A Barvivo s obsahem stiibra

SIGMA-ALDRICH’

ACCUSTAIN®, MODIFIKOVANE

STEINER-STEINER
(Postup ¢. HT101)

POUZITI

Sigma-Aldrich stfibrné barvivo, Steiner-Steiner modifikace, je uréeno k demonstraci
spirochet a nefilamentéznich bakterii v parafinovych tkafovych fezech. Reagencie
stiibrného barviva jsou uréena k pouziti v “diagnostice in vitro.”

Zdokumentované postupy k demonstraci spirochet a dalSich oportunistickych
organizml zahrnuji postupy Warthin-Starry, Dieterle a Steiner-Steiner.™ Tyto procedury
vyzaduji Casto provedeni velmi pfesné pfipravy roztoku a vysledky vyrazné kolisaji.

Metoda spole¢nosti Sigma-Aldrich je modifikaci metody Steiner-Steiner a zahrnuje
i aplikaci pro mikrovinnou troubu k urychleni a akcentaci stfibra z barviva v tkanovych
fezech. Teplo produkované mikrovinnou troubou umoziiuje impregnaci nitratu stfibra do
tkanovych fezl, Casto je vysledkem vice Cisté pozadi nez pfi pouziti tradiéni metody.
Promyjte ve vodovodni vodé a nechejte uschnout na vzduchu nebo vysajte do sucha.
Steiner-Steiner modifikovany postup Sigma-Aldrich poskytuje konzistentni, reprodukovatelné
vysledky zobrazeni.

REAGENCIE

ROZTOK NITRATU URANYLU, katalogové ¢. HT101-1
Nitrat uranylu, 1 %, ve vodé.

ROZTOK NITRATU STRIBRA, katalogové &. HT101-2
Nitrat stfibra, 1 %, ve vodé.

ALKOHOLOVY ROZTOK PRYSKYRICE, katalogové & HT101-3
Pryskyfice v absolutnim alkoholu.

HYDROQUINONOVE TABLETY, katalogové & HT101-4
Hydroquinon, 0,5 g, s pomocnymi latkami.

ULOZENI A STABILITA:
Reagencie barviva s obsahem stiibra by se méla skladovat v ledni¢ce (2-8 °C).
Zlikvidovat, kdy? se objevi zakaleni. Stitek reagencie uvadi datum pouzitelnosti.

ZHORSENI:
Alkoholové roztoky nitratu uranylu, nitratu stfibra pryskyfice je tfeba zlikvidovat, pokud
se objevi zakaleni.

PRIPRAVA:

Pracovni roztok hydroquinonu se pfipravi rozpusténim jedné tablety hydroquinonu
v 25 mL deionizované vody. Dobie promichat.

Alkoholové roztoky nitratu uranylu, nitratu stfibra pryskyfice jsou pfipraveny
k okamzitému pouzit.

BEZPECNOSTNi OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat bé&zna bezpe€nostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se v§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi predpisy. Viz
Bezpecnostni list k materialu, ktery uvadi aktuélni informace o riziku, nebezpeci a bezpenosti.

Kontrolni sklicka TISSUE-TROL pro spirochety jsou kraliéi nebo lidské tkanové rezy
zalité v parafinu obsahujici spirochety / helicobacter a je tfeba s nimi zachazet jako
s potencionalné infek&nimi.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok nitratu uranylu je TOXICKY. Toxicky pk vdechnuti a pfi poziti. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek). Zasazené organy: Ledviny a jatra.

Roztok nitratu stiibra. Skodlivy pro vodni organismy, miize zptsobit dlouhodobé
negativni dopady ve vodnim prostfedi. Upozornéni: Zamezte kontaktu a vdechnuti.
Zasazené organy: Krev a nervy. ’ L

Pryskyficovy roztok je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi odi, dychaci systém
a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte nadobu na dobre vétraném
misté. Udrzujte mimo zdroji zapaleni - z&kaz koureni. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned
promyjte velkym mnoZzstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné
ochranné odévy. Zasazené organy: Jatra a nervy. .

Tablety hydroquinonu jsou TOXICKE a nebezpecné pro zivotni prostredi. Skodlivy pfi
poziti. Drazdi o¢i. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Riziko vazného poskozeni o¢i.
Muze zplsobit precitlivélost kontaktem s pokozkou. Velmi toxicky pro vodni organizmy.
V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. Zabrante
Gniku do Zivotniho prostiedi. Viz specialni instrukce / bezpegnostni listy.

