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Instructions for Use

Trichrome Stains (Masson)
Procedure No. HT15

Ce SiGhMa

Intended Use

Trichrome Stains (Masson) are intended for use in the study of connective tissue, muscle and
collagen fibers. Trichrome Stain reagents are for “In Vitro Diagnostic Use". For professional

use only. The data obtained from this manual, qualitative procedure demonstrates muscle and
collagen fibers in tissue samples of human specimens. This data when reviewed in conjunction with
other diagnostic tests and information may be used as an aid to diagnosis of certain tumors and
identifying increases in collagenous tissue in diseases such as cirrhosis of the liver.

“Trichrome” stains are used primarily for distinguishing collagen from muscle tissue.? In general,
they consist of nuclear, collagenous and cytoplasmic dyes in mordants such as phosphotungstic or
phosphomolybdic acid. Historically, the first trichrome system was attributed to Mallory.>* Further
modifications were introduced by Masson and Gomori.*> The procedure described here is based on
the work of Masson as modified by Lillie* using aniline blue as a collagen stain instead of a green
dye. Tissue sections are treated with Bouin’s solution to intensify the final coloration. Nuclei are
stained with Weigert’s iron hematoxylin, and cytoplasm? and muscle are then stained with Biebrich
scarlet-acid fuchsin. After treatment with phosphotungstic and phosphomolybdic acid, collagen is
demonstrated by staining with aniline blue. Rinsing in acetic acid after staining renders the shades
of color more delicate and transparent.® Included is a trichrome stain technique for rapid staining in
microwave ovens.®”

Reagents

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin Solution (Cat. No. HT151-250ML)
Biebrich scarlet, 0.9%, C.I. 26905, acid fuchsin 0.1%, C.I. 42685, in acetic acid, 1.0%.

Phosphotungstic Acid Solution (Cat. No. HT152-250ML)
Phosphotungstic acid, 10%.

Phosphomolybdic Acid Solution (Cat. No. HT153-250ML)
Phosphomolybdic Acid, 10%

Aniline Blue Solution (Cat. No. HT154-250ML)
Aniline blue, 2.4%, C.I. 42780 and acetic acid, 2%.

Special Materials Required but Not Provided

e Positive control slides, such as Trichrome TISSUE-TROL™ (Cat. No. TTR012) should be included
in each run

e 1N Acetic Acid

e Bouin’s Solution (Cat. No. HT10132-1L or HT101128-4L) picric acid, 1%, formaldehyde, 9% and
acetic acid, 5%

For Standard Procedure Only

e Weigert's Iron Hematoxylin Set (Cat. No. HT1079-1SET)

e Weigert’s Iron Hematoxylin Solution, Part A (Cat. No. HT107-500ML), 1% certified hematoxylin
in ethanol

e Weigert’s Iron Hematoxylin Solution, Part B (Cat. No. HT109-500ML) ferric chloride 1.2% (w/v)
and Hydrochloric acid, 1% (v/v)

For Microwave Procedure Only

* Hematoxylin Solution, Gill No. 3 (Cat. Nos. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Scott's Tap Water Substitute Concentrate (Cat. No. S5134)

¢ Coplin Jar (plastic) with vented lids

¢ Microwave Oven

Storage and Stability

Store reagents at room temperature (18-26°C). Reagent labels bear expiration dates. Formation of
a precipitate in Phosphomolybdic Acid Solution does not affect performance.

Trichrome Stain solutions, Bouin’s solution, Weigert’s Iron Hematoxylin, Trichrome TISSUE-TROL™,
Acetic Acid solution and Scott’s Tap Water Substitute Concentrate and Working solution should be
stored at room temperature (18-26°C).

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin solution, Bouin’s solution, Weigert’s Iron Hematoxylin (Parts A and B),
Trichrome TISSUE-TROL™, and Scott’s Tap Water Substitute Concentrate and Working solution are
stable until expiration date.

Weigert'’s Iron Hematoxylin working solution should be prepared fresh for each use.

Preparation

Prepare Working Phosphotungstic/Phosphomolybdic Acid Solution by mixing 1 volume of
Phosphotungstic Acid Solution and 1 volume Phosphomolybdic Acid Solution with 2 volumes of
deionized water. Discard after one use.

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin, Bouin’s solution, and Gill’s hematoxylin solution, Gill No. 3 are ready
to use.

Weigert'’s Iron Hematoxylin solution is prepared by mixing equal parts of Solution A and Solution B.

Scott’s Tap Water Substitute is prepared by mixing 1 part of Scott’s Tap Water Substitute
Concentrate with 9 parts deionized water.

Prepare 1% Acetic Acid by diluting 8.8 mL 1N Acetic Acid with 41.2 mL water.

Precautions
The IVDs included in this kit are intended for in vitro diagnostic use in a clinical laboratory
environment. These IVDs are for professional use by qualified personnel only. Sigma-Aldrich IVDs
may be operated by laboratory personnel who are trained to handle human specimens that can be
infectious, use microscopes and other laboratory equipment and have color perception and visual
acuity to distinguish colors and other objects under a microscope.

Normal precautions exercised in handling laboratory reagents should be followed. Dispose of waste
observing all local, state, provincial or national regulations.

Trichrome TISSUE-TROL™ control slides are paraffin embedded human tissue containing collagen
and muscle tissue and should be considered potentially infectious.

Procedure

Specimen Collection

No known test method can offer complete assurance that blood samples or tissue will not transmit
infection. Therefore, all blood derivatives or tissue specimens should be considered potentially
infectious.

Any well fixed paraffin section cut at 5-6 microns may be used. Incorporate appropriate control
slides.

Procedure

Standard Procedure

1. Deparaffinize slides and hydrate to deionized water.

2. Mordant in preheated Bouin’s Solution at 56°C for 15 minutes or at room temperature

overnight.

3. Cool slides in tap water (18-26°C) contained in a Coplin jar.

4. Wash in running tap water to remove yellow color from sections.

5. Stain in Working Weigert’s Iron Hematoxylin Solution for 5 minutes.

6. Wash in running tap water for 5 minutes.

7. Rinse in deionized water.

8. Stain in Biebrich Scarlet-Acid Fucshin for 5 minutes.

9. Rinse in deionized water.

10. Place slides in Working Phosphotungstic/Phosphomolybdic Acid Solution for 5 minutes.
11. Place slides in Aniline Blue Solution for 5 minutes.

12. Place slides in Acetic Acid, 1%, for 2 minutes. Discard solution.

13. Rinse slides, dehydrate through alcohol, clear in xylene and mount.

Microwave Procedure

1. Deparaffinize slides and hydrate to deionized water.

2. Place slides in 40 mL of Bouin’s Solution contained in a plastic Coplin jar. Loosely cover Coplin
jar with lid before placing in microwave oven or use Coplin jars with holes drilled into the lids.

3. Microwave on 600 watts for 25 seconds. Gently mix solution with beral pipet or applicator
stick, incubate slides in heated Bouin’s Solution for 5 minutes in a fume hood or well
ventilated area.

4. Rinse slides in running tap water until yellow color disappears.

5. Place slides in 40 mL Hematoxylin Solution, Gill No. 3, contained in plastic Coplin jar.

6. Microwave on 800 watts for 5 seconds.

7. Rinse well in running tap water for 30 seconds to 1 minute.

8. Blue in Working Scott’s Tap Water Substitute at room temperature.

9. Rinse well in running tap water.

10. Place slides in 40 mL Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin Solution contained in plastic Coplin jar.

11. Microwave on 600 watts for 20 seconds. Mix gently with beral pipet or applicator stick. Let
incubate for 2 minutes.

12. Rinse quickly in several changes of deionized water.

13. Place slides in 40 mL Phosphotungstic-Phosphomolybdic Acid Solution contained in plastic
Coplin jar.

14. Microwave on 600 watts for 20 seconds. Immediately remove slides and rinse in several
changes of deionized water.

15. Place slides in 40 mL Aniline Blue Solution contained in a plastic Coplin jar.

16. Microwave on 600 watts for 15 seconds. Mix gently with a beral pipet or applicator stick. Let
incubate for 1 minute.

17. Rinse well in deionized water.

18. Place slides in 1% Acetic Acid for 30 seconds to 1 minute at room temperature.

19. Rinse slides, dehydrate through alcohol, clear and coverslip.

Performance Characteristics

Target Structure Staining Result

Black, if Weigert’s Iron Hematoxylin is used.

Nuclei Blue, if Hematoxylin Solution Gill No. 3 is used.
Cytoplasm Red
Muscle fibers Red
Collagen Blue

If observed results vary from expected results, please contact Sigma-Aldrich Technical Service for
assistance.
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Analytical Performance Characteristics Revision History
The analytical performance results for the given tests conducted on all target structures, confirm 100%
sensitivity, specificity, and repeatability. Rev. 4.0 2016
Cat. No Product Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay Rev. 5.0 2022
Description Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Rev. 6.0 2022
HT151 Bii‘z'{(ijd;uscchi:l:t' Collagen 30f3 30of 3 30f3 30f 3 Transferred to new templgte with currer_1t braqding. _Specified for prqfessional use in
Solution intended use and precautions. Moved aid to diagnosis statement to intended use.
Revised intended use to align with IVDR guidelines. Updated Material Safety Data Sheet
Muscl
uscle 30f3 30f3 30f 3 30f3 to Safety Data Sheet. Updated contact information. Removed instruction to follow
Cytoplasm 30f3 30f3 30f3 30f3 CLSI for specimen collection. Removed EN 980 and changed to EN ISO 15223-1:2021
Nuclei 3of 3 3of 3 3of 3 3of 3 for symbols. Added adverse event contact information. Updated References. Added
Phosphotungstic Warnings and Hazards.
HT152 Acid Solution Collagen 30of 3 3of 3 30of 3 30of 3
Muscle 30of 3 30of 3 30f3 30of3
Cytoplasm 30of 3 30of 3 30of 3 3of 3
Nuclei 30f 3 3of 3 30of 3 30of 3
Phosphomolybdic
HT153 Acid Solution Collagen 3of 3 3of 3 3of 3 30of 3
Muscle 30of 3 3of 3 30of 3 30of 3
Cytoplasm 30of 3 3of 3 30of 3 30of 3
Nuclei 30of 3 30of3 3o0f 3 3o0f 3
Aniline Bl
HT154 ontion Collagen 30f3 3of3 30f3 30f3
Muscle 30of 3 30of 3 30f3 30of3
Cytoplasm 30of 3 3of 3 30of 3 30of3
Nuclei 30of 3 3of 3 3of 3 3of3

Warnings and Hazards
Refer to Safety Data Sheet and product labeling for any updated risk, hazard or safety information.

HT15:

&

H272: May intensify fire; oxidizer.
H314: Causes severe skin burns and eye damage.
H412: Harmful to aquatic life with long lasting effects.

P210: Keep away from heat, hot surfaces, sparks, open flames and other ignition sources. No
smoking.

P220: Keep away from clothing and other combustible materials. Avoid release to the environment.
P280: Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P303 + P361+ P353: IF ON SKIN (or hair): Take off immediately all contaminated clothing. Rinse
skin with water.

P305 + P351 + P338: IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes. Remove contact
lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.
If during the use of this device or as a result of its use, a serious incident has
occurred, please report it to the manufacturer and/or its authorized representative
and to your national authority.

Symbol Definitions
Symbols as defined in EN ISO 15223-1:2021

“ Manufacturer Catalogue Number

[:E] Consult Instructions for Use Batch Code
Authorized Representative European Union Declaration
in the European Community/ c E of Conformity (defined in IVDR
European Union 2017/746)

Use-by Date

In vitro diagnostic medical device

J’ Temperature Limit A Caution
@ Date of Manufacture @ Importer
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To place an order, please visit our web site at SigmaAldrich.com. For Technical Service, please visit the
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affiliates. All other trademarks are the property of their respective owners. Detailed information on trademarks is
available via publicly accessible resources.
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The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Anweisungen fir den Gebrauch

Trichrom-Farbungen (Masson)
Verfahren Nr. HT15

Ce SiGhMa

Verwendungszweck

Trichromfarbungen (Masson) sind fiir die Untersuchung von Bindegewebe, Muskeln und
Kollagenfasern bestimmt. Die Reagenzien fiir die Trichromfarbung sind fiir die , In-vitro-Diagnose®
bestimmt. Nur fir den professionellen Gebrauch. Die mit diesem manuellen, qualitativen Verfahren
gewonnenen Daten zeigen Muskel- und Kollagenfasern in Gewebeproben von menschlichen Proben.
Diese Daten kénnen in Verbindung mit anderen diagnostischen Tests und Informationen als
Hilfsmittel fiir die Diagnose verschiedener Tumoren und zur Erkennung erhohten Kollagengewebes
in Krankheiten wie der Leberzirrhose verwendet werden.

Trichromféarbungen werden hauptséchlich zur Unterscheidung von Kollagen und Muskelgewebe
verwendet.? Sie bestehen im Allgemeinen aus Kern-, Kollagen- und Zytoplasma-Farbstoffen in
Beizmitteln wie Phosphowolfram- oder Phosphomolybdénsaure. Historisch gesehen wird das
erste Trichromsystem Mallory zugeschrieben.** Weitere Modifikationen wurden von Masson
und Gomori eingefiihrt.** Das hier beschriebene Verfahren basiert auf der Arbeit von Masson,
modifiziert von Lillie* unter Verwendung von Anilinblau als Kollagenfarbung anstelle eines
griinen Farbstoffs. Die Gewebeschnitte werden zur Intensivierung der endgiiltigen Farbung mit
Bouin-Lésung behandelt. Die Zellkerne werden mit Weigerts Eisenhdmatoxylin angefarbt, das
Zytoplasma? und die Muskulatur werden mit Biebrich Scharlach-Fuchsin angefarbt. Nach der
Behandlung mit Phosphowolfram- und Phosphomolybdé&nséure wird das Kollagen durch Anférbung
mit Anilinblau nachgewiesen. Das Abspulen in Essigsdure nach dem Farben macht die Farbtone
zarter und transparenter.® Enthalten ist eine Trichrom-Férbetechnik fiir die schnelle Farbung im
Mikrowellenofen.®”

Reagenzien

Biebrich Scharlach-Sadure-Fuchsin-Losung (Kat. Nr. HT151-250ML)
Biebrichscharlach, 0,9 %, C.I. 26905, S&urefuchsin 0,1 %, C.I. 42685, in Essigsaure, 1,0 %.

Phosphowolframsaure-Lésung (Kat. Nr. HT152-250ML)
Phosphowolframsaure, 10 %.

Molybdatophosphorsdure-Losung (Kat. Nr. HT153-250ML)
Molybdatophosphorséure, 10 %.

Anilinblau-Losung (Kat. Nr. HT154-250ML)
Anilinblau, 2,4 %, C.I. 42780 und Essigséure, 2 %.

Spezielle Materialien, die erforderlich sind, aber nicht zur Verfligung gestellt

werden

¢ Positive Kontroll-Objekttréger, wie z. B. Trichrome TISSUE-TROL™ (Kat. Nr. TTR012), sollten in
jedem Durchlauf enthalten sein

e 1N-Essigsaure

e Bouin-Lésung (Kat. Nr. HT10132-1L oder HT101128-4L) Pikrinsdure, 1 %, Formaldehyd, 9 %
und Essigsaure, 5 %

Nur fiir Standardverfahren

e Weigerts Eisen-Hamatoxylin-Set (Kat. Nr. HT1079-1SET)

* Weigerts Eisen-Hamatoxylin-Lésung, Teil A (Kat. Nr. HT107-500ML) 1 % zertifiziertes
Hamatoxylin in Ethanol

¢ Weigerts Eisen-Hamatoxylin-Lésung, Teil B (Kat. Nr. HT109-500ML), Eisenchlorid 1,2 % (w/v)
und Salzséure, 1 % (v/v)

Nur fiir Mikrowellenverfahren

e Hamatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3 (Kat. Nr. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Scott's Leitungswasser-Ersatzkonzentrat (Kat. Nr. S5134)

e Coplin-Farbetrog (Plastik) mit belufteten Deckeln

¢ Mikrowellenofen

Lagerung und Stabilitat

Reagenzien bei Raumtemperatur (18-26 °C) lagern. Die Etiketten der Reagenzien tragen die
Verfallsdaten. Die Bildung eines Niederschlags in Phosphomolybdédnséaurelésung beeintrachtigt die
Leistung nicht.

Trichrom-Farbeldsungen, Bouin-Ldsung, Weigerts Eisenhdmatoxylin, Trichrome TISSUE-TROL™,
Essigsaurelésung und Scott's Leitungswasser-Ersatzkonzentrat and Arbeitslosung sollten bei
Raumtemperatur (18-26 °C) gelagert werden.

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin Losung, Bouin-Lésung, Weigerts Eisenhamatoxylin (Teile A und B),
Trichrome TISSUE-TROL™ und Scott's Leitungswasser-Ersatzkonzentrat Concentrate und
Arbeitslosung sind bis zum Verfallsdatum stabil.

Weigerts Eisenhamatoxylin-Arbeitslésung sollte fiir jeden Gebrauch frisch zubereitet werden.

Vorbereitung

Bereiten Sie eine Phosphorwolfram-/Phosphormolybdédnséure-Arbeitslésung vor, indem Sie

1 Volumen Phosphorwolframsédure-Lésung und 1 Volumen Phosphormolybdanséure-Lésung mit
2 Volumen entionisiertem Wasser mischen. Nach einmaligem Gebrauch entsorgen.

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin, Bouin-Lésung und Gills Hdmatoxylin-Lésung, Gill Nr. 3 sind
gebrauchsfertig.

Weigerts Eisenhamatoxylin-Lésung wird durch Mischen gleicher Teile von Lésung A und Lésung B
hergestellt.

Scott's Leitungswasser-Ersatz wird durch Vermischen von 1 Teil Scott's Leitungswasser-
Ersatzkonzentrat mit 9 Teilen deionisiertem Wasser hergestellt.

1%ige Essigsdure durch Verdiinnen von 8,8 ml 1N Essigsaure mit 41,2 ml Wasser zubereiten.

VorsichtsmaBnahmen

Die in diesem Kit enthaltenen IVDs sind fiir die In-vitro-Diagnostik in einer klinischen
Laborumgebung bestimmt. Diese IVDs sind nur fiir den professionellen Gebrauch durch
qualifiziertes Personal bestimmt. Die IVDs von Sigma-Aldrich kénnen von Laborpersonal
bedient werden, das im Umgang mit menschlichen Proben, die infektids sein konnen, geschult
ist, Mikroskope und andere Laborgerate bedienen kann und tber eine Farbwahrnehmung und
Sehscharfe verfiigt, um Farben und andere Objekte unter dem Mikroskop zu unterscheiden.

Beim Umgang mit Laborreagenzien sind die tblichen VorsichtsmaBnahmen zu beachten. Entsorgen
Sie den Abfall unter Einhaltung aller 6rtlichen, staatlichen, regionalen oder nationalen Vorschriften.

Trichrome TISSUE-TROL™-Kontroll-Objekttrager sind in Paraffin eingebettetes menschliches Gewebe,
das Kollagen- und Muskelgewebe enthalt und als potenziell infektids betrachtet werden sollte.

Verfahren

Probenentnahme

Keine bekannte Testmethode kann vollstéandige Sicherheit bieten, dass Blutproben oder Gewebe
keine Infektion Ubertragen. Daher sollten alle Blutderivate oder Gewebeproben als potenziell
infektids betrachtet werden.

Es kann jeder gut fixierte Paraffinschnitt mit einem Durchmesser von 5-6 Mikrometern verwendet
werden. Integrieren Sie geeignete Kontroll-Objekttrager.

Verfahren

Standardverfahren

1. Objekttrager entparaffinieren und in deionisiertem Wasser hydratisieren.

2. In vorgewarmter Bouin-Losung bei 56 °C fiir 15 Minuten oder bei Raumtemperatur tber
Nacht beizen.
Kuhlen Sie die Objekttrager in Leitungswasser (18-26 °C) in einem Coplin-Farbetrog.
Unter flieBendem Leitungswasser waschen, um die gelbe Farbe aus den Abschnitten zu
entfernen.
5. In Weigerts Eisen-Hamatoxylin-Arbeitslésung fir 5 Minuten farben.
6. Unter flieBendem Leitungswasser 5 Minuten lang waschen.
7. Mit deionisiertem Wasser abspilen.
8
9
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Farbung in Biebrich Scharlach-S&ure-Fuchsin fir 5 Minuten.
Mit deionisiertem Wasser abspilen.

10. Legen Sie die Objekttréger fir 5 Minuten in die Phosphorwolfram-/Phosphormolybdénsé&ure-
Lésung.

11. Legen Sie die Objekttrager fiir 5 Minuten in Anilinblau-Lésung.

12. Legen Sie die Objekttréger fir 2 Minuten in 1%ige Essigsdure. Losung entsorgen.

13. Objekttréger abspilen, mit Alkohol dehydrieren, in Xylol kldren und einbetten.

Mikrowellenverfahren

1. Objekttrager entparaffinieren und in deionisiertem Wasser hydratisieren.

2. Legen Sie die Objekttrager in 40 ml Bouin-Losung in einem Coplin-Farbetrog. Coplin-
Farbetroge vor dem Einsetzen in den Mikrowellenofen locker mit einem Deckel verschlieBen
oder Coplin-Farbetrége mit gebohrten Deckeln verwenden.

3. In der Mikrowelle bei 600 Watt fiir 25 Sekunden erhitzen. Die Lésung mit einem Stébchen
oder einer Pipette vorsichtig umrihren und dann in einem Abzug oder gut bellifteten Raum fir
5 Minuten in Bouin-Lésung inkubieren.

4. Objekttrager unter flieBendem Leitungswasser absptlen, bis die gelbe Farbe verschwindet.

5. Legen Sie die Objekttrager in 40 ml Hamatoxylinlésung Gill Nr. 3, die sich in einem
Coplin-Farbetrog befindet.

6. In der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 5 Sekunden erhitzen.

7. Gut abspulen unter flieBendem Leitungswasser fiir 30 Sekunden bis 1 Minute.

8. In Scott's Leitungswasser-Ersatz bei Raumtemperatur blduen.

9. Unter flieBendem Leitungswasser gut abspilen.

10. Legen Sie die Objekttréager in 40 ml Biebrich Scharlach-S&ure-Fuchsin-Lésung in einem

Coplin-Farbetrog.

11. In der Mikrowelle bei 600 Watt fiir 20 Sekunden erhitzen. Mit einer Beralpipette oder einem
Applikatorstab vorsichtig mischen. 2 Minuten inkubieren lassen.

12. Spilen Sie die Objekttrager schnell in mehrmaligem Wechsel mit destilliertem Wasser ab.

13. Legen Sie die Objekttréager in 40 ml Phosphorwolfram-Phosphormolybdé&nséure-Losung, die
sich in einem Coplin-Farbetrog befindet.

14. In der Mikrowelle bei 600 Watt fiir 20 Sekunden erhitzen. Nehmen Sie die Objekttréager
sofort heraus und spiilen Sie sie in 6-maligem Wechsel mit deionisiertem Wasser.

15. Legen Sie die Objekttréager in 40 ml Anilinblau-Lésung in einem Coplin-Farbetrog.

16. In der Mikrowelle bei 600 Watt fiir 15 Sekunden erhitzen. Mit einer Beralpipette oder einem
Applikatorstab vorsichtig mischen. 1 Minute inkubieren lassen.

17. Mit deionisiertem Wasser gut absplen.

18. Legen Sie die Objekttrager fir 30 Sekunden bis 1 Minute bei Raumtemperatur in 1%ige
Essigsaure.

19. Objekttréger abspiilen, mit Alkohol dehydrieren, kldren und Deckglas auflegen.

Leistungsmerkmale

Zielstruktur Ergebnis der Farbung
Kerne Schwarz, wenn Weigerts Eisenhamatoxylin
verwendet wird. Blau, wenn
Hamatoxylinlésung Gill Nr. 3 verwendet wird.

Zytoplasma Rot
Muskelfasern Rot
Kollagen Blau

Wenn die beobachteten Ergebnisse von den erwarteten Ergebnissen abweichen, wenden Sie sich
bitte an den Technischen Service von Sigma-Aldrich, um Unterstltzung zu erhalten.
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Analytische Leistungsmerkmale Revisionshistorie
Die Ergebnisse der analytischen Leistung fiir die gegebenen Tests, die fir alle Zielstrukturen
durchgefiihrt wurden, bestétigen eine 100%ige Sensitivitat, Spezifitdt und Wiederholbarkeit. Rev. 4.0 2016
. . Rev. 5.0 2022
Kat. Beschreibung Ziel Intra- Intra- Inter- Inter-
Nr. des Produkts Assay- Assay-Emp- Assay- Assay-Emp- Rev. 6.0 2022
Spezifitdat findlichkeit Spezifitdit findlichkeit
Biebrich Die neue Vorlage mit aktuellem Branding wurde angewandt. In Verwendungszweck und
HT151  Scharlach-Saure- Kollagen 3von 3 3von 3 3von 3 3von 3 VorsichtsmaBnahmen wurde die Nennung der gewerblichen Verwendung hinzugefiigt.
Fuchsin-Lésung Die Aussage Uber die Hilfe bei der Diagnose wurde in den Verwendungszweck verschoben.
Muskeln 3 von 3 3 von 3 3 von 3 3 von 3 Uberarbeitung des Verwendungszwecks zur Angleichung an die IVDR-Richtlinien.

