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For evaluating the quality of acid-fast and
fluorescent stain reagents and staining techniques
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Pokyny vam poskytne mistni zastupce spole¢nosti BD. / Kontakt den lokale BD
repraesentant for at fa instruktioner. / Kasutusjuhiste suhtes kontakteeruge oma kohaliku
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hasznalati utasitast kérje a BD helyi képviseletétdl. / Naudojimo instrukcijy teiraukités
vietos BD jgaliotojo atstovo. / Kontakt din lokale BD-representant for mer informasjon. /
Aby uzyska¢ instrukcje uzytkowania, skontaktuj sie z lokalnym przedstawicielstwem
BD. / Contacte o seu representante local da BD para obter instrucdes. / Instrukcie ziskate
u miestneho zastupcu spolocnosti BD. / Kontakta lokal Becton Dickinson-representant
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Contactati reprezentantul dumneavoastra local BD pentru instructiuni. / Talimatlar igin
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komnaHuu BD. / ©3iHi3ain xkeprinikri B ekiniHe xyrinin Hyckay ansiHbI3. / Kontaktiraj
lokalnog predstavnika BD za upute.

INTENDED USE

The BBL™ AFB Slide is used for evaluating and controlling the quality of acid-fast and
fluorescent stain reagents and staining techniques for the detection of acid-fast bacilli (AFB).

SUMMARY AND EXPLANATION

Quality control procedures are performed to help ensure that the information reported
by laboratories is accurate, reliable and reproducible. Reagents and methods are required
to be monitored at established intervals to document the validity of the test.1® The
BBL AFB Slide offers a standardized, stable preparation for use as control when testing
acid-fast and fluorescent stain reagents. The prepared slide eliminates the need for
maintaining stock cultures to prepare slides.

PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

Prepared slides contain an area negative for acid-fast bacilli with a mixture of inactivated
non-acid-fast cocci (Staphylococcus aureus ATCC™ 25923) and bacilli (Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883). A positive area contains these organisms plus inactivated
Mycobacterium tuberculosis H37Ra. The slide is used to check the quality of staining
reagents and techniques.

Staining applications used for evaluating AFB include both acid-fast and fluorescent
stains. Examples of these stains include Ziehl-Neelsen, Kinyoun and Auramine-
Rhodamine. In the Ziehl-Neelsen stain the primary stain is basic carbol fuchsin and
methylene blue is the counterstain®. The Kinyoun stain differs from the Ziehl-Neelsen
stain in that phenol (instead of steam) is used as the mordant to allow penetration of the
primary stain into the organism cell walls. Auramine and rhodamine are nonspecific
fluorochromes that bind to mycolic acids in the mycobacterial cell wall.2 With the
Auramine-Rhodamine stain, potassium permanganate serves as a counterstain which
suppresses nonspecific background fluorescence.

REAGENTS

The BBL AFB _Slidg is a conver"ntional 1’_’ x 3" AFB Slide
microscope slide imprinted with two circles.
The positive circle contains a mixture of
unstained Mycobacterium tuberculosis,
H37Ra, S. aureus ATCC 25923 and
K. pneumoniae ATCC 13883. This circle Positive Negative
serves as the positive control. The negative
circle contains an unstained mixture of S. aureus ATCC 25923 and K. pneumoniae ATCC
13883. This circle serves as the negative control. The BBL AFB Slide must be heat-fixed
prior to staining.

BBL™

Warnings and Precautions:

For in vitro Diagnostic Use.

The control organisms have been chemically inactivated and air-dried on the slide.
However, all slides should be handled as if they have infectious material. Follow proper
established laboratory procedure in handling and disposing of infectious materials.
Storage: Store the BBL AFB Slide below 30°C. Do not expose the slides to extreme
temperatures.

The expiration date applies to the product in its intact container when stored as directed.



Stained slides are stable indefinitely and may be kept as a permanent record.

Product Deterioration: Do not use a product if it fails to meet performance specifications
for identity and stain reaction.

PROCEDURES
Material Provided: BBL AFB Slide.
Materials Required But Not Provided: Acid-fast stain reagents and/or fluorescent stain

reagents, slide warmer or Bunsen burner, staining rack, forceps, conventional microscope
with oil-immersion lens and/or fluorescence microscope assembly.

