntakyvyn ja bakteerien lisdédntymisen
estamiseksi.

Haponkestavat bakteerit eivat varjaydy

Taman varjayskasittelyn kriittisen tarkea vaihe on varinpoistovaihe, johon
sivelyndytteen paksuus voi vaikuttaa.

Lisaksi suolahapon tuore liuos etanolissa on erittain reaktiivista, mika
tarkoittaa, etta tulosta on arvioitava varovasti. Tdssa menettelyohjeessa
ilmoitettuja inkubointiaikoja on noudatettava tarkasti varinpoistovaiheessa,
silld muutoin seurauksena voi olla vaaria negatiivisia tuloksia.

Teknisida huomautuksia

Kaytettavan mikroskoopin on taytettava kaikki ladketieteellisen
diagnostisen laboratorion mukaiset vaatimukset.

Kun kaytetdan automaattisia varjaysjarjestelmia, noudata jarjestelmén ja
ohjelmiston toimittajan laatimia kayttdohjeita.

Poista liiallinen immersiodljy ennen ndytteen arkistointia.

Analyyttisen suorituskyvyn ominaisuudet

Lofflerin metyleenisiniliuos varjaa biologisia rakenteita ja saa ne siten
nakyviin tdman kayttdohjeen "Tulos”-kohdassa kuvatulla tavalla. Tuotetta
saavat kayttaa vain hyvaksytyt ja patevat henkilot. Tama kasittda mm.
naytteen ja reagenssien valmistelun, naytteen kasittelyn, histologisen
kasittelyn, sopivia kontrollindytteitd koskevat paatdkset jne.

Tuotteen analyyttinen suorituskyky varmistetaan testaamalla jokainen
tuotantoera. Saanndlliset menestykselliset osallistumiset laboratorioiden
valisiin kansainvalisiin testeihin antavat riippumattoman lisavahvistuksen
analyyttisesta spesifisyydesta.

Seuraavien varjaysten analyyttisen suorituskyvyn on vahvistettu olevan
100 % tuotteen spesifisyyden, herkkyyden ja toistettavuuden osalta:

Maaritysten | Maaritysten | Maarityksen | Maarityksen
valinen valinen sisdinen sisdinen
spesifisyys herkkyys spesifisyys herkkyys

Bakteriologinen

varjays

Haponkestavat 20/20 20/20 7/7 7/7
bakteerit

Tausta 20/20 20/20 7/7 7/7
Pasteurella 20/20 20/20 7/7 7/7
multocida

Analyyttisen suorituskyvyn tulokset

Maaritysten sisdiset (tehty samalla erdlld) ja maaritysten valiset (tehty
eri erilld) tiedot kertovat oikein varjdytyneiden rakenteiden lukumaaran
suhteessa tehtyjen maaritysten lukumaaraan.

Taman suorituskykyarvioinnin tulokset vahvistavat, etta tuote soveltuu
tarkoitettuun kayttdéon ja toimii luotettavasti.

Diagnostiikka
Diagnooseja saa tehda vain hyvaksytty ja pateva henkilékunta.

Voimassa olevaa nimistda on kaytettava.

Tata menetelmaa voidaan kayttaa tdydentavana menetelména ihmisten
diagnostiikassa.

Lisatestit on valittava ja toteutettava tunnustettujen menetelmien
mukaisesti.

Kullakin kayttdkerralla on kaytettava sopivia kontrolleja virheellisen
tuloksen valttamiseksi.

Sdilytys
Sailyta Lofflerin metyleenisiniliuos mikroskopiaan -tuote +15...+25 °C:ssa.

Varastointiaika

Léfflerin metyleenisiniliuos mikroskopiaan -tuotetta voidaan kayttaa
ilmoitettuun viimeiseen kayttdpdivaan saakka.

Ensimmaisen avaamisen jalkeen pullon sisaltda voidaan kayttaa
ilmoitettuun viimeiseen kayttdpdivadn saakka, kun tuotetta sailytetdan
+15...+25 °C:ssa.

Pullot on aina pidettéva tiukasti suljettuina.

Kapasiteetti
Noin 250 vérjaysta / 500 ml.

Muita ohjeita

Vain ammattilaisten kayttoon.

Virheiden valttamiseksi vain pateva henkildkunta saa kayttaa tuotetta.
Kansallisia tyéturvallisuus- ja laadunvalvontaohjeita on noudatettava.
Kaytossa olevissa mikroskoopeissa on oltava vakiovaatimusten mukaiset
varusteet.

