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POUéITÕ
Kit v˝robce Sigma-Aldrich, amyloidnÌ barvivo, konûsk· ËerveÚ, je urËen k determinaci

amyloidu v tk·Úov˝ch ¯ezech. Lze ho pouûÌt pro standardnÌ postup i pro postup
v mikrovlnnÈ troubÏ. Reagencie amyloidnÌho barviva jsou urËeny k ìdiagnostice in vitro.î

Amyloid, abnorm·lnÌ proteinov˝ produkt imunologickÈ odezvy, se shromaûÔuje mezi
parenchymatÛznÌmi buÚkami pojivovÈ tk·nÏ a v˝sledkem je amyloidÛza. Amyloid lze
detekovat v tk·ni pomocÌ konûskÈ ËervenÏ, metachromatickÈho aniontovÈho barviva. PrvnÌ
metody barvenÌ pomocÌ konûskÈ ËervenÏ vyûadovaly vyöet¯enÌ nabarven˝ch ¯ez˘
polarizaËnÌm mikroskopem.1 Puchtlerova modifikace, na kterÈ je zaloûen tento postup
spoleËnosti Sigma-Aldrich, intenzifikuje barvenÌ konûskou ËervenÌ pomocÌ p¯edbÏûnÈho
zpracov·nÌ tk·nÏ alkalick˝m roztokem chloridu sodnÈho.2 ÿezy lze potom vyhodnotit
svÏteln˝m nebo polarizaËnÌm mikroskopem.

Zahrnuta je i technika barvenÌ amyloidu pro rychlÈ nabarvenÌ pomocÌ mikrovlnnÈ trouby.3ñ5

REAGENCIE

ROZTOK CHLORIDU SODN…HO, ALKOHOLOV›, katalogovÈ Ë. HT60-1
SD 3A alkohol, 80 %, nasycen˝ chloridem sodn˝m.

ROZTOK HYDROXIDU SODN…HO, katalogovÈ Ë. HT60-2
Hydroxid sodn˝, 1 % (0,25 mol/l).

ROZTOK KONéSK… »ERVENÃ, katalogovÈ Ë. HT60-3
Konûsk· ËerveÚ (certifikovan·), 0,2 %, v SD 3A alkoholu, 80 % nasycen˝ chloridem
sodn˝m.

ULOéENÕ A STABILITA:
Skladujte barvicÌ reagencii amyloidnÌho barviva p¯i pokojovÈ teplotÏ (18ñ26 °C).

Roztok konûskÈ ËervenÏ a alkoholov˝ roztok chloridu sodnÈho, jsou stabilnÌ aû do data
pouûitelnosti uvedenÈho na ötÌtku.

Molarita roztoku hydroxidu sodnÈho se d· ovÏ¯it titracÌ.
V˝skyt sraûenin v alkoholovÈm roztoku chloridu sodnÈho nebo roztoku konûskÈ

ËervenÏ nem· vliv na pouûitÌ.

PÿÕPRAVA:
Roztok chloridu sodnÈho je dod·v·n p¯ipraven˝ k okamûitÈmu pouûitÌ.
Alkalick˝ roztok chloridu sodnÈho se p¯ipravÌ p¯id·nÌm 0,4 mL roztoku hydroxidu

sodnÈho, katalogovÈ Ë. HT60-2, do 40 mL alkoholovÈho roztoku chloridu sodnÈho,
katalogovÈ Ë. HT60-1. TÏsnÏ p¯ed pouûitÌm promÌchejte. PouûÌt jednou a znehodnotit.

Alkalick˝ roztok konûskÈ ËervenÏ se p¯ipravÌ p¯id·nÌm 0,4 mL roztoku hydroxidu
sodnÈho, katalogovÈ Ë. HT60-2 do 40 mL roztoku konûskÈ ËervenÏ, katalogovÈ Ë. HT60-
3. P¯efiltrujte do 15 minut p¯ed pouûitÌm.

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 na amyloid jsou lidskÈ tk·ÚovÈ ¯ezy zalitÈ v parafÌnu
obsahujÌcÌ amyloid a je t¯eba s nimi zach·zet jako s potencion·lnÏ infekËnÌmi.

US prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti
Alkoholov˝ roztok chloridu sodnÈho je HOÿLAV› A äKODLIV›. äkodlivÈ p¯i

vdechnutÌ, v kontaktu s pokoûkou a spolknutÌm. äkodliv˝: nebezpeËÌ v·ûnÈho poökozenÌ
zdravÌ p¯i delöÌ expozici vdechov·nÌm, p¯i kontaktu s k˘ûÌ a poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ
systÈm a pokoûku. N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem 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 obleËenÌ a rukavice.

