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Barveni pomoci May-Griinwald roztoku

Fixace a diferenciadlni barveni bunécnych struktur

Pro pouziti v laboratofi vyskolenym persondlem. In Vitro diagnostické zafizeni.

1 - Pouziti
May-Griinwald roztok, v kombinaci s Giemsa roztokem je zamyslen pro fixaci a diferencialni
barveni bunécénych struktur pred mikroskopovanim.

2 - Princip stanoveni

Barveni dle Pappenheima umoziuje diferencidlni méreni bunék periferni krve a kostni dfené.
Pouzivaji se dva neutrdlni roztoky se specifickymi vlastnostmi — May-Grinwald a Giemsa;
Nemaji barvici schopnost v alkoholovém médiu, plsobi selektivné v pufrem oSetfeném
vodnim roztoku, kde pufr vyvola precipitaci neutralnich barviv.

May-Grinwald barvi acidofilni buriky a neutrofilni granula leukocyt(. Giemsa barvi cytoplazmu
monocytl a lymfocytl a chromatin v jadrech bunék.

3 — Reagencie

May-Griinwald Giemsa R
320070-0500 1 x500 ml 320210-0125 1x125ml
320070-1000 1x1l 320310-0500 1 x500 ml
320070-2500 1x2,51 320310-1000 1x1l
pH=6,8 buffer Lugol PvP stabilised solution
330368-5000 1x51 367400-1000 1x1l
363568-0000 6 x 11 po rozpusténi  367400-2500 1x2,5l
pH=7,0 buffer
330370-5000 1x51
361600-0000 6 x 11 po rozpusténi

Vodny roztok hyposulfatu sodného, Ethanol, Aceton, fixni médium, sklicka pro
mikroskopovani.

4 — Skladovani a manipulace
Vyse uvedené reagencie skladujte pfi pokojové teploté (15 — 25°C), mimo zdroje svétla a tepla.
Datum expirace pred a po otevreni jsou uvedeny na obalu.

Veskera manipulace se vzorky a reagenciemi musi byt provadéna vyskolenym personalem dle
relevantnich norem. Pfi manipulaci pouZivejte spravna ochranna zatizeni pro jednotlivce i pro
pracovisté dle prislusnych regulaci.

Personal musi byt obeznamen s klasifikaci nebezpeci materialu.
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Méreni musi byt provedeno autorizovanym persondlem dle platnych laboratornich radua.

5 - Barviva

320070: May-Griinwald ca 0,3%

320300: Leishman’s stain (CAS 12627-53-1) ca 0,5%
320310: May-Grinwald ca 0,4%

Methylene blue (CAS 61-73-4) ca 0,1%

6 — PFiprava vzorku

Manipulujte se vzorky dle laboratornich norem.

Zkumavku se vzorkem promichejte pomalou inverzi. Na zkumavku nasadte kapatko a na sklicko
dejte kapku krve. Druhym sklickem, v uhlu 45°, nejprve nechte kapku kapilarné rozsifit na Sirku
sklicka, pak sklickem protahnéte krev podél dolniho sklicka.

Dobry natér nesahd na konec sklicka, je postupné tenci a na konci roztfepeny.

Pfed barvenim nechte natér uschnout.

A . A
y ol ”y -~
B / b/
» _‘ y
1 2
B B
o P
A . > < A
4 4"“-
3 4

Pozn.: Pokud nemate k dispozici kapatko na zkumavky, zkumavku se vzorkem otevrete a
pouzijte pipetu.
Manuadlni natér kostni dfené

Pipetou dejte malou ¢ast vzorku na sklicko. Odsajte prebytecnou krev a zbylé hromadky
prekryjte druhym sklickem. Posunovanim horniho sklicka se ztencéi a rozetfe vrstva bunék. Po
rozetfeni vzorku odstrante vrchni sklicko a nechte vzorek uschnout.

7 — Pfiprava reagencii a nastrojui

Dle nize uvedenych protokoll naredte May-Grinwald a Giemsa roztoky a nalejte je do
barvicich nadob.

Kyseld voda: 5 kapek v 100 ml destilované vody

5% vodny roztok hyposulfatu sodného: 5 g hyposulfatu sodného v 100 ml destilované vody
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8 — Protokoly
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NiZe uvedené protokoly sestavaji z postupnych maceni sklicek v nadobach s rznymi barvicimi

roztoky. Cas zohledriuje pouze dobu ponofeni v reagencii.
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Pozn.: U metody barveni v Idzni napliite kaZdou ndadobu vhodnym Ccinidlem v dostatecném

objemu, aby zakryly stéry PFi ponoreni sklicka nezapomerite zakryt cely vzorek, viz vyse.

