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Instructions for Use

Periodic Acid-Schiff (PAS)
Staining System

Procedure No. 395
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Intended Use

The PAS staining system offers standard and microwave procedures for the demonstration of
lymphocytes and mucopolysaccharides. The PAS reaction in tissue sections is useful for the
demonstration of mucopolysaccharides. The Diastase (a-amylase) digestion procedure, followed by
the PAS stain is useful as an aid in the diagnosis of glycogen storage disease. Periodic Acid Schiff
(PAS) reagents are for “In Vitro Diagnostic Use”. For professional use only. The data obtained from
this manual, qualitative procedure identifies lymphocytes and mucopolysaccharides in blood or
bone marrow films as well as Formalin-Fixed Paraffin Embedded tissue from human specimens. This
data when reviewed in conjunction with other diagnostic tests and information may be used as an
aid to diagnosis of fungal infections. The staining pattern of the lymphocytes may also be helpful in
making therapeutic decisions in established cases of lymphocytic leukemia.

When treated with periodic acid, glycols are oxidized to aldehydes. After reaction with Schiff’s
reagent, the released fuchsin stains the cellular components containing the oxidizable compounds.?
This reaction can be performed on blood or bone marrow films, tissue touch preparations or tissue
sections.? When used on blood or bone marrow films, this test may be helpful in recognizing some
cases of erythroleukemia and acute lymphoblastic leukemia.?

Diastase (a-amylase) digestion may be employed as an aid in the diagnosis of glycogen storage
disease. Diastase hydrolyzes starch, glycogen and degradation products originating in these
polysaccharides present in tissue. The resultant by-products of the digestion process are rinsed
away prior to PAS staining.*

A technique for rapid PAS staining using microwave ovens is included.*>”

Reagents
Periodic Acid Solution (Cat. No. 3951-100ML and 395132-1L)
Periodic acid, 1 g/dL

Schiff's Reagent (Cat. No. 3952-50ML and 3952016-500ML)
Pararosaniline HCl, 1%, and sodium metabisulfite, 4%, in hydrochloric acid, 0.25 mol/L. Danger.
Causes severe skin burns and eye damage. May cause cancer.

Hematoxylin Solution, Gill No. 3 (Cat. No. GHS3-100ML)
Certified hematoxylin, 6 g/L, C.I. 75290 sodium iodate, 0.6 g/L, aluminum sulfate, 52.8 g/L and
stabilizer

Special Materials Required but Not Provided

e Formaldehyde solution, 37%

e Reagent Alcohol

e Positive PAS control slides, such as PAS TISSUE-TROL™ (Cat. No. TTR009-25EA) should be
included in each run

e Xylene or xylene substitute

Microwave Procedures Only

¢ Microwave Oven

e Coplin jar with vented lids

e Scott's Tap Water Substitute Concentrate (Cat. No. S5134-6x100ML)

e a-Amylase (for Diastase Extraction Procedure only) (Cat. No. A3176)

Storage and Stability

Store Periodic Acid Solution, and Schiff’s Reagent in refrigerator (2-8°C). Store Hematoxylin
Solution, Gill No. 3 at room temperature (18-26°C). Reagents are stable until expiration date
shown on labels. Formation of a precipitate in Schiff’s Reagent does not affect performance.

Deterioration

Discard Hematoxylin Solution, Gill No. 3, if solution turns brown (over oxidized from air) or purple
(loss of acidity) or when time required for suitable staining exceeds the time recommended in the
procedure by more than 5 minutes.

Preparation

Periodic Acid Solution, Schiff’s Reagent and Hematoxylin Solution, Gill No. 3 are supplied ready to
use. Warm reagents to room temperature (18-26°C) before use.

Filter Schiff’'s Reagent if precipitate is present. NOTE: A slight pink coloration due to leaching of
color from slides does not interfere with test.

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

Formalin-Ethanol Fixative Solution is prepared by mixing 5 mL of formaldehyde with 45 mL of 95%
ethanol (Reagent Alcohol). Prepare fresh daily and keep tightly capped.

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.

PAS TISSUE-TROL™ control slides are paraffin embedded human tissue containing PAS 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.

Freshly prepared whole, EDTA or heparinized blood or bone marrow films are used. Fix as soon as
possible.?

For polysaccharides, tissue fixed in 10% neutral buffered formalin, Zenker’s or Bouin’s may be
used.! It should be noted that some carbohydrates are water soluble.? For the demonstration of
glycogen, Carnoy’s fluid, Gendre's fluid or acid alcoholic formalin are recommended.! Time required
for diastase extraction may be prolonged when tissue is fixed in a picric acid containing fixative.!
Cut tissue sections at 5 microns.

Notes
If a microwave oven is used, please see the Owner’s Manual for instructions.

Blood films prepared from clinically healthy individuals may be included for control purposes.
Polymorphonuclear leukocytes will show an intense red cytoplasmic stain. Tissue sections known
to be PAS positive and/or contain glycogen should be included each time a stain sequence is
performed.

Procedure
Blood, Bone Marrow, or Tissue Touch Preparations

Standard Procedure
1. Fix air dried films for 1 minute at room temperature in Formalin-Ethanol Fixative Solution.

2. Rinse slides 1 minute in slowly running tap water.
3. Immerse slides in Periodic Acid Solution for 5 minutes at room temperature.
4. Rinse slides in several changes of distilled water.
5. Immerse slides in Schiff’s Reagent for 15 minutes at room temperature.
NOTE: Immediately after use, cap Schiff’'s Reagent and return to refrigerator (2-8°C).
6. Wash slides in running tap water for 5 minutes.

7. Counterstain slides in Hematoxylin Solution, Gill No. 3, for 90 seconds.

8. Rinse slides in running tap water for 15-30 seconds, air dry and examine microscopically
under oil immersion (900x) lens. Slides may be mounted in toluene or xylene based mounting
media.

Microwave Procedure

Fix air dried films at room temperature for 1 minute in Formalin-Ethanol Fixative Solution.
Rinse slides for 1 minute in slowly running tap water.

Place slides in 40 mL of Periodic Acid Solution contained in a plastic Coplin jar.

Microwave on 800 watts for 10 seconds.

Rinse well in several changes of deionized water.

Place slides in 40 mL Schiff’s Reagent contained in a plastic Coplin jar.

Microwave at 800 watts for 15 seconds. Mix solution with a beral pipet or applicator stick
and let incubate for 1 minute.

8. Rinse in warm, gently running tap water for 5 minutes.

9. Place slides in 40 mL of Hematoxylin Solution Gill No. 3 contained in a plastic Coplin jar.

10. Microwave on 800 watts for 10 seconds.

11. Rinse in running tap water for 1-2 minutes, then blue in Working Scott’s Tap Water
Substitute at room temperature.

12. Rinse in running tap water. Air dry.

13. Slides may be mounted in toluene or xylene based mounting media.
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Tissue Sections

Standard Procedure

1. Deparaffinize and hydrate sections to deionized water.
Immerse slides in Periodic Acid Solution for 5 minutes at room temperature (18-26°C).

3. Rinse slide in several changes of distilled water.

4. Immerse slides in Schiff's Reagent for 15 minutes at room temperature (18-26°C).

5. Wash slides in running tap water for 5 minutes.

6. Counterstain slides in Hematoxylin Solution, Gill No. 3, for 90 seconds.

7. Rinse slides in running tap water.

8. Dehydrate, clear and mount sections in toluene or xylene based mounting media.
M
1
2

icrowave Procedure

. Deparaffinize and hydrate to deionized water.
. Place slides in 40 mL of Periodic Acid Solution contained in a plastic Coplin jar. Loosely cover
jar with lid, or use lids with holes drilled into them.

Microwave at 800 watts for 10 seconds.

Rinse well in several changes of deionized water.

Place slides in 40 mL Schiff's Reagent contained in a plastic Coplin jar.

Microwave at 800 watts for 15 seconds. Mix solution with a beral pipet or applicator stick

and let incubate for 1 minute.

Rinse in warm, gently running tap water for 5 minutes.

Place slides in Hematoxylin, Gill No. 3, contained in a plastic Coplin jar.

Microwave on 800 watts for 10 seconds.

10. Rinse in running tap water for 1-2 minutes, then blue in Scott’s Tap Water Substitute at
room temperature. Rinse in running tap water. Dehydrate, clear and mount.
Microwave Procedure for Diastase (a-Amylase) Digestion

1. Use duplicate test slides. Label one for digestion with diastase and one for PAS staining only.
NOTE: Slides coated with a tissue adhesive are recommended.

Do not celloidinize sections when doing diastase digestion.!

2. Deparaffinize and hydrate slides to deionized water.

3. Prepare Diastase (a-amylase) Working Solution by dissolving 0.2 g a-Amylase, (Cat. No.
A3176), to 40 mL of deionized water. Mix well and place in plastic Coplin jar. Prepare just prior
to use.

4. Microwave at 600 watts for 25 seconds.

5. Remove slides from Coplin jar and rinse digested slide in running tap water for 5 minutes.

6. Using both the digested and the undigested slides, proceed with the Microwave Procedure for
Tissue, step 2.
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Performance Characteristics

PAS positive substances stain pink to red and nuclei are blue. A Diastase (a-Amylase) Extraction slide
will have no visible PAS staining of glycogen when compared to the undigested glycogen positive control
slide.

If observed results vary from expected results, please contact Sigma-Aldrich Technical Service for

assistance.

Analytical Performance Characteristics

The analytical performance results for the given tests conducted on all target structures, confirm 100%
sensitivity, specificity, and repeatability.

Contact Information

To place an order, please visit our web site at SigmaAldrich.com. For Technical Service, please visit the
tech service page on our web site at SigmaAldrich.com/techservice.

Revision History

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

Transferred to new template with current branding. Specified for professional use in

Cat. No Product Target Intra-assay Intra-assay Inter-assay Inter-assay intended use and precautions. Moved aid to diagnosis statement to intended use.
Description Specificity Sensitivity Specificity Sensitivity Revised intended use to align with IVDR guidelines. Updated Material Safety Data Sheet
Periodic Acid ¢ ¢ ¢ ¢ to Safety Data Sheet. Updated contact information. Removed instruction to follow CLSI
3951 Solution Monocytes 30f3 Jof3 30of3 30of3 for specimen collection. Removed EN 980 and changed to EN ISO 15223-1:2021 for
Granulocytes 30f 3 30f3 30f 3 30f3 symbols. Added adverse event contact information. Added Warnings and Hazards.
Glycogen 3of 3 3of 3 30of 3 30of 3
Basement
Membrane 30of 3 3o0of 3 30of3 30of3
3952 Schiff's Monocytes 30f3 30f3 30f3 30f3
Reagent Y
Granulocytes 30of 3 30of3 30of 3 30of3
Glycogen 3of 3 3of3 3o0f 3 3of3
Basement
Membrane 30f3 30f3 30f3 30f3
Hematoxylin
GHS3-50ML  Solution, Gill Nuclei 3of 3 3of 3 30of 3 30of 3
No. 3

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

395B:

£

H290: May be corrosive to metals.

H302: Harmful if swallowed.

H314: Causes severe skin burns and eye damage.

H350: May cause cancer.

H373: May cause damage to organs (Kidney) through prolonged or repeated exposure if swallowed.
H412: Harmful to aquatic life with long lasting effects.

P273: Avoid release to the environment.

P280: Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P301 + P312: IF SWALLOWED: Call a POISON CENTER/ doctor if you feel unwell.

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

P304 + P340 + P310: IF INHALED: Remove person to fresh air and keep comfortable for breathing.
Immediately call a POISON CENTER/ doctor.

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
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Catalogue Number

Consult Instructions for Use Batch Code

Authorized Representative
in the European Community/
European Union

European Union Declaration
of Conformity (defined in IVDR
2017/746)

)
m

g Use-by Date In vitro diagnostic medical device
,}’ Temperature Limit A Caution
@ Date of Manufacture % Importer
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Anweisungen fir den Gebrauch

Periodsaure-Schiff (PAS)-
Farbesystem

Verfahren Nr. 395

MILIBPORR
C€ SiGMa

Verwendungszweck

Das PAS-Farbesystem bietet Standard- und Mikrowellenverfahren fiir den Nachweis von
Lymphozyten und Mucopolysacchariden. Die PAS-Reaktion in Gewebeschnitten ist nitzlich fur den
Nachweis von Mucopolysacchariden. Das Diastase (a-Amylase)-Aufschlussverfahren, gefolgt von
der PAS-Farbung, ist ein nitzliches Hilfsmittel bei der Diagnose der Glykogenspeicherkrankheit.
Periodsaure-Schiff-(PAS)-Reagenzien sind fir die ,In-vitro-Diagnostik™ bestimmt. Nur fur den
professionellen Gebrauch. Die mit diesem manuellen, qualitativen Verfahren gewonnenen Daten
identifizieren Lymphozyten und Mucopolysaccharide in Blut- oder Knochenmarkausstrichen sowie
in Formalin-fixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe von menschlichen Proben. Diese Daten
kénnen in Verbindung mit anderen diagnostischen Tests und Informationen als Hilfsmittel fir die
Diagnose von Pilzinfektionen verwendet werden. Das Farbemuster der Lymphozyten kann auch
hilfreich sein, um therapeutische Entscheidungen bei nachgewiesener lymphatischer Leuk@mie zu
treffen.

Bei der Behandlung mit Periodséure werden Glykole zu Aldehyden oxidiert. Nach der Reaktion

mit dem Schiffs-Reagenz farbt das freigesetzte Fuchsin die zelluldren Bestandteile, die die
oxidierbaren Verbindungen enthalten.? Diese Reaktion kann an Blut- oder Knochenmarkausstrichen,
Gewebetupfpraparaten oder Gewebeschnitten durchgefiihrt werden.'? Bei Verwendung von

Blut- oder Knochenmarkausstrichen kann dieser Test bei der Erkennung einiger Félle von
Erythroleukd@mie und akuter lymphatischer Leuk@mie hilfreich sein.?

Der Aufschluss durch Diastase (a-Amylase) kann als Hilfsmittel bei der Diagnose der
Glykogenspeicherkrankheit eingesetzt werden. Diastase hydrolysiert Stérke, Glykogen und
Abbauprodukte der im Gewebe vorhandenen Polysaccharide. Die bei beim Aufschluss anfallenden
Nebenprodukte werden vor der PAS-Farbung weggesplilt.*

Eine Technik zur schnellen PAS-Farbung unter Verwendung von Mikrowellenéfen ist ebenfalls
enthalten.>”

Reagenzien
Periodsaure-Losung (Kat. Nr. 3951-100ML und 395132-1L)

Periodsaure, 1 g/d|

Schiffs-Reagenz (Kat. Nr. 3952-50ML und 3952016-500ML)
Pararosanilin-HCl, 1 %, und Natriummetabisulfit, 4 %, in Salzséure, 0,25 mol/l. Gefahr. Verursacht
schwere Verdtzungen der Haut und Augenschaden. Kann Krebs erzeugen.

Hamatoxylin-Losung, Gill Nr. 3 (Kat. Nr. GHS3-100ML)
Zertifiziertes Hdmatoxylin, 6 g/I, C.I. 75290 Natriumjodat, 0,6 g/I, Aluminiumsulfat, 52,8 g/I und
Stabilisator

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

werden

e Formaldehyd-Lésung, 37%ig

e Reagenzien-Alkohol

e Positive PAS-Kontroll-Objekttrager, wie z. B. PAS TISSUE-TROL™ (Kat. Nr. TTR009-25EA),
sollten in jedem Durchlauf enthalten sein.

e Xylol oder Xylolersatz

Nur Mikrowellenverfahren

¢ Mikrowellenofen

e Coplin-Féarbetrog mit beliifteten Deckeln

e Scott's Leitungswasser-Ersatzkonzentrat (Kat. Nr. S5134-6x100ML)

e a-Amylase (nur fir Diastase-Extraktionsverfahren) (Kat. Nr. A3176)

Lagerung und Stabilitat

Periodsaureldsung und Schiffs-Reagenz im Kihlschrank (2-8 °C) aufbewahren. erhitzen Sie die
Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (18-26 °C). Die Reagenzien sind bis zu dem auf
dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar. Die Bildung eines Niederschlags im Schiffs-Reagenz
beeintrachtigt die Leistung nicht.

Zerfall

H&amatoxylinlosung, Gill Nr. 3, ist zu entsorgen, wenn die Losung braun (durch Luft Gberoxidiert)
oder violett (Verlust des Sauregehalts) wird oder wenn die fiir eine angemessene Farbung
erforderliche Zeit die im Verfahren empfohlene Zeit um mehr als 5 Minuten Uberschreitet.

Vorbereitung
Periodsaurelésung, Schiffs-Reagenz und Hamatoxylinlésung, Gill Nr. 3, werden gebrauchsfertig
geliefert. erhitzen Sie die Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (18-26 °C).

Schiffs-Reagenz filtrieren, falls ein Niederschlag vorhanden ist. HINWEIS: Eine leichte Rosafdarbung
durch Auslaugen von Farbe aus den Objekttrédgern beeintréchtigt den Test nicht.

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

Die Formalin-Ethanol-Fixierlésung wird durch Mischen von 5 ml Formaldehyd mit 45 ml 95%igem
Ethanol (Reagenzalkohol) hergestellt. Taglich frisch zubereiten und gut verschlossen aufbewahren.

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 kénnen, geschult
ist, Mikroskope und andere Laborgerate bedienen kann und Uber eine Farbwahrnehmung und
Sehscharfe verfligt, 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 o6rtlichen, staatlichen, regionalen oder nationalen Vorschriften.

PAS TISSUE-TROL™-Kontroll-Objekttréger sind in Paraffin eingebettetes menschliches Gewebe, das
PAS enthalt und als potenziell infektios betrachtet werden sollte.

Verfahren

Probenentnahme

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

Verwendet werden frisch zubereitetes Vollblut, EDTA- oder heparinisiertes Blut oder
Knochenmarkausstriche. So bald wie méglich fixieren.?

Fur Polysaccharide kann Gewebe verwendet werden, das in 10 % neutral gepuffertem Formalin,
Zenker's oder Bouin's fixiert wurde.! Es ist zu beachten, dass einige Kohlenhydrate wasserloslich
sind.? Fur den Nachweis von Glykogen werden Carnoy-Flissigkeit, Gendre-Flussigkeit oder
saures alkoholisches Formalin empfohlen.® Die fur die Diastase-Extraktion erforderliche Zeit
kann sich verlangern, wenn das Gewebe in einem Pikrinsaure-haltigen Fixiermittel fixiert wird.*
Gewebeschnitte mit 5 Mikrometern schneiden.

Anmerkungen

Wenn Sie einen Mikrowellenofen verwenden, lesen Sie bitte die Anweisungen in der
Bedienungsanleitung.

Zu Kontrollzwecken kénnen auch Blutbilder von klinisch gesunden Personen einbezogen werden.
Polymorphkernige Leukozyten zeigen eine intensiv rote zytoplasmatische Férbung. Gewebeschnitte,
von denen bekannt ist, dass sie PAS-positiv sind und/oder Glykogen enthalten, sollten bei jeder
Férbesequenz mit einbezogen werden.

Verfahren

Blut, Knochenmark oder Gewebetupfpraparate

Standardverfahren
1. Fixieren Sie luftgetrocknete Ausstriche fir 1 Minute bei Raumtemperatur in Formalin-

Ethanol-Fixierlésung.

Spilen Sie die Objekttrdger 1 Minute in langsam flieBendem Leitungswasser ab.

Tauchen Sie die Objekttrager fir 5 Minuten in Periodsdurelésung bei Raumtemperatur.

Spllen Sie die Objekttrager mehrmals mit destilliertem Wasser ab.

Objekttrager fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur in Schiffs-Reagenz eintauchen.

HINWEIS: Sofort nach Gebrauch Schiffs-Reagenz verschlieBen und in den Kiihlschrank

(2-8 °C) stellen.

6. Waschen Sie die Objekttréger unter flieBendem Leitungswasser 5 Minuten lang.

7. Gegenfarbung der Objekttréger in Hamatoxylin-Losung, Gill Nr. 3, fir 90 Sekunden.

8. Objekttrager unter flieBendem Leitung 15-30 Sekunden lang absplilen, an der Luft
trocknen lassen und unter dem Olimmersionsobjektiv (900x) mikroskopisch untersuchen.
Objekttrager kdnnen in Einbettungsmitteln auf Toluol- oder Xylolbasis eingebettet werden.
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Mikrowellenverfahren
1. Fixieren Sie luftgetrocknete Ausstriche flir 1 Minute bei Raumtemperatur in
Formalin-Ethanol-Fixierlésung.
2. Spllen Sie die Objekttrager 1 Minute in langsam flieBendem Leitungswasser ab.
3. Legen Sie die Objekttrager in 40 ml Periodséurelésung, die sich in einem Coplin-Férbetrog aus
Kunststoff befindet.
4. In der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 10 Sekunden erhitzen.
5. Spilen Sie die Objekttrager in mehrmaligem Wechsel gut mit entionisiertem Wasser ab.
6. Legen Sie die Objekttrager in 40 ml Schiffs-Reagenz, das sich in einem Coplin-Féarbetrog
befindet.
7. In der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 15 Sekunden erhitzen. Mischen Sie die Lésung mit einer
Beralpipette oder einem Applikatorstabchen und lassen Sie sie fir 1 Minute inkubieren.
8. Unter warmem, leicht flieBendem Leitungswasser 5 Minuten lang absptlen.
9. Legen Sie die Objekttrager in 40 ml Hamatoxylinlésung Gill Nr. 3, die sich in einem
Coplin-Farbetrog befindet.
10. In der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 10 Sekunden erhitzen.
11. Unter flieBendem Leitungswasser 1-2 Minuten abspulen, dann in Scott's Leitungswasser-
Ersatz bei Raumtemperatur blduen.
12. Unter flieBendem Leitungswasser absptlen. An der Luft trocknen.
13. Objekttrager kénnen in Einbettungsmitteln auf Toluol- oder Xylolbasis eingebettet werden.

Gewebeschnitte

Standardverfahren

1. Entparaffinieren und hydratisieren Sie die Abschnitte in deionisiertem Wasser.
2. Tauchen Sie die Objekttréger fur 5 Minuten in Periodséaureldsung bei Raumtemperatur
(18-26 °C).

3. Spilen Sie den Objekttréger in mehrmaligem Wechsel mit destilliertem Wasser ab.
4. Objekttrager fur 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-26 °C) in Schiffs-Reagenz
eintauchen.

5. Waschen Sie die Objekttrager unter flieBendem Leitungswasser 5 Minuten lang.
6. Gegenfarbung der Objekttréager in Hamatoxylin-Losung, Gill Nr. 3, fir 90 Sekunden.
7. Objekttrager unter flieBendem Leitungswasser abspllen.
8. Schnitte dehydrieren, kldren und in Einbettungsmitteln auf Toluol- oder Xylolbasis einbetten.
Mikrowellenverfahren

1. In deionisiertem Wasser entparaffinieren und hydratisieren.
2. Legen Sie die Objekttrager in 40 ml Periodsaurelésung, die sich in einem Coplin-Farbetrog

aus Kunststoff befindet. Das Glas locker mit einem Deckel verschlieBen oder Deckel mit

eingebohrten Léchern verwenden.

In der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 10 Sekunden erhitzen.

4. Spilen Sie die Objekttrager in mehrmaligem Wechsel gut mit entionisiertem Wasser ab.

5. Legen Sie die Objekttréager in 40 ml Schiffs-Reagenz, das sich in einem Coplin-Farbetrog
befindet.
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6. In der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 15 Sekunden erhitzen. Mischen Sie die Lésung mit einer
Beralpipette oder einem Applikatorstadbchen und lassen Sie sie fir 1 Minute inkubieren.

7. Unter warmem, leicht flieBendem Leitungswasser 5 Minuten lang absptlen.

8. Legen Sie die Objekttrager in Hamatoxylin Gill Nr. 3, die sich in einem Coplin-Farbetrog befindet.

9. In der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 10 Sekunden erhitzen.

10. Unter flieBendem Leitungswasser 1-2 Minuten abspulen, dann in Scott's Leitungswasser-Ersatz

bei Raumtemperatur blduen. Unter flieBendem Leitungswasser abspulen. Dehydrieren, klaren
und einbetten.
Mikrowellenverfahren fiir Diastase (a-Amylase)-Aufschluss

1. Verwenden Sie ein Duplikat der Testobjekttréger. Beschriften Sie eines fuir den Aufschluss mit
Diastase und eines nur fir die PAS-Farbung.

HINWEIS: Empfehlenswert sind Objekttréger, die mit einem Gewebekleber beschichtet sind.
Beim Diastaseaufschluss diirfen die Schnitte nicht celloidinisiert werden.!

2. Entparaffinieren und hydratisieren Sie die Objekttrager in deionisiertem Wasser.

3. Diastase (a-Amylase) Arbeitslésung durch Auflésen von 0,2 g a-Amylase (Kat. Nr. A3176) in 40 ml
entionisiertem Wasser herstellen. Gut mischen und in ein Coplin-PlastikgeféB geben. Kurz vor der
Verwendung zubereiten.

4. In der Mikrowelle bei 600 Watt fiir 25 Sekunden erhitzen.

5. Nehmen Sie die Objekttrager aus dem Coplin-Féarbetrog und spiilen Sie den Objekttréger mit dem
Aufschluss 5 Minuten lang unter flieBendem Leitungswasser.

6. Verwenden Sie sowohl die aufgeschlossenen als auch die nicht aufgeschlossenen Objekttrager und
fahren Sie mit dem Mikrowellenverfahren fir Gewebe, Schritt 2, fort.

Leistungsmerkmale

PAS-positive Substanzen farben sich rosa bis rot und die Zellkerne sind blau. Ein Diastase (a-Amylase)-
Extraktionsobjekttrédger weist im Vergleich zum Objekttrager mit nicht aufgeschlossenem Glykogen der
Positivkontrolle keine sichtbare PAS-Farbung von Glykogen auf.

Wenn die beobachteten Ergebnisse von den erwarteten Ergebnissen abweichen, wenden Sie sich bitte
an den Technischen Service von Sigma-Aldrich, um Unterstltzung zu erhalten.

Analytische Leistungsmerkmale

Die Ergebnisse der analytischen Leistung fir die gegebenen Tests, die fur alle Zielstrukturen
durchgefiihrt wurden, bestétigen eine 100%ige Sensitivitat, Spezifitdt und Wiederholbarkeit.