Roztok hydroxidu sodnÈho je éÕRAV›. Zp˘sobuje pop·leniny. V p¯ÌpadÏ kontaktu s
oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. OdstraÚte
okamûitÏ kontaminovan˝ odÏv. 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).

Roztok konûskÈ ËervenÏ je HOÿLAV› A TOXICK›. Vysoce ho¯lav˝. M˘ûe zp˘sobit
rakovinu. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s pokoûkou a spolknutÌm. äkodliv˝: moûnÈ
riziko ireverzibilnÌch vliv˘ vdechnutÌm, v kontaktu s pokoûkou a poûitÌm. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ
systÈm a pokoûku. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ nehody
nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte
tento ötÌtek). PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy, rukavice a ochranu obliËeje / oËÌ. Pouze
pro profesion·lnÌ uûivatele. Pozor: ZabraÚte expozici ñ p¯ed pouûitÌm se seznamte se
zvl·ötnÌmi pokyny.

ReagenËnÌ alkohol je HOÿLAV› a DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ systÈm a pokoûku.
N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem 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. ChraÚte p¯ed zdrojem 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).

AmyloidnÌ barvivo
ACCUSTAINÆ

KONéSK¡ »ERVE“
(Postup Ë. HT60)

Mayer˘v hematoxylinov˝ roztok je TOXICK›. Toxick˝ p¯i poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ
systÈm a pokoûku. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody
a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. V p¯ÌpadÏ nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte
ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno, ukaûte tento ötÌtek). PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ
obleËenÌ a rukavice. ZasaûenÈ org·ny: Nervy a j·tra.

Roztoky Gill Hematoxylin jsou äKODLIV…. äkodliv˝ p¯i poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ
systÈm a pokoûku. 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 ledviny.

EU Prohl·öenÌ o rizicÌch a bezpeËnosti (UpozornÏnÌ: L·tka jeötÏ nebyla zcela
otestovan·)

Alkoholov˝ roztok chloridu sodnÈho je VYSOCE HOÿLAV› A äKODLIV›. Vysoce
ho¯lav˝. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s pokoûkou a spolknutÌm. äkodliv˝: nebezpeËÌ
v·ûnÈho poökozenÌ zdravÌ p¯i delöÌ expozici vdechov·nÌm, p¯i kontaktu s k˘ûÌ a poûitÌ.
N·dobu uchov·vejte tÏsnÏ uzav¯enou. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ.
PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice.

Roztok hydroxidu sodnÈho je DR¡éDIV›. Dr·ûdÌ oËi a pokoûku. V p¯ÌpadÏ kontaktu
s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody a vyhledejte lÈka¯skou pomoc.

Roztok konûskÈ ËervenÏ je VYSOCE HOÿLAV› A TOXICK›. Vysoce ho¯lav˝. M˘ûe
zp˘sobit rakovinu. äkodlivÈ p¯i vdechnutÌ, v kontaktu s pokoûkou a spolknutÌm. äkodliv˝:
moûnÈ riziko ireverzibilnÌch vliv˘ vdechnutÌm, v kontaktu s pokoûkou a poûitÌm. Dr·ûdÌ oËi,
d˝chacÌ systÈm a pokoûku. ChraÚte p¯ed zdrojem zap·lenÌ ñ z·kaz kou¯enÌ. V p¯ÌpadÏ
nehody nebo pokud se necÌtÌte dob¯e, vyhledejte ihned lÈka¯skou sluûbu (pokud moûno,
ukaûte tento ötÌtek). PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ obleËenÌ a rukavice. Pouze pro
profesion·lnÌ uûivatele. Pozor: ZabraÚte expozici ñ p¯ed pouûitÌm se seznamte se
zvl·ötnÌmi pokyny.

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. ChraÚte p¯ed zdrojem
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.

Mayer˘v hematoxylinov˝ roztok je äKODLIV›. äkodliv˝ p¯i poûitÌ.
Roztoky Gill Hematoxylin jsou äKODLIV…. äkodliv˝ p¯i poûitÌ. Dr·ûdÌ oËi, d˝chacÌ

systÈm a pokoûku. V p¯ÌpadÏ kontaktu s oËima, ihned promyjte velk˝m mnoûstvÌm vody
a vyhledejte lÈka¯skou pomoc. PouûÌvejte vhodnÈ ochrannÈ odÏvy.

POSTUP

ODBÃR VZORKŸ:
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.

Lze pouûÌt parafÌnovÈ ¯ezy fixovanÈ v tekutinÏ podle Carnoye, absolutnÌ alkohol,
roztok formalinu, 10 % neutr·lnÌ pufrovan˝ nebo Bouin˘v roztok.2 ÿezy je t¯eba na¯ezat
na tlouöùku 6ñ12 mikron˘. TenËÌ ¯ezy nemusÌ zobrazovat mal· mnoûstvÌ usazenin
amyloidu a nezobrazÌ dvojlom.