U metody kryciho barveni umistéte sklicko na stojan s fixovanym stérem nahore.

Hematologické vzorky — manudlni barveni v Iazni — manualni mikroskopicka analyza

Délka barveni: 14 minut 10 sekund
Kroky Reagencie Cas [min:s] Instrukce
May-Griinwald

Fixace a predbarveni 03:00
roztok
Oplachnuti Pufr 01:00 Nejsou
) 1/20 Giemsa R roztok
Barveni o 10:00
fedény v pufru
Opakované
Oplachnuti Pufr 00:10 pohybujte se vzorky
v nddobé
Schnuti - >03:00 -
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Hematologické vzorky — manualni barveni kryci — manualni mikroskopicka analyza

Délka barveni: 14 minut 10 sekund

Kroky
Oprava
predbarveni

Oplachnuti

Barveni

Oplachnuti

Schnuti

Reagencie
a 1 ml May-Griinwald
roztoku

1 ml pufru

1/30 Giemsa R roztok
fedény v pufru

Pufr

Cas [min:s]

03:00

01:00

10:00

00:10

>03:00

Instrukce
Zakryti sklicka

Priddvejte opatrné a
michejte bez wyliti.
odpoctu
odeberte Cinidlo.

Na konci

Zakryjte sklicko. Na
konci odpoctu
odeberte Cinidlo.
Oplachujte  rychle.
MuUZe byt pouZita i
vodovodni voda.

Histologické vzorky — manualni barveni v lazni — manudlni mikroskopicka analyza

Délka barveni: 65 minut

Kroky

Barveni

Barveni
Oplachnuti

Barveni

Barveni
Oplachnuti

Diferenciace

Oplachnuti

Dehydratace
Dehydratace

Preparat

Reagencie

Lugol PVP-stabilizovany
roztok

5% vodny roztok

hyposulfatu sodného
Destilovand voda

1/5 roztok May-Grinwald
s destilovanou vodou
Giemsa L (3 kapky v2 ml
destilované vody)
Destilovana voda

Kyseld voda (5 kapek v 100
ml)

Destilovana voda

Etanol/aceton 50/50 smés
Toluene nebo xylene
Preparat na bazi toluenu
nebo xylenu

Cas [min:s]

05:00

05:00

15:00

40:00

Instrukce

*

Nejsou

Nejsou

V autoklavu pfi 37°C

Poté wvysuSte na
filtracnim papiru

2 koupele

* Odstrante vosk a hydratujte histologicky vzorek v ptislusnych reagenciich pred barvenim.
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Vybér pufru:
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Kvalita a reprodukovatelnost barveni je ovlivnéna pouzitym pufrem. Vybér pH pufru zalezZi na

zvyklosti laboratore. Jsou dostupné pufry o pH 6,8, 7,0 a 7,2. Jsou k dispozici jiz fedéné, nebo

jako lyofilizat. Pro

nepredvidatelné a nejednotné barvici vysledky.

rozpousténi pufru nepouzivejte tekouci vodu — milzZe zpUlsobit

Pufry specifické pro hematologii jsou bezpecné pro personal, jsou vyrobeny s fosfaty a zvysuji

stabilitu a omyvatelnost.

9 - Predpokladané vysledky

Hematologické vzorky

Chromatin / Nuclei
Granulocyty
cytoplazma bez RNA
Granulocyty
eosinofilni granula
Granulocyty
basofilni granula
Granulocyty
neutrofilni granula
Lymfocyty
cytoplazma s RNA
Lymfocyty
cytoplazma bez RNA
Lymfocyty

azurofilni granula
Monocyty
cytoplazma

Erytrocyty

Desticky chromomer
Desticky hyalomer
Krevni parazit
nukleus

Krevni parazit
cytoplazma

+ syté fialova

Svétle fialovo-razova

Oranzovo-ruzové

Tmavé modra

Tmavé fialovo-rizova

Cisté modra

Svétle modra

Cervena

Fialovo-modra

RUzovo-bézova az
bézovo-Seda
Fialovo-Cervena

Namodrala

Cervena

Modra

Histologické vzorky
Chromatin / Nuclei

Bazofilni cytoplazma

Acidofilni
cytoplazma
Polychromatofilni

cytoplazma
Acidofilni leukocyty
granulace
Neutrofilni leukocyty
granulace
Basofilni  leukocyty
granulace
Azurofilni leukocyty
granulace
Bazofilni erytrocyty
granulace

