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POUéITÕ
Sigma-Aldrich st¯ÌbrnÈ barvivo, Steiner-Steiner modifikace, je urËeno k demonstraci

spirochet a nefilamentÛznÌch bakteriÌ v parafÌnov˝ch tk·Úov˝ch ¯ezech. Reagencie
st¯ÌbrnÈho barviva jsou urËena k pouûitÌ v ìdiagnostice in vitro.î

ZdokumentovanÈ postupy k demonstraci spirochet a dalöÌch oportunistick˝ch
organizm˘ zahrnujÌ postupy Warthin-Starry, Dieterle a Steiner-Steiner.1ñ3 Tyto procedury
vyûadujÌ Ëasto provedenÌ velmi p¯esnÈ p¯Ìpravy roztoku a v˝sledky v˝raznÏ kolÌsajÌ.

Metoda spoleËnosti Sigma-Aldrich je modifikacÌ metody Steiner-Steiner a zahrnuje
i aplikaci pro mikrovlnnou troubu k urychlenÌ a akcentaci st¯Ìbra z barviva v tk·Úov˝ch
¯ezech. Teplo produkovanÈ mikrovlnnou troubou umoûÚuje impregnaci nitr·tu st¯Ìbra do
tk·Úov˝ch ¯ez˘, Ëasto je v˝sledkem vÌce ËistÈ pozadÌ neû p¯i pouûitÌ tradiËnÌ metody.
Promyjte ve vodovodnÌ vodÏ a nechejte uschnout na vzduchu nebo vysajte do sucha.
Steiner-Steiner modifikovan˝ postup Sigma-Aldrich poskytuje konzistentnÌ, reprodukovatelnÈ
v˝sledky zobrazenÌ.

REAGENCIE

ROZTOK NITR¡TU URANYLU, katalogovÈ Ë. HT101-1
Nitr·t uranylu, 1 %, ve vodÏ.

ROZTOK NITR¡TU STÿÕBRA, katalogovÈ Ë. HT101-2
Nitr·t st¯Ìbra, 1 %, ve vodÏ.

ALKOHOLOV› ROZTOK PRYSKYÿICE, katalogovÈ Ë. HT101-3
Prysky¯ice v absolutnÌm alkoholu.

HYDROQUINONOV… TABLETY, katalogovÈ Ë. HT101-4
Hydroquinon, 0,5 g, s pomocn˝mi l·tkami.

ULOéENÕ A STABILITA:
Reagencie barviva s obsahem st¯Ìbra by se mÏla skladovat v ledniËce (2ñ8 °C).

Zlikvidovat, kdyû se objevÌ zakalenÌ. ätÌtek reagencie uv·dÌ datum pouûitelnosti.

ZHORäENÕ:
AlkoholovÈ roztoky nitr·tu uranylu, nitr·tu st¯Ìbra prysky¯ice je t¯eba zlikvidovat, pokud

se objevÌ zakalenÌ.

PÿÕPRAVA:
PracovnÌ roztok hydroquinonu se p¯ipravÌ rozpuötÏnÌm jednÈ tablety hydroquinonu

v 25 mL deionizovanÈ vody. Dob¯e promÌchat.
AlkoholovÈ roztoky nitr·tu uranylu, nitr·tu st¯Ìbra prysky¯ice jsou p¯ipraveny

k okamûitÈmu pouûitÌ.

BEZPE»NOSTNÕ OPATÿENÕ:
Je t¯eba dodrûovat bÏûn· bezpeËnostnÌ opat¯enÌ p¯i manipulaci s laboratornÌmi

reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se vöemi mÌstnÌmi, st·tnÌmi a oblastnÌmi p¯edpisy. Viz
BezpeËnostnÌ list k materi·lu, kter˝ uv·dÌ aktu·lnÌ informace o riziku, nebezpeËÌ a bezpeËnosti.

KontrolnÌ sklÌËka TISSUE-TROL pro spirochety jsou kr·liËÌ nebo lidskÈ tk·ÚovÈ ¯ezy
zalitÈ v parafÌnu obsahujÌcÌ spirochety / helicobacter a je t¯eba s nimi zach·zet jako
s potencion·lnÏ infekËnÌmi.

US prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Roztok nitr·tu uranylu je TOXICK›. Toxick˝ p¯i vdechnutÌ a p¯i poûitÌ. V p¯ÌpadÏ

nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno,
ukaûte tento ötÌtek). ZasaûenÈ org·ny: Ledviny a j·tra.