Kat. Nr. Beschrei- Ziel Intra- Intra- Inter- Inter-
bung des Assay- Assay-Emp- Assay- Assay-Emp-
Produkts Spezifitdt findlichkeit Spezifitdt findlichkeit
Periodsaure-
3951 16sung Monozyten 3von3 3von3 3von3 3von3
Granulozyten 3von3 3von3 3von3 3von3
Glykogen 3von 3 3von3 3von3 3von3
Basalmem-
bran 3von3 3von3 3von3 3von 3
Schiffsches
3952 Reagenz Monozyten 3von 3 3von3 3von3 3von3
Granulozyten 3von3 3von3 3von3 3von3
Glykogen 3von3 3von3 3von3 3von3
Basalmem-
bran 3von3 3von3 3von3 3von3
Hamatoxylin-
Kerne 3von3 3von3 3von3 3von3

GHS3-50ML  Ldsung, Gill
Nr. 3

Warnungen und Gefahren

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

395B:

L ¥

H290: Kann é&tzend auf Metalle wirken.

H302: Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

H314: Verursacht schwere Verdtzungen der Haut und Augenschéaden.
H350: Kann Krebs erzeugen.

H373: Kann bei Verschlucken bei langerer oder wiederholter Exposition die Organe (Niere)
schadigen.

H412: Schadlich fir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.
P273: Freisetzung in die Umwelt ist zu vermeiden.
P280: Tragen Sie Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz.

P301 + P312: BEI VERSCHLUCKEN: Rufen Sie eine GIFTNOTRUFZENTRALE/einen Arzt an, wenn Sie
sich unwohl fiihlen.

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

P304 + P340 + P310: BEI EINATMUNG: Bringen Sie die Person an die frische Luft und sorgen Sie
dafir, dass sie bequem atmen kann. Rufen Sie sofort eine GIFTNOTRUFZENTRALE oder einen Arzt an.

P305 + P351 + P338: WENN IM AUGE: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spilen. Entfernen
Sie Kontaktlinsen, falls vorhanden und leicht durchzufiihren. Weiter abspilen.

Wenn wdhrend der Verwendung dieses Gerits 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.
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Kontaktinformationen

Um eine Bestellung aufzugeben, besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com.
Fir den technischen Service besuchen Sie bitte unsere Website unter SigmaAldrich.com/techservice.
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Sigma-Aldrich.

Mode d’emploi

Systéme de coloration PAS
(pour Periodic Acid Schiff)

Procédure n° 395

MILIBPORR
C€ SiGMa

Utilisation prévue

Le systeme de coloration PAS permet de proposer des procédures standard et au micro-ondes pour
la mise en évidence des lymphocytes et des mucopolysaccharides. La réaction a I'acide périodique
de Schiff dans les coupes de tissus est utile pour la mise en évidence des mucopolysaccharides. La
procédure de digestion par la diastase (a-amylase), suivie de la coloration PAS, est utile comme
aide au diagnostic des maladies de stockage du glycogéne. Les réactifs du PAS (pour Periodic Acid
Schiff) sont destinés & un « usage en diagnostic in vitro ». A usage professionnel uniquement.

Les données obtenues avec cette procédure qualitative manuelle permettent d’identifier les
lymphocytes et les mucopolysaccharides sur les frottis sanguins ou médullaires ainsi que dans les
tissus fixés au formol et inclus en paraffine provenant d’échantillons 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 des infections fongiques. Le profil de coloration
des lymphocytes peut également étre utile pour prendre des décisions thérapeutiques dans les cas
établis de leucémie lymphoide.

Lorsqu'ils sont traités avec de I'acide périodique, les glycols sont oxydés en aldéhydes. Aprés
réaction avec le réactif de Schiff, la fuchsine libérée colore les composants cellulaires contenant les
composés oxydables.? Cette réaction peut étre réalisée sur des frottis sanguins ou médullaires, des
empreintes tissulaires ou des coupes tissulaires.'2 Lorsqu'il est utilisé sur des frottis sanguins ou
médullaires, ce test peut étre utile pour reconnaitre certains cas d’érythroleucémie et de leucémie
aigué lymphoblastique.?

La digestion par la diastase (a-amylase) peut étre utilisée comme aide au diagnostic des maladies
de stockage du glycogéne. La diastase hydrolyse I'amidon, le glycogéne ainsi que les produits de
dégradation issus de ces polysaccharides présents dans les tissus. Les sous-produits résultant du
processus de digestion sont rincés avant de procéder a la coloration PAS.*

Une technique de coloration PAS rapide utilisant un four a micro-ondes est incluse.”

Réactifs

Solution d’acide périodique (réf. 3951-100ML et 395132-1L)
Acide périodique, 1 g/dl.

Réactif de Schiff (réf. 3952-50ML et 3952016-500ML)

Chlorhydrate de pararosaniline, 1 %, et métabisulfite de sodium, 4 %, dans de I'acide
chlorhydrique, 0,25 mol/l. Danger. Provoque des br(ilures de la peau et des |ésions oculaires
graves. Peut provoquer le cancer.

Solution d’hématoxyline de Gill n® 3 (réf. GHS3-100ML)
Hématoxyline certifiée, 6 g/I, C.I. 75290, iodate de sodium, 0,6 g/I, sulfate d’aluminium, 52,8 g/|
et stabilisateur.

Matériel spécial requis mais non fourni

¢ Solution de formaldéhyde, 37 %

e Alcool de qualité réactif

« Lames de contrdle positives a la coloration PAS, comme les lames PAS TISSUE-TROL™
(réf. TTR0O09-25EA), qui doivent étre incluses dans chaque série

e Xyléne ou substitut du xyléne

Procédures au micro-ondes uniquement

e Four & micro-ondes

e Cuves a coloration de Coplin avec couvercles pourvus d’orifices

e Concentré de substitut a I'eau courante de Scott (réf. S5134-6x100ML)

e a-amylase (pour la procédure de digestion par la diastase uniquement) (réf. A3176)

Conservation et stabilité

Conserver la solution d’acide périodique et le réactif de Schiff au réfrigérateur (entre 2 et 8 °C).
Conserver la solution d’hématoxyline de Gill n® 3 a température ambiante (entre 18 et 26 °C). Les
réactifs sont stables jusqu'a la date limite d’utilisation indiquée sur les étiquettes. La formation d’un
précipité dans le réactif de Schiff n’a pas d’impact sur les performances.

Détérioration

Jeter la solution d’hématoxyline de Gill n® 3 si la solution devient marron (trop oxydée par I'air) ou
violette (perte d’acidité) ou si le temps nécessaire pour obtenir une coloration appropriée dépasse
de plus de 5 minutes le temps recommandé dans la procédure.

Préparation

La solution d’acide périodique, le réactif de Schiff et la solution d’hématoxyline de Gill n® 3 sont
fournis préts a I'emploi. Equilibrer les réactifs a température ambiante (entre 18 et 26 °C) avant de
les utiliser.

Filtrer le réactif de Schiff si un précipité est présent. REMARQUE : une légére coloration rose due a
I"éclaircissement de la couleur des lames n’interfére pas avec le test.

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

La solution de fixation formol-éthanol est préparée en mélangeant 5 ml de formaldéhyde avec
45 ml d’éthanol a 95 % (alcool de qualité réactif). Préparer une nouvelle solution tous les jours et
la conserver bien fermée.

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 lutilisation
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 contréle PAS TISSUE-TROL™ sont constituées de coupes de tissus humains inclus
en paraffine contenant de I'acide périodique de Schiff et doivent étre considérées comme
potentiellement infectieuses.

Procédure

Prélevement 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.

Des frottis médullaires ou des frottis sanguins fraichement préparés a partir de sang total, de sang
prélevé dans un tube contenant de I'EDTA ou de I'héparine sont utilisés. Procéder & la fixation dés
que possible.?

Pour les polysaccharides, il est possible d’utiliser des coupes de tissus fixés dans du formol neutre
tamponné a 10 %, du liquide de Zenker ou du liquide de Bouin.! Il faut noter que certains glucides
sont hydrosolubles.? Pour la mise en évidence du glycogéne, il est recommandé d'utiliser du liquide
de Carnoy, du liquide de Gendre ou de I'alcool-formol-acide acétique.! Le temps nécessaire a la
digestion par la diastase peut étre plus long lorsque le tissu est fixé avec un fixateur contenant de
Iacide picrique.! Réaliser des coupes de tissus de 5 microns d’épaisseur.

Remarques
Si un four a micro-ondes est utilisé, consulter le manuel du fabricant pour obtenir des instructions.

Des frottis sanguins préparés a partir d’individus sains d’un point de vue clinique peuvent étre
inclus a des fins de contrdle. Les polynucléaires auront une coloration cytoplasmique rouge
intense. Des coupes de tissus dont on sait qu’elles sont positives a la coloration PAS et/ou qu'elles
contiennent du glycogéne doivent étre incluses chaque fois qu’une procédure de coloration est
réalisée.

Procédure

Sang, moelle osseuse ou empreintes tissulaires

Procédure standard

1. Fixer les frottis séchés a I'air libre pendant 1 minute a température ambiante dans la
solution de fixation formol-éthanol.

2. Rincer les lames pendant 1 minute sous un petit filet d’eau du robinet.

3. Plonger les lames dans la solution d’acide périodique pendant 5 minutes a température
ambiante.

4. Rincer les lames dans plusieurs bains d’eau distillée.

5. Plonger les lames dans le réactif de Schiff pendant 15 minutes a température ambiante.
REMARQUE : immédiatement apreés utilisation, reboucher le réactif de Schiff et le remettre au
réfrigérateur (entre 2 et 8 °C).

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

7. Contre-colorer les lames dans la solution d’hématoxyline de Gill n® 3 pendant 90 secondes.

8. Rincer les lames sous I'eau du robinet pendant 15 a 30 secondes, les laisser sécher a
I'air libre, puis les examiner au microscope avec un objectif a immersion (900x). Les lames
peuvent étre montées avec un milieu de montage a base de toluéne ou de xyléne.

Procédure au micro-ondes

1. Fixer les frottis séchés a I'air libre a température ambiante pendant 1 minute dans la
solution de fixation formol-éthanol.

2. Rincer les lames pendant 1 minute sous un petit filet d'eau du robinet.

3. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
solution d’acide périodique.

4. Mettre au micro-ondes sur 800 watts pendant 10 secondes.

5. Bien rincer dans plusieurs bains d’eau déionisée.

6. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de réactif
de Schiff.

7. Mettre au micro-ondes sur 800 watts pendant 15 secondes. Mélanger la solution a l'aide
d’une pipette de transfert ou d’un batonnet et laisser incuber pendant 1 minute.

8. Rincer sous un petit filet d’eau du robinet tiéde pendant 5 minutes.

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

10. Mettre au micro-ondes sur 800 watts pendant 10 secondes.

11. Rincer sous I'eau du robinet pendant 1 & 2 minutes, puis réaliser le bleuissement dans la
solution de travail du substitut a I'eau courante de Scott a température ambiante.

12. Rincer sous I'eau du robinet. Laisser sécher a Iair libre.

13. Les lames peuvent étre montées avec un milieu de montage a base de toluéne ou de xyléne.

Coupes de tissus

Procédure standard

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

2. Plonger les lames dans la solution d’acide périodique pendant 5 minutes a température
ambiante (entre 18 et 26 °C).

Rincer les lames dans plusieurs bains d’eau distillée.

Plonger les lames dans le réactif de Schiff pendant 15 minutes a température ambiante
(entre 18 et 26 °C).

Laver les lames sous I’eau du robinet pendant 5 minutes.

Contre-colorer les lames dans la solution d’hématoxyline de Gill n® 3 pendant 90 secondes.
Rincer les lames sous I'eau du robinet.

Déshydrater, éclaircir et monter les coupes avec un milieu de montage a base de toluéne ou
de xyléne.

Hw
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Procédure au micro-ondes

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

2. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de
solution d’acide périodique. Couvrir la cuve avec un couvercle sans le fermer hermétiquement
ou bien utiliser un couvercle pourvu d’orifices.

3. Mettre au micro-ondes sur 800 watts pendant 10 secondes.
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4. Bien rincer dans plusieurs bains d’eau déionisée.

5. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant 40 ml de réactif de Schiff.

6. Mettre au micro-ondes sur 800 watts pendant 15 secondes. Mélanger la solution a I'aide d'une
pipette de transfert ou d’un batonnet et laisser incuber pendant 1 minute.

7. Rincer sous un petit filet d’eau du robinet tiéde pendant 5 minutes.

8. Placer les lames dans une cuve a coloration de Coplin en plastique contenant de I’'hématoxyline de
Gill n° 3.

9. Mettre au micro-ondes sur 800 watts pendant 10 secondes.

10. Rincer sous I'eau du robinet pendant 1 & 2 minutes, puis réaliser le bleuissement dans le substitut
a I'eau courante de Scott a température ambiante. Rincer sous I'eau du robinet. Déshydrater,
éclaircir et procéder au montage.

Procédure au micro-ondes pour la digestion par la diastase (a-amylase)

1. Utiliser deux lames par test. Etiqueter une lame pour la digestion par la diastase et une autre pour
la coloration PAS uniquement.
REMARQUE : il est recommandé d'utiliser des lames recouvertes d’adhésif tissulaire.
Ne pas placer les coupes dans de la celloidine lors de la digestion par la diastase.!

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

3. Préparer la solution de travail de diastase (a-amylase) en dissolvant 0,2 g d’a-amylase
(réf. A3176) dans 40 ml d’eau déionisée. Bien mélanger, puis mettre la solution dans une cuve a
coloration de Coplin en plastique. Préparer la solution juste avant de I'utiliser.

4. Mettre au micro-ondes sur 600 watts pendant 25 secondes.

5. Retirer les lames de la cuve a coloration de Coplin et rincer les lames digérées sous I'eau du
robinet pendant 5 minutes.

6. A la fois pour les lames digérées et non digérées, continuer en passant & I'étape 2 de la procédure
au micro-ondes pour les coupes de tissus.

Caractéristiques de performance

Les substances positives a la coloration PAS prennent une coloration allant du rose au rouge et les
noyaux sont bleus. Une lame avec digestion par la diastase (a-amylase) ne présentera pas de coloration
PAS visible du glycogene par rapport a la lame de contrdle positive au glycogene non digérée.

Si les résultats observés différent 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 %.

Réf. Description Cible Spécificité Sensibilité Spécificité Sensibilité
du produit intra-série intra-série inter-séries inter-séries
Solution
3951 d’acide Monocytes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
périodique
Granulocytes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Glycogéne 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Membranes
basales 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
3952 Reactif de Monocytes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Schiff Y
Granulocytes 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Glycogene 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Membranes
basales 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
Solution
GHS3-50ML d“uin?jaet%ﬁ/l' Noyaux 3sur3 3sur3 3sur3 3sur3
n°3

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.

395B :

H290 : Peut étre corrosif pour les métaux.
H302 : Nocif en cas d'ingestion.
H314 : Provoque des brilures de la peau et des Iésions oculaires graves.

H350 : Peut provoquer le cancer.

H373 : Risque présumé d’effets graves pour les organes (reins) a la suite d’expositions répétées ou
d’une exposition prolongée par ingestion.

H412 : Nocif pour les organismes aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme.
P273 : Eviter le rejet dans I'environnement.

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

P301 + P312 : EN CAS D'INGESTION : appeler un CENTRE ANTIPOISON ou un médecin en cas de
malaise.

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

P304 + P340 + P310 : EN CAS D'INHALATION : transporter la victime a I'extérieur et la maintenir
au repos dans une position ou elle peut confortablement respirer. Appeler immédiatement un
CENTRE ANTIPOISON ou un médecin.

P305 + P351 + P338 : EN CAS DE CONTACT AVEC LES YEUX : rincer avec précaution a |'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
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Istruzioni per I'uso

Sistema di colorazione con acido
periodico Schiff (PAS)

Procedura n. 395

[vo] Cé€

Uso previsto

Il sistema di colorazione PAS offre procedure standard e a microonde per la dimostrazione di
linfociti e mucopolisaccaridi. La reazione PAS nelle sezioni di tessuto & utile per la dimostrazione di
mucopolisaccaridi. La procedura di digestione della diastasi (a-amilasi), seguita dalla colorazione
PAS, & utile come aiuto nella diagnosi della malattia da accumulo di glicogeno. I reagenti dell'acido
periodico Schiff (PAS) sono previsti per "Uso diagnostico in vitro". Solo per uso professionale.

I dati ottenuti da questa procedura qualitativa manuale identificano linfociti e mucopolisaccaridi in
strisci ematici o di midollo osseo, nonché tessuti inclusi in paraffina fissati in formalina provenienti
da campioni umani. Questi dati, se esaminati insieme ad altri esami e informazioni diagnostiche,
possono essere utilizzati come aiuto per la diagnosi di infezioni fungine. Il pattern di colorazione
dei linfociti pud anche essere utile nel prendere decisioni terapeutiche in casi accertati di leucemia
linfocitica.

Se trattati con acido periodico, i glicoli vengono ossidati in aldeidi. Dopo la reazione con il reagente
di Schiff, la fucsina rilasciata colora i componenti cellulari contenenti i composti ossidabili.> Questa
reazione puo essere eseguita su striscio ematico o di midollo osseo, preparati per il contatto con
tessuti o sezioni di tessuto.'2 Se utilizzata su striscio ematico o di midollo osseo, questa analisi puod
essere utile per riconoscere alcuni casi di eritroleucemia e leucemia linfoblastica acuta.?

La digestione della diastasi (a-amilasi) puo essere usata come aiuto nella diagnosi della malattia
da accumulo di glicogeno. La diastasi idrolizza I'amido, il glicogeno e i prodotti di degradazione
originati da questi polisaccaridi presenti nei tessuti. I sottoprodotti risultanti dal processo di
digestione vengono risciacquati prima della colorazione PAS.*

E inclusa una tecnica per la colorazione PAS rapida utilizzando forni a microonde.>”

Reagenti

Soluzione di acido periodico (N. di cat. 3951-100ML e 395132-1L)
Acido periodico, 1 g/dL

Reagente di Schiff (N. di cat. 3952-50ML e 3952016-500ML)
Pararosanilina HCl, 1%, e metabisolfito di sodio, 4%, in acido cloridrico, 0,25 mol/L.
Pericolo. Provoca gravi ustioni cutanee e lesioni oculari. Pud causare il cancro.

Soluzione di ematossilina di Gill n. 3 (N. di cat. GHS3-100ML)
Ematossilina certificata, 6 g/L, iodato di sodio CI 75290, 0,6 g/L, solfato di alluminio, 52,8 g/L e
stabilizzante

Materiali speciali richiesti ma non forniti

¢ Soluzione di formaldeide, 37%

e Alcol reagente

e I vetrini di controllo PAS positivi, come PAS TISSUE-TROL™ (N. di cat. TTR009-25EA) devono
essere inclusi in ogni esecuzione

¢ Xilene o sostituto dello xilene

Solo procedure con microonde

e Forno a microonde

e Vaschetta Coplin con coperchi ventilati

e Soluzione di Scott concentrata sostitutiva all'acqua di rubinetto (N. di cat. S5134-6x100ML)

e a-amilasi (solo per procedura di estrazione della diastasi) (N. di cat. A3176)

Conservazione e stabilita

Conservare la soluzione di acido periodico e il reagente di Schiff in frigorifero (2-8 °C). Conservare
la soluzione di ematossilina di Gill n. 3 a temperatura ambiente (18-26 °C). I reagenti sono stabili
fino alla data di scadenza indicata sulle etichette. La formazione di un precipitato nel reagente di
Schiff non influisce sulle prestazioni.

Deterioramento

Eliminare la soluzione di ematossilina di Gill n. 3, se la soluzione diventa marrone (eccessivamente
ossidata dall'aria) o viola (perdita di acidita) o quando il tempo necessario per una colorazione
adeguata supera di pit di 5 minuti il tempo raccomandato nella procedura.

Preparazione

La soluzione di acido periodico, il reagente di Schiff e la soluzione di ematossilina di Gill n. 3 sono
forniti pronti per I'uso. Riscaldare i reagenti a temperatura ambiente (18-26 °C) prima dell'uso.

Se ¢ presente del precipitato, filtrare il reagente di Schiff. NOTA: una leggera colorazione rosa
dovuta alla lisciviazione del colore dai vetrini non interferisce con I'analisi.

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

La soluzione fissativa di formalina-etanolo viene preparata mescolando 5 mL di formaldeide con 45 mL
di etanolo al 95% (alcol reagente). Preparare la soluzione fresca ogni giorno e tenere ben chiusa.

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 PAS TISSUE-TROL™ sono tessuti umani inclusi in paraffina contenenti PAS 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.

Vengono utilizzati strisci ematici o di midollo osseo interi, EDTA o eparinizzati preparati freschi.
Eseguire il fissaggio il prima possibile.?

Per i polisaccaridi, possono essere utilizzati tessuti fissati in formalina tamponata neutra al 10%,
Zenker o Bouin.! Va notato che alcuni carboidrati sono solubili in acqua.? Per la dimostrazione del
glicogeno, si consigliano il liquido di Carnoy, il liquido di Gendre o la formalina alcolica acida.!

Il tempo necessario per |'estrazione della diastasi puo essere prolungato quando il tessuto viene
fissato in un fissativo contenente acido picrico.! Tagliare le sezioni di tessuto a 5 micron.

Note
Se si utilizza un forno a microonde, consultare il relativo Manuale utente per le istruzioni.

A scopo di controllo possono essere inclusi strisci ematici preparati da individui clinicamente sani.

I leucociti polimorfonucleati mostreranno un'intensa colorazione citoplasmatica rossa. Sezioni di
tessuto note per essere PAS positive /o contenenti glicogeno devono essere incluse ogni volta che
viene eseguita una sequenza di colorazione.

Procedura

Preparazioni per il contatto con sangue, midollo osseo o tessuti

Procedura standard
1. Fissare gli strisci essiccati all'aria per 1 minuto a temperatura ambiente in una soluzione

fissativa di formalina etanolo.

Sciacquare i vetrini per 1 minuto sotto un flusso leggero di acqua di rubinetto.

Immergere i vetrini nella soluzione di acido periodico per 5 minuti a temperatura ambiente.

Sciacquare i vetrini in vari bagni di acqua distillata.

Immergere i vetrini nel reagente di Schiff per 15 minuti a temperatura ambiente.

NOTA: subito dopo I'uso, tappare il reagente di Schiff e riporre in frigorifero (2-8 °C).

Lavare i vetrini in acqua di rubinetto corrente per 5 minuti.

7. Eseguire la controcolorazione dei vetrini in soluzione di ematossilina di Gill n. 3 per 90 secondi.

8. Sciacquare i vetrini in acqua corrente di rubinetto per 15-30 secondi, asciugarli all'aria ed
esaminarli al microscopio con lenti a immersione in olio (900x). I vetrini possono essere
montati con liquido di montaggio a base di toluene o xilene.
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Procedura con forno a microonde
1. Fissare gli strisci essiccati all'aria a temperatura ambiente per 1 minuto in una soluzione
fissativa di formalina-etanolo.
2. Sciacquare i vetrini per 1 minuto sotto un flusso leggero di acqua di rubinetto.

3. Mettere i vetrini in 40 mL di soluzione di acido periodico contenuta in una vaschetta Coplin di
plastica.

4. Scaldare in forno a microonde a 800 watt per 10 secondi.

5. Sciacquare accuratamente in vari bagni di acqua deionizzata.

6. Mettere i vetrini in 40 mL di reagente di Schiff contenuto in una vaschetta Coplin di plastica.

7. Scaldare in forno a microonde a 800 watt per 15 secondi. Mescolare la soluzione con una
pipetta Beral o uno stick applicatore e lasciare incubare per 1 minuto.

8. Sciacquare sotto un flusso leggero di acqua corrente di rubinetto tiepida per 5 minuti.

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

10. Scaldare in forno a microonde a 800 watt per 10 secondi.

11. Sciacquare in acqua corrente di rubinetto per 1-2 minuti, quindi colorare di blu in una
soluzione di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto a temperatura ambiente.

12. Sciacquare in acqua corrente di rubinetto. Lasciare asciugare all'aria.

13. I vetrini possono essere montati con liquido di montaggio a base di toluene o xilene.

Sezioni di tessuto

Procedura standard

1. Deparaffinare e idratare le sezioni in acqua deionizzata.

2. Immergere i vetrini nella soluzione di acido periodico per 5 minuti a temperatura ambiente
(18-26 °C).
Sciacquare i vetrini in vari bagni di acqua distillata.
Immergere i vetrini nel reagente di Schiff per 15 minuti a temperatura ambiente (18-26 °C).
Lavare i vetrini in acqua corrente di rubinetto per 5 minuti.

Eseguire la controcolorazione dei vetrini in soluzione di ematossilina di Gill n. 3 per 90 secondi.
Sciacquare i vetrini in acqua corrente di rubinetto.
. Disidratare, chiarificare e montare le sezioni con liquidi di montaggio a base di toluene o xilene.

Procedura con forno a microonde

1. Deparaffinare e idratare in acqua deionizzata.
2. Mettere i vetrini in 40 mL di soluzione di acido periodico contenuta in una vaschetta Coplin di
plastica. Appoggiare il coperchio sulla vaschetta oppure utilizzare un coperchio dotato di fori.
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3. Scaldare in forno a microonde a 800 watt per 10 secondi.

4. Sciacquare accuratamente in vari bagni di acqua deionizzata.

5. Mettere i vetrini in 40 mL di reagente di Schiff contenuto in una vaschetta Coplin di plastica.

6. Scaldare in forno a microonde a 800 watt per 15 secondi. Mescolare la soluzione con una
pipetta Beral o uno stick applicatore e lasciare incubare per 1 minuto.

7. Sciacquare sotto un flusso leggero di acqua corrente di rubinetto tiepida per 5 minuti.

8. Mettere i vetrini in ematossilina di Gill n. 3 contenuta in una vaschetta Coplin di plastica.

9. Scaldare in forno a microonde a 800 watt per 10 secondi.

10. Sciacquare in acqua corrente di rubinetto per 1-2 minuti, quindi colorare di blu in una

soluzione di Scott sostitutiva dell'acqua di rubinetto a temperatura ambiente. Sciacquare in
acqua corrente di rubinetto. Disidratare, chiarificare e montare.
Procedura con microonde per la digestione della diastasi (a-amilasi)
1. Utilizzare vetrini di test duplicati. Etichettarne uno per la digestione con diastasi e uno solo per
la colorazione PAS.
NOTA: si consigliano vetrini rivestiti con adesivo in tessuto.
Non applicare celloidina alle sezioni durante la digestione della diastasi.!
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2. Deparaffinare e idratare i vetrini in acqua deionizzata.

3. Preparare la soluzione di lavoro a base di diastasi (a-amilasi) sciogliendo 0,2 g di a-amilasi
(N. di cat. A3176), in 40 mL di acqua deionizzata. Mescolare bene e mettere in una vaschetta
Coplin di plastica. Preparare subito prima dell'uso.

4. Scaldare in forno a microonde a 600 watt per 25 secondi.

5. Rimuovere i vetrini dalla vaschetta Coplin e sciacquare il vetrino digerito in acqua corrente di
rubinetto per 5 minuti.

6. Utilizzando sia i vetrini digeriti che quelli non digeriti, eseguire il passaggio 2 della procedura con
forno a microonde per tessuti.

