SIGMA-ALDRICH - COLORANTS TRICHROMES

(GOMORI)
(Protocole N° HT10)

INDICATIONS

Les colorants trichromes (Gomori) de Sigma-Aldrich sont destinés a I'étude du tissu
conjonctif, des fibres musculaires et collagenes. Les réactifs colorants trichromes sont a «
usage diagnostique in vitro ».

Les colorants trichromes sont utilisés principalement pour différencier le collagene
des tissus musculaires." lls se composent de colorants nucléaires, collagéniques
et cytoplasmiques dans des mordants tels lacide phosphotungstique ou Iacide
phosphomolybdique. D’un point de vue historique, le premier systéme trichrome a été
attribué & Mallory.>® D’autres modifications ont été introduites par Masson, Foot et Gomori.**
La procédure décrite ici se base sur les travaux de Gomori et constitue un systéme a une
étape combinant le colorant destiné aux cytoplasmes et aux fibres conjonctives dans une
solution d’acide phosphotungstique / acide acétique.* Les coupes de tissus sont traitées
avec la solution de Bouin pour intensifier la coloration finale. Les noyaux sont ensuite
colorés avec I'hématoxyline ferrique de Weigert, suivi de chromotrope 2R (qui colore le
cytoplasme et les fibres musculaires) et de vert solide FCF ou de bleu d’aniline (qui colore
les fibres collagénes). Le ringage dans de I'acide acétique aprés la coloration rend les
nuances plus délicates et plus transparentes.* La technique de coloration trichrome de
Gomori permettant une coloration rapide au four & micro-ondes est présentée ci-dessous.*®

REACTIFS

SOLUTION DE COLORANT TRICHROME LG, référence N° HT10316-500 ml
Chromotrope 2R, 0,6 % (p/v), vert solide FCF (certifié), 0,1 % (p/v), acide phosphotungstique,
0,8 % (p/v) et acide acétique, 1,0 % (v/v). Le réactif colore le collagéne en vert.

SOLUTION DE COLORANT TRICHROME AB, référence N° HT10516-500 ml
Chromotrope 2R, 0,6 % (p/v), bleu d’aniline (certifié), 0,3 % (p/v), acide phosphotungstique,
0,8 % (p/v) et acide acétique, 1,0 % (v/v). Le réactif colore le collagéne en bleu.
CONSERVATION ET STABILITE :

Les solutions de colorant trichrome, la solution de Bouin, 'hématoxyline ferrique de Weigert,
les TISSUE-TROL™ trichromes, la solution d’acide acétique, ainsi que le concentré et la solution de
Scott en remplacement de I'eau du robinet doivent étre conservés a température ambiante (18-26 °C).

Les solutions de colorant trichrome, la solution de Bouin, 'hématoxyline ferrique de
Weigert (parties A et B), les TISSUE-TROL™ trichromes, la solution d’acide acétique, ainsi
que le concentré et la solution de Scott en remplacement de I'eau du robinet sont stables
jusqu’a la date de péremption.

Une nouvelle solution d’hématoxyline ferrique de Weigert doit étre préparée pour
chaque utilisation.

PREPARATION :

Les solutions de colorant trichrome LG, de colorant trichrome AB et de Bouin sont
prétes a 'emploi.

La solution d’hématoxyline ferrique de Weigert se prépare en mélangeant un volume
égal de solution A et de solution B.

La solution de Scott en remplacement de I'eau du robinet se prépare en mélangeant 1 volume
de concentré de Scott en remplacement de I'eau du robinet dans 9 volumes d’eau déionisée.

Préparer I'acide acétique a 0,5 % en diluant 4,4 ml d’acide acétique 1N dans 45,6 ml d’eau.

Préparer I'acide acétique a 1 % en diluant 8,8 ml d’acide acétique 1N dans 41,2 ml d’eau.
PRECAUTIONS :

Suivre les précautions habituelles observées lors de la manipulation de réactifs de
laboratoire. Eliminer les déchets selon les réglements locaux, départementaux, régionaux
ou nationaux en vigueur. Pour des informations actualisées sur les risques ou la sécurité,
se reporter a la fiche technique du produit.

Les lames de contréle TISSUE-TROL™ trichromes sont des coupes de tissus humains
incluses en paraffine contenant du collagene et des tissus musculaires et doivent étre
considérées comme potentiellement infectieuses.

PROTOCOLE

PRELEVEMENT DES ECHANTILLONS :

Il est recommandé de prélever et de conserver les échantillons conformément au document
M29-A3 du CLSI. Aucune méthode d’analyse actuelle ne garantit totalement que les échantillons
de sang ou de tissus ne transmettent pas d’agents infectieux. Par conséquent, tous les
échantillons de sang ou de tissus doivent étre considérés comme potentiellement infectieux.

Toute coupe bien incluse en paraffine et d’'une épaisseur de 5 microns maximum peut
étre utilisée.

