1 Popis vzorku

Podle tohoto postupu se vy&ei vzorky iznych druli masnych vyrobk, ale také strog
oddéleného masa.

Pomoci histochemického barveni Ize prokazabmnost kostnich Ulonika na jejich zaklatl
vyslovit podeteni o pouziti strojy oddtleného masa jako vyrobni suroviny v masném
vyrobku.

2 Detekéni limit vySet Feni

Detekeni limit neni nutné stanovit v objemovych procehtgarotoZze se jedna gipi¢s, ktera
se v masnych vyrobcich nachazi ojétén BEZnym nalezem je jen ipadt pouziti stroji
odkleného masa, jehoz s@sti jsou ulomky kosti. Za jtkaz pouZziti stroji oddleného
masa se povazuje nalez 3 kostnich utbm& 10 histologickychezech.

3 Casova naro énost

piiprava vzork vlastni pracovni postup
24 hod. 41 min.

4  Zpracovani vzorku

4.1 Mnozstvi vzorku

Vzorky se odebiraji v dostateem mnozstvi, tak aby bylo mozno provést poZzadovgaéteni.
Odebira se:
strojné odctlené maso nejmérb0 g

masny vyrobek baleni z trznisit

4.2 Odbér vzork 4

Odbker vzorki SOM se provadi iffmo v zavodech, kde se strejioddlené maso ziskava
na vyrobnich zdzenich tizného typu. Mohou se zpracovavat také vzorky dodgngbcem
chlazené nebo zmrazené.

Masné vyrobky se odebiraji v trzni siti, kde jsabizeny spdebiteli.



4.3 Vlastni zpracovani vzork a

Vzorky se co nejtive po odebréni fixuji v 10% roztoku neutralnihonfiolu, nejlépe fimo
na mis¢ odbiru. Zmrazené vzorky se zpracovavaji po rozmrazeni.

Zasady pFi fixaci:

» odebrany vzorek musime vioZzit do féxa tekutiny co nejtive po odkru

e vzorek se dava do fixai tekutiny ve specialnich kratsidch nebo zabaleny do gazy,
kdy pramér vzorku, by nerdl byt vétSi nez 1 cm

* mnozstvi fix&ni tekutiny musi alespo20x az 50x fevySovat objem fixovaného vzorku,

e tekutina musi mit ze vSech strafigtup ke vzorku, proto vzorek podkladame ina@atou
nebo filtra&nim papirem.

5 Metoda

5.1 Chemikalie a roztoky:

» alkohol

* methylsalicylat

o alizarinové&terver S

» formol

e indigokarmin

* kyselina octova

» kyselina pikrova

e Parafin — parafin s¢elim voskem
» pufry: pH 4 ftalatovy, pH 7 fosfatovy
* hydroxid sodny

» XxylenZgisty

* Xxylenp. a.

5.2 Pristroje a za Fizeni

(pouzivané fesre dle pracovniho navodu dodanéhaistpojem)
» autotechnikon)

* mikrotom s@kovy/rotani

» digestd

» specialni barvici kyvety nebo barvici automat

o destila&ni pristroj

» véhy

* pH metr



» topné hnizdo (LTHS 1000, bez poruSen&yi
e termostat

5.3 Laboratorni pom ucky

e gaza

* pinzety

» skalpel

s nuz

» podlozka na krajeni
» zalévaci konrky
* popisovaci tuzky
* teplomery

* vata

* vatové tampony
 filtracni papir

5.4 Laboratorni sklo (kalibrované)

* pipety

kadinky 200 ml

» podlozni a kryci skla
nalevky

6 Vlastni pracovni postup

6.1 Priprava parafinovych rezu

Tento postup zahrnuje:
« fixaci vzorku v 10% formalinu minimaén24 h

e odvodréni vzorki



a/ ruéné
vypirani formalinu vodou

alkohol

methylsalicylat |
methylsalicylat Il
methylsalicylat Il
xylen |

xylen Il

xylen Il

parafin | €isty)
parafin Il (p. a.)
parafin lll (p. a.)