Caratteristiche prestazionali

Le sostanze PAS positive si colorano da rosa a rosso e i nuclei sono di colore blu. Un vetrino per I'estrazione
della diastasi (a-amilasi) non presentera alcuna colorazione PAS visibile del glicogeno rispetto al vetrino di
controllo positivo del glicogeno non digerito.

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

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.
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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

N.cat. Descrizione Target Specificita  Sensibilita  Specificita  Sensibilita Rev. 4.0 2016
prodotto intra-saggio intra-saggio inter-saggio inter-saggi
Soluzione Rev. 5.0 2022
3951 di acido Monociti 3di3 3di3 3di3 3di3
periodico Rev. 6.0 2022
Granulociti 3di3 3di3 3di3 3di3 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
Glicogeno 3di3 3di3 3di3 3di3 diagnosi nella sezione uso previsto. Aggiornata la sezione uso previsto per allinearla
Membrana 3di3 3di3 3di3 3di3 alle linee guida IVDR. Aggiornata Scheda dati sicurezza dei materiali in Scheda dati di
basale sicurezza. Aggiornate le informazioni di contatto. Istruzioni rimosse per seguire il CLSI
3952 Reattivo di Monociti 3di3 3di3 3di3 3di3 per la raccolta dei campioni. Rimossa EN 980 e modificata in EN ISO 15223-1:2021 per
Schiff i simboli. Aggiunte informazioni di contatto per eventi avversi. Aggiunta di avvertenze e
Granulociti 3di3 3di3 3di3 3di3 pericoli.
Glicogeno 3di3 3di3 3di3 3di3
Membrana ; ; ; i
basale 3di3 3di3 3di3 3di3
Soluzione di
GHS3-50ML ematossilina Nuclei 3di3 3di3 3di3 3di3
di Gill, N. 3

Avvertenze e pericoli

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

395B:

H290: Puo essere corrosivo per i metalli.

H302: Nocivo se ingerito.

H314: Provoca gravi ustioni cutanee e lesioni oculari.

H350: Puo causare il cancro.
H373: Pud provocare danni agli organi (reni) in caso di esposizione prolungata o ripetuta se
ingerito.

H412: Nocivo per gli organismi acquatici con effetti a lunga durata.

P273: Evitare il rilascio nell'ambiente.

P280: Indossare guanti protettivi/indumenti protettivi/protezione per gli occhi/protezione per il viso.
P301 + P312: SE INGERITO: contattare un CENTRO ANTIVELENI/un medico se non ci si sente bene.

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

P304 + P340 + P310: SE INALATO: portare la persona all'aria aperta e metterla in una posizione
comoda per respirare. Contattare immediatamente un CENTRO ANTIVELENI/un medico.

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

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

Rappresentante autorizzato nella c
Comunita Europea/Unione Europea

m

Dispositivo medico per la

Data di scadenza h S
diagnostica in vitro

Limite di temperatura Attenzione

B
&
A
il

Data di produzione Importatore
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Instrucciones de uso

Sistema de tincidn de acido
periddico de Schiff (PAS)

Procedimiento n.° 395

MILIBPORR
C€ SiGMa

Uso previsto

El sistema de tincion PAS ofrece procedimientos estandar y de microondas para demostrar la
presencia de linfocitos y mucopolisacéridos. La reaccion de PAS en cortes de tejidos es Util para la
visualizacién de mucopolisacaridos. El procedimiento de digestion con diastasa (a-amilasa), seguido
de la tincion PAS, es util como ayuda en el diagnéstico de la enfermedad de almacenamiento de
glucogeno. Los reactivos de PAS son para “uso diagnostico in vitro”. Solo para uso profesional.
Los datos obtenidos con este procedimiento manual y cualitativo identifican los linfocitos y los
mucopolisacéridos en frotis de sangre o médula 6sea, asi como en tejidos fijados en formol

y embebidos en parafina de muestras humanas. Si estos datos se revisan junto con otras pruebas
de diagndstico e informacién, se pueden utilizar como ayuda para el diagnéstico de las infecciones
fingicas. El patrén de tincién de los linfocitos también puede ser Util para tomar decisiones
terapéuticas en casos establecidos de leucemia linfocitica.

Cuando se tratan con acido periddico, los glicoles se oxidan en aldehidos. Tras la reaccidon con

el reactivo de Schiff, se libera la fucsina que tifie los componentes celulares que contienen los
compuestos oxidables.? Esta reaccion puede realizarse en frotis de sangre o médula dsea, en
improntas de tejidos o en cortes de tejidos.!? Cuando se utiliza con frotis de sangre o médula ésea,
esta prueba puede ser (til en el reconocimiento de algunos casos de eritroleucemia y leucemia
linfobldstica aguda.?

La digestion con diastasa (a-amilasa) puede utilizarse como ayuda en el diagndstico de la enfermedad
de almacenamiento de glucdgeno. La diastasa hidroliza el almidén, el glucégeno y los productos
de degradacion que tienen su origen en estos polisacéridos presentes en el tejido. Los productos
derivados resultantes del proceso de digestion se desechan mediante lavado antes de la tincion PAS.*

Se incluye una técnica PAS para una tincion répida en hornos microondas.>”

Reactivos

§o|uci6n de acido periddico (n.° de cat. 3951-100ML y 395132-1L)
Acido periddico, 1 g/dl.

Reactivo Schiff (n.° de cat. 3952-50ML y 3952016-500ML)
Pararosanilina HCl, 1 %, y metabisulfito sddico, 4 %, en acido clorhidrico, 0,25 mol/I. Peligro.
Provoca graves quemaduras en la piel y dafios en los ojos. Puede causar cancer.

Soluciéon de hematoxilina, Gill N.° 3 (n.° de cat. GHS3-100ML)
Hematoxilina certificada, 6 g/I, yodato sddico C.I. 75290, 0,6 g/I, sulfato de aluminio, 52,8 g/
y estabilizante.

Material especial necesario pero no suministrado

e Solucién de formaldehido, 37 %

e Alcohol reactivo

e Los portaobjetos de control PAS-positivo, tales como PAS TISSUE-TROL™ (n.° de cat. TTR009-25EA),
deben utilizarse en cada proceso

¢ Xileno o sustituto del xileno

Solo en procedimientos con microondas

¢ Horno microondas.

e Vaso de Coplin con tapas con respiraderos

e Concentrado sustituto del agua corriente de Scott (n.° de cat. S5134-6x100ML)

e a-Amilasa (solo para el procedimiento de extraccion de diastasa) (n.° de cat. A3176)

Almacenamiento y estabilidad

Almacenar la solucién de acido periddico y el reactivo Schiff en el frigorifico (2-8 °C). Almacenar la

solucién de hematoxilina Gill N.° 3 a temperatura ambiente (18-26 °C). Los reactivos son estables

hasta la fecha de caducidad indicada en las etiquetas. La formacion de un precipitado en el reactivo
de Schiff no afecta al rendimiento.

Deterioro

Desechar la solucion de hematoxilina Gill N.© 3, si se vuelve marrdn (sobreoxidacion por aire)
o purpura (pérdida de acidez), o cuando el tiempo requerido para obtener la tincién adecuada
supere en mas de 5 minutos el tiempo recomendado en el procedimiento.

Preparacion

La solucién de acido periddico, el reactivo de Schiff y la solucion de hematoxilina Gill N.° 3 se
suministran listos para su uso. Calentar los reactivos a temperatura ambiente (18-26 °C) antes
de su uso.

Filtrar el reactivo de Schiff si hay precipitado. NOTA: Una ligera coloracion rosa debida a la lixiviacion
del color de los portaobjetos no interfiere con la prueba.

El sustituto del agua corriente de Scott se prepara diluyendo 1 parte del concentrado sustituto del
agua corriente de Scott con 9 partes de agua desionizada.

La solucién fijadora de formol-etanol se prepara mezclando 5 ml de formaldehido con 45 ml de etanol
al 95 % (alcohol reactivo). Las preparaciones deben ser del dia y deben guardarse bien cerradas.

Precauciones

Los dispositivos médicos de diagndstico in vitro (DMDIV) incluidos en este kit estan 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 PAS TISSUE-TROL™ son tejidos humanos embebidos en parafina con
PAS 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.

Se utilizan frotis de sangre total heparinizada o con EDTA, o de médula ésea, recién preparados.
Debe fijarse cuanto antes.?

Para los polisacaridos, puede utilizarse tejido fijado con formol tamponado neutro al 10 %, solucion
de Zenker o de Bouin.! Debe tenerse en cuenta que algunos carbohidratos son hidrosolubles.? Para

demostrar la presencia de glucdgeno, se recomienda usar el liquido de Carnoy, el liquido de Gendre
o formol alcohdlico &cido.! El tiempo necesario para la extraccién de la diastasa puede ser mas largo
cuando el tejido se fija en acido picrico con fijador.! Los cortes de tejido deben ser de 5 micras.

Notas
Si se utiliza el horno microondas, deben consultarse las instrucciones en el Manual del propietario.

Pueden utilizarse frotis de sangre procedentes de individuos clinicamente sanos para fines de control.
Los leucocitos polimorfonucleares mostraran una tincion citoplasmatica de color rojo intenso. Cada
vez que se realiza una secuencia de tincion deben incluirse cortes de tejido que se sepa que son
PAS-positivos y/o que contienen glucégeno.

Procedimiento

Preparaciones de sangre, médula ésea o improntas de tejidos

Procedimiento estandar

1. Fijar los frotis secados al aire durante 1 minuto a temperatura ambiente, con solucién

fijadora de formol-etanol.

2. Aclarar los portaobjetos durante 1 minuto con agua corriente del grifo a chorro suave.

3. Sumergir los portaobjetos en solucidn de acido periddico durante 5 minutos a temperatura

ambiente.

4. Aclarar los portaobjetos varias veces con agua destilada, cambiando el agua cada vez.

5. Sumergir los portaobjetos en reactivo de Schiff durante 15 minutos a temperatura ambiente.

NOTA: Inmediatamente después del uso, tapar el reactivo de Schiff y devolverlo al frigorifico
(2-8 °C).

6. Aclarar los portaobjetos durante 5 minutos con agua corriente del grifo.

7. Contratefiir los portaobjetos con solucién de hematoxilina Gill N.° 3, durante 90 segundos.

8. Aclarar los portaobjetos en agua corriente del grifo durante 15-30 segundos, secar al aire

y examinar en el microscopio con una lente de inmersion en aceite (900x). Los portaobjetos
pueden montarse en un medio con base de tolueno o xileno.
Procedimiento con microondas

1. Fijar los frotis secados al aire a temperatura ambiente durante 1 minuto, con fijador de

formol-etanol.

2. Aclarar los portaobjetos durante 1 minuto con agua corriente del grifo a chorro suave.
Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucién de acido periddico dentro de un vaso de Coplin
de plastico.

Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 10 segundos.

Aclarar bien varias veces con agua desionizada, cambiando el agua cada vez.

Colocar los portaobjetos en 40 ml de reactivo de Schiff dentro de un vaso de Coplin de plastico.
Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 15 segundos. Mezclar la solucién con
una pipeta Beral o una varilla aplicadora, y dejarla incubar durante 1 minuto.

Aclarar con agua corriente del grifo caliente a chorro suave durante 5 minutos.

9. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucion de hematoxilina Gill N.° 3 dentro de un vaso de
Coplin de plastico.

10. Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 10 segundos.

11. Aclarar con agua corriente del grifo durante 1-2 minutos, y luego azular con concentrado
sustituto del agua corriente de Scott a temperatura ambiente.

12. Aclarar con agua corriente del grifo. Secar al aire.

13. Los portaobjetos pueden montarse en un medio con base de tolueno o xileno.

Cortes de tejido

Procedimiento estandar

1. Desparafinar e hidratar los cortes con agua desionizada.

2. Sumergir los portaobjetos en solucion de acido periddico durante 5 minutos a temperatura

ambiente (18-26 °C).

Aclarar el portaobjetos varias veces con agua destilada, cambiando el agua cada vez.

Sumergir los portaobjetos en reactivo de Schiff durante 15 minutos a temperatura

ambiente (18-26 °C).

Aclarar los portaobjetos durante 5 minutos con agua corriente del grifo.

Contratefiir los portaobjetos con solucién de hematoxilina Gill N.° 3, durante 90 segundos.

Aclarar los portaobjetos con agua corriente del grifo.

Deshidratar, aclarar y montar los cortes en un medio con base de tolueno o xileno.

Procedimiento con microondas

1. Desparafinar e hidratar con agua desionizada.

2. Colocar los portaobjetos en 40 ml de solucion de &cido periddico dentro de un vaso de Coplin

de plastico. Tapar el vaso sin apretar la tapa, o utilizar tapas con agujeros.

Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 10 segundos.

Aclarar bien varias veces con agua desionizada, cambiando el agua cada vez.

Colocar los portaobjetos en 40 ml de reactivo de Schiff dentro de un vaso de Coplin de plastico.

Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 15 segundos. Mezclar la solucién con

una pipeta Beral o una varilla aplicadora, y dejarla incubar durante 1 minuto.

Aclarar con agua corriente del grifo caliente a chorro suave durante 5 minutos.

Colocar los portaobjetos en hematoxilina Gill N.© 3 dentro de un vaso de Coplin de plastico.

Poner en el horno microondas a 800 vatios durante 10 segundos.

10. Aclarar con agua corriente del grifo durante 1-2 minutos, y luego azular con concentrado
sustituto del agua corriente de Scott a temperatura ambiente. Aclarar con agua corriente
del grifo. Deshidratar, aclarar y montar.
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Procedimiento con microondas para digestion con diastasa (a-amilasa)

1. Utilizar portaobjetos de prueba duplicados. Etiquetar uno para la digestion con diastasa y otro solo
para la tincion PAS.

NOTA: Se recomienda utilizar los portaobjetos recubiertos con adhesivo de tejido.
No utilizar celoidina con los cortes al realizar la digestion con diastasa.!

2. Desparafinar e hidratar los portaobjetos con agua desionizada.

3. Preparar la solucién de diastasa (a-amilasa) disolviendo 0,2 g de a-amilasa (n.° de cat. A3176)
en 40 ml de agua desionizada. Mezclar bien y colocar en un vaso de Coplin de plastico. Preparar
inmediatamente antes de su uso.

4. Poner en el horno microondas a 600 vatios durante 25 segundos.

5. Extraer los portaobjetos del vaso de Coplin y aclarar el portaobjetos digerido con agua corriente
del grifo durante 5 minutos.

6. Utilizando ambos portaobjetos, el digerido y el no digerido, siga con el procedimiento del horno
microondas para el tejido (paso 2).

Caracteristicas de funcionamiento

Las sustancias PAS-positivas se tifien de rosa a rojo y los nlcleos en azul. El portaobjetos de extraccion
de diastasa (a-amilasa) no tendra ninguna tinciéon PAS visible de glucégeno, al compararlo con el
portaobjetos de control positivo de glucégeno no digerido.

Si los resultados observados varian de los esperados, péngase en contacto con el Servicio Técnico de
Sigma-Aldrich.

Caracteristicas de funcionamiento analitico

Los resultados del funcionamiento analitico de las pruebas realizadas en todas las estructuras objetivo
confirman una sensibilidad, especificidad y repetibilidad del 100 %.

N.° de cat. Descripcién Objetivo Sensibilidad Especifici- Sensibilidad
del producto intraensayo dad interensayo
intraensayo interensayo
Solucion
3951 de acido Monocitos 3de3 3de3 3de3 3de3
periodico
Granulocitos 3de3 3de3 3de3 3de3
Glucdgeno 3de3 3de3 3de3 3de3
Membrana
basal 3de3 3de3 3de3 3de3
3952 Reactivo Monocitos 3de3 3de3 3de3 3de3
Granulocitos 3de3 3de3 3de3 3de3
Glucégeno 3de3 3de3 3de3 3de3
Membrana
basal 3de3 3de3 3de3 3de3
Solucién de
GHS3-50ML  hematoxilina Nucleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Gilln.o 3

Advertencias y peligros

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

395B:

2

H290: Puede ser corrosivo para los metales.
H302: Nocivo en caso de ingestion.
H314: Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves.

H350: Puede provocar cancer.

H373: Puede provocar dafios en los 6rganos (rifidn) tras exposiciones prolongadas o repetidas en
caso de ingestion.

H412: Nocivo para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos.
P273: Evitar su liberacién al medio ambiente.
P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion.

P301 + P312: EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE INFORMACION TOXICOLOGICA o
a un médico si se encuentra mal.

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

P304 + P340 + P310: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la victima al exterior y mantenerla
en reposo en una posiciép confortable para respirar. Llamar inmediatamente a un CENTRO DE
INFORMACION TOXICOLOGICA o a un médico.

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, informelo 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

M Fabricante NUmero de catdlogo

Consultar instrucciones de uso

Cddigo de lote

Declaracion UE de conformidad
(definida en el Reglamento (UE)
2017/746 sobre los productos
sanitarios para diagnéstico in vitro)

Representante autorizado en la
Comunidad Europea/Unién Europea

g Fecha de caducidad PISPOSItIVO médico de diagndstico
in vitro

/l’ Limite de temperatura Precaucion

& Fecha de fabricacion % Importador
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Informacion de contacto

Para hacer un pedido, visite nuestro sitio web en SigmaAldrich.com. Para solicitar el Servicio Técnico,
visite la pagina de servicio técnico en nuestro sitio web en SigmaAldrich.com/techservice.

Historial de revisiones

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

Se ha transferido a la nueva plantilla con la marca actual. Se ha especificado para

uso profesional en uso previsto y precauciones. Se ha movido la declaracion de ayuda
al diagnodstico al uso previsto. Se ha revisado el uso previsto para adaptarlo a las
directrices del IVDR. Se ha actualizado la hoja de datos de seguridad del material a

la hoja de datos de seguridad. Se ha actualizado la informacion de contacto. Se ha
eliminado la instruccion de seguir el CLSI para la recogida de muestras. Se ha eliminado
la norma 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
afiadido advertencias y peligros.

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

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

PAS (perjodsyre-Schiff)-
farvningssystem

Procedure nr. 395

MILIBPORR
C€ SiGMa

Tilsigtet brug

PAS-farvningssystemet tilbyder standard- og mikrobglgeprocedurer til pavisning af lymfocytter og
mucopolysaccharider. PAS-reaktionen i vaevssnit er nyttig til pdvisning af mucopolysaccharider.
Diastase (a-amylase)-fordgjelsesproceduren efterfulgt af PAS-farvningen er nyttig som en hjeelp
til diagnosticering af Pompes sygdom. PAS (perjodsyre-Schiff)-reagenser er beregnet til "in vitro-
diagnostisk brug". Kun til professionel brug. Dataene, som opnds med denne manuelle, kvalitative
procedure, identificerer lymfocytter og mucopolysaccharider i blod- eller knoglemarvsfilm samt
formalinfikseret, paraffinindstgbt vaev fra humane prgver. Disse data kan, ndr de gennemgas

i sammenhaeng med andre diagnostiske tests og oplysninger, bruges som en hjzelp ved
diagnosticering af svampeinfektioner. Lymfocytternes farvningsmgnster kan ogsa vaere nyttigt til at
treeffe terapeutiske beslutninger i etablerede tilfaelde af lymfatisk leukaemi.

Glykoler oxideres til aldehyder, nér de behandles med perjodsyre. Efter reaktion med Schiffs
reagens farver det frigivne fuchsin de cellulzere komponenter, der indeholder de oxiderbare
forbindelser.> Denne reaktion kan udfgres pa blod- eller knoglemarvsfilm, veaevsbergringspraeparater
eller vaevssnit.'2 Nar denne test bruges p& blod- eller knoglemarvsfilm, kan den vaere nyttig til at
genkende visse tilfeelde af erythroleukaemi og akut lymfatisk leukaemi.?

Diastase (a-amylase)-fordgjelse kan anvendes som en hjalp til diagnosticering af Pompes sygdom.
Diastase hydrolyserer stivelse, glykogen og nedbrydningsprodukter med oprindelse i disse
polysaccharider, der findes i veev. De resulterende biprodukter fra fordgjelsesprocessen skylles vaek
for PAS-farvning.*

En teknik til hurtig PAS-farvning ved brug af mikrobglgeovne er inkluderet.>”

Reagenser

Periodic Acid Solution (kat.nr. 3951-100ML og 395132-1L)
Perjodsyre, 1 g/dI

Schiff’'s Reagent (kat.nr. 3952-50ML og 3952016-500ML)
Pararosanilin HCl, 1 %, og natriummetabisulfit, 4 %, i saltsyre, 0,25 mol/I. Fare. For%rsager sveere
2etsninger af huden og gjenskader. Kan fremkalde kreeft.

Hematoxylin Solution, Gill No. 3 (kat.nr. GHS3-100ML)
Certificeret haematoxylin, 6 g/, CI 75290 natriumiodat, 0,6 g/I, aluminiumsulfat, 52,8 g/l og
stabilisator

Seerlige materialer, som er pékreevede, men ikke medfalger

e Formaldehydoplgsning, 37 %

e Reagensalkohol

e Positive PAS-kontrolglas, sdsom PAS TISSUE-TROL™ (kat.nr. TTR009-25EA) skal inkluderes
i hver korsel

e Xylen eller xylenerstatning

Kun mikrobglgeprocedurer

¢ Mikrobglgeovn

e Coplin-sk&l med ventilerede 18g

e Scott's Tap Water Substitute Concentrate (kat.nr. S5134-6x100ML)

¢ a-Amylase (kun til diastaseekstraktionsprocedure) (kat.nr. A3176)

Opbevaring og stabilitet

Opbevar perjodsyreoplgsning og Schiffs reagens i kaleskab (2-8 °C). Opbevar haematoxylinoplgsning,
Gill nr. 3 ved stuetemperatur (18-26 °C). Reagenserne er stabile indtil udlgbsdatoen pa etiketterne.
Dannelse af bundfald i Schiffs reagens pavirker ikke ydeevnen.

Forringelse

Kassér haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, hvis oplgsningen bliver brun (overoxideret p& grund af luft)
eller lilla (tab af surhed), eller ndr den tid, der kreeves til passende farvning, overstiger den anbefalede
tid i proceduren med mere end 5 minutter.

Forberedelse

Perjodsyreoplgsning, Schiffs reagens og haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, leveres klar til brug.
Opvarm reagenserne til stuetemperatur (18-26 °C) fgr brug.

Filtrer Schiffs reagens, hvis der er bundfald til stede. BEMARK: En let pink farvning pa grund af
udvaskning af farve fra objektglas interfererer ikke med testen.

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

Formalin-ethanol-fikseringsoplgsning fremstilles ved at blande 5 ml formaldehyd med 45 ml 95 %
ethanol (reagensalkohol). Forbered en frisk oplgsning dagligt, og hold beholderen teet lukket.

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.

1VD'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 héndtering af laboratoriereagenser, skal fglges.
Bortskaf affald under overholdelse af alle lokale, regionale eller nationale regler.

PAS TISSUE-TROL™ kontrolobjektglas er fremstillet med paraffinindstgbt humant veaev, der
indeholder PAS, 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.

Nyligt fremstillede fuldblods-, EDTA- eller hepariniserede blod- eller knoglemarvsfilm anvendes.
Fikser s& snart som muligt.

Til polysaccharider kan der anvendes vayv, der er fikseret i 10 % neutral bufferformalin, Zenkers
eller Bouins.! Det skal bemaerkes, at visse kulhydrater er vandoplgselige.? Til pdvisning af glykogen
anbefales Carnoys vaeske, Gendres vaeske eller sur alkoholholdig formalin.! Den tid, der kraeves til
diastaseekstraktion, kan blive forleenget, ndr vaev fikseres i en picrinsyre, som indeholder fiksativ.!
Skaer vaevssnit i tykkelser p& 5 mikron.

Bemaerkninger

Hvis der bruges en mikrobglgeovn, henvises der til brugervejledningen vedrgrende anvisninger.
Blodfilm fremstillet fra klinisk raske individer kan inkluderes til kontrolform&l. Polymorfonuklezere
leukocytter vil vise en intens rgd, cytoplasmisk farvning. Vaevssnit, der vides at vaere PAS-positive
og/eller indeholder glykogen, skal inkluderes, hver gang en farvningssekvens udfgres.
Procedure

Blod-, knoglemarvs- eller vaevsbergringspraeparater

Standardprocedure
1. Fikser de lufttgrrede film i 1 minut ved stuetemperatur i formalinethanol-fikseringsoplgsning.

2. Skyl objektglassene i 1 minut i langsomt rindende postevand.

3. Leeg objektglassene ned i perjodsyreoplgsning i 5 minutter ved stuetemperatur.

4. Skyl objektglassene i flere hold destilleret vand.

5. Leeg objektglassene ned i Schiffs reagens i 15 minutter ved stuetemperatur.
BEMARK: Umiddelbart efter brug skal der szettes 18g pa Schiffs reagens, og det skal sattes
tilbage i kgleskabet (2-8 °C).

6. Vask objektglassene under rindende postevand i 5 minutter.

7. Kontrastfarv objektglassene i haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, i 90 sekunder.

8. Skyl objektglassene i rindende postevand i 15-30 sekunder, lad dem lufttgrre, og undersgg
dem mikroskopisk under en olieimmersionslinse (900x). Objektglassene kan monteres
i toluen- eller xylenbaserede monteringsmedier.

Mikrobglgeprocedure

Fikser de lufttgrrede film ved stuetemperatur i 1 minut i formalin-ethanol-fikseringsoplgsning.

Skyl objektglassene i 1 minut i langsomt rindende postevand.

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

Varm i mikrobglgeovn ved 800 watt i 10 sekunder.

Skyl grundigt i flere hold demineraliseret vand.

Placer objektglassene i 40 ml Schiffs reagens, som er indeholdt i en Coplin-skal af plast.

Varm i mikrobglgeovn ved 800 watt i 15 sekunder. Bland oplgsningen med en

engangspipette eller applikatorpind, og lad den inkubere i 1 minut.

Skyl i varmt, langsomt rindende postevand i 5 minutter.

9. Placer objektglassene i 40 ml haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, som er indeholdt i en Coplin-sk&l
af plast.

10. Varm i mikrobglgeovn ved 800 watt i 10 sekunder.

11. Skyl i rindende postevand i 1-2 minutter, bldn derefter i en brugsoplgsning af Scotts
postevandserstatning ved stuetemperatur.

12. Skyl under rindende postevand. Lad lufttgrre.

13. Objektglassene kan monteres i toluen- eller xylenbaserede monteringsmedier.

Nk wN e
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Standardprocedure

1. Afparaffiner og hydrer snittene i demineraliseret vand.

Leeg objektglassene ned i perjodsyreoplgsning i 5 minutter ved stuetemperatur (18-26 °C).

Skyl objektglassene i flere hold destilleret vand.

Lzeg objektglassene ned i Schiffs reagens i 15 minutter ved stuetemperatur (18-26 °C).

Vask objektglassene under rindende postevand i 5 minutter.