Fialova aZ rGzova
Nebesky modra az
tmavé modra
Svétle cervena az
narGzovéla
Nasedl3 nebo

nafialovéla
naoranzoveéla

Spinava hnédo-

rlzova
Tmaveé fialkova

Fialova nebo

nafialovéla

Kobaltové modra

Pokud se vysledky lisi od predpokladu, kontaktujte prosim vyrobce nebo jeho zastupce.
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10 - Charakteristika

Analyticka validita reagencii je zaloZena na védecké, odborné recenzované literature,
prokazana pravidelnym hodnocenim klinického vykonu v rdmci sledovani G¢innosti a zarucena
CE certifikaci. Pro optimalni vysledky pouZivejte Cisté a suché laboratorni pfislusenstvi.
Laboratof je zodpovédna za kontaktovani vyrobce nebo jeho zastupce pfi jakékoliv zavainé
pfihodé.

Pokud se vzhled vyrobku lisi od vyse uvedeného popisu, nepouZivejte je a obratte se na
vyrobce nebo jeho zastupce.

11 — Kontrola kvality

UZivatelé jsou zodpovédni za provedeni kontroly kvality, jeji procedury a ndvaznosti
s pfislusnymi laboratornimi rady.

Hematologické vzorky:

Vyrobce (RAL Diagnostics) doporucuje barvit Cerstvé natfené vzorky s normalnim poctem
bilych krvinek a bez zndmych patologii pfi kazdé obnové reagencii a pro kazdy prvni barvici
cyklus dne. Tyto natéry by mély byt porovnany s kontrolnimi sklicky, abyste zajistili konzistentni
kvalitu vysledka.

Stabilita barvy:

Kvalita a reprodukovatelnost barveni zalezi na spravném pouziti produktl. Barveni dle vyse

uvedenych doporuceni je stabilni po dobu nékolik dni.
Pokud je potreba skladovat natéry nékolik mésict az let, vyrobce doporucuje zakryt je krycim
sklickem se spravnou tekutinou a skladovat v prachotésném obalu.

12 - Bezpecnostni udaje

Se vSemi vzorky biologického plvodu by se mélo manipulovat jako s potencionalné infekénimi.
Likvidaci provadéjte dle mistnich platnych regulaci.

Chemicky a biologicky odpad musi byt shromaZzdén a likvidovan registrovanymi spoleénostmi.
Bezpelnostni udaje jednotlivych reagencii naleznete v jejich pfislusnych bezpecnostnich
listech.
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May-Griinwald roztok

H225: Vysoce hotlava kapalina a pary.

H301+311+331: Toxickd pti poZiti, pfi styku skOzi a pfi
vdechovani.

H370: Zpusobuje poskozeni organ.

P210: Chrante pred teplem, horkymi povrchy, otevienym ohném, zdroji jiskfeni a ohné. Zakaz
koufeni.

P261: Zamezte vdechovani vypar(i, mlhy, aerosolu, plynu.

P264: Po manipulaci si dikladné umyjte ruce.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice a odév a ochranné bryle nebo obli¢ejovy stit.
P301+310: PRI POZITi: Okamzité volejte Iékaiskou pomoc nebo Toxikologické stfedisko.
P308+311: Pfi expozici nebo podezieni na ni: Volejte Iékarfe nebo toxikologické stredisko.
lObsahuje CH30H

Giemsa R roztok

H225: Vysoce hoflava kapalina a pary.

H301+311+331: Toxicka pfi poziti, pti styku sk{zi a pfi
vdechovani.

H370: Zpusobuje poskozeni orgadna.

P210: Chrante pred teplem, horkymi povrchy, otevienym ohném, zdroji jiskfeni a ohné. Zakaz
koureni.

P261: Zamezte vdechovani vypar(i, mlhy, aerosolu, plynu.

P264: Po manipulaci si dikladné umyjte ruce.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice a odév a ochranné bryle nebo obli¢ejovy stit.
P301+310: PRI POZITi: Okamzité volejte lékaiskou pomoc nebo Toxikologické stfedisko.
P308+311: Pri expozici nebo podezieni na ni: Volejte Iékafe nebo toxikologické stredisko.

lObsahuje CH30H|

Pufr pH=6,8, pH=7,0, pH=7,2

H317: MUze vyvolat alergickou koZni reakci.

H412: Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi ndsledky.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice a odév a ochranné bryle nebo obli¢ejovy
stit.

P333+313: Pfi podrazdéni kiZe nebo vyrazice: Vyhledejte Iékarskou pomoc.

\Obsahuje 5-chIoro-2-methyl-2H-isothiazol-3-jedna/2-methyl-2H-isothiazol-3-jedna\
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