BIOGNOST °

BIO-DIFF KOMPLET

In vitro dijagnosticki medicinski proizvod C€

Komplet od tri reagensa za bhojanje u hematologiji
Sadrii fiksacijsko sredstvo te crvenu i plavu komponentu za brzo i uéinkovito bojanje hematoloskih uzoraka

UPUTA ZA RUKOVANJE
Kataloski broj: BD-K-100 (3 x 100 mL) BD-K-500 (3 x 500 mL) BD-K-1L (3 x 1000 mL) BD-K-2.5L (3 x 2500 mL)

Uvod

Polikromatske Romanowsky boje standardno se koriste za bojanje u hematologiji krvnih razmaza i koStane srzi. Razne vrste Romanowsky boja (Giemsa, May-Grinwald,
Leishman, Wright, Jenner itd.) sadrZe razliCite omjere metilenskog modrila kao kationske komponente (i njemu srodnih tiazinskih boja poput azur B) i eozina Y kao
anionske komponente. Medudjelovanjem kationske i anionske komponente stvara se poznati Romanowsky efekt koji se ne moze postiéi ukoliko se svaka komponenta
koristi zasebno, a iskazuje se stvaranjem ljubicaste boje. Intenzitet obojenja ovisi o sadrzaju azura B te omjeru azure B i eozina Y dok na sam rezultat bojanja utjece
nekoliko ¢imbenika: pH vrijednost radne otopine te puferske otopine, tip puferskih supstanci, nacin fiksacije te vrijeme izlaganja boji. BioGnostov Bio-Diff komplet u
kratkom vremenu u€inkovito boji hematoloSke preparate i daje precizne rezultate bojanja, poput rezultata dobivenih May Griinwald-Giemsa metodom. Svaka komponenta
Bio-Diff kompleta posebno je stabilizirana i pripremljena prema najviSim standardima. Uz Bio-Diff reagense, u kompletu se nalaze i Puferske tablete pH vrijednosti 6,8 i
7.2.

Opis proizvoda
o BIO-DIFF KOMPLET — Komplet za brzo i u¢inkovito bojanje hematoloSkih uzoraka.

Komplet sadrzi:

BD-K-100 (3 x 100 mL)

BD-K-500 (3 x 500 mL)

BD-K-1L (3 x 1000 mL)

BD-K-2.5L (3 x 2500 mL)

Bio-Diff 1 reagens

100 mL (BD1-0T-100)

500 mL (BD1-0T-500)

1000 mL (BD1-0T-1L)

2500 mL (BD1-0T-100)

Bio-Diff 2 reagens

100 mL (BD2-0T-100)

500 mL (BD2-0T-500)

1000 mL (BD2-0T-1L)

2500 mL (BD2-0T-100)

Bio-Diff 3 reagens

100 mL (BD3-0T-100)

500 mL (BD3-0T-500)

1000 mL (BD3-0T-1L)

2500 mL (BD3-0T-100)

Puferska tableta pH 6,8

2 komada

5 komada

10 komada

15 komada

Puferska tableta pH 7,2

2 komada

5 komada

10 komada

15 komada

Ostali preparati i reagensi koji mogu biti upotrijebljeni u metodi:

eBioGnostova sredstva za imerziju poput Imerzijskog ulja, Imerzijskih ulja tipova C, A, FF, 37 i Tropical Grade

ePredmetna stakla za primjenu u hematologiji poput VitroGnost STANDARD GRADE ili predmetna stakla visoke kvalitete za primjenu u histopatologiji i citologiji poput
VitroGnost SUPER GRADE ili neka od tridesetak vrsta BioGnostovih VitroGnost predmetnih stakala

Priprema otopina

Puferska otopina pH 6,8 ili pH 7,2
o Otopiti 1 pufersku tabletu pH u 1 litri destilirane vode uz mijeSanje. Otopinu filtrirati.

