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1. Princip

Pappenheimova panopticka barvici technika

Nétéry fixujeme roztokem May-Griinwald a barvime roztokem Giemsa-Romanowski.
Zéakladem tohoto barveni jsou:

a) Kationtové (zdsadité) barvivo azur B: vdZe se na aniontové ¢asti molekul a barvi modrosedé
nukleové kyseliny (DNA nebo RNA), nukleoproteiny, granule bazofili a sekunddrni granula
neutrofill.

b) Aniontové (kyselé) barvivo eozin Y: vdZe se na kationtové ¢asti molekul proteini a barvi
oranZovocerven¢ hemoglobin a eozinofilni granula.

Pti barveni vznikaji rtizné kombinace téchto dvou zdkladnich barviv.
Tzv. ,,rychlé barveni* neni vhodné k barveni ndtéri pri hodnoceni periferni krve.

periferni krev odebrand do KsEDTA

stabilita vzorku do zhotoveni natéru: max. 5 hodin (pfi laboratorni teplot¢)

uchovani natéru na skle do doby vysSettent:

» fixovany nenabarveny ndtér lze skladovat az nékolik tydnii pfed vlastnim barvenim (pii
laboratorni teplot¢)

» fixovany a nabarveny natér vydrzi az nékolik let (pfi laboratorni teploté)

» nefixovany natér nelze dlouhodob¢ skladovat

2. Odbér a manipulace s biologickym materialem

. Spoti‘ebni material
podloZni skla se zabrouSenymi okraji
roztérova skla
Pasteurova pipeta nebo specidlni ptipravky/aplikatory k nandseni krve z odbérové nadobky na
podloZni sklo
celul6zova vata — pritezy, CtvereCky
e ochranné rukavice
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4. Reagencie
4.1. Zékladni reagencie
e metanol
e fixa¢ni roztok May-Griinwald,
» uchovdavat pfi laboratorni teploté, pouZivat do data exspirace
e Dbarvici roztok Giemsa-Romanowski,
» uchovavat pfi laboratorni teploté, pouZivat do data exspirace
e fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8
» uchovéavat v lednici, pfi teploté +2 °C az +8 °C
» rozpis pro 5000 ml: 0,067 mol/l KH,PO, 127 ml + 0,067 mol/l Na,HPO,4 123 ml + doplnit
do 5000 ml deionizovanou vodou
» zékladni pufry:
0,067 mol/l KH,POy4: 9,07 g + doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou
0,067 mol/l Na,HPOy4: 9,45 g + doplnit do 1000 ml deionizovanou vodou
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4.2. Pracovni roztoky

e fixac¢ni roztok 1: pracovni Cisty roztok May-Griinwald

e uchovdavat v piikryté kyveté pfi laboratorni teploté€, pfisluSny objem dolévat roztokem May-
Griinwald dle potteby; cely objem vyménovat dle potieby

e promyvaci roztok 2: fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8; vyménovat dle potieby

e Dbarvici roztok 3: fedit 1 dil roztoku Giemsa-Romanowski (pfed pouzitim piefiltrovat)
s 9 dily fosfatového pufru pH 6,7 — 6,8; uchovavat v ptikryté kyveté pii laboratorni teplot¢,
cely objem vyménovat dle potieby

e promyvaci roztok 4: Cisty fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8; vyméiovat dle potieby

e promyvaci roztok 5: Cisty fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8; vyméiovat dle potieby

5. Pracovni postup
5.1. Fixace natért
Fixace nétéri je nezbytnd v piipad¢ uchovivani nenabarvenych skel, pro rutinni barveni natért
se nevyzaduje.
1. Rovnomérné nétéry krve na skle je nutné nechat minimdlné¢ 10 minut zaschnout pfi
laboratorni teplot¢.
2. V kyveté fixovat nitéry 5 minut metanolem (metanol nesmi pfijit do kontaktu s vodou).
3. Natéry nechat zaschnout.

5.2. Fixace a barveni natér

1. Rovnomérné ndtéry krve na skle je nutné nechat minimdlné¢ 10 minut zaschnout pfi
laboratorni teplot¢.

2. V prvni kyveté nétéry fixovat 10 minut fixa¢nim roztokem 1 (fixa¢ni roztok nesmi pfijit do
kontaktu s vodou)

3. Ve druhé kyvet¢ nétéry oplachovat roztokem 2.

4. Ve tieti kyveté natéry barvit 10 minut barvicim roztokem 3.

5. Ve ¢tvrté kyveté natéry oplachnout roztokem 4.

6. V paté kyveté natéry oplachnout roztokem 5.

7. Natéry fadn€ oplachnout pod tekouci vodou a nechat zaschnout.

Pozndmka: Barveni skel na mriiZce neni vhodné, miiZe zpiisobovat artificidlni zmény v ndtéru

(vysychdni, krystalizace barvy).

6. Kontrola kvality

Kontrolovat 1 — 2 skla v kazdé nove ptipravené sérii barvicich roztokt.

7. Bezpecnostni aspekty

e Roztok May-Griinwald: obsahuje metanol, toxicky pfi vdechnuti, pfi styku s kizi a pfi poZiti

e Roztok Giemsa-Romanowski: obsahuje metanol, toxicky pfi vdechnuti, pii styku s kiizi a pfi
poziti

e Metanol: toxicky pfi vdechnuti, pfi styku s kiizi a pti poZiti

8. Poznamky
8.1. Umyvéni novych skel
1. VloZit skla na 24 hodin do ¢isticiho roztoku (pouZziva se béZné nafedény sapondt pouZivany
v umyvarné na oddéleni).
2. Po vyjmuti z Cistictho roztoku promyvat proudem tekouci vody a potom provést oplach
deionizovanou vodou.
3. Oplachnutd skla namocit do lihobenzinu a potom jedno po druhém osusit a vylestit ¢istym
platnem.
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4. Cista skla prikryt nebo je uloZit do krabigky.

8.2. Zdroje chyb pfti provadéni natéru krve na sklo
1. Silny nétér po celé délce skla.
2. Sklo nebylo fddn¢ odmasténo (v nitéru jsou mastnd oka).
3. Natér je ukoncen silnou vrstvou a neptechdzi ,,do ztracena“ (roztérové sklo bylo pti ukonceni

natéru prudce zvednuto).

4. Jsou-li v natéru nerovnomérné pruhy (na roztérné sklicko se pfili§ tlacilo a natér nebyl

proveden lehce).

5. Nespravny sklon roztérového skla.

8.3. Zdroje chyb pfti barveni
1. Kyselé pH vyvola rizovou barvu natért, zdsadité pH vyvold modré zbarveni natért.
2. Dojde-li ptfi oplachovani néatéru k jeho ,smyti®. (Natér nebyl dostatetné zaschly nebo

fixovany).

4. Staré krevni natéry byvaji Casto prebarvené.
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