ACCUSTAIN®
WRIGHT-FARVESTOF
(Procedure nr. WS)

SIGMA-ALDRICH®

TILSIGTET ANVENDELSE

Wright-farvestof er beregnet til farvning af blodfilm eller knoglemarvsfilm.
Oplosningerne er til in vitro diagnostisk brug.

Wright-farvestof er et modificeret Romanowsky-farvestof, der er beregnet til
differentialfarvning af celleelementer i blod. Nar blodfilm behandles, som beskrevet heri, far
kerne og cytoplasma i hvide blodlegemer en karakteristisk bla eller lysered farve. De
rensede farvestoffer i ACCUSTAIN-formuleringen af Wright-farvestof eliminerer uensartet
farvning og giver reproducerbare kromogene reaktioner fra det ene parti til det andet.

Procedurerne i denne indleegsseddel beskriver, hvordan Wright-farvestof anvendes
som manuelt badfarvestof, og hvordan det anvendes i batchfarvemaskiner, sadsom
Hemastainer fra Geometric Data, Midas Il fra EM Diagnostic Systems, Inc. og Fisher
Stainmaster fra Fisher Scientific.

REAGENSER

WRIGHT-FARVESTOF, MODIFICERET, katalognr. WS
Wright-farvestof, modificeret, 0,3 % vaegt/vol, bufferet ved pH 6,8 i methanol.

S/AERLIGE NGDVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDFOLGER:
FOSFATBUFFER, katalognr. P 3288
En blanding af natriumfosfat og kaliumfosfat, 0,0083 mol/l, pH 7,2.

SKYLLEOPL@SNING 2, katalognr. RS 2
Ethanoloplgsning, 18 % af befugtningsmiddel. Indeholder 0,02 % natriumazid som
konserveringsmiddel.

METHANOL, UDEN ACETONE, katalognr. M 1775
Mikroskop / Objektglas / Daekglas

OPBEVARING OG STABILITET:
Wright-oplesninger opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C). Udlgbsdatoen fremgar
af reagensetiketten.
Fosfatbuffer, skylleoplasning 2 og methanol opbevares ved stuetemperatur (18-26 °C).
Brugsoplgsning af fosfatbuffer opbevares ved 2—-8 °C. Opvarmes inden brug.

FORRINGELSE:

Wright-farvestofoplesninger skal kasseres, hvis der dannes bundfald.
Brugsoplesningen af fosfatbuffer skal kasseres, hvis den bliver uklar, eller der er synlig
bakterievaekst til stede.

KLARGORING:

Wright-farvestofoplesning leveres klar til brug. Wright-farvestof kan dog fortyndes, hvis
det anvendes pa et automatiseret instrument. Jf. anvisningen nedenfor.

Fosfatbuffer (P3288) klargeres ved at fortynde 1 heetteglas buffer med 3,8 | deioniseret
vand. Blandes godt, sa det oplgses.

Methanol er klar til brug.

FORHOLDSREGLER:

De normale forholdsregler ved handtering af laboratoriereagenser skal felges. Ved
kassering af affald skal alle lokale og nationale bestemmelser overholdes. Der henvises il
materialesikkerhedsdatabladet angaende opdaterede oplysninger om risici, fare eller sikkerhed.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserkleeringer

Wright-farvestof er BRANDFARLIGT og GIFTIGT. Giftig ved indanding, ved hudkontakt
og ved indtagelse. Irriterer gjnene og huden. Emballagen skal holdes teet lukket. Holdes
veek fra antaendelseskilder — rygning forbudt. Beer passende beskyttelsesbekleedning og
-handsker. Ved ulykkestilfeelde eller ildebefindende bar der omgéende seges laegehjeelp (vis
etikken hvis det er muligt).

Skylleoplesning 2 er BRENDBAR og SUNDHEDSSKADELIG. Brandfarlig. Farlig ved
indtagelse. Irriterer gjnene, andedraetsorganerne og huden. Holdes vaek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt
med masser af vand og leegehjeelp seges. Brug egnede beskyttelseshandsker. Natriumazid
kan reagere med bly og kobber, s& der dannes meget folsomme eksplosive forbindelser.
Malorganer: nerver og lever.