Postupak bojanja krvnog razmaza/uzorka kostane srzi

1. | Osusiti krvni razmaz na zraku

Napomena: Razmaz periferne krvi pripremiti od svjeze izvadenog krvog uzorka

2. | Uroniti preparat u Bio-Diff 1 reagens

3. | Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir

4. | Uroniti preparat u Bio-Diff 2 reagens

Napomena: produZiti vrijeme inkubacije ukoliko Zelite jacu nijansu crvene/ljubi¢aste boje preparata
5. | Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir

6. | Uroniti preparat u Bio-Diff 3 reagens

Napomena: smanijiti vrijeme inkubacije ukoliko Zelite ja¢u nijansu crvene/ljubi¢aste boje preparata
7. | Isprati preparat u puferskoj otopini pH 6,8

8. | Osusiti preparat na zraku

5 x 1 sekundu

3 x 1 sekundu
do 5 x 1 sekundu

6 x 1 sekundu
5x 1 sekundu
1 minutu (uz agitaciju)

Postupak bojanja parazitoloskih (Leishmania, Toxoplasma, Microsporadia) i mikrobiolo$kih uzoraka (Cryptosporidium, Pneumocystis carinii)

1. | Uroniti preparat u Bio-Diff 1 reagens 1 minuta

2. | Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir

3. | Uroniti preparat u Bio-Diff 2 reagens 25 sekundi

4. | Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir

5. | Uroniti preparat u Bio-Diff 3 reagens 25 sekundi

6. | Isprati preparat u puferskoj otopini pH 7,2 1 minutu (uz agitaciju)
7. | Osusiti preparat na zraku

Postupak bojanja spermija
Priprema razmaza spermija: 15 ul svjezeg uzorka spermija kapnuti na jedan kraj predmetnog stakalca i napraviti tanak i homogen razmaz. Pustiti da se osusi na zraku (10 minuta).
1. | Uroniti preparat u Bio-Diff 1 reagens 5 x 1 sekundu

Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir
Uroniti preparat u Bio-Diff 2 reagens

Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir
Uroniti preparat u Bio-Diff 3 reagens

Isprati preparat u puferskoj otopini pH 7,2

7. | OsuSiti preparat na zraku

Kako bi napravili trajni preparat, na obojeni i osuSeni preparat nanijeti odgovarajucu vrstu DPX medija (BioMount DPX sredstvo za prekrivanje/montiranje pokrovnog stakla). Prekriti
preparat VitroGnost pokrovnim staklom.

5 x 1 sekundu

5 x 1 sekundu
1 minutu (uz agitaciju)

oS|G BN

Rezultat

Glava spermija — homogena tamno ljubi¢asta boja
Akrosom spermija — blijedo ljubi¢asta boja
Srednji dio spermija i rep —tamno ljubi¢asta



Pozadina - blijedo ruzi¢asta boja
Postupak hojenja histoloskih preparata
a) priprema histoloSkog preparata
o Uzorak tkiva 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 56/58, BioWax 56/58, BioWax Blue, BioWax Micro).
o Parafinski blok narezati na 4-6 mikrona tanke rezove i montirati na VitroGnost Super Grade predmetno staklo.
b) bojenje histoloskog preparata
Napomena: ne koristiti Bio-Diff 1 reagens (koristi se kao fiksativ za nehistoloSke uzorke)

1. | Deparafinacija u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 3 izmjene u trajanju od 10 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. | Uroniti preparat u Bio-Diff 2 reagens i lagano mijeSati 7 sekundi
6. | Uroniti preparat u Bio-Diff 3 reagens i lagano mijeSati 5 sekundi
7. | Isprati puferskom otopinom pH 7,2 1 minutu (uz agitaciju)
8. | Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir
9. | Dehidrati i diferencirati u 95%-tnom alkoholu (Histanol 95) uz lagano mijeSanje 10 sekundi
10. | Dehidrirati preparat u 100%-tni alkohol (Histanol 100) 1 minuta
11. | Bistrenje u ksilenu (BioClear) ili supstitutu ksilena (BioClear New) 2 izmjene u trajanju od 5 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.

