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BioGnostovo rjesenje za savrseno jasno i postojano bojanje

Hematoksilin i eozin
bojenje

Hematoksilin i eozin (H&E) bojenje najstarija je i najcesée koriStena tehnika bojenja u rutinskoj
patologiji za medicinsku dijagnostiku. | danas je od kljuéne vaznosti za postavljanje razli¢itih dijagnoza.
lako su razvijene druge boje i protokoli za bojenje stanica i tkiva, izvorna metoda koja je razvijena prije
gotovo 150 godina ostaje relativno nepromijenjena. Hematoksilin se ¢ak ne proizvodi sintetski, vec se
dobiva iz kore drveta. Ipak, H&E bojenje je i dalje najcesce koristen protokol za bojenje u histologiji.

Medutim, H&E bojenje nije standardizirano. Kvaliteta H&E bojenja i dosljednost bojenja ovise o vrsti
hematoksilina, protokolu koji se koristi u odredenom laboratoriju i o starosti reagensa. Patolozi imaju
individualne preferencije za debljinu preparata, intenzitet obojenja i kontrasta boja. Kod odabira
reagensa treba uzeti u obzir: metodu bojenja (ru¢na ili automatska), sigurnost rada s odredenim
reagensom, troskove, prakticnost, dostupnost, kvalitetu kao i osobne preferencije. Iz tog razloga,
BioGnost nudi niz reagensa i protokola za bojenje, razvijenih prema referentnoj literaturi i optimiziranih
s ciliem stalnog poboljSanja proizvoda i protokola bojenja. Uz pravi protokol, svaki laboratorij moze
posti¢i odli¢ne rezultate, poboljsati detalje obojenja jezgre i naglasiti gradacije intenziteta obojenja
citoplazme.

Kombinacija boja hematoksilina i eozina prvi puta je koristena za bojenje tkiva 1876. godine od
strane kemicara Wissowzkyja. Hematoksilin, ili toCnije njegova oksidirana forma hematein, veze se
s mordantom (najce$ée AI**) kako bi obojio molekulu DNA u stanici. Hematein se veze za negativno
nabijene fosfatne skupine u molekuli DNA. Zajedno s AlI** mordantom, boja proizvodi plavu nijansu
u neutralnim do bazi¢nim uvjetima. S druge strane, anionski eozin Y veZe se za pozitivho nabijene
skupine na proteinima, poput aminokiselinskih skupina.

Hematoksilin je prirodno bezbojan, ali postaje boja tek nakon oksidacije u hematein. Intenzivne
boje hematoksilina rezultat su kompleksa hemateina s metalnim ionima. Specificna svojstva bojenja
variraju ovisno o metalu, pH vrijednosti otopine i sastavu reagensa. U hemalum bojama (od njemackog
hemalaun), metal je aluminij, tocnije kalijev aluminij, KAl). Drugi najcesc¢e koristeni metalni ion u
kombinaciji s hematoksilinom je Zeljezo (lll), koje uzrokuje oksidaciju u hematein i formira kompleksne
boje s metalom koje su gotovo crne. Ostali metalni ioni koji se kompleksiraju s hemateinom ukljucuju
bizmut, krom i volfram.

BioGnost u ponudi ima 6 razlicitih vrsta hematoksilina (G1, G2, G3, H, M i ML) i 2 razliCite vrste eozina
(alkoholni i vodeni), $to omogucava jasno i dosljedno bojenje u svakom laboratoriju. Ispravni protokol
za svaki hematoksilin i eozin daje jasne, brzo obojene preparate koji olaksavaju toc¢no postavljanje
dijagnoze. Jedna litra BioGnostovog hematoksilina moze obojiti do 10 000 preparata s istim
intenzitetom obojenja. Svi reagensi koristeni u H&E bojenju su stabilizirani i spremni za upotrebu.