Fosfatbuffer. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Methanol er BRANDFARLIGT og GIFTIGT. Giftig ved indanding, ved hudkontakt og ved
indtagelse. Giftig: fare for alvorlig varig skade for helbred ved indanding, ved hudkontakt og ved
indtagelse. Irriterer gjnene og huden. Emballagen skal holdes teet lukket. Holdes veek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. Traef foranstaltninger mod statisk elektricitet. Undga
kontakt med huden. Beer passende beskyttelsesbeklaedning og -handsker. Ved ulykkestilfzelde
eller ildebefindende ber der omgaende seges laegehjeelp (vis etikken hvis det er muligt).

Risiko- og sikkerhedserkleeringer i EU (Advarsel: Stofferne er endnu ikke fuldt ud testet).

Wright-farvestof og methanol er MEGET BRANDFARLIGT og GIFTIGT. Meget
brandfarlig. Giftig ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Giftig: fare for alvorlig
varig skade for helbred ved ind&nding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Emballagen skal
holdes teet lukket. Holdes vaek fra anteendelseskilder — rygning forbudt. Ved ulykkestilfeelde
eller ildebefindende ber der omgaende soges lsegehjeelp (vis etikken hvis det er muligt).
Beer passende beskyttelsesbekleedning og -handsker.

Skylleoplesning 2 er LOKALIRRITERENDE. Brandfarlig. Irriterer gjnene,
andedreetsorganerne og huden. Holdes vaek fra antaendelseskilder — rygning forbudt. |
tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp
soges. Baer passende beskyttelsesbekleedning og -handsker.

Fosfatbuffer. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.
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PROCEDURE

PROVEINDSAMLING:

Det anbefales, at proveindsamling sker i henhold til NCCLS-dokumentet M29-A2. Der
er ingen kendt testmetode, som kan give fuldsteendig sikring af, at blodprover eller vaev ikke
overfarer infektion. Derfor skal alle blodderivater eller vaevspraver behandles som potentielt
infektigse.

Der skal anvendes friske fuldblodsfilm eller friske film af blod antikoaguleret med
EDTA. Inden filmene klargeres, skal blodet blandet grundigt ved stuetemperatur (18-26 °C).
Filmene skal klargeres i lgbet af 1 time efter indsamling af blod. Hvis objektglassene ikke
farves samme dag, skal de fikseres i ren methanol og opbevares i en stovfri beholder.

BEMARKNINGER:

1. Farvningstiden kan oges for at f& mere detaljerede celler. Farven (bl& eller rode
nuancer) kan varieres ved at afkorte eller forlaenge tidsrummet i deioniseret vand.

2. Hurtig (15 sekunders) farvning anbefales ikke til knoglemarv. Der fas tilfredsstillende
resultater for disse praeparater med 1-3 minutter i farvestof og 2-6 minutter i
deioniseret vand.

3. Til batchfarvning anbefales farvestativer og kar f.eks. fra Miles Scientific til Tissue-Tek®,
da objektglas kan stilles lodret i dem.

4. Farven kan varieres ved at forlenge og afkorte tidsrummet i deioniseret vand.
Knoglemarv skal farves i mindst 90 sekunder og bufferes i 90 sekunder til 3 minutter.

5. De farvningstider, der anvises i ovenstdende procedure, har givet tilfredsstillende
resultater i vore laboratorier. Disse tidsrum kan justeres efter gnske.

6. Tidsrummene i den manuelle procedure kan ogsa bruges pa Hemastainer-
instrumentet, forudsat at vippekontakten star i off-positionen.

7. Tidsindstillingen kan varieres efter gnske. (Automatiske procedurer)

. Skyllevand skal vaere deioniseret vand. (Automatiske procedurer)
. Hvis deioniseret vand ikke har neutral pH, anbefaler vi, at der anvendes fosfatbuffer,

pH 7,2, katalognr. P 3288.

10. Der ber inkluderes positive kontrolobjektglas i hver korsel.
11. De data, som opnas via denne procedure, tiener kun som hjeelp til diagnosticering og
skal gennemses i forbindelse med andre kliniske diagnostiske tests eller oplysninger.

PROCEDURE:

|. Dyppemetode (hurtig — manuel)

1. Heeld ca. 50 ml WRIGHT-FARVESTOF i en et passende farvestativ.

BEM/ERK: SKAL HOLDES T/T LUKKET, NAR DEN IKKE ER | BRUG. Skal udskiftes,
nar der fremstéar vandartefakter i rade blodlegemer, eller nar der konstateres bundfald.

. Fyld en anden Coplin-skal med deioniseret vand.

3. Anbring blodfiim, der er fuldsteendigt tert, med den tynde del NEDAD i WRIGHT-
FARVESTOF i ca. 15 sekunder.

BEMAERK: Hurtig dypning i 5-10 sekunder kan reducere vandartefakter pa film, der ikke
er fuldsteendigt terre.

