BIOGNOST°

ORANGE Il REAGENS, PAPA 2B

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod € €

Reagens za hojenje citoplazme po Papanicolaou metodi
Kontrastna boja za monokromatsko bojenje uzoraka u citologiji

UPUTA ZA RUKOVANJE
Katalo$ki broj: ~ OR2-OT-100 (100 mL) ~ OR2-0T-500 (500mL) ~ OR2-OT-1L (1000mL) ~ OR2-OT-2.5L (2500 mL)

Uvod

Orange Il reagens, Papa 2B alkoholna je otopina Orange Il boje uz dodatak fosfovolframove kiseline (PTA). Prvi korak bojenja metodom po
Papanicolaou podrazumijeva bojenje jezgre otopinom hematoksilina, a sljede¢a dva koraka kontrastno bojenje monokromatskim 0G-6 ili Orange Il i
jednom od formulacija polikromatskih EA reagensa koje se sastoje od dvije kisele boje, Eosin Y i Light Green SF. Orange Il molekula boji citoplazmu,
pri ¢emu se daljnjim postupkom rada zadrZava samo u zrelim, keratiniziranim stanicama koje poprimaju razli¢it intenzitet crvenkaste boje. U trecem
koraku koristi se jedna od polikromatskih EA otopina koja boji neobojene dijelove stanice poput plo¢astih stanica, nukleola, trepetljika i eritrocita.
Uzorci za ispitivanje mogu biti ginekoloski i neginekoloski, kao Sto su ispljuvak, urin, uzorci dobiveni citoloskom punkcijom. U cilju dobivanja
optimalnih rezultata bojenja, Orange Il reagens, Papa 2B je karakteristikama u potpunosti uskladen s ostalim BioGnostovim reagensima za citoloSko
bojanje po Papanicolaou metodi - Hematoksilini HP, Papa 1A i 1B reagensi, EA 31 reagens, Papa 3A i EA 50 reagensom, Papa 3B, kao i alternativnim
kontrastnim polikromatskim bojama kao $to su EA 65 reagens, Papa 3C i 3D.

Opis proizvoda
ORANGE Il REAGENS, PAPA 2B - Kontrastna boja za monokromatsko bojenje uzoraka u eksfolijativnoj citologiji. Sadrzi BSC certificiranu boju Orange Il s
fosfovolframovom kiselinom i potrebnim stabilizatorima.

Priprema citoloSkog razmaza za hojenje
Postoje dva nacina uzimanja i pripreme citoloSkih uzoraka:

1. CitoloSki uzorak nakon uzimanja brisa nanijeti na predmetno staklo (VitroGnost), odmah fiksirati sredstvom za fiksaciju u bocici s rasprsivatem
(CitoSpray), osusiti i Cuvati do postupka bojenja. CitoloSki uzorak se takoder moZe fiksirati i Cuvati do bojenja i uranjanjem u 95%-tnu alkoholnu otopinu
(Histanol 95) na minimalno 30 minuta.

2. Metodom tekuce citologije (LBC, Liquid-Based Citology) pomoc¢u Cetkice za uzimanje citoloSkih uzoraka, uzorak odmah fiksirati (CitoFix, GitoFix u
transportnim posudama) odvajanjem glave Cetkice i uranjanjem u fiksacijsko sredstvo. Na poCetku obrade citoloSkog uzorka, stanice izdvajiti iz fiksacijske
tekucine (jedan od nacina jest centrifugiranje fiksacijske tekucine) te ih nanijeti na predmetno staklo i to tako da su stanice jednoliko rasporedene u jednom
sloju. Ovako pripremljeni citoloSki uzorak spreman je za bojenje.

Postupak bojenja po Papanicolaou metodi, PROGRESIVNO

PoCetak postupka bojenja ovisi 0 na€inu na koji je citoloski uzorak prikupljen i fiksiran na mikroskopsko predmetno staklo.

Ukoliko je uzorak suh i prethodno fiksiran CitoSpray sredstvom, 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 Hematoksilin HP, Papa
1A/1B reagensom.

1. | Rehidracija u silaznom nizu alkohola (Histanol 95 i Histanol 70) i u destiliranoj (demi) vodi 10 urona u svakoj od 3 izmjene
2. | Bojenje Hematoksilin HP, Papa 1A reagensom 30 sekundi
Napomena: DuZe izlaganje preparata Hematoksilin HP, Papa 1A reagensu moZe osim jezgre obojiti i
citoplazmu.
3. | Ispiranje u destiliranoj ili vodovodnoj vodi 30 sekundi
4. | Plavljenje Scottovom otopinom ili Bluing reagensom 1 minuta
Napomena: U nedostatku navedenih reagensa, preparat plaviti pod indirektnim mlazom tekuce vode 3-5 minuta
5. | Dehidracija u uzlaznom nizu alkohola (Histanol 70 i Histanol 95) 10 urona u svakoj od 2 izmjene
6. | Bojenje 0G-6 reagensom, Papa 2A ili Orange Il reagensom, Papa 2B 2 minute
7. | Ispiranje u 95%-tnom alkoholu kroz dvije izmjene (Histanol 95) g?ﬁ;::{;dl u svakoj od
8. | Bojenje EA 31, Papa 3A reagensom ili EA 50, Papa 3B reagensom 4 minute
9. | Ispiranje i dehidracija u 95%-tnom alkoholu kroz dvije izmjene (Histanol 95) 1 minuta u svakoj od 2 izmjene
10. | Dehidracija u 100%-tnom alkoholu kroz dvije izmjene (Histanol 100) 1 minuta u svakoj od 2 izmjene
11. | Bistrenje u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena kroz dvije izmjene (BioClear New) 2 minute u svakoj od 2 izmjene

