A TRICHROMOVA BARVIVA

ACCUSTAIN®
SIGMA-ALDRICH® (SOMOR)

(Postup ¢. HT10)

POUZITI

Trichromova barviva Sigma-Aldrich (Gomori) jsou uréena k pouZiti pro studii pojivové

tkané, svalu a kolagenovyvh vlaken. Reagencie Trichrome Stain jsou uréena k pouziti

v “diagnostice in vitro.”

Barviva “Trichrome” jsou ur€ena zejména k rozliSovani kolagenu ze svalové tkané.'
Obecné se da fici, ze jsou slozena z jadernych, kolagenovych a cytoplazmatickych barviv
v mofidlech, napfiklad kyselina fosforowolframové nebo fofomolybdenova. Prvni systém
v historii byl pfisuzovan Mallorymu.2* Dal$i modifikace byly predstaveny Massonem, Footem
a Gomorim.** Zde popsany postup je zalozen na praci Gomoriho a je to systém o jednom
kroku kombinujici cytoplazmatické barveni a barveni pojivovych vidken v roztoku kyseliny
fosfowolframové / octové. Tkanové fezy se upravuji v Bouinové roztoku, aby se dosahlo
intenzivnéjsiho kone¢ného zabarveni. Jadra jsou potom barvena Weigertovym Zelezitym
hematoxylinem, potom chromotropem 2R (barvi cytoplazmu a svalova vlakna) a fast green
(rychlou zeleni) FCF nebo anilinovou modfi (barvi kolagenové vlakna). Proplachnuti po
barveni v kyseliné octové déla odstiny barvy citlivéjsi a zietelnéjsi.* Barveni zahrnuije i techniku
barveni Gomoriho trichromem pro rychlé barveni v mikrovinné troubé.=*

REAGENCIE

ROZTOK TRICHROME STAIN L, katalogové ¢. HT10-3-16

Chromotrop 2R, 0,6 % (w/v), fast green FCF, (certifikovano), 0,1 % (w/v), kyselina
fosfowolframova, 0,8 % (w/v) a kyselina octova, 1,0 % (v/v). Reagencie barvi kolagen zelené.
ROZTOK TRICHROME STAIN AB, katalogové ¢. HT10-5-16

Chromotrop 2R, 0,6 % (w/v), anilinova modf, (certifikovano), 0,3 % (w/v), kyselina
fosfowolframové, 0,8 % (w/v) a kyselina octova, 1,0 % (v/v). Reagencie barvi kolagen modfe.
ULOZENI A STABILITA:

Roztoky Trichrome Stain, Bouintv roztok, Weigertav Zelezity hematoxylin, Trichrome
TISSUE-TROL, roztok kyseliny octové a koncentrat Scott's Tap Water Substitute
a pracovni roztok je tfeba skladovat v pokojové teploté (18-26 °C).

Roztoky Trichrome Stain, Bouintv roztok, Weigertiv Zelezity hematoxylin
(¢asti A a B), Trichrome TISSUE-TROL, roztok kyseliny octové a koncentrat Scott's Tap
Water Substitute a pracovni roztok jsou stabilni az do data pouZitelnosti.

Pracovni roztok Weigertova zelezittho hematoxylinu je tfeba pro kazdé pouziti
pfipravit Cerstvy.

PRIPRAVA:

RoztokTrichrome Stain LG, Trichrome Stain AB a Bouinlv roztok jsou k okamzitému
pouziti.

Roztok Weigerttv Zelezity hematoxylin se pfipravuje smichanim stejné ¢asti roztoku A
a roztoku B.

Substitut Scott's Tap Water se pfipravi zfedénim 1 dilu koncentratu Scott's Tap Water
Substitute s 9 dily deionizované vody.

Priprava 0,5 % kyseliny octové se provede zfedénim 4,4 mL 1N kyseliny octové
s 45,6 mL vody.

Priprava 1 % kyseliny octové se provede zfedénim 8,8 mL 1N kyseliny octové
s 41,2 mL vody.

BEZPECNOSTNI OPATRENI:

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

Kontrolni sklitka Trichrome TISSUE-TROL jsou lidské tkanové fezy zalité v parafinu
obsahuijici kolagenovou a svalovou tkan a je tfeba s nimi zachazet jako s potencionalné
infekénimi.

US prohlaseni o rizicich a bezpe¢nosti

Roztok Trichrome Stain LG - upozorném’ Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Roztok Trichrome Stain AB - upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Reagencni alkohol je HORLAVY a DRAZDIVY. Drazdi ogi, djchaci systém a pokozku.
N&dobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo zdroji zapaleni - z&kaz koureni.
V pripadé kontaktu s o€ima, ihned promyijte velkym mnoZzstvim 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 ogi. UdrZujte mimo zdroju zapaleni - zakaz koureni.
V piipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obli¢eje / o¢i.
V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobfe, vyhledejte ihned Iékafskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Bouintv roztok je SKODLIVY. Za sucha je vznétlivy. Skodlivé pii vdechnuti,
v kontaktu s pokozkou a spolknutim. Omezené dukazy o karcinogennim vlivu. Muze
zpusobit precitlivélost kontaktem s pokozkou. Drazdi o€i, dychaci systém a pokozku.
V pfipadé nehody nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned lékafskou sluzbu
(pokud mozno, ukazte tento Stitek). V pfipadé kontaktu s ocima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte 1ékafskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy,
rukavice a ochranu oblieje / o¢i. Pouzivejte pouze v dobfe vétranych prostorach.
Uchovavejte uzaviené a mimo dosah déti.