Test Procedure:

Reagent Preparation

Heat-fix the BBL AFB Slide by passing slide two to three times through the flame of a

Bunsen burner. Alternatively, hold the slide in front of a micro-incinerator for 5 - 10 sec.

Do not overheat.

Test Procedure

1. Stain the BBL AFB Slide along with test slides, using a fluorescent or acid-fast stain
kit according to your laboratory's recommended procedures.

2. Keep slides well separated during the staining procedure to avoid cross-
contaminating carry-over of stain reagents from slide to slide.

3. Read the stained slide under an oil-immersion lens with a microscope appropriate for
the type of stain used and record results.

User Quality Control: After staining with an appropriate AFB stain, the positive circle

should contain clearly visible acid-fast rods mixed with non-acid-fast cells and debris. The

negative circle should contain non-acid-fast cells and debris with not more than an

occasional acid-fast rod.

RESULTS

Read acid-fast-stained slides microscopically under an oil-immersion lens. Observe slides
stained with one of the fluorescent stains using a fluorescence microscope. Record
organism morphology and color observed for the appropriate staining procedure used.4

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Abnormal staining or partial loss of the smear on the slide may result from improper
decolorization, an overly forceful washing procedure or deterioration of the staining
reagents used.

Improper heat-fixing of the smear on the slide may result in removal of cells from the slide.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Kinyoun (cold acid-fast)10.11: Acid-fast bacilli: dark red to pink. Non-acid-fast bacilli: green.
Ziehl-Neelsen ( hot acid-fast)12: Acid-fast bacilli: dark red to pink. Non-acid-fast bacilli: blue.
Auramine-rhodamine?: Acid-fast bacilli: fluorescent orange-yellow with UV light.

AVAILABILITY

Cat. No. Description
231391 BBL™ AFB Slide, individually-wrapped, 50.
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Evaluation de la qualité des réactifs et des techniques
de coloration acido-résistante et fluorescente
Francais

APPLICATION

La lame BBL AFB sert a évaluer et controler la qualité des réactifs et des techniques de
coloration acido-résistante et fluorescente utilisées pour la détection des bacilles acido-
résistants (AFB, pour « acid-fast bacilli » en anglais).

RESUME ET EXPLICATION

Des procédures de contréle de qualité permettent d'assurer I'exactitude, la fiabilité et la
reproductibilité des informations rapportées par les laboratoires. Les réactifs et les
méthodes doivent étre suivis a intervalles déterminés pour documenter la validité du test.1s
La lame BBL AFB est une préparation stable et standardisée qui sert de contréle lors du
test des réactifs de coloration acido-résistante et fluorescente. La lame préparée évite de
devoir maintenir des cultures souches pour préparer des lames.

PRINCIPES DE LA METHODE

Les lames préparées contiennent une zone négative pour les bacilles acido-résistants avec
un mélange de bacilles (Klebsiella pneumoniae ATCC 13883) et de cocci (Staphylococcus
aureus ATCC 25923) non acido-résistants inactivés. Une zone positive contient ces mémes
microorganismes ainsi que Mycobacterium tuberculosis H37Ra inactivé. La lame sert a
vérifier la qualité des réactifs et des techniques de coloration.

Les méthodes de coloration utilisées pour évaluer les bacilles acido-résistants
comprennent les colorations acido-résistantes et fluorescentes. Par exemple, les
colorations de Ziehl-Neelsen et Kinyoun, et la coloration a I'auramine-rhodamine. Dans la
coloration de Ziehl-Neelsen, le colorant primaire est la carbol fuchsine basique et le bleu
de méthyléne est le contre-colorant.? La coloration de Kinyoun différe de celle de Ziehl-
Neelsen car le phénol est utilisé comme mordant a la place de la vapeur pour permettre
la pénétration du colorant primaire dans les parois cellulaires du microorganisme.?
L'auramine et la rhodamine sont des fluorochromes non spécifiques qui se lient aux
acides mycoliques de la paroi cellulaire mycobactérienne.e Dans la coloration a
I'auramine-rhodamine, le permanganate de potassium sert de contre-colorant et
supprime la fluorescence constitutive non spécifique.

