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(Procedure nr. HT10)

TILSIGTET ANVENDELSE

Sigma-Aldrichs trikromfarvestoffer (Gomori) er beregnet til anvendelse ved
undersggelse af bindeveev, muskel- og kollagenfibre. Trikromfarvereagenser er til in vitro
diagnostisk brug.

Trikromfarvestoffer anvendes hovedsageligt til at skelne kollagen fra muskelveev.' De
bestar normalt af kerne-, kollagen- og cytoplasmafarvestoffer i bejdsestoffer, sasom
phosphorwolframat- eller phosphormolybdensyre. Det forste trikromsystem blev i sin tid
tilskrevet Mallory.>* Masson, Foot og Gomori introducerede modificeringer deraf.>*
Proceduren, der beskrives her, er baseret pA Gomoris arbejde og er et et-trinssystem, der
kombinerer cytoplasma- og bindeveevsfiberfarvestof i en phosphorwolframatsyre-
/eddikesyreoplosning.* Veevssnit behandles med Bouins vaeske til intensivering af den
endelige farvning. Kerner farves dernaest med Weigerts jernhematoxylin, efterfulgt af
kromotrop 2R (der farver cytoplasma og muskelfibre) og fast green FCF eller anilinbla (der
farver kollagenfibre). Ved skylning i eddikesyre efter farvningen bliver farvenuancerne finere
og mere gennemsigtige.* Der medfelger en trikrom farvningsteknik opfundet af Gomori til
hurtig farvning i mikroovn.®®

REAGENSER

TRIKROMFARVESTOF LG-OPLGSNING, katalognr. HT10-3-16

Kromotrop 2R, 0,6 % (veegt/vol), fast green FCF (certificeret), 0,1 % (veegt/vol),
phosphorwolframatsyre, 0,8 % (vaegt/vol) og eddikesyre, 1,0 % (v/v). Reagenset farver
kollagen grent.

TRIKROMFARVESTOF AB-OPL@SNING, katalognr. HT10-5-16

Kromotrop 2R, 0,6 % (veegt/vol), anilinbla (certificeret), 0,3 % (veegt/vol),
phosphorwolframatsyre, 0,8 % (vaegt/vol) og eddikesyre, 1,0 % (v/v). Reagenset farver
kollagen blat.

OPBEVARING OG STABILITET:

Trikromfarveoplesninger, Bouins veeske, Weigerts jernhematoxylin, trikrom TISSUE-
TROL, eddikesyreoplasning og Scotts vandkoncentrat og brugsoplesning skal opbevares
ved stuetemperatur (18-26 °C).

Trikromfarveoplesninger, Bouins veeske, Weigerts jernhematoxylin (del A og B),
trikrom TISSUE-TROL, eddikesyreoplasning og Scotts vandkoncentrat og brugsoplasning
er stabile indtil udlebsdatoen.

Weigerts jernhematoxylinbrugsoplesning ber veere frisklavet, hver gang den skal
bruges.

KLARGORING:

Trikromfarvestof LG-oplesning, trikromfarvestof AB-oplesning og Bouins vaeske er klar
til brug.

Weigerts jernhematoxylinoplasning klargeres ved blanding af lige dele oplasning A og B.

Scotts vand klargeres ved at blande 1 del Scotts vandkoncentrat med 9 dele
deioniseret vand.

Klarger 0,5 % eddikesyre ved at fortynde 4,4 ml 1N eddikesyre med 45,6 ml vand.

Klarger 1 % eddikesyre ved at fortynde 8,8 ml 1N eddikesyre med 41,2 ml vand.
FORHOLDSREGLER:

De normale forholdsregler ved héndtering af laboratoriereagenser skal felges. Ved
kassering af affald skal alle lokale og nationale bestemmelser overholdes. Der henvises til
materialesikkerhedsdatabladet for opdaterede oplysninger om risici, fare eller sikkerhed.

Trikrome TISSUE-TROL-kontrolobjektglas er paraffinindstebte humane vaevssnit, der
indeholder kollagen og muskelveev. De skal behandles som potentielt infektigse.

Amerikanske risiko- og sikkerhedserkleeringer

Trikromfarvestof LG-oplosning — advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Trikromfarvestof AB-oplasning — advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Reagensalkohol er BRAENDBAR og LOKALIRRITERENDE. Irriterer gjnene,
andedreetsorganerne og huden. Emballagen skal holdes teet lukket. Holdes veek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks
grundigt med masser af vand og legehjelp soges. Beer passende
beskyttelsesbeklaedning. Malorganer: nerver og lever.

Xylen er BRENDBAR og SUNDHEDSSKADELIG. Risiko for nedsat frugtbarhed.
Kan forarsage fosterskader. Farlig ved indanding og ved hudkontakt. Irriterer
andedreetsorganerne og huden. Risiko for alvorlig ejenskade. Holdes veek fra
anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks
grundigt med masser af vand og leegehjeelp soges. Beer passende beskyttelsesdragt,
handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfzelde eller ved ildebefindende
seges omgaende lzegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt).