Roztok nitr·tu st¯Ìbra. äkodliv˝ pro vodnÌ organismy, m˘ûe zp˘sobit dlouhodobÈ
negativnÌ dopady ve vodnÌm prost¯edÌ. UpozornÏnÌ: Zamezte kontaktu a vdechnutÌ.
ZasaûenÈ org·ny: Krev a nervy.

Prysky¯icov˝ roztok je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm
a pokoûku. N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. Udrûujte n·dobu na dob¯e vÏtranÈm
mÌstÏ. Udrûujte mimo zdroj˘ zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned
promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ
ochrannÈ odÏvy. ZasaûenÈ org·ny: J·tra a nervy.

Tablety hydroquinonu jsou TOXICK… a nebezpeËnÈ pro ûivotnÌ prost¯edÌ. äkodliv˝ p¯i
poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi. OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm vlivu. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ.
M˘ûe zp˘sobit p¯ecitlivÏlost kontaktem s pokoûkou. Velmi toxick˝ pro vodnÌ organizmy.
V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou
pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. ZabraÚte
˙niku do ûivotnÌho prost¯edÌ. Viz speci·lnÌ instrukce / bezpeËnostnÌ listy.

ReagenËnÌ alkohol je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm a pokoûku.
N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. Udrûujte mimo zdroj˘ zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.
V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou
pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy. ZasaûenÈ org·ny: Nervy a j·tra.

Xylen je HOÿLAV› a äKODLIV›. MoûnÈ riziko poruch plodnosti. M˘ûe poökodit
nenarozenÈ dÌtÏ. äkodliv˝ je vdechnutÌm a v kontaktu s pokoûkou. Dr·ûdÌ d˝chacÌ systÈm
a pokoûku. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ. Udrûujte mimo zdroj˘ zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.
V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou
pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. V p¯ÌpadÏ
nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno,
ukaûte tento ötÌtek).

Barvivo s obsahem st¯Ìbra
ACCUSTAINÆ, MODIFIKOVAN…
STEINER-STEINER
(Postup Ë. HT101)

EU prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Roztok nitr·tu uranylu je TOXICK›. Toxick˝ p¯i vdechnutÌ a p¯i poûitÌ. V p¯ÌpadÏ

nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno,
ukaûte tento ötÌtek).

Roztok nitr·tu st¯Ìbra. äkodliv˝ pro vodnÌ organismy, m˘ûe zp˘sobit dlouhodobÈ
negativnÌ dopady ve vodnÌm prost¯edÌ. Nevdechujte v˝pary. Zamezte kontaktu s k˘ûÌ a oËima.

Prysky¯icov˝ roztok je VYSOCE HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce ho¯lav˝. Dr·ûdÌ oËi,
d˝chacÌ systÈm a pokoûku. N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. Udrûujte mimo zdroj˘
zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm
vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

Tablety hydroquinonu jsou äKODLIV… a nebezpeËnÈ pro ûivotnÌ prost¯edÌ. äkodliv˝
p¯i poûitÌ. OmezenÈ d˘kazy o karcinogennÌm vlivu. Riziko v·ûnÈho poökozenÌ oËÌ. M˘ûe
zp˘sobit p¯ecitlivÏlost kontaktem s pokoûkou. Velmi toxick˝ pro vodnÌ organizmy. MoûnÈ
nebezpeËÌ nevratn˝ch ˙Ëink˘. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m
mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy,
rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. ZabraÚte ˙niku do ûivotnÌho prost¯edÌ. Viz speci·lnÌ
instrukce / bezpeËnostnÌ listy.

ReagenËnÌ alkohol je VYSOCE HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Vysoce ho¯lav˝. Dr·ûdÌ oËi,
d˝chacÌ systÈm a pokoûku. N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. Udrûujte mimo zdroj˘
zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm
vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

Xylen je äKODLIV›. Ho¯lav˝. äkodliv˝ je vdechnutÌm a v kontaktu s pokoûkou. Dr·ûdÌ
oËi. Zamezte kontaktu s oËima.

POSTUP

ODBÃR VZORKŸ A SKLADOV¡NÕ
DoporuËuje se prov·dÏt odbÏr vzork˘ v souladu s dokumentem M29-A2 smÏrnice

NCCLS. é·dn· zn·m· zkuöebnÌ metoda nem˘ûe nabÌdnout ˙plnÈ zajiötÏnÌ, ûe krevnÌ
vzorky nebo tk·Ú nebudou p¯en·öet infekci. Proto vöechny krevnÌ deriv·ty nebo tk·ÚovÈ
vzorky by mÏly b˝t povaûov·ny za potenci·lnÏ infekËnÌ.