Reagenéni alkohol je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi o8, dychaci systém a pokozku.
Nadobu uchovaveijte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdroju zapaleni - zékaz koureni.
V piipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy. Zasazené organy: Nervy a jatra.

Xylen je HORLAVY a SKODLIVY. Mozné riziko poruch plodnosti. Mize poskodit
nenarozené dité. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi dychaci systém
a pokozku. Riziko vazného poskozeni o¢i. Udrzujte mimo zdrojt zapaleni - zékaz kourent.
V piipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. V pfipadé
nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

EU prohléaseni o rizicich a bezpec¢nosti

Roztok nitratu uranylu je TOXICKY. Toxicky pki vdechnuti a pfi poziti. V ptipadé
nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

Roztok nitratu stiibra. Skodlivy pro vodni organismy, muze zptisobit dlouhodobé
negativni dopady ve vodnim prostredi. Nevdechujte vypary. Zamezte kontaktu s kuzi a o¢ima.

Pryskyficovy roztok je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hotlavy. Drazdi o,
dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdroju
zapaleni - zakaz koufeni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledeijte Iékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Tablety hydroquinonu jsou SKODLIVE a nebezpe&né pro zivotni prostredi. Skodlivy
pfi poziti. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Riziko vazného poSkozeni o¢i. Mlze
zpusobit precitlivélost kontaktem s pokozkou. Velmi toxicky pro vodni organizmy. Mozné
nebezpedi nevratnych G¢inkd. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i. Zabrarte Gniku do Zivotniho prostiedi. Viz speciéini
instrukce / bezpegnostni listy.

Reagenéni alkohol je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hoflavy. Drazdi ogi,
dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdrojd
zapaleni - zakaz koufent. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékaiskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Xylen je SKODLIVY. Hoflavy. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokoZkou. Drazdi
o¢i. Zamezte kontaktu s o¢ima.

POSTUP

ODBER VZORKU A SKLADOVANi

Doporucuje se provadét odbér vzorkl v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znaméa zku$ebni metoda nemiize nabidnout Upiné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tkan nebudou pfenadet infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkarové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Fixujte vzorky v 10 % neutrainim pufrovaném roztoku formalinu, zalijte do parafinu
a narezejte na tloustku péti mikronu.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:

Pozitivni kontrolni sklicka, napfiklad Sigma TISSUE-TROL pro spirochety, katalogové
€. S 2645 nebo sklitka TISSUE-TROL pro Helicobacter, katalogové €. H 1898, je tfeba
zahrnout do kazdého cyklu.

Absolutni alkohol

Alkohol, 95 %

Xylen

POUZE PRO STANDARDNI POSTUP:
Vodni 1azng, 45 °C a 60 °C
Barvici nadoby (Coplin, umélohmotné) s viky, katalogové ¢. S 5641

POUZE PRO POSTUP S MIKROVLNNOU TROUBOU:
Mikrovinna trouba ACCUMATE™ H2100, katalogova ¢. A 9084 (110 v) nebo A 9209 (220 v)
Barvici nadoby Coplin (umélohmotné) s viky s otvory, katalogové ¢. C 3883

POZNAMKY:

Nepouzivejte substituty xylenu, nebot zpusobuji vyblednuti spirochet.

Pfed pouzitim mikrovinné trouby Sigma-Aldrich H2100 Microwave se prosim
seznamte s Navodem k pouZiti vyrobce.

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomucka a mély
by se provéfit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.
POSTUP:

STANDARDNI:

1. Pouzivejte chemicky ¢isté umélohmotné nadoby Coplin.

2. Predem nahfejte ve 40 mL nitratu uranylu, katalogové ¢. HT101-1 a 40 mL roztoku
nitratu stfibra, katalogové ¢. HT101-2, az na 60 °C.

3. Ohrejte pryskyficovy roztok, katalogové ¢. HT101-3, na pokojovou teplotu.

4. Odstrante parafin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.

5. Vlozte fezy do predehratého roztoku nitratu uranylu na 15 minutu ve vodni lazni

o teploté 60 °C.

Proplachnéte ve tfech vyménénych laznich deionizované vody.

Vlozte fezy do predehratého roztoku nitratu stfibra ve vodni lazni o teploté 60 °C

na 1,5 hodiny.

