ACCUSTAIN®
. WRIGHT-FARG
SIGMA-ALDRICH (Procedurnummer WS)
AVSEDD ANVANDNING

Wright-farg ar avsedd fér anvandning vid fargning av blodfilmer eller benmargsfilmer.
Lésningarna &r avsedda for “in vitro-diagnostik”.

Wright-farg &r en modifierad Romanowsky-farg, avsedd for differentiell fargning av
celluléra blodelement. Nér blodfilmer behandlas enligt beskrivning hari, far karnan och
cytoplasman i de vita blodkropparna en karakteristiskt bla eller rosa farg. De renade
fargerna i ACCUSTAIN-formuleringarna av Wright-farg eliminerar inkonsekvent fargning
och ger reproducerbara kromogena respons fran parti till parti.

Procedurerna i detta produktblad beskriver anvéndningen av Wright-farg som en
manuell doppfarg fér anvandning i satsfargningsapparat som t.ex. Hemastainer, tillverkad
av Geometric Data, Midas Il, tillverkad av EM Diagnostic Systems, Inc. och Fisher
Stainmaster, tillverkad av Fisher Scientific.

REAGENSER

WRIGHT-FARG, MODIFIERAD, katalognummer WS
Wright-farg, modifierad 0,3 % v/v, buffrad vid pH 6,8 i metanol.

SPECIELLA MATERIAL SOM BEHOVS, MEN INTE MEDFOLJER:
FOSFATBUFFERT, katalognummer P 3288
En blandning av natriumfosfat och kaliumfosfat, 0,0083 m/l, pH 7,2.

SKOLJLOSNING 2, katalognummer RS 2
Etanolldsning, 18 %, av vétmedel. Innehdller 0,02 % natriumazid, tillsatt som
konserveringsmedel.

METANOL, ACETONFRI, katalognummer M 1775
Mikroskop / Objektglas / Tackglas

FORVARING OCH STABILITET:
Férvara Wright-lésningar i rumstemperatur (18-26 °C). Reagensens etikett visar
utgangsdatum.
Forvara fosfatbuffert, skdljlésning 2 och metanol i rumstemperatur (18-26 °C).
Forvara arbetsldsning av fosfatbuffert vid 2-8 °C. Varm fére anvandning.

FORSAMRING:
Kasta Wright-fargldsningar om utfélining bildas. Kasta den bruksfardiga
fosfatbuffertiésningen om grumlighet eller synlig bakteriell tillvéxt &r nérvarande.

BEREDNING:

Wright-farglosning tillhandahalls bruksfardig, men Wright-fairg kan spadas om det
placeras pa ett automatiskt instrument. Se nedanstaende instruktioner.

Fosfatbuffert (P3288) bor beredas genom att spada 1 vial buffert med 3,8 liter
avjoniserat vatten. Blanda val for att [6sa upp.

Metanol &r bruksfardig.

FORSIKTIGHETSATGARDER:

Normala forsiktighetsatgarder vid hantering av laboratoriereagenser ska iakttas. Kasta
avfall enligt lokala lagar och bestdmmelser. Se Faktablad om materialsakerhet for
uppdaterad information om risker, faror eller sékerhet.

Amerikanska risk- och sékerhetsbestdmmelser

Wright-farg & BRANDFARLIG och GIFTIG. Giftigt vid inandning, hudkontakt och
fortaring. Irriterar 6gon och hud. Férpackningen forvaras val tillsluten. Forvaras atskilt fran
anténdningskallor — rékning férbjuden. Anvéand lampliga skyddsklader och skyddshandskar.
Vid olycksfall, illam&ende eller annan paverkan, kontakta omedelbart l&kare. Visa om
mojligt etiketten.

Skéljlésning 2 & BRANDFARLIG och FARLIG. Brandfarligt. Farligt vid fortaring.
Irriterar 6gon, andningsorgan och hud. Férvaras atskilt fran antdndningskallor — rékning
forbjuden. Vid kontakt med 6gon, spola genast med mycket vatten och kontakta l&kare.
Anvénd lampliga skyddshandskar. Natriumazid kan reagera med bly- och kopparrér och
bilda hégexplosiva fdreningar. Malorgan: nerver och lever.

Fosfatbuffert. Férsiktighet: substansen &r inte fullstandigt testad annu.