Materialsicherheitsdatenblatt wurde in Sicherheitsdatenblatt gedndert. Kontaktinformationen
wurden aktualisiert. Die Anweisung, CLSI fir die Probenentnahme zu befolgen, wurde
Kerne 3von 3 3von 3 3von 3 3von3 entfernt. EN 980 wurde gestrichen und in EN ISO 15223-1:2021 fiir Symbole geéndert.
Kontaktinformationen fiir unerwiinschte Ereignisse wurden hinzugefiigt. Referenzen

Zytoplasma 3von 3 3von3 3von3 3von3

Phosphowolfram-

HT152 séure Kollagen 3von3 3von 3 3von3 3von3 wurden aktualisiert. Zuséatzliche Warnungen und Gefahren.
Muskeln 3 von 3 3von3 3von3 3von3
Zytoplasma 3von 3 3von3 3von3 3von 3
Kerne 3von 3 3von 3 3von3 3von3
HT153 Molpyr:’g;;.ouﬁ?s' Kollagen 3von 3 3von 3 3von 3 3von3
Muskeln 3von 3 3von3 3von3 3von3
Zytoplasma 3von 3 3von3 3von3 3von3
Kerne 3 von 3 3von3 3von 3 3von 3
HT154  Anilinblau-Lésung Kollagen 3von 3 3von3 3von3 3von3
Muskeln 3von 3 3von3 3von3 3von3
Zytoplasma 3von 3 3von3 3von3 3von3
Kerne 3 von 3 3von 3 3von 3 3von 3

Warnungen und Gefahren

Aktuelle Risiko-, Gefahren- und Sicherheitsinformationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt und auf
der Produktkennzeichnung.

HT15:

&

H272: Kann Feuer verstédrken; Oxidationsmittel.
H314: Verursacht schwere Veratzungen der Haut und Augenschaden.
H412: Schédlich fir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.

P210: Von Hitze, heiBen Oberflachen, Funken, offenen Flammen und anderen Ziindquellen
fernhalten. Rauchen verboten.

P220: Von Kleidung und anderen brennbaren Materialien fernhalten. Freisetzung in die Umwelt ist
zu vermeiden.

P280: Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

P303 + P361+ P353: WENN AUF DER HAUT (oder im Haar): Alle kontaminierten Kleidungsstticke
sofort ausziehen. Die Haut mit Wasser abspllen.

P305 + P351 + P338: WENN IM AUGE: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spilen. Entfernen
Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter absptlen.
Wenn wahrend der Verwendung dieses Geriats oder als Folge seiner Verwendung ein
schwerwiegender Zwischenfall eingetreten ist, melden Sie dies bitte dem Hersteller
und/oder seinem bevollméachtigten Vertreter sowie Ihrer nationalen Behorde.

Symbol-Definitionen
Symbole geméB der Definition in EN ISO 15223-1:2021

M Hersteller

Katalognummer

[:m Gebrauchsanweisung beachten Chargencode
Bevollmachtigter Vertreter in Konformitatserklarung der
der Europdischen Gemeinschaft/ C E Europdischen Union
Europdischen Union (definiert in IVDR 2017/746)
g Verfallsdatum M_edlzmlscheﬁ In-vitro-
Diagnosegerat
,Y Temperatur-Grenzwert A Vorsicht
@ Datum der Herstellung % Importeur
Referenzen

1. Carson FL: Histotechnology: A Self Instructional Text, ASCP Press, Chicago, IL, 1990, pp 134

2. Conn's Biological Stains, 10th ed., RW Horobin and JA Kiernan, Editors, Taylor & Francis, NY, 2002,
p61

3. Theory and Practice of Histotechnology, Edited by DC Sheehan and BB Hrapchak, 2nd ed, Mosby,
St. Louis, (MO), 1980

4. Lillie RD: Further experiments with the Masson trichrome modification of Mallory's connective Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
tissue stain. Stain Technol 15:17, 1940 u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 % 64271 Darmstadt,
5. Gomori G: A rapid one-step trichrome stain. Am J Clin Pathol 10:661, 1950 St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Germany
6. Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using microwave an affiliate of Merck KGaA, Germany
irradiation. J Pathol 148:183, 1986 Darmstadt, Germany
7. Brinn NT: Rapid metallic histologic staining using the microwave oven. J Histotechnol 6:125, 1983 +1(314) 771-5765

8. Valle S: Special stains in the microwave oven. J. Histotechnol 9:237, 1986
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Mode d’emploi

Colorations au trichrome (Masson)
Procédure n° HT15

Ce SiGhMa

- . -
Utilisation prévue

Les colorations au trichrome (Masson) sont destinées a étre utilisées pour I'étude des fibres du
tissu conjonctif, des fibres musculaires et des fibres de collagéne. Les réactifs utilisés dans les
colorations au trichrome sont destinés a un « usage en diagnostic in vitro ». A usage professionnel
uniquement. Les données obtenues avec cette procédure qualitative manuelle permettent de
mettre en évidence les fibres musculaires ainsi que les fibres de collagéne dans les échantillons de
tissus humains. Lorsqu’elles sont examinées en association avec d’autres tests diagnostiques et
d’autres informations, ces données peuvent étre utilisées comme aide au diagnostic de certaines
tumeurs et pour identifier I'augmentation du collagéne dans le tissu conjonctif associée a certaines
maladies, par exemple la cirrhose hépatique.

Les colorations « au trichrome » sont utilisées principalement pour différencier le collagéne du
tissu musculaire.? En général, elles combinent un colorant nucléaire, un colorant des fibres de
collagene et un colorant cytoplasmique dans un mordant, comme I'acide phosphotungstique ou
I'acide phosphomolybdique. Historiquement, le premier systéme au trichrome a été attribué a
Mallory.>* Des modifications ont été apportées par Masson et Gomori.** La procédure décrite ici
est basée sur le travail de Masson tel que modifié par Lillie* en utilisant le bleu d’aniline comme
colorant des fibres de collagéne au lieu d’un colorant vert. Les coupes de tissus sont traitées

avec du liquide de Bouin pour intensifier la coloration finale. Les noyaux sont colorés avec de
I’'hématoxyline ferrique de Weigert, et le cytoplasme? et les muscles sont ensuite colorés avec une
solution d’écarlate de Biebrich-fuchsine acide. Aprés traitement avec de I'acide phosphotungstique
et phosphomolybdique, le collagéne est mis en évidence par une coloration au bleu d’aniline.

Le ringage a I'acide acétique apres la coloration rend les nuances de couleur plus délicates et
transparentes.® Une technique de coloration au trichrome pour une coloration rapide au micro-
ondes est également incluse.5”

Réactifs

§olution d’écarlate de Biebrich-fuchsine acide (réf. HT151-250ML)

Ecarlate de Biebrich, 0,9 %, C.I. 26905, fuchsine acide 0,1 %, C.I. 42685, dans de l'acide acétique,
1,0 %.

Solution d’acide phosphotungstique (réf. HT152-250ML)
Acide phosphotungstique, 10 %.

Solution d’acide phosphomolybdique (réf. HT153-250ML)
Acide phosphomolybdique, 10 %.

Solution de bleu d’aniline (réf. HT154-250ML)
Bleu d‘aniline, 2,4 %, C.I. 42780 et acide acétique, 2 %.

Matériel spécial requis mais non fourni

e Lames de contrdle positives, comme les lames Trichrome TISSUE-TROL™ (réf. TTR012), qui
doivent étre incluses dans chaque série

e Acide acétique 1N

¢ Liquide de Bouin (réf. HT10132-1L ou HT101128-4L), acide picrique, 1 %, formaldéhyde, 9 % et
acide acétique, 5 %

Pour la procédure standard uniquement

e Kit d’hématoxyline ferrique de Weigert (réf. HT1079-1SET)

* Solution d’hématoxyline ferrique de Weigert A (réf. HT107-500ML), 1 % d’hématoxyline certifiée
dans de I"éthanol

e Solution d’hématoxyline ferrique de Weigert B (réf. HT109-500ML), chlorure ferrique, 1,2 % (p/v)
et acide chlorhydrique, 1 % (v/v)

Pour la procédure au micro-ondes uniquement

¢ Solution d’hématoxyline de Gill n° 3 (réf. GHS316 ; GHS332 ; GHS380 ; GHS3128)

e Concentré de substitut a I'eau courante de Scott (réf. S5134)

e Cuves a coloration de Coplin (en plastique) avec couvercles pourvus d’orifices

¢ Four a micro-ondes

Conservation et stabilité

Conserver les réactifs a température ambiante (entre 18 et 26 °C). Les étiquettes des réactifs
portent une date limite d’utilisation. La formation d’un précipité dans la solution d‘acide
phosphomolybdique n’a pas d'impact sur les performances.

Les solutions de coloration au trichrome, le liquide de Bouin, I'hématoxyline ferrique de Weigert, les
lames de contrdle Trichrome TISSUE-TROL™, la solution d’acide acétique, ainsi que le concentré et
la solution de travail du substitut a I'eau courante de Scott doivent étre conservés a température
ambiante (entre 18 et 26 °C).

La solution d’écarlate de Biebrich-fuchsine acide, le liquide de Bouin, I'hématoxyline ferrique de
Weigert (A et B), les lames Trichrome TISSUE-TROL™, ainsi que le concentré et la solution de
travail du substitut a I'eau courante de Scott sont stables jusqu’a leur date limite d‘utilisation.

Une nouvelle solution de travail d’'hématoxyline ferrique de Weigert doit étre préparée avant chaque
utilisation.

Préparation

Préparer la solution de travail d’acide phosphotungstique/d’‘acide phosphomolybdique en
mélangeant 1 volume de solution d’acide phosphotungstique et 1 volume de solution d’acide
phosphomolybdique avec 2 volumes d’eau déionisée. Jeter aprés une seule utilisation.

La solution d’écarlate de Biebrich-fuchsine acide, le liquide de Bouin et la solution d’hématoxyline
de Gill n°® 3 sont préts a I'emploi.

La solution d’hématoxyline ferrique de Weigert est préparée en mélangeant a parts égales la
solution A et la solution B.

Le substitut a I'eau courante de Scott est préparé en mélangeant 1 volume de concentré de
substitut a I'eau courante de Scott avec 9 volumes d’eau déionisée.

Préparer de |'acide acétique a 1 % en diluant 8,8 ml d’acide acétique 1N avec 41,2 ml d’eau.

Précautions

Les dispositifs médicaux de diagnostic in vitro inclus dans ce kit sont destinés a étre utilisés

en diagnostic in vitro au sein de laboratoires de biologie médicale. Ces dispositifs médicaux de
diagnostic in vitro sont destinés a un usage professionnel par un personnel qualifié uniquement. Les
dispositifs médicaux de diagnostic in vitro de Sigma-Aldrich peuvent étre utilisés par le personnel de
laboratoire formé a la manipulation d’échantillons humains potentiellement infectieux, a I'utilisation
de microscopes et d’autres équipements de laboratoire et possédant une perception des couleurs et
une acuité visuelle permettant de distinguer les couleurs ainsi que les autres objets au microscope.

Suivre les précautions habituelles lors de la manipulation de réactifs de laboratoire. Eliminer les
déchets en respectant toutes les réglementations locales et nationales.

Les lames de contrdle Trichrome TISSUE-TROL™ sont constituées de coupes de tissus humains
inclus en paraffine contenant du collagene et du tissu musculaire et doivent étre considérées
comme potentiellement infectieuses.

Procédure

Prélévement des échantillons

Aucune méthode de test connue ne peut totalement garantir que les échantillons de sang ou de
tissus ne transmettront pas d’infection. Par conséquent, tous les produits sanguins ou échantillons
de tissus doivent étre considérés comme potentiellement infectieux.

Toutes les coupes incluses en paraffine correctement fixées d’une épaisseur comprise entre 5 et
6 microns maximum peuvent étre utilisées. Inclure des lames de contrdle appropriées.

Procédure

Procédure standard

1. Déparaffiner les lames et les réhydrater dans de I'eau déionisée.

2. Mordancer dans le liquide de Bouin préchauffé a 56 °C pendant 15 minutes ou a température
ambiante pendant toute une nuit.

3. Refroidir les lames dans une cuve a coloration de Coplin contenant de I’'eau du robinet (entre
18 et 26 °C).

4. Laver sous l'eau du robinet pour retirer la couleur jaune des coupes.

5. Colorer dans la solution de travail d’hématoxyline ferrique de Weigert pendant 5 minutes.

6. Laver sous I'eau du robinet pendant 5 minutes.

7. Rincer a I'eau déionisée.

8. Colorer dans la solution d'écarlate de Biebrich-fuchsine acide pendant 5 minutes.

9. Rincer a I'eau déionisée.

10. Placer les lames dans la solution de travail d’acide phosphotungstique/d‘acide
phosphomolybdique pendant 5 minutes.

11. Placer les lames dans la solution de bleu d’aniline pendant 5 minutes.

12. Placer les lames dans I'acide acétique a 1 % pendant 2 minutes. Jeter la solution.

13. Rincer les lames, les déshydrater dans une série de bains d‘alcool, les éclaircir au xyléne et
procéder au montage.

Procédure au micro-ondes

1. Déparaffiner les lames et les réhydrater dans de I'eau déionisée.

2. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
liquide de Bouin. Couvrir la cuve a coloration de Coplin avec un couvercle sans le fermer
hermétiquement avant de placer la cuve dans le micro-ondes, ou bien utiliser des cuves a
coloration de Coplin dont les couvercles sont pourvus d’orifices.

3. Mettre au micro-ondes sur 600 watts pendant 25 secondes. Mélanger délicatement la
solution a I'aide d’une pipette de transfert ou d’un batonnet, puis incuber les lames dans
le liquide de Bouin chauffé pendant 5 minutes sous une hotte ou dans un endroit bien ventilé.

4. Rincer les lames sous I'eau du robinet jusqu’a ce que la couleur jaune disparaisse.

5. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
solution d’hématoxyline de Gill n° 3.

6. Mettre au micro-ondes sur 800 watts pendant 5 secondes.

7. Bien rincer sous I'eau du robinet pendant 30 secondes a 1 minute.

8. Réaliser le bleuissement dans la solution de travail du substitut a I’eau courante de Scott a
température ambiante.

9. Bien rincer sous I'eau du robinet.

10. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
solution d’écarlate de Biebrich-fuchsine acide.

11. Mettre au micro-ondes sur 600 watts pendant 20 secondes. Mélanger délicatement a I'aide
d’une pipette de transfert ou d’un batonnet. Laisser incuber pendant 2 minutes.

12. Rincer rapidement dans plusieurs bains d’eau déionisée.

13. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
solution d’acide phosphotungstique/d‘acide phosphomolybdique.

14. Mettre au micro-ondes sur 600 watts pendant 20 secondes. Retirer immédiatement les
lames et les rincer dans plusieurs bains d’eau déionisée.

15. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
solution de bleu d’aniline.

16. Mettre au micro-ondes sur 600 watts pendant 15 secondes. Mélanger délicatement a |'aide
d’une pipette de transfert ou d’un batonnet. Laisser incuber pendant 1 minute.

17. Bien rincer a I'eau déionisée.

18. Placer les lames dans de |'acide acétique a 1 % a température ambiante pendant
30 secondes a 1 minute.

19. Rincer les lames, les déshydrater dans une série de bains d‘alcool, les éclaircir et procéder au
montage.

Caractéristiques de performance

Structure cible Résultat de la coloration
Noyaux Noir, si I'nématoxyline ferrique de
Weigert est utilisée.
Bleu, si la solution d’hématoxyline de
Gill n° 3 est utilisée.

Cytoplasme Rouge
Fibres musculaires Rouge
Collagéne Bleu
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Si les résultats observés different des résultats attendus, contacter le service technique de Sigma-
Aldrich pour obtenir de I'aide.

Caractéristiques de performance analytique

Les résultats des performances analytiques pour les tests concernés effectués sur toutes les structures
cibles confirment une sensibilité, une spécificité et une répétabilité de 100 %.

Coordonnées

Pour passer commande, consulter notre site Web a |'adresse SigmaAldrich.com. Pour le service
technique, consulter la page du service technique sur notre site Web a I'adresse
SigmaAldrich.com/techservice.

Historique des révisions

Réf.  Description du Cible Spécificité  Sensibilité  Spécificité  Sensibilité Rév. 4.0 2016
produit intra-série  intra-série inter-séries inter-séries
Solution d'écarlate Rév. 5.0 2022
HT151 de Biebrich- Collagéne 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
fuchsine acide Rév. 6.0 2022
Muscle 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 Transfert vers un nouveau modéle avec I'image de marque actuelle. Précision de l'usage
Cytoplasme 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 professionnel dans I'utilisation prévue et les précautions. Déplacement de la déclaration
Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 re]atlve ? IAalde au diagnostic vers | U'.:I|ISatI0n prelvue. REVIS.IOI'] de Igtlllsatloq prevlL{e
Solution dacid afin de I'aligner sur les recommandations de la réglementation relative aux dispositifs
HT152 olution d'acide Collagéne 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 médicaux de diagnostic in vitro. Remplacement du texte « Material Safety Data Sheet »
phosphotungstique N . o ‘
par « Safety Data Sheet » dans la version anglaise. Mise a jour des coordonnées.
Muscle 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 Suppression de l'instruction indiquant de suivre les normes et recommandations du CLSI
Cytoplasme 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 pour le prélévement des échantillons. Remplacement de la norme EN 980 par la norme
Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 EN ISO 15223-1:2021 pour les symboles. Ajout de coordonnées en cas d’événements
Solution d'acide - indésirables. Mise a jour des références bibliographiques. Ajout de la section relative aux
HT153 phosphomolybdique Collagene 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3 avertissements et risques.
Muscle 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Cytoplasme 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution de bleu s
HT154 daniline Collagene 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Muscle 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Cytoplasme 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3

Avertissements et risques

Se reporter a la fiche de données de sécurité et a I'étiquetage du produit pour obtenir des informations
mises a jour concernant les risques, les dangers et la sécurité.

HT15:

&

H272 : Peut aggraver un incendie ; comburant.
H314 : Provoque des brilures de la peau et des Iésions oculaires graves.
H412 : Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.

P210 : Tenir a I"écart de la chaleur, des surfaces chaudes, des étincelles, des flammes nues et
autres sources inflammables. Ne pas fumer.

P220 : Tenir & Iécart des vétements et autres matiéres combustibles. Eviter le rejet dans
I'environnement.

P280 : Porter des gants de protection/des vétements de protection/un équipement de protection
des yeux/du visage.

P303 + P361+ P353 : EN CAS DE CONTACT AVEC LA PEAU (ou les cheveux) : enlever
immédiatement les vétements contaminés. Rincer la peau a l'eau.

P305 + P351 + P338 : EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a l'eau
pendant plusieurs minutes. Enlever les lentilles de contact si la victime en porte et si elles peuvent
étre facilement enlevées. Continuer a rincer.

Si, au cours de l'utilisation de ce dispositif ou a la suite de son utilisation, un
incident grave se produit, le signaler au fabricant et/ou a son représentant agréé
ainsi qu’aux autorités nationales compétentes.

Définition des symboles
Symboles tels que définis dans la norme EN ISO 15223-1:2021

u Fabricant

Référence catalogue

Consulter le mode d’emploi Numéro du lot

Déclaration de conformité de
I'Union européenne (définie dans
le réglement 2017/746 relatif aux
dispositifs médicaux de diagnostic
in vitro)

Représentant agréé dans la

(i)
Communauté européenne/ c E

I'Union européenne

Dispositif médical de diagnostic

% Date limite d'utilisation oisp
in vitro

/l’ Limites de température A Attention
M Date de fabrication % Importateur
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Istruzioni per I'uso

Colorazioni tricromiche (Masson)
Procedura n. HT15

MILIPORR
SiGhMa

q3

Uso previsto

Le colorazioni tricromiche (Masson) sono destinate all'uso nello studio del tessuto connettivo e
delle fibre muscolari e di collagene. I reagenti per colorazione tricromica sono destinati a ""uso
diagnostico in vitro". Solo per uso professionale. I dati ottenuti da questa procedura qualitativa
manuale dimostrano la presenza di fibre muscolari e di collagene in campioni di tessuto di campioni
umani. Questi dati, se esaminati insieme ad altri esami e informazioni diagnostiche possono essere
utilizzati come aiuto per la diagnosi di determinati tumori e nell'identificazione dell'aumento di
tessuti collagenici in patologie come la cirrosi epatica.

Le colorazioni "tricromiche" vengono utilizzate principalmente per distinguere il collagene dal

tessuto muscolare.? In generale, sono costituite da coloranti nucleari, collagenici e citoplasmatici in
mordenti come I'acido fosfotungstico o fosfomolibdico. Storicamente, il primo sistema tricromo &
stato attribuito a Mallory.>* Ulteriori modifiche furono introdotte da Masson e Gomori.** La procedura
qui descritta si basa sul lavoro di Masson come modificato da Lillie* utilizzando il blu di anilina come
colorazione del collagene anziché un colorante verde. Le sezioni di tessuto vengono trattate con la
soluzione di Bouin per intensificare la colorazione finale. I nuclei vengono colorati con I'ematossilina
ferrica di Weigert, quindi il citoplasma? e il muscolo vengono colorati con la fucsina acida scarlatto di
Biebrich. Dopo il trattamento con acido fosfotungstico e fosfomolibdico, la presenza di collagene viene
dimostrata mediante colorazione con blu di anilina. Il risciacquo con acido acetico dopo la colorazione
rende le sfumature di colore pili delicate e trasparenti.s E inclusa una tecnica di colorazione tricromica
per la colorazione rapida nei forni a microonde.®”

Reagenti
Soluzione di fucsina acida - scarlatto di Biebrich (N. di cat. HT151-250ML)
Scarlatto di Biebrich, 0,9%, C.I. 26905, fucsina acida 0,1%, C.I. 42685, in acido acetico, 1,0%.

Soluzione di acido fosfotungstico (N. di cat. HT152-250ML)
Acido fosfotungstico, 10%.

Soluzione di acido fosfomolibdico (N. di cat. HT153-250ML)
Acido fosfomolibdico, 10%.

Soluzione di blu di anilina (N. di cat. HT154-250ML)
Blu di anilina, 2,4%, C.I. 42780 e acido acetico, 2%.

Materiali speciali richiesti ma non forniti

e I vetrini di controllo positivi, come Trichrome TISSUE-TROL™ (N. di cat. TTR012) devono essere
inclusi in ogni esecuzione

e Acido acetico 1N

e Soluzione di Bouin (N. di cat. HT10132-1L o HT101128-4L), acido picrico, 1%, formaldeide,
9% e acido acetico, 5%

Solo per procedura standard

e Set di ematossilina ferrica di Weigert (N. di cat. HT1079-1SET)

e Soluzione di ematossilina ferrica di Weigert, Parte A (N. di cat. HT107-500ML) 1% di ematossilina
certificata in etanolo

e Soluzione di ematossilina ferrica di Weigert, Parte B (N. di cat. HT109-500ML), cloruro ferrico
1,2% (p/v) e acido cloridrico, 1% (v/v)

Solo per procedura con forno a microonde

¢ Soluzione di ematossilina di Gill n. 3 (N. di cat. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Soluzione di Scott concentrata sostitutiva all'acqua di rubinetto (N. di cat. S5134)

e Vaschette Coplin (in plastica) con coperchi ventilati

e Forno a microonde

Conservazione e stabilita

Tutti i reagenti sono conservati a temperatura ambiente (18-26 °C). Le etichette dei reagenti
riportano la data di scadenza. La formazione di un precipitato nella soluzione di acido fosfomolibdico
non influisce sulle prestazioni.

Le soluzioni di colorazione tricromica, la soluzione di Bouin, I'ematossilina ferrica di Weigert,
Trichrome TISSUE-TROL™, la soluzione di acido acetico, la soluzione di Scott concentrata sostitutiva
all'acqua di rubinetto e la soluzione di lavoro devono essere conservati a temperatura ambiente
(18-26 °C).

La soluzione di fucsina acida - scarlatto di Biebrich, la soluzione di Bouin, I'ematossilina ferrica
di Weigert (parti A e B), Trichrome TISSUE-TROL™, la soluzione di Scott concentrata sostitutiva
all'acqua di rubinetto e la soluzione di lavoro sono stabili fino alla data di scadenza.

La soluzione di lavoro di ematossilina ferrica di Weigert deve essere preparata fresca per ogni utilizzo.

Preparazione

Preparare la soluzione di lavoro di acido fosfotungstico/fosfomolibdico mescolando 1 volume di
soluzione di acido fosfotungstico e 1 volume di soluzione di acido fosfomolibdico con 2 volumi di
acqua deionizzata. Eliminare dopo un singolo utilizzo.

La fucsina acida - scarlatto di Biebrich, la soluzione di Bouin e la soluzione di ematossilina di Gill
n. 3 sono pronte per I'uso.

La soluzione di ematossilina ferrica di Weigert viene preparata mescolando parti uguali di
soluzione A e soluzione B.

La soluzione di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto viene preparata mescolando 1 parte di
concentrato di soluzione di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto con 9 parti di acqua deionizzata.

Preparare una soluzione di acido acetico all'1% diluendo 8,8 mL di acido acetico 1N con 41,2 mL di
acqua.

Precauzioni

Gli IVD inclusi in questo kit sono destinati all’'uso diagnostico in vitro in un ambiente di laboratorio
clinico. Questi IVD sono destinati esclusivamente all'uso professionale da parte di personale
qualificato. Gli IVD Sigma-Aldrich possono essere utilizzati da personale di laboratorio formato
nella gestione di campioni umani che possono essere infettivi, nell'utilizzo di microscopi e altre
apparecchiature di laboratorio e che hanno la percezione del colore e I'acuita visiva necessari a
distinguere i colori e altri oggetti al microscopio.

E necessario seguire le normali precauzioni adottate nella manipolazione dei reagenti di laboratorio.
Smaltire i rifiuti attenendosi a tutte le normative locali, provinciali, regionali o nazionali.

I vetrini di controllo Trichrome TISSUE-TROL™sono tessuti umani inclusi in paraffina contenenti
collagene e tessuto muscolare e devono essere considerati potenzialmente infettivi.

Procedura

Raccolta dei campioni

Nessun metodo di analisi noto pud garantire in modo assoluto che i campioni di sangue o tessuti
non trasmettano infezioni. Pertanto, tutti i derivati ematici e i campioni di tessuti devono essere
considerati potenzialmente infettivi.