REACTIFS

La lame BBL AFB est une lame de
microscope conventionnelle de 2,5 x 7,6 cm
comportant deux cercles imprimés.
Le cercle positif contient un mélange de
Mycobacterium tuberculosis, H37Ra,
S. aureus ATCC 25923 et K. pneumoniae Positive Negative
ATCC 13883 non marqués. Ce cercle sert de
contréle positif. Le cercle négatif contient un mélange de S. aureus ATCC 25923 et
K. pneumoniae ATCC 13883 non marqués. Ce cercle sert de contréle négatif. La lame
BBL AFB doit étre fixée a la chaleur avant coloration.

AFB Slide

BBL™

Précautions :
Réservé au diagnostic in vitro.

Les souches de contrdle ont été inactivées chimiquement et séchées a I'air sur la lame.
Cependant, il convient de manipuler ces lames comme si elles étaient potentiellement
infectieuses. Respecter les procédures de laboratoire en vigueur pour manipuler et éliminer
les matériaux infectieux.

Conservation : Conserver la lame BBL AFB a une température inférieure a 30 °C. Ne pas
exposer les lames a des températures extrémes.

La date de péremption s'applique au produit contenu dans son emballage intact et
conservé conformément aux instructions.

Les lames restent stables aprés coloration et peuvent étre conservées sans limitation de durée.
Détérioration du produit : Ne pas utiliser un produit qui ne satisfait pas aux spécifications
d'identité et de performances de coloration.

MODES OPERATOIRES

Matériel fourni : BBL AFB Slide.



Matériaux requis mais non fournis : Réactifs de coloration acido-résistante et/ou réactifs
de coloration fluorescente, chauffe-lames ou bec Bunsen, support de coloration, pinces,
microscope optique avec objectif & immersion et/ou microscope a fluorescence.

Instructions :

Préparation du réactif

Fixer la lame BBL AFB a la chaleur en la passant & deux ou trois reprises a travers la

flamme d'un bec Bunsen. (On peut également maintenir la lame face a un micro-

incinérateur pendant 5 a 10 secondes.) Ne pas surchauffer.

Mode opératoire du test

1. Colorer la lame BBL AFB en méme temps que les lames de test, en utilisant une
trousse de coloration fluorescente ou acido-résistante conformément aux procédures
en vigueur dans le laboratoire.

2. Maintenir les lames bien séparées pendant la coloration pour éviter les
contaminations croisées par entrainement des réactifs de coloration d'une lame a l'autre.

3. Examiner la lame colorée a I'objectif & immersion avec un microscope adapté au type
de souche utilisé et consigner les résultats.

Contrdle de qualité par I'utilisateur : Aprés coloration avec un colorant AFB approprié,

le cercle positif doit présenter des batonnets acido-résistants clairement visibles, ainsi

que des cellules et des débris non acido-résistants. Le cercle négatif doit présenter des

cellules et des débris non acido-résistants avec, de temps a autre, un batonnet acido-

résistant au maximum.

RESULTATS

Examiner les lames avec une coloration acido-résistante au microscope a I'objectif a
immersion. Observer les lames avec une coloration fluorescente au microscope a
fluorescence. Noter la morphologie des microorganismes et la couleur observée pour la
procédure de coloration utilisée.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Une coloration anormale ou une perte partielle du frottis sur la lame peut se traduire par
une décoloration inappropriée, un lavage exagéré ou la détérioration des réactifs de
coloration utilisés.

Une mauvaise fixation a la chaleur du frottis sur la lame peut entrainer la perte des
cellules déposées sur la lame.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Kinyoun (acido-résistant a froid).11 : Bacilles acido-résistants : rouge foncé a rose.
Bacilles non acido-résistants : vert.

Ziehl-Neelsen (acido-résistant a chaud)2 : Bacilles acido-résistants : rouge foncé a rose.
Bacilles non acido-résistants : bleu.

Auramine-rhodamine? : Bacilles acido-résistants : fluorescence jaune orangée a la
lumiére UV.

CONDITIONNEMENT

Réf. Description
231391 BBL AFB Slide ; lot de 50, emballées individuellement.