PREDNOSTI BIOGNOSTOVIH H&E REAGENSA SU:

kvaliteta — razlicit intenzitet reagensa pruza visoku kvalitetu obojenja

optimizirani protokoli — svaki protokol posebno optimiziran za razli¢ite hematoksiline i eozine
poboljSane formulacije - optimizirane i stabilizirane otopine

raznolikost otopina i reagensa — mogucénost odabira kombinacija koje najbolje odgovaraju
specificnim potrebama

® reagensi spremni za upotrebu

Postoje tri vrste H&E bojenja: regresivna, modificirana regresivna i progresivna metoda. Regresivna
metoda bojenja prekomjerno oboji tkivo, a zatim uklanja visak boje kiselinom (Hem Diff Strong).
Modificirana regresivna metoda koristi slabu kiselinu (Hem Diff) za diferencijaciju hematoksilina.
Progresivna metoda bojenja oboji do zZeljenog intenziteta bez prvotnog prekomjernog bojenja. U
regresivnoj metodi koristi se jak hematoksilin (Hematoksilin H). U modificiranoj regresivnoj metodi
koriste se umjereno jaki hematoksilini: Hematoksilin G2, G3 i ML. U progresivhoj metodi bojenja
koriste se slabiji hematoksilini kao $to su Hematoksilin G1 i M.

Ove formulacije i protokoli omogucavaju razna obojenja. Neki boje vréaste stanice (Gill), drugi ne
(Harris). Gill hematoksilini imaju tri formulacije (1, 2 i 3). Gill 1 ima jacinu koja boji osjetljive uzorke
kromatina u citoloskim preparatima, ali se moze koristiti i za histoloSke uzorke. Gill 2 i 3 koriste se za
bojenje tkivnih preparata.

Eozin se u H&E postupku bojenja naziva kontrastnom bojom. On boji gotovo sve sto hematoksilin
ne oboji. Kada se pravilno koristi, eozin daje tri razlicite boje koje se mogu koristiti za razlikovanje
razlicitih elemenata tkiva: crvene krvne stanice boje se tamno crvenkasto, kolagen svjetlije ruzicasto,
a glatki misic jarko ruzicasto. Pola litre BioGnostovog eozina moze obojiti do 5 000 preparata s istim
intenzitetom boje.

PRINCIP H&E BOJENJA:

. Deparafinacija preparata pomocu reagensa BioClear ili BioClear New

. Rehidracija sa alkoholima Histanol 100, Histanol 95 i Histanol 70

. Bojenje hematoksilinom (G1, G2, G3, H, M ili ML)

. Diferencijacija pomoc¢u Hem Diff (za hematoksilin G2, G3 i ML) ili Hem Diff Strong (za hematoksilin H)
. Plavljenje sa Scottovom otopinom, Bluing reagensom ili BioBluing puferom

. Ispiranje s teku¢om vodovodnom vodom

. Bojenje eozinom (alkoholnim ili vodenim)

. Dehidracija sa alkoholima Histanol 95 i Histanol 100

. Bistrenje pomocu reagensa BioClear ili BioClear New
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Rezultati bojenja

Svaki patolog ima vlastite preferencije intenziteta obojenja stanicnih struktura. Neki preferiraju jaci
intenzitet i kontrast dok drugi vole njeznije nijanse. Zbog toga BioGnost u svom portfelju nudi Sirok
izbor reagensa, nekoliko vrsta hematoksilina i eozina, kao i dodatne reagense poput diferencijatora,
pufera/reagensa za plavljenje, alkohola i ksilena/supstituta za ksilen.

Moguce je posti¢i mnogo razlicitih rezultata bojenja, ovisno o preferencijama patologa/laboratorija.

Slabiji intenzitet @ Umjeren intenzitet @ @ Jak intenzitet @ @ @

Na rezultat bojenja utjece mnogo razlicitih cimbenika. Osim kvalitete reagensa, vrlo je vazno definirati
postupak bojenja. Bojenje hematoksilinom i eozinom samo je sredisnji dio postupka bojenja;
deparafinacija, diferencijacija, ispiranje, plavljenje, dehidracija i bistrenje takoder su vrlo vazni dijelovi
protokola bojenja. Naravno, metoda bojenja (progresivna, regresivna ili modificirana regresivna
metoda) kljuCna je za dobivanje jasnih i konzistentnih rezultata bojenja. Vrijeme inkubacije svakog
reagensa takoder je vrlo vazno. Zanimljivo je kako se s razli¢itim vrstama hematoksilina ili eozina
mogu postici isti ili razli¢iti rezultati, ovisno o vremenu inkubacije. Ova naizgled jednostavna i najcesce
koristena tehnika bojenja zapravo je vrlo zahtjevna i kompleksna pa je potrebno puno vjestine kako
bi se napravio ispravan protokol.

