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Th-Stain

Farbekit (Kaltfarbung) fiir die mikroskopische Untersuchung von Mycobakterien

Prinzip

Tb-Stain ist ein Farbeset zur mikroskopischen Farbung von Mycobakterien
aufderBasis einer modifizierten Ziehl-Neelsen-Farbung. Die anzuwendende
Kaltfarbung eriibrigt die sonst notwendige Erwarmung der Karbolfuchsinlé-
sung, dadurch werden Phenoldampfe weitgehend vermieden. Saurefeste
Bakterien, z. B. Tuberkulose-Bakterien, haben eine stark lipidhaltige, wachs-
artige Hulle. Diese verhindert, dass die durch Farbung aufgenommenen
Farbstoffe durch Séurebehandlung (Salzsaure-Alkohol) wieder abgegeben
werden. Die saurefesten Mykobakterien erscheinen im mikroskopischen
Praparatrotgefarbt, nicht sdurefeste Mikroorganismen erscheinen dagegen
im Farbbild der Gegenfarbung.

Reagenzien

Die Reagenzien sind bei angegebener Lagertemperatur haltbar bis zum
Ende des aufgedruckten Verfallsdatums. Angebrochene Flaschen sind in
kontanimationsfreiem Zustand mindestens ca. 4 Monate haltbar.
Flaschen stets gut geschlossen halten.

Bei Lagerung unter +15°C kdnnen Farbstoffniederschlage auftreten. Diese
koénnen durch Erwarmung im Wasserbad bei 60 °C (iber einen Zeitraum von
4 Stunden (zwischendurch mischen) wieder gelést werden.

Sputusolve kann durch Warme- und Lichteinwirkung ausgasen. Um ein
Aufbladhen der Flasche (Berstgefahr) zu vermeiden, ist diese nach Erhalt
gegen entstehenden Innendruck durch Lockern des Verschlusses zu sichern
und danach stehend aufzubewahren.

Die Reagenzien sollen nichtunter Raumtemperatur 20 °C verwendetwerden.

Gefahren und Sicherheit

Beachten Sie die notwendigen VorsichtsmalRnahmen im Gebrauch von Laborreagenzien und
Kérperflissigkeiten, sowie mikrobiologischer Proben. Der Umgang sollte durch sachkundiges
Personal erfolgen. Nationale undinterne Labor-Richtlinien fir Arbeitssicherheit und Infektionsschutz
sind zu befolgen. Tragen Sie geeignete Schutzkleidung und Einmalhandschuhe wéhrend derArbeit.

Es ist auf wirksamen Infektionsschutz entsprechend der Laborrichtlinien zu achten.
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Fir weitere und allgemeine Sicherheitshinweise beachten Sie bitte auch die Angaben auf dem

Etikett und das entsprechende Sicherheitsdatenblatt (SDB/SDS).

Die Sicherheitseinstufungen wurden nach den gesetzlichen Richtlinien vorgenommen. Bei

Differenzen in der Kennzeichnung oder den Sicherheitsangaben zwischen Etikett und SDS

gelten die Angaben des SDS.

Download iber QR-Code oder Link:
www.sds-id.com/100144-9
www.sds-id.com/100145-8
www.sds-id.com/100146-7
www.sds-id.com/100147-6

Tb-Stain - Sputusolve)
Tb-Stain - Karbolfuchsin)
Tb-Stain - Entfarbeldsung)
Tb-Stain - Malachitgriin)

Inhalt/Hauptbestandteile

003831-... Cont| NaOCI ~5%, NaOH ~7.5%
003832-... Cont] 69/l C.I. 42510/42520, 409/l CeHsOH
003833-... Chlorwasserstoff 0,75 % in CoHs0H.
003834-... 2g/1 C.I. 42000

003830-6001 KIT  Th-Stain

003831-1010 R1 1x 1.0l Tb-Stain Sputusolve (Konzentrat)

003832-0500 R2 1x 500ml Tb-Stain Karbolfuchsinldsung

003833-1010 R3 1x 1.0l Tb-Stain Entfarbeldsung (Salzsaure-Alkohol)
003834-0500 R4 1x 500ml Tb-Stain Malachitgriinoxalatiésung

Der Farbekit reicht fur etwa 250 Farbungen

Die Losungen stehen auch als Einzelldsungen in verschiedenen Gebinde-
gréRen zu Verfugung.

Zusatzlich bendtigte oder empfohlene Materialien

Immersionsdl, Eindeckmittel, Objekttrager etc.

Reagenzvorbereitung

R1a: Sputusolve-Gebrauchsldsung 15% (Verdiinnung 15:100):

Ansatz: 100ml 500ml 1000ml
Sputusolve Konzentrat 15ml 75ml 150ml
Aqua dest. 85ml 425ml 850 ml

Mischen und dunkel lagern.