E possibile utilizzare qualsiasi sezione ben fissata in paraffina e tagliata a 5-6 micron. Incorporare i
vetrini di controllo appropriati.

Procedura

Procedura standard

1. Deparaffinare i vetrini e idratarli in acqua deionizzata.

2. Trattare con mordente mettendo i vetrini nella soluzione di Bouin preriscaldata a 56 °C per

15 minuti o a temperatura ambiente durante la notte.

3. Raffreddare i vetrini in acqua di rubinetto (18-26 °C) contenuta in una vaschetta Coplin.

4. Lavare in acqua corrente di rubinetto per rimuovere il colore giallo dalle sezioni.

5. Colorare con soluzione di lavoro di ematossilina ferrica di Weigert per 5 minuti.

6. Lavare in acqua corrente di rubinetto per 5 minuti.

7. Sciacquare in acqua deionizzata.

8. Eseguire la colorazione con fucsina acida - scarlatto di Biebrich per 5 minuti.

9. Sciacquare in acqua deionizzata.

10. Mettere i vetrini nella soluzione di lavoro di acido fosfotungstico/fosfomolibdico per 5 minuti.
11. Mettere i vetrini nella soluzione blu di anilina per 5 minuti.

12. Mettere i vetrini in acido acetico all'1%, per 2 minuti. Gettare la soluzione.

13. Sciacquare i vetrini, disidratare con alcol, chiarificare in xilene e montare.

Procedura con forno a microonde

1. Deparaffinare i vetrini e idratarli in acqua deionizzata.

2. Mettere i vetrini in 40 mL di soluzione di Bouin contenuta in una vaschetta Coplin di plastica.
Appoggiare il coperchio sulla vaschetta Coplin prima di metterla nel forno a microonde, oppure
utilizzare vaschette Coplin con coperchi con i fori.

3. Scaldare in forno a microonde a 600 watt per 25 secondi. Agitare delicatamente la soluzione
con una pipetta Beral o uno stick applicatore, quindi incubare i vetrini nella soluzione di Bouin
calda per 5 minuti in una cappa aspirante o in un'area ben ventilata.

4. Sciacquare con acqua corrente di rubinetto fino a quando il colore giallo non scompare.

5. Mettere i vetrini in 40 mL di soluzione di ematossilina di Gill n. 3 contenuta in una vaschetta
Coplin di plastica.

6. Scaldare in forno a microonde a 800 watt per 5 secondi.

7. Sciacquare bene in acqua corrente di rubinetto da 30 secondi a 1 minuto.

8. Immergere in soluzione di lavoro di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto a temperatura
ambiente.

9. Sciacquare bene in acqua corrente di rubinetto.

10. Mettere i vetrini in 40 mL di soluzione di fucsina acida - scarlatto di Biebrich contenuta in una
vaschetta Coplin di plastica.

11. Scaldare in forno a microonde a 600 watt per 20 secondi. Mescolare delicatamente la
soluzione con una pipetta Beral o uno stick applicatore. Lasciare incubare per 2 minuti.

12. Sciacquare velocemente in vari bagni di acqua deionizzata.

13. Mettere i vetrini in 40 mL di soluzione di acido fosfotungstico-fosfomolibdico contenuta in una
vaschetta Coplin di plastica.

14. Scaldare in forno a microonde a 600 watt per 20 secondi. Rimuovere immediatamente i
vetrini e sciacquare in vari bagni differenti di acqua deionizzata.

15. Mettere i vetrini in 40 mL di soluzione di blu di anilina contenuta in una vaschetta Coplin di
plastica.

16. Scaldare in forno a microonde a 600 watt per 15 secondi. Mescolare delicatamente la
soluzione con una pipetta Beral o uno stick applicatore. Lasciare incubare per 1 minuto.

17. Sciacquare bene in acqua deionizzata.

18. Mettere i vetrini in acido acetico all'1% da 30 secondi a 1 minuto a temperatura
ambiente.

19. Sciacquare i vetrini, disidratare con alcol, chiarificare e coprire.

Caratteristiche prestazionali

Struttura target Risultato colorazione
Nuclei Nero, se viene utilizzata I'ematossilina ferrica di
Weigert. Blu, se viene utilizzata la soluzione di

ematossilina di Gill n. 3.

Citoplasma Rosso
Fibre muscolari Rosso
Collagene Blu

Se i risultati osservati differiscono dai risultati attesi, contattare I'assistenza tecnica Sigma-Aldrich
per richiedere assistenza.
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Caratteristiche prestazionali analitiche

I risultati delle prestazioni analitiche per i test dati condotti su tutte le strutture target, confermano il
100% di sensibilita, specificita e ripetibilita.

N. cat. Descrizione Target Specificita  Sensibilita  Specificita  Sensibilita
prodotto intra-saggio intra io inter-sagg inter-saggio
Soluzione di fucsina
HT151 acida - scarlatto di ~ Collagene 3di3 3di3 3di3 3di3
Biebrich
Muscolo 3di3 3di3 3di3 3di3
Citoplasma 3di3 3di3 3di3 3di3
Nuclei 3di3 3di3 3di3 3di3
HT152 S"ffszf';’t’:fng'stamcf” Collagene 3di3 3di3 3di3 3di3
Muscolo 3di3 3di3 3di3 3di3
Citoplasma 3di3 3di3 3di3 3di3
Nuclei 3di3 3di3 3di3 3di3
HT1s3  SOlZone diacdo  coypagene 3di3 3di3 3di3 3di3
Muscolo 3di3 3di3 3di3 3di3
Citoplasma 3di3 3di3 3di3 3di3
Nuclei 3di3 3di3 3di3 3di3
HT1se  SolZone bl coagene 3di3 3di3 3di3 3di3
Muscolo 3di3 3di3 3di3 3di3
Citoplasma 3di3 3di3 3di3 3di3
Nuclei 3di3 3di3 3di3 3di3

Avvertenze e pericoli

Per informazioni aggiornate su rischi, precauzioni e sicurezza, fare riferimento alla Scheda dati di
sicurezza e all'etichetta del prodotto.

HT15:

& &

H272: Puo intensificare il fuoco; ossidante.
H314: Provoca gravi ustioni cutanee e lesioni oculari.
H412: Nocivo per gli organismi acquatici con effetti a lunga durata.

P210: Tenere lontano da fonti di calore, superfici calde, scintille, famme libere e altre fonti di
accensione. Vietato fumare.

P220: Tenere lontano da indumenti e altri materiali combustibili. Evitare il rilascio nell'ambiente.
P280: Indossare guanti protettivi/indumenti protettivi/protezione per gli occhi/protezione per il viso.

P303 + P361+ P353: SE A CONTATTO CON LA PELLE (o i capelli): togliere immediatamente tutti gli
indumenti contaminati. Sciacquare la pelle con acqua.

P305 + P351 + P338: SE ENTRA A CONTATTO CON GLI OCCHI: sciacquare accuratamente con
acqua per diversi minuti. Se indossate, rimuovere le lenti a contatto se é facile farlo. Continuare a
sciacquare.

Se durante I'utilizzo di questo dispositivo o a seguito del suo utilizzo si & verificato
un incidente grave, si prega di segnalarlo al produttore e/o al suo rappresentante
autorizzato e alla propria autorita nazionale.

Definizioni dei simboli
Simboli come definiti in EN ISO 15223-1:2021

“ Produttore Numero di catalogo

Consultare le istruzioni per I'uso Codice lotto

(1
Rappresentante autorizzato nella
Comunita Europea/Unione Europea c E
&
A

Dichiarazione di conformita
dell'Unione Europea (definita in
IVDR 2017/746)

Dispositivo medico per la

Data di scadenza ) S
diagnostica in vitro

Limite di temperatura A Attenzione
@ Data di produzione % Importatore
Riferimenti

1. Carson FL: Histotechnology: A Self Instructional Text, ASCP Press, Chicago, IL, 1990, pp 134.

2. Conn's Biological Stains, 10th ed., RW Horobin and JA Kiernan, Editors, Taylor & Francis, NY, 2002,
p 61.

3. Theory and Practice of Histotechnology, Edited by DC Sheehan and BB Hrapchak, 2nd ed, Mosby,
St. Louis, (MO), 1980.

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

5. Gomori G: A rapid one-step trichrome stain. Am J Clin Pathol 10:661, 1950.

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

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

8. \Valle S: Special stains in the microwave oven. J Histotechnol 9:237, 1986.

Informazioni di contatto

Per effettuare un ordine, visitare il nostro sito web all'indirizzo SigmaAldrich.com. Per assistenza tecnica,
visitare la pagina dedicata all'assistenza tecnica sul nostro sito web all'indirizzo
SigmaAldrich.com/techservice.

Cronologia delle revisioni

Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2022
Rev. 6.0 2022

Trasferito a un nuovo modello con il marchio attuale. Specificato per uso professionale
nell’'uso previsto e nelle precauzioni. Spostata la dichiarazione relativa all’aiuto alla
diagnosi nella sezione uso previsto. Aggiornata la sezione uso previsto per allinearla
alle linee guida IVDR. Aggiornata Scheda dati sicurezza dei materiali in Scheda dati di
sicurezza. Aggiornate le informazioni di contatto. Istruzioni rimosse per seguire il CLSI
per la raccolta dei campioni. Rimossa EN 980 e modificata in EN ISO 15223-1:2021 per
i simboli. Aggiunte informazioni di contatto per eventi avversi. Riferimenti aggiornati.
Aggiunta di avvertenze e pericoli.

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Sigma-Aldrich, Inc.,

u 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
an affiliate of Merck KGaA,
Darmstadt, Germany

+1(314) 771-5765

Merck KGaA,
64271 Darmstadt,
Germany

The Initial M, TISSUE-TROL, and Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its
affiliates. All other trademarks are the property of their respective owners. Detailed information on trademarks is
available via publicly accessible resources.

© 2022 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Instrucciones de uso

Tinciones tricromicas (Masson)
N.C de procedimiento HT15

Ce SiGhMa

Uso previsto

Las tinciones tricromicas (Masson) se utilizan para el estudio del tejido conectivo, musculo y fibras
coldgenas. Los reactivos de tincion tricrémica son para “uso diagndstico in vitro”. Solo para

uso profesional. Los datos obtenidos con este procedimiento manual y cualitativo demuestran la
presencia de musculo y fibras coldgenas en muestras de tejido de humanos. Si estos datos se
revisan junto con otras pruebas de diagndstico e informacion, se pueden utilizar como ayuda para
el diagndstico de determinados tumores y la identificacion de aumentos de tejidos coldagenos en
algunas enfermedades, como la cirrosis hepatica.

Las tinciones “tricromicas” se utilizan principalmente para diferenciar las fibras colagenas del

tejido muscular.? Generalmente, son tintes nucleares, coldgenos y citopldsmicos en mordientes,
tales como el acido fosfotingstico o el acido fosfomolibdico. Histéricamente, el primer sistema
tricrémico se atribuye a Mallory.>* Otras modificaciones fueron introducidas por Masson y Gomori.**
El procedimiento descrito en este proceso se basa en el trabajo de Masson, modificado por Lillie,*
utilizando el azul de anilina como tincién del coldgeno en lugar del colorante verde. Los cortes de
tejido se tratan con la solucién de Bouin para intensificar la coloracidn final. Los nlcleos se tifien
con la hematoxilina férrica de Weigert, y el citoplasma? y el musculo se tifien con la fucsina acida
escarlata de Biebrich. Tras el tratamiento con acido fosfotingstico y fosfomolibdico, la presencia del
coldgeno se demuestra mediante la tincién con azul de anilina. Su lavado en acido acético después
de la tincién hace que los tonos sean mas delicados y transparentes.® Se incluye una técnica de
tincién tricromica para la tincién rapida en hornos microondas.5”

Reactivos

Solucién de fucsina acida escarlata de Biebrich (n.° de cat. HT151-250ML)
Escarlata de Biebrich, 0,9 %, C.I. 26905, fucsina acida 0,1 %, C.I. 42685, en acido acético, 1,0 %.

§oluci6n de acido fosfotungstico (n.° de cat. HT152-250ML)
Acido fosfotlingstico, 10 %.

Solucién de acido fosfotiingstico (n.° de cat. HT153-250ML)
Acido fosfomolibdico, 10 %.

Solucién de azul de anilina (n.° de art. HT154-250ML)
Azul de anilina, 2,4 %, C.I. 42780 y &cido acético, 2 %.

Material especial necesario pero no suministrado

e Los portaobjetos de control positivo, tales como TISSUE-TROL™ tricréomico (n.° de cat. TTR012),
deben utilizarse en cada proceso

o Acido acético 1N

¢ Solucién de Bouin: (n.° de cat. HT10132-1L o HT101128-4L) &cido picrico al 1 %, formaldehido
al 9 % y &cido acético al 5 %

Solo para procedimientos estandar

¢ Kit de hematoxilina férrica de Weigert (n.° de cat. HT1079-1SET)

¢ Solucién de hematoxilina férrica de Weigert, Parte A (n.° de cat. HT107-500ML), hematoxilina,
1 %, certificada en etanol

* Solucién de hematoxilina férrica de Weigert, Parte B (n.° de cat. HT109-500ML), cloruro férrico
1,2 % (p/v) y acido clorhidrico, 1 % (v/v)

Solo para procedimientos con microondas

e Solucién de hematoxilina Gill N.° 3 (n.° de cat. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Concentrado sustituto del agua corriente de Scott (n.° de cat. S5134)

e Vaso de Coplin (de plastico) con tapas con respiraderos

¢ Horno microondas

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar los reactivos a temperatura ambiente (18-26 °C). Las etiquetas de los reactivos indican
las fechas de caducidad. La formacion de un precipitado en la solucién de acido fosfomolibdico no
afecta al funcionamiento.

Almacenar las soluciones de tincion tricromica, solucion de Bouin, hematoxilina férrica de Weigert,
TISSUE-TROL™ tricromico, solucion de acido acético y concentrado sustituto del agua corriente de
Scott, y la solucion de trabajo a temperatura ambiente (18-26 °C).

Las soluciones de fucsina acida de escarlata de Biebrich, de Bouin, de hematoxilina férrica de
Weigert (partes A y B), el TISSUE-TROL™ tricrémico y el concentrado sustituto del agua corriente
de Scott y la solucién de trabajo son estables hasta la fecha de caducidad.

Debe prepararse una nueva soluciéon de hematoxilina férrica de Weigert para cada uso.

Preparacion

Preparar la solucion de acido fosfotingstico/fosfomolibdico mezclando 1 volumen de solucion de
acido fosfotlingstico y 1 volumen de solucién de acido fosfomolibdico con 2 volimenes de agua
desionizada. Desechar después de un solo uso.

Las soluciones de fucsina acida de escarlata de Biebrich, de Bouin y de hematoxilina Gill N.° 3 estan
listas para su uso.

La soluciéon de hematoxilina férrica de Weigert se prepara mezclando las soluciones A y B a partes
iguales.

El sustituto del agua corriente de Scott se prepara mezclando 1 parte del concentrado sustituto del

agua corriente de Scott con 9 partes de agua desionizada.

Preparar acido acético al 1 % diluyendo 8,8 ml de acido acético 1N con 41,2 ml de agua.

Precauciones

Los dispositivos médicos de diagndstico in vitro (DMDIV) incluidos en este kit estédn destinados a un
uso de diagndstico in vitro en un entorno de laboratorio clinico. Estos DMDIV estan destinados a un
uso profesional por parte de personal cualificado. El personal de laboratorio capacitado de Sigma-

Aldrich puede utilizar los DMDIV para manipular muestras humanas que puedan ser infecciosas,

utilizar microscopios y otros equipos de laboratorio y tener percepcion de los colores y agudeza
visual para distinguir los colores y otros objetos bajo el microscopio.

Se deben seguir las precauciones normales ejercidas en el manejo de reactivos de laboratorio. Se
deben eliminar los residuos respetando todas las normativas locales, estatales, regionales o nacionales.

Los portaobjetos de control TISSUE-TROL™ tricromico son de tejido humano embebido en parafina
con tejido de coldgeno y muscular, y deben considerarse potencialmente infecciosos.

Procedimiento

Recogida de la muestra

Ningin método de prueba conocido puede ofrecer total garantia de que las muestras de sangre
o tejidos no transmitan infecciones. Por lo tanto, todos los derivados de la sangre o muestras de
tejido deben considerarse potencialmente infecciosos.

Puede utilizarse cualquier seccién cortada con un grosor de 5 a 6 micras, bien fijada con parafina.
Incorporar los portaobjetos de control adecuados.

Procedimiento

Procedimiento estandar

1. Desparafinar e hidratar los portaobjetos con agua desionizada.

2. Poner mordiente en solucién de Bouin precalentada a 56 °C durante 15 minutos o a
temperatura ambiente durante la noche.

3. Enfriar los portaobjetos en agua del grifo (18-26 °C) dentro de un vaso de Coplin.

4. Lavar los portaobjetos con agua corriente del grifo para eliminar el amarillo de los cortes.

5. Tefiir en solucion de hematoxilina férrica de Weigert durante 5 minutos.

6. Lavar durante 5 minutos con agua corriente del grifo.

7. Aclarar con agua desionizada.

8. Teiiir en fucsina &cida de escarlata de Biebrich durante 5 minutos.

9. Aclarar con agua desionizada.

10. Colocar los portaobjetos en solucion de acido fosfotingstico/fosfomolibdico durante 5 minutos.

11. Colocar los portaobjetos en solucion de azul de anilina durante 5 minutos.

12. Colocar los portaobjetos en acido acético, 1 %, durante 2 minutos. Desechar la solucién.

13. Aclarar los portaobjetos, deshidratar en alcohol, aclarar en xileno y montar.

Procedimiento con microondas

1. Desparafinar e hidratar los portaobjetos con agua desionizada.

2. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de Bouin dentro de un vaso de Coplin de plastico.
Tapar el vaso de Coplin sin apretar la tapa, antes de colocarlo en el horno microondas,

o utilizar vasos de Coplin con agujeros en las tapas.

3. Poner en el horno microondas a 600 vatios durante 25 segundos. Mezclar la solucion
cuidadosamente con una pipeta Beral o una varilla aplicadora, e incubar los portaobjetos en
solucién de Bouin calentada durante 5 minutos debajo de una campana extractora o en una
zona con buena ventilacion.

4. Aclarar los portaobjetos con agua corriente del grifo hasta que desaparezca el color amarillo.

Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de hematoxilina Gill N.© 3 dentro de un vaso de

Coplin de plastico.

Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 5 segundos.

Aclarar bien con agua corriente del grifo de 30 segundos a 1 minuto.

Azular en sustituto del agua corriente de Scott a temperatura ambiente.

Aclarar bien con agua corriente del grifo.

10. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de fucsina acida de escarlata de Biebrich dentro

de un vaso de Coplin de plastico.

11. Poner en el horno microondas a 600 vatios durante 20 segundos. Mezclar cuidadosamente

con una pipeta Beral o una varilla aplicadora. Dejar incubar durante 2 minutos.

12. Aclarar répidamente en agua desionizada, cambidndola varias veces.

13. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de &cido fosfotlingstico y fosfomolibdico dentro

de un vaso de Coplin de plastico.

14. Poner en el horno microondas a 600 vatios durante 20 segundos. Extraer los portaobjetos

inmediatamente y aclararlos con agua desionizada, realizando varios cambios.

15. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de azul de anilina dentro de un vaso de Coplin

de plastico.

16. Poner en el horno microondas a 600 vatios durante 15 segundos. Mezclar cuidadosamente

con una pipeta Beral o una varilla aplicadora. Dejar incubar durante 1 minuto.

17. Aclarar bien con agua desionizada.

18. Sumergir los portaobjetos en acido acético al 1 % de 30 segundos a 1 minuto a temperatura

ambiente.

19. Aclarar los portaobjetos, deshidratar en alcohol, aclarar y colocar cubreobjetos.

[
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Caracteristicas de funcionamiento

Estr_ucfura Resultado de la tincion
objetivo
Ncleos Negros, si se utiliza la hematoxilina férrica
de Weigert. Azules, si se utiliza la solucién de
hematoxilina Gill N.© 3.
Citoplasma Rojo
Fibras musculares Rojas
Coladgeno Azul

Si los resultados observados varian de los esperados, péngase en contacto con el Servicio Técnico
de Sigma-Aldrich.
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Caracteristicas de funcionamiento analitico Historial de revisiones
Los resultados del funcionamiento analitico de las pruebas realizadas en todas las estructuras objetivo
confirman una sensibilidad, especificidad y repetibilidad del 100 %. Rev. 4.0 2016
s I - . Rev. 5.0 2022
N.° de Descripcion Objetivo  Especifici- Sensibil- Especifici- bil
cat. del producto dad idad dad idad Rev. 6.0 2022

intraensayo intraensayo interensayo interensayo

Solucién de fucsina Se ha transferido a la nueva plantilla con la marca actual. Se ha especificado para uso

HT151  &cida escarlatade  Coldgeno 3de3 3de3 3de3 3de3 profesional en uso previsto y precauciones. Se ha movido la declaracién de ayuda al
Biebrich diagndstico al uso previsto. Se ha revisado el uso previsto para adaptarlo a las directrices
Msculo 3de 3 3 de 3 3de3 3de 3 del IVDR. Se ha actualizado la hoja de datos de seguridad del material a la hoja de

. datos de seguridad. Se ha actualizado la informacién de contacto. Se ha eliminado la
Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3 instruccion de seguir el CLSI para la recogida de muestras. Se ha eliminado la norma
Ncleos 3de3 3de3 3de3 3de3 EN 980 y se ha cambiado a la norma EN ISO 15223-1:2021 en los simbolos. Se ha

afiadido la informacion de contacto en caso de acontecimientos adversos. Se han

Solucién de acido

HT152 fosfottingstico Coldgeno 3des 3de3 3des 3des actualizado las referencias. Se han afiadido advertencias y peligros.
Mdsculo 3de3 3de3 3de3 3de3
Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3
Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Hriss  Soluciéndedcido  coupony  3ge 3 3de3 3de3 3de3
Mdsculo 3de3 3de3 3de3 3de3
Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3
Nuicleos 3de3 3de3 3de3 3de3
HT154 S°':°e“5a?1ﬁiiaaz“' Colageno 3de3 3de3 3de3 3de3
Mdsculo 3de3 3de3 3de3 3de3
Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3
Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3

Advertencias y peligros

Consulte la ficha de seguridad y el etiquetado del producto para obtener informacién actualizada sobre
riesgos, peligros o seguridad.

HT15:

& &

H272: Puede agravar un incendio; comburente.

H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

H412: Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.

P210: Mantener alejado de fuentes de calor, chispas, llama abierta o superficies calientes. No fumar.

P220: Mantener o almacenar alejado de la ropa y otros materiales combustibles. Evitar su liberacion
al medio ambiente.

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

P303 + P361+ P353: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL (o el pelo): Quitarse inmediatamente
las prendas contaminadas. Aclararse la piel con agua o ducharse.

P305 + P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS 0JOS: Aclarar cuidadosamente con agua
durante varios minutos. Quitar las lentes de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.
Si durante el uso de este dispositivo o como resultado de su uso, se produce un
incidente grave, inférmelo al fabricante y/o a su representante autorizado y a su
autoridad nacional.

Definiciones de los simbolos
Simbolos definidos en la norma EN ISO 15223-1:2021

“ Fabricante

Numero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso Cédigo de lote

Declaraciéon UE de conformidad
Representante autorizado en la c € (definida en el Reglamento (UE)
Comunidad Europea/Unién Europea 2017/746 sobre los productos

sanitarios para diagnéstico in vitro)

Fecha de caducidad Dispositivo médico de diagnéstico

in vitro
Limite de temperatura Precaucion
@ Fecha de fabricacion @ Importador
Referencias

1. Carson FL: Histotechnology: A Self Instructional Text, ASCP Press, Chicago, IL, 1990, pp 134
2. Conn’s Biological Stains, 10th ed., RW Horobin and JA Kiernan, Editors, Taylor & Francis, NY, 2002,

p 61
3. Theory and Practice of Histotechnology, Edited by DC Sheehan and BB Hrapchak, 2nd ed, Mosby,
St. Louis, (MO), 1980 Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
4. Lillie RD: Further experiments with the Masson trichrome modification of Mallory’s connective u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 % 64271 Darmstadt,
tissue stain. Stain Technol 15:17, 1940 St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Germany
5. Gomori G: A rapid one-step trichrome stain. Am J Clin Pathol 10:661, 1950 an affiliate of Merck KGaA, Germany
6. Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using microwave Darmstadt, Germany
irradiation. J Pathol 148:183, 1986 +1(314) 771-5765
7. Brinn NT: Rapid metallic histologic staining using the microwave oven. J Histotechnol 6:125, 1983
8. \Valle S: Special stains in the microwave oven. ] Histotechnol 9:237, 1986
Informacién de contacto The Initial M, TISSUE-TROL, and Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its

affiliates. All other trademarks are the property of their respective owners. Detailed information on trademarks is

Para hacer un pedido, visite nuestro sitio web en SigmaAldrich.com. Para solicitar el Servicio Técnico, available via publicly accessible resources.

visite la pagina de servicio técnico en nuestro sitio web en SigmaAldrich.com/techservice.

© 2022 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Sigma-Aldrich.

Brugsanvisning

Trikromfarvestoffer (Masson)
Procedure nr. HT15

[vo] C€

Tilsigtet brug

Trikromfarvestoffer (Masson) er beregnet til brug ved studier af bindevaevs-, muskel- og kollagenfibre.
Trikromfarvestofreagenser er beregnet til "in vitro-diagnostisk brug". Kun til professionel brug.
Dataene, som opnés med denne manuelle kvalitative procedure, paviser muskel- og kollagenfibre

i veevsprover fra mennesker. Disse data kan, ndr de gennemgds i sammenhaeng med andre
diagnostiske tests og oplysninger, bruges som en hjeelp ved diagnosticering af visse tumorer og
identifikation af stigninger i kollagent veaev ved sygdomme sdsom levercirrose.