8. Proplachnéte ve tfech vyménénych laznich deionizované vody.
9. Proplachnéte ve dvou laznich vzdy 95 % alkoholu a absolutniho ethanolu.

10.  Vlozte fezy do roztoku pryskyfice na 5 minut.

11.  Vyjméte sklicka z roztoku pryskyfice a nechejte fezy uschnout na vzduchu.

12. Pripravte redukéni roztok smichanim 10 mL roztoku pryskyfice, katalogové
¢. HT101-3, 25 mL pracovniho roztoku hydroquinonu a 5 mL absolutniho alkoholu.
Filtrujte pres filtry Whatman €. 54 nebo jiny vhodny papirovy filtr a pridejte 200 pl
roztoku nitratu stribrného.

POZNAMKA: Redukéni roztok miize dostat mlé&nou barvu.

13.  Zahfejte redukéni roztok v umélohmotné nadobé Coplin, bez skli¢ek, ve vodni lazni
o teploté 45 °C. Vlozte fezy do teplého redukéniho roztoku a inkubujte az 25 minut.

14.  Nechejte sklitka stat v redukénim roztoku pfi pokojové teploté az dosahnou
pozadovany stupen ¢erného zabarveni, optimalné na 1-2 minuty. Del$i ¢as barveni
je také mozny, pokud je to vyzadovano. Po jednom pouziti roztok zlikvidovat.

15.  Dehydratujte fezy fadou alkoholu.

16.  Vycistéte v xylenu a namontuijte.
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Odstrante parafin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.

Umistéte sklitka do roztoku 40 mL nitratu uranylu, katalogové ¢&. HT101-1,
umisténého v umélohmotné nadobé Coplin. Volné prikryjte nadobu vikem nebo
pouzijte viko s otvory.

Spustte mikrovinnou troubu na 600 watt(i na 30 sekund.

Opléachnout sklicka v nékolika laznich deionizované vody.

Vlozte sklitka do 40 mL roztoku nitratu stfibrného, katalogové ¢. HT101-2.

Spustte mikrovinnou troubu na 600 wattd na 30 sekund. Smichejte roztok pipetou
nebo ty€inkou aplikatoru a inkubujte 10 minut.

Proplachnéte ve nékolikrat vyménénych laznich deionizované vody.

Proplachnéte sklicka ve dvou laznich 95 % alkoholu a dvou laznich absolutniho
alkoholu.

Vlozte sklicka do roztoku pryskyfice, katalogové €. HT101-3, inkubujte
5 minut pfi pokojové teploté.

Vyjméte sklicka z roztoku pryskyfice a nechejte fezy uschnout na vzduchu.
Pripravte redukéni roztok smichanim 10 mL roztoku pryskyfice, katalogové
¢. HT101-3, 25 mL pracovniho roztoku hydroquinonu a 5 mL absolutniho ethanolu.
Roztok prefiltrujte a pridejte 200 pl (0,2 mL) roztoku nutratu stfibra. Promichejte.
Redukéni roztok v umélohmotné nadobé Coplin, bez skli€ek viozte do mikrovinné
trouby pfi 600 wattech na 15 sekund. Opatrné smichejte pipetou nebo tycinkou
aplikatoru.

Ihned vlozte sklitka do horkého redukéniho roztoku a vioZte do mikrovinné trouby pfi
400 wattech na 20 sekund.

Roztok smichejte pipetou nebo ty¢inkou aplikatoru a sklicka inkubuijte v redukénim
roztoku az se zabarvi ¢erné na pozadovany stuper. Optimalné na asi
45 sekund az 1 minutul. Delsi ¢as barveni je také mozny, pokud je to vyzadovano.
Po jednom pouziti roztok zlikvidovat.

Oplachnéte v deionizované vodé

Dehydratujte alkoholem, vycistéte v xylenu a namontuijte.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Spirochety a dalsi nefilamentozni bakterie se zobrazuiji tmaveé hnédé az ¢erné. Pozadi

se barvi slabé zluté az svétle hnédeé.

Pokud se zjisténé vysledky lisi od ocekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby

spole¢nosti Sigma-Aldrich za tcelem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, Ze jeji produkty se shoduiji s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupuijici musi stanovit vhodnost produktu(ti) pro dané
pouziti. Mohou platit dodate¢né podminky. Viz zadnf strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765
Technické sluzby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122
nebo e-mailujte na clintech@sial.com
Objednavky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com
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