ACCUSTAIN®
WRIGHT STAIN
(Postup & WS)

SIGMA-ALDRICH®

POUZITI

Barvivo Wright Stain je ur€eno k barveni krevnich filmG a filmd kostni dfené. Roztoky
jsou ur€eny k pouziti v “diagnostice in vitro”

Wrightovo barvivo je modifikované barvivo Romanowského a pouziva
se k diferenénimu barveni bunéénych ¢astic krve. Pfi barveni krevnich filmi popsanym
postupem se jadra a cytoplazma bilych krvinek zabarvuji do modra az rizova. Kombinace
purifikovanych barviv v preparatech ACCUSTAIN Wrightova barviva eliminuje
nekonzistentnost barveni a poskytuje reprodukovatelnost chromogenické odezvy
jednotlivych SarZi.

Postupy v tomto letaku popisuji pouZiti barviva Wright Stain jako manudlni barveni
ponofovanim nebo hromadné barveni na barvicich automatech, napfiklad Hemastainer
dodévany Geometric Data, Midas Il dodévany EM Diagnostic Systems, Inc. a Fisher
Stainmaster dodavany Fisher Scientific

REAGENCIE

WRIGHT STAIN, MODIFIED, katalogové ¢. WS
Wrightovo barvivo, modifikovano, 0,3 % w/v, pufrovano pfi pH 6,8, v methanolu.

POTREBNE SPECIALNI MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTI DODAVKY:
FOSFATOVY PUFR, katalogové ¢. P3288
Smés fosfore€nanu sodného a fosforeénanu draselného, 0,0083 M/L, pH 7,2

PROMYVACi ROZTOK 2, katalogové & RS 2
Roztok ethanolu, 18 % smécedlo. Obsahuije 0,02 % azidu sodného jako konzerva¢niho Einidla.

METHANOL, BEZ ACETONU, katalogové €. M 1775
Mikroskopicka / sklicka / Kryci skli¢ka

ULOZENI A STABILITA:
Skladujte roztoky Wright pfi pokojové teploté (18-26 °C). Stitek reagencie uvadi datum
pouzitelnosti.
Skladujte fosfatovy pufr, promyvaci roztok 2 a methanol pfi pokojové teploté (18-26°C).
Skladujte pracovni roztok fosfatového pufru pfi 2-8°C. Pfed pouzitim zahfejte

ZHORSENI:
Zlikvidujte Wrightovo barvivo, jestlize se objevi srazenina. Zlikvidujte pracovni roztok
fosfatového pufru, jestlize je zakalen nebo viditelné bakteriologicky znegistén.

PRIPRAVA:

Roztok Wright Stain se dodava pfipraven k okamzitému pouziti, avSak Wrightovo
barvivo Ize pfi pouziti na barvicim pfistroji zfedit. Viz nésledujici névod.

Fosfatovy pufr (P3288) se pfipravi zfedénim 1 lahvicky pufru v 3,8 litrech deionizované
vody. Dobfe promichejte, aby se rozpustil.

Methanol je pfipraven k okamzitému pouziti.

BEZPECNOSTNIi OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat bézna bezpecnostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se vSemi mistnimi, statnimi a oblastnimi pfedpisy. Viz
Bezpecnostni list k materialu, ktery uvadi aktudini informace o riziku, nebezpeci a bezpec¢nosti.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Wright Stain je HORLAVY a TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kizi a pii poZiti.
Drazdi ogi a pokozku. Nadobu uchovaveijte t€sné uzavfenou. UdrZujte mimo zdroji zapéleni —
zakaz koureni. PouZivejte vhodné ochranné oble¢eni a rukavice. V pripadé nehody nebo pokud
se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Promyvaci roztok Rinse Solution 2 je VZNETLIVY a SKODLIVY. Hoflavy. Skodlivy pfi
poziti. Drazdi o€i, dychaci systém a pokozku. Udrzujte mimo zdroji zapdleni — zakaz
koufeni. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné rukavice. Azid sodny mUze reagovat s olovem a médi
a vytvaret vysoce hoflavé slouceniny. Zasazené organy: Nervy a jatra.

Fosfatovy pufr. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Methanol je HORLAVY a TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kiZi a pfi poziti.
Toxicky: Mozné riziko velmi vaznych ireverzibilnich vlivi vdechnutim, v kontaktu s pokozkou
a pozitim. Drazdi o¢i a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo
zdroju zapaleni — zékaz koufeni. Pfijméte pfislusna bezpecnostni opatieni proti vybojlim
statické elektfiny. Zamezte kontaktu s klizi. PouZivejte vhodné ochranné obleéeni a rukavice.
V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékafskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek).