Tarvittaessa on kaytettava laaketieteelliseen diagnostiseen laboratorioon
soveltuvaa vakiotyyppista sentrifugia.

Suojaaminen tartuntaa vastaan

Tartunnalta suojaamiseen on kdytettava tehokkaita torjuntatoimia
laboratorion ohjeiden mukaisesti.



Havittamisohjeet

Pakkaus on havitettdva voimassa olevien havittamisohjeiden mukaisesti.
Kaytetyt liuokset ja varastointiajan ohittaneet liuokset on havitettava
erityisjatteend paikallisten ohjeiden mukaisesti. Havitysta koskevat tiedot
voi saada verkkosivuston www.microscopy-products.com pikalinkista
"Hints for Disposal of Microscopy Products” (Ohjeita mikroskopiatuotteiden
havittamiseen). EU:n alueella patee voimassa oleva sovellettava ASETUS
(EY) N:o 1272/2008, aineiden ja seosten luokituksesta, merkinndista ja
pakkaamisesta seka direktiivien 67/548/ETY ja 1999/45/EY muuttamisesta
ja kumoamisesta ja asetuksen (EY) N:o 1907/2006 muuttamisesta.

Lisdreagenssit

Luettelonro 1.00327 Suolahappo etanolissa mikroskopiaan 11, 51

Luettelonro 1.00497 AFB-Color muunneltu 1 sarja
Varjayssarja haponkestavien
bakteerien (AFB)
havaitsemiseen
kuumavarjaysmenetelmalla

Luettelonro 1.00579 DPX uusi 500 ml
vedetdn pikapetausaine
mikroskopiaan

Luettelonro 1.04699 Immersiodljy 100 ml:n

mikroskopiaan tippapullo,
100 ml, 500 ml

Luettelonro 1.07960 Entellan™ pikapetausaine 500 ml
mikroskopiaan

Luettelonro 1.07961 Entellan™ uusi pikapetausaine 100 ml, 500 ml,
mikroskopiaan 11

Luettelonro 1.08000 Sputofluol™ 11

mikroskopiaan
Luettelonro 1.08298 Ksyleeni (isomeeriseos) histologiaan 4 |

Luettelonro 1.08512 AFB-Color-karbolifuksiiniliuos 500 ml, 2,51
haponkestavien bakteerien (AFB)
mikroskooppiseen tutkimiseen
(kylmavarjays)
Luettelonro 1.09016 Neo-Mount™ vedetdn petausaine 100 ml:n
mikroskopiaan tippapullo,
500 ml
Luettelonro 1.09215 Ziehl-Neelsenin karbolifuksiiniliuos 100 ml, 500 ml,
mikroskopiaan 2,51
Luettelonro 1.09843 Neo-Clear™ (ksyleeninkorvike) 51

mikroskopiaan

Vaaraluokitus
Luettelonro 1.01287

Huomioi etikettiin painettu vaaraluokitus ja kayttoturvallisuustiedotteessa
annetut tiedot.
Kayttéturvallisuustiedote on saatavilla verkkosivustolla ja pyynndsta.

Tuotteen tarkeimmat ainesosat
Luettelonro 1.01287

C.I. 52015 4,2 g/l

C,H,OH 190 g/I
pH 8,0-8,6
11=0,97 kg

Yleinen huomautus

Jos téman laitteen kaytdn aikana tai sen seurauksena ilmenee vakava
vaaratilanne, ilmoita siité valmistajalle ja/tai sen valtuutetulle edustajalle
seka kansalliselle viranomaiselle.

Kirjallisuus

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. Kurzlehrbuch Medizinische Mikrobiologie und Infektiologie, Editor: Uwe
GroB, Thieme 2009, 2. Auflage

5. Histological and Histochemical Methods, Theory and practise,
J.A. Kiernan, Scion, 5th Editon

Merck-yhtion biotieteisiin perustuva liiketoiminta toimii Yhdy
MilliporeSigma.
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H226: Syttyva neste ja hoyry.

P210: Suojaa lammadlta, kuumilta pinnoilta, kipindilta, avotulelta ja muilta
sytytyslahteiltd. Tupakointi kielletty.

P233: Sailyta tiiviisti suljettuna.

P240: Maadoita ja yhdista sailid ja vastaanottavat laitteet.

P241: Kayta rajahdysturvallisia séhko-/ilmanvaihto-/valaisin-/laitteita.
P242: Kayta kipindimattomia tyodkaluja.

P243: Esta staattisen sahkdn aiheuttama kipindinti.
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