"Trikrom"-farvestoffer bruges primaert til at skelne kollagen fra muskelvaev.? Generelt bestér de af
nukleaere, kollagene og cytoplasmiske farvestoffer i bejdsemidler ssom fosforwolframsyre eller
molybdaenphosphorsyre. Historisk set blev det forste trikromsystem tilskrevet Mallory.>* Yderligere
2ndringer blev introduceret af Masson og Gomori.*> Proceduren, som er beskrevet her, er baseret
pa Massons arbejde, modificeret af Lillie,* ved brug af anilinbldt som kollagenfarvestof i stedet for et
grent farvestof. Vaevssnit behandles med Bouins oplgsning for at intensivere den endelige farvning.
Kerner farves med Weigerts jernhamatoxylin, og cytoplasma? og muskel farves derefter med
Biebrich- skarlagen-syrefuchsin. Efter behandling med fosforwolfram og molybdaenphosphorsyre
pévises kollagen ved farvning med anilinbldt. Skylning i eddikesyre efter farvning ger farvenuancerne
mere sarte og gennemsigtige.® Der medfalger en trikrom-farvningsteknik til hurtig farvning

i mikrobglgeovne.*”

Reagenser

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin Solution (kat.nr. HT151-250ML)
Biebrich-skarlagenrgd, 0,9 %, CI 26905, syrefuchsin 0,1 %, CI 42685, i eddikesyre, 1,0 %.

Phosphotungstic Acid Solution (kat.nr. HT152-250ML)
Fosforwolframsyre, 10 %.

Phosphomolybdic Acid Solution (kat.nr. HT153-250ML)
Molybdaenphosphorsyre, 10 %.

Aniline Blue Solution (kat.nr. HT154-250ML)
Anilinblat, 2,4 %, CI 42780, og eddikesyre, 2 %.

Szerlige materialer, som er pdkraevede, men ikke medfglger

e Positive kontrolobjektglas, s&som Trichrome TISSUE-TROL™ (kat.nr. TTR012), skal inkluderes
i hver korsel

e 1N-eddikesyre

e Bouin’s Solution (kat.nr. HT10132-1L eller HT101128-4L) picrinsyre, 1 %, formaldehyd, 9 % og
eddikesyre, 5 %

Kun til standardprocedure

e Weigert's Iron Hematoxylin Set (kat.nr. HT1079-1SET)

e Weigert's Iron Hematoxylin Solution, Part A (kat.nr. HT107-500ML), 1 % certificeret
haematoxylin i ethanol

e Weigert's Iron Hematoxylin Solution, Part B (kat.nr. HT109-500ML), jernklorid 1,2 % (vaegt/vol.)
og saltsyre, 1 % (vol./vol.)

Kun til mikrobglgeprocedure

* Hematoxylin Solution, Gill No. 3 (kat.nr. GHS316, GHS332, GHS380, GHS3128)

e Scott's Tap Water Substitute Concentrate (kat.nr. S5134)

e Coplin-skal (plast) med ventilerede 1&g

¢ Mikrobglgeovn

Opbevaring og stabilitet

Opbevar reagenser ved stuetemperatur (18-26 °C). Reagensetiketterne er forsynet med

udlgbsdato. Dannelse af bundfald i molybdaenphosphorsyreoplgsning pavirker ikke ydeevnen.

Trikromfarvestofoplgsninger, Bouins oplgsning, Weigerts jernhaematoxylin, Trichrome TISSUE-TROL™,
eddikesyreoplgsning og Scotts postevandserstatningskoncentrat og -arbejdsoplgsning skal opbevares
ved stuetemperatur (18-26 °C).

Biebrich-skarlagen-syrefuchsin-oplgsning, Bouins oplgsning, Weigerts jernhaematoxylin (del A og B),
Trichrome TISSUE-TROL™ og Scotts postevandserstatningskoncentrat og -arbejdsoplgsning er
stabile indtil udigbsdatoen.

Arbejdsoplgsningen af Weigerts jernhaematoxylin skal tilberedes frisk til hver brug.

Forberedelse

Forbered en arbejdsoplgsning af fosforwolframsyre/molybdaenphosphorsyre ved at blande 1 del
fosforwolframsyreoplgsning og 1 del molybdaenphosphorsyreoplgsning med 2 dele demineraliseret
vand. Skal kasseres efter en enkelt anvendelse.

Biebrich-skarlagen-syrefuchsin, Bouins oplgsning og Gills haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, er klar
til brug.

Arbejdsoplgsningen af Weigerts jernhaematoxylin fremstilles ved at blande lige dele af oplgsning A
og oplgsning B.

Scotts postevandserstatning fremstilles ved at blande 1 del Scotts postevandserstatningskoncentrat
med 9 dele demineraliseret vand.

Forbered 1 % eddikesyre ved at fortynde 8,8 ml 1N-eddikesyre med 41,2 ml vand.

Forsigtighedsregler

IVD’erne, der er inkluderet i dette saet, er beregnet til in vitro-diagnostisk brug i et klinisk
laboratoriemiljg. Disse IVD'er er kun til professionel brug udfgrt af kvalificeret personale.

IVD'er fra Sigma-Aldrich kan benyttes af laboratoriepersonale, som er uddannet til at handtere
potentielt smittefarlige humane prgver, bruge mikroskoper og andet laboratorieudstyr, og har en
farveopfattelse og synsstyrke, som ggr dem i stand til at skelne mellem farver og andre genstande
under et mikroskop.

Normale forsigtighedsregler, der iagttages ved handtering af laboratoriereagenser, skal fglges.
Bortskaf affald under overholdelse af alle lokale, regionale eller nationale regler.

Trichrome TISSUE-TROL™ kontrolobjektglas er fremstillet med paraffinindstebt humant veev, der
indeholder kollagen og muskelvaev, og skal betragtes som potentielt smittefarlige.

Procedure

Prgveindsamling
Ingen kendt testmetode kan give fuldstaendig sikkerhed for, at blodprgver eller vaev ikke overfgrer
smitte. Derfor skal alle blodderivater eller vaevsprgver betragtes som potentielt smittefarlige.

Ethvert velfikseret paraffinsnit, som er skéret i en tykkelse p& 5-6 mikron, kan anvendes. Inkluder
passende kontrolobjektglas.

Procedure

Standardprocedure
1. Afparaffiner objektglassene, og hydrer i demineraliseret vand.
2. Bejds i forvarmet Bouins oplgsning ved 56 °C i 15 minutter eller ved stuetemperatur
natten over.

3. Afkel objektglassene i postevand (18-26 °C), som er indeholdt i en Coplin-skal.

4. Vask i rindende postevand for at fjerne gul farve fra snittene.

5. Farviarbejdsoplgsning af Weigerts jernhamatoxylin i 5 minutter.

6. Vask under rindende postevand i 5 minutter.

7. Skyl i demineraliseret vand.

8. Farv i Biebrich-skarlagen-syrefucshin i 5 minutter.

9. Skyl i demineraliseret vand.

10. Placer objektglassene i en arbejdsoplgsning af fosforwolframsyre/molybdaenphosphorsyre i

5 minutter.
11. Placer objektglassene i anilinbldt-oplgsning i 5 minutter.
12. Placer objektglassene i eddikesyre, 1 %, i 2 minutter. Bortskaf oplgsningen.
13. Skyl objektglassene, dehydrer i alkohol, klarér i xylen, og monter.
Mikrobglgeprocedure

1. Afparaffiner objektglassene, og hydrer i demineraliseret vand.

2. Placer objektglassene i 40 ml Bouins oplgsning, som er indeholdt i en Coplin-sk&l af plast.
Daek Coplin-skalene lgst med et 13g, for de seettes i mikrobglgeovnen, eller brug Coplin-skale
med huller i I8gene.

3. Varm i mikrobglgeovn ved 600 watt i 25 sekunder. Bland forsigtigt oplgsningen med en
engangspipette eller en applikatorpind, og inkuber objektglassene i opvarmet Bouins oplgsning
i 5 minutter i et stinkskab eller et godt ventileret omréde.

4. Skyl objektglassene under rindende postevand, indtil den gule farve forsvinder.

5. Placer objektglassene i 40 ml haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, som er indeholdt i en Coplin-skal
af plast.

6. Varm i mikrobglgeovn ved 800 watt i 5 sekunder.

7. Skyl grundigt under rindende postevand i 30 sekunder til 1 minut.

8. BI&n i arbejdsoplgsning af Scotts postevandserstatning ved stuetemperatur.

9. Skyl grundigt under rindende postevand.

10. Placer objektglassene i 40 ml Biebrich-skarlagen-syrefuchsinoplgsning, som er indeholdt i en

Coplin-skal af plast.

11. Varm i mikrobglgeovn ved 600 watt i 20 sekunder. Bland forsigtigt med en engangspipette
eller applikatorpind. Lad inkubere i 2 minutter.

12. Skyl hurtigt i flere hold demineraliseret vand.

13. Placer objektglassene i 40 ml fosforwolframsyre-/molybdaenphosphorsyreoplgsning, som er
indeholdt i en Coplin-skal af plast.

14. Varm i mikrobglgeovn ved 600 watt i 20 sekunder. Fiern omg8ende objektglassene, og skyl
i adskillige hold demineraliseret vand.

15. Placer objektglassene i 40 ml anilinbl3t-oplgsning, som er indeholdt i en Coplin-skal af plast.

16. Varm i mikrobglgeovn ved 600 watt i 15 sekunder. Bland forsigtigt med en engangspipette
eller applikatorpind. Lad inkubere i 1 minut.

17. Skyl grundigt i demineraliseret vand.

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

19. Skyl objektglassene, dehydrer i alkohol, klarér, og paseet daekglas.

Praestationskarakteristika

Malstruktur Farvningsresultat
Kerner Sort, hvis Weigerts jernhaematoxylin anvendes. BI&,
hvis haematoxylinoplgsning Gill nr. 3 anvendes.
Cytoplasma Raod
Muskelfibre Rgd
Kollagen BI3

Kontakt Sigma-Aldrichs tekniske service for at f& hjeelp, hvis de observerede resultater afviger fra
de forventede resultater.

Analytiske praestationskarakteristika

Resultaterne af analyseydelsen for de givne tests, der er udfgrt pd alle méIstrukturer, bekraefter
100 % fglsomhed, specificitet og repeterbarhed.

Kat. Produktbeskri- Mal Specificitet i Fglsomhed Specificitet Fglsomhed
nr. velse analyse i analyse mellem mellem
analyser analyser
Biebrich-skarla-
HT151  gen-syrefucshin- Kollagen 3af3 3af 3 3af3 3af3
oplgsning
Muskel 3af 3 3af 3 3af 3 3af 3
Cytoplasma 3af3 3af 3 3af 3 3af3
Kerner 3af3 3af3 3af3 3af3
Fosforwolframsy-
HT152 reaplgsning Kollagen 3af3 3af 3 3af3 3af3
Muskel 3af 3 3af3 3af3 3af3

Cytoplasma 3af3 3af 3 3af 3 3af 3
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Kat. Produktbeskri- Mal Specificiteti Fglsomhed Specificitet Fglsomhed
nr. velse analyse i analyse mellem mellem
analyser analyser
Kerner 3af 3 3af3 3af 3 3af3
HT153 pmg:z\f’fefglg';ﬁfng Kollagen 3af3 3af3 3af3 3af3
Muskel 3af 3 3af 3 3af 3 3af 3
Cytoplasma 3af3 3af 3 3af3 3af3
Kerner 3af 3 3af3 3af3 3af3
HT154 ﬁ;‘lg’;ﬁ:ig Kollagen 3af3 3af3 3af3 3af3
Muskel 3af 3 3af3 3af3 3af3
Cytoplasma 3af3 3af 3 3af3 3af3
Kerner 3af 3 3af 3 3af3 3af 3

Advarsler og farer

Se sikkerhedsdatablad og produktmaerkning vedrgrende opdaterede risiko-, fare- eller
sikkerhedsoplysninger.

HT15:

&

H272: Kan forsteerke brand, brandnzerende.
H314: For&rsager sveere eetsninger af huden og gjenskader.
H412: Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

P210: Holdes vaek fra varme, varme overflader, gnister, ben ild og andre antaendelseskilder.
Rygning forbudt.

P220: Holdes vaek fra beklzedningsgenstande og andre braendbare materialer. Undgd udledning til
miljoet.

P280: Baer beskyttelseshandsker/beskyttelsestaj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

P303 + P361+ P353: VED KONTAKT MED HUDEN (eller hdret): Alt tilsmudset tgj tages straks af.
Skyl huden med vand.

P305 + P351 + P338: VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres let. Fortseet skylning.

Hvis der er opstdet en alvorlig haendelse under brugen af denne enhed eller
som fglge af dens brug, skal det indberettes til producenten og/eller dennes
autoriserede reprasentant og til den nationale myndighed i brugerens land.

Symboldefinitioner
Symboler som defineret i EN ISO 15223-1:2021

“ Producent -
[LoT]

Se brugsanvisningen - Batchkode

Katalognummer

Autoriseret repraesentant i Det

(I

Europzeiske Fzellesskab/
<
A

Den Europaiske Unions
overensstemmelseserklaering
(defineret in IVDR 2017/746)

N

Den Europaeiske Union

Medicinsk udstyr til
in vitro-diagnostik

Lot

€
Sidste anvendelsesdato
A

Temperaturgraense Forsigtig

@ Fremstillingsdato @ Importgr

Referencer

1. Carson FL: Histotechnology: A Self Instructional Text, ASCP Press, Chicago, IL, 1990, pp 134

2. Conn’s Biological Stains, 10th ed., RW Horobin and JA Kiernan, Editors, Taylor & Francis, NY, 2002,
p 61

3. Theory and Practice of Histotechnology, Edited by DC Sheehan and BB Hrapchak, 2nd ed, Mosby,
St. Louis, (MO), 1980

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

5. Gomori G: A rapid one-step trichrome stain. Am J Clin Pathol 10:661, 1950

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

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

8. Valle S: Special stains in the microwave oven. ] Histotechnol 9:237, 1986

Kontaktoplysninger

Besgg vores websted p8 SigmaAldrich.com for at afgive en bestilling. G til siden for teknisk service pd
vores websted p& SigmaAldrich.com/techservice for at fa oplysninger om teknisk service.

Revisionshistorik
Rev. 4.0 2016 Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
3050 Spruce Street, E Schiffgraben 41 64271 Darmstadt,
Rev. 5.0 2022 St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Germany
an affiliate of Merck KGaA, Germany
Rev. 6.0 2022 Darmstadt, Germany
Overfgrt til ny skabelon med nuvaerende branding. Specificeret til professionel brug +1(314) 771-5765
under tilsigtet brug og forsigtighedsregler. Flyttet udtalelse om hjzelp ved diagnosticering
til tilsigtet brug. Revideret tilsigtet brug for at tilpasse til IVDR-retningslinjer. Opdateret
materialesikkerhedsdatablad til sikkerhedsdatablad. Opdateret kontaktoplysninger.
Fjernet instruks om at folge CLSI vedrgrende proveindsamling. Fjernet EN 980 og aendret The Initial M, TISSUE-TROL, and Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its
til EN ISO 15223-1:2021 for symboler. Tilfajet kontaktoplysninger i tilfeelde af ugnskede affiliates. All other trademarks are the property of their respective owners. Detailed information on trademarks is
heaendelser. Opdateret referencer. Advarsler og farer tilfgjet. available via publicly accessible resources.

© 2022 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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Bruksanvisning

Trikromfarger (Masson)
Forfarandebeteckning: HT15

MILIPORR
SiGhMa

q3

Anvandningsomrade

Trikromfargerna (Masson) &r avsedda att anvandas vid studier av bindvav, muskelfibrer och kollagena
fibrer. Reagenserna for trikromfarger ar avsedda for in vitro-diagnostiskt bruk. Endast for yrkesmassigt
bruk. Med de data som erh8lls genom detta manuella, kvalitativa forfarande pévisas muskelfibrer och
kollagena fibrer i vavnadsprover frén manniska. Dessa data kan anvandas till hjalp vid diagnostiseringen
av vissa tumorer och for att identifiera forekomsten av 6kad kollagen vavnad vid sjukdomar s&som
skrumplever, om de bedéms tillsammans med 6vriga diagnostiska undersokningar och uppgifter.

S8 kallade "trikrom-farger" anvands framst for att skilja kollagen frn muskelvavnad.? I allmanhet
best8r de av nukleéra, kollagena och cytoplasmatiska fargamnen i betningsmedel som fosfovolframsyra
eller fosfomolybdensyra. Historiskt sett tillskrevs det forsta trikromsystemet Mallory.># Masson och
Gomori inforde vidare modifieringar.*S Forfarandet som har beskrivs &r baserat p& Massons arbete,
modifierat av Lillie* med anilinblatt som kollagenfarg istallet for ett gron farg. Vavnadssnitten behandlas
med Bouins 6sning for att intensifiera den slutliga fargen. Kérnor fargas med Weigerts jarnhematoxylin
och cytoplasma? och muskler fargas sedan med Beibrich scharlakansrott-surt fuchsin. Efter behandling
med fosfovolfram och fosfomolybdensyra pvisas kollagenet genom fargning med anilinblgtt. En
skoljning i attiksyra efter fargningen gor fargnyanserna mildare och genomskinliga.®

En trikromfargningsteknik for snabbfargning i mikrov8gsugn &r inkluderad.s-”

Reagenser

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin-1dsning (kat.nr HT151-250ML)

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin-l6sning, 0,9 %, indexnr 26905, surt fuchsin 0,1 %, indexnr. 42685
i attiksyra 1,0 %.

Fosfovolframsyraldsning (kat.nr HT152-250ML)

Fosfovolframsyra 10 %.

Fosfovolframsyraldsning (kat.nr HT153-250ML)
Fosfomolybdinsyra 10 %.

Anilinbld 16sning (kat.nr HT154-250ML)
Anilinblatt 2,4 %, indexnr. 42780 och attiksyra 2 %.

Sarskilt materiel som krévs men inte tillhandahalls

« Positiva kontrollglas, sdsom Trichrome TISSUE-TROL™ (kat.nr TTR012) ska inkluderas i varje kdrning

o Attiksyra 1N

e Bouins losning (kat.nr HT10132-1L eller HT101128-4L) pikrinsyra, 1 %, formaldehyd, 9 % och
attiksyra, 5 %

Endast for standardforfaranden

e Weigerts jarnhematoxylinset (kat.nr HT1079-1SET)

e Weigerts jarnhematoxylinlosning, del A (kat.nr HT107-500ML), 1 % certifierat hematoxylin i etanol

e Weigerts jarnhematoxylinlésning, del B (kat.nr HT109-500ML), jarnklorid 1,2 % (vikt/volym)
och saltsyra, 1 % (volym/volym)

Endast for mikrovagsférfaranden

e Hematoxylinlosning, Gill nr 3 (kat.nr GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Scotts kranvattenersattning, koncentrat (kat.nr S5134)

e Coplin-burk (plast) med ventilférsett lock

e Mikrovégsugn

Forvaring och hallbarhet

Férvara reagenser i rumstemperatur (18-26 °C). Utgdngsdatum st&r pa reagensetiketterna.

Bildning av en fallning i fosfomolybdensyralésningen paverkar inte prestandan.

Trikromférgldsningar, Bouins I6sning, Weigerts jarnhematoxylin, Trichrome TISSUE-TROL™,
attiksyralésningen och Scotts kranvattenersattningskoncentrat och arbetslésning ska forvaras
i rumstemperatur (18-26 °C).

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin-16sning, Bouins 16sning, Weigerts jarnhematoxylin (del A och B),
Trichrome TISSUE-TROL™ och Scotts kranvattenersattningskoncentrat och arbetslésning ar
hallbara fram till utgdngsdatum.

En ny Weigerts arbetslosning med jarnhematoxylin ska beredas infor varje anvandningstillfalle.

Beredning

Bered arbetslésningen med fosfovolfram/fosfomolybdensyra genom att blanda 1 volym
fosfovolframsyralsning och 1 volym fosfomolybdensyralésning med 2 volymer avjoniserat vatten.
Kassera efter ett anvandningstillfélle.

Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin-lésning, Bouins I6sning, och Gills hematoxylinlésning, Gill nr 3 &ar
klara for anvandning.

Weigerts arbetslosning med jarnhematoxylin bereds genom att blanda lika delar av I6sning A och
|6sning B.

Scotts kranvattenersattning bereds genom att blanda 1 del Scotts kranvattenersattning i koncentrat
med 9 delar avjoniserat vatten.

Bered attiksyra 1 % genom att spada 8,8 ml attiksyra 1N med 41,2 ml vatten.

Forsiktighetsdtgarder
De medicintekniska produkter fér in vitro-diagnostik som ingar i detta kit 4r avsedda att anvandas i
klinisk laboratoriemiljo. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik &r endast avsedda
att anvandas av kvalificerad personal. Medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik frén
Sigma-Aldrich f&r anvéndas av laboratoriepersonal som &r utbildad i hantering av humanprover som
kan vara smittsamma, anvandning av mikroskop och annan laboratorieutrustning samt har tillrackligt
bra fargseende och synskarpa for att kunna urskilja farger och andra féremal under mikroskop.

Félj sedvanliga forsiktighetsdtgarder vid hantering av laboratoriereagens. Kassera avfall i enlighet
med alla lokala, statliga, regionala och nationella bestdmmelser.

Trichrome TISSUE-TROL™ kontrollglas &r paraffininbdddad humanvévnad som innehaller kollagen
vavnad och muskelvdvnad och ska anses vara potentiellt smittsamma.

Forfarande

Provtagning

Inga kanda testmetoder kan erbjuda fullstandig garanti for att inte smitta 6verférs genom blodprover
eller vavnad. Darfor maste alla blodderivat och vévnadsprover betraktas som potentiellt smittsamma.

Vilket vélfixerat paraffinsnitt som helst som ar skuret i en tjocklek p& 5-6 mikrometer eller mindre
kan anvéndas. Anvéand rétt kontrollglas.

Forfarande

Standardférfarande

1. Avparaffinera objektglasen och hydrera till avjoniserat vatten.

2. Betningsmedel i forvarmd Bouins 16sning vid 56 °C i 15 minuter eller i rumstemperatur

Over natten.

3. Kyl objektglasen i kranvatten (18-26 °C) i en Coplin-burk.

4. Tvatta i rinnande kranvatten for att avldgsna den gula fargen fran snitten.

5. Fargaien arbetslésning med Weigerts jarnhematoxylin under 5 minuter.

6. Tvatta under rinnande kranvatten i 5 minuter.

7. Skolj i avjoniserat vatten.

8. Farga i Biebrich Scarlet-Acid Fucshin-16sning i 5 minuter.

9. Skoélj i avjoniserat vatten.

10. Placera objektglasen i fosfovolfram/fosfomolybdensyralésning och I8t ligga i 5 minuter.
11. Placera objektglasen i anilinbld I6sning och 13t ligga i 5 minuter.

12. L&gg objektglasen i &ttiksyra, 1 %, och I8t ligga i 2 minuter. Kassera Iosningen.

13. Skolj objektglasen, dehydrera med alkohol, rengér i xylen och montera.

Mikrovégsforfarande

1. Avparaffinera objektglasen och hydrera till avjoniserat vatten.

2. Placera objektglasen i en Coplin-burk av plast med 40 ml Bouins |6sning. Tack Coplin-burken
|6st med lock innan du placerar den i mikrovgsugnen eller anvand Coplin-burkar med borrade
hal i locken.

3. Varm i mikrovdgsugn pé 600 watt i 25 sekunder. Rér om i I6sningen med en
appliceringssticka eller beralpipett och inkubera sedan objektglasen i uppvarmd Bouins l6sning
i 5 minuter under en draghuv eller i ett valventilerat utrymme.

4. Skolj objektglasen i rinnande kranvatten tills den gula fargen férsvinner.

5. Placera objektglasen i 40 ml hematoxylinlésning Gill nr 3 i en Coplin-burk av plast.

6. Varm i mikrovagsugn pa 800 watt i 5 sekunder.

7. Skolj vél i kranvatten i 30 sekunder till 1 minut.

8. Bl&farga i Scotts kranvattenersattning i rumstemperatur.

9. Skolj vél i rinnande kranvatten.

10. Placera objektglasen i 40 ml Biebrich Scarlet-Acid Fuchsin-lI6sning i en Coplin-burk av plast.

11. Varm i mikrov8gsugn pa 600 watt i 20 sekunder. Blanda forsiktigt med en beralpipett eller
appliceringssticka. Inkubera i 2 minuter.

12. Skélj snabbt i flera byten med avjoniserat vatten.

13. Placera objektglasen i en Coplin-burk av plast med 40 ml fosfovolfram-fosfomolybdensyralosning.

14. Varm i mikrovdgsugn p§ 600 watt i 20 sekunder. Ta genast bort objektglasen och skolj i

flera byten med avjoniserat vatten.

15. Placera objektglasen i 40 ml anilinlésning (bl&tt) i en Coplin-burk av plast.

16. Varm i mikrovagsugn pd 600 watt i 15 sekunder. Blanda forsiktigt med en beralpipett eller
appliceringssticka. Inkubera i 1 minut.

17. Skélj val i avjoniserat vatten.

18. Placera objektglasen i &ttiksyra 1 % och I8t ligga dar i 30 sekunder till 1 minut
i rumstemperatur.

19. Skolj objektglasen, dehydrera med alkohol, rengér i xylen och téck med tackglas.

Prestandaegenskaper

Malstruktur Fargni esultat
Karnor Svart, om Weigerts jarnhematoxylin anvands.
BI&tt, om hematoxylinlosning Gill nr 3 anvénds.
Cytoplasma Rott
Muskelfibrer Rott
Kollagen Bl&tt

Kontakta teknisk service pa Sigma-Aldrichs for hjalp ifall resultaten som observeras avviker fran de
férvéntade resultaten.