EU Prohlaseni o rizicich a bezpecnosti (Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana)

Wrightovo barvivo a methanol jsou VYSOCE HORLAVE a TOXICKE. Vysoce hoflavy.
Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kGzi a pfi poZiti. Toxicky: Mozné riziko velmi vaznych
ireverzibilnich vlivil vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. Nadobu uchovaveite tésné
uzavfenou. UdrZujte mimo zdrojl zapaleni — zékaz koufeni. V pfipadé nehody nebo pokud
se necitite dobfe, vyhledejte ihned lékafskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).
Pouzivejte vhodné ochranné obleceni a rukavice.

Promyvaci roztok Rinse Solution 2 je DRAZDIVY, Hoflavy. Drazdi odi, dychaci systém a
pokozku. Udrzujte mimo zdroju zapéleni — zakaz koureni. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned
promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné
oblegeni a rukavice.

Fosfatovy pufr. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.
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POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkd v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znama zkudebni metoda nemize nabidnout Gpiné zajiéténi, ze krevni
vzorky nebo tkan nebudou prendSet infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkanové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Mély by se pouzivat Cerstvé filmy celé krve nebo Cerstvé filmy z krve antikoagulované v
EDTA. Pfed pfipravou filml je tfeba krev fadné promichat pfi pokojové teploté (18-26 °C).
Filmy je tfeba pfipravit béhem 1 hodiny od odbéru krve. Pokud se sklicka nebarvi v den
odbéru, je tfeba je fixovat v absolutnim methanolu a uchovavat v ¢isté nadobé.

POZNAMKY:

1. K dosaZeni vétSich bunéénych detailll Ize prodlouZit ¢as barveni. Barva (tény modré nebo
¢ervené) se bude lisit pfi zvySeni nebo snizeni ¢asu plisobeni v deionozované vodé.

2. Rychlé (15 sekund) barveni se nedoporucuje pro filmy s kostni dfeni. Uspokojivé vysledky
s témito preparaty se dosahuji barvenim po dobu 1-3 minuty a 2-6 minuty v deionizované
vodé.

3. Pro hromadné barveni se doporu€uji stojany na sklicka a nadoby Tissue-Tek® vyrobce
Miles Scientific, protoze tento systém umozniuje umistit sklicka do vertikalni polohy.

4. Barevnost mize byt pfi zvySeni nebo snizeni ¢asu plsobeni v deionozované vodeé
rizna. Kostni dren je tieba barvit po dobu nejméné 90 sekund a pufrovat po dobu
90 sekund az 3 minuty.

5. Postup barveni popsany v tomto letaku poskytoval v nasi laboratofi uspokojivé vysledky.
Individualnim preferencim Ize vyhovét Upravou téchto ¢asu.

6. Casy pro ruéni barveni Ize pouZit i pro barvici automat Hemastainer podobu otageni v
klidové pozici.

7. Nastaveni casu je rlzné v zavislosti na individudlnich preferencich. (Automatické
postupy)

8. Voda k promyvani musi byt deionizovana voda. (Automatické postupy)

9. Poku d deionizovana voda nema neutralni pH, doporucuje se pouzit fosfatovy pufr,
pH 7,2, katalogové ¢. P 3288.

10. Do kazdého cyklu musi byt zafazena sklicka s pozitivni kontrolou.
11. Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomticka a mély by se
proveéfit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.

POSTUP:

l. Metoda ponofovani (rychla - ruéni)

1. Vlozte asi 50 ml barviva WRIGHT STAIN do nadoby Coplin.
POZNAMKA: UCHOVAVEJTE PEVNE UZAVRENE. Vymérite, objevuji-li se na krvinkéch
vodni artefakty nebo kdyZ se objevi srazenina.

2. Naplrite dalsi nadobu Coplin deionizovanou vodou.

3. Vlozte dobfe ususené krevni filmy, drazkou DOLU, do barviva WRIGHT STAIN na asi 15
sekund.
POZNAMKA: Rychlé ponofeni na 5-10 sekund snizi tvorbu vodnych artefaktti na filmech,
které nebyly fadné ususeny.

4. Vyjméte sklitka z barviva a umistéte je do deionizované vody, drazkou DOLU,
na asi 30 sekund. NETREPEJTE SE SKLICKY PO DOBU JEJICH UMISTENI
V DEIONIZOVANE VODE.