4. Tag objektglassene op af farvestoffet, og anbring dem i deioniseret vand med den tynde
del NEDAD i ca. 30 sekunder. OBJEKTGLASSET MA IKKE RYSTES, MENS DET ER |
DEIONISERET VAND.

5. Skyl det et gjeblik under rindende deioniseret vand, og lad det luftterre inden evaluering.
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Il. Vandret farvningsmetode (manuel)

1. Anbring en fuldsteendigt ter blodfiim pa en passende vugge.

2. Overheeld objektglasset med 1-2 ml WRIGHT-FARVESTOF.

3. Efter 30 sekunder og uden at skylle Wright-farvestoffet fra trin 2 af tilsaettes en lige del
deioniseret vand, der blandes grundigt ved at puste forsigtigt pa objektglasset.

4. Efter 1 minut skylles objektglasset grundigt med deioniseret vand og luftterres.

Batchfarvning med Hemastainer
1. Stil tidsindstillingen for de enkelte stationer som felger:
Station 1 — 30 sekunder
Station 2 — 2 minutter
Station 3 — 3,5 minutter
Station 4 — 30 sekunder
Station 5 — spring over, og g4 til “luftterring”
2. Stationerne klargeres til farvning pa felgende made:
Station 1 — ren methanol, 500 ml
Station 2 — ACCUSTAIN Wright-farvestof, 350 ml, og 150 ml ren methanol
Station 3 — 500 ml fosfatbuffer, pH 7,2
Station 4 — 3,8 | deioniseret vand og 100 ml fosfatbuffer
Station 5 — skal veere tom
. Drej afbryderkontakten til ON.
. Stil omstillingskontakten Auto-Manual pa MANUAL.
. Stil kontakten Right/Left (hejre/venstre) pa LEFT.
. Stil vippekontakten pa ON.
. Stil pumpekontakten p4 AUTO.
. Anbring fuldsteendigt luftterrede blodfilm i kurven.
. Seet kurven i holderen, og spaend den fast.
. Start processen ved at stille omstillingskontakten Auto/Manual pa AUTO.
. Nar programmet er feerdigt, og objektglassene er fuldstendigt terre, stilles
omstillingskontakten Auto/Manual p4 MANUAL. Derved gar kurven tilbage til
startpositionen.
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Batchfarvning med Fisher Stainmaster
Indstil programmet péa felgende made:

Tidsrum
Programdel  Station Reagens (minutter)
1 1 Ren methanol 0,5
2 2 Wright-farvestof, modificeret, 1,5
katalognr. WS-128
3 3 Fosfatbuffer, 1,0
katalognr. P 3288
4 6 Deioniseret vand 0,3
5 5 Skylleoplasning 2, 0,7
katalognr. RS 2
6 4 Deioniseret vand 0,3
7 Torring Luft 5,0
Batchfarvning med Midas Il
Indstil programmet pa felgende made:
Tidsrum
Trin Bad Reagens (sekunder)
1 1 Ren methanol 30
2 2 Wright-farvestof, modificeret, 60-90
katalognr. WS-128
3 3 Fosfatbuffer, 60
katalognr. P 3288
4 4 Rindende deioniseret vand 10
5 Torring Luft 3 minutter

eller til objektglas er tarre
Ubrugte bade kan udelades.

RESULTATKARAKTERISTIKA

Kernerne far forskellige lilla nuancer. Cytoplasmaet far forskellige bla til lys lyserade
nuancer. Der kan veere fine radlige til lilla granula i visse celletypers cytoplasma. Basofiler
fremstar som merke blasorte granula i cytoplasmaet. Eosinofiler fremstar som lyse
orangefarvede granula i cytoplasmaet. Rede blodlegemer skal veere lysergde til
orangefarvet.'

Hvis de observerede resultater afviger fra de forventede, skal Sigma-Aldrich Technical
Service kontaktes angaende yderligere hjeelp.

HENVISNINGER

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

Sigma-Aldrich, Inc. garanterer, at dets produkter stemmer overens med de oplysninger,
som er indeholdt i denne og andre publikationer fra Sigma-Aldrich. Det pahviler keber at
fastlaegge produktets/produkternes egnethed til deres specifikke anvendelse. Yderligere
vilkar og betingelser kan veere geeldende. Se bagsiden af faktura eller pakkeseddel
angdaende yderligere vilkar og salgsbetingelser.
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