BIOGNOST °©

VERHOEFF KOMPLET

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod € €
Komplet od Sest reagensa za bhojenje elasticnih viakana

UPUTA ZA RUKOVANJE
KataloSki broj: VER-100T (za 100 testiranja) VER-K-100 (6x100 mL)
Uvod

Verhoeff komplet koristi se prvenstveno za bojenje elastina, medutim mogu se oboijiti i miSiéna vlakna, kao i kolagen. Elasti¢na vlakna sastavljena su
od polimera elastina i elasticnin mikrofibrila koji zajedno tvore trodimenzionalnu mrezu u izvanstanicnom matriksu unutar vezivnog tkiva (u koZi,
elasticnoj hrskavici, vaskularnim zidovima, plutnom tkivu i u glasnicama). Moze se iskoristiti kao zamjena za Weigert-Van Gieson komplet.
Vizualizacija elasti¢nog tkiva posebno je korisna kod sluCajeva emfizema (atrofije elasticnog tkiva), arterioskleroze (stanjivanje i gubitak elasticnih
vlakana) i brojnih drugih bolesti krvoZilnog sustava.
Opis proizvoda

o VERHOEFF KOMPLET - Komplet za bojenje elasti¢nih viakana.

Komplet sadrzi: 100 testiranja (VER-100T) 6 x 100 mL (VER-K-100)
Hematoksilin, Verhoeff A 30 mL (HEMV-0T-30) 100 mL (HEMV-QOT-100)
Feri reagens, Verhoeff B 30 mL (FRV-0T-30) 100 mL (FRV-0T-100)
Otopina joda, Verhoeff C 30 mL (JODV-0T-30) 100 mL (JODV-QT-100)
Reagens za diferencijaciju, Verhoeff | 30 mL (RDV-0T-30) 100 mL (RDV-0T-100)
Natrijev tiosulfat, 5%-tna otopina 30 mL (NT5-0T-30) 100 mL (NT5-0T-100)
Fuchsin Acid Van Gieson reagens 30 mL (FAG-0T-30) 100 mL (FAG-0T-100)

Ostali preparati i reagensi koji mogu biti upotrijebljeni u metodi bojanja:

o Sredstvo za fiksaciju poput BioGnostovih neutralno puferiranih otopina formaldehida: Formaldehid NB 4%, Formaldehid NB 10%

o Sredstvo za dehidraciju/rehidraciju poput BioGnostovih alkoholnih otopina: Histanol 70, Histanol 80, Histanol 95 i Histanol 100

o Sredstvo za prosvjetljavanje poput BioClear ksilena ili supstituta poput BioClear New sredstva na bazi alifatskih ugljikovodika

o Sredstvo za infiltraciju i uklapanje poput BioGnostovih granuliranih parafina BioWax Plus, BioWax 52/54, BioWax 56/58, BioWax Blue, BioWax Micro

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 DPX Low Eco, BioMount C, BioMount Aqua, Kanada Balzam

o Predmetna stakla visoke kvalitete za primjenu u histopatologiji i citologiji poput VitroGnost SUPER GRADE ili VitroGnost COLOR ili neka od tridesetak vrsta
BioGnostovih VitroGnost predmetnih stakala

o \VitroGnost pokrovna stakla dimenzija od 18x18 mm do 24x60 mm

o BioGnostova sredstva za imerziju poput Imerzijskog ulja, Imerzijskih ulja tipova A, C, FF, 37 ili Imerzijskog ulja Tropical Grade

NAPOMENA

Nanijeti reagens tako da potpuno prekrije preparat.
Kako ne bi doslo do isparavanja reagensa s preparata, preporu¢amo koristenje komorice/posudice za inkubaciju.

Priprema histoloskih preparata za hojenje

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 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 histoloskih preparata
a) kompletom za 100 testiranja (VER-100T)

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

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 Nakapati 7 kapi Hematoksilina, Verhoeff A, 3 kapi Feri reagensa, Verhoeff B i 3 kapi Otopine 30-60 minuta

joda, Verhoeff C. Staviti preparat u inkubacijsku posudicu kako bi se sprijecilo isparavanje.

