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HEMATOKSILIN H

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod € €

Modificirani hematoksilin po Harrisu za bojenje jezgre
Reagens za snazno, regresivno bojenje u histopatologiji

UPUTA ZA RUKOVANJE
Kataloki broj: HEMH-0T-100 (100 mL) HEMH-0T-500 (500 mL) HEMH-OT-1L (1000 mL) HEMH-0T-2.5L (2500 mL)

Uvod:

BioGnostov Hematoksilin H jedna je od najpoznatijih formulacija hematoksilina koje se koriste u histopatologiji radi preciznog bojenja stani¢nih
jezgara. Hematoksilin po Harrisu primjenjuje se regresivnom metodom u rutinskom hematoksilin-eozin (HE) bojenju u histologiji.

Hematoksilin se dobiva ekstrakcijom iz kampehovog drva (Haematoxylon campechianum L.). Oksidacijom hematoksilina u hematein i vezanjem s
metalnim ionima (mordantima) hematein postaje nezamjenjiva nuklearna boja. Pozitivno nabijeni kompleks hemateina i mordanta veze se s negativno
nabijenim fosfatnim ionima jezgrine DNA dajuéi karakteristicno plavo obojenje. Originalna formula hematoksilina po Harrisu oksidirana je Zivinim
oksidom, medutim BioGnostova modificirana verzija hematoksilina po Harrisu ne sadrzi Zivin oksid radi toksi¢nosti tog spoja nego za okoli§
bezopasni natrijev jodat. Hematoksilin H daje izvanredne rezultate bojenja jezgrine membrane, nukleoplazme te jezgrice.

Opis proizvoda:
o HEMATOKSILIN H — Reagens za regresivno nuklearno bojenje u histopatologiji. Sadrzi optimalno oksidirani hematoksilin s natrijevim jodatom,
aluminijeve ione i antioksidanse.

Ostali preparati i reagensi koji mogu biti upotrijebljeni u metodi:
o Sredstvo za fiksaciju poput BioGnostovih neutralno puferiranih otopina formaldehida: Formaldehid NB 4%, Formaldehid NB 10%
Sredstvo za dehidraciju/rehidraciju poput BioGnostovih alkoholnih otopina: Histanol 70, Histanol 80, Histanol 95 i Histanol 100
Sredstvo za prosvijetljavanje poput BioClear ksilena ili supstituta poput BioClear New sredstva na bazi alifatskih ugljikovodika
Sredstvo za infiltraciju i uklapanje poput BioGnostovih granuliranih parafina BioWax 52/54, BioWax Plus 56/58, BioWax 56/58, BioWax Blue, BioWax Micro
Predmetna stakla visoke kvalitete za primjenu u histopatologiji i citologiji poput VitroGnost SUPER GRADE ili neka od tridesetak vrsta BioGnostovih predmetnih
stakala
o Sredstvo za diferencijaciju poput BioGnostovog Kiselog alkohola
o Sredstvo za plavljenje poput BioGnostove Scottove otopine ili Bluing reagensa
o Sredstvo za prekrivanje mikroskopskih preparata i montiranje pokrovnih stakala poput BioGnostovih BioMount, BioMount High, BioMount M, BioMount New,
BioMount New Low, BioMount DPX, BioMount DPX High, BioMount DPX Low, BioMount C, BioMount Aqua
o VitroGnost pokrovna stakla dimenzija od 18x18 mm do 24x60 mm
o Reagensi za kontrastno bojenje poput BioGnostovih otopina eozina

Priprema histoloSkih preparata za bojenje
e 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 52/54, BioWax Plus 56/58, BioWax 56/58, 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, progresivno

1. | Deparafinacija u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 3 izmjene u trajanju od 2 minute

2. | Rehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100) 2 izmjene u trajanju od 5 i 3 minute
3. | Rehidracija u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95) 2 minute

4. | Rehidracija u destiliranoj (demi) vodi 2 minute

5. | Bojenje Hematoksilinom H 3-5 minuta

Napomena: Ukoliko je doSlo do taloZenja u otopini ili formiranja metalnog sjaja na
povrSini, reagens je potrebno prije upotrebe filtrirati

Uroniti preparat u destiliranu/demineraliziranu vodu do prestanka otpuStanja boje s
preparata