Hinweise
Nur kontaminationsfreie Arbeitsmittel verwenden. VorsichtsmaRnahmen
beachten.

Gerate

Mikroskop, Farbebank, Zentrifuge, Objekttrager, Zentrifugenrohrchen,Aqua
dem. Die Verwendung von Farbeautomaten ist méglich.

Probenmaterial

Bakteriologische Materialien wie Sputum, Imprinte, Spllflissigkeiten,
Ergusse, Eiter, Exsudate, FNAB (fine needle aspiration biopsies), fliissige
und feste Kulturen, histologische Schnitte.

Zur Tb-Diagnose dient vor allem Sputum, da dieser meist Tuberkulose-
Bakterien in sehr hoher Zahl enthalt (>10%/ml). Die Mindestprobenmenge
betragtetwa 2 ml. Untersuchungsgut méglichstam gleichen Tag verarbeiten
oder im Kuhlschrank Gber max. 24 h lagern.

Um die Tb-Bakterien aus dem Sputum freizusetzen, d.h. von den um-
hullenden Schleim- und Zellmassen zu befreien, wird eine Behandlung
mit Sputusolve durchgefiihrt. Dabei wird das organische Material unter
weitgehender Schonung der s&ure- und alkalifesten Tuberkulose-Bakterien
aufgeldst. Die Ubrigen, meist unerwiinschten Keime werden z. T. abgetotet
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Durchfiihrung

Probenvorbereitung:

Sputum

Zur Freisetzung von Mycobakterien aus dem Schleim und aus Zellver-
banden des Sputums soll dieser mit Sputusolve vorbehandelt werden.
Das enthaltene Hypochlorit wirkt oxidativ auf das Material und setzt die
Mycobakterien schonend frei.

Probenansatz (im Zentrifugenrdhrchen):

Probe 1 Teil
Th-Stain R1a Sputusolve 15% 3 Teile
VeerschlieRen und kraftig schitteln 10 min
Zentrifugieren bei 3000...4800 RPM (U/min) 20 min

Uberstehende Fliissigkeit dekantieren. Vion dem Sediment Ausstrich anfertigen.
Lufttrocknen lassen.

Histologische Schnitte

Schnitte wie bekannt entparaffinieren und in absteigender Ethanol-Reihe
rehydratisieren. Die Vorbehandlung mit Sputusolve entfallt fur formalinfi-
xierte Proben.

Sonstiges Probenmaterial

Ausstriche nach geeignetem Anreicherungsschritt anfertigen, lufttrocknen
und hitzefixieren.

Fixierung:

Die Ausstriche werden Uber einer Bunsenbrennerflamme fixiert (2...3 mal
unter Vermeidung zu starker Hitzeeinwirkung).

Alternativ kann auch 20 min bei 100... 110°C im Trockenschrank oder auf
einer Warmeplatte fixiert werden. Intensive Warmeeinwirkung beeintrachtigt
die Farbbarkeit der Zellen.

Fédrbung auf der Fdarbebank:

Objekttrager mit fixiertem Ausstrich waagerecht ausrichten.
Th-Stain R2 (Karbolfuchsin)

Vollsténdig bedecken,

danach mit Leitungswasser abspilen, bis keine Farbwolken mehr abgehen.

Th-Stain R3 (Entfarbung) 15...30 sec *
Ganz iiberschichten und einwirken lassen. Mit Leitungswasser unverziiglich abspiilen.
* Einwirkdauer Abhangig von der Dicke des Materials.
Th-Stain R4 (Malachitgriinoxalat)

Praparat vollstandig bedecken.

Mit flieRendem Leitungswasser sorgfaltig absplen
Lufttrocknung Uber Nacht oder bei 50°C im Trockenschrank.

5 min

1..2min

10 sec.

Histologische Schnitte diirfen nach der Gegenfarbung nicht entwassert
werden, da sonst Farbstoff ausgewaschen wird.

Lost sich Untersuchungsgut ofters vom Objekttrager ab, so ist das vor-
ausgehende Beschichten der Objekttrager mit einem Albumin-Glycerin-
Gemisch angebracht (Produktinformation und Albumin-Glycerin-Reagenz
auf Anfrage).

Bei der Durchfiihrung der Farbung streng darauf achten, dass keine
saurefesten Stabchen von einem zum anderen Objekttrager verschleppt
werden kénnen.

Fédrbung im Féarbeautomaten:

Objekttrager sollen zwischen den Farbeschritten gut abtropfen um eine
unnétige Verschleppung von Reagenz zu vermeiden.