Roztok Weigertdv zelezity hematoxylin, &ast A, je HORLAVY a SKODLIVY. Drazdi
o€i, dychaci systém a pokozku. Udrzujte mimo zdroju zapéaleni - z&kaz koufeni.
V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
lekarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy. Zasazené organy: Nervy a jatra.

Roztok Weigertiv zelezity hematoxylin, ¢ast B, je TOXICKY. Pfi vdechnuti
jedovaty. Zpusobuje popaleniny. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyijte 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 lékafskou sluzbu (pokud mozno, ukazte tento Stitek).

Roztoky Gill hematoxylinu jsou SKODLIVE. Skodlivy pii poziti. Drazdi dychaci
systém a pokozku. Riziko vazného poskozeni oéi. V pfipadé kontaktu s ofima, ihned
promyijte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. PouZivejte vhodné
ochranné odévy. Zasazené organy: Jatra a ledviny.

Scott's Tap Water Substitute. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Roztok 1N kyseliny octové je ZIRAVY. Zpusobuje popaleniny. V pfipadé kontaktu
s otima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte |ékarskou pomoc.
Pouzivejte vhodné ochranné odévy, rukavice a ochranu obliceje / o¢i. V pfipadé nehody
nebo pokud se necitite dobre, vyhledejte ihned Iékarskou sluzbu (pokud mozno, ukazte
tento Stitek). Zasazené organy: Ledviny a zuby.

EU prohlasenti o rizicich a bezpe€nosti

Roztok Trichrome Stain LG - upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Roztok Trichrome Stain AB - upozornéni: Latka jeSté nebyla zcela otestovana.

Reagenéni alkohol je VYSOCE HORLAVY a DRAZDIVY. Vysoce hoflavy. Drazdi
o€i, dychaci systém a pokozku. Nadobu uchovavejte tésné uzavienou. Udrzujte mimo
zdroju zapaleni - z&kaz koureni. V pfipadé kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym
mnozstvim vody a vyhledejte |ékarskou pomoc. Pouzivejte vhodné ochranné odévy.

Xylen je SKODLIVY. HoHlavy. Skodlivy je vdechnutim a v kontaktu s pokozkou.
Drazdi ogi. Zamezte kontaktu s o¢ima.

Bouinlv roztok je SKODLIVY. Za sucha je vznétlivy. Skodlivé pfi vdechnuti,
v kontaktu s pokozkou a spolknutim. Omezené dlkazy o karcinogennim vlivu. Mize
zpusobit precitlivélost kontaktem s pokozkou. Drézdi o€i, dychaci systém a pokozku.
V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
|ékaf'skou pomoc. Tento material a jeho nadoba se musi likvidovat jako nebezpeény
odpad. Pouzivejte vhodné ochranné oblegeni a rukavice.

Roztok Weigertiv Zelezity hematoxylin, &ast A, je VYSOCE HORLAVY
a SKODLIVY. Vysoce hotlavy. Drazdi odi, dychaci systém a pokozku. Udrzujte mimo
zdroju zapaleni - z&kaz koureni. V pfipadé kontaktu s o¢ima, ihned promyjte velkym
mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. PouZivejte vhodné ochranné odévy.

Roztoky Gill Hematoxylin jsou SKODLIVE. Skodlivy pfi poziti. Drazdi ogi. V pFipadé
kontaktu s o€ima, ihned promyjte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc.

Scott's Tap Water Substitute. Upozornéni: Latka jesté nebyla zcela otestovana.

Roztoky 1N kyseliny octové. Zamezte kontaktu s kiizi a oima. Po kontaktu s kuzi,
odstrarite okamzité kontaminovany odév a ihned omyijte velkym mnozstvim...(podle
specifikace vyrobce). Nevdechujte vypary.

POSTUP

ODBER VZORKU:

Doporucuje se provadét odbér vzorkll v souladu s dokumentem M29-A2 smérnice
NCCLS. Zadna znama zkugebni metoda nem(ize nabidnout Gplné zajisténi, ze krevni
vzorky nebo tkan nebudou pfenadet infekci. Proto vSechny krevni derivaty nebo tkarové
vzorky by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Lze pouZit jakékoli dobfe fixované parafinové fezy nafezané na tloustku 5 mikront
nebo méné.

