BARVIVA NA ZELEZO
ACCUSTAIN®
(Postup €. HT20)

SIGMA-ALDRICH’

POUZITI

Barviva Zeleza Sigma-Aldrich jsou uréena k pouziti v histologickém barveni Zeleza

v krevich filmech nebo filmech s kostni dfeni. Reagencie Iron Stain jsou uréena k pouziti

v “diagnostice in vitro.”

Barviva na zelezo jsou zalozena na dobfe znamé reakci' berlinské modfe, ve které
jonty Zeleza reaguji s kyanoZeleznatanem a produkuji modrou barvu. Popséany jsou obé
metody, standardni postup a postup pro rychlé barveni v mikrovinné** troubé.

REAGENCIE

ROZTOK FERROKYANIDU DRASELNEHO, katalogové & HT20-1
Ferrokyanid draselny, 4 % wiv.

ROZTOK KYSELINY CHLOROVODIKOVE, katalogové &. HT20-2
Kyselina chlorovodikova, 1,2 mmol/l.

ROZTOK PARAROSANILINU, katalogové ¢. HT20-3
Hydrochlorid pararosanilinu, 1 % w/v, v methanolu se stabilizatorem.

ULOZENI A STABILITA:
Skladujte reagencie pfi pokojové teploté (18-26 °C). Reagencie jsou stabilni po dobu
pouzitelnosti uvedené na Stitcich.

PRIPRAVA:

PRACOVNI ROZTOK BARVIVA NA ZELEZO se pfipravuje smichanim stejnych dila
roztoku ferrokyanidu draselného, katalogové ¢. HT20-1 a roztoku kyseliny chlorovodikové,
katalogové ¢. HT20-2. PouZit pouze jednou, potom zlikvidovat.

PRACOVNI ROZTOK PARAROSANILINU se pripravuje pfidanim 1 mL roztoku
pararosanilinu, katalogové ¢. HT20-3 do 50 mL vody. Pfipravovat denné Cerstvy. Pouzit
jednou a znehodnotit.

BEZPECNOSTNi OPATRENI:

Je tfeba dodrzovat béznd bezpe€nostni opatfeni pfi manipulaci s laboratornimi
reagenciemi. Odpad likvidujte v souladu se v§emi mistnimi, statnimi a oblastnimi pfedpisy.
Viz Bezpec€nostni list k materialu, ktery uvadi aktuéini informace o riziku, nebezpeci
a bezpecnosti.

Kontrolni sklitka TISSUE-TROL na Zelezo jsou lidské tkanové fezy zalité v parafinu
obsahuijic Zelezo a je tfeba s nimi zachazet jako s potencionalné infekénimi.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Upozornéni: Zamezte kontaktu a vdechnuti roztoku ferokyanidu draselného.
Zasazené organy: Krev.

Roztok kyseliny chlorovodikové je TOXICKY. Pfi vdechnuti jedovaty. Zpusobuje
popaleniny. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody
a vyhledejte Iékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu
obliceje / o¢i. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékafskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Roztok pararosanilinu je HORLAVY A TOXICKY. MiZe zpGsobit rakovinu. Toxicky pfi
vdechovani, pfi styku s k(zi a pfi poziti. Toxicky: mozné riziko velmi vaznych ireverzibilnich
vlivi vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. Drézdi ofi a pokozku. Nadobu
uchovavejte tésné uzavienou. Zabrante expozici - pfed pouzitim se seznamte se zvIa$tnimi
pokyny. Udrzujte mimo zdrojl zapaleni - zékaz koureni. Zamezte kontaktu s kizi. Prijméte
pfislusng bezpecnostni opatieni proti vybojim statické elektfiny. 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).

Reagenéni alkohol je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi o&i, dychaci systém a pokozku.
Nadobu uchovéaveijte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdroju zapaleni - z&kaz koufeni.
V piipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou
pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy. Zasazené organy: Nervy a jatra.

Methanol je HORLAVY a TOXICKY. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s k(i a pii poZiti.
Toxicky: mozné riziko velmi vaznych ireverzibilnich vlivil vdechnutim, v kontaktu s pokozkou
a pozitim. Drazdi o¢i a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdroju
zapéleni - zakaz koufeni. Pfijméte pfislusna bezpe€nostni opatfeni proti vybojim statické
elektfiny. Zamezte kontaktu s kizi. PouZivejte vhodné ochranné obleCeni a rukavice.
V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned 1ékafskou sluzbu (pokud
mozno, ukazte tento Stitek).

Xylen je HORLAVY a SKODLIVY. Mozné riziko poruch plodnosti. Miize pogkodit
nenarozené dité. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi dychaci systém
a pokozku. Riziko vaZného poskozeni o¢i. Udrzujte mimo zdrojd zapéleni - zakaz koufeni.
V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyite 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 dobfe, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno,
ukazte tento Stitek).

EU Prohlaeni o rizicich a bezpe€nosti

Roztok pararosanilinu je VYSOCE HORLAVY A TOXICKY. Maze zplisobit rakovinu.
Vysoce hoflavy. Toxicky pfi vdechovani, pfi styku s kizi a pfi poziti. Toxicky: mozné riziko
velmi vaznych ireverzibilnich vlivii vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. Pouze pro
profesionalni uzivatele. Pozor - zamezte expozici - pfed pouzitim se seznamte se zvlastnimi
pokyny. Udrzujte mimo zdroju zapéleni - z&kaz koufeni. Pouzivejte vhodné ochranné
oble€eni a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned
|ékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento $titek).

Reagenéni alkohol je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hoflavy. Drazdi ogi,
dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovéavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdrojd
zapaleni - zékaz koureni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iekafskou pomoc. PouZivejte vhodné ochranné odévy.