BioGnostovi H&E reagensi i protokoli, razvijeni u BioGnostovom Odjelu za istrazivanje i razvoj,
univerzalni su, jednostavni i optimizirani za automatsko i ru¢no bojenje. Protokoli se mogu prilagoditi
za svaki automatski uredaj za bojenje preparata, bez obzira na broj kadica za bojenje ili druge
karakteristike bojaca. Postoje i drugi protokoli koji se mogu kreirati, ali su vezani za razlicite bojace i
laboratorije. Na primjer, na BioGnostovim uredajima nisu uklju¢ene moguénosti uranjanja u kadice ili
zagrijavanja reagensa pa su BioGnostovi protokoli univerzalni i primjenjivi na svaki H&E bojac (sa ili
bez tih funkcija). Sa BioGnostovim formulacijama moguce je dobiti nekoliko stotina protokola, ovisno
o vrsti hematoksilina/eozina koji se koriste za bojenje, vrsti uredaja za bojenje (s razli¢itim opcijama) i,
naravno, preferencijama patologa. Vrlo je vazno da svaki laboratorij ima najbolji protokol bojenja kako
bi se smanijili netoCni rezultati, Cime se omogucava pouzdano postavljanje dijagnoze.


https://www.pathozoom.com/imageaccess/362c52491af6491c968ec4a2154a20f5
https://www.pathozoom.com/imageaccess/b2df8e6f4ae6460c92fd9fad94b7453e
https://www.pathozoom.com/imageaccess/dd3f6270bccc41c6bbf5c28609e27b24

Boje za standardno H&E bojenje

Hematoksilini

Svaki BioGnostov hematoksilin pravilno je oksidiran i posebno stabiliziran kako bi se ocuvala
reaktivnost reagensa kroz dulje vremensko razdoblje kao i zadrzala njegova kvaliteta. Svako bojenje
omoguduje kristalno jasnu i detaljnu sliku jezgre stanice, Sto olaksava detekciju abnormalnih ili
patoloskih promjena.

Vrsta protokola bojenja

Vrsta hematoksilina e :
: . Modlificirana regresivna
Progresivna metoda | Regresivna metoda metoda

Hematoksilin G1

J ) _
o
Hematoksilin G2 N - v
o0
Hematoksilin G3 N _ v
000
Hematoksilin H

v v v
000
Hematoksilin M N . -
o
Hematoksilin ML J . v
o0

legenda: @@ @® Jak @@ Umjeren @ Njezan



Hematoksilin G1 Pogledajte nase

rezultate bojenja!

Hematoksilin G1, prema Gillu, idealan je za bojenje vréastih stanica. Ovo je
reagens nove generacije za njezno progresivno bojenje u histopatologiji i
citologiji.

Ljudska pluca obojena sa Hematoksilinom G1 i Eozinom 0,5% alkoholnim
(progresivna metoda bojenja).

Ljudsko crijevo obojeno sa Hematoksilinom G1 i Eozinom 0,5% alkoholnim
(progresivna metoda bojenja).


https://www.biognost.com/product/hematoxylin-g1/
https://www.pathozoom.com/imageaccess/03ec6e2ebc4247bf969a646d46c1a9c9
https://www.pathozoom.com/imageaccess/30464871ab72400f92fa217899e31e23

Hematoksilin G2 Pogledajte nase

rezultate bojenja!

Hematoksilin G2, prema Gillu, sadrzi dvostruku koncentraciju hematoksilina
u usporedbi s Hematoksilinom G1. Ovo je reagens nove generacije srednjeg
intenziteta, namijenjen za progresivno i modificirano regresivno bojenje
u histopatologiji, citologiji te za kontrastno bojenje u imunohistokemiji.

Ljudska koZa obojena sa Hematoksilinom G2 i Eozinom 1% alkoholnim
(modificirana regresivna metoda bojenja).

Ljudska arterija obojena sa Hematoksilinom G2 i Eozinom 1% alkoholnim
(modificirana regresivha metoda bojenja).


https://www.pathozoom.com/imageaccess/9ea87f974e514868a4df33bd0791a880
https://www.pathozoom.com/imageaccess/bd69bc5e014a4d8da0cd0059df6a4676
https://www.biognost.com/product/hematoxylin-g2/

Hematoksilin G3 Pogledajte nase

rezultate bojenja!

