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PRZEZNACZENIE

Zakraplacze BD BBL btekitu metylenowego Loefflera stosuje sie w celu prawdopodobnej identyfikacji Corynebacterium
diphtheriae oraz jako uzupetnienie barwienia metodg Grama.

STRESZCZENIE | OBJASNIENIE

Barwienie z uzyciem btekitu metylenowego jest uwazane za proste barwienie, ktéry mozna stosowa¢ w réznorodnych celach,
takich jak okreslenie wygladu bakterii oraz pomoc w interpretacji testu Quellunga.! Jest to barwienie z wyboru w celu
prawdopodobnej identyfikacji Corynebacterium diphteriae. Po wybarwieniu wymieniony gatunek bakterii charakteryzuje sie
uktadem komoérek przypominajagcym koraliki lub smugi, z silnie wybarwionymi metachromatycznymi ziarnistosciami
kontrastujacymi z jasnoniebieskg cytoplazma.??

Barwienie z uzyciem btekitu metylenowego stosuje sie jako uzupetnienie barwienia metodg Grama, zwtaszcza w przypadku
barwienia dotyczacego bakterii gram-ujemnych, takich jak Haemophilus influenzae i bakterie z rodzaju Neisseria.** Barwienie
moze uwidoczni¢ morfologie bakterii wrzecionowatych i kretkdw (z zakazen jamy ustnej takich jak angina Vincenta), co moze
by¢ trudne do zobaczenia w przypadku barwienia metoda Grama.®> Barwienie stosuje sie takze w celu wykrycia obecnosci
biatych ciatek krwi w stolcu, co moze wskazywaé na istnienie ztosliwego nowotworu jelita.’

Barwienie za pomoca zakraplaczy BD BBL btekitu metylenowego Loefflera (BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain Droppers)
mozna stosowac jako barwienie kontrastowe w przypadku barwienia witki za pomocg zakraplaczy BD BBL Flagella Stain
Droppers, ktére jest zalecane do wybarwienia witek bakterii.

Zakraplacze BD BBL btekitu metylenowego (BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain Droppers) dostarczane sg w hermetycznie
zamknigtych amputkach w celu lepszej stabilnosci odczynnikéw przed ich zastosowaniem.

ZASADY PROCEDURY

Btekit metylenowy jest kationowym barwnikiem, ktéry nadaje niebieski kolor ujemnie natadowanym polifosforanowym
czesciom komorek (takim jak kwas rybonukleinowy)." Metachromazja, ktéra obserwuje sie w przypadku C. diphteriae
spowodowana jest duzym stezeniem polifosforanow tworzacych polimery. Silnie na niebiesko wybarwione ziarnistosci
polifosforanowe, otoczone jasniejszg niebieska cytoplazma nazywane sg metachromatycznymi ziarnistosciami lub ciatkami
Babesa-Ernsta.

ODCZYNNIKI

Zakraplacze BD BBL btekitu metylenowego Loefflera (BD BBL Methylene Blue Loeffler Stain Droppers) zawieraja: 0,3 g bfekitu
metylenowego, 30 mL 95% alkoholu, 0,1 mL 10% wodorotlenku potasu oraz 100 mL wody destylowanej.

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci:

Do stosowania w diagnostyce in vitro.

Szkodliwy w przypadku wdychania oraz w razie spozycia.

Nalezy przestrzega¢ odpowiednich ustalonych procedur laboratoryjnych dotyczacych obchodzenia sie z materiatami zakaznymi
oraz ich utylizacji.

Uwaga

H226 Wysoce tatwopalna ciecz i pary. P280 Stosowac rekawice ochronne/odziez ochronna/ochrone oczu/ochrone twarzy. P233
Przechowywaé pojemnik szczelnie zamkniety. P303+P361+P353 W PRZYPADKU KONTATKU ZE SKORA (lub z wiosami):
Natychmiast zdjg¢ catg zanieczyszczong odziez. Sptukac¢ skére pod strumieniem wody/prysznicem. P370+P378 W przypadku
pozaru: Uzy¢ gasnicy sniegowej, proszkowej lub wodnej do gaszenia. P403+P235 Przechowywaé¢ w dobrze wentylowanym
miejscu. Przechowywaé w chtodnym miejscu. P501 Zawartos$¢/pojemnik usuwaé zgodnie z lokalnymi/regionalnymi/krajowymi/
miedzynarodowymi przepisami.

Przechowywanie: Zakraplacze btekitu metylenowego Loefflera (Methylene Blue Loeffler Stain Droppers) nalezy przechowywacé
w temperaturze 15 - 30°C. Zakraplacze btekitu metylenowego Loefflera sa gotowe do uzytku.



Data waznosci dotyczy produktu w nienaruszonym pojemniku, przechowywanego zgodnie z instrukgcja.
Pogorszenie jakosci produktu: Nie uzywac produktu, jezeli nie spetnia kryteriéw identyfikacji i wydajnosci.

POBIERANIE | PRZYGOTOWYWANIE PROBEK
Informacje na temat swoistych procedur dotyczacych przetwarzania materiatéw znajdujg sie¢ w odpowiednich pozycjach

pismiennictwa.*’

Wyglad mikroskopowy C. diphteriae jest szczegdlnie charakterystyczny w przypadku wzrostu na podtozu Loeffler Blood
Serum.®

PROCEDURA

Dostarczane materiaty: Zakraplacze btekitu metylenowego Loefflera (Methylene Blue Loeffler Stain Droppers).