Kontrastfarv objektglassene i haematoxylinoplgsning, Gill nr. 3, i 90 sekunder.

Skyl objektglassene under rindende postevand.

. Dehydrer, klarér og monter snittene i toluen- eller xylenbaserede monteringsmedier.

ikrobglgeprocedure

Afparaffiner og hydrer i demineraliseret vand.

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

Daek skdlen lgst med et 18g, eller brug 18g med huller boret i dem.

Varm i mikrobglgeovn ved 800 watt i 10 sekunder.

Skyl grundigt i flere hold demineraliseret vand.

Placer objektglassene i 40 ml Schiffs reagens, som er indeholdt i en Coplin-skal af plast.

Varm i mikrobglgeovn ved 800 watt i 15 sekunder. Bland oplgsningen med en

engangspipette eller applikatorpind, og lad den inkubere i 1 minut.

Skyl i varmt, langsomt rindende postevand i 5 minutter.

Placer objektglassene i haematoxylin, Gill nr. 3, som er indeholdt i en Coplin-skal af plast.

Varm i mikrobglgeovn ved 800 watt i 10 sekunder.

10. Skyl i rindende postevand i 1-2 minutter, bldn derefter i Scotts postevandserstatning ved
stuetemperatur. Skyl under rindende postevand. Dehydrer, klarér, og monter.

Mikrobglgeprocedure til diastase (a-amylase)-fordgjelse

1. Brug testobjektglas i duplikat. Maerk ét til fordgjelse med diastase og ét kun til PAS-farvning.
BEMARK: Objektglas, som er belagt med vaevsklaeber, anbefales.
Undlad at indlejre snittene i celloidin, nér der udfgres diastasefordgjelse.!

2. Afparaffiner og hydrer objektglassene i demineraliseret vand.

3. Forbered en diastase (a-amylase)-arbejdsoplgsning ved at oplgse 0,2 g a-amylase
(kat.nr. A3176) i 40 ml demineraliseret vand. Bland grundigt, og anbring i en Coplin-skal af
plast. Forbered lige inden brug.

4. Varm i mikrobglgeovn ved 600 watt i 25 sekunder.

5. Fjern objektglassene fra Coplin-skdlen, og skyl det fordgjede objektglas under rindende
postevand i 5 minutter.
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6. Brug b3de de fordgjede og de ufordgjede objektglas, og fortsaet med mikrobglgeproceduren for
veey, trin 2.
Praestationskarakteristika

PAS-positive stoffer farves pink til radt, og kerner er bl3. Et diastase (a-amylase)-ekstraktionsobjektglas
vil ikke have nogen synlig PAS-farvning af glykogen sammenlignet med det ufordgjede glykogenpositive
kontrolobjektglas.

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 udfort pd alle malstrukturer, bekraefter 100 %
folsomhed, specificitet og repeterbarhed.

Referencer

1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice Histotechnology, 2nd ed. CV Mosby, St. Louis,
(MO), pp 52, 164-167, 1980

2. Culling CFA, Allison RT, Barr WT: Cellular Pathology Technique, 4th ed. Butterworths, pp 216-220,
1985

3. Davey FR, Nelson DA: Periodic Acid Schiff (PAS) Stain. IN Hematology, 2nd ed. W] Williams,
E Buetler, AJ Erslev, RW Rundles, McGraw-Hill, New York, pp 1630-1632, 1977

4. Thompson SW: Selected Histochemi cal and Histopathological Methods, CC Thomas, Springfield,
(IL), pp 520-539, 1966

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

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

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

Kontaktoplysninger

Kat. nr. Produktbe- Mal Specificitet Specificitet Specificitet Fglsomhed N o o
skrivelse i analyse i analyse mellem mellem Besgg vores websted pa SigmaAldrich.com for at afgive en bestilling. Ga til siden for teknisk service pa
analyser analyser vores websted p& SigmaAldrich.com/techservice for at f8 oplysninger om teknisk service.
Perjodsyreop-
3951 H Monocytter 3af3 3af 3 3af 3 3af 3 - - .
lasning Revisionshistorik
Granulocytter 3af3 3af 3 3af3 3af 3
Glykogen 3af 3 3af 3 3af3 3af3 Rev. 4.0 2016
Basamem-  3ar3 3af3 3af3 3af3 Rev.5.0 2022
3952 r'ce’grg‘zfrfs Monocytter 3af3 3af3 3af3 3af3 Rev. 6.0 2022
Overfgrt til ny skabelon med nuvaerende branding. Specificeret til professionel brug under
Granulocytter 3af3 3af3 3af3 3af3 tilsigtet brug og forsigtighedsregler. Flyttet udtalelse om hjzelp ved diagnosticering til
Glykogen 3af3 3af3 3af3 3af3 tilsigtet brug. Revideret tilsigtet brug for at tilpasse til IVDR-retningslinjer. Opdateret
Basalmem- 3af3 3af3 3af3 3af3 materialesikkerhedsdatablad til sikkerhedsdatablad. Opdateret kontaktoplysninger.
bran Fjernet instruks om at fglge CLSI vedrgrende prgveindsamling. Fjernet EN 980 og
Hematoxylin aendret til EN ISO 15223-1:2021 for symboler. Tilfgjet kontaktoplysninger i tilfeelde af
GHS3-50ML  Solution, Gill Kerner 3af3 3af 3 3af3 3af 3 ugnskede haendelser. Advarsler og farer tilfgjet.
No. 3

Advarsler og farer

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

395B:

H290: Kan veere zetsende for metaller.
H302: Farlig ved indtagelse.
H314: Forérsager sveere zetsninger af huden og gjenskader.

H350: Kan fremkalde kraeft.

H373: Kan forarsage organskader (nyrer) ved laengerevarende eller gentagen eksponering ved
indtagelse.

H412: Skadelig for vandlevende organismer, med langvarige virkninger.

P273: Undg8 udledning til miljoet.

P280: Bzer beskyttelseshandsker/beskyttelsestgj/gjenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

P301 + P312: I TILFALDE AF INDTAGELSE: Kontakt GIFTLINJEN/en laege i tilfselde af ubehag.

P303 + P361 + P353: VED KONTAKT MED HUDEN (eller h8ret): Alt tilsmudset tgj tages straks af.
Skyl huden med vand.

P304 + P340 + P310: VED INDANDING: Flyt personen til et sted med frisk luft og serg for, at
vejrtraekningen lettes. Ring omg%ende til en GIFTINFORMATION/lzege.

P305 + P351 + P338: VED KONTAKT MED @INENE: Skyl forsigtigt med vand i flere minutter. Fjern
eventuelle kontaktlinser, hvis dette kan ggres let. Fortsaet 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 repraesentant og til den nationale myndighed i brugerens land.

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

u Producent
(I

=[]

Katalognummer

Se brugsanvisningen Batchkode

Autoriseret repraesentant i Det
Europeeiske Faellesskab/
Den Europaeiske Union

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

Medicinsk udstyr til

Sidste anvendelsesdato in vitro-diagnostik

Forsigtig

w
/l’ Temperaturgreense
il

Fremstillingsdato Importgr

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
3050 Spruce Street, Schiffgraben 41 64271 Darmstadt,
St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Germany

an affiliate of Merck KGaA,
Darmstadt, Germany
+1(314) 771-5765

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.



1-SE Rev. 6.0, 91772-LS, 2022

Sigma-Aldrich.

Bruksanvisning

System foér fargning med
Perjodsyra-Schiffreaktion (PAS)

Forfarandebeteckning: 395

MILIBPORR
C€ SiGMa

Anviandningsomrade

PAS-fargningssystemet tillhandahé&ller séval standardforfaranden som mikrovagsforfaranden

for pavisning av lymfocyter och glykosaminoklykaner. PAS-reaktionen i vévnadssnitt ar
anvéndbar fér pdvisning av glykosaminoglykaner. Forfarandet med diastas- eller
a-amylasnedbrytning och p&féljande PAS-fargning &r anvéandbart till hjalp vid diagnostisering

av glykogeninlagringssjukdomar. PAS-reagenserna (Perjodsyra-Schiffreaktion) &r avsedda for

in vitro-diagnostiskt bruk. Endast for yrkesmassigt bruk. Data som erhlls genom detta manuella,
kvalitativa forfarande representerar lymfocyter och glykosaminoglykaner i s&val blod- och
benmargsutstryk som formalinfixerad, paraffininbaddad vavnad frén humanprov Dessa data kan
anvandas till hjélp vid diagnostiseringen av svampinfektioner om de bedéms ihop med 6vriga
diagnostiska undersékningar och uppgifter. Férgningsmonstret hos lymfocyterna kan ocks8 vara till
hjélp nar beslut ska fattas om behandling i etablerade fall av lymfatisk leukemi.

Vid behandling med perjodsyra oxideras glykoler till aldehyder. Efter reaktionen med Schiff-reagens
fargas de celluldra komponenterna som innehaller de oxiderbara féreningarna av den frigjorda
rosanilinfargen.? Reaktionen kan utféras pa blod- eller benmargsutstryk, vévnadsimprinter och
vavnadssnitt.2 Nar undersékningen utfors pd blod- eller benmargsutstryk kan det i vissa fall vara till
hjalp for identifiering erytroleukemi och akut lymfatisk leukemi.?

Diastas- eller a-amylasnedbrytningen kan anvandas till hjalp vid diagnostiseringen av
glykogeninlagringssjukdomar. Vid nedbrytning genom diastas hydrolyseras starkelse, glykogen
och nedbrytringsprodukter som kommer frén de i vdvnaden férekommande polysackariderna.

De biprodukter som uppkommer genom nedbrytningsprocessen skéljs bort fére PAS-fargningen.*

En teknik for snabb-PAS-fargning med mikrovagsugn ingdr.57

Reagenser

Perjodsyraldsning (kat.nr 3951-100ML och 395132-1L)
Perjodsyra, 1 g/dlI

Schiff-reagens (kat.nr 3952-50ML och 3952016-500ML)
Pararosanilinhydroklorid 1 % och natriummetabisulfit 4 % i saltsyra 0,25 mol/l. Fara. Orsakar
allvarliga brannskador p& huden samt gonskador. Kan orsaka cancer.

Hematoxylinlésning, Gill nr 3 (kat.nr GHS3-100ML)
Certifierat hematoxylin 6 g/, indexnr 75290 natriumjodat 0,6 g/I, aluminiumsulfat 52,8 g/l och
stabilisator

Sarskilt materiel som krévs men inte tillhandahalls

¢ Formaldehydlésning 37 %

e Reagenssprit

o I vare kérning bér positiva PAS-kontrollglas, sésom PAS TISSUE-TROL™ (kat.nr TTRO09-25EA), inga.
e Xylen eller xylenerséattning

Endast for mikrovagsforfaranden

e Mikrovagsugn

e Coplin-burk med ventilforsett lock

e Scotts kranvattenersattning, koncentrat (kat.nr S5134-6x100ML)

e a-amylas (endast for diastasextraktion) (kat.nr A3176)

Férvaring och hallbarhet

Férvara perjodsyralosningen och Schiff-reagenset i kylskdp (2-8 °C). Férvara
hematoxylinlésningen, Gill nr 3 i rumstemperatur (18-26 °C). Reagenserna ar haller sig fram till
utgéngsdatumet som anges p& etiketterna. Utfallning i Schiff-reagens paverkar inte prestandan.

Férsamring

Kassera hematoxylinlésningen Gill nr. 3, om |ésningen blir brun (6veroxiderad av luft) eller
lila (minskad surhet) eller nar tiden som krévs for lamplig fargning 6verskrider den tid som
rekommenderas for proceduren med mer &n 5 minuter.

Beredning

Perjodsyralosningen, Schiff-reagenset och hematoxylinlésningen Gill nr 3 levereras
anvandnngsklara. Varm reagenserna till rumstemperatur (18-26 °C) innan de ska anvandas.

Filtrera Schiff-reagenserna om det férekommer féllningar. OBS! En latt rosa farg p5 grund av
farglackage fran objektglasen stor inte testet.

Scotts kranvattenerséattning bereds genom att spada 1 del Scotts kranvattenerséattning
i koncentrat med 9 delar avjoniserat vatten.

Fixeringslosningen av formalin och etanol framstélls genom att blanda 5 ml formaldehyd med
45 ml etanol 95 % (reagenssprit). Bered en ny 16sning dagligen och férvara den tétt forsluten.

Forsiktighetsdtgarder

De medicintekniska produkter fér in vitro-diagnostik som ingdr i detta kit ar avsedda att anvandas

i klinisk laboratoriemiljo. Dessa medicintekniska produkter for in vitro-diagnostik ar 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 bestammelser.

PAS TISSUE-TROL™ kontrollglas &r paraffininbaddad humanvavnad som innehdller PAS och ska
anses vara potentiellt smittsamma.

Forfarande

Provtagning

Inga ké@nda testmetoder kan erbjuda fullstédndig garanti for att inte smitta 6verférs genom blodprover
eller vavnad. Darfor maste alla blodderivat och vévnadsprover betraktas som potentiellt smittsamma.
Nyberett helblod, EDTA-behandlade eller hepariniserade blod- eller benmérgsutstryk anvénds.
Fixera sd snart som majligt.?

For polysackarider kan vavnad som &r fixerad i neutral buffrad formalin 10 %, Zenkers eller

Bouin anvéndas.! Observera att vissa kolhydrater ar vattenlsliga.2 Fér pavisning av glykogen
rekommenderas Carnoy-véatska, Gendres-vatska eller surt, alkoholhaltigt formalin.! Tiden som
kravs for diastasextraktion kan forlangas nar vavnaden fixeras i en pikrinsyra som inneh8ller
fixeringsmedel.! Skar vavnadssnitt i en tjocklek p& 5 mikrometer.

Anmarkningar
Se bruksanvisningen for anvisningar om mikrovdgsugn anvands.

Blodutstryk som framstallts frén kliniskt friska individer kan inkluderas for kontrollandamal.
Cytoplasman i polymorfonukledra leukocyter kommer att anta en intensivt rod ton vid fargningen.
Varje gang en fargningssekvens utfors ska vavnadssnitt som man vet &r PAS-positiva och/eller
inneh&ller glykogen inkluderas.

Forfarande
Beredning av blod-, benméargs- och vdvnadsimprinter

Standardférfarande
1. Fixera lufttorkade utstryk i en fixeringslésning med formalin-etanol under 1 minut
i rumstemperatur.

2. Skolj objektglasen under I&ngsamt rinnande kranvatten i 1 minut.

3. Sank ned objektglasen i perjodsyralésning och I8t dem ligga dar under 5 minuter
i rumstemperatur.

4. Skolj objektglasen i flera byten med destillerat vatten.

5. Sanke ned objektglasen i Schiff-reagens och I8t dem ligga dar under 15 minuter
i rumstemperatur.

OBS! Sétt omedelbart pd locket pd Schiff-reagenset nar det &r fardiganvant och sétt tillbaka
det i kylskpet (2-8 °C).

6. Tvétta objektglasen under rinnande kranvatten i 5 minuter.

7. Motfarga objektglasen i hematoxylinlésning, Gill nr 3, under 90 sekunder.

8. Skolj objektglasen under rinnande kranvatten i 15-30 sekunder, I8t Iufttorka och undersok dem
i mikroskop under ett oljeimmersionsobjekt (900 x). Objektglasen kan monteras i toluen- eller
xylenbaserade monteringsmedia.

Mikrovégsférfarande
1. Fixera lufttorkade blodutstryk i en fixeringslosning av formalin-etanol under 1 minut
i rumstemperatur.
Skolj objektglasen under 1 minut i I8ngsamt rinnande kranvatten.
Placera objektglasen i 40 ml perjodsyralésning i en Coplin-burk av plast.
Varm i mikrovagsugn pd 800 watt under 10 sekunder.
Skolj ordentligt i flera byten med avjoniserat vatten.
Placera objektglasen i 40 ml Schiff-reagens i en Coplin-burk av plast.
Varm i mikrovdgsugn pa 800 watt i 15 sekunder. Blanda Iésningen med en dverforingspipett
eller appliceringssticka och inkubera i 1 minut.

8. Skolj under varmt, 18ngsamt rinnande kranvatten i 5 minuter.

9. Placera objektglasen i 40 ml hematoxylinlésning Gill Nr 3 i en Coplin-burk av plast.

10. Varm i mikrov8gsugn p8 800 watt under 10 sekunder.

11. Skolj under rinnande kranvatten i 1-2 minuter och bl&farga darefter i Scotts
kranvattenersattning i rumstemperatur.

12. Skélj under rinnande kranvatten. Lufttorka.

13. Objektglasen kan monteras i toluen- eller xylenbaserade monteringsmedia.

NounhswnN

Vavnadssnitt

Standardforfarande
1. Avparaffinera och hydrera snitten till avjoniserat vatten.
Sank ned objektglasen i perjodsyraldsning och 1t ligga i 5 minuter i rumstemperatur (18-26 °C).
Skolj objektglaset i flera byten med destillerat vatten.
Sank ner objektglasen i Schiff-reagens och I3t ligga i 15 minuter i rumstemperatur (18-26 °C).
Tvétta objektglasen under rinnande kranvatten i 5 minuter.
Motférga objektglasen i hematoxylinldsning, Gill nr 3, under 90 sekunder.
Skélj objektglasen under rinnande kranvatten.
Dehydrera, rengér och montera snitten i toluen- eller xylenbaserade monteringsmedia.

ikrovagsforfarande

Avparaffinera och hydrera till avjoniserat vatten.

Placera objektglasen i 40 ml perjodsyralésning i en Coplin-burk av plast. Tack burken l&st

med lock eller anvand lock med hal.

varm i mikrovdgsugn pd 800 watt under 10 sekunder.

Skolj ordentligt i flera byten med avjoniserat vatten.

Placera objektglasen i 40 ml Schiff-reagens i en Coplin-burk av plast.

Varm i mikrovdgsugn pd 800 watt under 15 sekunder. Blanda l6sningen med en

overforingspipett eller appliceringssticka och inkubera i 1 minut.

Skolj under varmt, 1&ngsamt rinnande kranvatten i 5 minuter.

Placera objektglasen i hematoxylinlésning Gill Nr 3 i en Coplin-burk av plast.

Varm i mikrovagsugn pd 800 watt under 10 sekunder.

10. Skolj under rinnande kranvatten i 1-2 minuter och bl&farga darefter i Scotts
kranvattenersattning i rumstemperatur. Skolj under rinnande kranvatten. Dehydrera, rengor
och montera.

Mikrovagsforfarande for diastas-/a-amylasnedbrytning

1. Anvénd dubbla testglas. Mark ett for nedbrytning med diastas och ett for endast PAS-férgning.
OBS! Vi rekommenderar objektglas som belagts med vavnadslim.
Tack inte snitten med celloidin nar du gor diastasnedbrytningen.!
2. Avparaffinera och hydratisera objektglasen till avjoniserat vatten.
3. Bered arbetslosningen med diastas (a-amylas) genom att I6sa 0,2 g a-amylas, (kat.nr A3176)
till 40 ml avjoniserat vatten. Blanda val och lagg det i en Coplin-burk av plast. Bered |6sningen
strax innan den ska anvéandas.
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4, Varm den i mikrovdgsugn pa 600 watt under 25 sekunder.

5. Ta upp objektglasen ur Coplin-burken och skolj objektglaset som anvénts for nedbrytningen under
rinnande kranvatten i 5 minuter.

6. Anvand b8de objektglaset som anvants for nedbrytningen och det som inte anvénts och ga vidare
med mikrovégsproceduren for vavnad, steg 2.

Prestandaegenskaper

PAS-positiva amnen fargar i rosa till rétt; karnor ar bl&. Objektglasen som anvants for diastas-/
a-amylasextraktion kommer inte att uppvisa ndgon synlig PAS-fargning av glykogen jamfort med det
glykogenpositiva kontrollglaset som ej anvéants fér nedbrytning.

Kontakta teknisk service p8 Sigma-Aldrichs for hjalp ifall resultaten som observeras avviker frén de
forvantade resultaten.

Analytiska prestandaegenskaper

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

Referenser

1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice Histotechnology, 2nd ed. CV Mosby, St. Louis,
(MO), pp 52, 164-167, 1980

2. Culling CFA, Allison RT, Barr WT: Cellular Pathology Technique, 4th ed. Butterworths, pp 216-220,
1985

3. Davey FR, Nelson DA: Periodic Acid Schiff (PAS) Stain. IN Hematology, 2nd ed. W] Williams,
E Buetler, AJ Erslev, RW Rundles, McGraw-Hill, New York, pp 1630-1632, 1977

4. Thompson SW: Selected His tochemi cal and Histopathological Methods, CC Thomas, Springfield,
(IL), pp 520-539, 1966

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

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

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

Kontaktuppgifter

For att gora en bestélining besoker du var webbplats p8 SigmaAldrich.com. Fér teknisk service beséker
du sidan for teknisk service p& var webbplats SigmaAldrich.com/techservice.

Kat.nr Produktbe- Mal Specificitet Sensitivitet Specificitet Sensitivitet L. R R
skrivning inom inom mellan mellan Revisionshistorik
analys analys analyser analyser
Periodisk Rev. 4.0 2016
3951 syraldsning Monocyter 3av3 3av3 3av3 3av3
Granulocyter 3av3 3av3 3av3 3av3 Rev. 5.0 2022
Glykogen 3av3 3av3 3av3 3av3 Rev. 6.0 2022
Basglrr:nem— 3av3 3av3 3av3 3av3 Overfért till ny mall med nuvarande varumérke. Specificerat "Fér yrkesmassig bruk" under
- "Anvéandningsomrade" och under "Férsiktighetsatgarder”. Flyttat pastdendet "Hjalpmedel
3952 Schiffs Monocyter 3av3 3av3 3av3 3av3 for diagnostisering" till "Anvandningsomrade". Reviderat "Anvandningsomrade”
reagens s3 att det motsvara riktlinjerna IVDR. Uppdaterat "Materialsakerhetsdatablad" till
Granulocyter 3av3 3av3 3av3 3av3 "Sékerhetsdatablad”. Uppdaterat kontaktuppgifterna. Tagit bort anvisningen om att CLSI
Glykogen 3av3 3av3 3av3 3av3 ska foljas vid provtagning. Tagit bort EN 980 och &ndrat till EN ISO 15223-1:2021 for
- symbolerna. Lagt till kontaktuppgifter for biverkningar. Lade till varningar och faror.
Basaimem 3av3 3av3 3av3 3av3 Y 9 i 9 9
Hematoxylin-
GHS3-50ML 16sning, Karnor 3av3 3av3 3av3 3av3
Gill nr 3

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

395B:

H290: Kan vara fratande pa metaller.

H302: Skadligt vid fortaring.

H314: Orsakar allvarliga brannskador p& huden samt 6gonskador.

H350: Kan orsaka cancer.

H373: Kan orsaka skador pd organ (njurar) genom I8ngvarig eller upprepad exponering vid fortéring.
H412: Skadligt for vattenlevande organismer med I&ngvariga effekter.

P273: Undvik utslapp i miljon.

P280: Anvand skyddshandskar/skyddskléder/skyddsglaségon/ansiktsskydd.

P301 + P312: OM SVALD: Ring en GIFTINFORMATIONSCENTRAL/l&kare om du mar dgligt.

P303 + P361 + P353: VID KONTAKT MED HUDEN (eller hdret): Ta omedelbart av alla
kontaminerade kl&der. Skélj huden med vatten.

P304 + P340 + P310: VID INANDNING: Flytta personen till frisk luft och se till att personen andas
bekvamt. Ring omedelbart till en GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare.

P305 + P351 + P338: VID KONTAKT MED OGONEN: Skélj férsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ut
eventuella kontaktlinser om det g8r latt. Fortsatt att skolja.

Om det har intraffat en allvarlig incident medan denna enhet anvants eller som ett
resultat av att den har anvants, ska det rapporteras till tillverkaren och/eller dess
auktoriserade representant samt myndigheten i ditt land.

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

“ Tillverkare

[:E Se bruksanvisningen

Katalognummer

Batchkod

Auktoriserad representant

i Europeiska gemenskapen/
&
ye
il

c E EU-forsakran om éverensstammelse

Europeiska unionen (definieras i IVDR 2017/746)

Medicinteknisk produkt for

°
Utgangsdatum in vitro-diagnostik

Temperaturgrans A
Tillverkningsdatum @

Iakttag forsiktighet

Importor

MDSS GmbH
Schiffgraben 41
30175 Hannover,
Germany

Sigma-Aldrich, Inc.,

“ 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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Instrugdes de utilizagdo

Sistema de coloracao com acido
periddico-Schiff (PAS)

Procedimento n.° 395

C€ SiGMa

Utilizagdo prevista

O sistema de coloragdo PAS proporciona procedimentos padrdo e em micro-ondas para a demonstragdo
de linfocitos e mucopolissacarideos. A reagdo PAS em secgBes de tecido é Util para a demonstragéo

de mucopolissacarideos. O procedimento de digestdo com diastase (a-amilase), seguido da coloragdo
PAS, é Util como auxiliar no diagndstico da doenga de armazenamento do glicogénio. Os reagentes
acido periddico-Schiff (PAS) destinam-se a “Utilizagdo para diagndstico in vitro”. Apenas para utilizagdo
profissional. Os dados obtidos a partir deste procedimento qualitativo manual identificam linfocitos

e mucopolissacarideos em peliculas de sangue ou medula dssea, bem como em tecido de amostras
humanas fixado em formol e incluido em parafina. Quando revistos em conjunto com outras informagdes
e testes de diagndstico, estes dados podem ser utilizados como auxiliar no diagnéstico de infegdes
fungicas. O padrdo de coloragdo dos linfécitos também pode ser (til na tomada de decisdes terapéuticas
em casos estabelecidos de leucemia linfocitica.

Quando tratados com &cido periddico, os glicois sdo oxidados em aldeidos. Apds reagdo com o reagente
de Schiff, a fucsina libertada cora os componentes celulares que contém os compostos oxidaveis.?
Esta reagdo pode ser realizada em peliculas de sangue ou medula dssea, preparagdes por contacto
de tecido ou secgdes de tecido.'? Quando utilizado em peliculas de sangue ou medula dssea, este
teste pode ser Util no reconhecimento de alguns casos de eritroleucemia e leucemia linfoblastica
aguda.?

A digestdo com diastase (a-amilase) pode ser utilizada como auxiliar no diagndstico da doenca de
armazenamento do glicogénio. A diastase hidrolisa amido, glicogénio e produtos de degradacdo
originarios destes polissacarideos presentes nos tecidos. Os subprodutos resultantes do processo
de digestdo sdo lavados antes da coloragdo PAS.*

Inclui-se uma técnica de coloragdo PAS rapida utilizando fornos micro-ondas.>”’

Reagentes

$oluc§o de acido periddico (N.° de cat. 3951-100ML e 395132-1L)
Acido periddico, 1 g/dL

Reagente de Schiff (N.° de cat. 3952-50ML e 3952016-500ML)
HCI de pararosanilina, 1%, e metabissulfito de sédio, 4%, em &cido cloridrico, 0,25 mol/L. Perigo.
Provoca queimaduras cuténeas graves e lesdes oculares. Pode causar cancro.