Hematoksilin  G3 sadrzi trostruko vecu koncentraciju hematoksilina
u usporedbi s Hematoksilinom G1. Ovo je reagens nove generacije
shaznog intenziteta za progresivno i modificirano regresivnho bojenje u
histopatologiji i citologiji.

Ljudski crvuljak obojen sa Hematoksilinom G3 i Eozinom 2% vodenim
(modificirana regresivna metoda bojenja).

B RN
Svinjska pluca obojena sa Hematoksilinom G3 i Eozinom 2% vodenim
(modificirana regresivna metoda bojenja).



https://www.pathozoom.com/imageaccess/2beef53b33bc4616806d2b6499a3e107
https://www.pathozoom.com/imageaccess/36706fcc220945a392c2b103e9fad580
https://www.biognost.com/product/hematoxylin-g3/

Hematoksilin H Pogledajte nase

rezultate bojenja!

Hematoksilin H, modificiran prema Harrisu, naj¢esce je koristena formulacija
za H&E bojenje. Ovo je reagens snaznog intenziteta za progresivno,
regresivno i modificirano regresivno bojenje u histopatologiji.

Ljudski bubreg obojen sa Hematoksilinom H i Eozinom 1% vodenim
(regresivna metoda bojenja).

Ljudski mozak obojen sa Hematoksilinom H i Eozinom 1% vodenim
(regresivna metoda bojenja).
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https://www.pathozoom.com/imageaccess/1760d40736dc452c8e69873b7e38ede1
https://www.pathozoom.com/imageaccess/dbbc2edcf919436ab822f06109ae3b29
https://www.biognost.com/product/hematoxylin-h/

Hematoksilin M

Hematoksilin M, modificiran prema Mayeru, reagens je slabijeg intenziteta za progresivno bojenje u
histopatologiji.

Pogledajte nase
rezultate bojenja!

Ljudski testis obojen sa Hematoksilinom M i Eozinom 1% alkoholnim
(progresivna metoda bojenja).

Hematoksilin ML

Hematoksilin ML, modificiran prema Mayer-Lillie, reagens je snaznog intenziteta nove generacije za
progresivno i modificirano regresivno bojenje u histopatologiji.

Pogledajte nase
rezultate bojenja!

Ljudski limfni cvor obojen sa Hematoksilinom ML i Eozinom 1% alkoholnim
(modificirana regresivnha metoda bojenja).
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https://www.pathozoom.com/imageaccess/c0fdf599b8414f62b6332dd5770ec5d5
https://www.pathozoom.com/imageaccess/94d8b6a2bf4e43f2a8e93f8c60da2989
https://www.biognost.com/product/hematoxylin-m-2/
https://www.biognost.com/product/hematoxylin-ml/

Puferi za diferencijaciju i plavijenje

Diferencijacija jezgre omogucuje jasnu vizualizaciju nuklearnih struktura u regresivnim i modificiranim
regresivnim protokolima dok se upotrebom pufera za plavljenje postize plava boja hematoksilina
odnosno jezgri.

HEM Diff

Reagens za diferencijaciju na bazi slabe kiseline, idealan za modificiranu regresivnu metodu bojenja.
Osigurava jasne detalje kromatina u jezgri i smanjuje nezeljeno pozadinsko bojenje. Reagens spreman
za upotrebu. Nije opasan. Koristi se za diferencijaciju Hematoksilina G2, G3 i ML.

HEM Diff Strong

Snazan reagens za diferencijaciju na bazi kiselog alkohola, idealan za regresivnu metodu bojenja.
Omogudava izvrsnu diferencijaciju izmedu nuklearnih i nenuklearnih struktura. Koristi se za
diferencijaciju Hematoksilina H.

BioBluing pufer

Puferirani alkalni reagens za plavljenje hematoksilina s blagim pH (8,5). Osigurava optimalno bojenje
i pravilnu obojenost stanica. Zbog alkalnog pH, hematoksilin prelazi iz crvene boje u plavu. BioBluing
pufer unaprijed je pripremljen, spreman za upotrebu i otopina je plave boje radi lakse identifikacije.
Sadrzi puferski sustav koji sprjecava fluktuaciju pH vrijednosti.