Metanol &r BRANDFARLIGT och GIFTIGT. Giftigt vid inandning, hudkontakt och
fortéring. Giftigt: risk for mycket svara bestaende halsoskador vid inandning, hudkontakt och
fortaring. Irriterar 6gon och hud. Férpackningen forvaras val tillsluten. Forvaras atskilt fran
antandningskallor — rékning forbjuden. Vidta &tgérder mot statisk elektricitet. Undvik kontakt
med huden. Anvénd lampliga skyddskl&der och skyddshandskar. Vid olycksfall, illamaende
eller annan paverkan, kontakta omedelbart lakare. Visa om mgjligt etiketten.

Risk- och sakerhetsbestdmmelser enligt EU (forsiktighet: substanserna ar inte fullstandigt
testade &nnu)

Wright-farg och metanol &r MYCKET BRANDFARLIGA och GIFTIGA. Mycket
brandfarligt. Giftigt vid inandning, hudkontakt och fortéaring. Giftigt: risk fér mycket svara
bestaende hélsoskador vid inandning, hudkontakt och fdrtaring. Fdrpackningen férvaras val
tillsluten. Forvaras atskilt frdn antdndningskallor — rékning forbjuden. Vid olycksfall,
illamaende eller annan paverkan, kontakta omedelbart lakare. Visa om mdjligt etiketten.
Anvand ldmpliga skyddsklader och skyddshandskar.

Skdljlésning 2 &r IRRITERANDE. Brandfarligt. Irriterar 6gon, andningsorgan och hud.
Forvaras atskilt fran antdndningskallor — rékning forbjuden. Vid kontakt med 6gon, spola
genast med mycket vatten och kontakta lakare. Anvand lampliga skyddskl&dder och
skyddshandskar.

Fosfatbuffert. Forsiktighet: substansen ar inte fullstdndigt testad annu.
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PROCEDUR

PROVTAGNING:

Provtagningen bor utféras i enlighet med NCCLS dokument M29-A2. Ingen kénd
testmetod ger fullstandig garanti for att blodprov eller vavnad inte éverfor infektion. Alla
blodderivat och vévnadsprov bér darfor anses vara potentiellt smittsamma.

Farska helblodsfilmer eller farska filmer fran blod som antikoagulerats med EDTA
maste anvandas. Fore framstéllning av filmer maste blodet blandas val vid rumstemperatur
(18-26 °C). Filmerna bor framstéllas inom 1 timme efter blodinsamling. Om de inte fargas
samma dag, bor objektglasen fixeras i ren metanol och férvaras i en dammfri behallare.

ANMARKNINGAR:

1. For mer celluléra detaljer kan fargningstiden forlangas. Fargen (nyanser av blatt eller
rétt) kan varieras genom att férlanga eller forkorta tiden i avjoniserat vatten.

2. Snabb (15 sekunder) fargning rekommenderas inte fér benmarg. Fér dessa preparat
ger 1-3 minuter i firg och 2—6 minuter i avjoniserat vatten tillfredstéllande resultat.

3. For satsfargning rekommenderas objektglasstall och skalar, som t.ex. de som tillverkas
av Miles Scientific for Tissue-Tek®, eftersom detta system medger vertikal placering av
objektglasen.

4. Fargen kan varieras genom att forlanga eller forkorta tiden i avjoniserat vatten.
Benmaérg kan fargas i minst 90 sekunder och buffras i 90 sekunder till 3 minuter.

5. De fargningstider som beskrivs i ovanndmnda procedurer har givit tillfredstéllande
resultat i vara laboratorier. Justeringar av dessa tider kan bestdmmas efter individuella
preferenser.

6. De manuella procedurtiderna kan ocksa anvéndas med Hemastainer, forutsatt att
gungan ar i laget “av”.

7. Tidsberékningen kan varieras for att passa individuella preferenser. (Automatiska
procedurer)

8. Vattenskéljningarna bor vara avjoniserat vatten. (Automatiska procedurer)

9. Om avjoniserat vatten inte har neutralt pH, foreslar vi anvandning av fosfatbuffert,
pH 7,2, katalognummer P 3288.

10. Positiva kontrollobjektglas bér inkluderas i varje kérning.
11. Data som erhallits frdn denna procedur tjdnar endast som ett hjalpmedel vid diagnos
och bér granskas tillsammans med andra kliniska, diagnostiska tester eller information.

PROCEDUR:

|. Doppmetod (snabb — manuell)

1. Placera ca 50 ml WRIGHT-FARG i en Coplinburk.

OBS: SE TILL ATT BURKEN AR VAL FORSLUTEN NAR DEN INTE ANVANDS. Byt nar
vattenartefakter framtréder i réda blodkroppar eller nar en utféllning syns.

. Fyll en annan Coplinburk med avjoniserat vatten.