Objekttrager mit fixiertem Ausstrich. Zeit: Station:
Th-Stain R2 (Karbolfuchsinlosung) * 5min 1

Waschen mit Leitungswasser 45 sec 5

Th-Stain R3 (Entférbeldsung) 15 sec 2
Waschen mit Leitungswasser 15 sec 5

Th-Stain R4 (Malachitgriinoxalatlosung) 60 sec 3

Waschen mit Leitungswasser 10 sec 5

Lufttrocknung Giber Nacht auf Station 6 oder Trocknung im Trockenschrank bei 50°C.
* Ldsung in Station 1 nach ca. 12 Durchgéngen oder bei Bedarf wechseln.

Auswertung

Die mikroskopisch Durchmusterung des geférbten Praparates im Hellfeld
mind. 5 min bei 100x Objektivvergroferung mit Immersionsol durchfiihren.
Die saurefesten Mycobakterien heben sich bei guter Farbung deutlich rot
von dem amorphen, hellgrinen Hintergrund ab.

Befund

Positiver Befund: "saurefeste Stabchen nachgewiesen".

Negativer Befund: ~ "saurefeste Stabchen nicht nachgewiesen".

Es kann keine Aussage gemacht werden darlber, ob es sich bei den saure-
festen Stabchen um Tuberkulose-Bakterien (Mycobakterium tuberkulosis),
oder um andere Mycobakterien handelt. Ebenso kann nicht zwischen
lebenden (aktiven) und abgestorbenen (inaktiven) Bakterien unterschieden
werden. Nach Diagnose saurefester Stabchen im Untersuchungsmaterial
sind weiterflhrende Untersuchungen in einem Speziallabor angebracht.

Diagnostik

Diagnosen sind nurvon autorisierten und ausreichend geschulten Personen
zu erstellen. Anzuwenden sind giiltige Nomenklaturen.

Weiterfiihrende Tests sind nach anerkannten Methoden auszuwahlen und
durchzufihren.

Geeignete Kontrollen sollten bei jeder Durchfiihrung mitgefiihrt werden, um
ein fehlerhaftes Ergebnis auszuschlieRen.

Infektionsschutz

Es sind die einschlagigen Unfallverhitungsvorschriften und die jeweils
gliltigen Richtlinien Gber Desinfektionsmalinahmen bei Tuberkulose zu be-
achten. Es muss die sichere Abtétung der evtl. vorhandenen Mycobakterien
gewahrleistet sein. Bei der Arbeit mit fliissigem Untersuchungsgut empfiehlt
sich die Abdeckung des Arbeitsplatzes mit desinfektionsmittelgetranktem
Zellstoff. Arbeiten, bei denen die Gefahr einer Aerosolbildung besteht,
(z.B. Entfernen von Rohrchenverschliissen) miissen unter einem Abzug
mit Bakterienfilter durchgefiihrt werden. Zentrifugieren darf ebenfalls we-
gen der Gefahr der Aerosolbildung nur in dicht verschlossenen Geféfien
erfolgen. Abfall (Zentrifugat-Uberstand, gebrauchte Zentrifugenréhrchen,
Objekttrager etc.) gelten als infektiés und sind entsprechend zu behandeln
bzw. zu entsorgen.

Hinweise

Klassifizierungen
Nicht fir die Humandiagnostik.

Unterstiitzung / Infoservice

Methodische und technische Unterstiitzung erhalten Sie per E-Mail unter
support@bioanalytic.de.

Uberpriifen Sie die Aktualitit dieser Produktinformation regelméRig auf
unseren Internetseiten.

Riickmeldungen
Hinweise der Anwender kénnen an support@bioanalytic.de berichtetwerden.
Vorschlage werden fir weitere Entwicklungen beriicksichtigt.

Entsorgung

Bitte beachten Sie die gesetzlichen Vorschriften.

Gebrauchte und verfallene Ldsungen sind entsprechend der lokalen Vorschriften zu entsorgen.
Innerhalb der EU gelten die Vorschriften auf der Grundlage Richtlinie 67/548/EWG des Rates

der Angleichung der Rechts- und Verwaltungsvorschriften fiir die Einstufung, Verpackung und
Kennzeichnung geféhrlicher Stoffe, in der jeweils gliltigen Fassung.

Dekontaminierte Verpackungen kénnen dem Hausmill oder Recycling zugefiihrt werden, soweit
nicht anders geregelt.

Infektiose Materialien entsorgen Sie inaktiviert entsprechend der behérd-
lichen Vorschriften.

Bestellinformation

Alle Reagenzien sind auch separat erhaltlich (auch in anderen Abfillungen),
bei Bedarf ebenso Loffler's Methylenblauldsung und Albumin-Glycerin-
Lésung.