MATERIELS SPECIFIQUES NECESSAIRES MAIS NON FOURNIS :
Des lames de contrdle positif, telles les TISSUE-TROL™ trichromes, référence N° T8800 ou

TTRO12, doivent étre incluses dans chaque essai.

Solution d’acide acétique 1N

Solution de Bouin, référence N° HT10132-1L ou HT101128-4L, acide picrique aqueux
saturé a 71 %, formaldéhyde a 24 % et acide acétique a 5 %.

POUR LA PROCEDURE STANDARD UNIQUEMENT :

Kit d’hématoxyline ferrique de Weigert, référence N° HT1079

Solution d’hématoxyline ferrique de Weigert, partie A, référence N° HT107-500 ml,

hématoxyline a 1 % (certifiée) dans de I'éthanol

Solutiond’hématoxylineferriquede Weigert, partie B, référenceN°HT109-500ml, chlorure

ferrique a 1,2 % (p/v) et acide chlorhydrique a 1 % (p/v)
POUR LA PROCEDURE AU FOUR A MICRO-ONDES UNIQUEMENT :
Solution d’hématoxyline, Gill N° 3, référence N°GHS3-100 ml
Concentré de solution de Scott en remplacement de I'eau du robinet, référence N°S5134-6 x 100ml
Four a micro-ondes
REMARQUES :

En cas d'utilisation du micro-ondes, consulter le manuel d’utilisation du fabricant.

Les données obtenues par cette procédure permettent uniquement de faciliter le diagnostic et
doivent étre révisées conjointement & d’autres tests ou informations sur les diagnostics cliniques.
PROTOCOLE :

PROCEDURE STANDARD
1. Préparer la solution d’hématoxyline ferrique de Weigert conformément aux instructions
figurant sur I'étiquette.
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Déparaffiner les lames et les hydrater avec de I'eau déionisée.

Placer les lames dans la solution de Bouin préchauffée a 56 °C pendant 15 minutes
ou a température ambiante pendant toute la nuit.

Refroidir les lames a I'eau du robinet (18—26 °C) contenue dans une jarre de Coplin.
Laver sous I'eau du robinet pour retirer la couleur jaune des coupes.

Colorer dans la solution d’hématoxyline ferrique de Weigert pendant 5 minutes.
Laver sous I'eau du robinet pendant 5 minutes.

Colorer dans la solution de colorant trichrome (LG ou AB) pendant 5 minutes.

Placer dans de I'acide acétique a 0,5 % pendant 1 minute.

10 Rincer les lames, déshydrater avec de I'alcool, nettoyer dans du xyléne et monter.

PROCEDURE AU FOUR A MICRO-ONDES

1. Déparaffiner les lames et les hydrater a I'eau déionisée.

2. Placerles lames dans 40 ml de solution de Bouin dans une jarre de Coplin en plastique.
Couvrir la jarre avec un couvercle non serré, ou utiliser des couvercles a évents.

3. Passer au four a micro-ondes 600 W pendant 25 secondes. Agiter la solution avec
une pipette Béral ou un applicateur puis incuber pendant 5 minutes sous une hotte ou
dans une zone bien ventilée.

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

5. Placer les lames dans 40 ml de solution d’hématoxyline, Gill N° 3, contenue dans une
jarre de Coplin en plastique.

6. Passer au four a micro-ondes 800 W pendant 5 secondes.

7. Bienrincer a I'eau du robinet pendant 30 secondes a 1 minute.
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Bleuir dans de la solution de Scott en remplacement de I’eau du robinet a température
ambiante.
. Bien rincer sous I'eau du robinet.
0. Placer les lames dans 40 ml de solution de colorant trichrome (LG ou AB) contenue
dans une jarre de Coplin en plastique.
11. Passer au four a micro-ondes 800 W pendant 15 secondes. Agiter doucement la
solution avec une pipette Béral ou un applicateur. Incuber les lames pendant 1 minute.
12. Rincer rapidement sous I'eau du robinet.
13. Placer les lames dans de I'acide acétique a 1 % pendant 30 secondes a 1 minute a
température ambiante.
14. Rincer les lames, déshydrater avec de I'alcool, nettoyer dans du xyléne et monter.

PERFORMANCE
Noyaux — Bleu a noir
Collagéne — Vert (LG) ou bleu (AB)

Cytoplasme, muscle — Rouge

Si les résultats observés sont différents des résultats escomptés, contacter le service
technique Sigma-Aldrich pour obtenir de I'aide.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantit la conformité de ses produits avec les informations contenues
dans la présente notice et dans les autres notices Sigma-Aldrich. L'utilisateur doit s’assurer
que le(s) produit(s) est/sont adapté(s) a Il'utilisation qu’il souhaite en faire. D’autres
conditions générales peuvent s’appliquer. Voir au verso de la facture ou du bordereau de
commande les conditions générales de vente et autres informations.
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