5. Oplachnéte rychle v tekouci deionizované vodé a pred vyhodnocenim fadné vysuste
na vzduchu.

Il. Horizontélni metoda barveni (ruéni)

1. VloZte dobfe usu$ené krevni filmy do pfislusného stojanu na skli¢ka.

2. Zalijte sklicka 1-2 ml barviva WRIGHT STAIN.

3. Po 30 sekundach, bez promyvani barviva WRIGHT STAIN z kroku 2, pfidejte stejné
mnozstvi deionizované vody a opatrnym foukanim na sklicka fadné promichejte.

4. Po 1 minuté fadné oplachnéte deionizovanou vodou a ususte na vzduchu.

Hromadné barveni na barvicim automatu Hemastainer
1. Nastavte ¢asovace tak, aby byly zajistény nasledujici ¢asy pro kazdou stanici:
Stanice 1 - 30 sekund
Stanice 2 — 2 minuty
Stanice 3 — 3,5 minuty
Stanice 4 - 30 sekund
Stanice 5 - Vynechat a prejit na “ususit na vzduchu”
2. Pripravte stanice k barveni nasledujicim zpusobem:
Stanice 1 - absolutni methanol, 500 ml
Stanice 2 — ACCUSTAIN Wright Stain, 350 ml a 150 ml absolutniho methanolu
Stanice 3 — 500 ml fosfatového pufru, pH 7,2
Stanice 4 - 3,8 L deionizované vody a 100 ml fosfatového pufru
Stanice 5 - prazdna
. Otocte prepina¢ elektrického proudu do polohy ZAPNUTO.
. Nastavte ovlada& Automaticky-ruéné do polohy RUCNE.
. Nastavte pfepina¢ Vpravo/vlevo do polohy VLEVO.
Otocte prepina¢ elektrického proudu do polohy ZAPNUTO.
. Otocte pfepinaé vyvévy do polohy AUTOMATICKY.
. Naplrite pfepravku dobie ususenymi krevnimi filmy.
. Pripojte do zavésu a utahnéte.
. Spustte cyklus nastavenim ovladace Automaticky-ruéné do polohy AUTOMATICKY.
. Kdyz je cyklus ukonéen a sklicka fadné usuSena, nastavte ovlada¢ Automaticky-ruéné
do polohy RUCNE. Prepravka se vrati do vychozi polohy.
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Hromadné barveni na barvicim automatu Fisher Stainmaster
Nastavte program néasledujicim zptsobem:

Cas
Pripad Stanice Reagencie (Minuty)
1 1 Absolutni methanol 0,5
2 2 Wright Stain, Modified, 1,5
katalogové ¢. WS-128
3 3 Fosfatovy pufr. 1,0
katalogové ¢. P 3288
4 6 Deionizovana voda 0,3
5 5 Promyvaci roztok Rinse Solution 2, 0,7
katalogové ¢. RS 2
6 4 Deionizovana voda 0,3
7 Suseni vzduchem 5,0
Hromadné barveni na barvicim automatu Midas Il
Nastavte program nasledujicim zpisobem:
Cas
Krok Lazen Reagencie (Sekundy)
1 1 Absolutni methanol 30
2 2 Wright Stain, Modified, 60-90
katalogové €. WS-128
3 3 Fosfatovy pufr. 60
katalogové €. P 3288
4 4 Tekouci deionizovana voda 10
5 Suseni vzduchem 3 minuty

nebo az je suché
Nepouzité lazné Ize vynechat.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Jadra budou zabarvena riznymi odstiny ¢ervené. Cytoplazmatické zabarveni bude
vykazovat rlizné odstiny modré az svétle rizové. V cytoplazmé nékterych bunék se mohou
objevit jemné nacervenalé az fialové granuly. Basofily vykazuji tmavé modro éerné granule
v cytoplazmé. Eosinofily vykazuji jasné oranzové granule v cytoplazmé. Cervené krvinky by
mély byt rizové az oranzové.'

Pokud se zjisténé vysledky liSi od ocekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za G¢elem konzultace.

REFERENCE

1. Hematology: Principles and Procedures, Sixth Edition, Brown AB, Lea & Febiger,
Philadelphia 1993 p101

Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, ze jeji produkty se shoduji s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupujici musi stanovit vhodnost produktu((i) pro dané
pouziti. Mohou platit dodateéné podminky. Viz zadni strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122
nebo e-mailujte na clintech@sial.com
Objednavky: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
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