Odmah nakon bistrenja, na preparat nanijeti odgovaraju¢u 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 koriten BioClear New supstitut ksilena, odgovarajuce sredstvo za prekrivanje je BioMount New.
Prekriti preparat VitroGnost pokrovnim staklom.

Postupak bojenja po Papanicolaou metodi, REGRESIVNO
Regresivnom metodom bojenja u pravilu se postiZe bolja diferenciranost uzorka i jasnija vidljivost jezgrinih struktura.
Pocetak postupka bojenja ovisi 0 naCinu na koji je citoloski uzorak prikuplien i fiksiran na mikroskopsko predmetno staklo.



Ukoliko je uzorak suh i prethodno fiksiran CitoSpray sredstvom, 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 Hematoksilin HP, Papa
1A/1B reagensom.

1. | Rehidracija u silaznom nizu alkohola (Histanol 95 i Histanol 70) i u destiliranoj (demi) vodi 10 urona u svakoj od 3 izmjene
2. | Bojenje Hematoksilin HP, Papa 1A reagensom 4 minute
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 10 urona
6. | Plavljenje Scottovom otopinom ili Bluing reagensom 1 minuta
Napomena: U nedostatku navedenih reagensa, preparat plaviti pod indirektnim mlazom teku¢e vode 3-5 minuta
7. | Dehidracija u uzlaznom nizu alkohola (Histanol 70 i Histanol 95) 10 urona u svakoj od 2 izmjene
8. | Bojenje 0G-6 reagensom, Papa 2A ili Orange Il reagensom, Papa 2B 2 minute
9. | Ispiranje u 95%-tnom alkoholu kroz dvije izmjene (Histanol 95) 30 sekundi u svakoj od 2 izmjene
10. | Bojenje EA 31, Papa 3A reagensom ili EA 50, Papa 3B reagensom 4 minute
11. | Ispiranje i dehidracija u 95%-tnom alkoholu kroz dvije izmjene (Histanol 95) 1 minuta u svakoj od 2 izmjene
12. | Dehidracija u 100%-tnom alkoholu kroz dvije izmjene (Histanol 100) 1 minuta u svakoj od 2 izmjene
13. | Bistrenje u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena kroz dvije izmjene (BioClear New) 2 minute u svakoj od 2 izmjene

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.

Napomena

Ukoliko je doSlo do taloZenja u otopini Hematoksilin HP, Papa 1A /1B ili formiranja metalnog sjaja na povrSini, reagens je potrebno prije upotrebe filtrirati.
Vremenski periodi regresivnog postupka bojenja nisu u potpunosti standardizirani. Predlozeni postupci sukladni su karakteristikama BioGnostovih reagensa te
okvirno odgovaraju dugogodisnjoj klinickoj i laboratorijskoj praksi. Intenzitet obojenja ovisi o duljini izlaganja preparata bojama i reagensima. Postupak bojenja
moZe se mijenjati u skladu s osobnim zahtjevima ako su u skladu s osnovnim nacelima citotehnologije.

Rezultat

Sivo-plava boja — mikroorganizmi

Sivo-zelena boja - Trichomonas

Plava do tamno ljubi¢asta boja — jezgre

Naran¢asta boja — keratinizirane stanice

Crvena boja — eritrociti

RuZiCasta boja — eozinofilne (acidofilne) stanice

Kod bojenja EA 31 reagensom, Papa 3A: Plavo-zelena do zelena boja — citoplazma cijanofilnih (bazofilnih) stanica
Kod bojenja EA 50 reagensom, Papa 3B: Plavo-zelena boja — citoplazma cijanofilnih (bazofilnih) stanica

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 stru¢no
osposobljene osobe. Koristiti mikroskop opremljen prema standardima medicinskog dijagnostic¢kog laboratorija.

ZaStita na radu i zastita okoliSa

Proizvodom rukovati u skladu sa smjernicama zastite na radu i zaStite okoliSa. Koridtene 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 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

Orange Il reagens, Papa 2B ¢uvati u dobro zatvorenoj originalnoj ambalaZi na sobnoj temperaturi. 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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