Materiaty wymagane, ale niedostarczane: Szkietka podstawowe, palnik Bunsena, petla do posiewu i mikroorganizmy stuzace
do przeprowadzenia kontroli jakosci.

Procedura testowa:

1. Na czystym szkietku podstawowym nalezy przygotowac rozmaz materiatu, ktéry ma byc barwiony.

2. Nalezy pozwoli¢, aby rozmaz dokfadnie wysecht na powietrzu.

3. Utrwali¢ rozmaz za pomocg ogrzania lub metanolu.

4. Trzyma¢ zakraplacz w pozycji pionowej z KONCOWKA SKIEROWANA OD SIEBIE. Chwyci¢ cze$é srodkowa kciukiem i palcem
wskazujacym, a nastepnie delikatnie $cisna¢ w celu ztamania amputki wewnatrz zakraplacza. Przestroga: Ztamac¢ amputke
w okolicach jej Srodka tylko raz. Nie manipulowaé zakraplaczem winny sposéb, gdyz plastik moze zosta¢ przekiuty
i spowodowac zranienie. Postukac kilkakrotnie dnem o stét. Odwréci¢ w celu wygodnego dawkowania roztworu kropla po
kropli.

5. Zalac¢ szkietko barwnikiem i pozwoli¢ na wybarwienie przez 1- 3 min.

6. Sptukac szkietko pod kranem lub uzywajac wody destylowanej i osuszy¢ bibuta.

7. Oceni¢ rozmaz pod mikroskopem z obiektywem imersyjnym.

Kontrola jakosci przez uzytkownika:

Charakterystyka produktu — niebieski, przejrzysty roztwér, wewnatrz szklanej amputki umieszczonej w plastykowym pojemniku.

Wzrost kolonii — sprawdz wydajnos¢ zakraplacza btekitu metylenowego Loefflera (Methylene Blue Loeffler Stain Droppers),
stosujac procedure opisang powyzej. Obejrzyj C. diphteriae pod katem obecnosci metachromatycznych ziarnistosci.

Drobnoustréj ATCC Reakcja barwna
Escherichia coli 25922 niebieskie pateczki
Streptococcus pyogenes 19615 niebieskie ziarniaki
Corynebacterium diphteriae biotyp gravis 8028 silnie niebieskie ziarnistosci

Nalezy postepowaé zgodnie z obowigzujgcymi wymaganiami kontroli jakosci, wynikajgcymi z przepiséw lokalnych, krajowych
lub federalnych, wymogami akredytacji oraz standardowymi procedurami kontroli jakosci w danym laboratorium. W celu
ustalenia wtasciwych zasad kontroli jakosci zaleca sie korzystanie z odnosnych wytycznych CLSI lub przepiséw CLIA.

WYNIKI

Komoérki bakterii barwig sie na kolor umiarkowanie niebieski, podczas gdy tto ma jasnoniebieskie zabarwienie. Wybarwione
C. diphteriae widoczne sg jako wielopostaciowe pateczki tworzace uktady przypominajgce koraliki, z rozszerzonymi koncami,
maczugowate i zawierajace silnie wybarwione metachromatyczne ziarnistosci.®

OGRANICZENIA PROCEDURY

Nadmierne wybarwienie moze zmniejszy¢ kontrast pomiedzy ziarnistosciami i cytoplazma lub pomiedzy bakteriami i ttem.”
Barwienie metoda Loefflera mozna stosowac w celu prawdopodobnej identyfikacji Corynebacterium diphteriae. Zaleca sie
przeprowadzenie dodatkowych badan biochemicznych w celu catkowitej identyfikacji bakterii, poniewaz niektére szczepy

Actinomyces, Propionibacterium oraz wielopostaciowe formy paciorkowcéw moga cechowac sie charakterystycznym wygladem
wybarwionych C. diphteriae.*



CHARAKTERYSTYKA WYDAJNOSCIOWA

Przed dopuszczeniem produktu do obrotu wszystkie partie zakraplaczy BD BBL btekitu metylenowego Loefflera (Methylene
Blue Loeffler Stain Droppers) sg testowane pod katem okreslonych witasciwosci. Jedng krople silnie zasolonej zawiesiny
(standard McFarlanda okoto 3) Escherichia coli (ATCC 25922) i Streptococcus pyogenes (ATCC 19615) umieszcza sie na szkietku
mikroskopowym, pozwalajac, aby wyschta na powietrzu, i utrwala sie, ogrzewajgc. Rozmaz Corynebacterium diphteriae
biotypu gravis (ATCC 8028) umieszcza sie na czystym szkietku mikroskopowym, pozwalajac, aby wysecht na powietrzu, i utrwala
sie, ogrzewajac. Szkietka zalewa sie barwnikiem BD BBL btekitem metylenowym Loefflera i pozostawia na 2 minuty. Nastepnie
szkietka sptukuje sie wodga i osusza bibuta. Szkietka oglada sie w mikroskopie Swietlnym, uzywajac obiektywoéw imersyjnych.
Komorki bakterii E. colii S. pyogenes barwig sie na niebiesko, chociaz nasilenie barwy moze by¢ rézne. Morfologia komorek jest
bez trudu rozpoznawalna. Metachromatyczne ziarnistosci w komoérkach C. diphteriae barwia sie silniej na niebiesko niz
otaczajaca cytoplazma.
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Dziat Obstugi Technicznej firmy BD Diagnostics: nalezy skontaktowac sie z lokalnym przedstawicielem BD lub odwiedzi¢ strone
www.bd.com/ds.
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