zaliti

30 min
30 min
60 min
60 min
120 min
pres noc

60 min
120 min

60 min

60 min
pS noc

15 min

15 min

15 min

120 min
120 min

pS noc
4. den



b/ v autotechnikonu

vypirani formalinu VOAOU ..........ueiiiiiiiiiic e 30 min
alkohol 500, ettt 40 min
TO0. e e 20 min
OB%/0. .ttt 60 min
OB/0. e e 100 min
0690, .. 60 min
L2000, .. s 60 min
OO0 ..o 60 min
ACEION 20 min
XYIEN T CISLY) e 20 min
XYIEN I (. @) e ———— 20nm
PArafin | e 180 min
Parafin Il e —————— s 12 hod
Zaliti e

6.2 Zalévani

K zalévani pouzZileme kom@w pripravené zalévaci medium Parafin, jehoz zékladem
je parafin upraveny ¢elim voskem. Jedna se o medium nerozpustné ve. Wddorek
prosyceny parafinem, se zaléva v zalévacichikkath na zalévaci lince a po zchladnuti
ziskame bloek ripraveny ke krajeni.

Pro kazdy vzorekifpravime 4 bloky.

6.3 Krajeni blo ¢ku

Krajeni vzorki pro cilena barveni se provadi podle uvedenéharsatoé
Schéma krajenirezi (4 bloky - A, B, C, D)

1. ¥ez— asi 50 um odkrojit 2. Fez— asi 50 um odkrojit 3. ez -asi 50 um odkrojit 4. ez
—asi 50 pm odkrojit 5. ez -asi 50 pm odkrojit -6. fez



blok B

7. fez — asi 50 pm odkrojit -8. ez — asi 50 um odkrojit 9. ez - asi 50 pm odkrojit
—10.fez— asi 50 um odkrojit 21.¥ez -asi 50 um odkrojit 42. ez

blok C

13. fez — asi 50 pm odkrojit 44. ez — asi 50 um odkrojit 45. fez -asi 50 um odkrojit
—16.fez— asi 50 um odkrojit 27.¥ez -asi 50 pum odkrojit 48.¥ez

blok D

19. fez — asi 50 pm odkrojit 20. ez — asi 50 pm odkrojit 21. fez -asi 50 um odkrojit
—22.tez— asi 50 pm odkrojit 23.Fez -asi 50 um odkrojit 24.¥ez

Tkare zalité v parafinu se krajeji nargd@vém nebo rotmim mikrotomu. Zakladni s@asti
uvedeného typu mikrotomu jsou: podstaveaz,nzd&izeni na upewni bloku a z&zeni
na posun bloku proti nozi. Tloti&a ezl se nastavi 4m.

6.4 Barveni preparat u — pfehledné a cilené barvici postupy

Rezy je nutné fed barvenim zbavit parafinu. Parafin s&zech rozpousti rozpoddtem
(xylen) a ges etanol séezy gevedou do vody, protoZe histologicka barviva jseevpzre
rozpustna ve vad Barvi se riné ve speciélnich kyvetach nebo v barvicim autonidnviva
a sntsi barviv se aplikuji dle popsaného postupu.

Alizarinova cervei

Cil: zvyrazrni kostni tkag



Postup:

D4 (=] P 10 min
odparafinovani .

100 % alkohol + éter (2/3+1/3)......ccceeeeiiiemeaeen.. 10 min
1% KYSEIINA OCLOVA........cceiieeeieieec e e e e e e e oplach
deStiloVaNA VOQ............coeeeeeiiii e e e e e e e e e e e e e e enneeaanae oplach
roztok kyselina pikrova — alizarin...........cccceeeeeeeiiiiieeeece e, 5 minut
dEeStIOVANA VOUA.........cce i i e eeereee e oplach
(1 T0 [To o) = Tt 1 011 o PO PRSI 3 min
deStiloVaNA VOQ............ceeeeieeiie e e e e e e e e e e e e e e e e ennreeenae oplach