Citoplazmatska boja za standardno H&E bojenje
Eozini

Otopine eozina Y koriste se kao kontrastna boja hematoksilinu u standardnoj H&E metodi bojenja.
Eozin Y je anionska boja koja jarkocrveno boji osnovne stani¢ne komponente kao $to su citoplazma,
kolagen, misi¢na vlakna i eritrociti.

Vrsta eozina Koncentracija eozina Y u otopini

Vodeni

Alkoholni /

Dodatne vrste alkoholnog eozina:

Eozin Kontrast

Modificirana alkoholna otopina za kontrastno bojenje citoplazme. Reagens sadrzi eozin Y i floksin B
za pojacani ucinak kontrastnog bojenja.

Pogledajte nase
rezultate bojenja!

Ljudska koZa obojena sa Hematoksilinom G2 i Eozin Kontrastom
(modificirana regresivha metoda bojenja).
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https://www.biognost.com/product/eosin-y-0-2-aqueous/
https://www.biognost.com/product/eosin-y-0-5-aqueous/
https://www.biognost.com/product/eosin-y-1-aqueous/
https://www.biognost.com/product/eosin-y-2-aqueous/
https://www.biognost.com/product/eosin-y-0-5-alcoholic/
https://www.biognost.com/product/eosin-y-1-alcoholic/
https://www.biognost.com/product/eosin-y-2-0-alcoholic/
https://www.pathozoom.com/imageaccess/dd3f6270bccc41c6bbf5c28609e27b24
https://www.biognost.com/product/eosin-contrast/
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Eozin Kontrast PLUS

Modificirana alkoholna otopina za intenzivno kontrastno bojenje citoplazme. Reagens sadrzi boje
Eozin Y, floksin B i Biebrich Scarlet za dodatni ucinak kontrastnog bojenja.

Pogledajte nase
rezultate bojenja!

Ljudski srcani misic obojen sa Hematoksilinom G1 i Eozin Kontrast Plusom
(progresivna metoda bojenja).


https://www.pathozoom.com/imageaccess/cfc386d9bf154d7ca1d9d27dec4f5a8f
https://www.biognost.com/product/eosin-contrast-plus/

Pogledajte nase
rezultate bojenja!
Supstitut hematoksilina

ErioGnost reagens

ErioGnost reagens je kiseli reagens za brzo bojenje jezgara, usporediv s bojenjem hematoksilinom.
To je ekoloski prihvatljiva sintetska zamjena za hematoksilinske reagense. Eriokrom Cijanin R pripada
anionskim sulfonftaleinskim mordant bojama. Moze se koristiti samostalno kao pH indikator ili kao
crvena anionska boja; medutim, stvara intenzivno obojene komplekse s ionima prijelaznih metala (poput
iona zZeljeza), zbog Cega se najcesce koristi u histologiji kao zamjena za hematoksilin. Eriokrom predstavlja
ekonomicnu i ekoloski prihvatljivu sintetsku zamjenu za hematoksilin, a njegove radne otopine pokazuju
bolju stabilnost u usporedbi s radnim otopinama hematoksilina.

Zbog tehnickih i komercijalnih slozenosti u proizvodnji i distribuciji hematoksilina dolazi do nestasica
hematoksilina buduéi da je hematoksilin prirodna boja koja se dobiva iz srzi stabla Haematoxylum
campechianum L. Stoga je BioGnost razvio sintetsku zamjenu za hematoksilin, koja predstavlja
standardiziranu tehniku bojenja jezgara, ima dulji vijek trajanja od prirodnog hematoksilina i moze se
koristiti u automatskim bojac¢ima.

ErioGnost je pouzdana zamjena za hematoksilin u rutinskim i specijalnim bojenjima. MozZe se koristiti za
monokromatsko selektivno bojenje jezgara ili dikromatsko bojenje u dva koraka koje moze zamijeniti
H&E bojenje. Glavne prednosti ErioGnosta ukljucuju stabilnost i pouzdanu opskrbu osnovne boje.

¥

g LR £ cfeaba bt Vad Al e
Ljudski bubreg obojen Ljudska tonzila obojena
sa ErioGnost reagensom. sa ErioGnost reagensom.
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https://www.pathozoom.com/imageaccess/27ce160473db4c7e845b42a5a815b655
https://www.pathozoom.com/imageaccess/b4ca95ba3d104f9db21f417b926b1122
https://www.pathozoom.com/imageaccess/15265edb89e3443db556382b4542c9a7
https://www.biognost.com/product/eriognost-reagent/
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m Pogledajte nase
rezultate bojenja!