Analytiska prestandaegenskaper

De analytiska prestandaresultaten for de givna testerna utforda p8 alla malstrukturer bekraftar 100 %
sensitivitet, specificitet och repeterbarhet.

Kat.nr Produktbe- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
skrivning inom analys inom mellan mellan
analys analyser analyser
Biebrich
HT151 Scarlet-Acid Kollagen 3av3 3av3 3av3 3av3
Fuchsin-l6sning
Muskel 3av3 3av3 3av3 3av3
Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3
Karnor 3av3 3av3 3av3 3av3
HT152  Fosfovolframsyra  Kollagen 3av3 3av3 3av3 3av3
Muskel 3av3 3av3 3av3 3av3
Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3

Karnor 3av3 3av3 3av3 3av3
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Kat.nr Produktbe- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet
skrivning inom analys inom mellan mellan
analys analyser analyser
HT153  Fosfomolybdinsyra  Kollagen 3av3 3av3 3av3 3av3
Muskel 3av3 3av3 3av3 3av3
Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3
Kérnor 3av3 3av3 3av3 3av3
HT154  Anilinbl& I6sning Kollagen 3av3 3av3 3av3 3av3
Muskel 3av3 3av3 3av3 3av3
Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3
Karnor 3av3 3av3 3av3 3av3

Varningar och faror
Se sdkerhetsdatabladet och produktmarkningen for uppdaterad information om risker, fara och sékerhet.

HT15:

& &

H272: Kan intensifiera eld; oxidationsmedel.
H314: Orsakar allvarliga bréannskador p8 huden samt 6gonskador.
H412: Skadligt for vattenlevande organismer med I&ngvariga effekter.

P210: Hall borta fr&n varme, heta ytor, gnistor, 6ppna Idgor och andra anténdningskéllor. Rokning
férbjuden.

P220: Hall borta fran klader och andra brannbara material. Undvik utsl&pp i miljon.
P280: Anvand skyddshandskar/skyddskléder/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

P303 + P361+ P353: VID KONTAKT MED HUDEN (eller héret): Ta omedelbart av alla kontaminerade
klader. Skolj huden med vatten.

P305 + P351 + P338: VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj forsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ut
eventuella kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skolja.
Om det har intraffat en allvarlig incident medan denna enhet anvénts eller som ett
resultat av att den har anvints, ska det rapporteras till tillverkaren och/eller dess
auktoriserade representant samt myndigheten i ditt land.

Symbolférklaring
Symboler enligt definition i EN ISO 15223-1:2021

wl  Tilverkare

Katalognummer

Se bruksanvisningen Batchkod

Auktoriserad representant i
Europeiska gemenskapen/ c

LOT

iska ger €
Europeiska unionen

A

EU-forsakran om dverensstammelse
(definieras i IVDR 2017/746)

(I
%
A

Uta8ngsdatum Medicinteknisk produkt for
9ang in vitro-diagnostik
Temperaturgrans Iakttag forsiktighet
@ Tillverkningsdatum @ Importor
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Kontaktuppgifter

For att gora en bestélining besoker du var webbplats p& SigmaAldrich.com. For teknisk service besoker
du sidan for teknisk service p& var webbplats SigmaAldrich.com/techservice.

Revisionshistorik

Rev. 4.0 2016
Rev. 5.0 2022
Rev. 6.0 2022

Overfort till ny mall med nuvarande varumérke. Specificerat "Foér yrkesmassig bruk" under
"Anvandningsomrade" och under "Férsiktighetsdtgarder”. Flyttat pastdendet "Hjalpmedel
for diagnostisering" till "Anvandningsomrade". Reviderat "Anvandningsomrade" s& att det
motsvara riktlinjerna IVDR. Uppdaterat "Materialsékerhetsdatablad" till "Sékerhetsdatablad".
Uppdaterat kontaktuppgifterna. Tagit bort anvisningen om att CLSI ska f6ljas vid
provtagning. Tagit bort EN 980 och &ndrat till EN ISO 15223-1:2021 for symbolerna. Lagt
till kontaktuppgifter for biverkningar. Uppdaterade referenser. Lade till varningar och faror.
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Instrugdes de utilizagdo

Coloracgoes tricromicas (Masson)

Procedimento n.® HT15

MILIPORR
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Utilizagdo prevista

As coloragdes tricromicas (Masson) destinam-se a ser utilizadas no estudo do tecido conjuntivo,
musculo e fibras de colagénio. Os reagentes de coloragdo tricromica destinam-se a “Utilizagdo
para diagndstico in vitro”. Apenas para utilizagdo profissional. Os dados obtidos a partir deste
procedimento qualitativo manual demonstram fibras musculares e de colagénio em amostras de
tecidos de espécimes humanos. Quando revistos em conjunto com outras informagdes e testes
de diagndstico, estes dados podem ser utilizados como auxiliar no diagnéstico de determinados
tumores e na identificagdo de aumentos no tecido colagenoso em doengas como cirrose hepatica.

As coloragdes “tricromicas” sdo utilizadas principalmente para distinguir o colagénio do tecido muscular.2
Em geral, consistem em corantes nucleares, colagenosos e citoplasmaticos em mordentes como o acido
fosfotingstico ou fosfomolibdico. Historicamente, o primeiro sistema tricrémico foi atribuido a Mallory.34
Outras modificagdes foram introduzidas por Masson e Gomori.*> O procedimento aqui descrito baseia-se
no trabalho de Masson tal como modificado por Lillie* utilizando azul anilina como corante de colagénio
em vez de um corante verde. As secgdes do tecido sdo tratadas com a solugdo de Bouin para intensificar
a coloragdo final. Os nlcleos sdo corados com hematoxilina de ferro de Weigert, e o citoplasma?

e o musculo sdo em seguida corados com escarlate de Biebrich e fucsina acida. Apds tratamento
com écido fosfotungstico e fosfomolibdico, o colagénio é demonstrado através de coloragdo com
azul anilina. O enxaguamento em &cido acético apds a coloragdo torna as tonalidades de cor mais
delicadas e transparentes.5 Esta incluida uma técnica de coloragdo tricromica para coloragdo rapida
em fornos de micro-ondas.®

Reagentes

Solugdo de escarlate de Biebrich e fucsina acida (N.° de cat. HT151-250ML)
Escarlate de Biebrich, 0,9%, C.I. 26905, fucsina 4cida 0,1%, C.I. 42685, em &cido acético, 1,0%.

Solugéo de acido fosfotingstico (N.° de cat. HT152-250ML)
Acido fosfottingstico, 10%.

§oluq§o de acido fosfomolibdico (N.° de cat. HT153-250ML)
Acido fosfomolibdico, 10%

Solugdo de azul anilina (N.° de cat. HT154-250ML)
Azul anilina, 2,4%, C.1. 42780 e acido acético, 2%.

Materiais especiais necessarios mas ndo fornecidos

« Devem ser incluidas em cada série laminas de controlo positivo, como o Tricromio TISSUE-TROL™
(N.° de cat. TTR012)

o Acido acético 1N

e Solugdo de Bouin (N.° de cat. HT10132-1L ou HT101128-4L) &cido picrico, 1%, formaldeido, 9%
e acido acético, 5%

Apenas para o procedimento padrao

e Conjunto de hematoxilina de ferro de Weigert (N.° de cat. HT1079-1SET)

e Solugdo de hematoxilina de ferro de Weigert, Parte A (N.° de cat. HT107-500ML) 1% de hematoxilina
certificada em etanol

¢ Solugdo de hematoxilina de ferro de Weigert, Parte B (N.° de cat. HT109-500ML), cloreto férrico
1,2% (p/v) e acido cloridrico, 1% (v/v)

Apenas para procedimentos em micro-ondas

¢ Solugdo de hematoxilina, Gill N.2 3 (N.° de cat. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

« Concentrado de substituto de dgua da torneira de Scott (N.° de cat. S5134)

« Jarras de Coplin (plastico) com tampas ventiladas

e Forno micro-ondas

Conservagao e estabilidade

Conserve 0s reagentes a temperatura ambiente (18-26 °C). As etiquetas dos reagentes tém data de
validade. A formacé&o de um precipitado em solugdo de acido fosfomolibdico ndo afeta o desempenho.

As solugdes de mancha tricrémica, a solugdo de Bouin, hematoxilina de ferro de Weigert, corante
tricrémico TISSUE-TROL™, solugdo de acido acético, concentrado de substituto de d4gua da torneira
de Scott e solugdo de trabalho devem ser armazenados & temperatura ambiente (18-26 °C).

A solugdo de escarlate de Biebrich e fucsina acida, a solugdo de Bouin, hematoxilina de ferro de
Weigert (Partes A e B), o Trichrome TISSUE-TROL™ e o concentrado de substituto de agua da
torneira de Scott e a solugdo de trabalho permanecem estaveis até a data de validade.

A solugdo de trabalho de hematoxilina de ferro de Weigert deve ser preparada fresca para cada
utilizagdo.

Preparagao

Prepare a solugdo de acido fosfotingstico/fosfomolibdico ativo misturando 1 volume de solug&o
de &cido fosfotingstico e 1 volume de solugdo de acido fosfomolibdico com 2 volumes de dgua
desionizada. Elimine apds uma utilizagdo.

O escarlate de Biebrich e fucsina &cida, a solugdo de Bouin e a solugdo de hematoxilina de Gill,
Gill N.© 3 estdo prontos a utilizar.

A solugéo de hematoxilina de ferro de Weigert é preparada misturando partes iguais da
Solugdo A e da Solugéo B.

O substituto de dgua da torneira de Scott é preparado misturando 1 parte de concentrado de substituto
de dgua da torneira de Scott em 9 partes de agua desionizada.

Prepare acido acético a 1% diluindo 8,8 mL de acido acético 1N em 41,2 mL de agua.

Precaugdes

Os DIV incluidos neste kit destinam-se a utilizagdo para diagndstico in vitro num ambiente de
laboratério clinico. Estes DIV destinam-se apenas a utilizagdo profissional por pessoal qualificado.
Os DIV da Sigma-Aldrich podem ser utilizados por técnicos de laboratério com formagdo no
manuseamento de amostras humanas potencialmente infeciosas e na utilizagdo de microscopios
e outros equipamentos laboratoriais e com percecdo cromatica e acuidade visual para distinguir
cores e outros objetos ao microscépio.

Devem seguir-se as precaugdes normais no manuseamento de reagentes laboratoriais. Elimine os
residuos cumprindo todos os regulamentos locais, estatais, municipais ou nacionais.

As laminas de controlo Trichrome TISSUE-TROL™ consistem em tecidos humanos incluidos em
parafina com colagénio e tecido muscular e devem ser consideradas potencialmente infeciosas.

Procedimento

Colheita de amostras

Nenhum método de testagem conhecido pode oferecer uma garantia total de que as amostras
sanguineas ou tecido ndo transmitirdo infegdes. Por conseguinte, todos os derivados de sangue
ou amostras de tecido devem ser considerados potencialmente infeciosos.

Pode ser utilizada qualquer seccdo de parafina bem fixada cortada a 5-6 micrones. Incorpore laminas
de controlo apropriadas.

Procedimento

Procedimento padrao

1. Desparafinize e hidrate as Idminas com agua desionizada.

2. Utilize um mordente em solugdo de Bouin pré-aquecida a 56 °C durante 15 minutos ou
a temperatura ambiente durante a noite.

3. Arrefeca as laminas em agua da torneira (18-26 °C) contidas num frasco de Coplin.

4. Lave em &gua corrente da torneira para remover a cor amarela das secgoes.

5. Proceda a coloragdo em solugdo de trabalho de hematoxilina de ferro de Weigert durante
5 minutos.

6. Lave em &gua da torneira corrente durante 5 minutos.

7. Lave em &gua desionizada.

8. Realize a coloragdo em escarlate de Biebrich-fucsina 4cida durante 5 minutos.

9. Lave em &gua desionizada.

10. Coloque as laminas em solugdo de trabalho de &cido fosfotlingstico/fosfomolibdico durante
5 minutos.

11. Coloque as laminas em solugdo de azul anilina durante 5 minutos.

12. Coloque as laminas em &acido acético, 1%, durante 2 minutos. Elimine a solug&o.

13. Lave as laminas, desidrate com alcool, limpe em xileno e proceda a montagem.

Procedimento em micro-ondas

1. Desparafinize e hidrate as Idminas com agua desionizada.

2. Coloque as laminas em 40 mL de solugdo de Bouin contida numa jarra de Coplin de plastico.
Cubra a jarra de Coplin sem apertar com a tampa antes de a colocar num forno micro-ondas
ou utilize jarras de Coplin com orificios perfurados nas tampas.

3. Leve ao micro-ondas a 600 watts durante 25 segundos. Misture suavemente a solugdo com
uma pipeta de Beral ou com uma vareta aplicadora, incube as ldminas em solugdo de Bouin
aquecida durante 5 minutos numa hotte de aspiragdo ou numa area bem ventilada.

4. Lave as laminas em &gua corrente da torneira até desaparecer a cor amarela.

5. Coloque as laminas em 40 mL de solugdo de hematoxilina, Gill N.° 3, contida numa jarra de
Coplin de plastico.

6. Leve ao micro-ondas a 800 watts durante 5 segundos.

7. Lave bem em &gua da torneira durante 30 segundos a 1 minuto.

8. Realize a coloragdo azul em substituto de d4gua da torneira de Scott ativo a temperatura
ambiente.

9. Lave bem em &gua da torneira corrente.

10. Coloque as laminas em 40 mL de solugdo de escarlate de Biebrich e fucsina acida contida
numa jarra de Coplin de plastico.

11. Leve ao micro-ondas a 600 watts durante 20 segundos. Misture suavemente com uma
pipeta de Beral ou uma vareta aplicadora. Deixe incubar durante 2 minutos.

12. Lave rapidamente em vérias mudas de agua desionizada.

13. Coloque as laminas em 40 mL de solug&o de acido fosfottingstico-fosfomolibdico contida
numa jarra de Coplin de plastico.

14. Leve ao micro-ondas a 600 watts durante 20 segundos. Retire imediatamente as laminas
e lave em vérias mudas de dgua desionizada.

15. Coloque as ldminas em 40 mL de solugdo de azul anilina contida numa jarra de Coplin de plastico.

16. Leve ao micro-ondas a 600 watts durante 15 segundos. Misture suavemente com uma pipeta
de Beral ou uma vareta aplicadora. Deixe incubar durante 1 minuto.

17. Lave bem em agua desionizada.

18. Coloque as laminas em &cido acético a 1% durante 30 segundos a 1 minuto a temperatura
ambiente.

19. Lave as laminas, desidrate com &lcool, limpe e coloque numa lamela.

Caracteristicas de desempenho

Estrutura alvo Resultado de coloragédo

Ndcleos Preto, se for utilizada hematoxilina de ferro
de Weigert.
Azul, se for utilizada solugdo de hematoxilina
Gill N.© 3.
Citoplasma Vermelho
Fibras musculares Vermelho
Colagénio Azul

Se os resultados observados variarem dos resultados previstos, contacte a Assisténcia técnica da
Sigma-Aldrich para obter ajuda.
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Caracteristicas de desempenho analitico Histérico de revisdes
Os resultados do desempenho analitico para os testes indicados realizados em todas as estruturas alvo,
confirmam uma sensibilidade de 100%, especificidade e repetibilidade. Rev. 4.0 2016
- Rev. 5.0 2022
N.° de Descrigdo do Alvo Especifici- Sensibili- Especifici- Sensibili-
cat. produto dade dade dade dade Rev. 6.0 2022
intr io intr io interensaio interensaio . . .
Soluc Transferéncia para novo modelo com a marca atual. Especificagdo para utilizagdo
olugdo de escarlate N s ~ . ~ ~ .
HT151 de Biebrich e fucsina Colagénio 3de3 3de3 3de3 3de3 profissional na utilizagdo prevista e nas precaugdes. Declaragdo de auxiliar de
acida diagndstico movida para a utilizagdo prevista. Revisdo da utilizagdo prevista para
Masculo 3de3 3de3 3de3 3de3 alinhamento com as diretrizes do RDIV. Atualizagdo de Folha de Dados de Seguranga do
" Material para Folha de Dados de Seguranca. Atualizagdo das informagdes de contacto.
Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3 Remogdo da instrugdo para seguir o CLSI na colheita de amostras. Remogdo da norma
Nicleos 3de3 3de3 3de3 3de3 EN 980 e alteragdo para a norma EN ISO 15223-1:2021 nos simbolos. Adicdo de
Solugdo de &cido - informacgdes de contacto em caso de eventos adversos. Atualizagdo das referéncias.
HT152 fosfotlingstico Colagénio 3de3 3de3 3de3 3de3 Avisos e perigos adicionados.
Musculo 3de3 3de3 3de3 3de3
Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3
Ntcleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Solug&o de &cido -
HT153 fosfomolibdico Colagénio 3de3 3de3 3de3 3de3
Musculo 3de3 3de3 3de3 3de3
Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3
Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
WTis4  SOWGEOde AUl copgenic  3des3 3de3 3de3 3de3
Musculo 3de3 3de3 3de3 3de3
Citoplasma 3de3 3de3 3de3 3de3
NUcleos 3de3 3de3 3de3 3de3

Avisos e perigos

Consulte a Folha de Dados de Seguranca e a rotulagem do produto para obter informacdes atualizadas
sobre riscos, perigos ou seguranca.

HT15:

&

H272: Pode agravar incéndios; comburente.
H314: Provoca queimaduras na pele e lesGes oculares graves.
H412: Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P210: Manter afastado do calor, superficies quentes, faisca, chama aberta e outras fontes de
ignigdo. N&o fumar.

P220: Manter afastado da roupa e de outras matérias combustiveis. Evitar a libertacdo para o
ambiente.

P280: Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protegdo ocular/protegéo facial.

P303 + P361+ P353: SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): Retirar imediatamente
toda a roupa contaminada. Enxaguar a pele com agua.

P305 + P351 + P338: SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: Lavar cautelosamente com agua

durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar.
Caso tenha ocorrido algum incidente grave durante a utilizagdao deste dispositivo
ou como resultado da sua utilizagdo, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo
representante autorizado e a sua autoridade nacional.

Definicées dos simbolos
Simbolos conforme definidos na norma EN ISO 15223-1:2021

u Fabricante

Nlmero de catdlogo

EE] Consultar as instrugdes de utilizagdo Cddigo do lote
Representante autorizado na Declaragédo de Conformidade da
Comunidade Europeia/ c E Unido Europeia (definida na diretiva
Unido Europeia IVDR 2017/746)
g Data de validade _Dlsposmvo médico para diagndstico
in vitro
/1’ Limite de temperatura A Atengéo
@ Data de fabrico % Importador

Referéncias
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p 61
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4. L_|II|e RD: _Furthe_r experiments with the Masson trichrome modification of Mallory’s connective u 3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 @ 64271 Darmstadt,
tissue stain. Stain Technol 15:17, 1940 St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Germany
5. Gomori G: A rapid one-step trichrome stain. Am J Clin Pathol 10:661, 1950 an affiliate of Merck KGaA, Germany
6. Leong AS-Y, Milios J: Rapid immunoperoxidase staining of lymphocyte antigens using microwave Darmstadt, Germany
irradiation. J Pathol 148:183, 1986 +1(314) 771-5765
7. Brinn NT: Rapid metallic histologic staining using the microwave oven. J Histotechnol 6:125, 1983
8. \Valle S: Special stains in the microwave oven. ] Histotechnol 9:237, 1986
Informagaes de contacto The Initial M, TISSUE-TROL, and Sigma-Aldrich are trademarks of Merck KGaA, Darmstadt, Germany or its

affiliates. All other trademarks are the property of their respective owners. Detailed information on trademarks is

Para encomendar, visite 0 nosso site SigmaAldrich.com. Para Assisténcia técnica, visite a pagina de . X . .
available via publicly accessible resources.

assisténcia técnica no nosso site SiamaAldrich.com/techservice.

© 2022 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.

The life science business of Merck KGaA, Darmstadt, Germany operates as MilliporeSigma in the U.S. and Canada.
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03dnyieg xpriong

Xpwoel¢ Trichrome (Masson)
Aiadikaoia ap. HT15

[vo] C€

Mpoopigopevn Xpion

O1 xpwoelg Trichrome (Masson) npoopifovTal yia Xxpron oTn HEAETN IVQV OUVOETIKOU 10TOU,
HUIKQV IVOV Kal IvOV KoAAayovou. Ta avTidpaaTrpia xpwong Trichrome npoopifovTal yia «in vitro
d1ayvwaTikn xpron». MNa enayyeApaTikn xpron povo. Ta dedopéva nou AapBavovrar and autn

TN pn auTtopaTn, noloTikn diadikacia avayvwpifouv HUIKEG iveg Kal iveg koAAayovou oe deiypata
avBpwnivwy 10Tev. AuTd Ta dedopéva, oTav EeTalovTal oe ouUVOUAoHO HE AAAEG BIayVWOTIKEG
£EETATEIG KAl MANPOPOPIEG, Hnopolv va XpnaiponoinBouv wg Bornenua yia Tn diayvwaon opIoUEVWY
OYKWV Kal TOV eVTOMIOHO TNG alEnong Tou KoAAayovmdoug 10ToU o€ acBEveleg ONwE N Kippwan Tou
Anarog.

01 XxpWwoelg «Trichrome» XpnaoigonoloUvTal KUpiwg yia Tn 1AKpIon Tou KoAAayovou and Tov puikod
10T0.2 Tevikd, anoTehoUVTal and NUPNVIKEG, KOAAYOVIKEG Kal KUTTAPONAQOUATIKEG XPWOTIKEG O
nNPOCTUHKHATA ONWG TO PWOPOBOAPPAMIKO 1 TO PWIPOHOAUBSIKO 0EU. IoTopIKda, TO NPWTO CUCTNHA
trichrome anodo8nke otov Mallory.>* MepaiTépw TPOMOMOINTEIG €101XONCav and Toug Masson Kai
Gomori.** H diadikacia nou neplypageral edw Bacileral aTo £pyo Tou Masson, Onwg TPOMonoIRBnke
and Tov Lillie* xpnoiponoi®vTag kuavo Tng aviAivng wg Xpawaon KOAAayovou avTi yia npacivn XpwaorTikr.
Ol TopéG TV I0TOV uPicTavTal eneepyaacia pe didAupa Bouin yia va evioxuBei o TEAIKOG XpWHATIOHOG.
O1 nuprveg xpwpari¢ovral he aigato§uAivn oidnpou Weigert kai, aTn OUVEXEIQ, TO KUTTAPONAACHA?
Kal 0 PuUG XpwHartidovral pe Beibrich scarlet-0§ivn @ougivn. MeTd ano enegepyaaia Pe pwo@oBOAPPaiko
Kal QWOPOUOAUBDIKO 0EU, TO KOAAAYOVO avayvwpileTal e Xpwaon PE Kuavo Tng aviAivng. H éknAuon
HE 0EIKO 08U HETA TN XPWOoN KaBIoTA TIG ANOXPWOEIG TOU XPWHATOG Mo AENTEG Kal dlapaveic.®
MepiAapBaverar pia TeXVIKN Xpwong trichrome yia Taxeia xpmon o€ GpoUpvoug HIKPOKUHATWV.57

AvTidpaoTipia

AiaAupa Biebrich Scarlet-0§ivng gougivng (ap. kataAdyou HT151-250ML)
Biebrich scarlet, 0,9%, C.I. 26905, 6&ivn gougivn 0,1%, C.I. 42685, o€ 0EIKO 08U, 1,0%.

AiaAupa pwo@oBoAppapikol 0§€og (ap. kataAdyou HT152-250ML)
DWIPOBOAPPAIKO 08U, 10%.

AlaAupa pwo@opoAuBdikoU o§€og (ap. katahoyou HT153-250ML)
DwoPOHOAUBBIKO 08U, 10%

AilaAupa kuavoU Tng aviAivig (ap. katahoyou HT154-250ML)
Kuavod Tng aviAivng, 2,4%, C.I. 42780 kai 0&ikd o0&y, 2%.

Eidikd UAIKG nou anairouvTal aAAa dev napéyovTal

o OETIKEG AVTIKEINEVOPOPOI EAEYXOU, OnwG Trichrome TISSUE-TROL™ (ap. kataAdyou TTRO12)
npénel va nepiAapBavovTal og KAOe eKTEAEDN

e OFkoO 08U 1IN

e AlGAupa Bouin (ap. katahoyou HT10132-1L r) HT101128-4L) nikpikd 08U, 1%, Qoppaldelidn,
9% Kkal 0§IKO 0EU, 5%

MNa Tunikn diadikacia poévo

e SeT aigaTto&uAivng o1dnpou Weigert (ap. kataAdyou HT1079-1SET)

o AiGAupa aipato&uAivng o1drpou Weigert, Mépog A (ap. kataAoyou HT107-500ML), 1% nigTonoinuevn
aipato&uAivn og ai®avoin

e AldAupa aipato&uAivng o1dnpou Weigert, Mépog B (ap. kataAdyou HT109-500ML), TpixAwpioUuxog
0idnpog 1,2% (w/v) kar udpoxAwpiko o0&y, 1% (v/v)

MNa 31adikacia HIKPOKUHATWV HOVO

e AldAupa aipato&ulivng, Gill ap. 3 (ap. kataldyou GHS316, GHS332, GHS380, GHS3128)

e SupnUKVOPA UNOKATaoTaTou vepou Bpuong Scott (ap. katahoyou S5134)

e Aoxeio Coplin (NAaoTikO) pe EaePIfOPEVO KANAKI

e ®oUPVOG HIKPOKUHATWV

®UAaEN kal oTaBepdTnTa

®uAacoeTe Ta avTIdpacTrpia o Beppokpacia dwpatiou (18-26 °C). O1 ETIKETEG TWV AvTIOPACTNPIWV
avaeEPouV TIG NUEPONVieg ARENG. O oxNHATIONOG IZHaTog oTo SIAAUNA GwoPopoAUBSIKOU 0EE0G
dev ennpealel Tnv anodoan.