Fixujte vzorky v 10 % neutr·lnÌm pufrovanÈm roztoku formalinu, zalijte do parafÌnu
a na¯ezejte na tlouöùku pÏti mikron˘.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
PozitivnÌ kontrolnÌ sklÌËka, nap¯Ìklad Sigma TISSUE-TROL pro spirochety, katalogovÈ

Ë. S 2645 nebo sklÌËka TISSUE-TROL pro Helicobacter, katalogovÈ Ë. H 1898, je t¯eba
zahrnout do kaûdÈho cyklu.

AbsolutnÌ alkohol
Alkohol, 95 %
Xylen

POUZE PRO STANDARDNÕ POSTUP:
VodnÌ l·znÏ, 45 °C a 60 °C
BarvicÌ n·doby (Coplin, umÏlohmotnÈ) s vÌky, katalogovÈ Ë. S 5641

POUZE PRO POSTUP S MIKROVLNNOU TROUBOU:
Mikrovlnn· trouba ACCUMATEô H2100, katalogov· Ë. A 9084 (110 v) nebo A 9209 (220 v)
BarvicÌ n·doby Coplin (umÏlohmotnÈ) s vÌky s otvory, katalogovÈ Ë. C 3883

POZN¡MKY:
NepouûÌvejte substituty xylenu, neboù zp˘sobujÌ vyblednutÌ spirochet.4

P¯ed pouûitÌm mikrovlnnÈ trouby Sigma-Aldrich H2100 Microwave se prosÌm
seznamte s N·vodem k pouûitÌ v˝robce.

⁄daje zÌskanÈ z tohoto postupu slouûÌ pouze jako diagnostick· pom˘cka a mÏly 
by se provÏ¯it ve spojenÌ s jin˝mi klinick˝mi diagnostick˝mi testy nebo informacemi.

POSTUP: 
STANDARDNÕ:
1. PouûÌvejte chemicky ËistÈ umÏlohmotnÈ n·doby Coplin.
2. P¯edem nah¯ejte ve 40 mL nitr·tu uranylu, katalogovÈ Ë. HT101-1 a 40 mL roztoku

nitr·tu st¯Ìbra, katalogovÈ Ë. HT101-2, aû na 60 °°C.
3. Oh¯ejte prysky¯icov˝ roztok, katalogovÈ Ë. HT101-3, na pokojovou teplotu.
4. OdstraÚte parafin a hydratujte ¯ezy deionizovanou vodou.
5. Vloûte ¯ezy do p¯edeh¯·tÈho roztoku nitr·tu uranylu na 15 minutu ve vodnÌ l·znÌ

o teplotÏ 60 °°C.
6. Propl·chnÏte ve t¯ech vymÏnÏn˝ch l·znÌch deionizovanÈ vody.
7. Vloûte ¯ezy do p¯edeh¯·tÈho roztoku nitr·tu st¯Ìbra ve vodnÌ l·zni o teplotÏ 60 °°C

na 1,5 hodiny.
8. Propl·chnÏte ve t¯ech vymÏnÏn˝ch l·znÌch deionizovanÈ vody.
9. Propl·chnÏte ve dvou l·znÌch vûdy 95 % alkoholu a absolutnÌho ethanolu.

10. Vloûte ¯ezy do roztoku prysky¯ice na 5 minut.
11. VyjmÏte sklÌËka z roztoku prysky¯ice a nechejte ¯ezy uschnout na vzduchu.
12. P¯ipravte redukËnÌ roztok smÌch·nÌm 10 mL roztoku prysky¯ice, katalogovÈ

Ë. HT101ñ3, 25 mL pracovnÌho roztoku hydroquinonu a 5 mL absolutnÌho alkoholu.
Filtrujte p¯es filtry Whatman Ë. 54 nebo jin˝ vhodn˝ papÌrov˝ filtr a p¯idejte 200 µl
roztoku nitr·tu st¯ÌbrnÈho.
POZN¡MKA: RedukËnÌ roztok m˘ûe dostat mlÈËnou barvu.

13. Zah¯ejte redukËnÌ roztok v umÏlohmotnÈ n·dobÏ Coplin, bez sklÌËek, ve vodnÌ l·zni
o teplotÏ 45 °°C. Vloûte ¯ezy do teplÈho redukËnÌho roztoku a inkubujte aû 25 minut.

14. Nechejte sklÌËka st·t v redukËnÌm roztoku p¯i pokojovÈ teplotÏ aû dos·hnou
poûadovan˝ stupeÚ ËernÈho zabarvenÌ, optim·lnÏ na 1ñ2 minuty. DelöÌ Ëas barvenÌ
je takÈ moûn˝, pokud je to vyûadov·no. Po jednom pouûitÌ roztok zlikvidovat.