Solugdo de hematoxilina, Gill n.° 3 (N.° de cat. GHS3-100ML)
Hematoxilina certificada, 6 g/L, C.I. 75290, iodato de sddio, 0,6 g/L, sulfato de aluminio, 52,8 g/L,
e estabilizador

Materiais especiais necessarios mas ndo fornecidos

e Solugdo de formol, 37%

o Alcool reagente

e Devem ser incluidas em cada série laminas de controlo PAS positivo, tais como PAS TISSUE-TROL™
(N.0 de cat. TTRO09-25EA)

¢ Xileno ou substituto do xileno

Apenas para procedimentos em micro-ondas

¢ Forno micro-ondas

e Jarra de Coplin com tampas ventiladas

« Concentrado de substituto de dgua da torneira de Scott (N.° de cat. S5134-6x100ML)

« a-amilase (apenas para o procedimento de extragdo de diastase) (N.° de cat. A3176)

Conservagdo e estabilidade

Conserve a solugdo de acido periddico e o reagente de Schiff no frigorifico (2-8 °C). Conserve a solugéo
de hematoxilina, Gill n.° 3, a temperatura ambiente (18-26 °C). Os reagentes permanecem estaveis
até a data de validade indicada nos rétulos. A formagéo de um precipitado no reagente de Schiff
ndo afeta o desempenho.

Deterioragao

Elimine a solugdo de hematoxilina, Gill n.° 3, se ficar castanha (excesso de oxidagdo devido ao ar)
ou roxa (perda de acidez) ou quando o tempo necessario para uma coloragdo adequada exceder
o tempo recomendado no procedimento em mais de 5 minutos.

Preparagdo

A solugdo de acido periddico, o reagente de Schiff e a solugdo de hematoxilina, Gill n.° 3, sdo fornecidos
prontos a utilizar. Aquega os reagentes até a temperatura ambiente (18-26 °C) antes da utilizagdo.

Filtre o reagente de Schiff caso se verifique a presencga de precipitado. NOTA: uma ligeira coloragdo
rosa devido a lixiviagdo de cor das ldminas n&o interfere com o teste.

O substituto de 4gua da torneira de Scott é preparado diluindo 1 parte de concentrado de substituto
de &gua da torneira de Scott em 9 partes de agua desionizada.

A solugdo fixadora de formol-etanol é preparada misturando 5 mL de formol com 45 mL de etanol
a 95% (alcool reagente). Prepare-a fresca diariamente e mantenha bem fechada.

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 percegdo cromatica e acuidade visual para distinguir
cores e outros objetos ao microscopio.

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 PAS TISSUE-TROL™ consistem em tecidos humanos incluidos em parafina
com PAS 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 infegbes. Por conseguinte, todos os derivados de sangue
ou amostras de tecido devem ser considerados potencialmente infeciosos.

Sé&o utilizadas peliculas recém-preparadas de medula 6ssea ou sangue total, em EDTA ou heparinizado.
Fixe assim que possivel.?

Para polissacarideos, podem ser utilizados tecidos fixados em formalina neutra tamponada a 10%,
solugdo de Zenker ou Bouin.! De notar que alguns hidratos de carbono sdo hidrossoltveis.? Para

a demonstragdo do glicogénio, recomenda-se solugdo de Carnoy, solucdo de Gendre ou formalina

alcodlica acida.! O tempo necessério para a extragdo de diastase pode ser prolongado quando

o tecido é fixado num fixador que contenha &cido picrico.! Corte secgBes de tecido de 5 micrones.

Notas
Se for utilizado um forno micro-ondas, consulte as instrugdes no Manual do utilizador.

Podem ser incluidas peliculas de sangue preparadas a partir de individuos clinicamente saudaveis
para fins de controlo. Os leucdcitos polimorfonucleares apresentardo uma intensa coloragdo citoplasmatica
vermelha. Devem ser incluidas secgBes de tecido que se saiba serem PAS positivas e/ou conterem
glicogénio de cada vez que for realizada uma sequéncia de coloragdo.

Procedimento

Sangue, medula dssea ou preparagées por contacto de tecido

Procedimento padrao

1. Fixe peliculas secas ao ar durante 1 minuto a temperatura ambiente em solugdo fixadora
de formalina-etanol.

2. Lave as laminas 1 minuto num fio de dgua da torneira corrente.

3. Mergulhe as laminas em solugéo de acido periddico durante 5 minutos a temperatura
ambiente.

4. Lave as laminas em vérias mudas de agua destilada.

5. Mergulhe as laminas em reagente de Schiff durante 15 minutos a temperatura ambiente.
NOTA: imediatamente apos a utilizacdo, tape o reagente de Schiff e volte a coloca-lo no
frigorifico (2-8 °C).

6. Lave as ldaminas em agua da torneira corrente durante 5 minutos.

7. Realize a contracoloragdo das lé&minas em solucdo de hematoxilina, Gill n.° 3, durante
90 segundos.

8. Lave as laminas em &gua da torneira corrente durante 15-30 segundos, deixe secar ao ar
e examine microscopicamente com uma lente de imers&o em dleo (900x). As laminas podem
ser montadas em meios de montagem & base de tolueno ou xileno.

Procedimento em micro-ondas
1. Fixe peliculas secas ao ar a temperatura ambiente durante 1 minuto em solugdo fixadora
de formalina-etanol.
2. Lave as laminas durante 1 minuto num fio de dgua da torneira corrente.
Cologue as ldminas em 40 mL de solugdo de acido periddico contida numa jarra de Coplin de
plastico.
Leve ao micro-ondas a 800 watts durante 10 segundos.
Lave bem em varias mudas de dgua desionizada.
Coloque as laminas em 40 mL de reagente de Schiff contido numa jarra de Coplin de plastico.
Leve ao micro-ondas a 800 watts durante 15 segundos. Agite a solugdo com uma pipeta de
Beral ou vareta aplicadora e deixe incubar durante 1 minuto.
Lave num fio de 4gua da torneira morna corrente durante 5 minutos.
9. Coloque as laminas em 40 mL de solugdo de hematoxilina, Gill n.° 3, contida numa jarra de
Coplin de plastico.

10. Leve ao micro-ondas a 800 watts durante 10 segundos.

11. Lave em agua da torneira corrente durante 1-2 minutos, seguindo-se a coloragéo azul em
substituto de dgua da torneira de Scott a temperatura ambiente.

12. Lave em agua da torneira corrente. Deixe secar ao ar.

13. As laminas podem ser montadas em meios de montagem a base de tolueno ou xileno.

Secgoes de tecido

Procedimento padrao

1. Desparafinize e hidrate as secgdes com agua desionizada.

2. Mergulhe as laminas em solugdo de acido periddico durante 5 minutos a temperatura ambiente
(18-26 °C).

3. Lave as laminas em varias mudas de dgua destilada.

4. Mergulhe as laminas em reagente de Schiff durante 15 minutos a temperatura ambiente
(18-26 °C).

5. Lave as laminas em 4gua da torneira corrente durante 5 minutos.

6. Realize a contracoloragdo das lé&minas em solucdo de hematoxilina, Gill n.° 3, durante
90 segundos.

7. Lave as laminas em &gua da torneira corrente.

8. Desidrate, limpe e monte secgdes em meios de montagem a base de tolueno ou xileno.
Procedimento em micro-ondas

1. Desparafinize e hidrate com agua desionizada.

2. Coloque as laminas em 40 mL de solugdo de acido periddico contida numa jarra de Coplin de
plastico. Cubra frouxamente a jarra com a respetiva tampa ou utilize tampas perfuradas.
Leve ao micro-ondas a 800 watts durante 10 segundos.

Lave bem em varias mudas de agua desionizada.

Coloque as laminas em 40 mL de reagente de Schiff contido numa jarra de Coplin de plastico.

Leve ao micro-ondas a 800 watts durante 15 segundos. Agite a solugdo com uma pipeta de

Beral ou vareta aplicadora e deixe incubar durante 1 minuto.

Lave num fio de agua da torneira morna corrente durante 5 minutos.

Coloque as laminas em hematoxilina, Gill n.° 3, contida numa jarra de Coplin de plastico.

Leve ao micro-ondas a 800 watts durante 10 segundos.

10. Lave em agua da torneira corrente durante 1-2 minutos, seguindo-se a coloragdo azul em
substituto de dgua da torneira de Scott a temperatura ambiente. Lave em agua da torneira
corrente. Desidrate, limpe e monte.
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Procedimento em micro-ondas para a digestdo com diastase (a-amilase)
1. Utilize Idminas de teste duplicadas. Identifique uma para digestdo com diastase e outra para coloragdo
PAS apenas.
NOTA: recomenda-se a utilizagdo de laminas revestidas com um adesivo de tecido.
N&o inclua as secgdes em celoidina ao realizar a digestdo com diastase.!
2. Desparafinize e hidrate as laminas com agua desionizada.

3. Prepare a solugdo diluida de diastase (a-amilase) dissolvendo 0,2 g de a-amilase (N.° de cat. A3176)

em 40 mL de agua desionizada. Agite bem e coloque numa jarra de Coplin de plastico. Prepare
imediatamente antes da utilizagdo.
4. Leve ao micro-ondas a 600 watts durante 25 segundos.
5. Retire as ldminas da jarra de Coplin e lave as |aminas digeridas em agua da torneira corrente
durante 5 minutos.
6. Utilizando tanto as laminas digeridas como as n&o digeridas, prossiga com o Procedimento em
micro-ondas para Tecido, passo 2.
Caracteristicas de desempenho

As substdncias PAS positivas apresentam uma coloragdo rosa a vermelha e os ntcleos sdo azuis.
Uma lamina de extragdo de diastase (a-amilase) ndo tera coloragdo PAS visivel do glicogénio quando
comparada com a lamina de controlo positivo de glicogénio ndo digerido.

Se os resultados observados variarem dos resultados previstos, contacte a Assisténcia técnica da
Sigma-Aldrich para obter ajuda.

Caracteristicas de desempenho analitico

Os resultados do desempenho analitico para os testes indicados realizados em todas as estruturas alvo,
confirmam uma sensibilidade de 100%, especificidade e repetibilidade.

N.° de cat. Descrigdo Alvo Especi- Sensibilidade Especi- Sensibilidade
do produto ficidade intraensaio ficidade interensaio
intraensaio inter i
Solugéo
3951 de &cido Mondcitos 3de3 3de3 3de3 3de3
periddico
Granuldcitos 3de3 3de3 3de3 3de3
Glicogénio 3de3 3de3 3de3 30of3
Membrana
basal 3de3 3de3 3de3 3de3
3952 Reasgcegitf? e Monécitos 3de3 3de3 3de3 3de3
Granuldcitos 3de3 3de3 3de3 3de3
Glicogénio 3de3 3de3 3de3 3de3
Membrana
basal 3de3 3de3 3de3 3de3
Solugdo de
GHS3-50ML hematoxilina, Ntcleos 3de3 3de3 3de3 3de3
Gill n.° 3

Avisos e perigos

Consulte a Folha de Dados de Seguranga e a rotulagem do produto para obter informagdes atualizadas
sobre riscos, perigos ou seguranga.

395B:
3
H290: Pode ser corrosivo para os metais.

H302: Nocivo por ingestdo.

H314: Provoca queimaduras cutdneas graves e lesdes oculares.

H350: Pode causar cancro.

H373: Pode afetar os érgdos (rim) apds exposicdo prolongada ou repetida, em caso de ingest&o.

H412: Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros.

P273: Evitar a libertagdo para o ambiente.
P280: Usar luvas de protegdo/vestuario de protegdo/protegdo ocular/protegdo facial.

P301 + P31~2: EM CASO DE INGESTAO: Caso sinta indisposigdo, contacte um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

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

P304 + P340 + P310: EM CASO DE INALACZ\O: Retirar a pessoa para uma zona ao ar livre e
manté-la numa posicdo que ndo dificulte a respiragdo. Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMAGAO ANTIVENENOS/médico.

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 utilizagdo deste dispositivo
ou como resultado da sua utilizagao, comunique-o ao fabricante e/ou ao respetivo
representante autorizado e a sua autoridade nacional.

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

M Fabricante NUmero de catdlogo

Consultar as instruges de

utilizagdo Cddigo do lote

Representante autorizado na
Comunidade Europeia/
Unido Europeia

Declaragdo de Conformidade da
Unido Europeia (definida na diretiva
IVDR 2017/746)

g Data de validade Dispositivo médico para diagnéstico

in vitro
/l’ Limite de temperatura A Atengdo
& Data de fabrico % Importador
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Informacgdes de contacto

Para encomendar, visite 0 nosso site SigmaAldrich.com. Para Assisténcia técnica, visite a pagina de
assisténcia técnica no nosso site SiamaAldrich.com/techservice.

Historico de revisdes

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

Transferéncia para novo modelo com a marca atual. Especificagdo para utilizagdo
profissional na utilizagdo prevista e nas precaugbes. Declaragdo de auxiliar de diagndstico
movida para a utilizagdo prevista. Revisdo da utilizagdo prevista para alinhamento com
as diretrizes do RDIV. Atualizagdo de Folha de Dados de Seguranga do Material para
Folha de Dados de Seguranga. Atualizagdo das informagGes de contacto. Remogdo da
instrugdo para seguir o CLSI na colheita de amostras. Remogdo da norma EN 980

e alteragdo para a norma EN ISO 15223-1:2021 nos simbolos. Adigdo de informagdes
de contacto em caso de eventos adversos. Avisos e perigos adicionados.

Sigma-Aldrich, Inc., MDSS GmbH Merck KGaA,
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St. Louis, MO 63103 USA 30175 Hannover, Germany
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+1(314) 771-5765

Germany
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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.

© 2022 Merck KGaA, Darmstadt, Germany and/or its affiliates. All rights reserved.
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03dnyieg xpriong

>U0TnNHa Xpwong nepiodikou
0&coc Schiff (PAS)

Aiadikagia ap. 395

C€ SiGMa

Mpoopigopevn Xpion

To oloTnua xpwong PAS npoo®epel Tunonoinueveg diadikaoieg Kal d1adIKacoieg HIKPOKUKATWY Yia
TNV €NIdEIEN AePPOKUTTAPWY Kal BAevvonoAucakxapitwv. H avTidpaon PAS oe TOHEG I0TOV gival
XPNoiun yia Tnv enideign Aevvonoluoakxapit®@v. H diadikacia néwng pe diaotaon (a-aguAaon),
akoAouBoupevn ano Tn xpwon PAS, gival xproiun wg Bondnua orn diayvwaon Tng vOoou anoBikeuong
yAukoyovou. Ta avTidpaaTrpia nepiodikou o&€og Schiff (Periodic Acid Schiff - PAS) npoopigovTai yia
«in vitro diayvwaTikn XpRon». Ma enayyeAuaTikn Xprion pHovo. Ta dedopéva nou AapBavovral ano
auTh TN KN autopaTn, noloTikh diadikacia avayvwpilouv Aep@okUTTapa Kal BAEVVONOAUGAKYapITEG
g QIAY aipaTog f HUEAOU TWV 00TMV, KAB®G Kal O€ I0TOUG HOVIHOMOINKEVOUG HE POPHAAivn Kal
£YKAEIOPEVOUG Og Napa®ivn anod avlpaniva deiypara. Auta Ta dedopéva, oTav eEeTalovral oe
ouvdUaopo e AAAEG B1ayVwaTIKEG EEETATEIG Kal MANPOPOPIES, HMOpoUV va Xpnaiuonoinfouv wg
Boriénua yia Tn 31ayvwan HUKNTIAoIKOV AOIHWEEWY. TO HOTIBO XPWONG TWV AEUPOKUTTAPWV HMOPE
eniong va BonBnaoel aTn Afyn BepaneuTIK®V anopAaceEwV O€ dIanMIOTWHEVEG NEPINTWOEIG
AEUQOKUTTAPIKAG AEuXalpiag.

‘OTav unoBaiiovTail o€ enegepyaacia pe NePIOdIKO 0EU, 0l YAUKOAEG 0Ee1dmvovTal o€ aAdeldEG.

Mera tnv avtidpaon e To avTidpaaTtiipio Schiff, n aneAeuBepolpevn Gougivn xpwparTiel Ta KUTTAPIKA
QUOTATIKG NOU MEPIEXOUV TIG 0EEIBWOINEG EVAOOEIG.3 AUTH N avTidpaon Prnopei va npayparonoindei og
@IAY aigaTog 1} JUEAOU TwV 00T®V, NAPACKEUACHATA 10TV AMOTUNWHATIKAG KUTTAPOAOYIagG 1) TOPEG
10T@V.12 'OTav XpNOIKOMOIEITal O QIAY aipaTog f HUEAOU TwV 00TV, AUTn N EETaon Wnopei va
Bon6noel 0TV avayvmpion OpIoHEVWYV MEPINTWOEWY EPUBPOAEUXAINIaq Kal o&giag Aed@oBAACTIKAG
Aeuyaipiag.®

H néwn pe diaotaon (a-apuAaon) pnopei va xpnaoigonoinBei wg BonBnua arn didyvwaon Tng

vOoou anoBrkeuong yAukoyovou. H diaotaon udpoAUel To GUUAO, To YAUKOYOVO Kal Ta npoiovta
anoikodoPNoNG NMou NPOEPXOVTAl anod autolg TOUG NOAUCGAKXAPITEG MOU UNAPXOUV OTOUG I0TOUG.

Ta napanpoidvTa nou npokunTouv and Tn diadikacia Newng EenAévovTtal npiv anod Tn xpwaon PAS.*

MNepiAapBaveral pia TEXVIKRA yia Taxeia xpwon PAS We XpAon GoUpvmVv HIKPOKUPATWY.5™7

AvTIdpaocThpia

AilaAupa nepiodikol 0&Eog (ap. kataAdyou 3951-100ML kar 395132-1L)
Mepiodiko o&U, 1 g/dL

AvTidpaoTipio Schiff (ap. katahoyou 3952-50ML kai 3952016-500ML)
MNapapooavihivn HCl, 1%, kai HeTadIBeImdeG vaTpio, 4%, o udpoxAwpikd o&u, 0,25 mol/L. Kivduvog.
MpokaAei coBapa deppatika eykavpaTa kal opOaApIkeG BAABEG. Mnopei va NpoKaAETel KapKivo.

AiaAupa aiparo§ulivng, Gill ap. 3 (ap. kataAoyou GHS3-100ML)
MigTonoinuévn aipatoguAivn, 6 g/L, C.I. 75290 1wdikd varpio, 0,6 g/L, Benkd apyiiio, 52,8 g/L kai
aTabeponoinTrg

Eidikd uAIka nou anairouvTal aAAa dev napéyovTal

o AlGAupa Qopuardelidng, 37%

e AAKOOAN avTidpacTnpiou

o OETIKEG aVTIKEINEVOPOPOI EAEyXOU PAS, onwg PAS TISSUE-TROL™ (ap. katahoyou TTR0O09-25EA)
npenel va nepiAapBavovTal og KAOE eKTEAEDN

e ZUAévio ) unokaTtaoTaTo EuAeviou

Movo 31ad1Kacieg HIKPOKUHATOV

e ®oUpVOG HIKPOKUHATWV

e Aoxeio Coplin pe gEagpifOpeva kanakia

e ZupnUKVWPA unokataoTaTou vepol Bpuong Scott (ap. kataAdyou S5134-6x100ML)

e a-ApuAdon (Hovo yia Tn diadikacia ekxUAIongG pe diacTtaon) (ap. kataAdyou A3176)

®UAaEN kal oTaBepdTnTa

®uAaooeTe To dIAAUpA NEPIOBIKOU 0&EOG Kal To avTidpacTnplo Schiff og wuyeio (2-8 °C). ®uAacoeTe
T0 diaAupa aipato&uAivng, Gill ap. 3 oe Beppokpacia dwpatiou (18-26 °C). Ta avTidpacTrpia ivai
oTaBepd PEXPI TNV NUEPOMNVia ANENG NOU ava@EPETal OTIG ETIKETEG. O OXNUATIONOG IZUATOG OTO
avTidpaoTnpio Schiff dev ennpedlel Tnv anddoaon.

AN\oiwan

AnoppiyTe To diAAupa aipatoguAivng, Gill ap. 3, €dv To diaAupa yivel kape (unepPBoAikr| oEeidwan
and Tov agpa) f HoP (anwAeia oEUTNTAG) ) OTav 0 XPOVOG NoU anaiTeiTal yia TNV KataAAnAn xpwon
unepBaivel Tov XpOVo nou cuviaTaral oTn d1adikaoia KaTa nepioooTePo ano 5 Aenta.

Mapaokeun

To diaAupa neplodikoU 0&€og, To avTidpaaTrpio Schiff kal To didAupa aipato§uAivng, Gill ap. 3
nap€xovTail €Toipa yia xprnon. ®€pTe Ta avTidpacTrpia o Beppokpacia dwpariou (18-26 °C) npiv
ano Tn xpnon.

®IATpapeTe To avTidpacTnpio Schiff eav unapxel ignpa. THMEIQSH: 'Evag eAa®pUc pol XxpwHaTIoHOG
AOYy® andnAuong Tou XpWHATog anod TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG dev ennpedlel Tn SoKiyr.

To unokataoTato vepou Bplong Scott napaokeudleral apaim®vVovTag 1 HEPOG CUPNUKVMUATOG
unoKaTaoTaTou vepou Bpuong Scott pe 9 pépn anioviopévou vepou.

To poviponoinTikod diIaAupa GoppaAivng-aibavoAng napackeualeral e avapeign 5 mL @opuaidelidng
He 45 mL aiBavoAng 95% (aAkooAn avTidpacTnpiou). Mapackeualete GPEOKO KABNUEPIVA Kal
dIaTNPEITE TO KANAKI EPUNTIKA KAEIOTO.

MpoPUAGEeIg
Ta Bon@rpara IVD nou nepiAapBavovTal 6 autod To KIT NpoopilovTal yia in vitro diayvwaoTikn

xpnon og nepiBAAAov KAIVikoUu epyacTnpiou. Auta Ta Bonenuarta IVD npoopifovTal yia enayyeARaTikn
Xpron Hovo ano eEeIBIKEUPEVO Npoownikd. Ta Bondnparta IVD Tng Sigma-Aldrich pnopouv va
XPnolgonolouvTal and epyacTnpiakd npoownikd To onoio gival eknaideupevo va xeipideral avBpaniva
deiypata nou PMopei va gival HOAUCHATIKA, va XPNOIHOMOIEl HIKPOOKOMIA Kal GAAOV EpyacTnpiako
€EonAIopO Kal S1aB€Tel avTiAnwn TV XpWHATWY KAl ONTIK) 0EUTNTA yia va SIAKpivel Ta XpwHATa Kai
AAAa avTIKEIPEVA KATW anod To HIKPOGKOMIO.

MNpénel va akoAouBoUvTal oI CUVNABEIG NPOPUAAEEIG KATA TOV XEIPIOHO £pYACTNPIAKWV avTISPACTNPIWV.
AnoppiyTe Ta andBAnTa TNPOVTAG OAOUG Toug ToMIKoUG, NOAITEIAKOUG, NEPIPEPEIAKOUG i EBVIKOUG
Kavoviapoug.

O1 avTIKEIEVOPOpOI eAEyxou PAS TISSUE-TROL™ eival eykAEIOUEVOG OE Napagivn avepmnivog 10ToG
nou nepiéxel PAS kai 6a npénel va Bewpeital SuvnTIKG HOAUGHATIKOG.

Aladikacia
SuAAoyn delypaTwv

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

XpnaoipgonoloUvTal QIAY NPOCPATA Napackeuaouevou oAikou, pe EDTA f) nnapiviopévou aipaTog
1 HugAoU TwV 00T®YV. MOVILOMOINGTE TO CUVTOHOTEPO duvaTo.?

1a TOUG NOAUCAKXAPITEG PMOPE] va XpNOoIHonoINBei 10TOG povIHoNoINKEVOG 0 10% OUBETEPO PUBHICTIKO
diaAupa goppalivng, diaAupa Zenker fy Bouin.! Mpénel va onpeiwbei 0TI opiopévol udaTavepakeg
gival udaTtodiaAuToi.? MNa Tnv enideign Tou YAUKoyovou cuvioTaTal uypo Carnoy, uypd Gendre i 0§ivn
aAKOOAIK) @oppaAivn.! O XpOvog Nou anaiTeital yia Tnv ekXUAIon We dlaoTaon Wnopei va napartabsi
OTav 0 10TOG €ival HOVIHOMOINUEVOG OE HOVIHOMOINTIKO NMOU MEPIEXEI MIKPIKO 0EU.! KOWTE TOUEG 10TOU
oTa 5 HIKPOHETPA.

SNUEIMOEIG
EAv xpnoigonoleital goupvog HIKPOKUPATWY, avaTpeETe aTo EYXEIPIBIO XPAONG yia 0dnyieg.

Ma okonoug eA&yxou, UnopoUv va cupnePIAN®BoUV PIAY aipaTog Nou NapackeualovTal anod KAIVIKaG
uyIr atopa. Ta noAupop@onUpnva AEUKOKUTTapa Napoucialouv €vVrovn KOKKIVN KUTTaponAaouaTikn
Xpwon. ToEG 10TV Nou eival yvwoTo OTI gival PAS BeTIKEG fi/kal NeEPIEXOUV YAUKOyOvo Ba npénel va
nepiAapBavovTal kaBe popd nou npayparonolgital pia aAAnAouxia xpwong.

Aladikaaia

Aipa, HUEAOG TWV OCTAV ) NAPACKEUACHATA 10TV ANOTUNWHATIKAG
KUTTapoAoyiag

Tumiki diadikacia

1. MoviponolRoTe Ta anognpapéva atov aépa @IAp yia 1 AenTo o Beppokpacia dwpaTiou oe
HovigonoinTiko diaAupa gopualivng-ai®avoing.

2. ZenAUVETE TIG QVTIKEIHEVO(POPOUG 1 AENTO Og apyd TpeXOUUEVO veEPO BpUang.

3. EpBanTioTe Tig avTIKEINEVOPOPOUG O SlaAupa nepiodikol okgog yia 5 AenTa o Bgppokpacia
dwpariou.

4. ZenAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG OE MNOAAEG AAAAYEG anooTaypevou vepou.

5. EMBanTioTE TIG aVTIKEIWEVOPOPOUG aTo avTidpacTrpio Schiff yia 15 AenTa oe Beppokpaacia dwpartiou.
SHMEIQSH: Apéowg WETA TN XpAon, NwpaTioTe To avridpacTipio Schiff kar enNoTpEWTE TO 0TO
wuyeio (2-8 °C).