Postupak hojanja citobakterioloskih uzoraka (urin, punktati, CSF)

1. | Osusiti citoloski uzorak na zraku

2. | Uroniti preparat u Bio-Diff 1 reagens 5 sekundi
Napomena: CSF duZe inkubirati 1 minutu

3. | Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir

4. | Uroniti preparat u Bio-Diff 2 reagens 3 x 1 sekundu (CSF 2 x 1 sekundu)
Napomena: produZiti vrijeme inkubacije ukoliko Zelite jacu nijansu crvene/ljubi¢aste boje preparata do 5 x 1 sekundu

5. | Ocijediti viSak reagensa s preparata na filter papir

6. | Uroniti preparat u Bio-Diff 3 reagens 6 x 1 sekundu (CSF 2 x 1 sekundu)
Napomena: smaniti vrijeme inkubacije ukoliko Zelite jau nijansu crvene/ljubi¢aste boje preparata 5 x 1 sekundu

7. | Isprati preparat u puferskoj otopini pH 7,2 1 minutu (uz agitaciju)

8. | Osusiti preparat na zraku

Rezultat (krvni razmaz)

Jezgre — crvena do ljubiCasta boja

Limfociti — plazma plavo obojana

Monociti — plazma sivkasto plavo obojana

Neutrofilni granulociti —svijetlo ljubi¢asto obojani

Eozinofilni granulociti —zarko crveno do crvenkasto smede obojani
Bazofilni granulociti — tamno ljubi¢asto do crno obojani
Trombociti — ljubi¢asta boja

Eritrociti — crvena boja

Krvni paraziti — jezgra crveno obojena, a citoplazma plavo obojena

Napomena
Vremenski periodi postupka bojanja nisu u potpunosti standardizirani u klinickoj i laboratorijskoj praksi. Periodi navedeni u Uputi okvirno odgovaraju dugogodi$njem
nacinu rada s optimalnim rezultatima. Intenzitet obojenja ovisi o duljini izlaganja preparata boji. Realni protokol bojanja ovisi 0 osobnim zahtjevima i prioritetima.

Priprema uzorka i dijagnostika

Za uzimanije i pripremu uzoraka koristiti prikladne instrumente. Uzorke obraditi najsuvremenijom tehnologijom te ih jasno obiljeZiti. Obavezno pratiti upute proizvodaca za
primjenu/upotrebu. Kako bi se izbjegle pogreSke, postupak bojanja 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 smjemicama zastite na radu i zastite okolia. 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 mjere 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.

Skladistenije, stabilnost i rok valjanosti
Bio-Diff komplet ¢uvati u dobro zatvorenoj originalnoj ambalazi na sobnoj temperaturi. Ne drZati na hladnom, ne zamrzavati i ne izlagati direktnoj suncevoj svjetlosti.
Datum proizvodnie i rok valjanosti otisnuti su na etiketi proizvoda.

Literatura

Beck, R.C. (1938): Laboratory Manual of Heamtological Technique, Philadelphia, W.B. Saunders & Co.

Dacie, J. et Lewis S. (1995): Practical haematology, 4™ ed., London, Churchill Livingstone.

Giemsa, G. (1922): Das Wesen der Giemsa-Farbung, Zentralb f Bakt; 89, str. 99-106.

Kiernan, J.A. (2008): Histological and histochemical methods: Theory and Practice, 4" ed., Bloxham, Scion Publishing Ltd.

May, R. et Grinwald L. (1909): Uber die Farbung von Feutchpraparaten mit meiner Azur-Eosine methode, Deutsche med Xschr, 35, str. 1751-1752.

—y

g~ wn

BD-X, V13, 26.08.2021., ISP/VR
Obavezno proutiti °C | Temperatumi W Broj testova u Katalogki Europska BIOGNOST d.o.0.
A prilozenu dokumentaciju “cjr raspon ¢uvanja pakovanju broj C € sukladnost Medugorska 59
P e~ |Cuvati od topline i g L o N ) . 10040 Zagreb
=
[:II] Progitati priloZenu uputu 4\\ sunéevog svietla Vrijedi do LOT | |Broj serije Proizvoda¢ CROATIA

Samo za in vitro - | N www.biognost.com
IVD dijagnosticku primjenu T Cuvati na suhom ! Oprez lomljivo