REFERENCES : Voir la rubrique « References » du texte anglais.
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Zur Qualitatsbewertung von Saurefesten und
fluoreszierenden Farbereagenzien und Farbemethoden
Deutsch

VERWENDUNGSZWECK

Der BBL AFB-Objekttréger wird zur Qualitatsbewertung und -kontrolle von séurefesten und
fluoreszierenden Férbereagenzien und Farbemethoden zur Erkennung von saurefesten
Bakterien (AFB) verwendet.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Qualitatskontrollverfahren werden durchgefihrt, um sicherzustellen, dass die
Informationen, die Labore ausgeben, genau, verldsslich und reproduzierbar sind.
Reagenzien und Methoden mussen zu festgelegten Intervallen Uberwacht werden, um die
Gultigkeit des Tests zu dokumentieren.¢ Der BBL AFB Slide bietet eine standardisierte,
stabile Vorbereitung zur Kontrolle beim Testen von saurefesten und fluoreszierenden
Farbereagenzien. Durch vorbereitete Objekttrager ist keine Bereithaltung von
Standardkulturen fur die Vorbereitung von Objekttragern mehr erforderlich.



VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Vorbereitete Objekttrager enthalten einen negativen Bereich fur saurefeste Bakterien
mit einer Mischung aus deaktivierten, nichtsaurefesten Kokken (Staphylococcus aureus
ATCC 25923) und Bakterien (Klebsiella pneumoniae ATCC 13883). Ein positiver Bereich
enthélt diese Organismen sowie deaktivierte Mycobacterium tuberculosis H37Ra. Der
Objekttrager wird zur Qualitatskontrolle der Farbereagenzien und -methoden
verwendet.

Die fur die AFB-Bewertung verwendeten Farbeanwendungen umfassen sowohl
saurefeste als auch fluoreszierende Farbungen. Beispiele fur diese Farbungen sind u.a.
Ziehl-Neelsen, Kinyoun und Auramin-Rhodamin. Bei der Ziehl-Neelsen-Farbung ist
basisches Karbol-Fuchsin das primare Farbemittel und Methylenblau ist das
Gegenféarbereagenz.s Die Kinyoun-Farbung unterscheidet sich von der Ziehl-Neelsen-
Farbung darin, dass Phenol (statt Dampf) als Beize verwendet wird, damit die priméare
Farbung die Zellwéande des Organismus durchdringen kann. Auramin und Rhodamin sind
nichtspezifische Fluorochrome, die sich an die mykolischen S&auren in den
mykobakteriellen Zellwdnden binden. Bei der Auramin-Rhodamin-Farbung dient
Kaliumpermaganat als Gegenférbereagenz, das die nichtspezifische Hintergrund-
Fluoreszenz unterdrickt.

REAGENZIEN

Der BBL AFB Slide ist ein herkémmlicher
Mikroskop-Objekttrager von 2,5 x 7,6 cm
GroBe, auf den zwei Kreise aufgepragt
sind. Der positive Kreis enthalt eine
Mischung aus ungefarbtem Mycobacterium
tuberculosis, H37Ra, S. aureus ATCC 25923
und K. pneumoniae ATCC 13883. Dieser
Kreis dient als positive Kontrolle. Der negative Kreis enthélt eine ungefarbte Mischung
aus S. aureus ATCC 25923 und K. pneumoniae ATCC 13883. Dieser Kreis dient als negative
Kontrolle. Der BBL AFB Slide muss vor dem Farben hitzefixiert werden.

AFB Slide

BBL™

Positive Negative

Sicherheitshinweise:

Zur In-vitro-Diagnostik.

Die Kontrollorganismen wurden auf dem Objekttrager chemisch deaktiviert und
luftgetrocknet. Alle Objekttrager sind jedoch also potentiell infektiés zu handhaben. Die zur
Handhabung und Entsorgung infektiéser Materialien geltenden Laborvorschriften beachten.

Aufbewahrung: Den BBL AFB Slide unter 30 °C aufbewahren. Die Objekttrager vor
UbermaBig hohen Temperaturen schitzen.

Das angegebene Verfallsdatum gilt fur das in der unge6ffneten Packung aufbewahrte
Produkt bei Einhaltung der Lagervorschriften.

Gefarbte Objekttrager sind unendlich haltbar und kénnen als permanente Referenz
verwendet werden.

Produktverfall: Produkt nicht verwenden, wenn es den Leistungsmerkmalen fur die
Identitat und die Farbereaktion nicht entspricht.

VERFAHREN
Mitgeliefertes Arbeitsmaterial: BBL AFB Slide.