6. TAUVETE TIG QVTIKEIHEVOPOPOUG OE TPEXOUHEVO VEPO BpuonG yia 5 AenTa.

7. AVTIXpWHATIOTE TIG QVTIKEILEVOPOPOUG 0 dIGAUpa aipatoguAivng, Gill ap. 3, yia 90 deutepoAenTa.

8. ZenAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG OE TPEXOUHEVO VEPO Bpuaong yia 15-30 deutepoAenTa,
OTEYVOOTE OTOV EPA Kal EEETACTE PIKPOOKOMIKA WE PaKoO ppanTiong oe Aadi (900x).

O1 aVTIKEINEVOPOPOI UNopoUv va KaAupBoUv o pEaa KAAUWNG Ue BAcn TOAOUEVIO 1) EUAEVIO.
A1a31Kaoia HIKPOKUHATWV

1. MoviponolinoTe Ta anognpapéva atov aépa PIAY o Beppokpacia dwpariou yia 1 AenTod oe
HovigonoinTiko diaAupa gopualivng-ai®avoing.

2. ZenAUVeTe TIG aVTIKEIMEVOPOPOUG Yia 1 AenTd ot apya TpexoUpEVO vepd Bplong.

3. TonoBeTOTE TIG AVTIKEIUEVOPOPOUG 0 40 mL diaAUpaTog NepIodIKoU 0&EOG NOU NEPIEXETAI OE
nAaoTiko doxeio Coplin.

4. E@appodoTe pikpokUpaTta ota 800 watt yia 10 deutepoAenTta.

5. ZenAUvete KaAd og NOAAEG aAAayEG aniovigpévou vepou.

6. TonoBEeTAOTE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG 0 40 mL avTidpaoTnpiou Schiff nou nepiéxeral oe
nAaoTiko doxeio Coplin.

7. E@appoare pikpokUpata ota 800 watt yia 15 deutepoAenTa. Avapei&re To diGAupa He ninera
Beral 1} oTeIAed epappoynG KAl apnoTe va enwaocTei yia 1 AenTo.

8. ZenAUvere pe {g0TO, ANIa TPEXOUHEVO VEPO BpUong yia 5 AenTa.

9. TonoBEeTNATE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG 0 40 mL diaAupaTog aiato§uAivng Gill ap. 3 mou nepiéxerai
og nAaoTiko doxeio Coplin.

10. EpapuooTe pikpokUpata ota 800 watt yia 10 deutepoAenTa.

11. ZenAUveTte o€ TpeXOUHEVO VEPO BpUong yia 1-2 AENTA, OTN CUVEXEIQ NPOKAAECTE HMAE XPWON
0€ unokataoTaTo vepou Bpuong Scott epyaciag oe Beppokpacia dwpariou.

12. ZenAUveTe o€ TPEXOUPEVO VEPO BPUONG. STEYVMOTE OTOV A£PA.

13.  O1 QVTIKEINEVOPOPOI PNopoUV va KaAUPBoUv Og HEoa KAAuWNG HE BAon TOAOUEVIO ) EUAEVIO.

TOMEG 10TV

Tumikn diadikacia

1. Anonapa@ivioTe Kal evudaTWOTE TIG TOUEG OE anioVIOUEVO VEPO.

2. EpBanTioTe TIg avTIKEINEVOPOPOUG Ot dlaAupa neplodikol 0&€og yia 5 AenTa oc Beppokpacia
dwpariou (18-26 °C).

3. ZenAUVETE TNV AVTIKEINEVOPOPO O MOAAEG AAAAYEG anooTaypEvou vepou.

EpBanTioTe TIG aVTIKEIMEVOPOPOUG 0 avTidpaaTrplo Schiff yia 15 Aenta oc Beppokpacia

dwpariou (18-26 °C).

MAUVETE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG OE TPEXOUHEVO VEPO BpUoNG yia 5 AenTa.

AVTIXpWUATIOTE TIG AVTIKEILEVOPOPOUG Ot diaAupa aipatoguAivng, Gill ap. 3, yia 90 dsutepoAenTa.

ZenAUVETE TIG QVTIKEIMEVOPOPOUG OE TPEXOUHEVO VEPO BPUONG.

ApudaT®OTE, dIAUYACTE KAl KAAUWTE TIG TOMEG O PEOA KAAUWNG HE BAoN TOAOUEVIO f EUAEVIO.

A1ad1kacia HIKPOKUHATOV

AnonapapIveoTe Kal EvudaT®OTE OE anioVIOHEVO VEPO.

2. TonoBeTAOTE TIG AVTIKEIHEVOPOPOUG 0 40 mL diaAUpaTog nepIodikoU 0EE0G MOU NEPIEXETAI OE
nAacTikd doxeio Coplin. KaAUwTe xahapd 1o SoxEio e KAnaki 1 XpnoIKonoInoTe Kandakia He Oneg,.

3. E@appooTe pikpokUpaTa ota 800 watt yia 10 dsutepoAenTa.

ZenAUveTe KaAa og NOAANEG aAAayEG anioviopévou VepPoU.

5. TonoBetnoTe TIG avTIKeINEVOPOPoUG o 40 mL avTidpacTnpiou Schiff nou nepiéxeral o€ NAAOTIKO
doxeio Coplin.
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6. E@apuoacTe pikpokupata ota 800 watt yia 15 deutepoAenTa. AvapeiEre To didAupa pe minéra Beral
f oTeINEd EQAPHOYNG KAl aQROTE va enwacTei yia 1 AenTo.
7. ZenAUvete pe {gaTd, nnia TpeXoUpEVO vepo Bplang yia 5 AenTa.
8. TonoBEeTNOTE TIG aVTIKEIEVOPOPOUG Ot aidato&uAivn, Gill ap. 3, nou nepiéxetar o NAacTikod doxeio Coplin.
9. E@appooTe pikpokUpata ota 800 watt yia 10 dsutepOAenTa.
10. ZenAUVETE OE TPEXOUKEVO VEPO BpUONG yia 1-2 AENTA, OTN OUVEXEIQ MPOKAAEDTE HNAE XpWON OE

unokaTaoTaTo vepol Bpuong Scott oe Beppokpacia dwpaTiou. ZenAUVETE Ot TPEXOUUEVO VEPO BpUONG.
ApudaTaoTe, dIaUYAoTE Kal KAAUWTE.
A1ad1kacia HIKPOKUHATWV yia néywn pe diaotaon (a-apuAaon)

1. XpnoigonoinoTe SINAOTUNEG AVTIKEINEVOPOPOUG doKIpaaciag. Emonpavere pia yia néyn pe diaotaocn

Kal Wia povo yia xpwan PAS.

SHMEIQSH: SuvioTaTal n xpron avTIKEIHEVOPOPWY EMKAAUPHEVQV

HE OUYKOAANTIKO 10TOU.

Mnv epappolete 0eANOIBiv OTIG TOUEG 6TV NpAyHATONOIEITE Néwn pe diaoTdaon.

2. Anonapa@ivmoTe Kal eVUdATWOTE TIG AVTIKEINEVO(POPOUG OE AMIOVITHEVO VEPOD.

3. MapaokeudoTe diakupa epyaaiag diactaong (a-aguAaon) diahtovtag 0,2 g a-apuAaong, (ap. kataAdyou
A3176), oe 40 mL anioviopévou vepou. Avapei&Te Kaha kal TonoBetrioTe o NAacTiko doxeio Coplin.
MNapaokeudoTe apecws npiv and Tn Xpnon.

4. E@appoaTe pikpokUpata ota 600 watt yia 25 deutepoAenTa.

5. AQaIpECTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG anod To doxeio Coplin kal EENAUVETE TNV AVTIKEIHEVOPOPO MOU EXEI
unooTei NéYn og TPEXOUHEVO veEPO Bpuong yia 5 AenTa.

6. XpNOIHOMoI®VTAg TOOO TNV AVTIKEILEVOPOPO MOU EXEI UNOCTEI NEWN OO Kal EKEIVN NoU JEV EXEl UMOOTEI
néyn, NnpoxwpnoTe otn d1adIKacia PIKPOKUUATWY yia 10To, Brua 2.

XapakTnpioTikG anodoong

O1 PAS BeTIKEG 0UTIEG XpwHaTiCovTal and pol £wg KOKKIVO Kal Ol NUPRAVEG gival UNAE. Mia avTIKEILEVOPOPOG
ekXUAIONG pe diaoTaaon (a-apuAaon) dev Ba €xel opath Xpwon PAS Tou yAukoyovou og oUyKpian HE Tn
BETIKN aVTIKEINEVOPOPO EAEYXOU YAUKOYOVOU MoU JEV €XEI UNOOTE NEWN.

EGv Ta NnapatnpoUpeva anoTeAéopaTa dIapEéPOUV anod Ta AVAPEVOUEVA, ENIKOIVWVIAOTE PE TNV TEXVIKN UNNPETia
NG Sigma-Aldrich yia Bonfeia.

XapakTnpioTikad anédoong TnG avaAuong

Ta anoteAéopaTta anddoong TNG avaAuong yia TiG dedopEVEG dOKIKATIEG NOU MpaypaTonoinénkav o OAeG
TIG OTOXEUOWEVEG DOPEG, eNIBeRal®vouy TNV guaiodbnaia, TV €I8IKOTNTA KAl TRV ENAVAANYILOTATA OE
nocooTo 100%.

Ap. Nepiypagn ZT10X0G EidikotnTa Euaiodnoia Eidikétnra EuaioBnoia
KataAdyou  npoiovTog EVTOG TNG EVTOGTNG METAZU TV peTa&y TOV
avaluong avaAuong avaAUoEwv avaAUuoEwv
AlaAupa
3951 nepiodikol  MovokuTTapa 30ra3 30ra3 30r1a3 3oTa 3
0E£0G
KOoKKIOKUT-
Tapa 30Ta3 30Ta3 3o0ta 3 3ota 3
Mukoyovo 301a3 30ta3 3 o1a 3 3o1a 3
Baoikn
pepBpavn 301a3 30ma3 3o0ma3 3o1a3
3952 AVT'%B:G%HP'O MovokUTTapa 3ota3 3ora3 3o01a3 3o01a3
KokkIoKUT-
Tapa 30ma3 30ma3 3oma3 3oma3
Mukoyovo 3ota3 3ota3 3o01a3 3o01a3
Baaoikn
pepBpavn 30ta3 3o0ta3 3o01a3 3o0ta3
AidAupa aipa-
Muprveg 301a3 30ta3 3o1a 3 3o1a 3

GHS3-50ML  ToguAivng, Gill
ap. 3

Mpo&i1donoinoeig Kal Kivduvol

AvaTpEETe 0TO AgATio SESOHEVWV AO(PAAEIag Kal oTnV €MICAHPAVON NPoidvTog yia onoleadnnoTe
EVNUEPWHEVEG NANPOPOPIEG KIVOUVWV 1) AOPAAEIAG.

395B:

H290: Mnopei va diaBpaaoel pETAAAQ.

H302: EniBAaBeG 0 nepinTwon KaTanoong.

H314: MpokaAei coBapd deppatikG eykaupaTa Kai oeOaAdiKEG BAABEG.
H350: Mnopei va npokaAéoel Kapkivo.

H373: Mnopei va npokaAéoel BAABEG oTa dpyava (veppoi) UoTeEpa anod NapaTeTapévn r enaveinuuévn
€KkBg0N, O€ NEPINTWON KATAMNOONG.

H412: EmBAaBEG yia Toug udpOBRIOUG 0pyaviopHoUG, HE HAKPOXPOVIEG EMIMTWOOEIG.

P273: Na anogeuyetal n eAeuBepwaon oTo nepiBAAAov.

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

P301 + P312: ZE MEPINTQZH KATANOZHZ: KaAéoTe To KENTPO AHAHTHPIAZEQN / yiaTpo, av
aioBavOeite adiabeaia.

P303 + P361 + P353: SE MEPINTQSH EMNA®HS ME TO AEPMA () He Ta HaAAIG): ByaATe apéowg 0Aa
Ta HoAuopEva pouxa. ZenAUVeTe TNV enideppida e vepo.

P304 + P340 + P310: ZE MEPINTQSH EISNNOHS: MeTagépeTe Tov NnabovTa aTov kabapod agpa Kal
apnoTe Tov va EekoupaaTei 0g aTAon nou dieukoAUvel Tnv avanvor. KaAéoTe apéowg o KENTPO
AHAHTHPIAZEQN / yiaTpo.

P305 + P351 + P338: SE MEPINTQSH EMNA®HS ME TA MATIA: ZenAUVETE NPOOEKTIKA HE VEPO
Yla apKeTa AenTda. Av UNAPXOUV (aKoi ENAPRG, aPalpETTE TOUG, av eival eUKOAO. SUVexioTe va
EenAEveTe.

Edv, kata Tn S1apKeia TNG XProng autou Tou BonbrnpaTog | wG anoTéAeopa TnG XPRong
TOu, €Xel CUNPBEI KANOI0O COBAPO NEPICTATIKO, NAPUKAAEICTE VA TO AVAPEPETE OTOV
KATAOKEUAOTH )/ Kal oTov E§0UCI030TNHEVO AVTINPOOWNO TOU KAl 0TV €0VIKN apxn
TNG X®pag oag.

Opiopoi CUHBOAWV

SUpBoAa 6nwg opidovral oto EN ISO 15223-1:2021

u KataokeuaoTng ApIBUOG KaTaAoyou

SUMPBOUAEUTEITE TIG 03NYiEG XPONG ApIBu0G napTidag

EE0UTI080TNHEVOG AVTINPOTWOG

(1)

ortnv Eupwnaikn Koivotnra/
w
A

AnAwon cuppopewong Eupwnaikng
'‘Evwong (0nwg opigetar otnv odnyia
IVDR 2017/746)

Eupwnaikn ‘Evaaon

In vitro dIayVWaTIKO

Huepounvia Afgng 1aTPOTEXVOAOYIKO MPOioV

'Opio Beppokpaciag MNpocoxn

@ Hpepopnvia napaywyng Eicaywyéag
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Hasznalati utasitas

Perjodsav-Schiff (PAS)
festorendszer

395. sz. eljaras

[vo] Cé€

Rendeltetésszerii hasznalat

A PAS festérendszer szabvanyos és mikrohulldamos eljarasokat kindl a limfocitak és

a mukopoliszacharidok kimutatdsara. A sz6vetmetszetekben a PAS reakcid alkalmas

a mukopoliszacharidok kimutatdséara. A diasztdzos (a-amildzos) emésztési eljaras, amelyet

a PAS-festés kovet, hasznos segitséget nyUjt a glikogén-raktdrozasi betegség diagnosztizalasaban.
A perjodsavas Schiff-reagensek (PAS-reagensek) ,in vitro diagnosztikai felhasznaldsra” szolgalnak.
Kizardlag professzionalis hasznalatra. A manualis, kvalitativ eljardsbol nyert adatok segitségével
azonosithatok a limfocitak és a mukopoliszacharidok a vérben vagy a csontvelékenetekben,
valamint a formalinban fixalt, paraffinba agyazott sz6vetet az emberi mintdkban. Ezek az adatok
mas diagnosztikai tesztekkel és informaciokkal egyitt vizsgalva felhasznadlhatok a gombas
fertézések diagnosztizalasanak elGsegitésére. A limfocitak festési mintazata segitségiil szolgalhat
terapias dontések meghozatalaban megallapitott limfocitds leukémia esetén.

Perjodsavval kezelve a glikolok aldehiddé oxidalédnak. Schiff-reagenssel torténd reakcid utan

a felszabadult fukszin megfesti az oxidalhatd vegyileteket tartalmazé sejtkomponenseket.?

Ezt a reakciét vér- vagy csontvelGkeneteken, szévetlenyomatokon vagy sz6vettani metszeteken
lehet elvégezni.?? Vér- vagy csontvel6keneteken alkalmazva ez a vizsgélat hasznos lehet az
eritroleukémia és az akut limfoblasztos leukémia bizonyos eseteinek felismerésében.?

A diasztazos (a-amildzos) emésztés alkalmazhato a glikogén-raktarozasi betegség diagnosztizaldsanak
el6segitésére. A diasztaz hidrolizélja a sz6vetekben taldlhatd poliszacharidokbdl szarmazd keményitét,
glikogént és bomlastermékeket. Az emésztési folyamatbdl szarmazé melléktermékeket a PAS-festés
el6tt le kell ébliteni.*

A rendszer a PAS-festés mikrohulldmu siitében térténé gyors modszerét is tartalmazza.s”

Reagensek

Perjodsavas oldat (kat. sz. 3951-100ML és 395132-1L)
Perjodsav, 1 g/dl

Schiff-reagens (kat. sz. 3952-50ML és 3952016-500ML)

1%-0s pararozanilin HCl és 4%-o0s natrium-metabiszulfit sésavban, 0,25 mol/l. Veszély.
Sulyos égési sériilést és szemkarosodast okoz. Rakot okozhat.

Hematoxilinoldat, Gill III (kat. sz. GHS3-100ML)
Tanusitott hematoxilin, 6 g/I, C.I. 75290; natrium-jodat, 0,6 g/I; aluminium-szulfat, 52,8 g/l és
stabilizator

Szlkséges, de nem biztositott kiilénleges anyagok

e Formaldehidoldat, 37%

¢ Denaturélt alkohol

e Pozitiv kontroll PAS targylemezeket, mint példaul a PAS TISSUE-TROL™ (kat. sz. TTR009-25EA),
minden kisérletben hasznalni kell.

« Xilol vagy xilolt helyettesité anyag

Csak mikrohulldamos eljarasok

¢ Mikrohullamu sité

o Kivetta szell6z6 fedéllel

e Scott-féle csapviz-helyettesité koncentratum (kat. sz. S5134-6x100ML)

e a-amildz (csak diasztdzextrakcids eljarashoz) (kat. sz. 3176)

Térolds és stabilitas

A perjodsavas oldatot és a Schiff-reagenst hilitészekrényben (2-8 °C) kell tarolni. A Gill IlI-as

hematoxilinoldatot szobahémérsékleten (18-26 °C) kell tarolni. A reagensek a cimkéken

feltlintetett lejarati datumig stabilak. Csapadék képzédése a Schiff-reagensben nem befolydsolja
a teljesitményt.

Bomlas

Dobja ki a Gill I1I-as hematoxilinoldatot, ha az oldat barnava (tdloxidalédas a levegébdl) vagy
lildva (savassagvesztés) valik, vagy ha a megfeleld festéshez sziikséges idé tobb mint 5 perccel
meghaladja az eljaras soran ajanlott id6t.

El6készités
A perjodsavas oldat, a Schiff-reagens és a Gill III-as hematoxilinoldat hasznalatra kész allapotban
kerul forgalomba. Hasznalat el6tt melegitse szoba-hémérsékletlire (18-26 °C) a reagenseket.

Sz(irje le a Schiff-reagenst, ha csapadék van jelen. MEGIEGYZES: Az enyhe rézsaszin elszinezédés
a targylemezek szinszivargasa kovetkeztében nem befolyasolja a vizsgalatot.

A Scott-féle csapviz-helyettesité reagens elkészitéséhez higitson 1 rész Scott-féle csapviz-helyettesité
koncentratumot 9 rész ioncserélt vizzel.

A formalin-etanol fixaléoldat elkészitéséhez keverjen 6ssze 5 ml formaldehidet 45 ml 95%-os etanollal
(denaturalt alkohollal). Minden nap frissen kell elkésziteni, és szorosan lezarva kell tartani.

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 PAS TISSUE-TROL™ kontroll targylemezeken paraffinba dgyazott, PAS-t tartalmazé emberi sz6vetek
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.

Frissen készitett teljes, EDTA vagy heparinizalt vér- vagy csontvel6keneteket kell hasznalni.
A lehet leghamarabb fixalja.?

Poliszacharidok esetében 10%-o0s semleges pufferelt formalinban, Zenker- vagy Bouin-reagensben
rogzitett szdvet hasznalhatd.! Meg kell jegyezni, hogy egyes szénhidratok vizoldékonyak.2

A glikogén kimutatdsara Carnoy-folyadék, Gendre-folyadék vagy a savas alkohol-formalin
hasznélata ajanlott.! A diasztdz extrakciéjahoz sziikséges id6 meghosszabbithatd, ha a szovetet
pikrinsavat tartalmazo fixaldszerben rogzitik.! Készitsen 5 mikronos metszeteket.

Megjegyzések
Ha mikrohulldm sitét hasznal, kérjik, olvassa el a Felhasznaldi kézikényvet.

Klinikailag egészséges egyénektdl szarmazo vérkeneteket is fel lehet hasznalni kontrollként.
A polimorfonukleéris leukocitdk intenziv vérés citoplazmafestédést mutatnak. Minden egyes festési
folyamatba be kell vonni igazoltan PAS-pozitiv és/vagy glikogént tartalmazd szévetmetszeteket.

Eljaras
Vér-, csontveld- vagy szévetlenyomat-preparatum

Standard eljaras
1. Rogzitse a levegdn széritott keneteket 1 percig szobahémérsékleten, formalin-etanol
fixaldoldatban.
Lassan folyd csapvizzel 6blitse a targylemezeket 1 percig.
Meritse a targylemezeket perjodsavas oldatba 5 percre szobahémérsékleten.
Oblitse a targylemezeket tébbszér valtott ioncserélt vizben.
Meritse a targylemezeket Schiff-reagensbe 15 percre szobah8mérsékleten.
MEGIEGYZES: Kozvetlenil a hasznalat utén zérja le a Schiff-reagenst, és tegye vissza
a hiitészekrénybe (2-8 °C).
Mossa a targylemezeket folyd csapvizben 5 percig.

7. Végezzen ellenfestést Gill III-as hematoxilinoldattal 90 masodpercig.

8. Oblitse le a targylemezeket folyd csapvizben 15-30 masodpercig, széritsa meg levegén,
és vizsgalja meg mikroszkdp alatt, olajimmerzids (900x) lencsével. A targylemezek
toluol- vagy xilolalapt lefed@szer hasznalataval fedhetdk le.

Mikrohullamos eljaras

1. Rogzitse a levegdn szaritott keneteket szobahémérsékleten 1 percig formalin-etanol-

fixaléoldatban.

Lassan foly6 csapvizzel dblitse a targylemezeket 1 percig.

Helyezze a targylemezeket mlianyag kiivettdba, 40 ml perjédsavas oldatba.

Melegitse mikrohulldmu sitében 800 watton 10 masodpercig.

Tobbszor valtott ioncserélt vizzel alaposan 6blitse le.

Helyezze a targylemezeket mlianyag kivettdba, 40 ml Schiff-reagensbe.

Melegitse mikrohulldmu siitében 800 watton 15 masodpercig. Keverje 6ssze az oldatot egy

transzferpipettaval vagy applikatorpélcaval, és inkubdlja 1 percig.

8. Oblitse meleg, lassan foly6 csapvizzel 5 percig.

9. Helyezze a targylemezeket miianyag kiivettaba, 40 ml Gill III-as hematoxilinoldatba.

10. Melegitse mikrohulldmu siitében 800 watton 10 masodpercig.

11. Oblitse foly6 csapvizzel 1-2 percig, majd kékitse Scott-féle csapviz-helyettesitd
munkaoldatban szobahémérsékleten.

12. Oblitse le folyd csapvizzel. Szaritsa meg levegén.

13. A targylemezek toluol- vagy xilolalapu lefedészer hasznalataval fedhetdk le.
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Szovettani metszetek

Standard eljaras
1. Deparaffinalja, majd hidratalja a metszeteket ioncserélt vizig.
Meritse a targylemezeket perjodsavas oldatba 5 percre szobahémérsékleten (18-26 °C).
Oblitse a targylemezeket tobbszor valtott desztillalt vizben.
Meritse a targylemezeket Schiff-reagensbe 15 percre szobahémérsékleten (18-26 °C).
Mossa a targylemezeket folyd csapvizben 5 percig.
Végezzen ellenfestést Gill III-as hematoxilinoldattal 90 masodpercig.
Oblitse a targylemezeket folyé csapvizzel.
. Dehidratélja, deritse, majd fedje le a metszeteket toluol- vagy xilolalapl lefed6szerrel.
ikrohulldamos eljaras
Deparaffinalja, majd hidratlja ioncserélt vizig.
Helyezze a targylemezeket mlianyag kiivettdba, 40 ml perjédsavas oldatba. Lazan fedje le
a kuvettat a fedelével, vagy hasznaljon lyukas fedelet.
Melegitse mikrohullamd sttében 800 watton 10 masodpercig.
Tobbszor valtott ioncserélt vizzel alaposan 6blitse le.
Helyezze a targylemezeket mlianyag kivettaba, 40 ml Schiff-reagensbe.
Melegitse mikrohulldmu stitében 800 watton 15 masodpercig. Keverje Gssze az oldatot egy
transzferpipettaval vagy applikatorpalcaval, és inkubélja 1 percig.
Oblitse meleg, lassan folyd csapvizzel 5 percig.
Helyezze a targylemezeket miianyag kivettaba, Gill I1I-as hematoxilinoldatba.
Melegitse mikrohulldmu sité6ben 800 watton 10 masodpercig.
10. Oblitse folyé csapvizzel 1-2 percig, majd kékitse Scott-féle csapviz-helyettesit6 oldatban
szobahdmérsékleten. Oblitse le folyd csapvizzel. Dehidratalja, deritse és fedje le.
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Mikrohullamu eljaras diasztaz (a-amilaz) emésztéshez

1. Hasznaljon két példanyban késziilt targylemezeket. Cimkézzen fel egyet kizardlag a diasztazos
emésztéshez, a masikat kizardlag a PAS-festéshez.
MEGJEGYZES: Javasolt szovetragasztéval bevont targylemezeket hasznalni.
Diasztazos emésztés esetén ne agyazza celloidinba a metszeteket.!

2. Deparaffindlja, majd hidratélja ioncserélt vizig a metszeteket.

3. A diasztdz (a-amildz) munkaoldat elkészitéséhez oldjon fel 0,2 g a-amilazt (kat. sz. A3176) 40 ml
ioncserélt vizben. Alaposan keverje 6ssze, és helyezze mlianyag kiivettdba. Kézvetleniil
a hasznélat el6tt készitse el.

4. Melegitse mikrohulldmu sitében 600 watton 25 masodpercig.

5. Vegye ki a targylemezeket a klivettabdl, és 6blitse az emésztett targylemezt folyd csapvizben
5 percig.

6. Mind az emésztett, mind az emésztetlen targylemezekkel folytassa az eljarast a szévetekre
vonatkozé mikrohulldmos eljaras 2. lépésével.

Teljesitményjellemzok

A PAS-pozitiv anyagok rézsaszin-voros szinnel festddnek, a sejtmagok kékkel. A diasztaz (a-amilaz)
extrakcios targylemezen a nem emésztett glikogén-pozitiv kontroll targylemezzel 6sszehasonlitva nem
lathato a glikogén PAS-festése.

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

Analitikai teljesitményjellemzék

Az adott tesztek analitikai teljesitményjellemz8i az 6sszes célstruktlran vizsgalva 100% érzékenységet,
specificitast és ismételhetéséget igazoltak.