POTÿEBN… SPECI¡LNÕ MATERI¡LY, KTER… NEJSOU SOU»¡STÕ DOD¡VKY:
PozitivnÌ kontrolnÌ sklÌËka, nap¯Ìklad Sigma Amyloid TISSUE-TROL, katalogovÈ Ë. A 2424,

je t¯eba za¯adit do kaûdÈho cyklu
Mayer˘v hematoxylinov˝ roztok nebo
Hematoxylinov˝ roztok, Gill Ë. 3
Xylen
Ethanol, absolutnÌ

POUZE PRO POSTUP S MIKROVLNNOU TROUBOU:
Mikrovlnn· trouba ACCUMATEô H2100, katalogovÈ Ë. A 9084 (110 v) nebo A 9209 (220 v)
N·doby pro barvenÌ, katalogovÈ Ë. S 5641

VOLITELN… REAGENCIE / VYBAVENÕ:
Mikroskop nebo polarizaËnÌ mikroskop

POZN¡MKY:
P¯ed pouûitÌm mikrovlnnÈ trouby Sigma-Aldrich H2100 Microwave se prosÌm

seznamte s N·vodem k pouûitÌ v˝robce.
Pro vyhodnocov·nÌ usazenin amyloidu je velmi doporuËov·no pouûitÌ polarizaËnÌho

svÏtla. Dvojlom barvy zelenÈho jablka je povaûov·n za specifick˝ pro amyloid.
Prodlouûen· fixace ve formalinu m˘ûe tlumit intenzitu barvenÌ konûskou ËervenÌ.7

Tk·nÏ fixovanÈ v alkoholu mohou vykazovat vÌce intenzivnÌ zabarvenÌ amyloidu
ve srovn·nÌ s tk·nÏmi fixovan˝mi ve formalÌnu.8

⁄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:
1. OdstraÚte paraffin a hydratujte ¯ezy deionizovanou vodou.
2. ProveÔte barvenÌ v roztoku Mayer˘v hematoxylinov˝ roztok, 10 minut.
NEBO

v roztoku hematoxylinu, Gill Ë. 3, na 3 minuty.
3. Promyjte sklÌËka ve vodovodnÌ vodÏ po dobu 5 minut.
4. Vloûte do alkalickÈho roztoku chloridu sodnÈho na 20 minut.
5. ProveÔte barvenÌ v alkalickÈm roztoku konûskÈ ËervenÏ po dobu 20 minut.6

6. Propl·chnÏte ve 3 vymÏnÏn˝ch l·znÌch absolutnÌho ethanolu.
7. VyËistÏte v xylenu a namontujte. Vyöet¯ete mikroskopicky.
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MIKROVLNN› POSTUP ACCUMATEô H2100:
1. OdstraÚte parafin a hydratujte ¯ezy deionizovanou vodou.
2. UmÌstÏte sklÌËka do roztoku 40 mL hematoxylinu Gill Ë. 3 umÌstÏnÈho

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

3. Spusùte mikrovlnou troubu na 800 watt˘ na 5 sekund.
4. Promyjte ¯·dnÏ sklÌËka v tekoucÌ vodÏ po dobu 1ñ2 minut.
5. UmÌstÏte sklÌËka do alkalickÈho roztoku 40 mL chloridu sodnÈho umÌstÏnÈho

v umÏlohmotnÈ n·dobÏ Coplin.
6. Spusùte mikrovlnou troubu na 400 watt˘ na 20 sekund.
7. Vloûte sklÌËka p¯Ìmo do alkalickÈho roztoku 40 mL konûskÈ ËervenÏ

umÌstÏnÈho v umÏlohmotnÈ n·dobÏ Coplin.
8. Spusùte mikrovlnou troubu na 400 watt˘ na 30 sekund. Inkubujte 5 minut.
9. Propl·chnÏte ve t¯ech vymÏnÏn˝ch l·znÌch absolutnÌho ethanolu.
10. VyËistÏte v xylenu a namontujte. Vyöet¯ete mikroskopicky.

CHARAKTERISTIKY ⁄»INNOSTI
Amyloid ó »erven˝ aû r˘ûovo Ëerven˝

J·dra ó Modr·
Elastick· vl·kna ó SlabÏ Ëerven·

Jestliûe jsou sklÌËka vyöet¯ov·na polarizaËnÌm mikroskopem, amyloid zobrazuje
dvojlom barvy zelenÈho jablka.

Pokud se zjiötÏnÈ v˝sledky liöÌ od oËek·van˝ch, kontaktujte prosÌm technickÈ sluûby
spoleËnosti Sigma-Aldrich za ˙Ëelem konzultace.

REFERENCE
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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.

Postup Ë. HT60
P¯edchozÌ revize: 2003-03

Revidov·no: 2003-09 

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
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