Bendtigtes, jedoch nicht mitgeliefertes Arbeitsmaterial: Saurefeste Farbereagenzien
und/oder fluoreszierende Farbereagenzien, Objekttrager-Wéarmer oder Bunsenbrenner,
Farbestander, Pinzette, herkémmliches Mikroskop mit Olimmersionsobjektiv und/oder
Fluoreszenz-Mikroskopeinheit.

Anweisungen:
Vorbereitung der Reagenzien

Den BBL AFB Slide hitzefixieren. Hierzu den Objekttrager zwei bis drei Mal durch die
Flamme eines Bunsenbrenners ziehen. Alternativ den Objekttréger 5 bis 10 Sek. vor einen
Mikro-Brennofen halten. Nicht Gberhitzen.

Testverfahren

1. Den BBL AFB Slide zusammen mit den Testplatten mit einem fluoreszierenden oder
sadurefesten Farbesatz gemaf den laborinternen Verfahren farben.

2. Die Objekttrager wahrend des Farbens gut getrennt halten, um eine Kreuzkontamination
mit Farbereagenzien von einem Objekttrager zum anderen zu vermeiden.

3. Den gefarbten Objekttrager unter dem Olimmersionsobjektiv mit einem fir die
verwendete Farbeart geeigneten Mikroskop betrachten und die Ergebnisse protokollieren.

Qualitétssicherung durch den Anwender: Nach dem Farben mit einem entsprechenden

AFB-Farbemittel sollte der positive Kreis deutlich erkennbare saurefeste Stabchen,

vermischt mit nicht-sdurefesten Zellen und Ruckstanden enthalten. Der negative Kreis

sollte nicht-sdurefeste Zellen und Rickstande mit nicht mehr als einem gelegentlich

vorhandenen saurefesten Stabchen enthalten.

ERGEBNISSE

Siurefeste, gefarbte Objekttrager mit Olimmersionsobjektiv mikroskopisch untersuchen.
Die mit einem der fluoreszierenden Féarbemittel gefarbten Objekttrager mit einem
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Fluoreszenz-Mikroskop untersuchen. Die Morphologie der Organismen und die fur die
jeweilige Farbemethode verwendete Farbe protokollieren.+

VERFAHRENSBESCHRANKUNGEN

Eine unsachgemaBe Entfarbung, besonders heftiges Waschen oder ein Zerfall der
verwendeten Farbereagenzien kénnen die Ursache fur eine abnormale Farbung oder
einen parziellen Verlust des Ausstrichs auf dem Objekttrager sein.

Eine falsche Hitzefixierung des Ausstrichs auf dem Objekttrager kann zu einer
Entfernung der Zellen vom Objekttrager fuhren.
LEISTUNGSMERKMALE

Kinyoun (sdurefest in der Kalte)1.1: Sdurefeste Bakterien: dunkelrot bis rosa. Nichtsaurefeste
Bakterien: grun.

Ziehl-Neelsen (sdurefest in der Hitze)z: Siurefeste Bakterien: dunkelrot bis rosa.
Nichtsaurefeste Bakterien: blau.

Auramin-Rhodamin?: Saurefeste Bakterien: fluoreszierend orange-gelb mit UV-Licht.

LIEFERBARE PRODUKTE

Best.- Nr. Beschreibung
231391 BBL AFB Slide, einzeln verpackt, 50 Stck.

LITERATUR: S. ,References” im englischen Text.
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Per la valutazione della qualita delle tecniche di colorazione e dei
reagenti per colorazione acido-resistente in fluorescenza

Italiano

USO PREVISTO

Il vetrino BBL AFB Slide & usato per la valutazione e il controllo della qualita delle tecniche
di colorazione e dei reagenti per colorazione acido-resistente e in fluorescenza ai fini della
rilevazione di bacilli acido-resistenti o BAAR.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE

Per garantire che i dati dei referti di laboratorio siano accurati, affidabili e riproducili, &
necessario osservare procedure di controllo di qualita. Reagenti e metodiche devono
essere monitorati a intervalli regolari allo scopo di documentare la validita del test.18
Il vetrino BBL AFB Slide offre una preparazione standardizzata e stabile da usare come
controllo nei test di reagenti per colorazione in fluorescenza e acido-resistente. Il vetrino
pronto per l'uso elimina la necessita di conservare colture stock per la preparazione dei
vetrini.

