BIOGNOST ©

HEMATOKSILIN INSTANT KOMPLET

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod € €

Za brzu i jednostavnu pripremu 1 litre Hematoksilina Instant, primjena u histologiji i
citologiji

Sadrzi dvije komponente

UPUTA ZA RUKOVANJE

KataloSki broj: HEMI-K-1L (za pripremu 1 L Hematoksilina Instant) HEMI-K-6L (za pripremu 6 x 1 L Hematoksilina Instant)

Uvod:
BioGnostov Hematoksilin Instant komplet posebno je napravljen za brzu, jednostavnu i praktiénu pripremu Hematoksilina Instant koja se moze
korisititi za bojenje histoloskih i citoloSkih preparata. Sastoji se od dvije, posebno stabilizirane komponenete Cijim se mijeSanjem (i otapanjem u
destiliranoj vodi) dobiva formulacija hematoksilina koja se moze koristiti kao zamjena za Harris ili Gill hematoksilin. Hematoksilin Instant daje vrlo
precizne i jasne rezultate bojenja stani¢nih jezgara, a moZe se koristiti i u progresivnoj i u regresivnoj metodi bojenja. Takoder, ne sadrZi oksidans na
bazi Zivinog klorida i nije Stetan za okolis.
Opis proizvoda:

o HEMATOKSILIN INSTANT KOMPLET — komplet za pripremu Hematoksilina Instant za nuklearno bojenje u histopatologiji i citologiji.

Hematoksilin Instant komplet sadrzi: za pripremu 1L Hematoksilina Instant (HEMI-K-1L) za pripremu 6 x 1L Hematoksilina Instant (HEMI-K-6L)
Hematoksilin Instant — komponenta A 1 x HEMI-KA 6 x HEMI-KA
Hematoksilin Instant — komponenta B 1 x HEMI-KB 6 x HEMI-KB

Priprema Hematoksilina instant

1. | Usipati sav sadrZaj komponenti A i B Hematoksilina Instant u spremnik u koji stane viSe od 1 L tekucine.

9 Dodati 1 L destilirane (demi) vode. NE KORISTITI VODOVODNU VODU. Ukoliko se Hematoksilin Instant koristi za bojenje citoloSkih

" | preparata ili u progresivnom postupku bojenja, otopiti komponente AiB u 1,5 do 2 L destilirane (demi) vode.

Napomena: radi bolje stabilnosti, manje koli€ine taloga i duZeg roka trajanja preporu¢amo umjesto 1L destilirane vode dodati 900 mL

destilirane vode i 100 mL etilen glikola (CAS: 107-21-1). Odnosno, za citoloSko ili progresivno bojenje otopiti u 1350 mL destilirane

vode i 150 mL etilen glikola ili za jo$ specifinije bojenje otopiti komponente u 1800 mL destilirane vode i 200 mL etilen glikola.

3. | Dobro mijeSati otopinu nekoliko minuta dok se sav sadrZaj ne otopi. PriCekati barem sat vremena prije prvog bojenja.

Napomena: za najbolje rezultate pricekati 12 sati prije prvog bojenja

4. | Filtrirati Hematoksilin Instant prije koriStenja. Talog i povrSinska patina normalno se pojavljuju kod ovog tipa proizvoda.

5 Cuvati Hematoksilin Instant u dobro zatvorenoj ambalaZi na temperaturi od +15°C do +25°C. Drzati na suhom, ne zamrzavati i ne
" | izlagati direkinoj suncevoj svjetlosti. Rok trajanja pripremljenog Hematoksilina Instant je 6-9 mjeseci.

Primjena Hematoksilina Instant:
a) u postupku bojenja histoloskih preparata
Priprema histoloskih preparata za bojenje

o Tkivni uzorak kvalitetno fiksirati (Formaldehid NB 4%, Formaldehid NB 10%), isprati vodom i dehidrirati kroz seriju uzlaznih alkoholnih otopina
(Histanol 70, Histanol 80, Histanol 95 i Histanol 100).

o Prosvijetliti preparat intermedijem; ksilenom (BioClear) ili supstitutom ksilena (BioClear New).

o Infiltrirati i uklopiti preparat u parafin (BioWax Plus 56/58, BioWax 56/58, BioWax 52/54, BioWax Blue, BioWax Micro).

o Parafinski blok narezati na 4-6 mikrona tanke rezove i montirati na VitoGnost predmetno staklo.

