BIOGNOST °®

LEUKOGNOST SPENSE

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod C €

Komplet za istovremenu detekciju aktivnosti specificne i nespecificne esteraze u

leukocitima
UPUTA ZA RUKOVANJE

Kataloki broj: LKG-SPENSE (za najmanje 50 testiranja)

Uvod
Ovaj komplet sadrZi reagense za citokemijsko dijagnosticiranje leukemija na preparatima pune krvi ili kostane srzi.
Metoda se temelji na sposobnosti jednog tipa stani€ne esteraze da hidrolizira naftol AS-D kloroacetat i sposobnosti drugog tipa stani¢ne esteraze da hidrolizira
1-naftil acetat. U oba tipa reakcije nastaju slobodni naftoli koji s razlicitim diazo solima stvaraju netopive precipitate na mjestu reakcije.
Komplet je dizajniran za pojedinacno testiranje vodoravno postavljenih preparata i sadrzi reagense za najmanje 50 testova detekcije aktivnosti specificne i
nespecifitne esteraze u leukocitima. Reagensi se nanose kapanjem dok se ne prekrije cijeli preparat (1-2 mL).
Opis proizvoda
o LEUKOGNOST SPENSE - komplet za istovremenu detekciju specifiCne i nespecificne esteraze u leukocitima

Komplet sadrzi: LKG-SPENSE (za 50 testiranja) Temperatura skladistenja:
Reagens 1 (Natrijev nitrit, otopina) NAN-QT-5 (5 mL) 2-8°C
Reagens 2 (Fast Blue RR/Fast Garnet GBC) FBFG-0T-2 (2 mL) 2-8°C
Reagens 3 (SPE pufer) FOP-OT-100 (100 mL) 2-8°C
Reagens 4 (SPE supstrat) NASD-0T-5 (5 mL) 2-8°C
Reagens 5 (Fast Garnet GBC, otopina) FGGBC-OT-2 (2 mL) 2-8°C
Reagens 6 (NSE pufer) NSEP-0T-100 (100 mL) 2-8°C
Reagens 7 (NSE supstrat) NAFA-OT-5 (5 mL) 2-8°C
Reagens 8 (NSE inhibitor) NAFO-0T-10 (2x10 mL) 2-8°C
Reagens 9 (Methyl Green, otopina) MGR-0T-100 (100 mL) 2-8°C

Ostali reagensi potrebni u metodi bojenja
o LeukoGnost Fiksativ (LKF-500) — Fiksativ za primjenu u citokemijskoj dijagnostici leukemija

Ostali preparati i reagensi koji mogu biti upotrijebljeni u metodi bojenja
e Sredstvo na vodenoj bazi za prekrivanje mikroskopskih preparata i montiranje pokrovnih stakalaca poput BioGnostovog BioMount Aqua (BMA-30)
« BioGnostova sredstva za imerziju poput Imerzijskog ulja (IU-30) ili Imerzijskog ulja tipa A (IUA-30)

Priprema preparata za bojenje
o Razmaz periferne krvi ili koStane srZi pripremiti da bude tanak i suh (susiti preparat min. 30 minuta). Ovakvi preparati ne smiju biti stariji od tri
dana. Nije preporuceno koristiti antikoagulanse jer moze do¢i do inhibicije enzimske reakcije.
e Preparat fiksirati na sljedeci nacin:

1. | Fiksirati preparat nano$enjem LeukoGnost Fiksativa (1-2 mL) na preparat 1-3 minute

. | Preparat isprati u destiliranoj vodi 10 sekundi

3. | Osusiti preparat na zraku
e Ovako pripremljeni i fiksirani preparati mogu se pohraniti na temperaturi 2-8 °C i koristiti do najviSe tri dana.

NAPOMENA

Nanijeti reagens tako da potpuno prekrije preparat.

Otopine za bojenje pripremiti svjeze prije svakog bojenja (postupak pripreme otopina opisan je ispod tablice postupka bojenja). Pripremljene

otopine moguce je Koristiti unutar 30 minuta.