PRINCIPI DELLA PROCEDURA

I vetrini pronti per l'uso comprendono: un'area negativa per bacilli acido-resistenti
contenente una miscela di cocchi (Staphylococcus aureus ATCC 25923) e bacilli (Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883) inattivati non acido-resistenti; un'area positiva contenente sia
i precedenti microrganismi sia Mycobacterium tuberculosis H37Ra inattivato. Il vetrino
viene usato per controllare la qualita dei reagenti e delle tecniche di colorazione.

Le applicazioni usate per la valutazione di BAAR includono colorazioni acido-resistenti e
in fluorescenza, quali per esempio Ziehl-Neelsen, Kinyoun e auramina-rodamina. Nella
metodica Ziehl-Neelsen, la carbol fucsina & la colorazione primaria mentre la
controcolorazione & costituita dal blu di metilene.® La colorazione Kinyoun differisce
dalla Ziehl-Neelsen perché il mordente da essa impiegato per ottenere la penetrazione
della colorazione primaria nelle pareti cellulari dei microrganismi € il fenolo (anziché il
vapore).® Auramina e rodamina sono fluorocromi non specifici che si legano agli acidi
micolici nella parete cellulare dei micobatteri. Con la colorazione auramina-rodamina, il
permanganato di potassio funge da controcolorazione, sopprimendo la fluorescenza di
fondo non specifica.

REAGENTI

BBL AFB Slide € un vetrino convenzionale AFB Slide
per microscopio da 2,54 cm x 7,6 c<m,
recante due cerchi. Il cerchio positivo
contiene una miscela di Mycobacterium
tuberculosis, H37Ra, S. aureus ATCC 25923
e K. pneumoniae ATCC 13883 non colorati
e serve da controllo positivo. Il cerchio
negativo contiene una miscela di S. aureus ATCC 25923 e K. pneumoniae ATCC 13883 non
colorati e serve da controllo negativo. Il vetrino BBL AFB Slide deve essere termofissato
prima della colorazione.

BBL™

Positive Negative




Precauzioni -

Esclusivamente per uso diagnostico in vitro.

I microrganismi di controllo sono stati inattivati chimicamente e asciugati all'aria sul
vetrino. Manipolare tuttavia tutti i vetrini come materiale potenzialmente infetto.
Manipolare e smaltire tutti i materiali infetti in conformita alla prassi di laboratorio.
Conservazione - Conservare il vetrino BBL AFB Slide a temperature inferiori a 30 °C. Non
esporre i vetrini a temperature estreme.

La data di scadenza si riferisce al prodotto in confezione integra e conservato come prescritto.
| vetrini colorati si mantengono stabili per un tempo indefinito e possono essere
conservati come riscontro permanente.

Deterioramento del prodotto - Non usare il prodotto se non & conforme alle specifiche di
performance per identita e reazione della colorazione.

PROCEDURE

Materiale fornito - Vetrino BBL AFB Slide.

Materiali necessari ma non forniti - Reagenti per colorazione acido-resistente e/o
reagenti per colorazione in fluorescenza, scaldavetrini o becco Bunsen, rack di
colorazione, pinze, microscopio convenzionale con obiettivo a immersione in olio e/o
gruppo per microscopio a fluorescenza.

Istruzioni -
Preparazione dei reagenti

Termofissare il vetrino BBL AFB Slide passandolo due - tre volte sulla fiamma di un becco
Bunsen. In alternativa, tenerlo davanti a un microinceneritore per 5 — 10 sec. Non
surriscaldare.

Procedura del test

1. Colorare il vetrino BBL AFB Slide insieme ai vetrini per il test usando un kit di
colorazione in fluorescenza o acido-resistente in conformita alla prassi del laboratorio.

2. Durante la procedura di colorazione, tenere i vetrini accuratamente separati per
evitare la cross-contaminazione dei reagenti di colorazione portando residui da un
vetrino all'altro.

3. Esaminare il vetrino colorato con un obiettivo a immersione in olio usando un
microscopio adatto al tipo di colorazione usato e annotare i risultati.