Ta diaAupara xpwong Trichrome, To didAupa Bouin, n aipatoguAivn a1dfpou Weigert, To Trichrome
TISSUE-TROL™, To didAupa o&IkoU 0§E0G Kal TO CUMMUKVWHA UNoKaTaoTaTtou vepoU Bpuong Scott
Kal To dIGAua epyaciag npenel va puldacoovTal o Beppokpacia dwpatiou (18-26 °C).

To diaAupa Biebrich Scarlet-0&ivng @ougivng, To didAupa Bouin, n aipatoguAivn o1dfnpou Weigert
(Mépn A kai B), To Trichrome TISSUE-TROL™, kal To GUMNUKVWHA UNOKATaoTaTou vepou Bplaong
Scott kal To diGAupa epyaciag ival oTabepa péxpl TNV nUepoUnvia ARENG.

To diaAupa epyaaciag aipatouAivng o1dfnpou Weigert Ba npenel va napackeualeral npoo@aro yia
KaBe xpron.

Mapaokeun

MNapaokeudoTe TO dIGAUHA PWOPOROAPPANIKOU/PwOPopOoAUBDIKOU 0EE0G Epyaadiag avapelyvuovTag
1 0yko dIaAUPATOG PWOPOROAPPAIKOU 0EE0G Kal 1 0yko SIaAUPATOG GWOPOUOAUBDIKOU 0EEOG HE
2 OYKOUG aniovIoUEVOU VepOU. AMoppiyTe PETA and Wia xpron.

To d1aAupa Biebrich Scarlet-6&ivng @ougivng, To didAupa Bouin kai To diaAupa aipato&uAivng Gill,
Gill ap. 3 eivai £€Toipa yia xpron.

To diaAupa aipatouAivng a1dnpou Weigert napackeudaleral Pe Tnv avapei€n iowv pepwv Tou diaAlpaTog
A kal Tou diaAUpaTog B.

To unokatdoTato vepou Bplong Scott napackeudletal avapelyvuovTag 1 HEPOG CUHMUKVMPATOG
unokaraoTaTou vepoU Bpuong Scott e 9 pépn anioviopevou vepou.

MNapaokeudoTe oEIkO 0EU 1% apaiwvovTag 8,8 mL o&ikou 0&€og 1N pe 41,2 mL vepou.

Mpo@uUAG&eIg

Ta Bon@rpara IVD nou nepiAapBavovral o€ autod To KIT NpoopilovTal yia in vitro diayvwoTiKn Xpnon
oe nepIBAAAoOV KAIVIKOU epyaaTnpiou. AuTa Ta Bon@rpara IVD npoopidovTal yia enayyeAUaTikn xprnon
HOvo and e&eIdikeupevo npoownikd. Ta BondAuata IVD Tng Sigma-Aldrich pnopoulv va xpnaoigonolouvTal
and epyacTnpiakd Npoownikd To onoio gival ekNaideupévo va XelpideTal avBpwniva deiypara nou
pnopei va givar poAUCPATIKA, va Xpnaolponolei Hikpoakonia kal AA\ov epyacTnpiakd eEonAiopo Kai
S1a6£TeEl QvTIANYN TWV XPWHATWV Kal onTiKrA 0§UTNTA yia va Siakpivel Ta xpwpata kal GAAa avTiKeipeva
KATw anod To PIKPOaKOmMIo.

Mpénel va akoAouBoUvTal oI CUVNABEIG NPOPUAAEEIG KATA TOV XEIPITHO £pYACTNPIAK@V avTISPAcTNPIwV.
AnoppiyTe Ta andBANTa TNPWVTAG OAOUG TOUuG TOMIKOUG, NOAITEIAKOUG, NEPIPEPEIAKOUG I EBVIKOUG
kavoviapoug.

O1 avTIKEIHEVOPOPOI eAEyxou Trichrome TISSUE-TROL™ eival eykAeIOUEVOG O napaivn avepmnivog
10TOG rou nepiéxel KOAAQYOVO Kail puikd 10TO Kal Ba npénel va Bewpeital SuvnTIKA HOAUGHATIKOG.

Aladikacia

Sulhoyn delypdaTwv

Kapia yvwoTn péBodog dokipaciag dev pnopei va npoa@épel nAnpn diaBeBaiwon OTI Ta deiyparta
aipaTog 1) 10ToU dev Ba peTadwaouv Aoipwén. Enopévwg, OAa Ta napaywya aipatog n Ta deiypara
10TOU Ba npénel va BewpolvTal wG duvnTIKA HOAUCUATIKA.

Mnopei va xpnaiponoindei onoiadnnoTe KAA®G HOVIHONOINKEVN TOUr NApapivng KoUpévn ata 5-6 micron.
SUPnEPIAGBETE TIG KATAAANAEG QVTIKEIHEVO(POPOUG EAEYXOU.

Aladikaaia

Tumikn diadikacia

1. Anonapa@IvwoTe TIG AVTIKEILEVOPOPOUG Kal EVUSATWOTE OE AMIOVIGHEVO VEPOD.

2. TlpoBeite og NnpoaTUYN O NpoBeppacpévo diaAupa Bouin otoug 56 °C yia 15 AenTd ) o
BeppoKkpacia dwPATiou oAovVUKTIA.

WUETE TIG avTIKEIMEVOPOPOUG Ot vePO Bpliong (18-26 °C) nou nepiéxeral o doxeio Coplin.
MAUVETE OE TPEXOUUEVO VEPO BPUONG YIa VA APAIPETETE TO KITPIVO XPWHA anod TIG TOHEG.
XpwpatioTe oe didAupa aipatoguAivng aidripou Weigert epyaciag yia 5 Aenra.

MAUVETE OE TpEXOUUEVO VEPO BpUONG yia 5 AenTa.

ZenAUVETE O€ ANIOVIOUEVO VEPOD.

XpwpatioTe oe diaAupa Biebrich Scarlet-0&ivng @ougivng yia 5 AenTta.

ZenAUVETE O€ AMIOVIOUEVO VEPOD.

TOMOBETNOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG OE DIAAUNA PWIPOBOAPPANIKOU/PWIPOHOAUBSIKOU 0EEOG
epyaoiag yia 5 AenTa.

11. TonoBeTAOTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG 0e didAupa Kuavol Tng aviAivng yia 5 Aenra.

12. TonoBETNOTE TIG AVTIKEIEVOPOPOUG O€ 0EIKO 08U, 1%, yia 2 AenTd. AnoppiyTe To didGAupa.
13.  ZenAUVETE TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG, aPUIATOOTE HETW AAKOOANG, BIauydcTe oe UAEVIO KaI KAAUWTE.
A1adikacia HIKPOKUHATOV

1. Anonapa@IivwoTe TIG AVTIKEILEVOPOPOUG Kal EVUSATWOTE OE AMIOVIGHEVO VEPOD.

2. TonoBeTNOTE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG o 40 mL diaAUpaTog Bouin nou nepiéxeral oe NAaoTIKO
doxeio Coplin. KaAUyTe xahapa Ta doxeia Coplin pe kandki npiv Ta TONOBETATETE GTOV (POUPVO
HIKPOKUPATWV 1) xpnoiponoioTe doxeia Coplin ue onég oTa kandakia.

3. EgapuooTe pikpokupata ota 600 watt yia 25 dsutepoAenTa. Avapei§Te nria To diGAupa pe
ninéra Beral 1) OTEINEO £QAPHOYNG, ENWACTE TIG AVTIKEIMEVOPOPOUG OE OEPUATHEVO dIAAUpa
Bouin yia 5 AenTa oe anoppo®nTnea f KaAd agpifOPeVO Xwpo.

4. ZenAUVETE TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG O TPEXOUHEVO VEPO BPUCNG HEXPI va €6aPavioTei To KiTpIvo
XpWHa.

5. TonoBeTnaTe TIG aVTIKEINEVOPOPOUG 0 40 mL SiaAUpartog aipato&uAivng, Gill ap. 3, nou nepiéxeral
og nhaoTiko doxeio Coplin.

6. E@appooTe pikpokUpaTta ota 800 watt yia 5 deutepoAenTa.

7. ZenAUveTe Kaha og TpeXoUPEVO VEPO Bpuong yia 30 deuTepOAenTa £G 1 AenTo.

8. TMpoKaA£aTE PMAE XpWON OE UNoKaTaoTaTo vepou Bplang Scott epyaciag oe Beppokpacia
dwpariou.

9. ZenAUveTte KaAa o€ TpeKoUPEVO vepod Bpluong.

10. TonoBeTnaTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG o€ 40 mL diaAupaTog Biebrich Scarlet-0&ivng pougivng
nou nepiéxeral o NAaoTikd doxeio Coplin.

11. E@apupooTe PikpokupaTa ota 600 watt yia 20 dsutepoAenTa. Avapei§te nnia pe ninéra Beral
1 oTeEINEO £PApHOYNG. AQROTE va eNwacTei yia 2 AenTa.

12. ZenAUvete ypriyopa o€ NoAAEG aAAaYEG anioviopEVou vepou.

13.  TonoBeTAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG 0t 40 mL SIaAUNATOG PWOPOBOAPPAHIKOU-PWIPOHOAUBSIKOU
0&€0G nou nepiéxeral o€ NAaaTikd doxeio Coplin.

14. E@appooTe PiIKpokUupaTa ota 600 watt yia 20 dsutepOAenTa. AQaIpECTE APETWG TIG
QVTIKEIHEVOPOPOUG Kal EEMAUVETE 0 MOAAEG AAAQYEG AMIOVIOHEVOU VEPOU.

15. TonoBeTnOTE TIG AVTIKEINEVOPOpOUG o€ 40 mL diaAUpaTtog kuavoU Tng aviAiving nou nepiExeTal
og nhaaoTiko doxeio Coplin.

16. E@appodoTe pikpokUpaTa ota 600 watt yia 15 dgutepdAenTta. AvapeiEre fnia pe ninéra Beral
1 OTEINED EQPAPHOYNG. APROTE va enwacTei yia 1 AenTo.

17. ZenAUveTe KaAG OE AnIOVIOPEVO VEPO.

18. ToMOBETAOTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG OE 0EIKO 08U 1% yia 30 deuTepOAenTa £wG 1 AenTd oE
Beppokpacia dwpariou.

19. ZenAUVeTE TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG, APUSATOOTE HECW AAKOOANG, S1AUYACTE KAl KAAUWTE UE
kaAunTpida.

XapakTnpioTika andédoong

LN AW

—
e

ZTOXEUOHEVN dopn AnotéAgopa Xp®mong
Muprveg MaUpo, av xpnaipgonolgital aidatoguAivn
aidripou Weigert. MnAg, av xpnaigonolieitai
S1aAupa aipatofuAivng Gill ap. 3.

KutraponAaoua KOKKIVO
Muikég iveg KOKKIVO
KoAAayovo MnAe

Edv Ta napatnpoUpeva anoTeAéopaTa diapEPOUV and Ta aVAPEVOUEVA, EMIKOIVWVAOTE WE TNV TEXVIKN
unnpeoia Tng Sigma-Aldrich yia Bor6eia.
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XapakTnpioTikG anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopaTta anddoong TNG avaAuong yia TiG dedopEveG dOKIKATieg NOU npaypaTonoinénkav og OAeG
TIG OTOXEUOHEVEG dOpEG, EMIBERal®@vVoOUV TNV uaiodnaia, TNV €I8IKOTNTA Kal TV enavaAnyipdTnTa o
nocooTo 100%.

Ap. Nepiypagn ZT10X0G EidikoTnTa EuaioBnoia Eidikotnta Euaiodnoia
Kkara- npoiovrog EVTOGTNG &€VTOGTNG HeTafl TwV pETAEU TV
Aoyou avaAuong avaAuong avaAUuoEwVv avaAUuCE®WV

AidAupa Biebrich
HT151 Scarlet-0§ivng KoAhayovo 3ora3 3ora3 3o01a3 3o01a3
Pougivng
Mug 3 0ra3 3 0ra3 3o0ta3 3o01a3
KuTraponiacpa 3oma3 3oma3 30103 3ota 3
Mupnveg 3 0ra3 3 0ra3 3ora3 30703
Aidhupa
HT152  @wopopoAppa- KoAhayovo 3 ora3 3 ora3 3orma3 3o0Ta3
pikoU 0&€og
Mug 3o0ta3 3o0ta3 30Ta 3 3orma3
Kutraponiaopa 30ra3 30ra3 3o0r1a3 3o01a3
Mupnveg 3 0ra3 3 0ra3 3o0ta3 3o01a3
AidAupa pw-
HT153  o@opoAuBSIKOU KoAAayovo 3o0ra3 3o0ra3 3o0rma3 3ota3
0&gog
Mug 3 0ra 3 3 0ra 3 3o0rma3 3o01a3
Kuttaponiaopa 3oma3 3oma3 3o01a3 3ota 3
Mupnveg 3 0ra3 3 0ra3 3ora3 3 o01a 3
AiaAupa kuavou .
HT154 MG aviAivng KoAhayovo 3ora3 3ora3 3o01a3 3ota3
Mug 3o0Ta3 3o0ta3 30Ta 3 3orma3
Kutraponiaopa 30Ta3 30Ta3 3o0ta3 3ota3
Nupriveg 301a3 30ma3 3o1a3 3o1a 3

Mpo&130noINCEIG Kal Kiviuvol

AvaTpeETE 0TO A€ATIO DEDOHEVWV AOPAAEIAq KAl TNV EMICHKAVON NPOIOVTOG YIa OMOIETONMNOTE EVIUEPWHEVEG
nAnpo@opieg KIVOUVWV 1 aopaieiag.

HT15:

& &

H272: Mnopei va avalwnup®oel TNV nupKayid: oEeIdwTIKO.
H314: MpokaAei coBapd deppaTika eykalpata kal oGBaApikeég BAABEG.
H412: EmBAaBEG yia Toug udpOBIOUG OpYaVIOHOUG, HE HAKPOXPOVIEG ENINTMUEIG.

P210: Makpia ano BeppotnTa, BEPUESG ENIPAVEIESG, GNIVONPEG, YUUVEG PAOYEG Kal AAAEG NNYEG
avaeAeEng. Mnv kanvilere.

P220: Na gpuAdcoetal pakpia and evdupara kar aAAa kaloipa uAika. Na ano@euyeTal n eAeubépwaon
oTo nepiBaiiov.

P280: Na (popdTe NPOCTATEUTIKA YAVTIQ/NPOOTATEUTIKA £vdUNATA/PESA ATOUIKAG NPOOTACIAG yia Ta
paria/npoowno.

P303 + P361+ P353: SE MEPINTQSH EMNA®HS ME TO AEPMA (1) pe Ta HaAAIG): BydATe apéowg OAa
Ta HoAuopéva pouxa. ZenAUVeTe TNV enideppida e vepo.

P305 + P351 + P338: ZE MEPINTQSZH ENA®HSE ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOCEKTIKA HE VEPO YIA

apKeTA AenTd. Av UNAPXOUV (PAKOI ENAPIG, APAIPEDTE TOUG, av €ival UKOAO. SuvexioTe va EenAévere.
Edav, kata Tn 3IdpKeia TG Xprong autou Tou BondRpaTog i wg anoTéAecpa TG
XPNONG Tou, £X&I CUHPBEI KAMNOI0 COBAPO NEPICTATIKO, NAPAKAAEIOTE VA TO AVAPEPETE
OTOV KATAOKEUAOTN 1/ Kal 0ToVv €0UCIO3OTNHEVO AVTINPOCWNO TOU KAl OTNV €OVIKA
apxn TG xapag oag.
OpioHOoi CUPBOAWV
SUpBoAa 6nwg opidovral oo EN ISO 15223-1:2021

“ KaTtaokeuaoTtng ApIBUOG kaTahoyou

[E SupBoUAEUTEITE TIG 08NYIEG XPONG

Ap1BpoG naptidag

EE0UGI080TNHEVOG AVTINPOTWNOG

otnv Eupwnaikr Koivotnra/
&
A

ARAWGN CUPHOPPWONG Eupwnaikig
‘Evwong (6nwg opileTal oTnv odnyia
IVDR 2017/746)

Eupwnaikn 'Evwon

In vitro diayvwaTikd

Hueponnvia Angng 1aTPOTEXVOAOYIKO MPOioV

‘Opio Beppokpaaciag Mpoaooxr

@ Hpepopnvia napaywyng Eioaywyéag
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MAnpo@opieg enikoivoviag

Ma va KaveTe pia napayyeAia, napakaAoUE enIoKEPOEITE Tov 10TOTONO pag aTn dielBuvon SigmaAldrich.com.
Ma Texvikn EUNNPETNON, NAPAKAAOUKE EMIOKEPOEITE TN OeAida TEXVIKNG EEUNNPETNONG OTOV 10TOTONO HaG
otn dievBuvon SigmaAldrich.com/techservice.
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Avab. 5.0 2022
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'EYIVE HETAQOPA OF VEO UNODEIVHA HE TNV TPEXOUOA enwvulia. MpoadlopioTnKe yia
€nayyeAUaTIKn Xprion oTnv NpoopIfOHEVN XPNOon Kal TIG NPOPUAGEEIG. H dnAwon
Bonbrparog yia diayvwon HETaPEPONKE aTNV NPoopIfoPEVN Xprion. H npoopilopevn

XPHon avaBswprOnKe yia eUBUYPAUKION HE TIG KATEUBUVTAPIEG YpaupEg IVDR. To

AeATio dedopévwv aoPaleiag UNIKOU evnUEPWBNKE og AEATIO DEGOHEVMV aTPAAEiag.
EvnpepwOnkav ol MANpogopieg enikoivwviag. Apaipednke n odnyia va akohouBeital To CLSI
yia Tn ouAhoyn delypdaTtwy. Apaipédnke To EN 980 kal aAAa&e og EN ISO 15223-1:2021

yia Ta oUPBoAa. MpoaTeéBnkav NANPoPopieg ENIKOIVWVIAG yia aveniBuunTta cuppavra.
Evnuepwmbnkav ol BIBAIOYPaPIKEG avapopéG. Mpoadkn NpoeIdonoioewy Kar KIvOUVmY.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
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+1(314) 771-5765
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Hasznalati utasitas

Trikrom festékek (Masson)

HT15 sz. eljaras

Ce SiGhMa

Rendeltetésszerii hasznalat

A trikrom festékek (Masson) a kétészovetek, izom- és kollagénrostok vizsgalatara szolgalnak.

A trikrém festéreagensek ,in vitro diagnosztikai felhasznalasra” szolgalnak. Kizardlag professzionalis
hasznélatra. A manualis, kvalitativ eljarasbol nyert adatok segitségével kimutathatok az emberi
szovetmintakban talalhaté izom- és kollagénrostok. Ezek az adatok mas diagnosztikai tesztekkel

és informaciokkal egyutt vizsgalva felhasznalhatok bizonyos daganatok diagnosztizaldsanak és
néhany betegségnél, mint a majzsugorodasnal fellépd kollagénszévet-ndvekedés azonositasanak
elGsegitésére.

A ,trikrom” festékeket elsésorban a kollagén és az izomsz6vet megkilénboztetésére hasznaljak.?
Altaldban nukleéris, kollagén- és citoplazmatikus szinez6anyagokbdl all, melyek pacanyagban
vannak, pl. foszforvolfrdmsavban vagy a foszformolibdénsavban. Térténelmileg az elsé trikrém
rendszert Mallorynak tulajdonitotték.>* Masson és Gomori tovédbbi médositdsokat vezetett be.**

Az itt leirt eljards alapja a Lillie* altal modositott Masson-mddszer, amelyben anilinkéket hasznalunk
kollagénfestékként a z6ld festék helyett. A szbvetmetszeteket Bouin-oldattal kezelik a végs6
szinez6dés fokozasara. A sejtmagokat Weigert-féle vas-hematoxilinnel, a citoplazmat? és az izmokat
pedig Beibrich-féle skarlat-savas fukszinnal festik. A foszforvolframsavval és foszformolibdénsavval
végzett kezelés utan a kollagén anilinkékfestéssel mutathaté ki. A festés utani ecetsavas 6blités
finomabba és attetszGbbé teszi a szindrnyalatokat.> A csomag egy trikrdm festési technikat
tartalmaz a mikrohulldmu sttékben torténd gyors festéshez.7

Reagensek

Biebrich-féle skarlat-savas fukszinoldat (kat. sz. HT151-250ML)
Biebrich skarlat, 0,9%, C.I. 26905, savas fukszin 0,1%, C.I. 42685, ecetsavban, 1,0%.

Foszforvolframsav oldat (kat. sz. HT152-250ML)
Foszforvolframsav, 10%.

Foszformolibdénsav oldat (kat. sz. HT153-250ML)
Foszformolibdénsav, 10%.

Anilinkékoldat (kat. sz. HT154-250ML)
Anilinkék, 2,4%, C.I. 42780 és ecetsav, 2%.

Szlikséges, de nem biztositott kiilénleges anyagok

o Pozitiv kontroll tadrgylemezeket, mint példaul a Trikrém TISSUE-TROL™ (kat. sz. TTR012),
minden kisérletben hasznalni kell

e 1N ecetsav

e Bouin-oldat (kat. sz. HT10132-1L vagy HT101128-4L) pikrinsav, 1%, formaldehid, 9% és
ecetsav, 5%

Csak a standard eljarashoz

e Weigert-féle vas-hematoxilin készlet (kat. sz. HT1079-1SET)

« Weigert-féle vas-hematoxilin oldat, A rész (kat. sz. HT107-500ML), 1%, tanusitott hematoxilin
etanolban

* Weigert-féle vas-hematoxilin oldat, B rész (kat. sz. HT109-500ML), vas-klorid 1,2% (w/v) és
sbsav, 1% (v/v)

Csak mikrohullamos eljarashoz

e Hematoxilinoldat, Gill III (kat. sz. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Scott-féle csapviz-helyettesité koncentratum (kat. sz. S5134)

e Kivetta (mlianyag), szell6z6 fedéllel

o Mikrohullamu siité

Tarolas és stabilitas

A reagenseket szobahémérsékleten (18-26 °C) kell térolni. A reagensek cimkéin szerepel a lejarati

datum. A foszformolibdénsav oldatban csapadék képzédése nem befolydsolja a teljesitményt.

A trikromfest6 oldatot, a Bouin-oldatot, a Weigert-féle vas-hematoxilint, a Trikrom TISSUE-TROL™
oldatot, az ecetsavoldatot és a Scott-féle csapviz-helyettesité koncentratumot és munkaoldatat
szobahémérsékleten (18-26 °C) kell tarolni.

A Biebrich-féle skarlat-savas fukszinoldat, a Bouin-oldat, a Weigert-féle vas-hematoxilin (A és B rész),
a Trichrome TISSUE-TROL™ és a Scott-féle csapviz-helyettesitd koncentratum munkaoldat a lejarati
datumig stabil.

A Weigert-féle vas-hematoxilin munkaoldatot minden hasznalat el6tt frissen kell elkésziteni.
El6készités
Készitse el a foszforvolfrdmsav/foszformolibdénsav munkaoldatot, 1 térfogatrész foszforvolframsav-

torzsoldatot és 1 térfogatrész foszformolibdénsav-térzsoldatot 6sszekeverve 2 térfogatrész ioncserélt
vizzel. Egyszeri hasznalat utén ki kell dobni.

A Biebrich-féle skarldt-sav fukszin, a Bouin-oldat és a Gill III-as hematoxilinoldat készen all a
hasznélatra.

A Weigert-féle vas-hematoxilin oldatot az A és a B oldat egyenl6 térfogatanak 6sszekeverésével
készitheti el.

A Scott-féle csapviz-helyettesitd reagens elkészitéséhez keverjen Gssze 1 rész Scott-féle
csapviz-helyettesité koncentrdtumot 9 rész ioncserélt vizzel.

Készitsen 1%-o0s ecetsavat 8,8 ml 1N ecetsav 41,2 ml vizben torténd higitadsaval.

Ovintézkedések

A készletben talalhaté in vitro diagnosztikai eszk6zoket klinikai laboratoriumi kérnyezetben
térténd in vitro diagnosztikai felhasznaldsra szantak. Ezeket az in vitro diagnosztikai eszk6zoket
csak képzett szakemberek hasznalhatjék. A Sigma-Aldrich in vitro diagnosztikai eszkdzoket olyan
laboratériumi személyzet izemeltetheti, akik képzettek az esetlegesen fert6z6 emberi mintak
kezelésére, mikroszkopok és egyéb laboratériumi berendezések hasznélatdban, valamint kell§
szinérzé | és latdsélességgel rendelkeznek a szinek és egyéb targyak mikroszkdp alatt
torténé megkllonboztetésére.

A laboratériumi reagensek kezelése soran a szokasos Ovintézkedéseket kell kévetni. A hulladékot
a helyi, dllami, tartomanyi vagy nemzeti elGirdsoknak megfeleléen kell &rtalmatlanitani.

A trikrém TISSUE-TROL™ kontroll targylemezeken paraffinba dgyazott, kollagént és izomszovetet
tartalmazé human szévetek talalhatok, amelyeket potencialisan fert6zének kell tekinteni.

Eljaras
Mintavétel
Egyetlen ismert vizsgalati médszer sem nydjt teljes bizonyossagot arra nézve, hogy a vérmintak

vagy sz6vetek nem tovabbitanak fertézést. Ezért minden vérkészitményt vagy szévetmintat
potencialisan fertézének kell tekinteni.

Barmely helyesen régzitett, 5-6 mikronos, paraffinba dgyazott metszet hasznalhaté. Hasznéljon
megfelelé kontroll targylemezeket.