7. | Plavljenje jezgri Scottovom otopinom ili Bluing reagensom 1 minuta
Napomena: Zaustaviti plavljenje nakon Sto jezgre poprime plavu boju

U nedostatku Scottove otopine ili Bluing reagensa ispirati preparate pod tekuéom vodom u
trajanju od 3-5 minuta

8. | Uroniti preparate u destiliranu/demineraliziranu vodu

Ukoliko se koristi alkoholna otopina eozina uroniti preparate u 95%-tni alkohol (Histanol
95). Ukoliko se koristi vodena otopina eozina ovaj korak preskociti

10. | Bojenje jednom od kontrastnih otopina eozina do optimalnog obojenja preparata 15 sekundi - 2 minute
Napomena: Bojenjem preparata u alkoholnim otopinama eozina znatno se brZze dobiva
intenzivna eozinofilna boja (unutar 15 sekundi), dok se izlaganje preparata vodenim
otopinama eozina preporuca 90 sekundi do 2 minute

Ispiranje pod tekuéom vodom

11. | Napomena: Ukoliko se koristi alkoholna otopina eozina kao kontrastno bojenje, ovaj korak | 2 minute

preskociti.
12. | Dehidracija u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95) 2 izmjene s 10-15 urona
13. | Dehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100) 3 izmjene s 10-15 urona

14. | Bistrenje u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 2 izmjene u trajanju od 2 minute




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.

Postupak bojenja hematoksilin-eozin (HE) metodom, regresivno

1.

Deparafinacija u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New)

3 izmjene u trajanju od 2 minute

Rehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100)

2 izmjene u trajanju od 5 i 3 minute

Rehidracija u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95)

2 minute

Rehidracija u destiliranoj (demi) vodi

2 minute

LRSI

Bojenje Hematoksilinom H

4-8 minuta

Napomena: Ukoliko je doSlo do taloZenja u otopini ili formiranja metalnog sjaja na
povrsini, reagens je potrebno prije upotrebe filtrirati

Uroniti preparat u destiliranu/demineraliziranu vodu do prestanka otpuStanja boje s
preparata

Diferencijacija Kiselim alkoholom

3-10 urona

Napomena: Ovim korakom uklanja se viSak hematoksilina iz jezgre i citoplazme. Ako je
preparat predugo tretiran sredstvom za diferencijaciju, moze doci do obezbojenja jezgri.

Isprati u destiliranoj vodi

Plavljenje jezgri Scottovom otopinom ili Bluing reagensom

1 minuta

Napomena: Zaustaviti plavljenje nakon Sto jezgre poprime plavu boju
U nedostatku Scottove otopine ili Bluing reagensa ispirati preparate pod tekuéom vodom u
trajanju od 3-5 minuta

10.

Uroniti preparate u destiliranu/demineraliziranu vodu

Napomena: Ukoliko se koristi alkoholna otopina eozina uroniti preparate u 95%-tni alkohol
(Histanol 95). Ukoliko se koristi vodena otopina eozina ovaj korak preskociti

11.

Bojenje jednom od kontrastnih otopina eozina do optimalnog obojenja preparata

15 sekundi - 2 minute

Napomena: Bojenjem preparata u alkoholnim otopinama eozina znatno se brze dobiva
intenzivna eozinofilna boja (unutar 15 sekundi), dok se izlaganje preparata vodenim
otopinama eozina preporuca 90 sekundi do 2 minute.

12.

Ispiranje pod teku¢om vodom
Napomena: Ukoliko se koristi alkoholna otopina eozina kao kontrastno bojenije, ovaj korak
preskoCiti.

2 minute

13.

Dehidracija u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95)

2 izmjene s 10-15 urona

14.

Dehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100)

3 izmjene s 10-15 urona

15.

Bistrenje u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New)

2 izmjene u trajanju od 2 minute

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:

Jezgra - plava boja

Citoplazma, kolagen, miSi¢na vlakna, eritrociti - nijanse ruzicaste boje

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 uzimanije 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 dijagnostickog laboratorija.

Zastita na radu i zastita okolisa

Proizvodom rukovati u skladu sa smjernicama zastite na radu i zastite okoliSa. 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 mijere zastite ljudskog zdravlja u skladu sa smijernicama dobre
laboratorijske prakse. Obavezno progitati 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 H ¢uvati u dobro zatvorenoj originalnoj ambalazi na na +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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