Controllo di qualita a cura dell'utente - Dopo la colorazione con un reagente BAAR

appropriato, il cerchio positivo deve contenere bacilli acido-resistenti chiaramente visibili

mescolati a cellule non acido-resistenti e detriti. Il cerchio negativo deve contenere

cellule non acido-resistenti e detriti e soltanto qualche occasionale bacillo acido-resistente.

RISULTATI

I vetrini colorati con reagente acido-resistente devono essere esaminati al microscopio con
un obiettivo a immersione in olio. Osservare i vetrini colorati con una delle colorazioni in
fluorescenza usando un microscopio a fluorescenza. Annotare la morfologia e il colore dei
microrganismi osservati per la procedura di colorazione appropriata.4

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Una decolorazione inappropriata, una procedura di lavaggio eccessivamente energica o
il deterioramento dei reagenti per colorazione usati, possono determinare una
colorazione anormale o la perdita parziale dello striscio sul vetrino.

Un termofissaggio inadeguato dello striscio sul vetrino puo provocare il distacco di
cellule da quest'ultimo.

PERFORMANCE

Kinyoun (acido-resistente a freddo)w.11 - Bacilli acido-resistenti: da rosso scuro a rosa.
Bacilli non acido-resistenti: verde.

Ziehl-Neelsen (acido-resistente a caldo) - Bacilli acido-resistenti: da rosso scuro a rosa.
Bacilli non acido-resistenti: blu.

Auramina-rodamina? - Bacilli acido-resistenti: arancio-giallo fluorescente a luce UV.

DISPONIBILITA

N. di cat. Descrizione
231391 BBL AFB Slide, 50, in confezione singola

BIBLIOGRAFIA: Vedere “References” nel testo inglese.



& BD BBL AFB Slide

Para la evaluacion de la calidad de reactivos y
técnicas de tincion con colorantes fluorescentes y
acidorresistentes

Espafiol
USO PREVISTO
El portaobjetos AFB BBL se utiliza para la evaluacion y el control de calidad de reactivos
y técnicas de tincion con colorantes fluorescentes y acidorresistentes para la deteccién de
bacilos acidorresistentes (AFB).

RESUMEN Y EXPLICACION

Los procedimientos de control de calidad ayudan a garantizar que la informacion
notificada por los laboratorios es exacta, fiable y reproducible. Se requiere controlar los
reactivos y métodos a intervalos establecidos con el fin de documentar la validez de la
pruebats. El portaobjetos AFB BBL ofrece una preparacion estandarizada y estable para
su uso como control al realizar la prueba de los reactivos de tincion fluorescente y
acidorresistente. El portaobjetos preparado elimina la necesidad de mantener cultivos de
referencia para preparar portaobjetos.

FUNDAMENTO DEL PROCEDIMIENTO

Los portaobjetos preparados contienen un darea negativa para los bacilos
acidorresistentes con una mezcla de cocos (Staphylococcus aureus ATCC 25923) y bacilos
(Klebsiella pneumoniae ATCC 13883) no acidorresistentes desactivados. Un area positiva
contiene estos organismos y Mycobacterium tuberculosis H37Ra desactivado. Este
portaobjetos se utiliza para comprobar la calidad de los reactivos y técnicas de tincion.
Las aplicaciones de tincién utilizadas para la evaluacién de AFB incluyen tinciones tanto
acidorresistentes como fluorescentes. Ziehl-Neelsen, Kinyoun y auramina-rodamina
constituyen ejemplos de dichas tinciones. En el método de tincion de Ziehl-Neelsen, el
colorante primario es carbol-fucsina basica y el contracolorante, azul de metilenos. El
método de Kinyoun difiere del de Ziehl-Neelsen en que se utiliza fenol (en lugar de
vapor) como mordiente para favorecer la penetracion del colorante primario a través de
las paredes celulares del organismod. La auramina y rodamina son fluorocromos no
especificos que se unen a acidos micélicos en la pared celular micobacteriana®. Con la
tincion de auramina-rodamina, el permanganato potasico sirve como contracolorante,
que suprime la fluorescencia de fondo no especifica.