Postupak bojenja hematoksilin-eozin (HE) metodom, regresivno

1. | Deparafinacija u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 3 izmjene u trajanju od 2 minuta
2. | Rehidracija u silaznom nizu alkohola (Histanol 100, Histanol 95) i u destiliranoj (demi) vodi 10 urona u svakoj od 3 izmjene
3. | Bojenje Hematoksilinom Instant 2-5 minuta

Napomena: kod progresivnog bojenja vrijeme inkubacije je krace 30 sekundi — 2 minute
4. | Ispiranje pod destiliranom (demi) vodom 1 minuta
5. | Diferencirati u Kiselom alkoholu 3-10 brzih urona

Napomena: Ovim se korakom uklanja viSak hematoksilina. Ako se preparat predugo tretira sredstvom za
diferencijaciju, moze doci do obezbojenja jezgri. Kod progresivnog bojenja preskoiti ovaj korak

6. | Isprati u destiliranoj (demi) vodi

7. | Plavljenje Scottovom otopinom ili Bluing reagensom 1 minuta

Napomena: U nedostatku navedenih reagensa, preparat plaviti pod indirekinim mlazom tekuce vode 3-5 minuta

Bojenje Eozinom Instant, alkoholnim ili vodenim do optimalnog obojenja preparata. Eozin Instant,
8. | alkoholni postici ¢e dobro obojenje unutar 30 sekundi do 1 minute, a Eozin Instant, vodeni unutar 3 | 30 sekundi — 3 minute

minute.
Napomena: Eozin Instant moZe se zamijeniti bilo kojom vodenim ili alkoholnom otopinom eozina tvrtke BioGnost
0. Ispirati pod teku¢om vodovodnom vodom 30 sekundi
Napomena: Ukoliko se koristi alkoholna otopina eozina kao kontrastno bojenje, ovaj korak preskociti.
10. | Dehidrirati u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95) 10-15 urona u svakoj od 2 izmjene
11. | Potpuno dehidrirati u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100) 10-15 urona u svakoj od 3 izmjene
12. | Bistrenje u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 2 minute u svakoj od 2 izmjene

Odmah nakon bistrenja, na preparat nanijeti odgovarajucu vrstu BioMount sredstva za prekrivanje/montiranje pokrovnog stakla. Ako je koristen
BioClear ksilen, upotrijebiti jedno od BioGnostovih sredstava za montiranje na bazi ksilena (BioMount, BioMount High, BioMount M, BioMount DPX,



BioMount C ili univerzalni BioMount New). Ako je koriSten BioClear New supstitut ksilena, odgovarajuce sredstvo za prekrivanje je BioMount New.
Prekriti preparat VitroGnost pokrovnim staklom.

Rezultat:

Jezgre - plava boja

Citoplazma, kolagen, mii¢na vlakna, eritrociti - nijanse ruZicaste do crvene boje

b) u postupku bojenja citoloSkih (ginekolo$kih uzorka) prema Papanicolaou metodi, regresivno

Pocetak postupka bojenja ovisi 0 nacinu na koji je citolodki uzorak prikupljen i fiksiran na mikroskopsko predmetno staklo.

Ukoliko je uzorak suh i prethodno fiksiran sredstvom koje sadrzi poliglikole (Citospray), prije bojenja potrebno ga je drzati 10 minuta u 95% alkoholu
(Histanol 95) radi uklanjanja poliglikola. Ukoliko je preparat fiksiran 95%-tnom alkoholnom otopinom (Histanol 95), ovaj korak je suviSan. Prilikom
postupka bojenja citoloskih uzoraka pripremljenih metodom tekuce citologije (LBC) koji sadrze nisku koncentraciju alkohola, rehidracija silaznim
nizom alkoholnih otopina nije potrebna. Postupak zapoCinje ispiranjem preparata destiliranom (demi) vodom te se nastavlja postupkom bojenja

Hematoksilinom Instant.