Bouins veeske er SUNDHEDSSKADELIG. Eksplosiv i ter tilstand. Farlig ved
indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Begreenset paviselig carcinogen virkning.
Kan give allergi ved hudkontakt. Irriterer gjnene, andedraetsorganerne og huden. Ved
ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende seges omgaende laegehjeelp (vis etiketten hvis
det er muligt). | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af
vand og leegehjeelp seges. Beer passende beskyttelsesdragt, handsker og gjen-
/ansigtsbeskyttelse. Ma kun bruges pa steder med god ventilation. Opbevares under las
og utilgaengeligt for barn.

Weigerts jernhematoxylinoplesning, del A, er BRAENDBAR og LOKALIRRITERENDE.
Irriterer gjnene, andedreetsorganerne og huden. Holdes veek fra anteendelseskilder —
rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af
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vand og leegehjeelp soges. Beer passende beskyttelsesbekleedning. Malorganer: nerver
og lever.

Weigerts jernhematoxylinoplesning, del B, er GIFTIG. Giftig ved indanding.
FEtsningsfare. | tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af
vand og leegehjeelp soges. Beaer passende beskyttelsesdragt, handsker og gjen-
/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende seges omgaende
leegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt).

Gill hematoxylinoplesninger er SUNDHEDSSKADELIGE. Farlig ved indtagelse.
Irriterer andedreetsorganerne og huden. Risiko for alvorlig gjenskade. | tilfeelde af kontakt
med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og laegehjeelp soges. Beer
passende beskyttelsesbekleedning. Malorganer: lever og nyrer.

Scotts vand. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

1N eddikesyreoplosninger er £ATSENDE. Alvorlig aetsningsfare. | tilfeelde af kontakt
med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp seges. Beer
passende beskyttelsesdragt, handsker og gjen-/ansigtsbeskyttelse. Ved ulykkestilfeelde
eller ved ildebefindende seges omgaende leegehjeelp (vis etiketten hvis det er muligt).
Malorganer: nyrer og teender.

Risiko- og sikkerhedserklzeringer i EU

Trikromfarvestof LG-oplesning — advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Trikromfarvestof AB-oplesning — advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

Reagensalkohol er MEGET BRANDBAR og LOKALIRRITERENDE. Meget
brandfarlig. Irriterer gjnene, &ndedraetsorganerne og huden. Emballagen skal holdes teet
lukket. Holdes veek fra anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med
gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og lzegehjeelp seges. Baer passende
beskyttelsesbekleedning.

Xylen er SUNDHEDSSKADELIGT. Breendbart. Farligt ved indanding og ved
hudkontakt. Irriterer huden. Undga kontakt med gjnene.

Bouins veeske er SUNDHEDSSKADELIG. Eksplosiv i ter tilstand. Farlig ved
indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse. Begraenset paviselig carcinogen virkning.
Kan give allergi ved hudkontakt. Irriterer gjnene, &ndedreetsorganerne og huden. |
tilfeelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp
soges. Stoffet og materialet skal bortskaffes pa forsvarlig vis. Baer passende
beskyttelsesdragt og -handsker.

Weigerts jernhematoxylinoplesning, del A, er MEGET BRAENDBAR og
LOKALIRRITERENDE. Meget brandfarlig. Irriterer gjnene, andedreetsorganerne og
huden. Holdes veek fra anteendelseskilder — rygning forbudt. | tilfeelde af kontakt med
ojnene skylles straks grundigt med masser af vand og leegehjeelp seges. Beer passende
beskyttelsesbeklaedning.

Gill hematoxylinoplesninger er SUNDHEDSSKADELIGE. Farlig ved indtagelse.
Irriterer gjnene. | tilfelde af kontakt med gjnene skylles straks grundigt med masser af
vand og laegehjeelp soges.

Scotts vand. Advarsel: Stoffet er endnu ikke fuldt ud testet.

1N eddikesyreoplgsninger. Undgé kontakt med huden og gjnene. Vid kontakt med
huden, ta genast av alla nedsténkta klader, tvatta med mycket vatten och kontakta
lakare. Undga indanding af dampe.

PROCEDURE

PROVEINDSAMLING:

Det anbefales, at proveindsamling sker i henhold til NCCLS-dokumentet M29-A2. Der
er ingen kendt testmetode, som kan give fuldsteendig sikring af, at blodprover eller vaev ikke
overforer infektion. Derfor skal alle blodderivater eller vaevspraver behandles som potentielt
infektigse.

Alle velfikserede paraffinvaevssnit skaret ved 5 mikron eller derunder kan bruges.