REACTIVOS

El portaobjetos AFB BBL es un portaobjetos
convencional de microscopio de 2,5 cm x
7,6 cm con dos circulos. El circulo positivo
contiene una mezcla de los siguientes
organismos sin tincion: Mycobacterium
tuberculosis, H37Ra, S. aureus ATCC 25923y Positive Negative
K. pneumoniae ATCC 13883. Este circulo
sirve como control positivo. El circulo negativo contiene una mezcla sin tincion de
S. aureus ATCC 25923 y K. pneumoniae ATCC 13883. Este circulo sirve como control
negativo. El portaobjetos AFB BBL debe fijarse por calor antes de realizar la tincion.

AFB Slide

BBL™

Precauciones:
Para uso diagnéstico in vitro.

Los organismos de control se han inactivado quimicamente y se han secado al aire sobre
el portaobjetos. Sin embargo, todos los portaobjetos deben manipularse como si
contuviesen materiales infecciosos. Deben seguirse los procedimientos de laboratorio
establecidos para la manipulacién y la eliminaciéon de materiales infecciosos.

Conservacion: Conservar el portaobjetos AFB BBL a una temperatura inferior a 30 °C. No
exponer los portaobjetos a temperaturas extremas.

La fecha de caducidad se aplica al producto conservado en su envase intacto de la forma indicada.

Los portaobjetos con tincion son estables por tiempo indefinido y pueden conservarse
como registro permanente.

Deterioro del producto: No utilizar un producto si no cumple las especificaciones de
rendimiento en materia de identidad y reaccién de tincion.

PROCEDIMIENTOS:
Material suministrado: BBL AFB Slide.

Materiales necesarios pero no suministrados: Reactivos de tincion acidorresistentes y/o
reactivos de tincion fluorescentes, calentador de portaobjetos o mechero de Bunsen,
gradilla de tincién, pinzas, microscopio convencional con lente de inmersion en aceite y/o
microscopio de fluorescencia.

Instrucciones:
Preparacién del reactivo



Fijar el reactivo en el portaobjetos AFB BBL pasandolo dos o tres veces por la llama de un
mechero de Bunsen. También se puede sostener el portaobjetos frente a un
microincinerador durante 5 — 10 segundos. No calentar en exceso.

Procedimiento de analisis

1. Realizar la tincion en el portaobjetos AFB BBL junto con los portaobjetos de prueba,
con un equipo de tincion fluorescente o acidorresistente, segun los procedimientos
recomendados del laboratorio.

2. Mantener los portaobjetos bien separados durante el procedimiento de tincion para evitar
la transferencia por contaminacién cruzada de reactivos de tincion entre los portaobjetos.

3. Efectuar la lectura del portaobjetos con tincion mediante una lente de inmersioén en
aceite y microscopio adecuado para el tipo de tincion utilizada y registrar los resultados.

Control de calidad del usuario: Después de realizar la tincion con el colorante AFB

correspondiente, el circulo positivo debe contener bacilos acidorresistentes claramente

visibles, ademas de células no acidorresistentes y particulas residuales. El circulo negativo
debe contener células no acidorresistentes y particulas residuales con no mas de algun
bacilo acidorresistente ocasional.

RESULTADOS

Efectuar la lectura de los portaobjetos con tincion acidorresistente mediante una lente
de inmersién en aceite. Utilizar un microscopio de fluorescencia para observar los
portaobjetos con tincion de colorantes fluorescentes. Registrar la morfologia y color de
los organismos observados segun el procedimiento de tincion correspondiente4.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Se puede producir una tincién anémala o pérdida parcial del frotis en el portaobjetos
debido a una decoloracién inadecuada, un procedimiento de lavado con demasiada
fuerza o el deterioro de los reactivos de tincion utilizados.

Si se fija por calor el frotis en el portaobjetos de una manera incorrecta, es posible que
se desprendan células del portaobjetos.
CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Kinyoun (acidorresistente en frio).11: Bacilos acidorresistentes: rojo oscuro a rosa. Bacilos
no acidorresistentes: verde.

Ziehl-Neelsen (acidorresistente en caliente)2: Bacilos acidorresistentes: rojo oscuro a rosa.
Bacilos no acidorresistentes: azul.

Auramina-rodamina?: Bacilos acidorresistentes: naranja-amarillo fluorescente con luz UV.

DISPONIBILIDAD

N.° cat. Descripcion
231391 BBL AFB Slide, envasados individualmente, 50.

REFERENCIAS: Véase la seccion “References” en el texto inglés.
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