Supstitut formalina

BioFix GL

BioFix GL, otopina fiksativa bez formalina, inovativni je reagens koji omogucuje optimalnu fiksaciju
tkiva na strukturnoj i molekularnoj razini, bez toksi¢nosti i kancerogenog djelovanja. Izvrstan je za
konvencionalnu histologiju, specijalna bojenja i imunohistokemiju. Glavna komponenta BioFix GL-a
je glioksal, glavna zamjena za neutralno-puferirani formalin u histopatoloskoj obradi tkiva. Njegova
jedinstvena struktura omogucava brzo prodiranje u tkivo i pruza veéu sigurnost u usporedbi s
formalinom.

Glioksal je ve¢a molekula od formaldehida, brzo prodire u stanice/tkiva, fiksira proteine i omoguéava
ocuvanje stani¢ne morfologije slicne formaldehidu. Rutinsko H&E bojenje pokazuje jasnocu i detalje
stanicnih struktura. Sva tkiva fiksirana u BioFix GL-u mogu se bojiti BioGnost-ovim H&E reagensima
uz optimizirane protokole.

i ? N

Ovcji bubreg; bojenje: H&E, fiksativ: BioFix GL.

Ovdja jetra; bojenje: H&E, fiksativ: BioFix GL.


https://www.pathozoom.com/imageaccess/4ca40d2bd1d34ebe8ae6a2754ae69ef9
https://www.pathozoom.com/imageaccess/a939c11803c346a0b45623aa7dfedf31
https://www.biognost.com/product/biofix-gl/

Zasto je H&E bojenje toliko vazno?

Vecina svakodnevnog rada patologa temelji se na rezultatima H&E bojenja. Izuzetno je vazno imati
dobre protokole bojenja jer je H&E bojenje osnova svakog histopatoloskog laboratorija. lako je
razvijeno mnogo razlicitih boja, nijedna od njih ne moze zamijeniti H&E. |zvorna H&E metoda razvijena
je prije gotovo 150 godina i ostala je nepromijenjena. Medutim, procjenjuje se da 50% histopatoloskih
laboratorija u svijetu ima ozbiljne probleme sa kvalitetom H&E bojenja i sa postavljanjem pouzdane
dijagnoze. Kvalitetni rezultati H&E bojenja vrlo su rijetki zbog manjka znanja u histotehnologiji. Zato
je BioGnost ovdje da vam pomogne i ponudi pravo rjeSenje za vas svakodnevni problem.

H&E boje za sve potrebe

BioGnostov program za optimizaciju H&E bojenja

BioGnostov strucnitim je tuza vas. Dostupni smo u svakom trenutku kako bismo vam pomogli odabrati pravu
boju, optimizirati protokol koji odgovara vasim potrebama i pruziti vasim histotehnicarima i patolozima
kvalitetu i rezultate kakve ocekuju. S nasim znanjem i iskustvom mozemo vam pomoci u poboljSanju vaseg
protokola bojenja. Samo nam posaljite svoje preparate i odaberite Zeljene H&E kombinacije za testiranje.
Vasi preparati bit ¢e obojeni BioGnostovim reagensima za bojenje prema potrebama vaseg laboratorija.
Takoder ¢emo vam i skenirati preparate kako biste brzo dobili Zeljene rezultate.

e Skeniranje
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Sto najbolje
odgovara vasem
laboratoriju

Preferiramo odrzavati redovitu komunikaciju s vasim laboratorijem i nakon zavrSetka procesa
optimizacije stoga se slobodno obratite za bilo kakva daljnja pitanja. BioGnostov tim strucnjaka tu
je da vas savjetuje i vodi do boljih rezultata bojenja i tocnih dijagnoza. Nase iskustvo u klinickom
radu, razvoju reagensa za bojenje i rjeSavanju problema osigurava odgovarajuée preporuke za vas
laboratorij. Ne gubite vrijeme pokusavajuci pronaci najbolji protokol, jednostavno nas kontaktirajte i
mi ¢emo vam pomodi!
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