Postupak bojenja uzorka

1. | Nanijeti otopinu za bojenje A (1-2 mL) na preparat 30 minuta
2. | Snazno isprati u destiliranoj vodi 10 sekundi
3. | Nanijeti otopinu za bojenje B (s i/ili bez inhibitora esteraze) (1-2 mL) na preparat 90 minuta
4. | Snazno isprati u destiliranoj vodi 10 sekundi
5. | Obojiti preparat s Methyl Green, otopinom 5 minuta
6. | Kratko isprati preparat vodom

7. | Osusiti preparat na zraku

Nakon susenja preparata, preporuka je montirati pokrovno stakalce sredstvom BioMount Aqua kako bi se oCuvala boja i kvaliteta preparata.
PRIPREMA OTOPINA ZA BOJENJE

1. Pripremiti otopinu za bhojenje A na sljedeéi naéin:
o korak 1: u Cistoj epruveti pomijeSati Reagens 1 i Reagens 2. Ostaviti da stoji 2 min.
e korak 2: u mjeSavinu Reagensa 1i 2 dodati Reagens 3.
e Kkorak 3: u pripremljenu mjeSavinu iz koraka 2 dodati Reagens 4.



Volumen reagensa prilagoditi prema potrebi:

KORAK REAGENS ZA 1 PREPARAT ZA 12 PREPARATA ZA 24 PREPARATA
corak 1 Reagens 1 50 L (1 kap) 600 pL (12 kapi) 1,2 mL (24 Kapi)
Reagens 2 25 uL (1 kap) 300 pl (12 kapi) 600 uL (24 kapi)
korak 2 Reagens 3 2mL 24 mL 48 mL
korak 3 Reagens 4 100 pl (4 kapi) 1,2mL 2,4 mL
2. Pripremiti otopinu za bojenje B na sljede¢i naéin:
o korak 1: u Gistoj epruveti pomijeSati Reagens 1 i Reagens 5. Ostaviti da stoji 2 min.
o korak 2: u mjeSavinu Reagensa 1 i 5 dodati Reagens 6.
o korak 3: u pripremljenu mjeSavinu iz koraka 2 dodati Reagens 7.
o korak 4 (opcija s inhibicijom nespecifitne esteraze): u mjeSavinu iz koraka 3 dodati Reagens 8.
Volumen reagensa prilagoditi prema potrebi:
KORAK REAGENS ZA 1 PREPARAT ZA 12 PREPARATA ZA 24 PREPARATA
vorak 1 Reagens 1 50 uL(1 kap) 600 pL(12 kapi) 1,2 mL (24 kapi)
Reagens 5 25 ulL (1 kap) 300 pL (12 kapi) 600 pL (24 kapi)
korak 2 Reagens 6 2mL 24 mL 48 mL
korak 3 Reagens 7 100 plL(4 kapi) 1,2mL 2,4 mL
(Opciona"']‘gfak‘;é‘inhibicije) Reagens 8 400 L (8 kapi) 48mL 9,6 mL

Rezultat

Neutrofili, promijelociti i stanice mijeloblasti¢ne leukemije — plavo do plavoljubi¢asto obojenje citoplazme, slabo zeleno obojene jezgre.

Monociti — smede do smedecrveno obojenje citoplazme, slabo zeleno obojene jezgre. Kod koristenja otopine za bojenje B koja ukljuuje inhibitor
nespecifitne esteraze ne dolazi do specificnog obojenja.

Slika 1. Prikaz razmaza periferne krvi obojenih kompletom LeukoGnost SPENSE. Prikazani
su specificno obojeni monociti (A-smede obojenje, B-crveno obojenje) i neutrofil (D) te
neobojeni monocit s inhibitorom nespecificne esteraze (C). Povecanje 1000x.

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 bojanja 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 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
proCitati 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
Reagense kompleta LeukoGnost SPENSE ¢uvati u dobro zatvorenoj originalnoj ambalazi na temperaturi od + 2 do +8 °C. Ne zamrzavati ih i ne izlagati ih
direkinoj suncevoj svjetlosti. Datum proizvodnje i rok valjanosti otisnuti su na etiketi proizvoda.
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