Kat. sz. Termékle- ceél Teszten Teszten Tesztek Tesztek
iras beliili beliili kozotti kozotti
specificitds érzékenység specificitds érzékenység
3951 Perjodsavas  monocitak 33 3/3 33 3/3
Granulocitak 3/3 3/3 3/3 3/3
Glikogén 3/3 3/3 3/3 3/3
Bazalis
membran 3/3 3/3 3/3 3/3
Schiff-féle "
3952 reagens Monocitak 3/3 3/3 3/3 3/3
Granulocitak 3/3 3/3 3/3 3/3
Glikogén 3/3 3/3 3/3 3/3
Bazalis
membran 3/3 3/3 3/3 3/3

GHs3-50ML Hematoxilin-

oldat, Gill 111 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.

395B:

H290: Fémekre korroziv hatasu lehet.

H302: Lenyelve artalmas.

H314: Sulyos égési sérilést és szemkarosodast okoz.

H350: Rakot okozhat.

H373: Ismétléd6 vagy hosszabb expozicié esetén lenyelve karosithatja a szerveket (vese).
H412: Artalmas a vizi él6vildgra, hosszan tarté karosodast okoz.

P273: Keriilni kell az anyagnak a kdrnyezetbe vald kijutasat.

P280: Védbkesztyli/védéruha/szemvéd6/arcvéd6 hasznalata kételezd.

P301 + P312: LENYELES ESETEN: Rosszullét esetén forduljon TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/
orvoshoz.

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

P304 + P340 + P310: BELELEGZES ESETEN: Az érintett személyt friss levegdre kell vinni, és
olyan nyugalmi testhelyzetbe kell helyezni, hogy kénnyen tudjon Iélegezni. Azonnal forduljon
TOXIKOLOGIAI KOZPONTHOZ/orvoshoz.

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 kévetkeztében silyos 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
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Elérhetéségek

Megrendelés leaddsahoz latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com. M(iszaki segitségért
latogasson el weboldalunkra: SigmaAldrich.com/techservice.
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Athelyezve az Uj sablonba a jelenlegi markajelzéssel. A professzionalis hasznalatra
vonatkozd megallapitas leirdsa a rendeltetésszer(i hasznalat és az dvintézkedések
részekben. A diagnozishoz nyujtott segitségrél szold nyilatkozat athelyezése

a rendeltetésszer(i hasznalathoz. A rendeltetésszer(i hasznélatra vonatkozé részek
4tdolgozésa az IVDR irdnyelveknek vald megfelelés érdekében. Az Anyagbiztonsagi
adatlap frissitése Biztonsagi adatlapra. Az elérhetéségek frissitése. A mintagy(jtés
soran a CLSI kdvetésére vonatkozd utasitds eltavolitdsa. Az EN 980-as szabvany
szerinti jelzések eltavolitdsa és az EN ISO 15223-1:2021 szabvany jelzéseire
véltoztatdsa. A nemkivanatos eseményekkel kapcsolatos elérhetéségek hozzaadasa.
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Navod k pouziti

Systém barveni pomoci reakce
kyseliny jodisté se Schiffovym
Cinidlem (PAS)

Postup ¢. 395

q3

MILIPORR
SiGhMa

Urcené pouziti

Systém barveni pomoci reakce PAS nabizi standardni a mikrovinné postupy pro priikaz lymfocytd

a mukopolysacharidd. Reakce PAS je uzite¢na pro priikaz mukopolysacharid{ v tkanovych Fezech.
Postup $tépeni diastazou (a-amylazou) a nasledné& barveni pomoci PAS je uZite¢na pomdicka pfi
diagnostice glykogendzy (GSD). Cinidla pro reakci PAS, kyselina jodista a Schiffovo ¢inidlo, jsou
uréena pro diagnostické pouZiti ,in vitro". Pouze pro profesionalni pouziti. Udaje ziskané z tohoto
manualniho kvalitativniho postupu identifikuji lymfocyty a mukopolysacharidy v natérech krve nebo
kostni diené, a rovnéz ve tkanich z lidskych vzorkd fixovanych formalinem a zalitych v parafinu.
Tyto Udaje mohou byt pfi pfezkoumani ve spojeni s dalsimi diagnostickymi testy a informacemi
pouzity jako pomiicka pfi diagnostice houbovych/plisiovych infekci. Vzorec barveni lymfocytd mize
byt také uzitecny pfi rozhodovani o terapii ve zjisténych pripadech lymfocytarni leukémie.

Plsobenim kyseliny jodisté se glykoly oxiduji na aldehydy. Po reakci s Schiffovym Cinidlem uvolnény
fuchsin barvi bun&éné slozky obsahujici oxidovatelné slouceniny.® Tato reakce mize byt provedena
v natéru krve nebo kostni dfené, na tkanovych preparatech nebo tkanovych fezech.'2 Pfi pouziti

u natérd krve nebo kostni dfené mize byt tento test uZiteény pfi rozpoznani nékterych pripadd
erytroleukémie a akutni lymfoblastické leukémie.?

Stépeni diastazou (a-amylazou) mize byt pouzito jako pomiicka pfi diagnostice glykogendzy.
Diastaza hydrolyzuje $krob, glykogen a produkty rozkladu pochazejici z téchto polysacharidd
pFitomné ve tkani. Vysledné vedlejsi produkty procesu $tépeni se pfed barvenim PAS vymyji.*

Zarazena je také technika rychlého barveni PAS pomoci mikrovinnych trub.5-”
Cinidla

Roztok kyseliny jodisté (kat. 3951-100ML a 395132-1L)

Kyselina jodista, 1 g/100 ml

Schiffovo ¢inidlo (kat. ¢. 3952-50ML a 3952016-500ML)
Pararosanilin.HCI, 1%, a disifi¢itan sodny, 4%, v kyseliné chlorovodikové, 0,25 mol/l. Riziko.
Zplisobuje tézké poleptani kiize a poskozeni o¢i. Mlize zplsobit rakovinu.

Roztok hematoxylinu podle Gilla €. 3 (kat. ¢. GHS3-100ML)
Certifikovany hematoxylin, 6 g/l, C.I. 75290 jodi¢nan sodny, 0,6 g/l, siran hlinity, 52,8 g/I
a stabilizator

Potfebné specidlni materidly, které nejsou soucasti dodavky

e Roztok formaldehydu, 37%

* Chemicky cisty alkohol

e Pozitivni kontrolni prepardty PAS, jako je PAS TISSUE-TROL™ (kat. ¢. TTRO09-25EA) by mély
byt zafazeny v kazdé zkousce.

e Xylen nebo nahrazka xylenu

Pouze mikrovinné postupy

¢ Mikrovinna trouba

e Coplinova nadoba s odvétravacim vickem

e Scottllv koncentrat nahrazky vodovodni vody (kat. ¢. $S5134-6x100ML)

e a-amylaza (pouze pro postup diastazové extrakce) (kat. ¢. A3176)

Skladovani a stabilita

Roztok kyseliny jodisté a Schiffovo Cinidlo uchovavejte v chladni¢ce (2-8 °C). Roztok hematoxylinu
podle Gilla €. 3 uchovavejte pti pokojové teploté (18-26 °C). Cinidla jsou stabilni do data spotfeby
uvedeného na stitcich. Tvorba srazeniny v Schiffové ¢inidle nema vliv na jeho funkénost.

Znehodnoceni

Roztok hematoxylinu podle Gilla ¢. 3 zlikvidujte, pokud roztok zhnédne (oxidaci ze vzduchu)
nebo zfialovi (ztrata kyselosti) nebo pokud doba potfebna pro vhodné zabarveni prekroci dobu
doporucenou v postupu o vice nez 5 minut.

Pfiprava
Roztok kyseliny jodisté, Schiffovo ¢inidlo a roztok hematoxylinu podle Gilla ¢. 3 jsou dodavény
pripravené k pouziti. Pfed pouzitim zahfejte Cinidla na pokojovou teplotu (18-26 °C).

Je-li ptitomna srazenina, Schiffovo Cinidlo prefiltrujte. POZNAMKA: Mirné rizové zabarveni
v disledku vyplavovéni barvy z podloznich skli¢ek nerusi test.

Scottova nahrazka vodovodni vody se pfipravuje zfedénim 1 dilu Scottova koncentratu nadhrazky
vodovodni vody 9 dily deionizované vody.

Fixacni roztok formaldehydu s ethanolem se pripravi smichanim 5 ml formaldehydu se 45 ml 95%
ethanolu (chemicky cisty alkohol). Roztok pfipravujte denné Cerstvy a uchovévejte pevné uzavieny.

Bezpecnostni opatfeni

Diagnostické zdravotnické prostredky in vitro obsazené v této soupravé jsou uréeny pro
diagnostické pouziti in vitro v klinickém laboratornim prostfedi. Tyto diagnostické zdravotnické
prostfedky in vitro jsou uréeny pouze pro profesiondlni pouZziti kvalifikovanym persondlem.
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 mikroskop( a jiného laboratorniho vybaveni a jejich barevné vidéni a ostrost zraku jsou
dostatecné pro rozli$eni barev a rliznych objektl pod mikroskopem.

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

Kontrolni preparaty PAS TISSUE-TROL™ jsou vzorky lidské tkané zalité v parafinu s obsahem PAS,
které by mély byt povazovany za potencialné infekéni.

Postup

Odbér vzorkd

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

Pouzivaji se Cerstvé pFipravené natéry kostni diené nebo piné krve s pridavkem EDTA nebo
heparinu. Fixujte co nejdfive.?

U polysacharid{ Ize pouZit tkér fixovanou v 10% neutralné pufrovaném formalinu, Zenkerové nebo
Bouinoveé fixacni tekutiné.! Je tfeba poznamenat, Ze nékteré sacharidy jsou rozpustné ve vodé.?

Pro priikaz glykogenu se doporucuje Carnoyova tekutina, Gendrova tekutina nebo kysely alkoholovy
formalin.! Doba potiebné pro diastdzovou extrakci miize byt prodlouzena, pokud je tkan fixovédna
ve fixaénim prosttedku obsahujicim kyselinu pikrovou. Rezte tkafiové Fezy na tloudtku 5 mikrond.

Poznamky

Pokud pouzivate mikrovinnou troubu, prectéte si pokyny v uzivatelské pfirucce.

Pro Gcely kontroly mohou byt zpracovany krevni natéry pripravené od klinicky zdravych jedincd.
Polymorfonuklearni leukocyty vykazuji intenzivni Cervené cytoplazmatické zbarveni. Tkanové fezy,
0 nichz je zndmo, Ze jsou PAS pozitivni a/nebo obsahuji glykogen, by mély byt zafazeny do kazdé
provadéné sekvence barveni.

Postup

Pfiprava krve, kostni den& nebo preparatl tkani

Standardni postup

1. Vzduchem vysus$ené natéry se fixuji po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté ve fixatnim
roztoku formalinu v ethanolu.

2. Proplachujte sklicka 1 minutu pomalu tekouci vodou z vodovodu.
3. Ponofte sklitka do roztoku kyseliny jodisté na 5 minut pfi pokojové teploté.
4. Proplachnéte sklicka nékolika vyménami destilované vody.
5. PonoFge sklicka do Schiffova cinidla na 15 minut pfi pokojové teploté.
POZNAMKA: Thned po pouziti uzavfete Schiffovo ¢&inidlo a vratte jej do chladnicky (2-8 °C).
6. Sklicka vymyvejte v tekouci vodovodni vodé po dobu 5 minut.

7. Provedte kontrastni barveni sklicek v roztoku hematoxylinu, Gill ¢. 3, po dobu 90 sekund.

8. Oplachujte skli¢ka tekouci vodou z vodovodu po dobu 15-30 sekund, vysuste na vzduchu
a mikroskopicky prohlédnéte pod ¢ockou s olejovou imerzi (900x). Skli¢ka mohou byt
zamontovana v montaznich médiich na bazi toluenu nebo xylenu.

Mikrovinny postup

1. Vzduchem vysu$ené krevni natéry fixujte po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté ve

fixatnim roztoku formalinu v ethanolu.

Oplachuijte sklicka 1 minutu v pomalu tekouci vodé z vodovodu.

Vlozte sklicka do 40 ml roztoku kyseliny jodisté obsazené v plastové Coplinové nadobé.

Provedte mikrovinny ohfev pfi 800 wattech po dobu 10 sekund.

Dobfe proplachnéte nékolika vyménami deionizované vody.

Vlozte sklicka do 40 ml Schiffova ¢inidla obsazeného v plastové Coplinové nadobé.

Provedte mikrovinny ohfev pfi 800 wattech po dobu 15 sekund. Roztok promichejte pipetou

Beral nebo aplikacni tycinkou a nechte inkubovat 1 minutu.

8. Oplachujte v teplé, jemné tekouci vodovodni vodé po dobu 5 minut.

9. Vlozte sklitka do 40 ml roztoku hematoxylinu Gill ¢. 3 obsaZeného v plastové Coplinové nadobé.

10. Provedte mikrovinny ohfev pfi 800 wattech po dobu 10 sekund.

11. Oplachujte tekouci vodou z vodovodu po dobu 1-2 minut, poté modfete v pracovnim roztoku
Scottovy nahrazky vody z vodovodu pfi pokojové teploté.

12. Proplachnéte v tekouci vodé z vodovodu. Vysuste na vzduchu.

13. Sklicka mohou byt zamontovana v montaznich médiich na bazi toluenu nebo xylenu.

NounhswnN

Tkanové rezy

Standardni postup
1. Odparafinujte a hydratujte fezy pomoci deionizované vody.

Ponorte sklicka do roztoku kyseliny jodisté na 5 minut pri pokojové teploté (18-26 °C).

Proplachnéte sklicko nékolika vyménami destilované vody.

Ponofte skli¢ka do Schiffova ¢inidla na 15 minut pfi pokojové teploté (18-26 °C).

Sklicka vymyvejte v tekouci vodovodni vodé po dobu 5 minut.

Provedte kontrastni barveni skli¢ek v roztoku hematoxylinu, Gill ¢. 3, po dobu 90 sekund.

Proplachnéte sklicka v tekouci vodé z vodovodu.

Dehydratujte, projasnéte a zamontujte fezy do montaznich médii na bazi toluenu nebo xylenu.

ikrovinny postup

Odparafinujte a hydratujte pomoci deionizované vody.

Vlozte sklicka do 40 ml roztoku kyseliny jodisté obsazené v plastové Coplinové nadobé. Volné

zakryjte nadobu vickem nebo pouzijte vicka s vyvrtanymi otvory.

Provedte mikrovinny ohfev pfi 800 wattech po dobu 10 sekund.

Dobfe proplachnéte nékolika vyménami deionizované vody.

Vlozte sklicka do 40 ml Schiffova Cinidla obsazeného v plastové Coplinové nadobé.

Provedte mikrovinny ohfev pfi 800 wattech po dobu 15 sekund. Roztok promichejte pipetou

Beral nebo aplikaéni ty¢inkou a nechte inkubovat 1 minutu.

Oplachujte v teplé, jemné tekouci vodovodni vodé po dobu 5 minut.

Vlozte sklicka do roztoku hematoxylinu Gill ¢. 3 obsazeného v plastové Coplinové nadobé.

Provedte mikrovinny ohfev pfi 800 wattech po dobu 10 sekund.

10. Oplachujte tekouci vodou z vodovodu po dobu 1-2 minuty, poté modfete v pracovnim
roztoku Scottovy nahrazky vodovodni vody pfi pokojové teploté. Proplachnéte v tekouci
vodé z vodovodu. Dehydratujte, o¢istéte a zamontujte.

Mikrovinny proces stépeni diastazou (a-amylazou)

1. PouZijte duplicitni testovaci sklicka. Oznacte jedno pro Stépeni diastdzou a druhé pouze pro
barveni PAS.
POZNAMKA: Doporutuji se podlozni skli¢ka potazena tkanovym lepidlem.
PFi Stépeni diastazou rezy nezalévejte do celoidinu.!

2. Odparafinujte sklicka a hydratujte je pomoci deionizované vody.
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3. Pripravte pracovni roztok diastazy (a-amylazy) rozpusténim 0,2 g a-amylazy (kat. ¢. A3176) ve
40 ml deionizované vody. Dobfe promichejte a vlozte do plastové Coplinovy nadoby. Pfipravte
tésné pred pouzitim.

4. Provedte mikrovinny ohfev pfi 600 wattech po dobu 25 sekund.

5. Vyjméte sklicka z Coplinovy nadoby a 5 minut oplachujte Stépeny preparat tekouci vodou
z vodovodu.

6. Pri pouziti jak $t&penych, tak nestépenych preparatll postupujte podle mikrovinného postupu pro
tkan, krok 2.

Pracovni charakteristiky

PAS pozitivni latky se barvi riZové az cervené a jadra jsou modré. Preparét po extrakci diastazy
(a-amylazy) nebude mit Zadné viditelné zbarveni PAS glykogenu v porovnani s preparatem
s nestépenou kontrolou pozitivni na glykogen.

Pokud se pozorované vysledky lidi od o¢ekévanych vysledkd, obratte se na technicky servis spole¢nosti
Sigma-Aldrich.

Analytické pracovni charakteristiky

Analytické vysledky danych testl provedenych na vsech cilovych strukturdch potvrzuji 100% citlivost,
specifi¢nost a opakovatelnost.

Kat. &. Popis Cil Specifi¢- Citlivost Specifi¢- Citlivost
produktu nost v v ramci nost mezi  mezi testy
ramci testu testu testy
Roztok
3951 kyseliny Monocyty 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
jodisté
Granulocyty 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Glykogen 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Bazalni
membrana 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
3952 Schiffovo Monocyt 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
ginidlo Yy
Granulocyty 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Glykogen 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Bazalni
membrana 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Roztok
GHs3-somML NeMARYINY 54qr 3ze3 3ze3 3ze3 3ze3
Gilla ¢. 3

Varovani a rizika

Aktudlni informace o rizicich, nebezpecich a bezpecnosti si prectéte v bezpecnostnim listu a na oznaceni

vyrobku.

395B:

H290: Mize byt korozivni pro kovy.

H302: zdravi skodlivy pfi poziti.

H314: zplsobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oi.

H350: Mdze zplsobit rakovinu.

H373: Mze zplsobit poskozeni organd (ledviny) pfi dlouhodobé nebo opakované expozici p¥i poziti.
H412: Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi Géinky.

P273: Zabrante uvolfiovani do zivotniho prostfedi.

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

P301 + P312: PRI POZITI: Pokud se necitite dobfe, VOLEJTE TOXIKOLOGICKE INFORMACN{
stfedisko / Iékare.

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

P304 + P340 + P310: PRI VDECHNUTI: Odvedte postizeného na Cerstvy vzduch a zajistéte mu
pohodiné dychani. Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO / Iékare.

P305 + P351 + P338: PRI ZASAZENT OCf: Nékolik minut opatrné vyplachuijte vodou. Vyjméte

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

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

u Vyrobce

Katalogové Cislo

Prectéte si Navod k pouZiti Kod Sarze

()
Autori y zast! E ké
I S €
<
A
il

Prohldseni o shodé s predpisy
Evropskeé unie (podle definice v
IVDR 2017/746)

Diagnosticky zdravotnicky

Datum spotfeby prostfedek in vitro

Teplotni limit Upozornéni

Datum vyroby Dovozce
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Kontaktni informace

Chcete-li podat objednavku, navstivte nase webové stranky na SigmaAldrich.com. Technicky servis
naleznete na strankach technického servisu na nasi webové strance SigmaAldrich.com/techservice.

Historie revizi

Rev. 4.0 2016

Rev. 5.0 2022

Rev. 6.0 2022

Pfeneseno do nové Sablony s aktudlnim znacenim. Urceno pro profesiondlni pouZiti

v ramci uréeného pouziti a bezpec¢nostnich opatfeni. Pfesunuti napovédy k uréeni
diagndzy do uréeného pouziti. Revidované ur¢ené pouziti k dosazeni souladu s pokyny
IVDR. Aktualizovany bezpeénostni list materialu k bezpe¢nostnimu listu. Aktualizované
kontaktni informace. Odstranén pokyn k dodrzeni CLSI pro odbér vzork{. Odstranéna
norma EN 980 a zménéna na normu EN ISO 15223-1:2021 pro symboly. Pridany
kontaktni informace pro pfipad nezadouci udalosti. Pfidana varovani a rizika.
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Bruksanvisning

Periodic Acid (perjodsyre)-Schiff
(PAS)-fargesystem

Prosedyre nr. 395

C€ SiGMa

Tiltenkt bruk

PAS-fargesystemet tilbyr standard- og mikrobglgeprosedyrer for pdvisning av lymfocytter og
mukopolysakkarider. PAS-reaksjonen i vevssnitt er nyttig for pavisning av mukopolysakkarider.
Diastase (a-amylase)-fordgyelsesprosedyren, etterfulgt av PAS-farging, er nyttig som et hjelpemiddel
ved diagnostisering av glykogenlagringssykdom. Periodic Acid Schiff (PAS)-reagenser er til
"in-vitro-diagnostisk bruk". Kun for profesjonell bruk. Dataene hentet fra denne hdndboken,
kvalitativ prosedyre, identifiserer lymfocytter og mukopolysakkarider i blod- eller benmargsfilmer
samt formalinfiksert parafininnstgpt vev fra humane prgver. Nar disse dataene vurderes i
forbindelse med andre diagnostiske tester og informasjon, kan de brukes som en hjelp til
diagnostisering av soppinfeksjoner. Lymfocyttenes fargemgnster kan ogsa veere nyttig for 8 fatte
terapeutiske beslutninger i etablerte tilfeller av lymfatisk leukemi.

Ved behandling med perjodsyre oksideres glykoler til aldehyder. Etter reaksjon med Schiffs-reagens
farger det frigjorte fuksinet cellekomponentene som inneholder de oksiderbare forbindelsene.?
Denne reaksjonen kan utfares pa blod- eller benmargsfilmer, preparater for vevsbergring eller
vevssnitt.'2 Nar denne testen brukes pa blod- eller benmargsfilmer, kan den vaere nyttig for &
gjenkjenne noen tilfeller av erytroleukemi og akutt lymfatisk leukemi.?

Diastase (a-amylase)-fordgyelse kan brukes som et hjelpemiddel i diagnostisering av
glykogenlagringssykdom. Diastase hydrolyserer stivelse, glykogen og nedbrytningsprodukter fra
disse polysakkaridene som finnes i vev. De resulterende biproduktene fra fordgyelsesprosessen
skylles bort for PAS-farging.*

En teknikk for rask PAS-farging ved bruk av mikrobglgeovner er inkludert.>-”

Reagenser
Perjodsyrelgsning (kat.nr. 3951-100ML og 395132-1L)
Perjodsyre, 1 g/dI

Schiffs reagens (kat.nr. 3952-50ML og 3952016-500ML)
Pararosanilin HCl, 1 %, og natriummetabisulfitt, 4 %, i saltsyre, 0,25 mol/I. Farlig. Gir alvorlige
hudforbrenninger og gyeskader. Kan forarsake kreft.

Hematoksylinlgsning, Gill nr. 3 (Kat. Nr. GHS3-100ML)
Sertifisert hematoksylin, 6 g/I, CI 75290 natriumjodat, 0,6 g/I, aluminiumsulfat, 52,8 g/| og stabilisator

Spesielle materialer som er ngdvendige, men som ikke fglger med

¢ Formaldehydlgsning, 37 %

¢ Reagensalkohol

e Positive PAS-kontrollglass, som PAS TISSUE-TROL™ (kat.nr. TTRO09-25EA), skal inkluderes
i hver kjgring

e Xylen eller xylenerstatning

Kun for mikrobglgeprosedyrer

¢ Mikrobglgeovn

e Coplin-krukke med ventilerte lokk

e Scotts springvannsubstitutt-konsentrat (kat.nr. S5134-6x100ML)

e a-amylase (kun for diastaseekstraksjonsprosedyre) (kat.nr. A3176)

Oppbevaring og stabilitet

Oppbevar perjodsyrelgsning og Schiffs reagens i kjgleskap (2-8 °C). Oppbevar
hematoksylinlgsning, Gill nr. 3 ved romtemperatur (18-26 °C). Reagenser er stabile frem til
utlgpsdatoen vist pa etikettene. Dannelse av et bunnfall i Schiffs reagens pévirker ikke ytelsen.

Forringelse

Kast hematoksylinlgsning, Gill nr. 3 hvis Igsningen blir brun (overoksidert fra luft) eller lilla (tap av
surhet), eller ndr tiden som kreves for passende farging, overskrider tiden anbefalt i prosedyren
med mer enn 5 minutter.

Klargjgring
Perjodsyrelgsning, Schiffs reagens og hematoksylinlgsning, Gill nr. 3 leveres klare til bruk. Varm
reagensene til romtemperatur (18-26 °C) fgr bruk.

Filtrer Schiffs reagens hvis den har bunnfall. MERK: En lett rosa farge p& grunn av utlekking av farge
fra objektglass forstyrrer ikke testen.

Scotts springvannsubstitutt klargjeres ved 8 fortynne 1 del Scotts springvannsubstitutt med 9 deler
avionisert vann.

Formalinetanol-fikseringslgsning klargjores ved & blande 5 ml formaldehyd med 45 ml 95 % etanol
(reagensalkohol). Tilbered fersk hver dag, og oppbevar under tett lokk.

Forsiktighetsregler

IVD-ene inkludert i dette settet er beregnet for in vitro-diagnostisk bruk i et klinisk laboratoriemiljg.
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 & skille farger og andre gjenstander under et mikroskop.

Vanlige forholdsregler ved héndtering av laboratoriereagenser skal fglges. Kast avfall i henhold til
lokale, statlige eller nasjonale forskrifter.

PAS TISSUE-TROL™-kontrollglass er parafininnstgpt humant vev som inneholder PAS, 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.

Film med nylaget fullblod, EDTA- eller heparinisert blod eller benmarg brukes. Korriger sd snart
som mulig.?

For polysakkarider kan vev fiksert i 10 % ngytral bufret formalin, Zenker eller Bouin brukes.! Det
bgr bemerkes at noen karbohydrater er vannlgselige.? For 8 pavise glykogen anbefales Carnoys
vaeske, Gendres vaeske eller sur alkoholholdig formalin.* Tiden som kreves for diastaseekstraksjon,
kan bli forlenget ndr vev fikseres i en pikrinsyre som inneholder fiksativ.! Kutt vevssnitt ved

5 mikron.

Merknader

Hvis det brukes mikrobglgeovn, se brukerh@ndboken for instruksjoner.

Blodfilmer fremstilt fra klinisk friske individer kan inkluderes for kontrollformal. Polymorfonuklezere
leukocytter vil vise en intens rgd cytoplasmatisk farging. Vevssnitt som er kjent for 8 vaere PAS-positive
og/eller inneholder glykogen, skal inkluderes hver gang en fargesekvens utfgres.