Methanol je vysoce HORLAVY a TOXICKY. Vysoce hotlavy. Toxicky pfi vdechovani,
pfi styku s kazi a pfi poziti. Toxicky: mozné riziko velmi vaznych ireverzibilnich vlivi
vdechnutim, v kontaktu s pokozkou a pozitim. Nadobu uchovéveijte tésné uzavienou.
Udrzujte mimo zdroji zapaleni - zakaz koufeni. Pouzivejte vhodné ochranné obleceni
a rukavice. V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou
sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Xylen je SKODLIVY. Hotlavy. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou. Drazdi
o¢i. Zamezte kontaktu s o€ima.

POSTUP:

ODBER VZORKU:

Doporuduje se provadét odbér vzorki v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znama zkugebni metoda nem(ize nabidnout Gplné zajigténi, ze krevni
vzorky nebo tkarn nebudou prenaset infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkariové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Lze pouzit jakékoli tkarové fezy nafezané na tloustku 5-6 mikrond, fixované
v neutrainim pufrovaném formalinu. Krevni filmy nebo filmy s kostni dfeni se pfipravuji
obvyklym zptsobem, susi na vzduchu nejméné 30 minut a fixuji se v absolutnim methanolu
po dobu 7 minut.®

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:
Pozitivni kontrolni sklitka, napfiklad Sigma Iron TISSUE-TROL™, katalogové
€. 1 3387, je tfeba zaradit do kazdého cyklu
Ethanol, absolutni nebo reagenéni alkohol
Methanol, bez acetonu, (POZNAMKA: potfebné pouze pro krevni filmy nebo filmy kostni dfené)

POUZE PRO POSTUP S MIKROVLNNOU TROUBOU:
Mikrovinna trouba ACCUMATE™ H2100, katalogova ¢. A 9084 (110 v) nebo A 9209 (220 v)
Néadoby pro barvent, katalogové ¢. S 5641

POZNAMKY:

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

Zbytky Zeleza Ize odstranit pouZitim fixativ s obsahem kyseliny.”

Udaje ziskané z tohoto postupu slouzi pouze jako diagnosticka pomticka a mély by se
proveéfit ve spojeni s jinymi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.

POSTUP:

POSTUP PRO TKANOVE REZY:

Odstrarite parafin a hydratujte fezy deionizovanou vodou.

Vlozte sklitka do pracovniho roztoku barviva na Zelezo na 10 minut.
Oplachnéte v deionizované vodé.

Provedte barveni v roztoku pararosanilinu na 3-5 minut.
Oplachnéte v deionizované vodé.

Rychle dehydratujte alkoholem a xylenem a namontuijte.

POSTUP PRO KREVNI FILMY NEBO FILMY KOSTNi DRENE:

1. VloZzte fixované filmy do pracovniho roztoku barviva na Zelezo na 10 minut.

2. Oplachnéte v deionizované vodé.

3. Provedte kontrastni barveni v délce 5 minut v pracovnim roztoku pararosanilinu.
4. Proplachnéte v deionizované vodé a ususte na vzduchu.

MIKROVLNNY POSTUP ACCUMATE™ H2100:

1. Odstrarite parafin ze skli€ek a hydratujte fezy deionizovanou vodou. Jestlize pouzivate
nétéry periferni krve nebo kostni diené, fixujte v methanolu po dobu 7 minut, potom
hydratujte v deionizované vodé.

2. Viozte sklitka do 40 mL pracovniho roztoku barviva na Zelezo umisténého

v umélohmotné nadobé Coplin. Pfed umisténim do trouby volné zakryjte nadoby

Coplin vikem nebo pouzijte nadoby Coplin s viky opatfenymi otvory.

Spustte mikrovinnou troubu na 400 watt na 30 sekund. Po pouziti zlikvidovat.

Oplachnéte v deionizované vodé.

Vlozte sklicka do 40 mL pracovniho

v umélohmotné nadobé Coplin.

6. Spustte mikrovinnou troubu na 800 watt na 10 sekund. Inkubujte 2 minuty. Pouzit
jednou a znehodnotit.

7. Tkanové fezy proplachnéte v deionizované vodé, dehydratuijte rychle fadou alkoholl,
vyCistéte v xylenu a namontujte. Krevni nétéry a natéry kostni dfené je tfeba
proplachnout v deionizované vodé a ususit na vzduchu.

Su N

oA~ w

roztoku pararosanilinu umisténého

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

TKANOVE REZY
Pigment Zzeleza — Svétle modry
Jadra — Cervena
) Cytoplazma — Svétle rizova
POZNAMKA: Tézké usazeniny jsou tmavé modreé.
KREVNI FILMY NEBO FILMY KOSTNi DRENE
Erytroblasty: Jsou to jaderné erythrocyty obsahujici nejméné jedno malé modré zrnicko.
Jestlize modra zrnicka obklopuji jadro, burika je okruzni erytroblast.
Siderocyty: Jsou to nejaderné erytrocyty obsahujici nejméné jedno modré zrnko.
Retikuloendotelialni zelezo: Obvykle jsou vidét jako modré ¢astice na filmu dfené nebo
modré ¢astice v cytoplazmé nebo fagocytické burky.
Pokud se zjisténé vysledky lisi od o¢ekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za G¢elem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, Ze jeji produkty se shoduji s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupuijici musi stanovit vhodnost produktu((i) pro dané
pouziti. Mohou platit dodate¢né podminky. Viz zadni strana faktury nebo Utrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podmink&am.
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AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
c € E Egham, TW20 9BD Velka Britanie

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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SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, Némecko 49-7329-970
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