POTREBNE SPECIALNi MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY:

Pozitivni kontrolni sklicka, napfiklad Sigma Trichrome TISSUE-TROL, katalogové ¢. T 8800,
je treba zaradit do kazdého cyklu

Roztoky 1N kyseliny octové

Bouinlv roztok, katalogové ¢. HT10-1-32 nebo HT10-1-128, nasycena vodna kyselina
pikrova, 71 %, formaldehydu, 24 % a kyselina octova, 5 %

POUZE PRO STANDARDNI POSTUP:
Set Weigertova Zelezitého hematoxylinu, katalogové €. HT10-79
Roztok Weigertova Zelezittho hematoxylinu, ¢ast A, katalogové ¢. HT10-7, 1 % certifikovany
hematoxylin v ethanolu
Roztok Weigertova Zelezittho hematoxylinu, ¢ast B, katalogové ¢
zelezity1,2 % (w/v) a kyselina chlorovodikova, 1 % (v/v)

POUZE PRO POSTUP S MIKROVLNNOU TROUBOU:

Roztok hematoxylinu, Gill €. 3, Katalogové ¢. GHS-3

Koncentrat Scott's Tap Water Substitute, katalogové ¢. S 5134

Mikrovinna trouba ACCUMATE™ H2100, katalogova ¢. A 9084 (110 v) nebo A 9209 (220 v)

POZNAMKY:

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 pomulcka a mély by
se provefit ve spojeni s jingmi klinickymi diagnostickymi testy nebo informacemi.
POSTUP:

STANDARDNI POSTUP
1. Podle navodu na $titku pfipravte pracovni roztok Weigertova Zelezitého hematoxylinu.
2. Odstrante parafin ze skli¢ek a hydratujte fezy deionizovanou vodou.
3. Umistéte sklicka do predehratého Bouinova roztoku pii 56 °C na 15 minut nebo pfi
pokojové teploté pres noc.
4. Ochladte sklitka ve vodovodni vodé (18-26 °C) v nadobé Coplin.
5. Aby se odstranila Zluta barva z fezt, umyjte v tekouci vode.

. HT10-9, chlorid



Barvéte v pracovnim roztoku Weigertova Zelezitého hematoxylinu po dobu 5 minut.
Promyt sklicka v tekouci vodé po dobu 5 minut.

Barvéte v roztoku barviva Trichrome Stain (LG nebo AB) po dobu 5 minut.
Umistéte do 0,5 % kyseliny octové na 1 minutu.

10. Sklicka proplachnéte, dehydratujte alkoholem, vy&istéte v xylenu a namontuijte.

MIKROVLNNY POSTUP ACCUMATE™ H2100

1. Odstrante parafin ze sklicek a hydratujte fezy deionizovanou vodou.

2. Umistéte sklicka do 40 mL Bouinova roztoku v umélohmotné nadobé Coplin. Volné
zakryjte vikem nebo pouZzijte viko s otvory.

3. Spustte mikrovinnou troubu na 600 wattd na 25 sekund. Smichejte roztok pipetou
nebo ty¢inkou aplikatoru a inkubujte po dobu 5 minut pod digestofi nebo v dobre
vétraném prostoru.

4. Proplachnéte pod tekouci vodou, dokud nezmizi Zluté zabarveni.

5. Umistéte sklicka do roztoku 40 mL Hematoxylin Gill ¢. 3 umisténého
v umélohmotné nadobé Coplin.

6. Spustte mikrovinnou troubu na 800 watt( na 5 sekund.

7. Proplachujte peclivé pod tekouci vodou po dobu 30 sekund az 1 minutu.

8. Provedte modrfeni v pracovnim Scott's Tap Water Substitute pti pokojové teploté.
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. Oplachnéte peglivé pod tekouci vodou.
. Umistéte sklicka do roztoku barviva 40 mL Trichrome Stain (LG nebo AB)
umisténého v umélohmotné nadobé Coplin.

11. Spustte mikrovinnou troubu na 800 wattd na 15 sekund. Opatrné roztok
promichejte ty€inkou aplikatoru nebo pipetou. Inkubujte 1 minutu.

12. Oplachnéte rychle ve vodé.

13. Umistéte sklitka do 1 % kyseliny octové na 30 sekund az 1 minutu pfi
pokojové teploté.

14. Sklicka proplachnéte, dehydratujte alkoholem, vycistéte v xylenu a namontujte.

CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

Jadra — Modréa az ¢erna
Kolagen — Zeleny (LG) nebo modry (AB)
Cytoplazma, sval — Cervené

Pokud se zjisténé vysledky liSi od oéekavanych, kontaktujte prosim technické sluzby
spole¢nosti Sigma-Aldrich za G¢elem konzultace.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantuje, Ze jeji produkty se shoduiji s informacemi obsazenymi v této
a jinych publikacich Sigma-Aldrich. Kupujici musi stanovit vhodnost produktu(() pro dané
pouziti. Mohou platit dodate¢né podminky. Viz zadni strana faktury nebo Gtrzek obalu, kde
jsou uvedeny dodatky k prodejnim podminkam.
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nebo e-mailujte na clintech@sial.com
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