Eljaras

Standard eljaras

1. Deparaffinalja, majd hidratalja ioncserélt vizig a metszeteket.

2. Pacolja a targylemezeket elémelegitett Bouin-oldatban 56 °C-on 15 percig vagy
szobahémérsékleten egy éjszakan at.

3. Hltse le a targylemezeket csapvizzel (18-26 °C) toltétt kivettdban.

4. Mossa folyd csapvizben, hogy eltavolitsa a sarga szint a metszetekrdl.

5. Fesse Weigert-féle vas-hematoxilin munkaoldatban 5 percig.

6. Mossa folyé csapvizben 5 percig.

7. Oblitse le ioncserélt vizzel.

8. Fesse Biebrich-féle skarlat-savas fukszinban 5 percig.

9. Oblitse le ioncserélt vizzel.

10. Helyezze a targylemezeket 5 percre foszforvolframsav/foszformolibdénsav munkaoldatba.
11. Helyezze a targylemezeket anilinkék oldatba 5 percre.

12. Helyezze a targylemezeket 1%-0s ecetsavba 2 percre. Ontse ki az oldatot.

13. Oblitse le a targylemezeket, dehidratélja alkohollal, deritse xilolban és fedje le.
Mikrohullamos eljaras

1. Deparaffinalja, majd hidratalja ioncserélt vizig a metszeteket.

2. Helyezze a targylemezeket miianyag kiivettaba, 40 ml Bouin-oldatba. Miel6tt behelyezné
a mikrohulldmu sutébe, lazan fedje le a kivettat a fedelével, vagy hasznéljon a fedelekbe furt
lyukakkal elldtott kivettakat.

3. Melegitse mikrohullamu siitében 600 watton 25 masodpercig. Ovatosan keverje 6ssze
az oldatot transzferpipettaval vagy applikatorpalcaval, majd inkubdlja a targylemezeket
Bouin-oldatban 5 percig elszivofiilke alatt vagy jol szell6z6 helyen.

4. Oblitse a targylemezeket foly6 csapvizben, amig a sarga szin el nem tdnik.

5. Helyezze a targylemezeket miianyag kivettaba, 40 ml Gill III-as hematoxilinoldatba.

6. Melegitse mikrohulldmu stt6ben 800 watton 5 masodpercig.

7. Alaposan oblitse le folyé csapvizben 30 masodperc és 1 perc kozotti ideig.

8. Kékitse Scott-féle csapviz-helyettesité munkaoldatban szobahémérsékleten.

9. Alaposan oblitse le foly6 csapvizzel.

10. Helyezze a targylemezeket miianyag kivettaba, 40 ml Biebrich-féle skarlat-savas fukszinoldatba.
11. Melegitse mikrohulldmu siitében 600 watton 20 masodpercig. Ovatosan keverje dssze
transzferpipettaval vagy applikatorpélcaval. Inkubélja 2 percig.

12. Tobbszor valtott ioncserélt vizben gyorsan 6blitse le.

13. Helyezze a targylemezeket mianyag kivettaba, 40 ml foszforvolframsav/foszformolibdénsav
oldatba.

14. Melegitse mikrohullamu sit6ben 600 watton 20 masodpercig. Azonnal tavolitsa el
a targylemezeket, és 6blitse tébbszor valtott ioncserélt vizben.

15. Helyezze a targylemezeket mlianyag kiivettaba, 40 ml anilinkék oldatba.

16. Melegitse mikrohullamd siitében 600 watton 15 masodpercig. Ovatosan keverje 6ssze
transzferpipettdval vagy applikatorpélcaval. Inkubdlja 1 percig.

17. Alaposan 6blitse le ioncserélt vizzel.

18. Helyezze a targylemezeket 1%-0s ecetsavba 30 masodperc és 1 perc kozotti idétartamra
szobahdmérsékleten.

19. Oblitse le a targylemezeket, dehidratélja alkohollal, deritse és fedje le fedSlemezzel.

Teljesitményjellemzok

Célstruktiara Festési eredmény

Sejtmagok Fekete, ha Weigert-féle vas-hematoxilint hasznalt.
Kék, ha Gill III-as hematoxilinoldatot hasznalt.
Citoplazma Piros
Izomrostok Piros
Kollagén Kék

Ha a megfigyelt eredmények eltérnek a vart eredményektdl, kérjik, forduljon a Sigma-Aldrich
muszaki szolgalatahoz segitségért.

Analitikai teljesitményjellemzok

Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemz6i az 6sszes célstruktiran vizsgalva 100% érzékenységet,
specificitast és ismételhetéséget igazoltak.

Kat. sz. Termékleiras cel Teszten Teszten Tesztek Tesztek
beliili beliili kozotti kozotti
specificitds érzékenység specificitds érzékenység
Biebrich-
HT151 féle skarlat- Kollagén 3/3 3/3 3/3 3/3
savas fukszinoldat
Izom 3/3 3/3 3/3 3/3
Citoplazma 3/3 3/3 3/3 3/3
Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
HT152  Foszforvolfrdmsav Kollagén 3/3 3/3 3/3 3/3
Izom 3/3 3/3 3/3 3/3
Citoplazma 3/3 3/3 3/3 3/3

Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
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Kat. sz. Termékleiras cél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
beliili beliili kozotti kozotti
specificitds érzékenység specificitas érzékenység
HT153 Foszformolibdénsav ~ Kollagén 3/3 3/3 3/3 3/3
Izom 3/3 3/3 3/3 3/3
Citoplazma 3/3 3/3 3/3 3/3
Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3
HT154 Anilinkékoldat Kollagén 3/3 3/3 3/3 3/3
Izom 3/3 3/3 3/3 3/3
Citoplazma 3/3 3/3 3/3 3/3
Sejtmagok 3/3 3/3 3/3 3/3

Figyelmeztetések és veszélyek

A frissitett kockazati, veszélyességi és biztonsagi informaciokért olvassa el a biztonsagi adatlapot és a
termék cimkézését.

HT15:
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H272: Fokozhatja a tiiz intenzitasat; oxidald hatasu.
H314: Sllyos égési sériilést és szemkarosodast okoz.
H412: Artalmas a vizi él6vildgra, hosszan tarté karosodast okoz.

P210: HG6t6, forrd feltletektdl, szikratdl, nyilt langtdl és mas gyujtoforrastdl tavol tartandd. Tilos a
dohanyzas.

P220: Ruhatol és egyéb gyulékony anyagoktdl tavol tartandd. Kerilni kell az anyagnak a
kérnyezetbe valo kijutasat.

P280: VédGkeszty(i/védbruha/szemvéds/arcvédd hasznélata kotelezd.

P303 + P361+ P353: HA BORRE (vagy hajra) KERUL: Az Gsszes szennyezett ruhadarabot azonnal le
kell vetni. A bért le kell ébliteni vizzel.

P305 + P351 + P338: SZEMBE KERULES ESETEN: Ovatos 6blités vizzel tobb percen kereszttl. Adott
esetben a kontaktlencsék eltavolitdsa, ha konnyen megoldhatd. Az 6blités folytatasa.
Ha az eszk6z hasznalata soran vagy annak hasznalata kovetkeztében sulyos
baleset tortént, kérjiik, jelentse azt a gyarténak és/vagy meghatalmazott
képvisel6jének és a helyi nemzeti hatésagnak.

Jelmagyarazat
Az EN ISO 15223-1:2021 szabvanyban meghatarozott jelek

“ Gyartd
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Gyartasi tétel kodja

Meghatalmazott képvisel az Az Eurdpai Unié megfelel8ségi
C€ nyilatkozata (az IVDR 2017/746
Eurdpai Unidban meghatarozasa szerint)

In vitro diagnosztikai

Felhasznalhato orvostechnikai eszk6z

Hémérsékleti hatdrértékek Vigyazat!
& Gyartasi datum % Importér
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p 61
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St. Louis, (MO), 1980

4. Lillie RD: Further experiments with the Masson trichrome modification of Mallory’s connective

tissue stain. Stain Technol 15:17, 1940
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Elérhetéségek

Megrendelés leaddsahoz latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com. Miiszaki segitségért |atogasson
el weboldalunkra: SigmaAldrich.com/techservice.
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Frissitett hivatkozasok. Figyelmeztetések és veszélyek hozzdadasa.
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Navod k pouziti

Trichromova barviva (Masson)
Postup €. HT15

Ce SiGhMa

Uréené pouziti

Trichromové barviva (podle Massona) jsou uréena pro studium pojivové tkané, svald

a kolagenovych vlaken. Trichromové barvici ¢inidla jsou uréena pro ,diagnostické pouziti

in vitro®. Pouze pro profesionalni pouZiti. Udaje ziskané z tohoto manudlniho kvalitativniho postupu
prokazuji svalové a kolagenové vldkna ve vzorcich tkani z lidskych vzorkd. Tyto Gdaje mohou byt
pFi prezkoumani spolecné s dalsimi diagnostickymi testy a informacemi pouZity jako pomtcka pfi
diagnostice urcitych nadorl a identifikaci zesileni kolagenni tkané u nemoci, jako je cirhdza jater.

JTrichromové" smési barviv se pouzivaji pfedevsim pro rozlieni kolagenu od svalové tkané.?
Obecné se skladaji z jadrovych, kolagennich a cytoplazmatickych barviv v mofidlech, jako jsou
kyseliny fosfowolframova nebo fosfomolybdenova. Historicky byl prvni trichromovy systém pfipsan
Mallorymu.?# Dal$i Upravy byly zavedeny Massonem a Gomorim.** Postup zde popsany je zalozeny
na praci Massona jak byla modifikovéna Lilliem* s pouzitim anilinové modfi jako barviva kolagenu
namisto zeleného barviva. Tkanové fezy jsou osetfeny Bouinovym roztokem pro zintenzivnéni
konecného zbarveni. Jadra se barvi Weigertovym Zelezitym hematoxylinem a cytoplazma?

a svaly jsou pak barveny Beibrichovym Sarlatem-kyselym fuchsinem. Po oSetfeni kyselinou
fosfowolframovou a kyselinou fosfomolybdenovou je kolagen prokazan zabarvenim anilinovou
modfi. Proplachnuti v kyseliné octové po barveni ¢ini odstiny barev jemnéjsimi a transparentnimi.
Je pouzita trichromova barvici technika pro rychlé barveni v mikrovinnych troubach.®”

Cinidla
Roztok Biebrichova Sarlatu-kyselého fuchsinu (kat. ¢. HT151-250ML)
Biebrichlv $arlat, 0,9%, C.I. 26905, kysely fuchsin 0,1%, C.I 42685, v kyselin& octové, 1,0%.

Roztok kyseliny fosfowolframové (kat. ¢. HT152-250ML)
Kyselina fosfowolframova, 10%.

Roztok kyseliny fosfomolybdenové (kat. ¢. HT153-250ML)
Kyselina fosfomolybdenova, 10%.

Roztok anilinové modfFi (kat. ¢. HT154-250ML)
Anilinova modf, 2,4%, C.I. 42780 a kyselina octova, 2%.

Potfebné specidlni materidly, které nejsou soucasti dodavky

* Pozitivni kontrolni preparaty, jako je Trichrome TISSUE-TROL™ (kat. ¢. TTR012) by mély byt
zafazeny v kazdé zkousce

e Kyselina octova 1N

o Bouinllv roztok (kat. ¢. HT10132-1L nebo HT101128-4L) kyselina pikrova, 1%, formaldehyd,
9% a kyselina octova, 5%

Pouze pro standardni postup

* Sada Weigertova Zelezitého hematoxylinu (kat. ¢. HT1079-1SET)

o Weigertlv roztok zelezitého hematoxylinu, ¢ast A (kat. ¢. HT107-500ML), 1% certifikovany
hematoxylin v ethanolu

o Weigertllv roztok Zelezitého hematoxylinu, ¢ast B (kat. ¢. HT109-500ML), chlorid zelezity
1,2% (m/V) a kyselina chlorovodikova, 1% (V/V)

Pouze pro mikrovinny postup

e Roztok hematoxylinu podle Gilla ¢. 3 (kat.¢. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Scottlv koncentrat nahrazky vodovodni vody (kat. ¢. S5134)

* Coplinova nadoba (plastovd) s odvétravacim vickem

* Mikrovinna trouba

Skladovani a stabilita
V$echna cinidla se skladuji pfi pokojové teploté (18-26 °C). Na stitcich ¢inidel je uvedeno datum
spotreby. Tvorba srazeniny u roztoku kyseliny fosfomolybdenové nema vliv na jeho funkci.

Roztoky trichromové smési barviv, Bouinllv roztok, Weigertliv Zelezity hematoxylin, Trichrome
TISSUE-TROL™, roztok kyseliny octové a Scottlv koncentrat a pracovni roztok nahrazky vodovodni
vody by mély byt skladovany pfi pokojové teploté (18-26 °C).

Roztok Biebrichova $arlatu-kyselého fuchsinu, Bouinllv roztok, Weigertllv Zelezity hematoxylin
(&asti A a B), Trichrome TISSUE-TROL™ a Scottliv koncentrat a pracovni roztok nahrazky vodovodni
vody jsou stabilni do data spotfeby.

Pracovni roztok Weigertova Zelezitého hematoxylinu by mél byt pfipraven Cerstvy pro kazdé pouZiti.
Pfiprava
PFipravte pracovni roztok kyseliny fosfowolframové/fosfomolybdenové smichanim 1 objemu roztoku

kyseliny fosfowolframové a 1 objemu roztoku kyseliny fosfomolybdenové se 2 objemy deionizované
vody. Po jednom pouziti zlikvidujte.

Biebrichlv Sarlat-kysely fuchsin, Bouinllv roztok a Gilldv roztok hematoxylinu, Gill &. 3 jsou
pripraveny k pouziti.

Weigert{v roztok Zelezitého hematoxylinu se pFipravuje smichanim stejnych &asti roztoku A
a roztoku B.

Scottova ndhrazka vodovodni vody se pfipravuje zfedénim 1 dilu Scottova koncentratu nédhrazky
vodovodni vody 9 dily deionizované vody.

Pripravte 1% kyselinu octovou zfedénim 8,8 ml 1N kyseliny octové 41,2 ml vody.

Bezpecnostni opatfeni
Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro obsazené v této soupravé jsou uréeny pro
diagnostické pouziti in vitro v klinickém laboratornim prostfedi. Tyto diagnostické zdravotnické
prostfedky in vitro jsou urceny pouze pro profesionalni pouziti kvalifikovanym personalem.
Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro Sigma-Aldrich mohou byt pouZzivany laboratornimi
pracovniky, ktefi jsou vyskoleni k manipulaci s lidskymi vzorky, které mohou byt infekéni,

k pouzivani mikroskopd a jiného laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou
dostateéné pro rozli$eni barev a réiznych objektd pod mikroskopem.

PFi zachazeni s laboratornimi ¢inidly dodrZzujte béZzna bezpeénostni opatfeni. Odpad zlikvidujte podle
vdech mistnich, regionélnich ¢ narodnich predpisd.

Kontrolni preparaty Trichrome TISSUE-TROL™ jsou vzorky lidské tkané s obsahem kolagenu
a svalové tkané zalité v parafinu, které by mély byt povazovany za potencidlné infekéni.

Postup

Odbér vzorkd

Z4dna zndméa zkudebni metoda neméze nabidnout naprosté ujisténi, ze vzorky krve nebo tkané
nebudou zdrojem infekce. VSechny krevni derivaty nebo vzorky tkani je proto nutné povazovat za
potencialné infekéni.

Lze pouzit jakykoli dobFe fixovany parafinovy Fez o tloustce 5-6 mikron{. Zafadte vhodné kontrolni
preparaty.

Postup

Standardni postup

1. Odparafinujte sklicka a hydratujte je pomoci deionizované vody.

2. Provedte mofeni v pfedehfatém Bouinové roztoku pfi 56 °C po dobu 15 minut nebo pFi

pokojové teploté pres noc.

3. Ochladte sklicka ve vodovodni vodé (18-26 °C) obsazené v Coplinové nadobé.

4. Promyijte v tekouci vodovodni vodé a odstrafite tak Zlutou barvu z fez{.

5. Provedte barveni v pracovnim roztoku Weigertova zelezitého hematoxylinu po dobu 5 minut.
6. Vymyvejte v tekouci vodovodni vodé po dobu 5 minut.

7. Proplachnéte v deionizované vodé.

8. Barvéte v Biebrichové Sarlatu-kyselém fuchsinu po dobu 5 minut.

9. Proplachnéte v deionizované vodé.

10. Vlozte skli¢ka do pracovniho roztoku kyseliny fosfowolframové/fosfomolybdenové na 5 minut.
11. Vlozte sklicka do roztoku anilinové modri na 5 minut.

12. Vlozte sklicka do 1% kyseliny octové po dobu 2 minut. Roztok zlikvidujte.

13. Oplachnéte sklicka, dehydratujte pfes alkohol, projasnéte v xylenu a zamontujte.

Mikrovinny postup

1. Odparafinujte sklicka a hydratujte je pomoci deionizované vody.

2. Vlozte skli¢ka do 40 ml Bouinova roztoku obsazeného v plastové Coplinové nadobé. Pred
vlozenim do mikrovinné trouby volné zakryjte Coplinovy nadoby vi¢ky nebo pouzijte Coplinovy
nadoby s otvory vyvrtanymi do vicek.

3. Provedte mikrovinny ohfev pti 600 wattech po dobu 25 sekund. Jemné promichejte roztok
pipetou Beral nebo aplikaéni ty¢inkou, inkubujte sklitka v zahfatém Bouinové roztoku 5 minut
v digestofi nebo v dobfe vétraném prostoru.

4. Proplachujte sklicka tekouci vodou z vodovodu, dokud nezmizi zluta barva.

5. Vlozte sklicka do 40 ml roztoku hematoxylinu Gill ¢. 3 umisténého v plastové Coplinové
nadobé.

6. Provedte mikrovinny ohfev pfi 800 wattech po dobu 5 sekund.

7. Dobre proplachujte ve vodé z vodovodu po dobu 30 sekund aZ 1 minuty.

8. Modrete ve Scottové nahrazce vodovodni vody pfi pokojové teploté.

9. Dobre proplachnéte tekouci vodou z vodovodu.

10. Vlozte sklicka do 40 ml roztoku Biebrichova $arlatu-kyselého fuchsinu obsazeného v plastové
Coplinové nadobé.

11. Provedte mikrovinny ohfev pfi 600 wattech po dobu 20 sekund. Jemné promichejte pipetou
Beral nebo aplikaéni tyéinkou. Nechte inkubovat 2 minuty.

12. Proplachnéte rychle nékolika vyménami deionizované vody.

13. Vlozte sklicka do 40 ml roztoku kyseliny fosfowolframové-fosfomolybdenové obsazené v
plastové Coplinové nadobé.

14. Provedte mikrovinny ohfev pfi 600 wattech po dobu 20 sekund. Ihned sklicka vyjméte a
proplachnéte nékolika vyménami deionizované vody.

15. Vlozte sklicka do 40 ml roztoku anilinové modFi obsazeného v plastové Coplinové nadobé.

16. Provedte mikrovinny ohfev pfi 600 wattech po dobu 15 sekund. Jemné promichejte roztok
pipetou Beral nebo aplikacni tycinkou. Nechte inkubovat 1 minutu.

17. Dobfe proplachnéte v deionizované vodé.

18. Vlozte sklicka do 1% kyseliny octové na 30 sekund az 1 minutu pfi pokojové teploté.

19. Proplachnéte sklitka, dehydratujte pres alkohol, oistéte a opatrete krycim sklickem.

Pracovni charakteristiky

Cilova struktura Vysledek barveni
Jadra Cernd, pokud je pouzit Weigerttlv Zelezity
hematoxylin. Modra, pokud je pouzit roztok
hematoxylinu Gill . 3.

Cytoplazma Cervena
Svalova vldkna Cervend
Kolagen Modra

Pokud se pozorované vysledky lidi od ocekavanych vysledk, obratte se na technicky servis
spolec¢nosti Sigma-Aldrich.
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Analytické pracovni charakteristiky Historie revizi
Analytické vysledky danych testll provedenych na vsech cilovych strukturdch potvrzuji 100% citlivost,
specifiénost a opakovatelnost. Rev. 4.0 2016
. . . ey _— . . Rev. 5.0 2022
Kat. ¢. Popis Cil Specifi¢nost Citlivost Specifi¢nost Citlivost
produktu v ramci v ramci mezi testy mezi testy Rev. 6.0 2022
testu testu
Roztok Biebrichova PFe’nesr_enovdo pové éap_lgny s aktlﬂélnim’znaéenim. ’Uréveno pro prlofesivonélm' pguijtl’
HT151  Zarlatu-kyselého Kolagen 323 323 32e3 323 v ramci uréeného pouziti a bezpecnostnich opatieni. Pfresunuti ndpovédy k urceni
fuchsinu diagndzy do urc¢eného pouziti. Revidované urcené pouziti k dosazeni souladu s pokyny
Svalovina 3763 3763 37e3 32¢3 IVDR. Akltl_JaIizovany bezpeéngstnl’ list materiévlu k bezpec‘:nostni[nu Iistu.eAktuaIionané
kontaktni informace. Odstranén pokyn k dodrzeni CLSI pro odbér vzorku. Odstranéna
Cytoplazma 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 norma EN 980 a zm&n&na na normu EN ISO 15223-1:2021 pro symboly. PFidany
Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 kontaktni informace pro pfipad nezadouci udalosti. Aktualizované reference. Pfidana
HT152 f';‘;fzgg,tl‘;ryasﬂgyé Kolagen 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3 varovani a rizika.
Svalovina 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Cytoplazma 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
HT153 foi?éfﬁﬁl'y‘gii'r'.ﬂi ¢ Kolagen 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Svalovina 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Cytoplazma 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
HT154 Rozto;gg;liinové Kolagen 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Svalovina 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Cytoplazma 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Jadra 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3

Varovani a rizika

Aktualni informace o rizicich, nebezpecich a bezpecnosti si prectéte v bezpec¢nostnim listu a na oznaceni
vyrobku.

HT15:

& &

H272: Mze zesilit oher; oxidaéni ¢inidlo.
H314: zplsobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oi.
H412: Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi Géinky.

P210: Uchovéavejte mimo dosah tepla, horkych povrchi, jisker, otevieného ohné a jinych zdrojd
vzniceni. Zakaz koureni.

P220: Uchovéavejte mimo dosah odévi a jinych hoflavych materidl. Zabrafite uvolfiovani do
Zivotniho prostredi.

P280: Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranu oci / ochranu obli¢eje.

P303 + P361+ P353: PRI STYKU S KUZI (nebo vlasy): Okamzité si sviéknéte véechny
kontaminované odévy. Oplachnéte pokozku vodou.

P305 + P351 + P338: PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou. Vyjméte

kontaktni ¢ocky, pokud jsou nasazené a daji se snadno vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.
Pokud béhem pouzivani tohoto prostiedku nebo v disledku jeho pouzivani doslo
k zadvazné nezadouci pFihodé, nahlaste to vyrobci a/nebo jeho autorizovanému
zastupci a vasemu narodnimu Gfadu.

Definice symbolii
Symboly definované v normé EN ISO 15223-1:2021

“ Vyrobce

Katalogové ¢islo

Kod Sarze

Prectéte si Navod k pouziti

Prohlaseni o shodé s predpisy

(1)
Autorizovany zastupce v Evropském c € Evropskeé unie (podle definice v
%
4

spolecenstvi / Evropské unii IVDR 2017/746)

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotieby prostfedek in vitro

Teplotni limit Upozornéni

Dovozce

@ Datum vyroby
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Bruksanvisning

Trichrome-fargemidler (Masson)
Prosedyrenr. HT15

MILIPORR
SiGhMa

q3

Tiltenkt bruk

Trichrome-fargemidler (Masson) er beregnet for bruk i studiet av bindevev, muskel- og kollagenfibre.
Trichrome-fargemiddelreagenser er for "In-vitro-diagnostisk bruk". Kun for profesjonell bruk. Dataene
hentet fra denne h&ndboken, kvalitativ prosedyre p&viser muskel- og kollagenfibre i vevsprgver
fra humane prover. N3r disse dataene vurderes i forbindelse med andre diagnostiske tester og
informasjon, kan de brukes som en hjelp til diagnostisering av visse tumorer og identifisere
gkninger i kollagent vev ved sykdommer som cirrhose i leveren.

"Trikrom"-farger brukes forst og fremst for 8 skille kollagen fra muskelvev.2 Generelt bestar de av
kjerne-, kollagen- og cytoplasmafargestoffer i beiser som fosforwolframsyre eller fosformolybdinsyre.
Historisk sett ble det fgrste trikromsystemet tilskrevet Mallory.>* Ytterligere modifikasjoner ble
introdusert av Masson og Gomori.*5 Prosedyren beskrevet her er basert pg arbeidet til Masson,
som modifisert av Lillie* ved & bruke anilinbldtt som kollagenfargestoff i stedet for et grent
fargestoff. Vevssnitt behandles med Bouins Igsning for 8 intensivere den endelige fargen. Kjerner
farges med Weigerts jernhematoksylin, og cytoplasma?, og deretter farges muskler med Beibrich
skarlagensrgd-syrefuksin. Etter behandling med fosforwolframsyre og fosformolybdinsyre pavises
kollagen ved farging med anilinbltt. Skylling i eddiksyre etter farging gjor fargenyansene

mer delikate og gjennomsiktige.® Inkludert er en trikrom-fargingsteknikk for rask farging i
mikrobglgeovner.5-7

Reagenser

Biebrich skarlagensrgd-syrefuksinlgsning (kat.nr. HT151-250ML)
Biebrich skarlagensrgd, 0,9 %, C.I. 26905, syrefuksin 0,1 %, C.I. 42685, i eddiksyre, 1,0 %.

Fosforwolframsyrelgsning (kat.nr. HT152-250ML)
Fosforwolframsyre, 10 %.

Fosforwolframsyrelgsning (kat.nr. HT153-250ML)
Fosformolybdinsyre, 10 %

Anilinblatt-Igsning (kat.nr. HT154-250ML)
Anilinblgtt, 2,4 %, C.I. 42780 og eddiksyre, 2 %.