S/ERLIGE NODVENDIGE MATERIALER, DER IKKE MEDFOLGER:

Positive kontrolobjektglas, sasom Sigma trikrom TISSUE-TROL, katalognr. T 8800, skal
medtages i hver kersel

1N eddikesyreoplasning

Bouins veeske, katalognr. HT10-1-32 eller HT10-1-128, maettet vandig pikrinsyre, 71 %,
formaldehyd, 24 %, og eddikesyre, 5 %

KUN TIL NORMAL PROCEDURE:
Weigerts jernhematoxylinseet, katalognr. HT10-79
Weigerts jernhematoxylinoplesning, del A, katalognr. HT10-7, 1 % certificeret
hematoxylin i ethanol
Weigerts jernhematoxylinoplesning, del B, katalognr. HT10-9, ferriklorid 1,2 % (veegt/vol)
og saltsyre, 1 % (v/v)

KUN TIL PROCEDURE MED MIKROOVN:

Hematoxylinoplesning, Gill nr. 3, katalognr. GHS-3

Scotts vandkoncentrat, katalognr. S 5134

ACCUMATE™ H2100 mikroovn, katalognr. A 9084 (110 V) eller A 9209 (220 V)

BEMAERKNINGER:

Se brugervejledningen for anvisninger vedrerende brug af Sigma-Aldrich H2100
mikroovn.

De data, som opnas via denne procedure, tjener kun som hjeelp til diagnosticering og
skal gennemses i forbindelse med andre kliniske diagnostiske tests eller oplysninger.

PROCEDURE:
NORMAL PROCEDURE
1. Klarger brugsoplesning af Weigerts jernhematoxylin efter anvisningen pa etiketten.
2. Afparaffiner objektglas, og hydrer til deioniseret vand.
3. Anbring objektglas i forvarmet Bouins veeske ved 56 °C i 15 minutter eller ved
stuetemperatur natten over.
4. Afkel objektglassene i vandhanevand (18-26 °C) i en Coplin-skal.
5. Fjern gult farvestof fra veevssnittene ved at vaske dem under rindende vandhanevand.
6. Farv i Weigerts jernhematoxylin-brugsoplesning i 5 minutter.
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Vask under rindende vandhanevand i 5 minutter.

Farv i trikromfarvestofoplesning (LG eller AB) i 5 minutter.
Anbring i 0,5 % eddikesyre i 1 minut.

Skyl objektglassene, dehydrer med alkohol, klar i xylen, og monter.

PROCEDURE MED ACCUMATE™ H2100 MIKROOVN
1.
2.

3.
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Afparaffiner objektglas, og hydrer til deioniseret vand.

Anbring objektglassene i 40 ml Bouins veeske i en Coplin-skél af plast. Skalen
deekkes delvist med laget, eller der anvendes perforerede lag.

Opvarm i mikroovn pa 600 watt i 25 sekunder. Bland oplesningen med en
applikatorpind eller pipette, og inkuber derngest i 5 minutter i et stinkskab eller et
velventileret sted.

Skyl under rindende vandhanevand, til den gule farve forsvinder.

Anbring objektglassene i 40 ml hematoxylinoplasning, Gill nr. 3, i en Coplin-skal af
plast.

Opvarm i mikroovn p& 800 watt i 5 sekunder.

Skyl grundigt med vandhanevand i 30 sekunder til 1 minut.

Blan i arbejdsoplesning af Scotts vand ved stuetemperatur.

Skyl godt under rindende vandhanevand.

Anbring objektglassene i 40 ml trikromfarveoplesning (LG eller AB) i en Coplin-skal
af plast.

. Varmes i mikroovn pa 800 watt i 15 sekunder. Bland forsigtigt oplesningen med en

12.
13.

applikatorpind eller pipette. Inkuber i 1 minut.

Sky! hurtigt med vandhanevand.

Anbring objektglassene i 1 % eddikesyre i 30 sekunder til 1 minut ved
stuetemperatur.

Skyl objektglassene, dehydrer med alkohol, klar i xylen, og monter.

RESULTATKARAKTERISTIKA

Kerner — Bla til sort
Kollagen — Gront (LG) eller blat (AB)
Cytoplasma, muskelveev — Radt

Hvis de observerede resultater afviger fra de forventede, skal Sigma-Aldrich Technical

Service kontaktes for yderligere hjeelp.

HENVISNINGER
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Lillie RD: Further experiments with the Masson trichrome modification of Mallory’s
connective tissue stain. Stain Technol 15:17, 1940

Gomori G: A rapid one-step trichrome stain. Am J Clin Pathol 20:661, 1950

Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using
microwave irradiation. J Pathol 148:183, 1986

Brinn NT: Rapid metallic histologic staining using the microwave oven.
J Histotechnol 6:125, 1983

7. Valle S: Special stains in the microwave oven. J Histotechnol 9:237, 1986
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9. Kok and Boon: Microwave Cookbook for Microscopists. Couloomb Press, Leyden.

Histotechnology: A Self Instructional Text. Carson, ASCP Press, Chicago, 1990

Leyden 1992
Davis Mary: The Joy of Microwaving, NSH 1995 Symposium, Buffalo, NY

Sigma-Aldrich, Inc. garanterer, at dets produkter stemmer overens med de oplysninger,
som er indeholdt i denne og andre publikationer fra Sigma-Aldrich. Det pahviler keber at
fastleegge produktets/produkternes egnethed til deres specifikke anvendelse. Yderligere
vilkar og betingelser kan veere geeldende. Se bagsiden af faktura eller pakkeseddel for
yderligere vilkar og salgsbetingelser.
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