1. | Rehidracija u silaznom nizu alkohola (Histanol 95, Histanol 80 i Histanol 70) i u destiliranoj (demi) vodi | 6-8 urona u svakoj od 4 izmjene
2. | Bojenje Hematoksilinom Instant 4 minute
Napomena: kod progresivnog bojenja vrijeme inkubacije je krace 30 sekundi
3. | Ispiranje u destiliranoj (demineraliziranoj) vodi 6-8 urona
4. | Diferencijacija HCL Papa reagensom ili u 0,1%-tnoj otopini HCI-a 5-10 sekundi
Napomena: Ovim korakom uklanja se viSak hematoksilina iz jezgre i citoplazme. Ako je preparat predugo tretiran
sredstvom za diferencijaciju, moze doci do obezbojenja jezgri.
5. | Ispiranje u destiliranoj vodi 6-8 urona
6. | Plavljenje Scottovom otopinom ili Bluing reagensom 1 minuta
Napomena: U nedostatku navedenih reagensa, preparat plaviti pod indirekinim mlazom tekuce vode 3-5 minuta
7. | Dehidracija u uzlaznom nizu alkohola (Histanol 70, Histanol 80 i Histanol 95) 6-8 urona u svakoj od 3 izmjene
8. | Bojenje 0G-6 reagensom, Papa 2A 2 minute
9. | Ispiranje u 95%-tnom alkoholu kroz dvije izmjene (Histanol 95) 6-8 urona u svakoj od 2 izmjene
10. | Bojenje EA 31 reagensom, Papa 3A ili EA 50 reagensom, Papa 3B 4 minute
11. | Ispiranje u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95) 6-8 urona
12. | Dehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100) 6-8 urona
13. | Dehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100) 3-5 minuta
14. | Bistrenje u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 6-8 urona
15. | Bistrenje u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 3-5 minuta

Odmah nakon bistrenja, na preparat nanijeti odgovarajuéu vrstu BioMount sredstva za prekrivanje/montiranje pokrovnog stakla. Ako je koristen
BioClear ksilen, upotrijebiti jedno od BioGnostovih sredstava za montiranje na bazi ksilena (BioMount, BioMount High, BioMount M, BioMount DPX,
BioMount C ili univerzalni BioMount New). Ako je koriSten BioClear New supstitut ksilena, odgovarajuce sredstvo za prekrivanje je BioMount New.
Prekriti preparat VitroGnost pokrovnim staklom.
Rezultat
Jezgre - plava boja
Keratinizirane stanice - Zuto-naran¢asta boja
Superficijalne epitelne plocaste stanice, eritrociti, nukleoli, trepetljike - ruzi¢asto-crvena boja
Citoplazma svih drugih tipova stanica (parabazalnih i intermedijarnih plo¢astih stanica, cilindricnih stanica, polimorfonuklearnih leukocita, limfocita,
histiocita, adenokarcinoma, nediferenciranih stanica karcinoma) - zelena boja
Napomena
Vremenski periodi postupka bojenja nisu u potpunosti standardizirani te okvirno odgovaraju dugogodisnjoj klinickoj i laboratorijskoj praksi. Intenzitet
obojenja ovisi o duljini izlaganja preparata boji. Realni protokol bojenja ovisi 0 osobnim zahtjevima i prioritetima.
Priprema uzorka i dijagnostika
Za uzimanje i pripremu uzoraka koristiti prikladne instrumente. Uzorke obraditi suvremenom tehnologijom te ih jasno obiljeziti. Obavezno slijediti upute
proizvodaca za rukovanje. Kako bi se izbjegle pogreSke, postupak bojenja i postavljanje dijagnoze mogu provoditi samo ovlaStene i struéno
osposobljene osobe. Koristiti mikroskop opremljen prema standardima medicinskog dijagnosti¢kog laboratorija.
Zastita na radu i zastita okolisa
Proizvodom rukovati u skladu sa smjernicama zastite na radu i zaStite okoli§a. KoriStene otopine i otopine kojima je istekao rok trajanja moraju biti
zbrinute kao poseban otpad u skladu s nacionalnim smjernicama. Kemikalije koriStene u ovom postupku mogu predstavljati opasnost za ljudsko
zdravlje. Ispitivani uzorci tkiva potencijalno su infektivni te je nuzno poduzeti potrebne mjere zastite ljudskog zdravlja u skladu sa smjernicama dobre
laboratorijske prakse. Obavezno pro€itati i postupati u skladu sa znakovima obavijesti i upozorenja otisnutima na etiketi proizvoda i u BioGnostovom
Sigurnosno-tehnickom listu koji je dostupan na zahtjev.
Skladistenje, stabilnost i rok valjanosti
Hematoksilin Instant komplet ¢uvati u dobro zatvorenoj originalnoj ambalazi na temperaturi od +15°C do +25°C. Drzati na suhom, ne zamrzavati i ne
izlagati direktnoj suncevoj svjetlosti. Datum proizvodnje i rok valjanosti otisnuti su na etiketi proizvoda.
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