Spesielle materialer som er ngdvendige, men som ikke fglger med

¢ Positive kontrollglass, som Trichrome TISSUE-TROL™ (kat.nr. TTR012), skal inkluderes i hver
kjoring

e 1N Eddiksyre

e Bouins Igsning (kat. nr. HT10132-1L eller HT101128-4L) pikrinsyre, 1 %, formaldehyd, 9 % og
eddiksyre, 5 %

Kun for standardprosedyre

e Weigerts jernhematoksylinsett (kat.nr. HT1079-1SET)

¢ Weigerts jernhematoksylinlgsning, del A (kat.nr. HT107-500ML), 1 % sertifisert hematoksylin i etanol

e Weigerts jernhematoksylinlgsning, del B (kat.nr. HT109-500ML) jernklorid 1,2 % (vekt/volum)
og saltsyre, 1 % (volum/volum)

Kun for mikrobglgeprosedyrer

¢ Hematoksylinlgsning, Gill nr. 3 (kat.nr. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Scotts springvannsubstitutt-konsentrat (kat.nr. S5134)

e Coplin-krukke (plast) med ventilert lokk

¢ Mikrobglgeovn

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar reagensene ved romtemperatur (18-26 °C). Reagensetiketter har utlgpsdato. Dannelse

av bunnfall i fosformolybdinsyrelgsning pévirker ikke ytelsen.

Trichrome-fargemiddellgsninger, Bouins Igsning, Weigerts jernhematoksylin, Trichrome TISSUE-TROL™,
eddiksyrelgsning og Scotts springvannsubstituttkonsentrat og arbeidslgsning skal oppbevares ved
romtemperatur (18-26 °C).

Biebrich skarlagensrgd-syrefuksin-lgsning, Bouins Igsning, Weigerts jernhematoksylin (del A og B),
Trichrome TISSUE-TROL™ og Scotts springvannsubstituttkonsentrat og arbeidslgsning er stabile
frem til utlgpsdatoen.

Weigerts jernhematoksylin-arbeidslgsning skal klargjgres fersk for hvert bruk.
Klargjgring
Klargjer fosforwolfram-/fosformolybdensyre-arbeidslgsning ved & blande 1 volum

fosforwolframsyrelgsning og 1 volum fosformolybdensyrelgsning med 2 volumer avionisert vann.
Kast etter én gangs bruk.

Biebrich skarlagensrgd-syrefuksin, Bouins lgsning, og Gills hematoksylinlgsning, Gill nr. 3, er klare
til bruk.

Weigerts jernhematoksylinlgsning klargjgres ved 8 blande like deler av Igsning A og lgsning B.

Scotts springvannsubstitutt klargjeres ved 8 blande 1 del Scotts springvannsubstitutt med 9 deler
avionisert vann.

Klargjer 1 % eddiksyre ved & fortynne 8,8 ml 1N eddiksyre med 41,2 ml vann.

Forsiktighetsregler
IVD-ene inkludert i dette settet er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk i et klinisk laboratoriemilja.
Disse IVD-ene er kun for profesjonell bruk av kvalifisert personell. IVD-er fra Sigma-Aldrich

kan betjenes av laboratoriepersonell med oppleering i 8 hdndtere humane prgver som kan vaere
smittefarlige, bruke mikroskoper og annet laboratorieutstyr og ha tilstrekkelig fargeoppfatning og
synsskarphet for 3 skille farger og andre gjenstander under et mikroskop.

Vanlige forholdsregler ved handtering av laboratoriereagenser skal folges. Kast avfall i henhold til
lokale, statlige eller nasjonale forskrifter.

Trichrome TISSUE-TROL™-kontrollglass er parafininnstgpt humant vev som inneholder kollagen og
muskelvev, og skal betraktes som potensielt smittefarlig.

Prosedyre

Prgveinnhenting

Ingen kjente testmetoder kan fullt ut garantere at blodprgver eller vev ikke vil overfgre infeksjon.
Derfor skal alle blodderivater eller vevsprgver betraktes som potensielt smittefarlige.

Et hvilket som helst godt fiksert parafinsnitt kuttet ved 5-6 mikron eller mindre kan brukes. Ta med
egnede kontrollglass.

Prosedyre

Standardprosedyre

1. Avparafiniser objektglassene og hydrer til avionisert vann.

Beis i forvarmet Bouins Igsning ved 56 °C i 15 minutter eller ved romtemperatur over natten.

3. Avkjol objektglassene i springvann (18-26 °C) i en Coplin-krukke.

4. Vask i rennende springvann for & fjerne gul farge fra snittene.

5. Farg i Weigerts jernhematoksylinlgsning i 5 minutter.

6. Vask i rennende springvann i 5 minutter.

7. Skylli avionisert vann.

8. Farg i Biebrich skarlagensrgd-syrefuksin i 5 minutter.

9. Skyll i avionisert vann.

10. Plasser objektglassene i fosforwolfram-/fosformolybdensyre-arbeidslgsning i 5 minutter.
11. Plasser objektglassene i anilinbldttlgsning i 5 minutter.

12. Plasser objektglassene i eddiksyre, 1 %, i 2 minutter. Kast Igsningen.

13. Skyll objektglassene, dehydrer gjennom alkohol, klarne dem i xylen og monter dem.
Mikrobglgeprosedyre

1. Avparafiniser objektglassene og hydrer til avionisert vann.

2. Plasser objektglassene i 40 ml Bouins Igsning i en Coplin-krukke av plast. Dekk Coplin-krukkene

lgst med lokk for de settes i mikrobglgeovnen, eller bruk Coplin-krukker med hull i lokket.

3. Kjor i mikrobglgeovn ved 600 watt i 25 sekunder. Bland Igsningen forsiktig med beralpipette
eller applikatorpinne, og inkuber deretter i oppvarmet Bouins Igsning i 5 minutter i et
avtrekksskap eller godt ventilert omrade.

Skyll objektglassene i rennende springvann til den gule fargen forsvinner.

Plasser objektglassene i 40 ml hematoksylinlgsning, Gill nr. 3, i en Coplin-krukke av plast.

Kjgr i mikrobglgeovn pd 800 watt i 5 sekunder.

Skyll godt i rennende springvann i 30 sekunder til 1 minutt.

Farg bl&tt i Scotts springvannsubstitutt-arbeidslgsning ved romtemperatur.

Skyll godt i rennende springvann.

10. Plasser objektglassene i 40 ml Biebrich skarlagensrgd-syrefuksinlgsning i en Coplin-krukke
av plast.

11. Kjor i mikrobglgeovn ved 600 watt i 20 sekunder. Bland forsiktig med en beralpipette eller
applikatorpinne. La inklubere i 2 minutter.

12. Skyll raskt i flere skift med avionisert vann.

13. Plasser objektglassene i 40 ml fosforwolfram-fosformolybdensyrelgsning i en Coplin-krukke
av plast.

14. Kjgr i mikrobglgeovn ved 600 watt i 20 sekunder. Fjern objektglassene umiddelbart og skyll
i flere skift med avionisert vann.

15. Plasser objektglassene i 40 ml anilinbldttlasning i en Coplin-krukke av plast.

16. Kjor i mikrobglgeovn p& 600 watt i 15 sekunder. Bland forsiktig med en beralpipette eller
applikatorpinne. La den inkubere i 1 minutt.

17. Skyll godt i avionisert vann.

18. Plasser objektglassene i 1 % eddiksyre i 30 sekunder til 1 minutt ved romtemperatur.

19. Skyll objektglassene, dehydrer gjennom alkohol, klarne dem og legg pd et dekkglass.

Ytelsesegenskaper

VNGO LU A

Malstruktur Fargingsresultat
Kjerner Svart, hvis Weigerts jernhematoksylin brukes.
BI8, hvis hematoksylinlgsning, Gill nr. 3 brukes.
Cytoplasma Rgd
Muskelfibre Rgd
Kollagen BI&

Hvis de observerte resultatene avviker fra de forventede resultatene, skal du kontakte Sigma-Aldrichs
tekniske service for 8 fa hjelp.

Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt pa alle malstrukturer bekrefter 100 %
folsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.

Kat. Produktbeskri- Mal Intra-assay Intra-assay Intra-assay Intra-assay
nr. velse spesifisitet foglsomhet spesifisitet folsomhet
HT151 Bie;’;lf‘hsiﬁf;rs'ﬁ;’;dd Kollagen 3av3 3av3 3av3 3av3
Muskel 3av3 3av3 3av3 3av3
Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3
Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3
HT152  Fosfotsyrelgsning Kollagen 3av3 3av3 3av3 3av3
Muskel 3av3 3av3 3av3 3av3
Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3
Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3
HT153 FOSfOT;slﬁ?:;tsyre' Kollagen 3av3 3av3 3av3 3av3
Muskel 3av3 3av3 3av3 3av3
Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3

Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3
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Kat. Produktbeskri- Mal Intra-assay Intra-assay Intra-assay Intra-assay
nr. velse spesifisitet fglsomhet spesifisitet fglsomhet
HT154  Anilinblg lgsning Kollagen 3av3 3av3 3av3 3av3
Muskel 3av3 3av3 3av3 3av3
Cytoplasma 3av3 3av3 3av3 3av3
Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3

Advarsler og farer
Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon.

HT15:

& &

H272: Kan forsterke brannen; oksidasjonsmiddel.
H314: Gir alvorlige hudbrannskader og gyeskader.
H412: Skadelig for plankton med langvarige effekter.

P210: Skal holdes unna varme, varme overflater, gnister, pen ild og andre antennelseskilder.
Reyking forbudt.

P220: M3 holdes unna klzer og andre brennbare materialer. Unngd utslipp i miljget.
P280: Bruk vernehansker/verneklzer/vernebriller/ansiktsvern.

P303 + P361+ P353: VED PRFGRING PA HUDEN (eller hdret): Ta umiddelbart av alle forurensede
klzer. Skyll huden med vann.

P305 + P351 + P338: VED PAFGRING I @YNE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern
kontaktlinser, hvis de er tilgjengelige og det er enkelt & gjgre. Fortsett & skylle.
Hvis det har oppstatt en alvorlig hendelse under eller som fglge av bruk av
denne enheten, skal den rapporteres til produsenten og/eller dens autoriserte
representant og til din nasjonale myndighet.

Symboldefinisjoner
Symboler som definert i EN ISO 15223-1:2021

“ Produsent

Katalognummer

Se bruksanvisningen Batchkode

[l
europeicke ollesskap/EU C€
2
4 A

EU-samsvarserklzering
(definert i IVDR 2017/746)

Brukes innen-dato

In-vitro-diagnostisk medisinsk utstyr

Temperaturgrense Forsiktig

@ Produksjonsdato @

Referanser

1. Carson FL: Histotechnology: A Self Instructional Text, ASCP Press, Chicago, IL, 1990, s. 134

2. Conn’s Biological Stains, 10. utg., RW Horobin and JA Kiernan, Editors, Taylor & Francis, NY, 2002,
s. 61

3. Theory and Practice of Histotechnology, Edited by DC Sheehan and BB Hrapchak, 2. utg., Mosby,
St. Louis, (MO), 1980

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

5. Gomori G: A rapid one-step trichrome stain. Am J Clin Pathol 10:661, 1950

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

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

8. \Valle S: Special stains in the microwave oven. J Histotechnol 9:237, 1986

Kontaktinformasjon

Besgk nettstedet vart p& SigmaAldrich.com for & legge inn en bestilling. For teknisk service, besgk siden
for tekniske tjenester pd nettstedet vart pd SigmaAldrich.com/techservice.
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Sigma-Aldrich.

Kullanma Talimati

Trikrom Boyalar (Masson)
Prosedir No. HT15

Ce SiGhMa

Kullanim Amaci

Trikrom Boyalarin (Masson) bag dokusu, kas ve kolajen liflerinin incelenmesinde kullanimi amaglanir.
Trikrom Boya reaktifleri "in Vitro Tani Amagli Kullanim" igindir. Yalnizca profesyonel kullanim igindir.
Bu manuel kalitatif prosediirden elde edilen veriler, insan numunelerinin doku 6rneklerinde kas ve
kolajen liflerini gésterir. Bu veriler, diger tani testleri ve bilgilerle birlikte gézden gegirildiginde belirli
tumorlerin ve karacigerde siroz gibi hastaliklarda kolajen doku artisinin tanisina yardimei olarak
kullanilabilir.

"Trikrom" boyalar ana olarak kolajeni kas dokusundan ayirt etmek igin kullanilir.? Genel olarak,
fosfotungstik veya fosfomolibdik asit gibi mordanlardaki niikleer, kolajen ve sitoplazmik
boyalardan olusurlar. Tarihsel olarak, ilk trikrom sistemi Mallory'ye atfedilir.>* Masson ve Gomori
tarafindan ek degisiklikler yapiimistir.#> Burada agiklanan prosediir, Masson'un galismasinda
Lillie'nin* modifikasyonlarini temel alir ve prosediirde yesil boya yerine kolajen boyasi olarak anilin
mavi kullanilir. Doku kesitleri, son renklenmeyi yogunlastirmak igin Bouin soltsyonu ile islenir.
Cekirdekler Weigert demir hematoksiliniyle boyanir; sitoplazma? ve kaslar, Biebrich kizil asit fuksin
ile boyanir. Fosfotungstik ve fosfomolibdik asit ile islendikten sonra, anilin mavi ile boyanarak
kolajen gosterilir. Boyamadan sonra asetik asitle durulama, renk tonlarini daha hassas ve seffaf
hale getirir.> Mikrodalga firinlarda hizli boyama igin bir trikrom boyama teknigi eklenmistir.6”

Reaktifler

Biebrich Kizil Asit Fuksin Soliisyonu (Kat. No. HT151-250ML)
Biebrich kizil, %0,9, C.I. 26905, asit fuksin %0.1, C.I. 42685, asetik asit iginde, %1,0.

Fosfotungstik Asit Soliisyonu (Kat. No. HT152-250ML)
Fosfotungstik asit, %10.

Fosfomolibdik Asit Soliisyonu (Kat. No. HT153-250ML)
Fosfomolibdik Asit, %10

Anilin Mavi Soliisyonu (Kat. No. HT154-250ML)
Anilin mavi, %2,4, C.I. 42780 ve asetik asit, %2.

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Trichrome TISSUE-TROL™ (Kat. No. TTR012) gibi pozitif kontrol lamlari her calismaya dahil
edilmelidir

e 1N Asetik Asit

¢ Bouin Solusyonu (Kat. No. HT10132-1L veya HT101128-4L) pikrik asit %1, formaldehit %9 ve
asetik asit %5

Yalnizca Standart Prosediir igin

e Weigert Demir Hematoksilin Seti (Kat. No. HT1079-1SET)

¢ Weigert Demir Hematoksilin Seti, Bélim A (Kat. No. HT107-500ML) etanol icinde %1 sertifikal
hematoksilin

e Weigert Demir Hematoksilin Seti, Bélim B (Kat. No. HT109-500ML), ferrik klorlr %1,2 (a/h) ve
Hidroklorik asit, %1 (h/h)

Yalnizca Mikrodalga Prosediirii igin

¢ Hematoksilin Sollisyonu, Gill No. 3 (Kat. No. GHS316; GHS332; GHS380; GHS3128)

e Scott Musluk Suyu ikame Konsantresi (Kat. No. S5134)

e Coplin Kavanozu (plastik), havalandirmali kapaklh

e Mikrodalga Firin

Saklama ve Stabilite

Reaktifleri oda sicakliginda (18-26°C) saklayin. Reaktif etiketlerinde son kullanma tarihi bulunur.

Fosfomolibdik Asit Sollisyonunda bir gékelti olusumu performansi etkilemez.

Trikrom Boya sollisyonlari, Bouin sollisyonu, Weigert Demir Hematoksilin, Trichrome TISSUE-TROL™,
Asetik Asit soliisyonu ve Scott Musluk Suyu ikame Konsantresi ile Calisma soliisyonu oda sicakliginda
(18-26°C) saklanmalidir.

Biebrich Kizil Asit Fuksin solisyonu, Bouin solisyonu, Weigert Demir Hematoksilin (BSIim A ve B),
Trichrome TISSUE-TROL™ ve Scott Musluk Suyu Ikame Konsantresi ve Calisma soltisyonu son kullanma
tarihine kadar stabildir.

Weigert Demir Hematoksilin galisma soltisyonu her kullanimda yeniden hazirlanmalidir.

Hazirlama

1 6lgli Fosfotungstik Asit Soltisyonu ve 1 6lgii Fosfomolibdik Asit Sollisyonunu 2 6lgl deiyonize su
ile karistirarak Calisma Fosfotungstik/Fosfomolibdik Asit Sollisyonunu hazirlayin. Tek kullanimdan
sonra atin.

Biebrich Kizil Asit Fuksin, Bouin sollisyonu ve Gill hematoksilin soltisyonu, Gill No. 3 kullanima
hazirdir.

Weigert Demir Hematoksilin sollisyonu, Sollsyon A ve Sollsyon B'nin esit 6lglide karistiriimasiyla
hazirlanir.

Scott Musluk Suyu fkamesi, 1 6lgii Scott Musluk Suyu ikame Konsantresi 9 6lgii deiyonize su ile
karistirilarak hazirlanir.

8,8 mL 1N Asetik Asidi 41,2 mL su ile seyrelterek %1 Asetik Asit hazirlayin.

Onlemler
Bu kitte bulunan IVD'ler, klinik laboratuvar ortaminda in vitro tani amagl kullanima y&neliktir.

Bu IVD'ler yalnizca kalifiye personel tarafindan profesyonel kullanim igindir. Sigma-Aldrich IVD'ler,
bulasici olabilen insan numunelerini islemek, mikroskop ve diger laboratuvar ekipmanlarini
kullanmak tzere egitilmis, renkleri ve mikroskop altinda diger nesneleri ayirt etmek igin renk
algisina ve gérme keskinligine sahip laboratuvar personeli tarafindan kullanilabilir.

Laboratuvar reaktiflerini kullanirken uygulanan normal 6nlemlere uyulmalidir. Atiklari tim yerel,
eyalet, il veya ulusal seviyedeki yonetmeliklere uygun olarak atin.

Trichrome TISSUE-TROL™ kontrol lamlari, kolajen ve kas dokusu igeren parafine gémdall insan
dokusudur ve potansiyel olarak bulasici kabul edilmelidir.

Prosediir

Numune Toplama

Bilinen higbir test yontemi, kan érneklerinin veya dokunun enfeksiyon bulastirmayacagini tam
olarak garanti edemez. Bu nedenle, tim kan tirevleri veya doku érnekleri potansiyel olarak bulagici
kabul edilmelidir.

5-6 mikron kesilen herhangi bir iyi fiksasyonlu parafin kesiti kullanilabilir. Uygun kontrol lamlarini
dahil edin.

Prosedur

Standart Prosediir

1. Lamlar deparafinize edin ve deiyonize suyla hidratlayin.

2. 15 dakika boyunca 56°C'de veya gece boyunca oda sicakhginda énceden isitiimis Bouin
Solusyonu iginde mordanlayin.

3. Lamlar bir Coplin kavanozunda musluk suyunda (18-26°C) sogutun.

4. Kesitlerdeki sari rengi gidermek igin akan musluk suyunda yikayin.

5. Weigert Demir Hematoksilin Calisma Sollisyonunda 5 dakika boyunca boyama yapin.

6. Akan musluk suyunda 5 dakika boyunca yikayin.

7. Deiyonize suda durulayin.

8. Biebrich Kizil Asit Fuksin icinde 5 dakika boyunca boyama yapin.

9. Deiyonize suda durulayin.

10. Lamlari 5 dakika boyunca Galisma Fosfotungstik/Fosfomolibdik Asit Sollisyonuna yerlestirin.
11. Lamlar 5 dakika boyunca Anilin Mavi Solusyonuna yerlestirin.

12. Lamlar 2 dakika boyunca %1 Asetik Asit igine yerlestirin. Sollsyonu atin.

13. Lamlar durulayin, alkolle dehidratlayin, ksilende temizleyin ve yerlestirin.

Mikrodalga Prosediirii

1. Lamlar deparafinize edin ve deiyonize suyla hidratlayin.

2. Lamlan plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Bouin Sollisyonuna yerlestirin.
Mikrodalga firina yerlestirmeden 6nce Coplin kavanozlarinin kapagini gevsek bir sekilde
kapatin veya delik kapakl Coplin kavanozlari kullanin.

3. 25 saniye boyunca 600 watt seviyede mikrodalga firinda tutun. SolGsyonu aplikatér gubugu
veya beral pipet ile yavasca karistirin ve ardindan daviumbaz veya iyi havalandirilan bir alanda
5 dakika boyunca isitilmis Bouin Soliisyonunda inkiibe edin.

4. Sari renk kaybolana kadar lamlari akan musluk suyunda durulayin.

5. Lamlan plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Hematoksilin Soltisyonu Gill No. 3'e
yerlestirin.

6. 5 saniye boyunca 800 watt seviyede mikrodalga firinda tutun.

7. Akan musluk suyunda 30 saniye ila 1 dakika boyunca iyice durulayin.

8. Oda sicakhginda Galisma Scott Musluk Suyu Ikamesinde mavi renge boyayin.

9. Akan musluk suyunda iyice durulayin.

10. Lamlan plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Biebrich Kizil Asit Fuksin Soliisyonuna

yerlestirin.

11. 20 saniye boyunca 600 watt seviyede mikrodalga firinda tutun. Bir beral pipet veya aplikator
cubugu ile yavasca karistirin. 2 dakika boyunca inkibe edin.

12. Lamlari deiyonize su ile birkag kez hizlica durulayin.

13. Lamlar plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Fosfotungstik-Fosfomolibdik Asit
Solusyonuna yerlestirin.

14. 20 saniye boyunca 600 watt seviyede mikrodalga firinda tutun. Lamlari hemen gikarin ve
birkag kez degistirdiginiz deiyonize su ile durulayin.

15. Lamlari plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Anilin Mavi Sollisyonuna yerlestirin.

16. 15 saniye boyunca 600 watt seviyede mikrodalga firinda tutun. Bir beral pipet veya aplikator
cubugu ile yavasca karistirin. 1 dakika boyunca inkiibe edin.

17. Deiyonize suda iyice durulayin.

18. Lamlari oda sicakhginda 30 saniye ila 1 dakika boyunca %1 Asetik Asit igine yerlestirin.

19. Lamlari durulayin, alkolle dehidratlayin, temizleyin ve lamel yerlestirin.

Performans Ozellikleri

Hedef Yapi Boyama Sonucu
Cekirdekler Siyah, Weigert Demir Hematoksilin kullaniliyorsa.
Mavi, Hematoksilin Sollisyonu Gill No. 3
kullaniliyorsa.

Sitoplazma Kirmizi
Kas lifleri Kirmizi
Kolajen Mavi

Gozlemlenen sonuglar beklenen sonuglardan farkliysa, yardim igin litfen Sigma-Aldrich Teknik
Servisi ile iletisime gegin.

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar tzerinde yuritilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari %100 duyarlilik,
6zgulliik ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Kat. Oriin Tanimi Hedef Tahlil ici Tahlil Igi Tahliller Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhhk . Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk

Biebrich Kizil Asit

HT151 Fuksin Cézeltisi Kolajen 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Kas 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Sitoplazma 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Gekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

HT152 F"Sf"égggftf: ASE Kolajen 3te 3 3te 3 3te 3 3'te 3
Kas 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Sitoplazma 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
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Kat. Uriin Tanimi Hedef Tahlil ici Tahlil igi Tahliller Tahliller
No. Ozgiilliik Duyarhhk . Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk

Fosfomolibdik Asit

HT153 Cozeltisi Kolajen 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Kas 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Sitoplazma 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Gekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

HT154  Anilin Mavi Cézeltisi ~ Kolajen 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Kas 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Sitoplazma 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Gekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3

Uyarilar ve Tehlikeler

Glincellenmig herhangi bir risk, tehlike veya giivenlik bilgisi igin Glivenlik Veri Formuna ve Urin etiketine
bakin.

HT15:

& &

H272: Yangini gliglendirebilir; oksitleyici.
H314: Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur.
H412: Sudaki yasam igin uzun sureli etkiyle zararlidir.

P210: Isidan, sicak ylzeylerden, kivilcimlardan, agik alevlerden ve diger tutusturma kaynaklarindan
uzak tutun. Sigara igilmez.

P220: Kiyafetlerden ve diger yanici malzemelerden uzak tutun. Cevreye salinmasini énleyin.
P280: Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytz koruyucu kullanin.

P303 + P361+ P353: CILTLE (veya sacla) TEMAS halinde: Tiim kontamine giysilerinizi hemen
cikarin. Cildinizi suyla durulayin.

P305 + P351 + P338: GOZLE TEMASI DURUMUNDA: Birkag dakika su ile dikkatlice durulayin. Varsa
ve yapmasi kolaysa kontakt lensleri gikarin. Durulamaya devam edin.
Bu cihazin kullanimi sirasinda veya kullanimi sonucunda ciddi bir olay meydana
gelirse, liitfen bunu iireticiye ve/veya yetkili temsilcisine ve ulusal yetkili
makaminiza bildirin.

Sembol Tanimlarn
EN ISO 15223-1:2021'de tanimlanan semboller

“ Uretici

Katalog Numarasi

Dj] Kullanma Talimatina bakin Parti Kodu
Avrupa Toplulugu'nda/Avrupa C € Avrupa Birligi Uygunluk Beyani
Birligi'nde Yetkili Temsilci (IVDR 2017/746'da tanimlanmistir)
g Son Kullanma Tarihi in vitro tani amagl tibbi cihaz
X sicakik Sinin Dikkat
M Uretim Tarihi ithalatgi
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Iletisim Bilgileri
Siparis vermek igin lutfen SigmaAldrich.com adresinden web sitemizi ziyaret edin. Teknik Servis igin
lutfen SigmaAldrich.com/techservice adresinden web sitemizin teknik servis sayfasini ziyaret edin.
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