BIOGNOST®

FAST GREEN F.C.F. KONTRAST REAGENS

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod € €

Reagens za zeleno kontrastno bhojenje u Grocott kompletu
UPUTA ZA RUKOVANJE

Kataloski broj: FGKR-OT-100 (100 mL)

Uvod

Grocott komplet koristi se u histologiji za vizualizaciju gljivica, odredenih patogenih organizama, bazalnih membrana i opcenito histoloskih argentafilnih
struktura. Postupak bojenja po€inje otopinom perjodne kiseline kojom se 1,2-glikoli oksidiraju do aldehida. Tijekom inkubacije u srebro- metenamin-
boratnoj radnoj otopini, aldehidi se reduciraju te istovremeno uzrokuju redukciju srebrnih iona do metalnog srebra, koje ¢e se na preparatu pojaviti kao
crno obojene strukture. Slijedi toniranje preparata otopinom zlatnog klorida koje dodatno pojaCava obojenost ciljnih struktura (gljivica, bazalnih
membrana i sl.) te smanjuje pozadinsko obojenje. Ispiranjem preparata otopinom natrijevog tiosulfata uklanja se viSak nevezanih srebro-zlata spojeva.
Na kraju se preparati izlazu Fast Green F.C.F. boji koja oboji pozadinske strukture stvarajuci jasan i vizualno bogat kontrast smede do crno obojenim
ciljnim strukturama.

Opis proizvoda
o FAST GREEN F.C.F. KONTRAST REAGENS - reagens za kontrastno bojenje u Grocott kompletu
Primjer primjene Fast Green F.C.F. kontrast reagensa kao komponente Grocott kompleta

Komplet sadrzi: 5x100 mL + 3 x 250 mL (GRC-K-100)

Perjodna kiselina, 1%-tna otopina 100 mL (PK1-0T-100)

Srebrni nitrat, otopina 100 mL (SN-OT-100)

Metenamin, otopina 250 mL (MET-0T-250)

Boraks, otopina 2x250mL (BO-0T-250)

Zlatni klorid, 0.2%-tna otopina 100 mL (ZK02-0T-100)

Natrijev tiosulfat, 2%-tna otopina 100 mL (NT2-0T-100)

(
Fast Green F.C.F. kontrast reagens 100 mL (FGKR-QOT-100)

UPOZORENJE:
Kako bi postigli 5to bolje rezultate slijedite ova pravila:
- koristiti destiliranu ili demineraliziranu vodu visoke Cistoce bez imalo klora
- koristiti potpuno €isto laboratorijsko posude
- ne dodirivati preparate ili biti u kontaktu s otopinama tijekom bojenja metalnim predmetima (3karice, pincete i sl.)
- prije koriStenja sve reagense ugrijati na sobnu temperaturu (drZati na sobnoj temperaturi barem dva sata prije pocetka bojenja)
- nanijeti reagens tako da u potpunosti prekrije preparat
Priprema srebro-metenamin-boratne radne otopine volumena 120 mL (optimalno za Schifferdecker posudu):
U 72 mL dvostruko destililirane (demi) vode dodati 20 mL Metenamina, otopine i 22 mL Boraksa, otopine. Potom postepeno, uz mijeSanje staklenim
Stapicem dodavati 6 mL Srebrnog nitrata, otopine.

NAPOMENA: srebro-metenamin-borat radnu otopinu koristiti samo za jedno bojenje te nakon upotrebe baciti

Priprema histoloSkih preparata za hojanje
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, BioWax 56/58, BioWax Blue, BioWax Micro).
o Parafinski blok narezati na 4-6 mikrona tanke rezove i montirati na VitroGnost predmetno staklo.