Napomena: duzim vremenskim izlaganjem (do 60 minuta) pojacava se intenzitet obojenja

L

Isprati u destiliranoj (demi) vodi

7. | Nakapati Reagens za diferencijaciju, Verhoeff (=5 kapi) i diferencirati preparat 1-2 minute

Napomena: nakon diferencijacije kratko isprati preparat u destiliranoj (demi) vodi i mikroskopski
provijeriti crno obojenje elastina na preparatu. Ukoliko je potrebno, ponoviti diferencijaciju

8. | Isprati u destiliranoj (demi) vodi

9. | Nakapati Natrijev tiosulfat, 5%-tnu otopinu (=5 kapi) 1 minuta
10. | Isprati u destiliranoj (demi) vodi
11. | Nakapati Fuchsin Acid Van Gieson reagens (=5 kapi) 3-5 minuta

Napomena: Fuchsin Acid Van Gieson je kontrastna boja i duzim izlaganjem (do 5 minuta)
postiZe se intenzivnije pozadinsko obojenje

12. | Brzo dehidrirati kroz 95% i 100%-tni alkohol (Histanol 95 i Histanol 100)

Napomena: Sto je preparat duZe u alkoholu, viSe se ispire Zuta boja

13. | 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.

*Da bi se izbjeglo blijedenje preparata (gubitak zute boje) preporuamo bistrenje u ksilenu (BioClear) te montiranje pokrovnog stakla sa BioMount DPX ili BioMount DPX
New sredstvom.

b) kompletom sa Sest reagensa od 100 mL (VER-K-100)

Reagense uliti u posudice za bojenje (tip Coplin, Hellendahl ili Schifferdecker) te nakon bojenja vratiti u originaine bocice. Dobro zatvoriti. Prema
potrebi reagense filtrirati.

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

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

PomijeSati 20 mL Hematoksilina, Verhoeff A, 8 mL Feri reagensa, Verhoeff B i 8 mL Otopine
5. | joda, Verhoeff C. Uroniti preparat u inkubacijsku posudicui poklopiti kako bi se sprijecilo | 30-60 minuta
isparavanije.

Napomena: duZim vremenskim izlaganjem (do 60 minuta) pojaCava se intenzitet obojenja. Nakon
koriStenja pripremljenu otopinu baciti

6. | Isprati u destiliranoj (demi) vodi

7. | Uroniti u Reagens za diferencijaciju, Verhoeff i diferencirati preparat 1-2 minute

Napomena: nakon diferencijacije kratko isprati preparat u destiliranoj (demi) vodi i mikroskopski
provjeriti crno obojenije elastina na preparatu. Ukoliko je potrebno, ponoviti diferencijaciju

8. | Isprati u destiliranoj (demi) vodi

9. | Uroniti u Natrijev tiosulfat, 5%-tnu otopinu 1 minuta
10. | Isprati u destiliranoj (demi) vodi
11. | Uroniti u Fuchsin Acid Van Gieson reagens 3-5 minuta

Napomena: Fuchsin Acid Van Gieson je kontrastna boja i duzim izlaganjem (do 5 minuta) postize se
intenzivnije pozadinsko obojenje

12. | Brzo dehidrirati kroz 95% i 100%-tni alkohol (Histanol 95 i Histanol 100)

Napomena: Sto je preparat duZe u alkoholu, viSe se ispire Zuta boja

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

*Da bi se izbjeglo blijedenje preparata (gubitak Zute boje) preporuamo bistrenje u ksilenu (BioClear) te montiranje pokrovnog stakla sa BioMount DPX ili BioMount DPX
New sredstvom.

Napomena

Vremenski periodi postupka bojenja nisu u potpunosti standardizirani te okvirno odgovaraju dugogodisnjoj klinickoj i laboratorijskoj praksi. Intenzitet
obojenja ovisi 0 duljini izlaganja preparata boji. Realni protokol bojenja ovisi 0 osobnim zahtjevima i prioritetima.

Rezultat

LjubiGasto crna boja — elasti¢na vlakna
Crno-smeda boja — jezgre

Nijanse crveno ruzicaste boje — kolagen
Zuta boja — vezivno tkivo

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 strutno
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 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

Verhoeff komplet Cuvati u dobro zatvorenoj originalnoj ambalazi na sobnoj temperaturi. Ne zamrzavati i ne izlagati direktnoj sun¢evoj svjetlosti. Datum
proizvodnije i rok valjanosti otisnuti su na etiketi proizvoda.
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