15. Dehydratujte ¯ezy ¯adou alkoholu.
16. VyËistÏte v xylenu a namontujte.



SIGMA-ALDRICH, INC.
3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA 314-771-5765

TechnickÈ sluûby: 800-325-0250 nebo volejte na 314-771-3122 SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
nebo e-mailujte na clintech@sial.com P.O. 1120, 89552 Steinheim, NÏmecko 49-7329-970

Objedn·vky: 800-325-3010 nebo volejte na 314-771-5750
www.sigma-aldrich.com

   

MIKROVLNN› POSTUP ACCUMATEô H2100:
1. OdstraÚte parafin a hydratujte ¯ezy deionizovanou vodou.
2. UmÌstÏte sklÌËka do roztoku 40 mL nitr·tu uranylu, katalogovÈ Ë. HT101-1,

umÌstÏnÈho v umÏlohmotnÈ n·dobÏ Coplin. VolnÏ p¯ikryjte n·dobu vÌkem nebo
pouûijte vÌko s otvory.

3. Spusùte mikrovlnnou troubu na 600 watt˘ na 30 sekund.
4. Opl·chnout sklÌËka v nÏkolika l·znÌch deionizovanÈ vody.
5. Vloûte sklÌËka do 40 mL roztoku nitr·tu st¯ÌbrnÈho, katalogovÈ Ë. HT101-2.
6. Spusùte mikrovlnnou troubu na 600 watt˘ na 30 sekund. SmÌchejte roztok pipetou

nebo tyËinkou aplik·toru a inkubujte 10 minut.
7. Propl·chnÏte ve nÏkolikr·t vymÏnÏn˝ch l·znÌch deionizovanÈ vody.
8. Propl·chnÏte sklÌËka ve dvou l·znÌch 95 % alkoholu a dvou l·znÌch absolutnÌho

alkoholu.
9. Vloûte sklÌËka do roztoku prysky¯ice, katalogovÈ Ë. HT101-3, inkubujte 

5 minut p¯i pokojovÈ teplotÏ.
10. VyjmÏte sklÌËka z roztoku prysky¯ice a nechejte ¯ezy uschnout na vzduchu.
11. P¯ipravte redukËnÌ roztok smÌch·nÌm 10 mL roztoku prysky¯ice, katalogovÈ

Ë. HT101-3, 25 mL pracovnÌho roztoku hydroquinonu a 5 mL absolutnÌho ethanolu.
Roztok p¯efiltrujte a p¯idejte 200 µl (0,2 mL) roztoku nutr·tu st¯Ìbra. PromÌchejte.

12. RedukËnÌ roztok v umÏlohmotnÈ n·dobÏ Coplin, bez sklÌËek vloûte do mikrovlnnÈ
trouby p¯i 600 wattech na 15 sekund. OpatrnÏ smÌchejte pipetou nebo tyËinkou
aplik·toru.

13. Ihned vloûte sklÌËka do horkÈho redukËnÌho roztoku a vloûte do mikrovlnnÈ trouby p¯i
400 wattech na 20 sekund.

14. Roztok smÌchejte pipetou nebo tyËinkou aplik·toru a sklÌËka inkubujte v redukËnÌm
roztoku aû se zabarvÌ ËernÏ na poûadovan˝ stupeÚ. Optim·lnÏ na asi 
45 sekund aû 1 minutul. DelöÌ Ëas barvenÌ je takÈ moûn˝, pokud je to vyûadov·no.
Po jednom pouûitÌ roztok zlikvidovat.

15. Opl·chnÏte v deionizovanÈ vodÏ
16. Dehydratujte alkoholem, vyËistÏte v xylenu a namontujte.

CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI
Spirochety a dalöÌ nefilamentÛznÌ bakterie se zobrazujÌ tmavÏ hnÏdÏ aû ËernÏ. PozadÌ

se barvÌ slabÏ ûlutÏ aû svÏtle hnÏdÏ.
Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch, kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby

spoleËnosti Sigma-Aldrich za ˙Ëelem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, ûe jejÌ produkty se shodujÌ s informacemi obsaûen˝mi v tÈto
a jin˝ch publikacÌch Sigma-Aldrich. KupujÌcÌ musÌ stanovit vhodnost produktu(˘) pro danÈ
pouûitÌ. Mohou platit dodateËnÈ podmÌnky. Viz zadnÌ strana faktury nebo ˙trûek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnÌm podmÌnk·m.
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