Postupak bojenja uzorka Grocott kompletom

1 Pripremiti srebro-metenamin-boratnu radnu otopinu, uliti je u posudu, poklopiti staklenim poklopcem i
" | staviti u vodenu kupelj na 62°C
Napomena: preporu¢amo koristenje posuda tipa Coplin ili Hellendahl
2. | Deparafinacija preparata u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 3 izmjene u trajanju od 2 minute
3. | Rehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100) 2 izmjene u trajanju od 3 i 2 minute
4. | Rehidracija u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95) 2 minute
5. | Rehidracija u destiliranoj (demi) vodi 2 minute
6. | Uroniti u Perjodnu kiselinu, 1%-tnu otopinu 5 minuta za oksidaciju gljivica
Napomena: za oksidaciju bazalne membrane produZiti inkubaciju 11 minuta
7. | Isprati u dvostruko destiliranoj (demi) vodi 6 izmjena u trajanju od 5 sekundi
Uroniti preparate u prethodno zagrijanu srebro-metenamin-boratnu radnu otopinu i inkubirati na 62°C.
8. | Mikroskopski provjeravati obojenje preparata. Ukoliko je potrebno, produZiti vrijeme inkubacije (gljivice | 20 minuta za bojenje gljivica
poprimaju tamnosmedu boju na svijetlozutoj pozadini)
Napomena: za bojenje bazalne membrane inkubirati 30 minuta pa vizualno provjeravati do Zeljenog intenziteta 30 minut
obojenja (bazalne membrane poprimaju tamnosmedu boju na svijetloZutoj pozadini) minuta
9. | Isprati u dvostruko destiliranoj (demi) vodi sobne temperature 6 izmjena u trajanju od 5 sekundi
10. | Uroniti u Zlatni Klorid, 0,2%-tnu otopinu 30 sekundi
11. | Isprati u dvostruko destiliranoj (demi) vodi sobne temperature 6 izmjena u trajanju od 5 sekundi
12. | Uroniti u Natrijev tiosulfat, 2%-tnu otopinu 2 minute




13. | Dobro isprati pod teku¢om vodovodnom vodom 2 minute

14. | Uroniti u Fast Green F.C.F. kontrast reagens 2-3 minute

15. | Isprati u destiliranoj (demi) vodi

16. | Dehidracija u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95) 2 izmjene u trajanju od 30 sekundi
17. | Dehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100) 30 sekundi

18. | Dehidracija u 100%-tnom alkoholu (Histanol 100) 2 minute

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

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
Bazalne membrane, glikogen, bakterije i gljivice — smeda do crna boja
Pozadina - zelena boja

Napomena

Postupci bojenja u histologiji nisu standardizirani i ovise o standardnim operativnim postupcima pojedinih laboratorija i iskustvu djelatnika koji izvode
bojanje uzoraka. Intenzitet obojenja ovisi o duljini izlaganja preparata boji. Ovisno o0 osobnim zahtjevima i standardnim operativnim postupcima
laboratorija, obrada uzorka i bojanje moZe se izvoditi i prema drugim protokolima.

Priprema uzorka i dijagnostika

Za uzimanje i pripremu uzoraka koristiti prikladne instrumente. Uzorke obraditi suvremenom tehnologijom te ih jasno obiljeZiti. Obavezno slijediti uputu
proizvodaca za rukovanje. Kako bi se izbjegle pogreske, postupak obrade uzorka i postavljanje dijagnoze mogu provoditi samo ovlastene i stru¢no
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 okoliSa. KoriStene otopine i otopine kojima je istekao rok trajanja moraju biti
zbrinute kao poseban otpad u skladu s nacionalnim smjernicama. Kemikalije koritene 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 progitati i postupati u skladu sa znakovima obavijesti i upozorenja otisnutima na etiketi proizvoda i u BioGnostovom
Sigurnosno-tehnitkom listu koji je dostupan na zahtjev.

Skladistenje, stabilnost i rok valjanosti
Fast Green F.C.F. kontrast reagens Cuvati u dobro zatvorenoj originainoj ambalazi na 15°C do 25°C. Ne zamrzavati i ne izlagati direkinoj suncevoj
svjetlosti. Datum proizvodnije i rok valjanosti otisnuti su na etiketi proizvoda.
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