Prosedyre

Blod-, benmargs- eller vevspreparater for bergring

Standardprosedyre
1. Fikser lufttgrkede filmer i 1 minutt ved romtemperatur i formalinetanolfikseringslgsning.

2. Skyll objektglassene i 1 minutt i sakte rennende springvann.
3. Senk objektglassene i perjodsyrelgsning i 5 minutter ved romtemperatur.
4. Skyll objektglassene i flere skift med destillert vann.
5. Senk objektglassene i Schiffs reagens i 15 minutter ved romtemperatur.
MERK: Sett lokk pd Schiffs reagens og sett tilbake til kjgleskapet (2-8 °C) umiddelbart etter bruk.
6. Vask objektglassene i rennende springvann i 5 minutter.

7. Motfarg objektglass i hematoksylinlgsning, Gill nr. 3, i 90 sekunder.

8. Skyll objektglassene i rennende springvann i 15-30 sekunder, luftterk og undersgk i
mikroskop under oljenedsenkingslinse (900x). Objektglass kan monteres i toluen- eller
xylenbasert monteringsmedium.

Mikrobglgeprosedyre

Fest lufttorkede blodfilmer ved romtemperatur i 1 minutt i formalinetanol-fikseringslgsning.
Skyll objektglassene i 1 minutt i sakte rennende springvann.

Plasser objektglassene i 40 ml perjodsyrelgsning i en Coplin-krukke av plast.

Kjgr i mikrobglgeovn pd 800 watt i 10 sekunder.

Skyll godt i flere skift med avionisert vann.

Plasser objektglassene i 40 ml Schiffs reagens i en Coplin-krukke av plast.

Kjor i mikrobglgeovn ved 800 watt i 15 sekunder. Bland Igsningen med en beralpipette eller
applikatorpinne og la den inkuberes i 1 minutt.

8. Skyll i varmt, sakte rennende springvann i 5 minutter.

9. Plasser objektglassene i 40 ml hematoksylinlgsning Gill nr. 3 i en Coplin-krukke av plast.

10. Kjor i mikrobglgeovn p& 800 watt i 10 sekunder.

11. Skyll i rennende springvann i 1-2 minutter, og farg deretter bltt i Scotts
springvannsubstitutt-arbeidslgsning ved romtemperatur.

12. Skyll i rennende springvann. Luftterk.

13. Objektglass kan monteres i toluen- eller xylenbasert monteringsmedium.

NoupswNR

Vevssnitt

Standardprosedyre
1. Avparafiniser og hydrer snittene til avionisert vann.

2. Senk ned objektglassene i perjodsyrelgsning i 5 minutter ved romtemperatur (18-26 °C).

3. Skyll objektglasset i flere skift med destillert vann.

4. Senk ned objektglassene i Schiffs reagens i 15 minutter ved romtemperatur (18-26 °C).

5. Vask objektglassene i rennende springvann i 5 minutter.

6. Motfarg objektglass i hematoksylinlgsning, Gill nr. 3, i 90 sekunder.

7. Skyll objektglassene i rennende springvann.

8. Dehydrer, fjern og monter snittene i toluen- eller xylenbaserte monteringsmedier.

Mikrobglgeprosedyre

1. Avparafiniser og hydrer til avionisert vann.

2. Plasser objektglassene i 40 ml perjodsyrelgsning i en Coplin-krukke av plast. Dekk glasset Igst
med lokk, eller bruk lokk med hull i.

3. Kjer i mikrobglgeovn ved 800 watt i 10 sekunder.

4. Skyll godt i flere skift med avionisert vann.

5. Plasser objektglassene i 40 ml Schiffs reagens i en Coplin-krukke av plast.

6. Kjor i mikrobglgeovn ved 800 watt i 15 sekunder. Bland Igsningen med en beralpipette eller
applikatorpinne og la den inkuberes i 1 minutt.

7. Skylli varmt, sakte rennende springvann i 5 minutter.

8. Plasser objektglassene i hematoksylinlgsning, Gill nr. 3, i en Coplin-krukke av plast.

9. Kjer i mikrobglgeovn p& 800 watt i 10 sekunder.

10. Skyll i rennende springvann i 1-2 minutter, og farg deretter blatt i Scotts

springvannsubstitutt ved romtemperatur. Skyll i rennende springvann. Dehydrer,
klarne og monter.
Mikrobglgeprosedyre for diastase (a-amylase)-fordgyelse
1. Bruk dupliserte testobjektglass. Merk ett for fordgyelse med diastase og ett kun for
PAS-farging.
MERK: Objektglass belagt med vevslim anbefales.
Ikke celloidiniser snittene under diastasefordgyelse.*
2. Avparafiniser og hydrer objektglassene til avionisert vann.
3. Forbered diastase (a-amylase)-arbeidslgsning ved & lgse opp 0,2 g a-amylase, (kat.nr. A3176),
i 40 ml avionisert vann. Bland godt og legg i en Coplin-krukke av plast. Klargjer rett fgr bruk.
4. Kjor i mikrobglgeovn ved 600 watt i 25 sekunder.
5. Fjern objektglasset fra Coplin-krukken og skyll det fordgyde objektglasset i rennende springvann
i 5 minutter.
6. Bruk béde de fordgyde og de ufordgyde objektglassene, og fortsett med mikrobglgeprosedyren
for vey, trinn 2.
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Ytelsesegenskaper

PAS-positive stoffer farges rosa til rgdt og kjerner er bld. Et diastase (a-amylase)-ekstraksjonsglass
vil ikke ha noen synlig PAS-farging av glykogen sammenlignet med det positive kontrollglasset med
ufordgyd glykogen.

Hvis de observerte resultatene avviker fra de forventede resultatene, skal du kontakte Sigma-Aldrichs
tekniske service for & f& hjelp.

Analytiske ytelsesegenskaper

De analytiske ytelsesresultatene for de gitte testene utfgrt p8 alle méIstrukturer bekrefter 100 %
folsomhet, spesifisitet og repeterbarhet.
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Kat. nr. Produkt- Mal Intra-assay Intra-assay Intra-assay Intra-assay 7. Valle S: Special stains in the microwave oven. J. Histotechnol 9:237, 1986
beskrivelse spesifisitet fglsomhet spesifisitet fglsomhet
3951 spfer;ggésiﬁ Monocytter 3av3 3av3 3av3 3av3 Konta ktlnformaSJon
Y! 9 Besgk nettstedet vart pd SigmaAldrich.com for & legge inn en bestilling. For teknisk service, besgk siden
Granulocytter 3av3 3av3 3av3 3av3 for tekniske tjenester pd nettstedet v&rt pd SigmaAldrich.com/techservice.
Glykogen 3av3 3av3 3av3 3av3
Kiellermem- 3., 3 Tav3 Jav3 Jav3 Revisjonshistorikk
Schiffs Rev. 4.0 2016
3952 reagens Monocytter 3av3 3av3 3av3 3av3
Granulocytter 3av3 3av3 3av3 3av3 Rev. 5.0 2022
Glykogen 3av3 3av3 3av3 3av3 Rev. 6.0 2022
Kﬁ'frr:;em' 3av3 3av3 3av3 3av3 Overfgrt til ny mal med gjeldende merkevarebygging. Spesifisert for profesjonell
a pr—r bruk, for tiltenkt bruk og forholdsregler. Flyttet hjelp til diagnoseerklaering til tiltenkt
ematoxsylin- . bruk. Revidert tiltenkt bruk for 8 samsvare med IVDR-retningslinjene. Oppdatert
GHS3-50ML gﬁnr']?gé Kjerner 3av3 3av3 3av3 3av3 materialsikkerhetsdatablad til sikkerhetsdatablad. Oppdatert kontaktinformasjon.

Advarsler og farer
Se sikkerhetsdatablad og produktmerking for oppdatert risiko-, fare- eller sikkerhetsinformasjon.

395B:

£

H290: Kan veere etsende for metaller.

H302: Farlig ved svelging.

H314: Gir alvorlige hudbrannskader og gyeskader.

H350: Kan forarsake kreft.

H373: Kan péfore skade p& organer (nyre) ved langvarig eller gjentatt eksponering ved svelging.
H412: Skadelig for plankton med langvarige effekter.

P273: Unnga utslipp i miljget.

P280: Bruk vernehansker/verneklzer/vernebriller/ansiktsvern.

P301 + P312: VED SVELGING: Ring et GIFTINFORMASIJONSSENTER/lege hvis du fgler deg uvel.

P303 + P361 + P353: VED PAFGRING PR HUDEN (eller héret): Ta umiddelbart av alle forurensede
kleer. Skyll huden med vann.

P304 + P340 + P310: VED INNANDING: Flytt personen til frisk Iuft og sgrg for at det er behagelig &
puste. Ring umiddelbart et GIFTINFORMASJONSSENTER/lege.

P305 + P351 + P338: VED PAFGRING I @YNE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern
kontaktlinser, hvis de er tilgjengelige og det er enkelt & gjare. 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

EE] Se bruksanvisningen

Autorisert representant i Det
europeiske fellesskap/EU
%
4
1

Katalognummer

Batchkode

EU-samsvarserklzering
(definert i IVDR 2017/746)

Brukes innen-dato In-vitro-diagnostisk medisinsk utstyr

Temperaturgrense A Forsiktig

Produksjonsdato % Importgr

Fjernet instruksjon om & falge CLSI for provetaking. Fjernet EN 980 og endret til
EN ISO 15223-1:2021 for symboler. Lagt til kontaktinformasjon for ugnskede hendelser.
Lagt til advarsler og farer.

MDSS GmbH
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30175 Hannover,
Germany

Sigma-Aldrich, Inc.,

“ 3050 Spruce Street,
St. Louis, MO 63103 USA
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Darmstadt, Germany
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Merck KGaA,
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Germany
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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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Sigma-Aldrich.

Kullanma Talimati

Periyodik Asit Schiff (PAS)
Boyama Sistemi
Prosedtir No. 395

[vo] Cé€

Kullanim Amaci

PAS boyama sistemi, lenfositlerin ve mukopolisakkaritlerin gésterilmesi igin standart ve mikrodalga
prosediirler sunar. Doku kesitlerindeki PAS reaksiyonu, mukopolisakkaritlerin gosterimi igin yararlidir.
Diastaz (a-amilaz) sindirim proseduri ve takibinde PAS boyamasi, glikojen depo hastaliginin tanisina
yardimai olarak kullanilir. Periyodik Asit Schiff (PAS) reaktifleri "in Vitro Tani Amagcl Kullanim" igindir.
Yalnizca profesyonel kullanim igindir. Bu manuel kalitatif prosediirden elde edilen veriler, kan veya
kemik iligi filmlerinden lenfositleri ve mukopolisakkaritlerin, ayrica insan érneklerinden formalin ile fikse
edilmis ve parafine gémulmus dokulari tespit eder. Bu veriler, diger tani testleri ve bilgilerle birlikte
gbzden gegirildiginde mantar enfeksiyonlarinin tanisina yardimci olarak kullanilabilir. Lenfositlerin
boyama paterni, tani alan lenfositik I16semi vakalarinda terapétik kararlar vermede de yardimci olabilir.

Periyodik asit ile islendiginde glikoller, aldehitlerle oksitlenir. Schiff reaktifi ile reaksiyona girdikten
sonra salinan fuksin, oksitlenebilir bilesikler igeren hiicresel bilesenleri boyar.® Bu reaksiyon, kan veya
kemik iligi filmleri, doku dokundurma preparatlari veya doku kesitleri Gizerinde gergeklestirilebilir.12
Kan veya kemik iligi filmlerinde kullanildiginda bu test, bazi eritroldsemi ve akut lenfoblastik 16semi
vakalarinin belirlenmesinde yardimci olabilir.®

Diastaz (a-amilaz) sindirimi, glikojen depo hastaliginin tanisina yardimci olarak kullanilabilir.
Diastaz, dokuda bulunan bu polisakkaritlerden kaynaklanan nisasta, glikojen ve bozunma Urinlerini
hidrolize eder. Sindirim slrecinde ortaya gikan yan Uriinler, PAS boyamadan 6nce yikanir.*

Mikrodalga firinlar kullanilarak hizli PAS boyama teknigi gergeklestirilir.>7

Reaktifler

Periyodik Asit Soliisyonu (Kat. No. 3951-100ML ve 395132-1L)
Periyodik asit, 1 g/dL

Schiff Reaktifi (Kat. No. 3952-50ML ve 3952016-500ML)
0,25 mol/L hidroklorik asit icinde %1 pararosanilin HCl ve %4 sodyum metabisiilfit. Tehlike. Ciddi
cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur. Kansere neden olabilir.

Hematoksilin Soliisyonu, Gill No. 3 (Kat. No. GHS3-100ML)
Sertifikall hematoksilin 6 g/L, C.I. 75290 sodyum iyodat 0,6 g/L, aliminyum stilfat 52,8 g/L ve
stabilizator

Saglanmayan Gerekli Ozel Malzemeler

e Formaldehit solisyonu, %37

¢ Reaktif Alkol

e PAS TISSUE-TROL™ (Kat. No. TTR009-25EA) gibi pozitif PAS kontrol lamlari her galismaya dahil
edilmelidir

e Ksilen veya ksilen muadili

Yalnizca Mikrodalga Prosediirleri Igin

e Mikrodalga Firin

e Havalandirmali kapakli Coplin kavanoz

e Scott Musluk Suyu ikame Konsantresi (Kat. No. S5134-6x100ML)

¢ a-Amilaz (yalnizca Diastaz Ekstraksiyon Prosediri igin) (Kat. No. A3176)

Saklama ve Stabilite

Periyodik Asit Sollisyonunu ve Schiff Reaktifini buzdolabinda (2-8°C) saklayin. Hematoksilin
Solusyonu, Gill No. 3 materyalini oda sicakliginda (18-26°C) saklayin. Reaktifler, etiketlerde gosterilen
son kullanma tarihine kadar stabildir. Schiff Reaktifinde gokelti olusumu performansi etkilemez.

Bozulma

Solusyon kahverengiye dénerse (havayla asiri oksitlenme), mora donerse (asitlik kaybr) veya
uygun boyama igin gereken siire prosedirde onerilen siireyi 5 dakikadan fazla asarsa Hematoksilin
Solusyonu, Gill No. 3'G atin.

Hazirlama

Periyodik Asit Sollisyonu, Schiff Reaktifi ve Hematoksilin Sollisyonu, Gill No. 3 kullanima hazir
olarak saglanir. Kullanmadan 6nce reaktifleri oda sicakligina (18-26°C) getirin.

Cokelti varsa Schiff Reaktifini filtreleyin. NOT: Lamlardan renk sizmasindan kaynaklanan hafif
pembe renk, testi etkilemez.

Scott Musluk Suyu Tkamesi, 1 6lgli Scott Musluk Suyu ikame Konsantresi 9 8lii deiyonize su ile
seyreltilerek hazirlanir.

Formalin-Etanol Fiksasyon Sollsyonu, 5 mL formaldehit ile 45 mL %95 etanol (Reaktif Alkol)
karistirilarak hazirlanir. Her giin yeni soltisyon hazirlayin ve agzini sikica kapatin.

Onlemler

Bu kitte bulunan IVD'ler, klinik laboratuvar ortaminda in vitro tani amagh kullanima yéneliktir.

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 lizere 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 yénetmeliklere uygun olarak atin.

PAS TISSUE-TROL™ kontrol lamlari, PAS igeren parafine gdmulu insan dokusudur ve potansiyel
olarak bulasici kabul edilmelidir.

Prosediir

Numune Toplama

Bilinen higbir test yontemi, kan 6rneklerinin veya dokunun enfeksiyon bulastirmayacagini tam
olarak garanti edemez. Bu nedenle, tiim kan tiirevleri veya doku érnekleri potansiyel olarak bulasici
kabul edilmelidir.

Yeni hazirlanmis tam, EDTA veya heparinize kan ya da kemik iligi filmleri kullanilir. Mimkiin olan en
kisa siirede fiksasyonu hazirlayin.?

Polisakkaritler igin %10 nétr tamponlu formalin, Zenker veya Bouin iginde fikse edilmis doku
kullanilabilir.* Bazi karbonhidratlarin suda gézunir olduguna dikkat edilmelidir.2 Glikojenin
gosterilmesi igin Carnoy sivisi, Gendre sivisi veya asit alkollti formalin 6nerilir.! Doku, fiksatif igeren
bir pikrik asit iginde fikse edildiginde diastaz ekstraksiyonu igin gereken siire uzayabilir.! Doku
kesitlerini 5 mikron dlglistinde kesin.

Notlar
Mikrodalga firin kullaniliyorsa talimatlar igin litfen Griinin Kullanim Kilavuzuna bakin.

Klinik olarak saglikli bireylerden hazirlanan kan filmleri kontrol amaciyla dahil edilebilir.
Polimorfontikleer I6kositler, yogun kirmizi sitoplazmik boya olusturur. PAS pozitif oldugu ve/veya
glikojen igerdigi bilinen doku kesitleri, her boyama sekansina dahil edilmelidir.

Prosedur

Kan, Kemik iligi veya Doku Dokundurma Preparatlari

Standart Prosediir

1. Havada kurutulmus filmlerde, Formalin Etanol Fiksasyon Cozeltisi iginde oda sicakhginda
1 dakika boyunca fiksasyon gergeklestirin.

2. Lamlar yavas akan musluk suyunda 1 dakika boyunca durulayin.
3. Lamlari, oda sicakhiginda 5 dakika boyunca Periyodik Asit Solisyonuna daldirin.
4. Lamlan distile su ile birkag kez durulayin.
5. Lamlari oda sicakhidinda 15 dakika boyunca Schiff Reaktifine batirin.
NOT: Kullanimdan hemen sonra Schiff Reaktifini kapatin ve buzdolabina (2-8°C) geri koyun.
6. Lamlari akan musluk suyunda 5 dakika boyunca yikayin.

7. Lamlara Hematoksilin Sollisyonu, Gill No. 3'te 90 saniye boyunca zit boyama yapin.

8. Lamlari akan musluk suyunda 15-30 saniye boyunca durulayin, havayla kurutun ve yaga
daldirilan (900x) mercek altinda mikroskopla inceleyin. Lamlar, toluen veya ksilen bazli
yerlestirme ortamina yerlestirilebilir.

Mikrodalga Prosediirii

1. Havayla kurutulan filmlerde Formalin-Etanol Fiksasyon Sollisyonunda oda sicakliginda 1 dakika
boyunca fiksasyon gergeklestirin.

2. Lamlari yavas akan musluk suyunda 1 dakika boyunca durulayin.

3. Lamlarn plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Periyodik Asit Soliisyonuna yerlestirin.

4. 10 saniye boyunca 800 watt seviyede mikrodalga firinda tutun.

5. Lamlari deiyonize su ile birkag kez durulayin.

6. Lamlar plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Schiff Sollisyonuna yerlestirin.

7. 15 saniye boyunca 800 watt seviyede mikrodalga firinda tutun. Sollsyonu bir beral pipet
veya aplikator gubudu ile kanistirin ve 1 dakika boyunca inktbe edin.

8. 5 dakika boyunca ilik, hafifge akan musluk suyunda durulayin.

9. Lamlari plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Hematoksilin Sollisyonu Gill No. 3'e
yerlestirin.

10. 10 saniye boyunca 800 watt seviyede mikrodalga firinda tutun.

11. Akan musluk suyun.da 1-2 dakika boyunca durulayin ardindan oda sicakliginda Calisma
Scott Musluk Suyu Ikamesi ile mavi renge boyayin.

12. Akan musluk suyunda durulayin. Havayla kurutun.

13. Lamlar, toluen veya ksilen bazli yerlestirme ortamina yerlestirilebilir.

Doku Kesitleri
Standart Prosediir

1. Kesitleri deparafinize edin ve deiyonize suyla hidratlayin.

2. Lamlari, oda sicakliginda (18-26°C) 5 dakika boyunca Periyodik Asit Solisyonuna daldirin.

3. Lami distile su ile birkag kez durulayin.

4. Lamlari oda sicakliginda (18-26°C) 15 dakika boyunca Schiff Reaktifine batirin.

5. Lamlar akan musluk suyunda 5 dakika boyunca yikayin.

6. Lamlara Hematoksilin Soliisyonu, Gill No. 3'te 90 saniye boyunca zit boyama yapin.

7. Akan musluk suyunda lamlari durulayin.

8. Kesitleri kurutun, temizleyin ve toluen veya ksilen bazli yerlestirme ortamina yerlestirin.

Mikrodalga Prosediirii

1. Kesitleri deparafinize edin ve deiyonize suyla hidratlayin.

2. Lamlan plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Periyodik Asit Soliisyonuna yerlestirin.
Kavanozun kapagini gevsek bir sekilde kapatin veya delikli kapaklar kullanin.

3. 10 saniye boyunca 800 watt seviyede mikrodalga firinda tutun.

4. Lamlar deiyonize su ile birkag kez durulayin.

5. Lamlari plastik bir Coplin kavanozunda bulunan 40 mL Schiff Solisyonuna yerlestirin.

6. 15 saniye boyunca 800 watt seviyede mikrodalga firinda tutun. Sollsyonu bir beral pipet
veya aplikator gubugu ile karistirin ve 1 dakika boyunca inkiibe edin.

7. 5 dakika boyunca ilik, hafifce akan musluk suyunda durulayin.

8. Lamlari plastik bir Coplin kavanozunda Hematoksilin Soltsyonu Gill No. 3'e yerlestirin.

9. 10 saniye boyunca 800 watt seviyede mikrodalga firinda tutun.

10. Akan musluk suyunda 1-2 dakika boyunca durulayin ardindan oda sicakhginda Scott Musluk
Suyu Ikamesi ile mavi renge boyayin. Akan musluk suyunda durulayin. Kurutun, temizleyin ve
yerlegtirin.

Diastaz (a-Amilaz) Sindirimi icin Mikrodalga Prosediirii

1. Cift test lami kullanin. Birini diastaz sindirimi igin ve birini yalnizca PAS boyamasi igin
etiketleyin.

NOT: Bir doku yapistiricisi ile kaplanmig lamlar tavsiye edilir.
Diyastaz sindirimi yaparken kesitleri seloidine yerlestirmeyin.!

2. Lamlari deparafinize edin ve deiyonize suyla hidratlayin.

3. 0,2 g a-Amilaz'i (Kat. No. A3176) 40 mL deiyonize suda gozerek Diastaz (a-amilaz) Galisma
Soliisyonunu hazirlayin. lyice karistirin ve plastik Coplin kavanozuna koyun. Kullanmadan
hemen 6nce hazirlayin.

4. 25 saniye boyunca 600 watt seviyede mikrodalga firinda tutun.

5. Lamlar Coplin kavanozundan cikarin ve sindirilmis lami akan musluk suyunda 5 dakika
boyunca durulayin.

6. Hem sindirilmis hem de sindirilmemis lamlari kullanarak Doku igin Mikrodalga Prosediir,
adim 2 ile devam edin.
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Performans Ozellikleri

PAS pozitif maddelerde pembe ile kirmizi arasinda boyama gérdlir ve gekirdekler mavidir. Diastaz
(a-Amilaz) Ekstraksiyon lami, sindirilmemis glikojen pozitif kontrol lami ile karsilastirildiginda glikojen
PAS boyamasina gériinmez.

Gozlemlenen sonuglar beklenen sonuglardan farkliysa, yardim igin litfen Sigma-Aldrich Teknik Servisi ile

iletisime gegin.

Analitik Performans Ozellikleri

Tum hedef yapilar Gizerinde yuratilen belirli testlere ait analitik performans sonuglari %100 duyarlilik,
6zgulltk ve tekrarlanabilirligi dogrulamaktadir.

Kat. No.  Uriin Tanimi Hedef Tahlil ici Tahlil igi Tahliller Tahliller
Ozgiilliik Duyarhhk . Arasi Arasi
Ozgiilliik Duyarhhk
Periyodik Asit " " ' B B
3951 Cozeltisi Monositler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Grandlositler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Glikojen 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Bazal N | . i
Membran 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
3952 Schiff Reaktifi ~ Monositler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Graniilositler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Glikojen 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Bazal y . ! '
Membran 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Hematoksilin
GHS3-50ML Cozeltisi, Cekirdekler 3'te 3 3'te 3 3'te 3 3'te 3
Gill No. 3

Uyarilar ve Tehlikeler

Guncellenmis herhangi bir risk, tehlike veya glvenlik bilgisi igin Glvenlik Veri Formuna ve uriin etiketine bakin.

395B:

H290: Metaller igin asindirici olabilir.
H302: Yutuldugunda zararhdir.
H314: Ciddi cilt yaniklarina ve g6z hasarina neden olur.

H350: Kansere neden olabilir.

H373: Yutulmasi halinde uzun sureli veya tekrarli maruziyet sonucu organlarda (bébrek) hasara
neden olabilir.

H412: Sudaki yasam igin uzun sureli etkiyle zararlidir.
P273: Gevreye salinmasini énleyin.
P280: Koruyucu eldiven/koruyucu giysi/géz koruyucu/ytz koruyucu kullanin.

P301 + P312: YUTULMASI HALINDE: Kendinizi iyi hissetmiyorsaniz bir ZEHIR DANISMA MERKEZiNi/
doktoru arayin.

P303 + P361 + P353: CILTLE (veya sagla) TEMAS halinde: Tiim kontamine giysilerinizi hemen
gikarin. Cildinizi suyla durulayin.

P304 + P340 + P310: SOLUNMASI HALINDE: Kisiyi temiz havaya gikarin ve rahatca nefes
alabilecegi bir durumda tutun. Derhal bir ZEHIR DANISMA MERKEZINi/doktoru arayin.

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

l  Uretici

EE] Kullanma Talimatina bakin

Katalog Numarasi

Api— C€
JiN

Parti Kodu

Avrupa Birligi Uygunluk Beyani
(IVDR 2017/746'da tanimlanmugtir)

g Son Kullanma Tarihi
/l’ Sicaklik Sinirt
@ Uretim Tarihi %

Referanslar

1. Sheehan DC, Hrapchak BB: Theory and Practice Histotechnology, 2nd ed. CV Mosby, St. Louis,
(MO), s. 52, 164-167, 1980

2. Culling CFA, Allison RT, Barr WT: Cellular Pathology Technique, 4th ed. Butterworths, s. 216-220,
1985

3. Davey FR, Nelson DA: Periodic Acid Schiff (PAS) Stain. IN Hematology, 2nd ed. W] Williams,
E Buetler, Al Erslev, RW Rundles, McGraw-Hill, New York, s. 1630-1632, 1977

4. Thompson SW: Selected His tochemi cal and Histopathological Methods, CC Thomas, Springfield,
(IL), s. 520-539, 1966

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

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

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

in vitro tani amagl tibbi cihaz

Dikkat

ithalatgi

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.
Revizyon Gegmisi

Rev. 4.0 2016

Rev. 5.0 2022

Rev. 6.0 2022
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