) 9690....ciiiii oplach

odvodreni (alkohol)

OO0 e oplach
XYIEN T CISTY) e 5 min
XYIEN I (. 8.) e ———— e 5mi

Ptiprava roztok:

Kyselina pikrova — alizarin:

0,59 alizarinov&erver S
50 ml destilované vody
50 ml 1,2 % kyseliny pikrové

» alizarin rozpustit v destilované védpridat kyselinu pikrovou a zamichat. Pomoci NaOH
upravit pH na 4,3 — 4,5.i€filtrovat, gidat thymol (konzervace).

Indigokarmin:
0,29 indigokarminu
80 ml destilované vody
Vysledek:
kost — Zlutgervere

vazivo - mode



6.5 Uzavirani obarvenych rezu

Spravi nabarveny preparat se uzavird mezi podlozni d kkfo do vhodného montovaciho
meédia. Obvykle jsou to latky nerozpustné ve&aproto je nutndezy provést alkoholovou

fadou (odvodnit) aiievést do rozpouddia (xylenu). K montovaniez pouzijeme montovaci

medium - syntetickou pryskigi rozpustnou v xylenu.

Postup B montovani:

Kapka média se umisti na okr&gizu, kryci skktko se pilozi v Ghlu 4% a opatr se spousti,
dulezité je, aby nevznikly bubliny. Preparat se nezhachnout a potom se opa&treisti
okraje.

7 VySetfeni preparat i a hodnoceni vysledk U

Obarvenérezy jsou vySébvany ve sutelném mikroskopu ip menSim zétSeni (nap 32 x
nebo 40 x), pro studium detaije pouzivano &sSiho z¥tSeni. Obvykle se jedna o kvalitativni
vySeteni. Popisuje se iffomnost jednotlivych druh tkdni ve vySdébvanych vzorcich.
Jemozné se zatfit jen na piikaz vybranych druintkani zvyrazsinych specialnim barvicim
postupem. R identifikaci tk&ni Ziv@iSného i rostlinnéhogvodu je nutné vychézet z udaj
v literature, pro srovnavani pouzivat vzorkyjgravené v laboratoa dale také schématickée
obrazky a fotodokumentaci z literatury.

8 Dokumentace

O kazdém vyseébvaném vzorku je veden laboratorni protokaimeito Udaji - datum odru,
druh vyrobku, vyrobce, sloZzeni (pokud bylo znan@@stup zpracovani (fixace, barveni),
vysledek vyséeni. Aby nedoslo k zagné vzorki, je teba ozné&t nadobku nazvem vzorku
acislem, pod kterym je vzorek veden v laboratornimtqkolu, @Fip. i datem odéru, a déle

i druh pouzité fixani tekutiny. Stejnym zjsobem ozndme blatky a mikroskopicka skla.
Na skla s preparatem se ozntaké zkratka pouZitého barveni (alizarindeévei - AC).
VSechny zhotovené preparaty jsou uchovany, podielpp je zhotovena fotodokumentace.

9 Vysledek

Kostni tulomky jsou barvenservere.



Protokol 01
Sledovana slozka potraviny Kostni tlomky

Druh potraviny Masné vyrobky
Histochemicky,
stanoveni alizarinovogéerveni

Zpusob vySateni vzorku

Zkraceny protokol/plna verze Plna verze

10 Fotodokumentace

r L 5
- . iR

- 'Vidensk parek, é: kostni ulomek, Z4tZeni 250x
_ Y P

.‘ e =
Kabanos, A, kostni tlomek, zstSeni 250x
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Protokol 01
Sledovana slozka potraviny Kostni tlomky

Druh potraviny Masné vyrobky
Histochemicky,
stanoveni alizarinovogéerveni

Zpasob vySateni vzorku

Zkraceny protokol/plna verze Plna verze

11 Seznam pouzitych zkratek

AC - alizarinov&ervei
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