3. Placera fullstandigt torkad blodfiim, med den “fjaderkanten” NEDAT, i WRIGHT-FARG i

ca 15 sekunder.
OBS: Snabb doppning i 5-10 sekunder kan reducera vattenartefakter pa filmer som inte
&r helt torra.

4. Ta ut objektglasen ur fargen och placera pa avjoniserat vatten, med “fjaderkanten”
NEDAT, i ca 30 sekunder. SKAKA INTE OBJEKTGLASET MEDAN DET AR |
AVJONISERAT VATTEN.

. Skdlj hastigt i rinnande avjoniserat vatten och lufttorka fére utvardering.

n

. Horisontell fargningsmetod (manuell)

. Placera fullstandigt torkad blodfilm pa ett lampligt fargningsstall.

. Drénk in objektglaset i 1-2 ml WRIGHT-FARG.

. Efter 30 sekunder, utan att skélja av Wright-fargen fran steg 2, tillsétts lika volym
avjoniserat vatten och blandas vél genom att forsiktigt blasa pa objektglaset.

4. Efter 1 minut, skélj v&l med avjoniserat vatten och lufttorka.
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Satsfargning med Hemastainer
1. Stéll in tidtagaruren for att ge foljande tider for varje station:
station 1 — 30 sekunder
station 2 — 2 minuter
station 3 — 3,5 minuter
station 4 — 30 sekunder
station 5 — hoppa 6ver och ga till “lufttorka”
2. Forbered stationerna for fargning pa foljande satt:
station 1 — ren metanol, 500 ml
station 2 — ACCUSTAIN Wright-farg, 350 ml och 150 ml ren metanol
station 3 — 500 ml fosfatbuffert, pH 7,2
station 4 — 3,8 | avjoniserat vatten och 100 ml fosfatbuffert
station 5 — lamna tom
. Stall in strdmbrytaren pa ON.
. Stall in auto/manuell-reglaget pa MANUAL.
. Stall in hoger/vanster-reglaget pa LEFT.
. Stéll in gungreglaget pa ON.
. Stéll in pumpreglaget pa AUTO.
. Ladda korgen med fullstandigt lufttorkade blodfilmer.
. Fést korgen vid héllaren och dra at.
. Starta processen genom att stélla in auto/manuell-reglaget pa AUTO.
. Nér cykeln ar fardig och objektglasen &r helt torra stélls auto/manuell-reglaget in pa
MANUAL. Korgen kommer da att atervénda till startlage.

O OWONOOOA~W

—_



Satsfargning med Fisher Stainmaster
Stéll in programmet enligt féljande:

Tid
Héndelse Station Reagens (minuter)
1 1 Ren metanol 0,5
2 2 Wright-farg, modifierad, 1,5
Katalognummer WS-128
3 3 Fosfatbuffert, 1,0
Katalognummer P 3288
4 6 Avjoniserat vatten 0,3
5 5 Skoéljlésning 2, 0,7
Katalognummer RS 2
6 4 Avjoniserat vatten 0,3
7 Torka Luft 5,0
Satsfargning med Midas Il
Stall in programmet enligt féljande:
Tid
Steg Bad Reagens (sekunder)
1 1 Ren metanol 30
2 2 Wright-farg, modifierad, 60-90
Katalognummer WS-128
3 3 Fosfatbuffert, 60
Katalognummer P 3288
4 4 Rinnande avjoniserat vatten 10
5 Torka Luft 3 minuter
eller tills torr
Oanvénda bad kan uteslutas.
PRESTANDAEGENSKAPER

Kérnorna kommer att ha olika fargnyanser av purpur. Cytoplasmisk fargning kommer
att ha olika fargnyanser av blatt till rosa. Fina rodaktiga till lilafargade granula kan finnas i
cytoplasmat hos vissa celltyper. Basofila leukocyter kommer att uppvisa morkbla-svarta
granula i cytoplasmat. Eosinofila leukocyter kommer att uppvisa klarorangeférgade granula
i cytoplasmat. Rdda blodkroppar bér vara rosa- till rodfargade.’

Om observerade resultat skiljer sig fran forvantade resultat, kontakta Sigma-Aldrich
tekniska service for assistans.

REFERENSER

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

Sigma-Aldrich, Inc. garanterar att deras produkter éverensstdmmer med informationen i
denna och andra Sigma-Aldrich-publikationer. Kunden maste avgoéra produktens(ernas)
l&mplighet for deras speciella anvandning. Ytterligare villkor kan gélla. Se baksidan av
fakturan eller packsedeln for ytterligare férsaljningsvillkor.
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